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Phrynops hilarii es una tortugaacuática que habita preferentementelagunas, bañados con juncos (Scirpussp.) y vegetación flotante (Eichornia sp.y Lemna sp.), esteros, arroyos lentos,y cursos fluviales con lecho de fango oarena (Cei, 1993; Cabrera, 1998).La postura en la Argentina se realizaen noviembre, pudiendo extenderse tresa cuatro meses más (Cei, 1993), aunquese han encontrado huevos a lo largo delmes de mayo en el Parque NacionalPre-Delta, Entre Ríos (C. Piña, R. Zane-lla, obs. pers.). Esta tortuga realiza susposturas en tierra o arena, los cualesuna vez puestos los huevos son cubier-tos para protegerlos de la predación ypara amortiguar el efecto de las tempe-raturas extremas (Auffenberg, 1969).Cada uno de los nidos puede alojarde uno a 23 huevos (en general 14 ó15), aunque el número podría ser de-pendiente del tamaño y condición fisio-lógica de cada hembra (Astort, 1984).Las crías eclosionan tras 70 a 140 díasde incubación (Rhodin y Mittermeier,1983; Cei, 1993).La temperatura ambiente influye enla biología de todos los organismos,pero sus efectos son especialmentemarcados en los ectotermos. Al igualque sucede con huevos de otros repti-les, la temperatura durante la incuba-ción podría afectar los huevos de P.

hilarii dado que el éxito de una incu-bación sólo es posible dentro de ciertoslímites térmicos. En numerosos géne-ros de tortugas y en todos los cocodri-los estudiados hasta la fecha, influyeen la determinación del sexo (Lang yAndrews, 1994; Remor de Souza yVogt, 1994; Davenport, 1997; Marcoval-di et al., 1997; Mrosovsky et al., 1999;
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N O T A Godfrey et al., 1999; Piña et al., 2003).También se ha demostrado que afectala fisiología y el comportamiento a lar-go término (O�Steen, 1998) o el com-portamiento antipredador (Janzen,1995) y la supervivencia (Shine, 1999;Piña et al., 2003).Poco es lo que se conoce sobre elperíodo de incubación, el éxito de eclo-sión, temperaturas posibles de desarro-llo y supervivencia en relación a latemperatura de incubación en Phry-
nops hilarii, motivo que estimuló larealización del presente trabajo. Nues-tro objetivo es establecer los efectos dela temperatura de incubación sobre di-ferentes aspectos de la ontogenia y lasupervivencia de crías de P. hilarii. Enel presente trabajo respondemos lassiguientes preguntas: 1) ¿afecta la tem-peratura de incubación al período deincubación de P. hilarii?; 2) ¿cuál es lamenor temperatura a la cual existedesarrollo embrionario de P. hilarii?;3) ¿varía el éxito de eclosión de P. hi-
larii en relación a la temperatura a lacual se incuban los huevos?; 4) ¿está lasupervivencia de P. hilarii hasta el añode edad relacionada a la temperaturade incubación?Utilizamos 37 huevos de P. hilariiprovenientes de dos nidos. Estos fue-ron obtenidos de la Estación ZoológicaExperimental (EZE) dependiente delMinisterio de Agricultura, Ganadería,Industria y Comercio (MAGIC) de San-ta Fe en enero/febrero de 1999.Cosechamos los huevos el mismodía de la postura. Una vez cosechados,les retiramos la tierra que los cubría,verificamos el estado de cada uno porsi se encontraba dañado, y marcamosindividualmente mediante un símboloel nido de origen con un marcador in-deleble, conservando su orientación ori-ginal (Pieau et al., 1984). Distribuimosy asignamos al azar los huevos de cadauno de los nidos a cinco incubadoras,de manera tal de poder utilizar el nidocomo factor, y descartamos diez queno eran viables.



Cuad. herpetol., 17 (1�2): 130�137, 2003 131Las incubadoras consistieron en ba-teas plásticas de tipo comercial, condiámetro superior de 65 cm, diámetroinferior de 40 cm y una altura de 50cm, con tapas de telgopor; cubrimos elfondo de las bateas con agua, la cualcalentamos con ayuda de un calentadorde pecera y mantuvimos la temperatu-ra estable con un termostato de ±0,5ºC de precisión. Por encima del aguadispusimos una rejilla plástica con ma-terial vegetal secado al sol (material denido), para minimizar la oscilación tér-mica y el cual humedecimos para man-tener elevados índices de humedad se-gún lo aconsejado por Miller et al.(1985) y Packard et al. (1989, 1991), Entodos los tratamientos tuvimos unahumedad relativa elevada, aunque éstano fue medida. Rehidratamos el subs-trato semanalmente con adición dematerial de nido nuevo, para asegurarel mantenimiento de un ambiente hí-drico constante, e inspeccionamos loshuevos periódicamente por si alguno seencontraba dañado.Asignamos a cada incubadora untratamiento de temperatura constantea lo largo de todo el experimento.Realizamos cinco tratamientos, 27º,29º, 31º, 33º y 34,5ºC (±0,5ºC) con lafinalidad de abarcar un amplio inter-valo de temperaturas. En cada trata-miento colocamos un número mínimode 5 huevos.Registramos la temperatura dentrode cada batea mediante un almacena-dor de datos térmicos (HOBO, Data lo-gger; Onset Computer Corp., Pocasset,MA, USA) colocado sobre los huevos ycubierto con material de nido. Leímoslos instrumentos dos veces por día, afin de mantener un buen control de lastemperaturas.Revisamos las incubadoras diaria-mente en busca de huevos eclosiona-dos. En aquellos casos en los cualesuna vez producida la eclosión del pri-mer huevo de una determinada tempe-ratura, la del resto de los huevos deese nido se demoraba demasiado, pro-

cedimos a la apertura de otro ejem-plar. En aquellos casos en que el em-brión presentaba desarrollo completo,colaboramos a la eclosión de los res-tantes con el objeto de evitar la mor-tandad de los embriones. Una vez naci-dos limpiamos el material de nido ad-herido a los neonatos y los marcamosmediante un código de amputación deplacas córneas marginales, identificato-rio de su nido y tratamiento térmico.
● PERÍODO DE INCUBACIÓN (PI): lo defini-mos como el tiempo transcurrido endías entre la postura y la fractura dela cáscara del huevo de cada uno delos individuos; se estableció al nacerlos individuos de cada nido a una de-terminada temperatura. Determinamossi existían diferencias entre los trata-mientos mediante Análisis de Varianzade dos vías previo testeo de la norma-lidad, y determinamos las diferenciasentre los tratamientos mediante unTest de Tukey.
● ÉXITO DE ECLOSIÓN (EE): lo calcula-mos como el porcentaje de huevos quecompletaron su desarrollo en funciónde la cantidad que asignamos a cadatratamiento. El análisis estadístico deléxito de eclosión lo realizamos median-te un test de Chi cuadrado (χ2).
● TEMPERATURA MÍNIMA DE DESARROLLO:estimamos la temperatura a la cualcesaría el desarrollo total del embriónmediante la fórmula de Georges (1989)y Shine y Harlow (1996):1/(PI(x)/PI(A));donde PI(x) es el PI de cada trata-miento y PI(A) es el PI menor registra-do en el experimento.
● SUPERVIVENCIA: utilizamos para sucálculo la proporción de animales quellegaron al año de edad en relación ala cantidad de animales que coloca-mos en la pileta de cría para cadatemperatura de incubación. Para de-terminar si existieron diferencias en-tre los tratamientos usamos un testde χ2. El a utilizado para determinardiferencias significativas en todos losanálisis fue 5%.



Cuad. herpetol., 17 (1�2): 130�137, 2003132Los huevos de los dos nidos cose-chados fueron uniformemente esféricos.Al comienzo del experimento todos loshuevos utilizados en la experiencia pre-sentaron una pequeña mancha o bandaopaca de calcificación, indicadora deque los huevos eran fértiles. El tama-ño de postura (18 y 19) fue un pocomayor que el reportado previamente(14-15) en otro trabajo sobre incuba-ción de huevos producidos de animalesen cautiverio (Astort, 1984).
● PERÍODO DE INCUBACIÓN (PI): La tem-peratura de incubación tuvo un efectosignificativo en el PI entre los trata-mientos (F= 6,18; g.l.= 4, 25; p=0,002), influyendo de la misma maneraen ambos nidos, pero también encon-tramos una diferencia en el PI entrelos nidos (p < 0,05). La temperatura deincubación mostró un efecto inversa-mente proporcional sobre el PI, refle-jando un período más corto para loshuevos sometidos a mayor temperaturade incubación, hasta los 33ºC. A 34,5ºCel PI aumentó, y fue el mayor, a par-tir de cierta temperatura se produce unefecto directamente proporcional al PI.El PI promedio entre los dos nidos queobservamos fue 65±4,2 días a 27ºC;58±5,7 a 29ºC; 53,5±6,4 a 31ºC; 52±7,1a 33ºC y 69,5±4,9 días a 34,5ºC. El PIregistrado a 34,5ºC varió del de lostratamientos con menos de 58 días deincubación total, el de la incubación a33ºC de los incubados a 34,5ºC, 27ºC y29ºC.Si asumimos el PI de 31ºC comouna unidad, la incubación a 33ºC fue1,03 veces más corta; la de 29ºC fue1,08, la de 27 fue 1,21 y la de 34,5 fue1,3 veces más larga que la de 31ºC. Latemperatura durante la incubación noafectó el tiempo de desarrollo de formahomogénea, su efecto fue mayor entrelos tratamientos de 33ºC y 34,5ºC, se-guidos de los incubados a 27ºC y 29ºC ypor los de 29ºC y 31ºC. La temperaturade incubación parece afectar más en ladisminución de la tasa de desarrolloque en su aumento.

● TEMPERATURA MÍNIMA DE DESARROLLO:la temperatura mínima de desarrolloestimada, extrapolando de la ecuaciónde regresión de la tasa de desarrolloen función de la temperatura de incu-bación, fue de aproximadamente 4ºC,es decir a temperaturas de incubaciónmenores de 4ºC no habría desarrollodentro del huevo (Figura 1). Para elcálculo de la regresión excluimos eldato de la incubación a 34,5ºC porque aesta temperatura se produjo un au-mento del PI.
● ÉXITO DE ECLOSIÓN (EE): No encontra-mos diferencias en el EE de los trata-mientos (χ2 de Pearson= 2,967; g.l.= 4;p= 0,5634). De los 37 huevos que obtu-vimos, 10 estaban rotos en el nido, almomento de ser encontrados; motivopor el cual los descartamos y sólo pu-simos en incubación artificial 27 hue-vos; de éstos, todos menos uno produ-jeron crías. El EE de los huevos incu-bados a temperaturas de 27º, 29º, 31º y33º C (N= 20) fue del 100% en los cua-tro tratamientos, mientras que el EEpara el tratamiento térmico de 34,5º C(N= 7) fue del 87,5% (6 individuos naci-dos sobre 7 huevos fértiles). La mayorparte de las crías que emergieron de
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Figura 1. Tasa de desarrollo calculada enfunción de período de incubación de Phry-
nops hilarii. Calculamos la temperatura míni-ma a la cual ocurriría desarrollo durante laincubación extrapolando los datos de la ecua-ción de regresión Tasa de Desarrollo = -0,096+ 0,0338 Temperatura de Incubación (ºC)(R2= 95%; F= 37,76; p= 0,025).



Cuad. herpetol., 17 (1�2): 130�137, 2003 133huevos incubados a 34,5º C y algunasde las incubadas a 27º C, exhibieronvitelo sin reabsorción completa, y mos-traron dificultad en su movilidad.
● SUPERVIVENCIA: Durante el año deexperiencia murieron ocho individuos,siete de los cuales provinieron de lasincubaciones a temperaturas extremas,tres a 27ºC y cuatro a 34,5ºC; el res-tante a 31ºC. La supervivencia de losanimales estuvo relacionada a la tem-peratura de incubación, ésta fue menora las temperaturas extremas (27º y34,5ºC; χ2= 10,352; g.l.= 4; p= 0,036).
● INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN ELPERÍODO DE INCUBACIÓN: Tal como fueraobservado en otras tortugas de aguadulce, la temperatura a la cual se de-sarrollaron los huevos influyó en laduración de la incubación de P. hilarii,aún considerando el reducido tamañode la muestra (Booth, 1998). Este acor-tamiento del PI en respuesta a la tem-peratura coincide con los datos de Roo-senburg y Kelley (1996) para Malacle-
mys terrapin; Janzen (1993) en la tortu-ga de caparazón blando liso (Apalone
mutica), y Choo y Chou (1987) en Tr-
yonix sinensis.La disminución del período de incu-bación en los huevos de P. hilarii amedida que aumentó la temperaturapodría deberse a que, por tratarse deindividuos ectotermos, un aumento enla temperatura produce un incrementoen la tasa metabólica lo cual da comoresultado un acortamiento en el perío-do de desarrollo de los mismos (Zug,1993). En la tortuga de laguna estoparece ocurrir hasta una temperaturaóptima (33ºC) a partir de la cual seproduce un aumento en el PI. Los da-tos previos sobre PI para P. hilarii co-rresponden a la incubación natural (de70 a 140 días; Rhodin y Mittermeier,1983; Cei, 1993), los cuales son mayo-res que los que reportamos en estetrabajo bajo incubación artificial.Descartando la incubación a 34,5ºC,el período de incubación más largo (65días a 27ºC) es sólo el 25% más exten-

so que el de 33ºC (52 días). Esta dife-rencia de 13 días, estadísticamente sig-nificativa, en 6ºC (33ºC � 27ºC), en elPI puede deberse a que las primerasposturas tienen todo el verano paradesarrollarse (un período máximo de90 días), y las de la segunda puedenpasar el invierno y nacer en la prima-vera o verano siguiente (más de 180días) ya que los huevos de P. hilariitienen la capacidad de ser viables aúnmantenidos a temperaturas bajas du-rante largos períodos de tiempo (C.Piña, obs. pers.). Contrariamente, enel lagarto Bassiana duperreyi (Scinci-dae) el efecto de la temperatura esmucho más marcado (85% en 6ºC,24ºC � 30ºC) y las hembras seleccionanlugares más cálidos para realizar lapostura puesto que de otra forma notendrían tiempo suficiente para comple-tar el desarrollo (Shine y Harlow,1996).En el presente trabajo, la tempera-tura de incubación afectó el PI influ-yendo en ambos nidos de igual manera,el mayor PI se registró a 34,5ºC y elmenor a 33ºC. Sin embargo, encontra-mos una diferencia entre ellos (el nido1 en cada temperatura tuvo un PI ma-yor que el nido 2), que quizás podríaser atribuido al efecto de un factor ge-nético, o a otra causa no contempladaen este estudio. El mayor PI que en-contramos fue a 34,5ºC y estaría rela-cionado al hecho que esta temperaturase encontraría cercana al límite supe-rior viable de incubación de la especie,esta situación fue reportada previamen-te en lagartos por Harlow y Shine(1999) y Viets et al. (1993). El alarga-miento de la incubación al aumentar latemperatura reflejaría estrés térmico(Harlow y Shine, 1999) e indicaría quela temperatura óptima está por debajode 34,5ºC.
● ÉXITO DE ECLOSIÓN: El EE fue alto enlas cinco temperaturas utilizadas eneste experimento. Trabajos previos contortugas reportan altos índices de eclo-sión al igual que los encontrados en



Cuad. herpetol., 17 (1�2): 130�137, 2003134este trabajo (Bobyn y Brooks, 1994;Choo y Chou, 1987; Rhen y Lang,1995). El EE de Caiman latirostris fuereducido a 34,5ºC (Piña et al., 2003),otros resultados reportados sobre cro-codilios (Lang y Andrews, 1994; Webb
et al., 1987) muestran que 34ºC es unatemperatura fuera del rango óptimopara la mayoría de las especies estu-diadas, de hecho es letal para Caiman
crocodilus, Crocodylus palustris, C.
moreletti, C. siamensis, C. porosus y
Gavialis gangeticus. Según estos datospareciese que P. hilarii puede soportartemperaturas elevadas durante la incu-bación en comparación con los cocodri-los reportados y Chlamydosaurus kingii(Harlow y Shine, 1999). En este últimotrabajo los animales eclosionados deltratamiento a mayor temperatura tu-vieron problemas neurológicos y losproducidos a menor temperatura desa-rrollo incompleto, aunque no existierondiferencias entre los tratamientos enel EE (Harlow y Shine, 1999). Ennuestro trabajo los animales produci-dos a 27ºC y 34,5ºC presentaron carac-terísticas similares a los de las tempe-raturas extremas de Harlow y Shine(1999).
● TEMPERATURA MÍNIMA DE DESARROLLO:La temperatura mínima de desarrollocalculada en este estudio es menor alas reportadas en trabajos previos, Shi-ne y Harlow (1996) reportan la tempe-ratura mínima de desarrollo para 17especies (Scincidae= 6, Agamidae= 4,Elapidae= 3, Colubridae= 2, Gekkoni-dae= 1 y Typhlopidae= 1) con un rangode temperaturas mínimas de 13,8ºC a19,3ºC. La inusual temperatura mínimapropuesta para P. hilarii podría estarrelacionada al hecho que los huevospueden pasar el invierno y continuarviables hasta la temporada siguiente.Otra posible explicación a la inusual-mente baja temperatura mínima dedesarrollo puede ser la extrapolación avalores tan distantes (de 27ºC a 4ºC) yposiblemente sea necesario en un futu-ro incubar a temperaturas menores

para no extrapolar en un rango tanamplio.
● SUPERVIVENCIA: La supervivencia delos animales hasta el año de edad estu-vo relacionada a la temperatura de in-cubación. Obtuvimos las menores tasasde supervivencia en las temperaturasextremas testeadas en este experimen-to (27º y 34,5ºC). Al nacimiento encon-tramos animales provenientes de lostratamientos de 27º y de 34,5ºC quetenían el vitelo sin absorber completa-mente, además de dificultad en su mo-vilidad. La presencia de vitelo sin ab-sorber es una fuente de posibles infec-ciones que puede haber disminuido lasupervivencia de los animales (Matushi-ma y Ramos, 1995). Sumado al vitelosin absorber y la dificultad de movili-dad de estos animales, el hecho quelos animales producidos de la incuba-ción de 34,5ºC fueron más pequeñosque los de los demás tratamientos (da-tos no reportados), nos hace suponerque en la naturaleza estos animaleshubiesen tenido aún una menor super-vivencia; Janzen et al. (2000) encontra-ron que neonatos de la tortuga Trache-
mys scripta más pequeños tuvieronuna menor supervivencia en la natura-leza que los de mayor tamaño. Hemosregistrado en diferentes ocasiones ani-males de mayor tamaño mordiendo ointentando morder el vitelo de estosanimales. Estudios realizados en Che-
lydra serpentina demostraron que laincubación a temperaturas medias tu-vieron una mejor tasa de supervivenciay crecimiento que los animales produ-cidos a temperaturas bajas (Bobyn yBrooks, 1994; Mc Knight y Gutzke,1993). Rhen y Lang (1995) no encontra-ron diferencias en la supervivencia de
C. serpentina incubadas a tres tempe-raturas diferentes (24ºC, 26,5ºC y 29ºC)pero en su trabajo reportan que tem-peraturas más extremas (menores a22,5ºC y mayores a 30ºC) han causadoun aumento en la mortandad de em-briones y neonatos. Los resultados re-portados en supervivencia de tortugas



Cuad. herpetol., 17 (1�2): 130�137, 2003 135varían, pero por lo general la incuba-ción a temperaturas extremas tienenmayor mortandad que las intermedias,al igual que los resultados que encon-tramos en este trabajo.
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