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10.

GLOSARIO

Caja: se refiere a la réplica experimental. Cada temperatura de aclimatacion se
constituy6 de tres réplicas (i.e., cajas de mantencion de moscas) definidas como C1,
C2yC3.

CTmax: temperatura critica maxima. Corresponde a la temperatura critica para el
colapso (i.e., muerte térmica) siguiendo 1 minuto de desafio térmico.

Logiot: es el tiempo de sobrevivencia expresado en logio. Corresponde al tiempo en
el cual se produce la muerte del individuo producto de la constante exposicion a una
temperatura determinada.

Mc: corresponde a la masa corporal (mg) de individuos adultos de 10+ 2 dias de edad.
Tacl: corresponde a temperatura de aclimatacion (21, 24, 27 y 30°C) a las que fueron
expuestos los individuos de Drosophila melanogaster durante su ontogenia (huevo
hasta adultos (10£ 2 dias de edad)).

TDT: abreviacion de curva de muerte térmica debido a su nombre en inglés Thermal
death time. Esta curva explica como cambian las probabilidades de supervivencia en
funcion de la temperatura y el tiempo de exposicion.

Tens: corresponde a las temperaturas del ensayo térmico a las que fueron sometidos
los individuos de Drosophila melanogaster. Estas temperaturas fueron 36, 37, 38, 39
y 40°C.

Rep: se refiere a la réplica/repeticion del ensayo térmico para estimar tiempos de
colapso de los individuos a 36, 37, 38, 39 y 40°C (2 rep x Tens X caja).

Sex: se refiere al sexo de los organismos (hembra o macho).

Z: sensibilidad térmica. Describe la disminucién en temperatura requerida para un

incremento de diez veces en el tiempo tolerancia térmica.
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RESUMEN

En la actualidad, el incremento de eventos climaticos extremos y el aumento de la
temperatura media del planeta contribuyen a la pérdida de biodiversidad global. La capacidad
de los individuos para responder con cambios morfoldgicos, fisiologicos o conductuales (i.e.,
plasticidad fenotipica) a tales desafios podria ser clave para su sobrevivencia. Estudios han
demostrado que la capacidad de tolerar altas temperaturas depende de la intensidad y de la
temperatura del desafio térmico. En este sentido, las curvas de muerte térmica (TDT)
incluyen estos factores mediante la estimacion de CTmax (tolerancia al calor) y Z
(susceptibilidad térmica) como descriptores de tolerancia térmica. Esta tesis explora como la
exposicion a ambientes térmicos cada vez mas estresantes afecta la tolerancia al calor y la
sobrevivencia de Drosophila melanogaster. Para responder a esta pregunta, se elaboraron
curvas TDT y estimamos CTmax y Z en organismos adultos aclimatados a diferentes
temperaturas durante la ontogenia (21, 24, 27 y 30°C). Ademas, se evalud el efecto de la
temperatura sobre la masa corporal (Mc) y se analiz6 la magnitud de la respuesta plastica de
estos atributos (i.e., CTmax, Z y Mc). Los resultados demostraron que la temperatura de
aclimatacion (7acl), la temperatura del ensayo térmico (7ens) y Mc tuvieron impactos
significativos sobre la sobrevivencia de Drosophila melanogaster. Organismos aclimatados
a altas temperaturas mostraron un aumento significativo en su sobrevivencia, asi como
valores mas altos de CTmax y Z en comparacion con los individuos provenientes de
temperaturas mas bajas. La aclimatacion a temperaturas estresantes generd cambios en la
tolerancia al calor, sobrevivencia y en la morfologia de Drosophila melanogaster. Los
resultados sugieren que existe un compromiso entre CTmax y Z, lo cual implica una mayor

tolerancia a altas temperaturas, pero durante cortos periodos de tiempo.

Palabras clave: Drosophila melanogaster, curvas de muerte térmica, cambio climatico,

plasticidad fenotipica
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ABSTRACT

Currently, the increase in extreme climate events and the increase in average temperature of
the planet contribute to the loss of global biodiversity. The ability of individuals to respond
to these challenges through morphological, physiological or behavioral changes (i.e.,
phenotypic plasticity) may be crucial for their survival. Studies have shown that the ability
to tolerate high temperatures depends on the intensity and temperature of the thermal
challenge. In this sense, thermal death time (TDT) curves incorporates these factors by
estimating CTmax (heat tolerance) and Z (thermal susceptibility) as the thermal tolerance
descriptors. This thesis investigates how exposure to increasingly stressful thermal
environments affects the heat tolerance and survival of Drosophila melanogaster. To address
this, TDT curves were generated to estimate CTmax and Z in adult organisms acclimated to
different temperatures (21, 24, 27 and 30°C) during ontogeny. In addition, the effect of
temperature on body mass (Mc) was evaluated and the magnitude of the plastic response of
these attributes was analyzed (i.e., CTmax, Z and Mc). The findings revealed that
acclimatization temperature, thermal assay, and Mc had significant impacts on the survival
of Drosophila melanogaster. Flies acclimated to high temperatures exhibited significantly
increased survival, along with higher values of CTmax and Z, compared to individuals from
lower temperatures. Acclimatization to stressful temperatures induced changes in heat
tolerance, survival and morphology in Drosophila melanogaster. The results suggest a trade-
off between CTmax and Z, which implies a greater susceptibility to high temperatures over

shorter periods of time.

Keywords: Drosophila melanogaster, thermal death curves, climate change, phenotypic

plasticity
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INTRODUCCION

Durante el ultimo siglo, el planeta ha enfrentado las consecuencias del cambio climatico,
entre ellas el incremento de la temperatura, aumento de la variabilidad térmica y la
intensificacion de eventos climdticos extremos, como olas de calor, sequias y huracanes
(IPCC, 2021). La degradacion y transformacion de los ecosistemas debido a estos cambios
se ha descrito como una de las principales causas de la pérdida de biodiversidad (Meehl &
Tobaldi, 2004; Palmer et al., 2017; Thornes, 2016). El Grupo Intergubernamental de Expertos
sobre el Cambio Climatico sefiala que la temperatura media anual en el mundo se ha
incrementado aproximadamente 1 °C, entre 1880 y 2012, y que es probable que aumente de
1°C a 4°C para el 2100 (IPCC, 2022). En este contexto, se espera que los cambios en la
temperatura del planeta sean particularmente desafiantes para los organismos ectotermos,
debido a que su fisiologia depende directamente de la temperatura del ambiente (Huey &
Stevenson, 1979), haciéndolos particularmente vulnerables frente a cambios ambientales

(Paaijmans et al., 2013; Rohr & Palmer, 2013).

Ajustes fisiologicos frente a ambientes cambiantes

Diversos investigadores argumentan que el ambiente térmico puede alterar
significativamente aspectos claves de la biologia de estos organismos, tales como la
morfologia, fisioldgica, conducta y adecuacion bioldgica (Cavieres et al., 2020; Folguera et
al., 2011; Gilbert, 2001; Hofmann & Todgham, 2009; Kingsolver et al., 2015; Liu et al.,
2021; Mech et al., 2018; Ragland et al., 2008; Régniére et al., 2012). Ademas, los organismos
pueden potencialmente responder a cambios en el ambiente térmico por medio de la
plasticidad fenotipica, que se define como la habilidad de genotipos de modificar el fenotipo
en respuesta a factores ambientales (Bradshaw & Holzapfel, 2009; Piglucci, 2001; Stearns,
1989). Respuestas plasticas al incremento de temperatura pueden expresarse mediante ajustes
bioquimicos, como una mayor expresion de proteinas de shock térmico HSP’s (Serensen &
Loeschcke, 2002; Tarapacki et al., 2021), cambios morfologicos, como la reduccion del

tamafio corporal, modificando asi, la relacion superficie volumen (Polidori et al., 2020;
13



Sheridan & Bickford, 2011; Tseng et al., 2018), cambios fisioldgicos con ajustes en los
limites de tolerancia térmica (e.g., CTmax) o en el desempeiio a distintas temperaturas (e.g.,
temperatura ptima, rango de tolerancia térmica) (Alruiz et al., 2022; Bozinovic & Cavieres,
2019; Cavieres et al., 2019; Molina et al., 2023; Rezende et al., 2020), o cambios
conductuales (e.g., busqueda de refugios, cambios en preferencia térmica) (Gilbert & Miles,

2017; Hayden Bofill & Blom, 2024).

La sensibilidad de los organismos frente a la temperatura puede estudiarse a través de los
limites de tolerancia térmica, que corresponden a las temperaturas maximas o minimas que
delimitan el rendimiento de los individuos, caracterizada por la pérdida de reaccion (Huey &
Kingsolver, 1989; Overgaard et al., 2014). Diversos cientificos se han centrado en estudios
de tolerancia térmica argumentando que estos organismos son capaces de modificar sus
limites térmicos (CTmax y CTmin) en respuesta a distintos escenarios de variaciones
térmicas y cambios de la temperatura media (Estay et al., 2014; Chidawanyika et al., 2017).
En este contexto, algunos investigadores sugieren que la variacion en la tolerancia térmica
de los individuos podria estar modulada por factores como el sexo (Andersen et al., 2006;
Blanckenhorn et al., 2014; Boersma et al., 2018), la temperatura de aclimatacion (Cavieres
et al., 2019 Chown et al. 2014), el tiempo de exposicion (Kingsolver et al., 2015 ; Rezende
& Bozinovic, 2019) e incluso, rasgos morfoldgicos como el tamafio corporal (Leiva et al.,

2019; Verspagen et al., 2020).

Metodologias empleadas en estudios de tolerancia térmica

En la era actual del calentamiento global, caracterizada por un aumento en la frecuencia de
eventos climaticos extremos (e.g., olas de calor, variabilidad térmica, sequia, entre otros), es
imprescindible incorporar metodologias que permitan predecir sus efectos sobre los
organismos. Los estudios experimentales utilizan distintos métodos, modelos y medidas
(Jergensen et al., 2019; Kingsolver & Huey, 2008; Santos et al., 2011). En especifico, la
estimacion de las temperaturas criticas usualmente se realiza a través de dos métodos: el
método estatico, que consiste en cuantificar el tiempo que demora el organismo en colapsar

(i.e., muerte, coma o iniciar espasmos musculares) estando expuesto a temperaturas
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estresantes constantes (Hoffmann et al., 2003) o el método dindmico, que se basa en la
temperatura limite o punto limite al cual el organismo colapsa estando expuesto a una tasa
controlada de aumento o disminucién de temperatura (Terblanche et al., 2007). Debido al
debate en torno a estas metodologias (Castafieda et al., 2012; Cooper et al., 2008), algunos
estudios sugieren que se deben considerar otros factores, como el tiempo de exposicion y la
sensibilidad de los organismos a estos cambios en la temperatura ambiental, por lo que un
modelo metodoldgico basado en la asociacion entre la tolerancia térmica y el tiempo de
exposicion ha despertado un creciente interés entre los investigadores (Castafieda et al., 2012;
2015; Rezende et al., 2014). La curva de muerte térmica (TDT) indica como cambian las
probabilidades de supervivencia en funciéon de la temperatura y el tiempo de exposicion a
través de la obtencion de CTmax y Z (temperatura critica maxima y sensibilidad térmica,
respectivamente) como parametros de tolerancia térmica (Rezende et al., 2014), permitiendo
estimar con mayor precision como responderd un organismo a cambios en la temperatura
estando expuesto durante un tiempo determinado. Otros investigadores han dado nuevas
perspectivas a la curva TDT, describiendo el area bajo la curva como la “tasa de dafio
acumulativo”, lo que, en otras palabras, significa que las curvas demostrarian que la tasa de
dafio aumenta exponencialmente con la temperatura y el punto maximo (i.e., muerte) se

alcanza cuando el animal ha acumulado una cantidad critica de dafio (Jergensen et al., 2021).

Tolerancia al calor: relacion entre la temperatura critica maxima CTmax y
sensibilidad térmica Z

Algunos estudios han explorado la relacion entre CTmax y Z, aunque con resultados
contradictorios (Alruiz et al., 2022; Willot et al., 2022). Rezende et al. (2014) describen una
correlacion positiva entre CTmax y Z, sugiriendo que podria existir un trade off o
compromiso entre estos pardmetros. Especificamente, muestran que especies con un mayor
CTmax exhiben un mayor Z, lo que implica que la capacidad de tolerar temperaturas
extremas podria no mantenerse por largos periodos de tiempo. Adicionalmente, Castafieda et
al. (2015) mencionan diferentes escenarios hipotéticos que podrian presentarse en una curva
de muerte térmica visualizando la tolerancia al calor en respuesta a temperaturas elevadas.

Explican que, en un caso A, el organismo es capaz de aumentar la tolerancia al calor al
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aumentar CTmax (Figura 1A). Por otra parte, un caso B implicaria que un aumento de CTmax
podria lograrse a costa de disminuir la tolerancia al calor en un rango de temperaturas
desafiantes (Figura 1B). Finalmente, un caso C describiria un incremento en la tolerancia al
calor sin un cambio visible en CTmax (Figura 1C). En su investigacion, demostraron que las
poblaciones de D. subobscura cambiaron la tolerancia a altas temperaturas al aumentar

CTmax, pero, al mismo tiempo, disminuyeron la tolerancia en desafios térmicos menos

extremos.
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Figura 1.  Diferentes escenarios de curva de muerte térmica (TDT) ilustrando cambios hipotéticos
(h)) en la tolerancia térmica de los organismos en respuesta a temperaturas elevadas. A. Una variacion
positiva en CTmax (linea negra) mediante un incremento general de tolerancia al calor a través de
toda la curva. B. Una variacion positiva en CTmax podria aumentar la tolerancia al calor a costa de
reducir la tolerancia frente a un rango de temperaturas desafiantes. C. Un incremento en la tolerancia
al calor sin que ocurra un cambio en CTmax. Modificado de Castafieda et al., 2015.

La presente investigacion evalud el impacto del incremento de temperatura sobre la
tolerancia al calor de Drosophila melanogaster aclimatadas a distintas temperaturas entre 21
y 30°C, se estim0, ademas, CTmax y Z como parametros descriptores de tolerancia térmica
para incrementar la comprension del efecto de temperatura sobre la sobrevivencia de los
individuos. Adicionalmente, se determiné la capacidad plastica de estos rasgos. Se utilizo a
Drosophila melanogaster como modelo de estudio, debido al gran conocimiento que existe
sobre sus respuestas ante cambios en la temperatura ambiental (Alruiz et al., 2022), asi como
al extenso estudio de sus limites fisiologicos asociados a otros factores climaticos (Hoffmann,
2010; Ragland et al., 2008).
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HIPOTESIS

Hipotesis:

Drosophila melanogaster presenta ajustes morfologicos y fisioldgicos compensatorios en
respuesta al incremento de temperatura. Estos ajustes se traducen en una reduccion de la masa
corporal (Mc) y un incremento en la tolerancia al calor reflejado por un incremento en el
tiempo de sobrevivencia, la temperatura critica maxima (CTmax) y la sensibilidad térmica

(2).

Predicciones:

La temperatura de aclimatacion se asocia negativamente con la masa corporal (Mc) y
positivamente con la tolerancia térmica (sobrevivencia, CTmaz y Z) en Drosophila

melanogaster.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto de la temperatura de aclimatacion sobre la tolerancia al calor (CTmax y Z)

y la masa corporal (Mc) en Drosophila melanogaster.

Objetivos especificos:

1.1 Evaluar el efecto de la temperatura de aclimatacion sobre la masa corporal (Mc, mg) en
Drosophila melanogaster.

1.2 Evaluar el efecto de la temperatura de aclimatacion sobre el tiempo de sobrevivencia
(Logiot) de Drosophila melanogaster frente a los desafios térmicos.

1.3 Determinar la temperatura critica maxima (CTmax, °C) y la sensibilidad térmica (Z, °C)
de Drosophila melanogaster provenientes de distintos ambientes térmicos mediante la
elaboracion de curvas TDT (thermal death time).

1.4 Demostrar si existe asociacion entre CTmax y Z.

1.5 Establecer si CTmax, Z y Mc son rasgos plasticos.
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METODOLOGIA

1.1 Modelo de estudio

En este estudio utilizamos individuos adultos de Drosophila melanogaster (Meigen, 1830),
mas conocida como “mosca del vinagre”. Esta especie pertenece a la familia Drosophilidae,
género Drosophila y subgénero Sophophora (Powell, 1997). Originaria de Africa occidental,
esta especie se encuentra distribuida por todo el mundo, sobre todo por el comercio y
exportacion de frutas desde el siglo XIX (Stephan & Li, 2007). Es una especie generalista
que se alimenta y reproduce en frutas o materia organica en descomposicion (O’Grady,
2009). Presenta un marcado dimorfismo sexual, en donde las hembras son generalmente mas
grandes que los machos. Ademas, las hembras exhiben un abdomen puntiagudo mientras que
el de los machos es redondeado y tiende a curvarse (Figura 2). Ambos sexos poseen un patron
de bandas oscuras en su abdomen, sin embargo, estas bandas se fusionan en los machos
formando una gran mancha oscura en el extremo del abdomen, a diferencia de las hembras,
que no la poseen (Chyb & Gompel, 2013). Al ser un organismo ectotermo, sus funciones
bioldgicas, como la reproduccion, el metabolismo, desarrollo y desempefio, estan
directamente influenciadas por su temperatura corporal (Sunday et al., 2011). Esta especie
ha demostrado ser muy practica en estudios experimentales debido a su facil mantenimiento
en laboratorio, su ciclo de vida corto y su alta tasa reproductiva (Caravaca & Lei, 2016;
Linford et al., 2013). Numerosas investigaciones utilizan a Drosophila melanogaster como
modelo de estudio, incluyendo estudios sobre ecologia reproductiva (Markow & O’Grady,
2008), comportamiento (Cavieres et al., 2019; Jordan et al., 2007), genética (Kristensen et
al., 2019), plasticidad morfolégica (Bitner-Mathé & Klaczko, 1999) y tolerancia térmica
(Kellermann et al., 2017; Schou et al., 2015).
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Figura 2.  Fotografias de individuos adultos de Drosophila melanogaster. En la figura se aprecia
el marcado dimorfismo sexual en esta especie, caracterizado por el tamafio de la hembra en
comparacion al macho y por la gran mancha oscura que este ultimo presenta en su abdomen.
Modificado de Chyb & Gombel, 2013.
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1.2 Recoleccion, mantencion y diseiio experimental

Los individuos adultos de Drosophila melanogaster fueron recolectados en la zona central de
Chile (33°26" S; 70°39” W, a 500 m.s.n.m., aproximadamente 250 individuos) mediante
trampas de platanos y levadura en un periodo de aproximadamente una semana. Luego, las
moscas fueron trasladadas al laboratorio de Ecofisiologia de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile para su identificacion taxondmica en base a rasgos morfologicos segiin
Markow & O'Grady (2005) y el posterior establecimiento de lineas de laboratorio. Se
formaron tres grupos con aproximadamente 80 moscas adultas cada uno, en cajas de acrilico
de 20x15x15 cm con medio de cultivo Burdick (Burdick, 1995) y se mantuvieron en el
laboratorio bajo condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo (21 + 0.1°C y LD =
16:8) durante tres generaciones (Figura 3A). Para mantener un régimen de generacion
discreto, se permitid la ovoposicion de los individuos en placas de Petri con medio de cultivo
durante 24 h. Trascurrido este tiempo, los huevos de las placas de Petri fueron divididos en
secciones y depositados en botellas de 250 ml con medio de cultivo (Figura 3B).
Posteriormente, las moscas adultas que emergian de las botellas fueron transferidas a una
nueva caja con placas de Petri con medio de cultivo. El tamafio de la poblacion dentro de cada
caja vari6 entre aproximadamente 2000 individuos adultos reproductores (Figura 3C), y se
mantuvieron tres réplicas de cajas, que se agruparon en cada generacion para minimizar la
pérdida de variacion genética debido a la deriva. Las moscas pertenecientes a la poblacion
stock fueron asignadas aleatoriamente a los tratamientos de aclimatacion térmica de 21, 24,
27y 30 °C, con un fotoperiodo 16:8 (L:0O), en cdmaras climaticas separadas (PITEC, Modelo
BIOREF). Cada tratamiento térmico incluyd tres réplicas experimentales o cajas de
mantencién (C1, C2 y C3). Cuando los individuos de cada tratamiento de aclimatacion y
réplica alcanzaron 10 £ 2 dias de edad se realizaron mediciones fenotipicas = masa corporal

(Mc) y tolerancia al calor a través de curvas de muerte térmica (curvas TDT).
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Figura3. Mantencion de Drosophila melanogaster en el laboratorio. A. Camaras climaticas con
control de temperatura y fotoperiodo para aclimatacion térmica a 21, 24, 27 y 30 + 0.1 °C, con un
fotoperiodo de 16:8h L:O. B. Botellas de vidrio de 250 ml con medio de cultivo para mantencion de
moscas durante su ontogenia (huevo hasta la eclosion de adultos). C. Cajas de acrilico utilizadas para
mantencion de adultos recién eclosionados (N = 3 cajas para cada tratamiento térmico). Estas cajas
tienen en su interior placas Petri con medio de cultivo con el fin de asegurar la alimentacion y posterior
oviposicion de las moscas.
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1.3 Mediciones fenotipicas

Masa corporal (Mc): Previo a la medicién de tiempo de colapso térmico (i.e., tiempo de
muerte térmica) se cuantificd la Mc (mg) en una micro balanza analitica con precision 0.01mg

(Bel Italia Modelo HPB-1051) .

Curva de muerte térmica (TDT thermal death time): se cuantifico la tolerancia térmica de
individuos adultos de Drosophila melanogaster mediante la elaboracion de curvas de muerte
térmica (TDT) siguiendo el protocolo de Rezende et al. (2014). Para cada tratamiento térmico
se construyeron curvas TDT a partir de datos de tiempo de sobrevivencia individual en un
gradiente de temperaturas que van desde 36 a 40°C (N = 5 temperaturas: 36, 37, 38, 39 y
40°C). Estas mediciones se realizaron en un total de 6.000 individuos (50 individuos x 5
temperaturas de ensayo x 2 repeticiones x 3 réplicas (cajas) x 4 temperaturas de aclimatacion).
En cada ensayo, 50 moscas adultas previamente sexadas fueron colocadas individualmente
en viales de 5 mL y expuestas a cinco temperaturas constantes en un bafio termorregulado
(Corio-C, Julabo) (Figura 4). Cada ensayo fue grabado con una cédmara de video digital
(Logitech Carl Zeiss Tessar 1080p), para luego registrar el tiempo de caida (tiempo de
sobrevivencia), descrito como el momento en que el individuo pierde la capacidad locomotora

y deja de moverse (cada vial se verific individualmente).
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Figura4. Configuracion experimental para la medicion de tiempo de colapso (i.e., tiempo de
muerte térmica) en ensayos de tolerancia térmica en Drosophila melanogaster aclimatados a 21, 24,
27y 30°C. Los ensayos se realizaron a 36, 37, 38, 39 y 40°C. Cada ensayo fue grabado con una cdmara
de video digital y los videos fueron revisados en computador para posteriormente registrar el tiempo
de muerte de cada mosca.
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Con los datos de tiempo de colapso (seg) obtenidos de los ensayos térmicos se construyeron

curvas TDT, y se estimaron los parametros CTmax y Z como sigue:
Terit= CTmax —z logj0 t (1)

Terit corresponde a la temperatura critica méxima (o de muerte) que cambia en funcion al
tiempo de exposicion (t). Segin el modelo, CTmax corresponde a la temperatura que un
organismo podria tolerar durante 1 minuto de exposicion (Logl0 ¢t = 0, por definicion, 1
minuto) y la sensibilidad térmica (Z) es la diferencia de temperatura que resulta producto de
un cambio de 10 veces en el tiempo de muerte. Por ejemplo, un organismo con un CTmax =
42°C y un Z = 2°C, podria tolerar un promedio de 40°C, 38°C y 36°C por 10, 100 y 1.000
minutos, respectivamente. En otras palabras, las curvas TDT explican como la tolerancia

térmica varia de forma cuantificable en funcion de la temperatura y el tiempo de exposicion.
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Andlisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software R version 4.3.2

(http://www.R-project.org/).

El primer paso en el andlisis estadistico consistid en evaluar la distribucion de datos para
explorar la relacion entre la media y la varianza para cada variable utilizando el paquete
fitdistrplus. Para evaluar potenciales cambios en Mc entre tratamientos de aclimatacion y
sexos se emplearon modelos lineales mixtos (LMM) utilizando Tac/ y Sex como efectos fijos
y la réplica experimental (caja) como efecto aleatorio con el paquete /me4. Para determinar
el efecto de las variables predictoras Tacl, Mc, Sex y Tens sobre el tiempo de sobrevivencia
(Logio t) se evaluaron seis modelos que incluyeron las variables predictoras como efectos
fijos y la réplica experimental (caja) y la repeticion del ensayo (rep) como efectos aleatorios
(Tabla 1). Utilizando el paquete MuMIn se realizé una seleccion del modelo basada en el
criterio de informacion de Akaike (AIC), incluyendo los valores de delta AIC (AAIC) y los
pesos de Akaike (W;) para determinar qué modelo se ajusta mejor a los datos y cuantificar la
probabilidad de cada modelo en comparacion con los demas. Se aplico un test de ANOVA

al modelo seleccionado como el mejor.

Las curvas de muerte térmica (TDT) se elaboraron mediante regresiones lineales entre las
temperaturas de ensayo y el tiempo de muerte en escala logaritmica (log10). De cada curva
TDT se estimaron los parametros de tolerancia térmica CTmax (temperatura critica maxima)
y Z (sensibilidad térmica), utilizando la formula previamente explicada (ecuacion 1), en base
al modelo lineal mixto seleccionado. Adicionalmente, se elaboraron curvas de supervivencia
para cada temperatura de aclimatacion en funcion de los desafios térmicos. Estas curvas
muestran como cambia la probabilidad de supervivencia durante un tiempo determinado
(Rezende et al., 2020). Para evaluar una potencial asociacion entre los pardmetros CTmax y

Z se realiz6 una regresion lineal.
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Tabla 1. Modelos candidatos (LMMs) para evaluar el efecto de las variables las predictoras sexo
(Sex), masa corporal (Mc), temperatura de ensayo (7ens), y temperatura de aclimatacion (7acl) sobre
el tiempo de sobrevivencia (Logl0t) de Drosophila melanogaster en ensayos de tolerancia al calor.

Las variables caja (caja) y réplica (rep) se evaluaron como efectos aleatorios en los modelos.

Variable respuesta  Efectos Fijos Efectos aleatorios
Logot ~ Sex + Mc + Tens+ Tacl caja + rep

Sex + Mc + Tens caja + rep

Sex + Mc caja + rep

Sex + (Mc + Tens + Tacl)’ caja + rep

Sex + (Mc + Tens) * caja + rep

Sex +(Mc + Tacl)’ caja + rep
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RESULTADOS

Efectos de la temperatura sobre la masa corporal

El modelo empleado mostr6 la masa corporal (Mc) se vio fuertemente afectada por la
temperatura de aclimatacion (7acl), encontrandose diferencias significativas entre los
tratamientos de aclimatacion (F,s656)= 527.8, p < 0.001) (Figura 5A), sexo (F(1,5654)= 5200,
p < 0.001), e interaccion entre las variables (F3s656)= 73.2 , p < 0.001) (Figura 5B). En
general, la aclimatacion a altas temperaturas generd un incremento de masa corporal en los
organismos, observandose que individuos aclimatados a 30°C incrementaron su masa
corporal en un 9%, 19% y 24% en comparacion con los individuos aclimatados a 27, 24, y

21°C, respectivamente.
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Figura 5. Masa corporal de individuos adultos de Drosophila melanogaster aclimatados durante
la ontogenia a distintas temperaturas 21°C (celeste), 24°C (amarillo), 27°C (naranjo), y 30°C (rojo).
El panel A muestra la variacion en masa entre los tratamientos de aclimatacion, y el panel B muestra
los datos separados por sexo para cada temperatura. Los datos se muestran como promedio =+
desviacion estandar. En cada panel se indican los resultados del test de ANOVA, y las diferentes letras
representan diferencias significativas entre grupos luego de realizado el test de comparaciones

multiples de Tukey.
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Seleccion del modelo

El modelo seleccionado de acuerdo con el criterio de Akaike (AIC) mostr6 que las variables
sexo (Sex), masa corporal (Mc), temperatura del ensayo térmico (7ens) y temperatura del
tratamiento (7ac/) influyen sobre el tiempo de sobrevivencia (Logi t) de Drosophila

melanogaster (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion AIC y pesos de los modelos candidatos que describen el efecto del sexo (Sex),
masa corporal (Mc), temperatura del ensayo térmico (7ens) y temperatura de aclimatacion (7ac/)
sobre el tiempo de colapso térmico (Log ¢) de Drosophila melanogaster. La seleccion del modelo
incluye la comparacion entre modelos que consideran efectos aditivos (+) e interactivos (*) de los
predictores. La tabla muestra el nimero de parametros estimados (K), la diferencia en AIC entre los

modelos (AAIC), su verosimilitud relativa y pesos (Wi). El modelo con mejor ajuste se muestra en

negrita.
Variable Variables K AIC AAIC W,
respuesta predictoras
Logt ~ Sex + Mc + Tens + Tacl 13 -1096.9 252.87 123 x 10
Sex + Mc + Tens 10 -408.6 941.09 4.42 x 1025
Sex + Mc 6 6,553.6  7,03.39 0x 100
Sex + (Mc + Tens + Tacl)’ 32 -1,349.7 0.0 1x10°
Sex +( Mc + Tens)’ 14 -450.9 898.87  6.50 x 10-1%
Sex +( Mc + Tens)’ 12 6,298.2  7,647.99 0x 100
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Tabla 3. ANOVA del mejor modelo candidato (Tabla 2) que describe los efectos del sexo (Sex),

masa corporal (Mc), temperatura del ensayo térmico (7ens) y temperatura de aclimatacion (7ac/)

sobre el tiempo de colapso térmico (Logo t) de Drosophila melanogaster. Efectos significativos (p <

0.05) se indican con negrita.

Suma de Cuadrados
Variable gl gl (denominador) F p
cuadrados medios
Sex 0.24 0.24 1 5609.0 5.40 0.020
Mc 2.03 2.03 1 5486.0 45.80 <0.001
Tens 33.17 8.29 4 5634.0 187.11 <0.001
Tacl 5.50 1.83 3 5631.8 41.38 <0.001
Mc : Tens 3.72 0.93 4 5633.2 20.98 <0.001
Mc: Tacl 1.13 0.38 3 5631.4 8.51 0.001
Tens : Tacl 12.69 1.06 12 5632.4 23.87 <0.001
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Los resultados del ANOVA indicaron que el tiempo de sobrevivencia (Logio f) fue
significativamente mayor en hembras que en machos (Tabla 3). En promedio, las hembras
sobrevivieron ocho minutos mas que los machos en los desafios térmicos. La Mc también
afectd significativamente al Logo ¢, moscas mds grandes incrementaron su sobrevivencia,
principalmente en ensayos térmicos de 36 y 37°C. Sin embargo, tanto individuos pequefios
como grandes no presentaron diferencias significativas frente a temperaturas mas extremas
(38, 39 y 40°C) (Tabla 1 Material Suplementario). Por otro lado, el Log ¢ se vio afectado
por Tens (F4s634= 187.1, p < 0.001). Quedd en evidencia que a medida que aumentaba la
temperatura del desafio térmico, el tiempo de sobrevivencia decaia (Figura 6). En promedio,
las moscas fueron capaces de tolerar 1,4 horas a 36°C, 43 minutos a 37°C, 27 minutos a

38°C, 14 minutos a 39°C y 8 minutos a 40°C.

La Tacl impact6 significativamente el Logot, los individuos aclimatados a temperaturas mas
altas presentaron un aumento en el tiempo de sobrevivencia. Los individuos provenientes de
30°C incrementaron su Logiot enun 7,11 y 18% en comparacion con sus contrapartes a 27,
24 y 21°C (Figuras 6 y 7). Los resultados obtenidos revelaron que la sobrevivencia se vio
afectada por la interaccion entre Tens y Tacl, esto se observa claramente en la figura 7, en
donde individuos aclimatados a altas temperaturas sobreviven por mas tiempo, pero a

temperaturas mas extremas Log;o ¢t disminuye rapidamente.
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Curvas de muerte térmica (TDT curves) y parametros de tolerancia al calor

Las curvas de probabilidad de sobrevivencia revelaron que la sobrevivencia de los
organismos se ve afectada tanto por la temperatura de aclimatacion (7acl) como por la
temperatura del ensayo térmico (7ens) (Figura 6). El andlisis visual sugiere que los
individuos aclimatados a altas temperaturas sobreviven por mds tiempo a temperaturas
estresantes en comparacion con sus contrapartes aclimatados a temperaturas mas bajas, sin
embargo, la sobrevivencia de los organismos decae a medida que aumenta 7ens, resultando
en curvas pronunciadas en temperaturas mas extremas. Estos resultados también se reflejan
en las curvas de muerte térmica (TDT) (Figura 7). El analisis de las curvas TDT demostrd
que Tacl y Tens influyen significativamente en el tiempo de sobrevivencia (Logio t) de
Drosopila melanogaster (R*> = 0.75, Faoseasy = 910.8, p < 0.01). Se observd que la
aclimatacion a altas temperaturas permitido a los organismos resistir por mas tiempo la

exposicion a temperaturas desafiantes.

La estimacion de los parametros de tolerancia térmica CTmax y Z, obtenidos a partir de las
curvas TDT, revelo diferencias entre los tratamientos. Los valores de CTmax variaron entre
42.4°C y 44.8°C, mientras que Z mostr6 valores entre 3.1°C y 4.6°C. Especificamente, los
organismos aclimatados a 30°C evidenciaron mayores valores de CTmax y Z en comparacion
con los tratamientos de 21, 24 y 27°C (Figura 8). Estos resultados indican que las moscas
aclimatadas a altas temperaturas exhiben una mayor tolerancia al calor, sin embargo, esta

capacidad disminuye a medida que se enfrentan a temperaturas mas desafiantes.
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Curvas de supervivencia obtenidas a diferentes temperaturas para individuos adultos de

Drosophila melanogaster aclimatados a 21 (A), 24 (B), 27 (C), y 30°C (D), y sometidos a diferentes
temperaturas de ensayos térmicos (36, 37, 38, 39 y 40°C). N = 5664 individuos.
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Figura7.  Curva de muerte térmica (TDT) basada en el mejor modelo candidato estimada para de
individuos adultos de Drosophila melanogaster aclimatados a cuatro temperaturas. En el eje X se
muestran las temperaturas de los ensayos térmicos y su proyeccion de CTmax y en el eje Y se muestra
el tiempo de sobrevivencia transformado a minutos. Los circulos representan el promedio para cada
ensayo térmico y los intervalos corresponden a la desviacion estandar. Las lineas punteadas
corresponden a machos y hembras de cada tratamiento térmico.
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El analisis de regresion lineal entre CTmax (°C) y Z (°C) reveld la existencia de una
asociacion positiva y significativa entre las variables (R>= 0.69, F1,6)= 13.6, p = 0.01, Figura

8), donde el 69% de la variacion en CTmax es explicada por la variacion en Z.

Para la estimacion de CTmax y Z se emple6 un tamafio muestral de 5.664 individuos que
permitieron la obtencion de dos valores de cada coeficiente (uno para hembras y otro para
machos) por cada Tac/. Aun asi, y entendiendo las limitaciones de esta comparacion,
realizamos una comparacion (Im) de estos coeficientes entre tratamientos (Tabla 4). Los
resultados revelaron cambios en CTmax y Z entre las distintas 7ac/ (CTmax: F3 4= 27.5, p
=0.004; Z: F34= 7.6, p = 0.04). Los individuos aclimatados a las temperaturas 24 y 30°C
incrementaron su tolerancia al calor (CTmax y Z) en comparacion con sus contrapartes a 21
y 27°C. En particular, los organismos aclimatados a 30°C incrementaron su CTmax en 1.6,

0.8 y 2°C en comparacion con aquellos aclimatados a 21, 24 y 27°C, respectivamente.
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Figura 8.  Relacion entre coeficientes de curva TDT obtenidos del mejor modelo candidato (Tabla
2). El color indica el valor de los coeficientes para cada tratamiento de aclimatacion y la forma indica
los valores por sexo. Se muestran los resultados del test ANOVA de la regresion entre coeficientes.
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Tabla 4. Coeficientes de curva de muerte térmica (TDT) de Drosophila melanogaster aclimatadas a
cuatro temperaturas diferentes durante la ontogenia (huevo-adulto). Diferentes letras representan
diferencias significativas entre tratamientos de aclimatacion luego del test de comparaciones

multiples de Tukey. Los datos se muestran como promedio + desviacion estandar.

Temperatura de Aclimatacion

Coeficientes
21°C 24°C 27°C 30°C
CTmax (°C) 42.9+0.1 437 +£0.2“ 42.5+0.06° 445+04°¢
Z (°0O) 4.0+0.2 44+03° 32+0.2¢ 44+0.3°
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DISCUSION

El presente estudio analiz6 el impacto de la temperatura sobre la sensibilidad térmica de
Drosophila melanogaster. Los resultados obtenidos demostraron que la temperatura de
aclimatacion afectd significativamente la tolerancia al calor a través de la sobrevivencia,
CTmax, y Z, asi como a la masa corporal de los individuos. El incremento en la temperatura
de aclimatacién generd que los individuos aclimatados a altas temperaturas aumentaran
significativamente la masa corporal en comparacion con aquellos aclimatados a temperaturas
mas bajas. La exposicion a ambientes térmicos estresantes genero un incremento en el tiempo
de sobrevivencia (Logio t) de Drosophila melanogaster, permitiendo que las moscas
aclimatadas a altas temperaturas resistieran por mas tiempo la exposicion a temperaturas
extremas. Ademas, se observo que el sexo y la masa corporal influyeron significativamente
en la sobrevivencia de las moscas. Quedo en evidencia que los individuos aclimatados a
temperaturas mas altas presentaron una mayor tolerancia al calor, reflejada por un aumento
en los valores de CTmax y Z, lo que sugiere que la exposicion a temperaturas desafiantes
genera adaptaciones fisiologicas que mejoran la resistencia a temperaturas criticas. Sin
embargo, el analisis de regresion lineal mostrd que existe un compromiso entre CTmax y Z;
en otras palabras, un aumento en la susceptibilidad térmica (Z) indica que aunque los
organismos puedan tolerar temperaturas mas altas, lo hacen en desmedro del tiempo de

exposicion.

Nuestros analisis indican que el incremento de temperatura afecta significativamente la masa
corporal de Drosophila melanogaster. Contrario a nuestras predicciones, observamos que las
moscas aclimatadas a temperaturas mas altas aumentaron su masa corporal (Figura 5). Estos
resultados se contraponen con hallazgos previos de otros investigadores que sugieren que la
exposicion a temperaturas calidas resulta en individuos de menor tamafio (Crill et al., 1996;
French et al., 1998; Kingsolver & Huey, 2008). Adicionalmente, se ha propuesto que los
organismos estarian disminuyendo su tamafio corporal en respuesta al incremento de

temperatura (Kingsolver & Huey, 2008; Sheridan & Bickford, 2011; Xi et al., 2016; Yom-
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Tov & Geffen, 2006). Por ejemplo, Riemer et al. (2018) realizaron un estudio en donde
incluyeron 640 individuos de distintos taxa, demostrando que el 79% de ellos redujo
significativamente su tamafio corporal frente a un aumento de temperatura. Es importante
mencionar que la masa corporal puede variar en funcion de factores como la limitacion de
oxigeno (Callier & Nijhout, 2014; Hoefnagel & Verberk, 2015), la disponibilidad de
alimento (Chown & Gaston, 2010; Jonsson et al., 2013), la distribuciéon geografica (Freeman
et al., 2018; Verheyen & Stoks, 2019) e incluso puede llegar a variar entre ectotermos
acuaticos y terrestres (Deutsch et al., 2022; Forster et al., 2012; Herrera et al., 2023). No

obstante, estos factores no fueron considerados en este estudio.

Encontramos que el sexo y la masa corporal influyeron significativamente en el tiempo de
sobrevivencia (Logot) de Drosophila melanogaster. Las hembras presentaron mayor masa
corporal que los machos y el incremento de masa corporal se asoci6é con un mayor tiempo de
sobrevivencia frente a temperaturas estresantes. En concordancia con estos hallazgos,
diversos estudios han sefialado que las hembras son mas susceptibles que los machos a
fluctuaciones térmicas (Andersen et al., 2006; Dahlgaard et al., 1998; Lansing & Loeschcke,
2000), pero también presentan una mayor capacidad adaptativa frente a ambientes
cambiantes (Jin et al., 2020). Si bien se requieren mas estudios que consideren estas
distinciones entre sexos, estas podrian estar relacionadas con la produccion diferenciada de
proteinas de shock térmico (HSPs) (Chang et al., 2019; Kang et al., 2017) y con la capacidad
reproductiva (Hoffmann et al., 2003; Loeschcke et al. 1997). En cuanto a la masa corporal,
Peralta-Maraver & Rezende (2021) demostraron que existe una relacion entre la masa
corporal y la tolerancia al calor, reportando que los animales mas grandes pueden tolerar
temperaturas menos extremas durante periodos mas prolongados. Otros estudios han
evidenciado que los organismos con mayor masa corporal, en general, resisten mejor el estrés
térmico (Loeschcke et al., 1994), lo que les permite incrementar su tolerancia al calor

(Klockmann et al., 2017).

La exposicion a temperaturas extremas afectd negativamente el tiempo de sobrevivencia
(Logio t, Figura 6 y 7). Esto podria estar relacionado con el hecho de que la exposicion

prolongada a temperaturas extremas acelera la acumulacion de dafio celular y molecular,
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aumentando la sensibilidad térmica de los organismos (Jorgensen et al., 2021; Orsted et al.,
2022). Varios estudios han planteado que el dafio térmico podria estar asociado con la
desnaturalizacion de proteinas (Hofmann & Somero, 1996), el incremento de estrés oxidativo
en la célula (Ritchie & Friesen, 2022), cambios en la composicion de la membrana plasmatica
(Crockett, 1998) y la limitacion de oxigeno durante la respiracién mitocondrial (Sokolova,

2023).

La plasticidad fenotipica o aclimatacion a altas temperaturas permitio a los organismos
aumentar su sobrevivencia ante desafios térmicos extremos, incrementando su tolerancia a
altas temperaturas (Figura 7). En promedio, las moscas aclimatadas a 21 y 24°C
sobrevivieron 19 y 22 minutos, respectivamente, en el ensayo térmico a 38°C, mientras que
aquellas aclimatadas a 27 y 30°C sobrevivieron 27 y 40 minutos, respectivamente, a la misma
temperatura de ensayo. Resultados similares fueron obtenidos por Krebs & Loeschcke
(1994), quienes demostraron que individuos adultos de Drosophila melanogaster
aclimatados a temperaturas estresantes (37°C) sobrevivieron por mas tiempo la exposicion
ante un estrés térmico mas severo (39°C) en comparacion con aquellos que se desarrollaron
en ambientes cercanos a su temperatura 6ptima. Un estudio realizado en la Bicyclus anynana
demostrd que la temperatura de aclimatacion tiene efectos positivos en la sobrevivencia,
indicando que los animales aclimatados a altas temperaturas son capaces de tolerar
temperaturas estresantes durante periodos mas largos (Klockmann et al., 2017). Se ha
descrito que los organismos son capaces de generar respuestas bioquimicas, fisiologicas y
conductuales frente a factores de estrés térmico mediante diversas estrategias, como sistemas
complejos de termorreceptores que impulsan mecanismos de termorregulacion (Barbagallo
& Garrity, 2015). Ademas, la produccion de compuestos antioxidantes (i.e. prolina, acido
ascorbico, glutation, entre otras) podria contrarrestar la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en la mitocondria producto del estrés oxidativo (Bodlah et al., 2023). Por
ejemplo, Jena et al. (2013), revelaron que las pupas de Antheraea mylitta (Lepidoptera)
incrementaron los niveles de antioxidantes en respuesta a la exposicion a temperaturas
estresantes. Otros estudios han reportado que la capacidad de la mitocondria podria estar
relacionada con los limites térmicos; en otras palabras, los organismos que experimentan

dafo mitocondrial a altas temperaturas exhiben una mayor tolerancia al calor (CTmax) en
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comparacion con aquellos que experimentan estos dafios a temperaturas mas bajas (Chung et
al., 2018; Fangue et al., 2009). Otra respuesta ampliamente estudiada es la expresion de
moléculas chaperonas y proteinas de shock térmico (HSPs), las cuales son responsables de
proteger a las células y otras proteinas frente a posibles dafios moleculares (Colinet et al.,
2010; Horowitz, 2001). Se ha reportado que estos animales inducen la produccion de estas
proteinas (HSPs), lo que genera un incremento en la tolerancia térmica en respuesta al estrés

térmico (Colinet et al., 2015; Dong et al., 2008; Tomanek, 2010).

El andlisis de regresion lineal demostrd que existe una asociacion significativa y positiva
entre CTmax y Z (Figura 8). Esto indica que los organismos que presentan una mayor
tolerancia al calor también evidencian una mayor sensibilidad térmica (Z), lo que revela un
compromiso entre estas variables. Los individuos capaces de tolerar temperaturas mas altas
solo pueden mantener esta capacidad por cortos periodos de tiempo. Tal como se esperaba,
los organismos aclimatados a altas temperaturas mostraron valores mas altos de CTmax y Z,
incrementando su tolerancia térmica a temperaturas estresantes (Tabla 4). Estos resultados
concuerdan con los encontrados por Rezende et al. (2014), quienes sugieren que las especies
con un mayor CTmax también presentan un mayor Z, lo que demuestra que la capacidad de
tolerar temperaturas extremas se encuentra encapsulada en CTmax y no puede ser mantenida
por periodos prolongados. Por otra parte, Castafieda et al. (2015), indican que estos hallazgos
implican que los organismos con un CTmax alto serian mas susceptibles a temperaturas
menos estresantes durante largos periodos de exposicidon, sugiriendo que existe un
compromiso o trade off entre la tolerancia al calor y la sensibilidad térmica a altas
temperaturas. Estudios similares que evaluaron la tolerancia al calor de organismos
aclimatados a ambientes térmicos variables revelaron que existe un compromiso entre
CTmax y la capacidad de aclimatacion a altas temperaturas (Kellermann et al., 2017; Molina

etal., 2023).
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CONCLUSION

Los resultados de este estudio respaldan la hipotesis de que la exposicion a ambientes
térmicos desafiantes induce ajustes morfologicos y fisiologicos en Drosophila melanogaster.
Se encontro6 que el sexo, la masa corporal, la temperatura de aclimatacion y el estrés térmico
influyen significativamente en la sobrevivencia de esta especie. Los resultados revelaron que
la aclimatacion a altas temperaturas permitio a los individuos incrementar la tolerancia al
calor (CTmax), aunque también aument6 la sensibilidad térmica (Z) frente a temperaturas
mas extremas. Estos hallazgos tienen implicaciones importantes en el contexto del cambio
climatico, ya que sugieren que algunas poblaciones de Drosophila melanogaster podrian
tener la capacidad de adaptarse a temperaturas mas altas, pero podrian ser mas vulnerables

frente a eventos climaticos extremos.

En conclusion, este estudio proporciona evidencia de la capacidad plastica de Drosophila
melanogaster en respuesta al estrés térmico. Los resultados obtenidos contribuyen a la
comprension de la capacidad plastica de los organismos ectotermos frente al cambio
climatico, destacando la importancia de considerar los costos asociados a estas respuestas
plasticas. Asimismo, es fundamental que estudios futuros incorporen aspectos moleculares,
genéticos, fisiologicos y relacionados a componentes del fitness. Aunque estos resultados
ofrecen una vision de como la temperatura afecta al organismo, es crucial investigar el
significado evolutivo de los cambios y los mecanismos que permiten al animal modificar su

biologia.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla 1. Coeficientes del modelo lineal mixto (LMM) ajustado para datos de Logl0t en
individuos adultos de Drosophila melanogaster aclimatados durante la ontogenia a diferentes
temperaturas y sometidos a ensayos de tolerancia térmica. Las diferencias significativas se

sefialan en negro.

Efectos Fijos Coeficiente EE gl T P
Intercepto 1.525 0.031 701.0  49.163 <0.001
Sex (Machos) -0.018 0.008  5609.0 -2.323 0.020
Mc (mg) 0.276 0.038  5630.0 7.195 <0.001
Tens (37°C) -0.201 0.024  5338.0 -6.194 <0.001
Tens (38°C) -0.295 0.033  5633.0 -9.046 <0.001
Tens (39°C) -0.511 0.034  5634.0 -15.202 <0.001
Tens (40°C) -0.854 0.032  5634.0 -26.337 <0.001
Tacl (24°C) 0.056 0.031  5633.0 1.815 0.069
Tacl (27°C) 0.147 0.035  5634.0 4.232 <0.001
Tacl (30°C) 0.231 0.033  5632.0 6914 <0.001
Mec : Tens (37°C) -0.096 0.038  5634.0 -2.557 0.011
Mec : Tens (38°C) -0.269 0.038  5631.0 -7.001 <0.001
Mec : Tens (39°C) -0.302 0.040  5634.0 -7.474 <0.001
Mec : Tens (40°C) -0.230 0.039  5634.0 -5.870 <0.001
Mec : Tacl (24°C) 0.025 0.036  5626.0 0.679 0.497
Mec : Tacl (27°C) 0.114 0.038  5633.0 3.033 0.002
Mec : Tacl (30°C) -0.058 0.035  5632.0 -1.656 0.098
Tens (37°C) : Tacl (24°C) -0.038 0.035  5632.0 -1.505 0.132
Tens (38°C) : Tacl (24°C) 0.018 0.025  5632.0 0.707 0.480
Tens (39°C) : Tacl (24°C) 0.036 0.025 5632.0 1.434 0.152
Tens (40°C) : Tacl (24°C) 0.057 0.026  5632.0 2.232 0.026
Tens (37°C) : Tacl (27°C) -0.041 0.026  5632.0 -1.589 0.112
Tens (38°C) : Tacl (27°C) -0.080 0.026  5632.0 -3.103 0.002
Tens (39°C) : Tacl (27°C) -0.193 0.026  5632.0 -7.424 <0.001
Tens (40°C) : Tacl (27°C) -0.165 0.026  5632.0 -6.332 <0.001
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Tens (37°C) :
Tens (38°C) :
Tens (39°C) :
Tens (40°C) :

Tacl (30°C)
Tacl (30°C)
Tacl (30°C)
Tacl (30°C)

0.029
0.162
0.090
0.133

0.026
0.025
0.026
0.027

5632.0
5633.0
5632.0
5633.0

1.104
6.107
3.427
4.935

0.269
<0.001
0.001
<0.001
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