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RESUMEN

Ademaés de los costos mediados por disyuntivas en asignacion de recursos, también se ha propuesto que los
costos de la reproduccién pueden ocurrir debido a dafios somaticos directos. Por ejemplo, debido al estrés
y dafio oxidante que puede surgir de la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés) dada por un alto consumo energético y actividad metabdlica que ocurre durante los
procesos reproductivos. Un estado de estrés oxidante ocurre cuando los ROS sobrepasan las defensas
antioxidantes del organismo y los mecanismos reparadores del dafio que se define como la pérdida de
funcién de una biomolécula por pérdida de electrones. Los estudios que han puesto a prueba la hipotesis
del costo oxidante de la reproduccidn han encontrado resultados mixtos y se han realizado principalmente
en hembras de aves y mamiferos. Por lo anterior se ha resaltado la importancia de utilizar otros grupos
taxonémicos y machos para poner a prueba esta hip6tesis en los distintos aspectos de la reproduccion. Como
el cuidado parental, cuya actividad fisica podria aumentar la produccion de ROS que incurra en dafio y
estrés oxidante. De igual forma, se ha observado que la temperatura puede influir en la intensidad del
cuidado parental que proveen los padres, también por si misma la temperatura aumenta la tasa metabdlica.
En esta tesis se realizaron dos estudios que evaluaron si existe un costo oxidante asociado al cuidado paterno
exclusivo como un aspecto de la reproduccion y la exposicion a altas temperaturas en la chinche acuética
Abedus ovatus. En el estudio correlacional donde comparamos los niveles de lipoperoxidacion y capacidad
antioxidante total (TAC por sus siglas en inglés) en hemolinfa de machos con cuidado parental reciente y
cuidado parental prolongado, encontramos que los machos que cargan mas huevos presentan mayores
niveles de lipoperoxidacién. Sin embargo, no encontramos un efecto del grado de desarrollo y nimero de
los huevos en TAC. Por otra parte, en el estudio experimental, donde manipulamos experimentalmente el
tamafio de puesta de los machos parentales y que fueron sometidos aleatoriamente a 2 tratamientos de
temperatura desde el inicio hasta el final del cuidado no encontramos un efecto de estas variables en los
niveles de lipoperoxidacion. También evaluamos los niveles de glutation oxidado (GSSG) y reducido
(GSH) y la proporcion de estos (GSSG/GSSH) y encontramos mayores niveles de GSSG y GSH en
individuos sometidos a mayores temperaturas. Asi la proporciéon GSSG/GSH no se vio afectada por
nuestros tratamientos. Las discrepancias entre nuestros estudios podrian indicar que en condiciones de vida
libre el cuidado parental puede representar costos oxidantes en los individuos, sin embargo, es importante
considerar diversos factores ambientales tanto bidticos y abidticos que podria tener un efecto més relevante

en el estatus redox de los individuos.

Palabras claves: Estrés oxidante, cuidado parental, altas temperaturas, lipoperoxidacion, glutatién
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INTRODUCCION

El concepto ‘historia de vida’ hace referencia a los patrones de maduracién (tasa de crecimiento,
edad a la madurez sexual, tamafio corporal, longevidad etc.) y reproduccion (nimero y tamafio de
las crias al nacer) que explican las distintas estrategias que utilizan los organismos en la
optimizacion de su adecuacion entendida como su supervivencia y éxito reproductivo (Stearns,
1992). Por lo regular, estos patrones se encuentran asociados de forma negativa, por lo que se ha
propuesto que existen disyuntivas entre ellos (Stearns, 1992; Flatt y Heyland, 2011). Estas
disyuntivas entre atributos de historia de vida son ilustradas, por ejemplo, por la relacion negativa
frecuentemente hallada entre el nimero de crias y el tamafio de éstas (Stearns, 1992; Flatt y
Heyland, 2011), o cuando un esfuerzo reproductivo elevado que clasicamente se define como los
recursos (tiempo, energia y riesgos) que se invierten en la reproduccién y cuidado de la progenie
(Stearns, 1992), resulta en una reduccion en la supervivencia y la fecundidad futura del individuo
(Partridge et al., 1987; Alonso-Alvarez et al., 2004; Reznick et al., 2000). De igual forma
generalmente se asume que el alto costo de mantener las defensas inmunolégicas ante patdgenos
resulta en una disyuntiva entre otros procesos que demandan muchos recursos y nutrientes como
el crecimiento, la reproduccién y la termorregulacion en grupos animales como vertebrados e
insectos (Lochmiller y Deerenber, 2000; Schwenke et al., 2016). La ocurrencia de las disyuntivas
entre atributos de historia de vida ha sido explicada tradicionalmente por la existencia de un
conflicto en la asignacion de recursos energéticos entre los atributos (Stearns, 1992). Se ha
propuesto que este conflicto surge por el hecho de que los recursos energéticos de los que disponen
los organismos son limitados (Stearns, 1992). Por este motivo, cuando hay un aumento en la
inversion de recursos energéticos en algln rasgo de historia de vida, estos recursos ya no estan
disponibles para ser utilizados en otros rasgos (Kaitala, 1991; Stearns, 1992; Reznick et al., 2000;
Alonso-Alvarez et al., 2004; Flatt y Heyland, 2011).

Los trabajos que han puesto a prueba la hipétesis de la existencia de una disyuntiva en la
asignacion de recursos entre atributos de historia de vida tradicionalmente han manipulado la
produccidn de huevos por via de la disponibilidad de sitios de oviposicion, o el estado nutricional
de los individuos por medio de la cantidad de alimento consumido. Estos estudios han demostrado
que una disminucion en la produccién de huevos genera un aumento en la supervivencia de la

madre (Stearns, 1992; Tatar, 1995; Flatt y Heyland, 2011), lo cual proporciona evidencia a favor



de la ocurrencia de un conflicto en asignacion de recursos entre la reproduccion y la supervivencia
(Tatar, 1995; Boggs, 2009). De igual forma, se ha encontrado una reduccion en las reservas
energeticas (p.ej. lipidos, glucogeno, etc.) asociada al esfuerzo reproductivo en diversos grupos
animales como mamiferos, artrépodos y peces (Clutton-Brock, 1991; Munguia-Steyer et al.,
2019). Sin embargo, los costos asociados al esfuerzo reproductivo pueden ser observados incluso
cuando hay abundancia de recursos alimenticios (Tatar, 1995). Por lo tanto, se ha propuesto que
ademas de la ocurrencia de un posible conflicto en asignacion de recursos, podria existir un dafio
somatico directo asociado a los mecanismos fisioldgicos involucrados en la reproduccion (de Jong
y van Noordwijk, 1992; van Noordwijk y de Jong, 1986; Tatar, 1995). Aunque los costos de la
reproduccion han sido ampliamente documentadosen distintos grupos animales como aves,
mamiferos y peces, los mecanismos fisiologicos que los subyacen no han sido esclarecidos aun
(Harshman y Zera, 2007; Speakman y Garratt, 2014; Blount et al., 2016).

Ademas del aumento en la mortalidad asociada a algunas conductas reproductivas (p.ej. el
cuidado parental) debido a la mayor exposicion de los individuos a patdgenos, parasitos y
depredadores (Trivers, 1972; Barnard y Behnke, 1990; Gilbert y Manica., 2010; Klug y Bonsall,
2014; Requena et al., 2014), se ha propuesto que ciertos factores como el aumento en la produccion
de hormonas que acompafian a algunos procesos reproductivos podrian ser un mecanismo
fisiologico vinculado a los costos de la reproduccion, por via de un aumento en la mortalidad. Por
ejemplo, se ha observado que un incremento en los niveles de estrégeno reduce la funcion
inmunitaria de los linfocitos T lo cual podria disminuir la probabilidad de supervivencia de los
individuos (Da Silva, 1999).

Estrés oxidante
Debido al alto consumo energético que implica la reproduccion, puede haber dafios

asociados a la acumulacion de radicales libres (especies reactivas de oxigeno -ROS- por sus siglas
en inglés y nitrdgeno) que en su mayoria son un subproducto derivado de la sintesis de adenosin
trifosfato (ATP) en la mitocondria, durante la transformacion de nutrientes en energia (Loft et al.,
1994; Alonso-Alvarez et al., 2004; Blount et al., 2016). La alta reactividad de las ROS radica en
su capacidad de aceptar electrones, lo cual genera moléculas inestables como el anién superdxido
(+O2-), el perdxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo (OH-), y el oxigeno singlete (*O2),

los cuales son producidos en todos los tipos celulares (Collin, 2019). Dentro de la mitocondria, el



anion superoxido es la especie reactiva predominante, que en su mayoria es transformada en
perdxido de hidrdgeno a través de la accion de la enzima superdxido dismutasa que forma parte
de las defensas antioxidantes (Lambert y Brand, 2009). Las defensas antioxidantes se dividen en
dos tipos: enddgenas y exdgenas (Armstrong y Stratton, 2016). Los antioxidantes enddgenos,
como el glutation, son producidos por el cuerpo y desempefian un papel crucial en la proteccion
contra el estrés oxidante. El glutation funciona como un antioxidante multifuncional, neutralizando
radicales libres funcionando como donador de electrones para los radicales libres y participando
en procesos de detoxificacion. Ademas, el glutation actia como sustrato de enzimas antioxidantes
como la glutation peroxidasa y la glutation transferasa (Armstrong y Stratton, 2016). Por otro lado,
los antioxidantes exdgenos se obtienen a través de la dieta. Algunos ejemplos de antioxidantes
exdgenos son la vitamina C, la vitamina E. y los carotenoides. Estos antioxidantes también
desempefian un papel importante en la proteccion celular contra el dafio oxidante (Armstrong y
Stratton, 2016). Por ejemplo, la vitamina E elimina los radicales peroxilo provenientes de la
lipoperoxidacion al donar un hidrogeno lo que detiene la reaccion en cadena de los radicales libres
(Rice-Evans et al., 1996)

La produccion de ROS es necesaria para el funcionamiento normal de las células, ya que
las ROS estan involucradas en la sefializacién y la homeostasis celular (Finkel y Holbrook, 2000;
Dickinson y Chang, 2011; Sies y Jones, 2020; Juan et al., 2021). Sin embargo, cuando la
produccion de ROS excede la capacidad de los mecanismos de defensa antioxidante para hacer
frente a estos, se genera un estado conocido como estrés oxidante (Sies y Jones, 2020; Juan et al.,
2021). Cuando este desbalance se prolonga en el tiempo, puede ocasionar dafio a lipidos, afectando
la funcionalidad de la membrana celular (Halliwell y Chirico, 1993), a las proteinas, modificando
su estructura y funcién (Brand et al., 2004) y al ADN, favoreciendo la ocurrencia de mutaciones
y procesos cancerigenos (Hemnani y Parihar, 1998). Por lo tanto, el dafio oxidante puede definirse
como la pérdida de funcion de la biomolécula debido a modificaciones quimicas no enzimaticas
(pérdida de electrones) que pueden derivar en un mal funcionamiento de las células y en su
posterior muerte (Monaghan et al., 2009; Lambert y Brand, 2009). Por este motivo, laacumulacion
de dafio producido por un incremento en los ROS no neutralizados, se ha vinculado a la aceleracion
de la senescencia (Beckman y Ames, 1998; Beaulieu et al., 2015), que se define como la

disminucion del éxito reproductivo y el aumento en la probabilidad de muerte asociados



positivamente a la edad del organismo (Harman, 1983; Dowling y Simmons, 2009; Selman et al.,
2012).

La idea de que existe un costo oxidante de la reproduccién ha sido evaluada por maltiples
estudios durante los ultimos 20 afios. La estimacion del estrés oxidante, inicialmente, fue realizada
midiendo la capacidad antioxidante total (TAC) que principalmente detecta los antioxidantes de
origen dietario o la actividad de antioxidantes enddgenos especificos, bajo el supuesto de que una
disminucion en estos parametros, por si misma, podria indicar que existe un costo oxidante
asociado a la reproduccion (Monaghan et al., 2009; Blount et al., 2016). No obstante, este supuesto
no seria suficiente para determinar estos costos. Ya que, aunque una sobreproduccion de ROS sea
acompafada de un aumento de las defensas antioxidantes endégenas podrias ser insuficiente para
mitigar los efectos negativos de la sobreproduccién de ROS, por lo cual se generaria un estado de
estrés oxidante en el individuo con subsecuente dafio en biomoléculas. (Monaghan et al., 2009;
Blount et al., 2016). Por este motivo, se ha resaltado la importancia de medir directamente el dafio
oxidante a biomoléculas en estudios que buscan evaluar la hip6tesis del costo oxidante de la
reproduccion (Blount et al., 2016). Sin embargo, los resultados de los estudios que han incorporado
esta medicidn han sido mixtos. Se ha observado que a un mayor esfuerzo parental corresponden
niveles de dafio oxidante méas elevados en algunas biomoléculas y en algunos 6rganos
metabdlicamente activos, mientras que en otros no (Xu et al., 2014; Jan et al., 2014; Blount et al.,
2016). Adicionalmente, al comparar los niveles de dafio oxidante presentes en individuos
reproductivos contra los niveles presentados por individuos no reproductivos, se ha encontrado
que contrario a lo esperado, los individuos reproductivos presentan niveles menores de dafio
oxidante que los individuos no reproductivos (Costantini et al., 2014; Wegmann et al., 2015;
Blount et al., 2016).

El esfuerzo reproductivo de los individuos tiene diversos componentes, que incluyen desde
la produccion y exhibicion de caracteres sexuales secundarios hasta la provision de cuidados
parentales a la progenie (Moller y Lope, 1994). Sin embargo, la magnitud de los costos asociados
a cada componente puede ser dificil de evaluar en especies donde un sexo invierte mas que el otro
en més de uno de estos componentes. De hecho, existe una asimetria en cémo machos y hembras
invierten sus recursos energeticos en estos componentes (Clutton-Brock y Vincent, 1991; Lessells,

2012). Generalmente, las hembras invierten mas en la produccién de gametos y en el cuidado de



las crias, mientras que, los machos invierten en mayor medida en ornamentos, conductas de cortejo
y en competir por acceso a parejas contra otros machos. No obstante, existe un amplio nimero de
especies en donde el macho también provee cuidados parentales a las crias de forma exclusiva o
en conjunto con la hembra (Ridley, 1978; Tallamy, 2001; Clutton-Brock, 2019).

Cuidado parental
Uno de los aspectos de la reproduccidn que puede generar costos para los individuos es el

cuidado parental, que puede definirse como cualquier conducta realizada por los padres que
aumenta la adecuacion de la progenie (Trivers, 1972; Clutton-Brock, 1991; Klug et al., 2013).
Estos cuidados pueden ocurrir en la etapa precigética como en la produccién de gametos y la
preparacion de nidos, y en la postcigotica, como el cuidado de los huevos y la alimentacion de las
crias (Trivers, 1972; Clutton-Brock, 1991; Moreno et al., 2010; Trumbo, 2017). Los costos para
los padres ocasionados por realizar conductas de cuidado parental pueden resultar en una reduccion
en supervivencia y la reproduccion futura, debido al desgaste fisiolégico (Magrath y Komdeur,
2003; Alonso-Alvarez et al., 2004; Klug y Bonsall, 2014; Munguia-Steyer et al., 2019). Por
ejemplo, cuidar a la progenie puede involucrar un aumento en la actividad fisica de los padres
(Crowl y Alexander, 1989; Clutton-Brock, 1991), incrementando su demanda metabdlica, y en
consecuencia, la produccion de radicales libres (Powers y Jackson, 2008; Metcalfe y Alonso-
Alvarez, 2010). Entonces, un aumento en la actividad fisica asociado a los cuidados parentales

podria causar estrés oxidante (Metcalfe y Alonso-Alvarez, 2010; Wilson et al., 2012).

Temperatura y estrés oxidante
También, se ha observado que la temperatura puede influir en el balance oxidante de los

animales, lo que implica cambios en la produccion de ROS y en la actividad antioxidante. Uno de
los efectos observados a temperaturas elevadas, es un aumento en la peroxidacion de los lipidos
de las membranas celulares causado por ROS (Almroth et al., 2015). Las altas temperaturas pueden
aumentar la produccion de ROS vy superar la capacidad de defensas antioxidantes de los
organismos, lo que puede inducir un dafio oxidante (Franklin et al. 2007; Lalouette, et al., 2011).
Por ejemplo, en estudios realizados en peces, se ha demostrado que un aumento en la temperatura
del agua en la que habitan los individuos puede aumentar el dafio oxidante a lipidos (Almroth et

al., 2015; Vinagre et al., 2012) y la actividad de enzimas antioxidantes como la glutation



peroxidasa (Almroth et al., 2015) y la catalasa (Vinagre et al., 2012). Sin embargo, también se ha
observado una disminucion en la actividad de algunas enzimas gque también forman parte del
sistema antioxidante, lo que puede comprometer la capacidad de los organismos para neutralizar
a los radicales libres (Hawker y Jenner, 1993). Estos hallazgos resaltan la importancia de
considerar factores como el impacto de la temperatura en el equilibrio oxidante de los organismos
en etapas metabolicamente demandantes como el crecimiento o la reproduccion. De igual forma,
estudiar especies que presentan cuidado paterno nos permitiria esclarecer si el cuidado parental
postcigatico representa costos oxidantes independientes de los acarreados por las fases previas de
la reproduccién como en la produccion de caracteres sexuales secundarios, la competencia con
conespecificos, territorialidad principalmente en machos. Sin embargo, a diferencia de las
hembras, los machos no pagan costos tan altos vinculados a las fases precigéticas de la
reproduccion como la produccién de gametos (Hayward y Gillooly, 2011). Si la fase postcigética
de la reproduccidn es costosa en términos oxidantes, esperariamos ver un aumento en los
marcadores de estrés oxidante en los machos que realizan cuidado paternal, los cuales serian

mayores en aquellos machos expuestos a altas temperaturas.

Por lo anterior en este trabajo ponemos a prueba la hipétesis de costo oxidante del cuidado
paterno como un aspecto de la reproduccion, y de la exposicion a altas temperaturas en una chinche
acuatica que presenta cuidado paternal exclusivo. Para este fin realizamos dos estudios. El primero
fue un estudio correlacional en el cual evaluamos si hay una asociacion entre el tiempo de cuidado
parental y los niveles de dafio oxidante a lipidos (lipoperoxidacién) y la capacidad antioxidante
total (TAC por sus siglas en ingles). El segundo, fue un estudio experimental en donde
modificamos el esfuerzo parental de los machos manipulando el nimero de huevos que cargaban

en sus puestas y la temperatura del agua en la que hacian sus actividades parentales.

Sistema de estudio
Nuestro sistema de estudio es la especie Abedus ovatus que pertenece a la subfamilia

Belostomatinae. Uno de los aspectos mas relevantes de estos insectos es que presentan cuidado
parental realizado exclusivamente por el macho. Esta forma de cuidado parental es la més rara en
la naturaleza (Ridley, 1978; Clutton-Brock, 1991). La familia Belostomatidae, representa el 99%
de todos los insectos que realizan cuidado paterno exclusivo (Smith, 1997). En estos insectos el
cuidado paterno es obligado. Las conductas parentales realizadas por los machos de esta familia



de insectos involucran el transporte, hidratacion y ventilacion de los huevos (Smith, 1976, 1997,
Ichikawa, 1988; Munguia-Steyer y Macias-Orddfiez, 2007). En las especies del género Abedus, no
existe dimorfismo sexual por lo cual los machos no presentan costos energéticos asociados al
desarrollo de caracteres sexuales secundarios. Las hembras colocan sus huevos sobre el dorso de
los machos quienes cargan la puesta hasta el momento de la eclosidn (Smith, 1997). Al considerar
el grado de desarrollo de los huevos de la puesta que cargan los machos se puede estimar el tiempo
de cuidados parentales que han realizado (Smith, 1976; Munguia-Steyer et al., 2008). El grado de
desarrollo de los huevos puede determinarse a partir de su coloracién y forma. Los huevos que han
sido colocados recientemente son esféricos y negros (figura 1a) y huevos en estadios avanzados
de desarrollo y proximos a la eclosién, son de coloracion grisacea y cilindricos (figura 1b)
(Madhavan, 1974; Smith, 1976; Munguia-Steyer et al., 2008).

Figura 1. Macho de A. ovatus con puesta de huevos recién colocada (a) y con puesta préxima a la eclosion (b).

Las chinches acuaticas gigantes de la especie A. ovatus se desarrollan en ambientes
subacuaticos de baja profundidad y Iénticos, colectan aire atmosférico mediante apéndices
retractiles que poseen pelos hidréfobos que les permiten sumergir una burbuja de aire dentro del
agua, lo que permite a estas chinches permanecer bajo el agua varios minutos. Son depredadores,
se alimentan generalmente de otros insectos como grillos, abejas, larvas de libélulas y hasta peces
pequefios (Smith, 1997; Ohba, 2019). Las chinches de esta subfamilia se alimentan mediante una

probdscide en forma de aguja que insertan a su presa, liberando enzimas proteoliticas que les



permiten digerir a su presay después succionarla (Swart et al., 2006; Ohba, 2019). La reproduccion
en estos insectos ocurre mediante fecundacion interna, realizando cépulas repetidas intercaladas
con la colocacién de huevos sobre el dorso de los machos, proceso que se repite varias veces
durante todo el evento reproductivo, que puede durar horas. En cada evento de oviposicion la
hembra puede poner de 2 a 3 huevos (Smith, 1976) y se ha observado que en condiciones de
laboratorio una sola hembra puede colocar hasta 70 huevos (Aparicio-Moreno, datos no

publicados).

Una de las conductas mas conspicuas y relevantes del cuidado parental en estas chinches
acuaticas, consiste en realizar movimientos de ventilacién mediante flexiones periddicas con sus
patas traseras. Estos movimientos facilitan la difusion activa del oxigeno a los embriones (Smith,
1997, Munguia-Steyer et al. 2008). La frecuencia e intensidad de los movimientos realizados por
los machos se incrementa con altas temperaturas y a medida que los embriones crecen e
incrementan sus requerimientos metabdlicos (Munguia-Steyer, datos no publicados). También, se
ha observado que machos con puestas de huevos méas numerosas aumentan la frecuencia de estos
movimientos, lo cual lleva a un decremento en sus reservas energéticas, que sugiere que hay un
costo asociado a la realizacion de esta conducta (Munguia-Steyer et al., 2019). La relacion entre
la temperatura y la frecuencia de los movimientos de ventilacion también ha sido observada en
otros ectotermos acuaticos (Dick et al., 1998; Gillooly et al., 2001; Lissaker et al., 2003).
Asimismo, se ha observado que un incremento en la temperatura ambiental puede tener un efecto
positivo sobre la tasa metabdlica, lo cual, en consecuencia, podria llevar a un estado de estrés
oxidante (Metcalfe y Alonso-Alvarez, 2010). Por lo anterior, las chinches acuaticas del género
Abedus son un excelente modelo para explorar la hipétesis del dafio oxidante a biomoléculas como
un costo préximo de la reproduccion. Adicionalmente, hasta ahora, no hay estudios que evallen si
el estrés oxidante es un costo del cuidado parental realizado exclusivamente por los machos, en

general, y aln menos en artrépodos en particular.



OBJETIVO GENERAL
Determinar si existe un costo oxidante asociado al cuidado parental, y si este incrementa con la

exposicion a altas temperaturas.

Obijetivo especifico estudio correlacional
Evaluar los niveles de estrés oxidante en los machos de las chinches acuéticas del género

Abedus en diferentes etapas del cuidado parental (con cuidado parental reciente y prolongado) y

con diferentes tamafos de puesta.

Obijetivo especifico estudio experimental
Evaluar los efectos de la exposicién a altas temperaturas en los niveles de estrés oxidante

en machos parentales de A. ovatus con diferentes tamafios de puesta al final del cuidado parental

(eclosién de los huevos).



HIPOTESIS (estudio correlacional)

Existe un costo oxidante asociado al esfuerzo parental en machos de las chinches acuéticas del
género Abedus.

PREDICCIONES (estudio correlacional)
e Los niveles de dafio oxidante a lipidos (lipoperoxidacion) seran mayores en los machos
con cuidado parental prolongado y con una puesta de mayor tamafio.
e La capacidad antioxidante total (TAC por sus siglas en inglés) sera menor en los machos

con cuidado parental prolongado y con una puesta de mayor tamafo.

HIPOTESIS (estudio experimental)

Un aumento en la temperatura ambiental incrementa el costo oxidante del cuidado paterno en los

machos de las chinches acuaticas del género Abedus.

PREDICCIONES (estudio experimental)
e Los niveles de dafio en lipidos seran mayores en los machos parentales sometidos a
mayores temperaturas y con puestas mas grandes. Por lo tanto, habrd una interaccion

sinérgica entre las variables.
e La proporcion glutation oxidado/reducido (GSSG:GSH) serda mayor en machos parentales

sometidos a mayores temperaturas y con puestas mas grandes. Por lo tanto, habrd una

interaccion sinérgica entre las variables.
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METODOS ESTUDIO CORRELACIONAL

Muestreo de individuos y sitio de estudio
Entre los meses de marzo a junio del 2022 realizamos 6 colectas en colectamos un total

de 45 machos de chinches acuaticas de la especie A. ovatus (Tabla 1) que cargaban una puesta de
huevos en diferentes estados de desarrollo (24 machos con huevos puestos recientemente y 21
machos con huevos desarrollados proximos a la eclosion) y con distinto nimero de huevos en sus
puestas (promedio= 60, min= 29, max= 92, D.E.= 16.63). Caracterizamos a los huevos como
recientes cuando son esféricos, pequefios y de color negro y los huevos desarrollados cuando son
cilindricos, méas grandes y de colores grises. Realizamos las colectas una poblacion localizada en
el rio Quetzalapan, ubicado en Chignahuapan, Puebla, México (19.859199° N, -97.993593° O)
cerca de la carretera Zacatlan-Chignahuapan. Esta localidad se caracteriza por tener un clima
semifrio subhimedo con lluvias durante el verano. En invierno, la temperatura puede descender
hasta -3°C y, en verano, puede aumentar a 20°C. La vegetacion esta caracterizada por bosques de

coniferas como asociaciones de pino y oyamel (INEGI, 2009).

Tabla 1. Fecha en la que se realizé cada colecta de individuos y nimero de individuos colectados para el estudio

correlacional.

Numero de colecta Fecha Individuos colectados
1 25 marzo 2022 9
2 12 mayo 2022 4
3 20 mayo 2022 9
4 26 junio 2022 13
5 8 julio 2022 5
6 23 julio 2022 5
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Toma de muestras
Para evaluar los niveles de dafio oxidante en lipidos y capacidad antioxidante total

(TAC) de los machos con diferentes estadios parentales, se extrajeron aproximadamente 70 pL
hemolinfa in situ, de cada uno de los machos parentales capturados. Para esto, cortamos un
apéndice del tercer par en la division del fémur y la tibia, dejamos gotear la hemolinfa en tubos
eppendorf con 40 pl de EDTA (0.5g/ml de agua) para evitar que se coagulara. La muestra de
hemolinfa fue almacenada en nitrégeno liquido durante el trabajo de campo y el transporte al
laboratorio. Posteriormente, las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta la realizacion de los

andlisis de laboratorio.

Determinacion de niveles de lipoperoxidacion
El nivel de dafio oxidante en lipidos (lipoperoxidacién) en hemolinfa fue estimado

utilizando la técnica de TBARS. Este es un ensayo colorimétrico que detecta los niveles de
malondialdehido (MDA), que es el principal producto de la oxidacion de lipidos (Feldman, 2004).
Tomamos un volumen de 20 pl de la muestra de hemolinfa preservada en EDTA (0.5g/ml) y le
agregamos 80 ul de agua desionizada para tener un volumen final de 100 pl. Posteriormente, para
precipitar las proteinas, agregamos 100 pl de &cido tricloro acético (TCA 10% v/v) y se mezcl6
por inversion para homogeneizar la solucién. Centrifugamos la muestra a 3000 g durante 15
minutos a una temperatura de 4°C. Después recuperamos 180 pl del sobrenadante, agregamos 100
ul de &cido tiobarbiturico (0.375% de TBA 'y 2% de acido acético) a cada muestra e incubamos en
bafio maria a 92°C durante 45 minutos. Finalizado el periodo de incubacion, se llevaron las
muestras a -20°C por 5 min con la finalidad de detener la reaccion. Una vez transcurrido el tiempo
de refrigeracion, transferimos 120 pl de la reaccion por duplicado a cada pozo de la placa de
ELISA, para finalmente leer la fluorescencia de las muestras a 530/25 nm de excitacion y 590/35

nm de emision. La lipoperoxidacion se reporta como MDA pmol/ul de hemolinfa.

Capacidad antioxidante total (TAC)
Para determinar los niveles de TAC en la muestra de hemolinfa de los machos parentales

utilizamos el kit comercial QuantiChromTM Antioxidant Assay Kit (DTAC-100) de BioAssays
Systems utilizando 10 pl de la muestra de hemolinfa colectada en campo. Este ensayo evalla

principalmente la capacidad de los antioxidantes dietarios (vitaminas, carotenoides, etc.) de
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transformar a los iones Cu+2 a su forma reducida Cu+ que genera una reaccion colorimétrica que
puede ser medida a 570 nm de absorcién. Esta técnica en particular es mas sensible a los
antioxidantes de origen dietarios. La capacidad antioxidante total se reporta como equivalentes de

Trolox pmol/pl.

Analisis estadisticos (nimero de huevos en las puestas de los machos)
Para determinar que no existieran diferencias significativas entre el nimero de huevos que

los machos parentales con huevos recientes y huevos desarrollados cargaban realizamos una
prueba de t con correccién de Welch debido a la heterogeneidad de varianza entre nuestros dos

grupos de machos parentales.

Andlisis estadisticos (lipoperoxidacion)
Realizamos una inspeccion visual de los residuales de los datos con la finalidad de observar

si se ajustan a una distribucion normal. Posteriormente hicimos una transformacion logaritmica de
los valores de lipoperoxidacién para que los residuales del modelo tuvieran una distribucion
normal. Para analizar si existe una asociacion entre los niveles de estrés oxidante medido como
lipoperoxidacion con el esfuerzo parental, realizamos modelos lineales mixtos (Tabla 2) que
incluyeron como variables predictoras el nimero de huevos que los machos cargaban al momento
de la capturay el estadio de desarrollo de estos. Como variable de respuesta del modelo incluimos
los niveles de lipoperoxidacion en hemolinfa. Incluimos como variable aleatoria la identidad de la
visita al sitio de estudio (Tabla 1) en la que se colecté a cada macho, ya que puede haber
correlaciones entre los individuos colectados en cada visita debido a la diferencia en las
condiciones ambientales asociadas a cada temporada de colecta. Posteriormente realizamos
seleccion de modelos con AICc que se utiliza para evitar que exista un sobreajuste al seleccionar
modelos mas complejos de manera incorrecta por la cantidad pequefia de datos (Song et al., 2017).
En el caso de que el modelo nulo fuera el que tuvo mayor soporte en esta prueba de AICc y las
consiguientes se asume que ninguna variable predictora tuvo un efecto sobre nuestros marcadores
de estrés oxidantes, ya que el modelo nulo no incluye ningin predictor. Corregimos la
heterocedasticidad encontrada en los datos utilizando la funcién varPower (Pinheiro, 2000) en
cada modelo construido. Finalmente, en el caso en el que no hubiera un modelo con mayor soporte

se utilizé inferencia multimodelo para calcular el efecto de la variable que se incluyera en los
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modelos con grado de soporte parecido (AAICc < 2) sobre los niveles de lipoperoxidacién. El
tamano de efecto se calcula a partir de los valores predichos producto de los promedios ponderados
de los pesos que presentd cada modelo con un AAICc menor a 2 (Anderson y Burnham 2002;
Burnham et al., 2011). Al utilizar el promedio de modelos ponderados, las estimaciones de
parametros o predicciones resultantes son mas robustas, ya que reducen el sesgo en la seleccion
de modelos y tienen en cuenta la incertidumbre asociada a dicha seleccion (Johnson y Omland,
2004).

Analisis estadisticos (TAC)
Realizamos una inspeccion visual de los residuales de los datos con la finalidad de observar

si se ajustan a una distribucién normal. Después hicimos una transformacion logaritmica de los
valores de TAC y removimos dos de los datos, ya que presentaron distancias de Cook mayores a
1.5, lo cual indica que esas observaciones tienen una influencia significativa en la estimacion de
los coeficientes del modelo (Dhakal, 2017). Para analizar si existe una asociacion entre los niveles
de estrés oxidante medido como TAC con el esfuerzo parental, realizamos modelos lineales mixtos
(Tabla 3) para cada marcador de estrés oxidante que incluyeron como variables predictoras el
namero de huevos que los machos cargaban al momento de la captura y el estadio de desarrollo de
estos. Como variable de respuesta del modelo incluimos los niveles de TAC en hemolinfa (Tabla

3). Incluimos como variable aleatoria la identidad de la visita al sitio de estudio.
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RESULTADOS ESTUDIO CORRELACIONAL

Comparacién de tamafio de puestas de los machos parentales
Al comparar la cantidad de huevos que cargaban los machos parentales con huevos

recientes y con desarrollo avanzado, no encontramos diferencias significativas (Figura 2) (t=-1.95,
GL= 41.79, P= 0.06). Los machos con huevos en estadio reciente de desarrollo tuvieron una
mediana de 56 huevos (DS= 19.44, min= 15, max= 85) y los que tenian huevos en estadio de

desarrollo avanzado tuvieron una mediana de 66 huevos (DS= 14.20, min= 40, max= 92).
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Figura 2. Comparacion del nimero de huevos de los machos parentales con huevos en estadio reciente y avanzado

de desarrollo.

15



Lipoperoxidacion (Estadistica descriptiva)
En promedio los machos parentales que cargaban huevos en estadio avanzado de desarrollo

tuvieron mayores niveles de lipoperoxidacion (Figura 3) (Log MDA pmol/ul = 1.57, DS= 0.45,
min=0.86, max= 2.59) en comparacion con los machos con huevos recientes (Log MDA pmol/ul
=1.29, DS=0.46, min= 0.55, max= 2.48).
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Figura 3. Niveles de lipoperoxidacion en hemolinfa de los machos parentales con huevos recientes (puntos rojos) y

con desarrollo avanzado (puntos azules). Cada columna representa el nimero de visita en el que se colect6 a cada uno

de los individuos.
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Lipoperoxidacion (Inferencia estadistica y seleccién de modelos)
Al construir los distintos modelos que incluyen diferentes combinaciones de variables

predictoras y realizar la seleccion de modelos encontramos que tres modelos presentaron un nivel
de apoyo semejante (Tabla 2). Dado que no existe un modelo que sea evidentemente mejor que
los otros y que en los tres se encuentra considerado el tamafio de puesta como variable predictora,
realizamos inferencias multimodelo para calcular el efecto del tamafio de la puesta sobre los

niveles de lipoperoxidacion.

Tabla 2. Seleccion de modelos con AlCc para lipoperoxidacion asociada al esfuerzo parental ponderado por todos los

modelos del estudio correlacional (GD= grado de desarrollo de los huevos, TP= Tamafio de la puesta).

Variables del modelo Coeficientes de las variables AlICc AAICc Peso

predictoras

(Intercepto) GD TP
GD+TP+GD x TP 0.71 1.19 0.01 70.36 0.00 0.43
TP 0.74 - 0.01 71.05 0.69 0.31
GD+ TP 0.78 0.24 <0.01 71.40 1.04 0.26
Nulo 1.47 - - 80.24 9.89 <0.01
GD 1.37 0.20 - 81.13 10.77 <0.01
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Encontramos que existe una relacion positiva entre el nimero de huevos que los machos
cargan en sus puestas y los niveles de lipoperoxidacion en hemolinfa. Los valores predichos
ponderados muestran que los machos con mayor nimero de huevos presentan mayores niveles de
dafio oxidante en lipidos (Figura 4) (Estimado del modelo ponderado para el estadio 1= 0.011,
IC95%= 0.004, 0.017 y para el estadio 3= 0.012. 1C95%= 0.005, 0.018). Sin embargo, no
encontramos una asociacion entre el tiempo de cuidado parental sobre los niveles de

lipoperoxidacion.
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Figura 4. Niveles de lipoperoxidacion en hemolinfa de los machos parentales con diferente nimero de huevos en sus

puestas y huevos en distintos grados de desarrollo.
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Capacidad antioxidante total (TAC) (Estadistica descriptiva)
Los machos parentales que cargaban huevos recientes presentaron niveles, en promedio

ligeramente mas altos de TAC (Log equivalentes de TROLOX pmol/uL = 6.66, DS= 0.3, min=
5.89, max= 7.21), comparados con los machos con huevos desarrollados (Figura 5) (Log
equivalentes de TROLOX pmol/pL=6.47, DS=0.27, min=5.82, max= 7.13).
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Figura 5. Capacidad antioxidante total en hemolinfa de los machos parentales con huevos en distintos grados de

desarrollo. Cada columna representa el nimero de visita en el que se colect6 a cada uno de los individuos.
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Capacidad antioxidante total (TAC) (Inferencia estadistica y seleccion de

modelos)

En el andlisis de seleccion de modelos con AlCc para los niveles de TAC obtuvimos que

el modelo nulo fue el que tuvo mayor soporte estadistico (Tabla 3). Por lo cual, no encontramos

evidencia estadistica de que exista una asociacion entre el estadio de desarrollo o el nimero de

huevos que los machos parentales cargan con los niveles de TAC (Figura 5).

Tabla 3. Valores predichos del modelo global de TAC asociado al esfuerzo parental ponderado por todos los modelos

(GD= grado de desarrollo de los huevos, TP= Tamafio de la puesta).

Variables del modelo Coeficientes de las variables AlCc AAICc Peso
predictoras
(Intercepto) GD TP
Nulo 6.50 - - 43.93 0.00 0.54
GD 6.59 -0.11 - 45.57 1.64 0.24
TP 6.52 - <0.01 46.47 2.54 0.15
GD+ TP 6.55 -0.12 <0.01 48.21 4.29 0.06
GD+TP+GDx TP 6.56 -0.14 <0.01 51.05 7.12 0.02
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METODOS ESTUDIO EXPERIMENTAL

Muestreo de individuos y sitio de estudio
Para el estudio experimental, entre los meses de junio a diciembre del 2022 colectamos

machos de chinches acuéticas de la especie A. ovatus que tuvieran el dorso completamente cubierto
de huevos puestos recientemente. Las colectas se realizaron en el rio de la poblacion de San Miguel
Tenango ubicado a las afueras del municipio de Zacatlan, Puebla, México (19.910391°N, -
97.944618° O). Esta localidad se caracteriza por tener un clima semifrio subhumedo con lluvias
durante el verano. En invierno, la temperatura puede descender hasta -3°C y, en verano, puede
aumentar a 20°C. La vegetacion esta caracterizada por bosques de coniferas como asociaciones de
pino y oyamel (INEGI, 2009). En total colectamos 71 individuos parentales distribuidos en 6
colectas diferentes (Tabla 4) que posteriormente fueron trasladados al laboratorio de ecologia

evolutiva en la FES lztacala.

Tabla 4. Fecha en la que se realiz6 cada colecta de individuos y nimero de individuos colectados.

Numero de colecta Fecha Individuos colectados
1 28 junio 2022 18
2 24 julio 2022 10
3 12 agosto 2022 8
4 22 septiembre 2022 12
5 9 noviembre 2022 10
6 4 diciembre 2022 13
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Disefio experimental
Para determinar si ademas del esfuerzo parental, un incremento en la temperatura ambiental

aumenta los niveles de lipoperoxidacion y afecta el balance entre el glutation oxidado (GSSG) y
el glutation reducido (GSH) en los machos durante el cuidado parental, utilizamos un disefio
experimental de 2 factores. El primer factor, correspondio al esfuerzo parental, que fue manipulado
en los machos parentales colectados con huevos recientes y con el dorso completamente cubierto
de huevos. Las manipulaciones se hicieron de la siguiente forma: a un primer grupo de machos les
removimos por completo la puesta, dejando el dorso completamente descubierto. A un segundo
grupo le removimos aproximadamente la mitad de los huevos dejando un 50% del dorso libre.
Finalmente, al tercer grupo le removimos una cantidad pequefia de huevos dejando cubierto por lo
menos un 80% del dorso. De este modo producimos experimentalmente machos en tres
condiciones parentales: a) sin huevos, b) con una puesta pequefia y, ¢) con una puesta grande. El
segundo factor fue la temperatura a la que fueron sometidos los machos. Un grupo estuvo expuesto
a temperatura ambiente del agua dentro del laboratorio (promedio = 21.53, min= 18.41, max=
22.69, DE= 1.20 °C), mientras que, el segundo grupo estuvo expuesto a una temperatura
aproximadamente 4°C superior (promedio = 25.90, min= 24.48, max= 26.79, DE= 1.01 °C). Esta
diferencia de 4°C puede observarse de forma natural en el habitat de estos insectos, ya que las
hemos registrado temperaturas entre los 13°C y los 22°C (Aparicio-Moreno, datos no publicados),
sin embargo, las fluctuaciones entre estos valores son muy constantes a diferencia de nuestro
experimento en donde constantemente estan a altas temperaturas. Para lo anterior utilizamos
calentadores comerciales y monitoreamos la temperatura con registradores subacuéticos de la
marca HOBO (UTBI-001) lo que nos permitié corroborar que la temperatura se mantuviera
elevada durante todo el experimento. De esta forma, colocamos a un grupo de machos con distintos
estados parentales (sin huevos, puesta pequefia y puesta grande) a temperatura ambiente y al otro
grupo en temperatura elevada simultaneamente, dando lugar a 6 grupos experimentales. Los
individuos fueron colocados de forma aleatoria en peceras de 20 litros dividas en 3

compartimientos diferentes.

Determinacion de niveles de lipoperoxidacion
Utilizamos la técnica TBARS para determinar los niveles de lipoperoxidacion en la

hemolinfa de los machos (ver descripcidn en el apartado del estudio correlacional).
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Proporcion glutation oxidado / glutation reducido (GSSG/GSH)
En la hemolinfa extraida de los machos incluidos en el experimento cuantificamos los

niveles de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG), para finalmente estimar la proporcion
GSSG/GSH. Cuando existe un estado de estrés oxidante ocurre cuando hay un incremento de
GSSG y/o una disminucién de GSH, que puede usarse como un biomarcador de estrés oxidante
(Rodriguez-Martinez y Galvan 2019). Para lo anterior, utilizamos el kit comercial Quantification
kit for oxidized and reduced glutathione, Sigma-Aldrich (38185). Para la preparacion de la muestra
de hemolinfa utilizamos el protocolo para plasma con modificaciones. Al volumen final de la
muestra de hemolinfa afladimos el mismo volumen de &cido sulfosalicilico (SSA) al 10%. Después
centrifugamos a 8000 g durante 10 minutos a 4°C. Después de centrifugar, transferimos el
sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf y agregamos agua desionizada hasta reducir la
concentracion de SSA de 10% al 0.5%. Tomamos 80 ul de esta solucion y adicionamos 80 pl de
solucion buffer para tener un volumen final de 160 pl (este procedimiento se hizo por duplicado).
Posteriormente, incubamos la placa a 37°C durante 1 hora. Adicionamos 20 pl de la solucién de
trabajo en todos los pozos de la placa. Después incubamos de nuevo a 37°C durante 10 minutos.

Finalmente realizamos la lectura de absorbancia a 405nm.

Analisis estadistico (tratamientos de temperatura)
Para determinar que nuestros tratamientos de temperatura fueron significativamente

diferentes a lo largo del experimento realizamos ANOVA de medidas repetidas.

Analisis estadisticos (lipoperoxidacion)
Hicimos una transformacion a logaritmo natural de las cuantificaciones de

lipoperoxidacion para conseguir una distribucion normal de los residuales posterior a realizar una
inspeccion visual de los mismos. Para analizar si existe una asociacién entre los niveles de estrés
oxidante medido como lipoperoxidacion con el tamafio de la puesta de los machos y la temperatura,
realizamos modelos lineales mixtos (Tabla 5) que incluyen como variables predictoras el tamafio
de la puesta de los machos y el tratamiento de temperatura al que se les asigno y la interaccion
entre estas dos variables. Como variables de respuesta incluimos los niveles de lipoperoxidacion.

Incluimos como variable aleatoria la identidad de la visita al sitio de estudio en la que se colecté a
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cada macho. Posteriormente realizamos seleccion de modelos con AlCc e inferencia multimodelo
(Burnham et al., 2011).

Analisis estadisticos (GSSG/GSH)

GSH:
Para analizar los valores de GSH de los machos parentales sometidos a distinta temperatura

y con diferentes tamafios de puesta, hicimos una transformacion a logaritmo natural de las
cuantificaciones de GSH posterior a la inspeccion visual del ajuste a la normalidad de los
residuales de los datos. Posteriormente realizamos modelos lineales mixtos que incluyen como
variables predictoras el tamafio de la puesta de los machos y el tratamiento de temperatura al que
se les asignd vy la interaccion entre estas dos variables. Como variables de respuesta incluimos los
niveles de GSH, corregimos la heterocedasticidad encontrada en los valores utilizando la funcion
varldent en cada modelo (Tabla 6). Incluimos como variable aleatoria la identidad de la visita al
sitio de estudio en la que se colect6 a cada macho. Posteriormente realizamos seleccion de modelos

con AlCc e inferencia multimodelo (Burnham et al., 2011).

GSSG:
Para analizar los valores de GSSG de los machos parentales sometidos a distinta

temperatura y con diferentes tamafios de puesta, realizamos el mismo procedimiento estadisticos
que para GSH (ver parrafo anterior) Unicamente cambiando la variable de respuesta por los valores
de GSSG y dado a que un modelo tuvo mayor soporte que todos los demas (Tabla 7) no realizamos

inferencia multimodelo.

Proporcion GSSG/GSH:
Para analizar si existe una asociacion entre los niveles de estrés oxidante medido como la

proporcion de GSSG/GSH con el tamafio de la puesta de los machos y la temperatura, realizamos
el mismo procedimiento que para GSH, Unicamente cambiando la variable de respuesta por el
cociente los valores de GSSG entre los de GSH. Dado a que un modelo tuvo mayor soporte que

todos los demas (Tabla 8) no realizamos inferencia multimodelo.
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RESULTADOS ESTUDIO EXPERIMENTAL

Tratamientos de temperatura

Nuestro tratamiento de temperatura fue efectivo. Las temperaturas se mantuvieron

significativamente diferentes a lo largo de todo el estudio (Figura 6), en los dos grupos,
independientemente de la temporada en que se realizaron las colectas (F= 3419.6, P <0.01, GL=
1, 64).
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Figura 6. Diferencia en la temperatura del agua, entre los grupos experimentales en las 6 visitas de colecta y por cada
individuo incluido en el experimento. Los puntos naranjas corresponden a los individuos sometidos a temperatura

ambiente y los azules los que fueron sometidos a altas temperaturas.
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Lipoperoxidacion (estadistica descriptiva)
En promedio los niveles de lipoperoxidacién fueron ligeramente mayores en los individuos

que se sometieron al tratamiento de temperatura ambiente con respecto a los que estaban en
temperaturas elevadas (Figura 7) siendo mas marcada esta diferencia en los machos con puestas
pequefias (Log MDA pmol/uL= 34.66, DS= 26.95, min= 12.56, max= 101.53). Los individuos
con valores menores de lipoperoxidacion fueron los machos con puestas grandes sometidos a alta
temperatura (Log MDA umol/uL=20.03, DS=2.67, min= 16.85, max= 24.52).
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Figura 7. Valores de lipoperoxidacién en machos con los tamafios de puesta manipulados experimentalmente
(primera columna: machos sin puesta, segunda columna: puesta pequefia y tercera columna: puesta grande) los puntos

naranjas corresponden a los individuos sometidos a temperatura ambiente y los azules a temperatura elevada.
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Lipoperoxidacion (Estadistica inferencial)

Al construir los distintos modelos que incluyen diferentes combinaciones de variables

predictoras y realizar la seleccion de modelos con AICc obtuvimos que el modelo nulo es el que

tiene mayor soporte (Tabla 5), por lo cual no hay un efecto de nuestros tratamientos

experimentales, temperatura y tamafio de puesta, en los niveles de lipoperoxidacién de los machos

de A. ovatus.

Tabla 5. Seleccion de modelos con AlCc para lipoperoxidacion asociada al tratamiento de temperatura (T) y el tamafio

de la puesta de los machos (TP) en el estudio experimental.

Variables del modelo Coeficientes de las variables AlCc AAICc Peso
predictoras
(Intercepto) T TP
Nulo 3.10 - - 81.6 0.00 0.72
T 3.18 -0.16 - 83.6 2.00 0.26
TP 3.07 - 0.04 914 9.7 <0.01
T+TP 3.15 -0.16 0.04 935 119 <0.01
T+TP+TxTP 3.23 -0.31 <0.01 984 16.8 <0.01
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Glutatién reducido (GSH estadistica descriptiva)
En promedio encontramos valores de glutation reducido (GSH) mayores en los machos sin

puesta de huevos sometidos a altas temperaturas (Log GSH umol/uL = 5.37, DE=2.33, min=2.81,
max= 9.93). Por otra parte, los machos con puestas pequefias sometidos a temperatura ambiente
tuvieron en promedio valores menores de este marcador de estrés oxidante (Log GSH umol/uL=
3.38, DE=1.41, min=1.75, max= 6.34) (Figura 8).
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Figura 8. Valores glutation reducido (GSH) en machos sin puesta de huevos, con puesta pequefia y puesta grande

sometidos a los tratamientos de temperatura ambiente y temperatura elevada.
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Glutatién reducido (GSH estadistica inferencial)
Al construir los distintos modelos que incluyen diferentes combinaciones de variables

predictoras y realizar la seleccion de modelos encontramos que tres modelos presentaron un nivel
de apoyo semejante (AAIC < 2) (Tabla 6). Dado que no existe un modelo que sea evidentemente
mejor que los otros y que en los tres se encuentra considerado el tamafio de puesta como variable
predictora, realizamos inferencias multimodelo para calcular el efecto del tamafio de la puesta

sobre los niveles de GSH.

Tabla 6. Seleccion de modelos con AICc para los valores de GSH asociados al tratamiento de temperatura (T) y el

tamafo de la puesta de los machos (TP).

Variables del modelo Coeficientes de las variables AlICc AAlCc Peso

predictoras

(Intercepto) T TP
T+TP 1.34 0.12 -0.16 448 0.0 0.45
T+TP+TxTP 1.23 0.37 -0.01 456 0.8 0.29
TP 1.40 - -0.16 46.4 1.6 0.19
T 1.24 0.20 - 49.4 4.6 0.04
Nulo 1.33 - - 548 10.0 <0.01
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Encontramos una relacion positiva (Valor predicho= 0.12, ES= 0.05, T= 2.08, P= 0.04)
entre la temperatura y los niveles de GSH (Figura 9). Por otra parte, encontramos que los niveles
de GSH son mayores en los machos que no cargaban una puesta de huevos (valor predicho=1.38,

ES=0.15, t=9.03, P <0.01) con respecto a los machos con tamarios de puesta pequefios y grandes.
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Figura 9. Valores predichos de GSH obtenidos a partir de la inferencia multimodelo que incluye el tamafio de puesta
y el tratamiento de temperatura (temperatura ambiente en gris y alta temperatura en negro). Los valores son mayores
en los individuos sometidos a mayores temperaturas y que no cargan una puesta de huevos. Las barras de error indican

los intervalos de confianza al 95%.
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Glutatién oxidado (GSSG estadistica descriptiva)
En promedio encontramos valores de GSSG mayores en los machos sin puesta de huevos

sometidos a altas temperaturas (Log GSSG pumol/uL = 5.1, DE= 2.74, min= 2.58, max= 11.43).
Por otra parte, los machos con puestas pequefias sometidos a temperatura ambiente tuvieron en
promedio valores menores de este marcador (Log GSSG umol/uL= 3.0, DE= 1.14, min= 2.17,
max= 6.28) (Figura 10).
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Figura 10. Valores glutation oxidado (GSSG) en machos sin puesta de huevos, con puesta pequefia y puesta grande

sometidos a los tratamientos de temperatura ambiente y temperatura elevada.
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Glutatién oxidado (GSSG estadistica inferencial)

Al construir los distintos modelos que incluyen las combinaciones de las variables

predictoras (tamafio de puesta y temperatura) y realizar la seleccion de modelos con AlCc

obtuvimos que el modelo que incluye la temperatura tuvo un mayor soporte (Tabla 7).

Tabla 7. Seleccion de modelos con AlCc para los valores de GSSG asociados al tratamiento de temperatura (T) y el

tamarfio de la puesta de los machos (TP).

Variables del modelo Coeficientes de las variables AlCc AAICc Peso
predictoras
(Intercepto) T TP
T 1.30 0.15 - 26.2 0.0 0.65
T+TP+TxTP 1.35 -0.01 -0.06 28.9 2.7 0.17
T+TP 1.29 0.15 -0.02 29.2 3.0 0.14
Nulo 1.42 - - 33.9 7.7 0.01
TP 1.30 0.12 0.14 34.7 8.4 <0.01
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Encontramos una relacion positiva (Valor predicho= 0.14, ES= 0.06, T=2.26, P= 0.02) entre la
temperatura y los niveles de GSSG (Figura 11).
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Figura 11. Relacién de los valores esperados de GSSG con respecto a los tratamientos de temperatura ambiente y alta
temperatura en machos de A. ovatus. Se puede observar que los niveles de GSSG son mayores a altas temperaturas.

Las barras de error muestran los intervalos de confianza al 95%.
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Proporcion GSSG/GSH (Estadistica descriptiva)
En promedio encontramos una mayor proporcion de GSSG/GSH en los machos parentales

con puesta grande a temperatura ambiente (GSSG/GSH pmol/uL= 1.08, DE= 0.29, min= 0.29,
max= 1.46) que en machos sometidos a temperaturas elevadas (Figura 12).
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Figura 12. Valores de la proporcion de glutation oxidado (GSSG) y glutatién reducido (GSH) en machos sin puesta

de huevos (sh), puesta pequefia (p) y puesta grande (g) sometidos a distintos tratamientos de temperatura.
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Proporcion GSSG/GSH (Estadistica inferencial)
Transformamos los datos de GSSG/GSH a logaritmo natural. Al realizar la seleccion de

modelo con AICc el modelo nulo es el que tuvo un mayor soporte (Tabla 8). Por lo tanto, ninguna
de nuestras variables predictoras tuvo un efecto sobre la proporcion GSSG/GSH en machos de A.

ovatus.

Tabla 8. Seleccion de modelos con AICc para los niveles de la proporcién GSSG/GSH asociados a las variables

predictoras que son el tratamiento de temperatura (T) y el tamafio de la puesta de los machos (TP).

Variables del modelo Coeficientes de las variables AlCc AAICc Peso

predictoras

(Intercepto) T TP
Nulo 1.12 - - -19.9 0.0 0.93
T 1.14 -0.04 - -14.3 5.5 0.05
TP 1.14 - -0.03 -74 12,5 <0.01
T+TP 1.16 -0.04 -0.03 -1.7 18.2 <0.01
T+TP+TxTP 1.16 -0.04 -0.02 241 44 <0.01
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DISCUSION

El objetivo de esta tesis fue determinar si existe un costo oxidante asociado al cuidado
paterno y a la exposicién a altas temperaturas en chinches acuéticas de la especie Abedus ovatus.
Para esto realizamos dos estudios, uno correlacional y otro experimental. En el estudio
correlacional, de acuerdo con lo que esperabamos, encontramos que los machos que cargan mayor
cantidad de huevos tienen mayores niveles de lipoperoxidacion. Por otra parte, no encontramos
evidencia estadistica que apoye la idea de que el esfuerzo parental, medido como el nimero de
huevos y estadio de desarrollo de la puesta, tuviera algun efecto en los niveles de TAC de los
machos parentales. Por otra parte, y a diferencia de lo encontrado en el estudio correlacional, no
encontramos evidencia de que el esfuerzo parental y la temperatura tuviera un efecto en los niveles
de lipoperoxidacion en los machos parentales en nuestro estudio experimental. Sin embargo,
encontramos mayores niveles de GSSG en individuos sometidos a mayores temperaturas. Los
niveles de GSH también fueron mayores a altas temperaturas y en individuos con puestas mas
pequefias. Hasta donde sabemos, este estudio es el primero que vincula el cuidado parental y el

estrés oxidante en insectos con cuidado paterno exclusivo.

Segun los resultados de nuestro estudio correlacional, cargar un mayor nimero de huevos
se asocia con mayores niveles de lipoperoxidacion. De igual forma, experimentos con Drosophila
melanogaster, en los cuales se manipul6 el esfuerzo reproductivo a través de la calidad de la dieta
a modo de que las hembras produjeran mas huevos, se observé que hay mayor dafio oxidante en
proteinas en aquellos individuos que producen mas huevos (Wang et al., 2001). En otros animales
como en elefantes marinos (Mirounga angustirostris) conforme aumenta el tiempo dedicado a la
crianza (cuidado reciente vs cuidado prolongado) se observaron mayores niveles de dafio oxidante
en lipidos y ADN, pero menor dafio en proteinas y una mayor actividad antioxidante enzimatica
en machos. En hembras, Unicamente se encontré una relacion positiva entre los niveles de dafio
proteico y el esfuerzo parental (Sharick et al., 2015). Estos resultados en su conjunto indican que
existe un costo oxidante asociado a la reproduccion en grupos animales como los artrépodos y
algunos mamiferos. Sin embargo, en el ave Plocepasser mahali y el pez Micropterus dolomieu se
encontrd que en individuos parentales no hay un incremento en el dafio oxidante asociado a el
esfuerzo reproductivo, evaluado como lipoperoxidacion y carbonilacion de proteinas en sangre
(Wilson et al., 2012; Cram et al., 2015). De igual forma, en un estudio correlacional realizado en

el ave marina Sula leucogaster, no se encontré una asociacion entre los niveles de lipoperoxidacion
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y la concentracion de ROS medidos en sangre con el tamafio de la puesta o las actividades de

cuidado parental (Montoya et al., 2016).

Segun los resultados de nuestro estudio correlacional, el tamafio de puesta o el tiempo de
cuidado parental no se asocian con los niveles de capacidad antioxidante total. También se ha
observado en aves, que un aumento en el esfuerzo reproductivo asociado al nimero de crias se
traduce en una reduccion en la capacidad del sistema antioxidante de resistir el dafio vinculado a
ROS, debido a una disminucién en la actividad de las enzimas antioxidantes glutation peroxidasa
y superdxido dismutasa (Alonso-Alvarez et al., 2004, Wiersma et al., 2004). Por otra parte, se ha
observado que las defensas antioxidantes en sangre son menores en aves reproductivas que en no
reproductivas (Alonso-Alvarez et al., 2004; Losdat et al. 2011). En afios recientes, se ha propuesto
la hipétesis del escudo oxidante de la reproduccion como una de las razones por las cuales en
algunas especies no se observa un mayor dafio oxidante en individuos reproductivos con respecto
a los no reproductivos. Esta hip6tesis propone que cuando en una madre ocurre la transicion de un
estado no reproductivo al reproductivo, se desencadena una disminucion en los niveles de dafio
oxidante en tejidos (Blount et al., 2016). Un mecanismo por el cual se disminuye el dafio oxidante,
puede ser mediante el aumento de las defensas antioxidantes. En las hembras del ratdn Mus
musculus domesticus se han observado aumentos en la actividad de la enzima superoxido
dismutasa al inicio de la reproduccién (enzima del sistema antioxidante, SOD por sus siglas en
inglés) que corresponde a menores niveles de oxidacion lipidica y proteica (Garratt et al., 2011,
2013). Un patrdn similar se observo también en hembras lactantes del jerbo mongol (Meriones
unguiculatus) y de otro raton (Lasiopodomys brandi) quienes presentaron un aumento en TAC y
en la actividad antioxidante de SOD en el higado (Yang et al., 2013; Xu et al., 2014). Esto puede
proteger a las madres y particularmente a los gametos y crias en desarrollo de dafios causados por
el incremento de ROS resultante del esfuerzo reproductivo (Blount et al., 2016). Sin embargo, el
momento en el cual el escudo oxidante se activa puede diferir entre los organismos de distintos
taxa debido a las diferencias entre sus procesos reproductivos (Blount et al. 2016). En este sentido,
y considerando que los niveles de TAC no son distintos en individuos con cuidado parental reciente
y prolongado de A. ovatus es posible que las defensas antioxidantes de los machos parentales no
aumenten al entrar en un estado reproductivo, por lo cual no serian suficientes para evitar el dafio

oxidante asociado a los cuidados parentales.
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Un punto importante para considerar son las diferencias metodologicas utilizadas entre los
distintos estudios que ponen a prueba la hipotesis del costo oxidante de la reproduccion pueden
ser las causantes de estas discrepancias en los resultados obtenidos (Speakman y Garratt, 2014,
Blount et al., 2016; Constantini, 2019). Se ha observado que los niveles de dafio oxidante asociado
al esfuerzo reproductivo pueden ser variables dependiendo del tejido donde se mida y el marcador
utilizado. En hembras reproductivas se ha observado una disminucién de dafio oxidante en higado,
en corazon y en foliculos ovaricos (Jan et al., 2014; Blount et al., 2016). Dada la importancia de
estos Grganos durante el proceso reproductivo, se ha especulado que los individuos pueden realizar
una proteccion preventiva contra la sobreproduccion de ROS por un aumento en la tasa metabdlica
que acompafa a los procesos reproductivos. Por otra parte, al medir los niveles de estrés oxidante
como carbonilacion proteica en sangre, se ha encontrado que estos son mayores en individuos
reproductivos (Blount et al., 2016). En nuestro caso al medir los marcadores de estrés oxidante en
la hemolinfa, que es el andlogo de la sangre en vertebrados, evita que exista algin sesgo asociado
al tejido u 6rgano en donde se evalua el estrés oxidante, ya que se ha sugerido que medir distintos
marcadores en sangre puede darnos una mejor idea de los costos oxidantes del esfuerzo
reproductivo actual que el individuo esté realizando, a diferencia de los marcadores en drganos

que podrian tener una proteccion contra dafio oxidante (Blount et al., 2016).

Es necesario hacer énfasis en las diferencias que encontramos en los niveles de
lipoperoxidacion entre nuestro estudio correlacional y experimental. Como se sefial6
anteriormente, Unicamente parecian existir diferencias asociadas al tamarfio de puesta en el estudio
correlacional, en contraste a lo encontrado en el estudio experimental donde se manipul6 la
temperatura y el tamafio de la puesta en donde ninguno de los factores estudiados en esta tesis
influyo en los niveles de lipoperoxidacion en los machos parentales de A. ovatus. Estas
discrepancias podrian deberse a que en condiciones naturales (estudio correlacional) hay mayor
dificultad para conseguir alimento y la calidad de este es mas variable. Sin embargo, no podemos
descartar que existan otros factores que no evaluamos en este trabajo que pudieran influir en los

niveles de lipoperoxidacion en estos insectos.

El efecto de la calidad del alimento sobre el estatus redox ha sido observado en otros
artropodos como en Daphnia magna en donde se observo que al suministrarles una dieta de baja

calidad compuesta de levadura presentaron una reduccion del 50% de su capacidad antioxidante
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al ser expuestos a sustancias humicas con respecto a las que fueron alimentadas con alga verde
(Steinberg et al., 2010). EIl peso de la puesta de huevos puede incrementar esta dificultad o la
capacidad de resistir la corriente constante del agua en los rios donde las encontramos (Kight et
al., 1995). Por otra parte, en condiciones de laboratorio el alimento es constante y de calidad y las
corrientes de agua no estan presentes (estudio experimental) por lo cual la actividad fisica asociada
al nado contracorriente puede ser menor. Los resultados de los estudios que realizamos podrian
indicar que en condiciones de campo el tiempo de cuidado parental puede resultar mas costoso en

términos oxidantes que el nimero de huevos que los machos cargan.

Otros estudios han mostrado con frecuencia una relacion directa entre la temperatura y la
peroxidacién lipidica (Hochachka y Somero, 2002; Kagawa y Mugiya, 2002). Se sabe que el
aumento de la temperatura puede aumentar la tasa metabdlica de los individuos por lo cual se
generarian una mayor cantidad de ROS que aumentaria los niveles de peroxidacion lipidica en los
organismos (Hochachka y Somero, 2002; Lushchak y Bagnyukova, 2006). Las altas temperaturas
también pueden desencadenar respuestas inflamatorias que pueden contribuir a un mayor dafio por
peroxidacion lipidica (Kim et al., 2017). Por otra parte, también se ha observado que existe una
respuesta de tolerancia a altas temperaturas y resistencia a la peroxidacién lipidica mediada por
proteinas de choque térmico (HSP por sus siglas en inglés) (Wong et al., 1998). Por ejemplo, los
niveles de HSP en el cerebro de los peces dorados aumentan debido a un aumento de temperatura
de 22 a 32 °C (Kim et al., 2017; Constantini, 2019; Kagawa y Mugiya, 2002). En nuestro sistema
de estudio seria importante evaluar los niveles de lipoperoxidacion en puntos distintos de las etapas
de estrés térmico, lo cual nos permitiria saber si existe una respuesta de tolerancia a las altas
temperaturas. De igual forma, dado que existen de forma natural estas variaciones de temperatura
en el habitat natural de A. ovatus, es posible que estos insectos sean tolerantes a los cambios de
temperatura. Sin embargo, en nuestro experimento se mantuvo una temperatura elevada

constantemente.

Encontramos una asociacion positiva entre la temperatura y los niveles de GSH y GSSG,
pero la proporcion GSSG/GSH no se vio afectada por la temperatura. EI GSSG y el GSH son
componentes criticos del sistema antioxidante. EI GSH actla como un potente antioxidante,
neutralizando ROS reduciendo el dafio oxidante en las células (Wu et al., 2004). La acumulacion

de GSSG puede ser indicativa de un aumento en el estrés oxidante o una disminucion en la
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capacidad antioxidante. Los analisis de los niveles de GSSG y GSH por separado, nos permiten
tener una vision mas completa de si existe una respuesta antioxidante y como funciona ante un
estrés térmico. El tamafio de puesta que cargan los machos Unicamente tuvo un efecto sobre los
niveles de GSH, siendo mayores en los machos sin huevos y a altas temperaturas. Lo anterior
podria indicarnos que el cargar una mayor cantidad de huevos durante tiempo prolongado puede
disminuir las defensas antioxidantes. Sin embargo, los niveles de GSSG no se vieron afectados por
el tamafio de puesta ni la temperatura. Lo anterior podria indicar que existe una respuesta
antioxidante ante el aumento de la temperatura incrementando los niveles de GSH a mayores
temperaturas. Lo cual también podria explicar que no existan diferencias en los niveles de
lipoperoxidacion en nuestro estudio experimental. Se sabe que el cuidado paterno en estas chinches
son una sefial honesta de la condicion de los machos, que se define como un rasgo que proporciona
informacion preciosa acerca de la calidad y condicién de los machos. Lo anterior debido a que las
hembras prefieren copular con machos que ya llevan una puesta de huevos que con machos sin
huevos (Aparicio-Moreno, datos no publicados, Ohba et al., 2016, 2018) y dado que los machos
que utilizamos en este estudio tenian el dorso completamente cubierto podemos asumir que su
condicion fisioldgica y defensas antioxidantes fueron eficientes ante el aumento experimental de

la temperatura.

No encontramos evidencia de que la temperatura y el tamafio de puesta de los machos
parentales influya en la proporcion GSSG/GSH. Si los niveles de GSSG y GSH suben en conjunto
puede indicar que existe una respuesta antioxidante produciendo mas GSH que compense el
aumento en GSSG producido por el incremento en la liberacion de ROS vy, por lo tanto, la
proporcion de GSSG/GSH no diferiria entre nuestros tratamientos. Si hubiese un aumento en la
proporcion GSSG/GSH puede indicar un desequilibrio entre los prooxidantes y los antioxidantes
produciendo un estado de estrés oxidante (Sentellas et al., 2014). Esto significaria que hay una
mayor acumulacion de glutation oxidado en relacién con el glutation reducido. EI GSSG se forma
cuando el GSH actlia como antioxidante y neutraliza especies reactivas de oxigeno y otros agentes
oxidantes. Por otro lado, una proporcion GSSG/GSH maés baja indicaria que hay una proporcion
maés alta de glutation reducido en relacion con el glutation oxidado, lo que podria significar que la
capacidad del individuo para neutralizar ROS y otros agentes oxidantes es suficiente. Sin embargo,
es importante resaltar que la relevancia de la proporcion GSSG/GSH como un marcador de estrés

oxidante se ha discutido de manera critica (Flohé, 2013). Ya que esta proporcion Unicamente nos
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indicaria el balance redox de este componente en un momento especifico y estacionario, que en su
mayoria resulta de procesos enzimaticos que ocurren muy rapidamente en donde se degrada o
regenera el GSH (Flohé, 2013).

CONCLUSION
En nuestro estudio experimental no encontramos evidencia de que exista dafio oxidante asociado
al cuidado paterno y las altas temperaturas. Por otra parte, en condiciones de vida libre,
encontramos que existe dafio oxidante asociado al cuidado paterno en chinches acuéticas de la
especie A ovatus. Dadas las discrepancias entre nuestros estudios no podemos concluir que exista
un costo oxidante del cuidado paterno en chinches acuéticas. Futuros estudios que tengan en
consideracion otros mecanismos antioxidantes especificos, como el anélisis de enzimas
antioxidantes y, de igual forma otros factores ambientales que no fueron consideradas en esta tesis
y que podrian ser mas relevantes en el impacto del cuidado parental sobre el estatus fisioldégico
podrian ayudarnos a entender mejor la complejidad de los mecanismos fisiologicos involucrados

en los costos de la reproduccion.
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