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EFECTO DE LA TEMPERATURA DE
INCUBACION SOBRE ALGUNOS
ASPECTOS DE LA ONTOGENIA DE
PHRYNOPS HILARII (TESTUDINES,
CHELIDAE)

Phrynops hilarii es una tortuga
acuatica que habita preferentemente
lagunas, banados con juncos (Scirpus
sp.) y vegetacién flotante (Eichornia sp.
y Lemna sp.), esteros, arroyos lentos,
y cursos fluviales con lecho de fango o
arena (Cei, 1993; Cabrera, 1998).

La postura en la Argentina se realiza
en noviembre, pudiendo extenderse tres
a cuatro meses mas (Cei, 1993), aunque
se han encontrado huevos a lo largo del
mes de mayo en el Parque Nacional
Pre-Delta, Entre Rios (C. Pina, R. Zane-
lla, obs. pers.). Esta tortuga realiza sus
posturas en tierra o arena, los cuales
una vez puestos los huevos son cubier-
tos para protegerlos de la predacién y
para amortiguar el efecto de las tempe-
raturas extremas (Auffenberg, 1969).

Cada uno de los nidos puede alojar
de uno a 23 huevos (en general 14 6
15), aunque el nimero podria ser de-
pendiente del tamano y condicién fisio-
légica de cada hembra (Astort, 1984).
Las crias eclosionan tras 70 a 140 dias
de incubacién (Rhodin y Mittermeier,
1983; Cei, 1993).

La temperatura ambiente influye en
la biologia de todos los organismos,
pero sus efectos son especialmente
marcados en los ectotermos. Al igual
que sucede con huevos de otros repti-
les, la temperatura durante la incuba-
ciéon podria afectar los huevos de P.
hilarii dado que el éxito de una incu-
bacién sélo es posible dentro de ciertos
limites térmicos. En numerosos géne-
ros de tortugas y en todos los cocodri-
los estudiados hasta la fecha, influye
en la determinacién del sexo (Lang y
Andrews, 1994; Remor de Souza y
Vogt, 1994; Davenport, 1997; Marcoval-
di et al., 1997; Mrosovsky et al., 1999;
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Godfrey et al., 1999; Pina et al., 2003).
También se ha demostrado que afecta
la fisiologia y el comportamiento a lar-
go término (O’Steen, 1998) o el com-
portamiento antipredador (Janzen,
1995) y la supervivencia (Shine, 1999;
Pifia et al., 2003).

Poco es lo que se conoce sobre el
periodo de incubacién, el éxito de eclo-
sion, temperaturas posibles de desarro-
llo y supervivencia en relacién a la
temperatura de incubacién en Phry-
nops hilarii, motivo que estimulé la
realizacion del presente trabajo. Nues-
tro objetivo es establecer los efectos de
la temperatura de incubacién sobre di-
ferentes aspectos de la ontogenia y la
supervivencia de crias de P. hilarii. En
el presente trabajo respondemos las
siguientes preguntas: 1) ¢afecta la tem-
peratura de incubaciéon al periodo de
incubacion de P. hilarii?; 2) ¢cual es la
menor temperatura a la cual existe
desarrollo embrionario de P. hilarii?;
3) ¢varia el éxito de eclosién de P. hi-
larii en relacién a la temperatura a la
cual se incuban los huevos?; 4) ¢esta la
supervivencia de P. hilarii hasta el ano
de edad relacionada a la temperatura
de incubacién?

Utilizamos 37 huevos de P. hilarii
provenientes de dos nidos. Estos fue-
ron obtenidos de la Estacion Zoolégica
Experimental (EZE) dependiente del
Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Industria y Comercio (MAGIC) de San-
ta Fe en enero/febrero de 1999.

Cosechamos los huevos el mismo
dia de la postura. Una vez cosechados,
les retiramos la tierra que los cubria,
verificamos el estado de cada uno por
si se encontraba danado, y marcamos
individualmente mediante un simbolo
el nido de origen con un marcador in-
deleble, conservando su orientacién ori-
ginal (Pieau et al., 1984). Distribuimos
y asignamos al azar los huevos de cada
uno de los nidos a cinco incubadoras,
de manera tal de poder utilizar el nido
como factor, y descartamos diez que
no eran viables.
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Las incubadoras consistieron en ba-
teas plasticas de tipo comercial, con
diametro superior de 65 cm, didmetro
inferior de 40 cm y una altura de 50
cm, con tapas de telgopor; cubrimos el
fondo de las bateas con agua, la cual
calentamos con ayuda de un calentador
de pecera y mantuvimos la temperatu-
ra estable con un termostato de +0,5°
C de precisiéon. Por encima del agua
dispusimos una rejilla plastica con ma-
terial vegetal secado al sol (material de
nido), para minimizar la oscilacién tér-
mica y el cual humedecimos para man-
tener elevados indices de humedad se-
gun lo aconsejado por Miller et al.
(1985) y Packard et al. (1989, 1991), En
todos los tratamientos tuvimos una
humedad relativa elevada, aunque ésta
no fue medida. Rehidratamos el subs-
trato semanalmente con adiciéon de
material de nido nuevo, para asegurar
el mantenimiento de un ambiente hi-
drico constante, e inspeccionamos los
huevos periédicamente por si alguno se
encontraba danado.

Asignamos a cada incubadora un
tratamiento de temperatura constante
a lo largo de todo el experimento.
Realizamos cinco tratamientos, 27°,
290 31° 33° y 34,5°C (x0,5°C) con la
finalidad de abarcar un amplio inter-
valo de temperaturas. En cada trata-
miento colocamos un nimero minimo
de 5 huevos.

Registramos la temperatura dentro
de cada batea mediante un almacena-
dor de datos térmicos (HOBO, Data lo-
gger; Onset Computer Corp., Pocasset,
MA, USA) colocado sobre los huevos y
cubierto con material de nido. Leimos
los instrumentos dos veces por dia, a
fin de mantener un buen control de las
temperaturas.

Revisamos las incubadoras diaria-
mente en busca de huevos eclosiona-
dos. En aquellos casos en los cuales
una vez producida la eclosiéon del pri-
mer huevo de una determinada tempe-
ratura, la del resto de los huevos de
ese nido se demoraba demasiado, pro-
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cedimos a la apertura de otro ejem-
plar. En aquellos casos en que el em-
brion presentaba desarrollo completo,
colaboramos a la eclosiéon 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 marcamos
mediante un cédigo de amputaciéon de
placas céorneas marginales, identificato-
rio de su nido y tratamiento térmico.
o PErriopo pE INcUBACION (PI): lo defini-
mos como el tiempo transcurrido en
dias entre la postura y la fractura de
la cascara del huevo de cada uno de
los individuos; se estableci6é al nacer
los individuos de cada nido a una de-
terminada temperatura. Determinamos
si existian diferencias entre los trata-
mientos mediante Analisis de Varianza
de dos vias previo testeo de la norma-
lidad, y determinamos las diferencias
entre los tratamientos mediante un
Test de Tukey.
e EXITO DE ECLOSION (EE): lo calcula-
mos como el porcentaje de huevos que
completaron su desarrollo en funcién
de la cantidad que asignamos a cada
tratamiento. El andlisis estadistico del
éxito de eclosién lo realizamos median-
te un test de Chi cuadrado (x2).
e TEMPERATURA MINIMA DE DESARROLLO:
estimamos la temperatura a la cual
cesaria el desarrollo total del embrion
mediante la formula de Georges (1989)
y Shine y Harlow (1996):

1/(PI/PL,);

donde PI es el PI de cada trata-
miento y PI, es el PI menor registra-
do en el experimento.
e« SUPERVIVENCIA: utilizamos para su
calculo la proporcion de animales que
llegaron al ano de edad en relacién a
la cantidad de animales que coloca-
mos en la pileta de cria para cada
temperatura de incubacién. Para de-
terminar si existieron diferencias en-
tre los tratamientos usamos un test
de x?. El a utilizado para determinar
diferencias significativas en todos los
analisis fue 5%.
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Los huevos de los dos nidos cose-

chados fueron uniformemente esféricos.
Al comienzo del experimento todos los
huevos utilizados en la experiencia pre-
sentaron una pequeia mancha o banda
opaca de calcificacién, indicadora de
que los huevos eran fértiles. El tama-
fio de postura (18 y 19) fue un poco
mayor que el reportado previamente
(14-15) en otro trabajo sobre incuba-
cion de huevos producidos de animales
en cautiverio (Astort, 1984).
e PEriopo DE INCUBACION (PI): La tem-
peratura de incubacién tuvo un efecto
significativo en el PI entre los trata-
mientos (F= 6,18; gl.= 4, 25; p=
0,002), influyendo de la misma manera
en ambos nidos, pero también encon-
tramos una diferencia en el PI entre
los nidos (p < 0,05). La temperatura de
incubacién mostré un efecto inversa-
mente proporcional sobre el PI, refle-
jando un periodo mas corto para los
huevos sometidos a mayor temperatura
de incubacién, hasta los 33°C. A 34,5°C
el PI aumentd, y fue el mayor, a par-
tir de cierta temperatura se produce un
efecto directamente proporcional al PI.
El PI promedio entre los dos nidos que
observamos fue 65+4,2 dias a 27°C;
58+5,7 a 29°C; 53,5+6,4 a 31°C; 52+7,1
a 33°C y 69,56+4,9 dias a 34,5°C. El PI
registrado a 34,5°C vari6 del de los
tratamientos con menos de 58 dias de
incubacion total, el de la incubacién a
33°C de los incubados a 34,5°C, 27°C y
29°C.

Si asumimos el PI de 31°C como
una unidad, la incubaciéon a 33°C fue
1,03 veces mas corta; la de 29°C fue
1,08, la de 27 fue 1,21 y la de 34,5 fue
1,3 veces mas larga que la de 31°C. La
temperatura durante la incubaciéon no
afecté el tiempo de desarrollo de forma
homogénea, su efecto fue mayor entre
los tratamientos de 33°C y 34,5°C, se-
guidos de los incubados a 27°C y 29°C y
por los de 29°C y 31°C. La temperatura
de incubacién parece afectar méas en la
disminucién de la tasa de desarrollo
que en su aumento.
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e TEMPERATURA MINIMA DE DESARROLLO:
la temperatura minima de desarrollo
estimada, extrapolando de la ecuacion
de regresion de la tasa de desarrollo
en funciéon de la temperatura de incu-
bacién, fue de aproximadamente 4°C,
es decir a temperaturas de incubaciéon
menores de 4°C no habria desarrollo
dentro del huevo (Figura 1). Para el
calculo de la regresién excluimos el
dato de la incubacién a 34,5°C porque a
esta temperatura se produjo un au-
mento del PI.

e EXITO DE ECLOSION (EE): No encontra-
mos diferencias en el EE de los trata-
mientos (X2 de Pearson= 2,967; g.l.= 4;
p= 0,5634). De los 37 huevos que obtu-
vimos, 10 estaban rotos en el nido, al
momento de ser encontrados; motivo
por el cual los descartamos y sélo pu-
simos en incubaciéon artificial 27 hue-
vos; de éstos, todos menos uno produ-
jeron crias. El EE de los huevos incu-
bados a temperaturas de 27° 29° 31°y
33° C (N= 20) fue del 100% en los cua-
tro tratamientos, mientras que el EE
para el tratamiento térmico de 34,5° C
(N= 7) fue del 87,5% (6 individuos naci-
dos sobre 7 huevos fértiles). La mayor
parte de las crias que emergieron de
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Figura 1. Tasa de desarrollo calculada en
funcién de periodo de incubacién de Phry-
nops hilarii. Calculamos la temperatura mini-
ma a la cual ocurriria desarrollo durante la
incubaciéon extrapolando los datos de la ecua-
cién de regresién Tasa de Desarrollo = -0,096
+ 0,0338 Temperatura de Incubacién (°C)
R’= 95%; F= 37,76; p= 0,025).
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huevos incubados a 34,5° C y algunas
de las incubadas a 27° C, exhibieron
vitelo sin reabsorcién completa, y mos-
traron dificultad en su movilidad.

e SUPERVIVENCIA: Durante el afio de
experiencia murieron ocho individuos,
siete de los cuales provinieron de las
incubaciones a temperaturas extremas,
tres a 27°C y cuatro a 34,5°C; el res-
tante a 31°C. La supervivencia de los
animales estuvo relacionada a la tem-
peratura de incubacién, ésta fue menor
a las temperaturas extremas (27° y
34,5°C; x%= 10,352; g.1.= 4; p= 0,036).

e INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN EL
PERIODO DE INCUBACION: Tal como fuera
observado en otras tortugas de agua
dulce, la temperatura a la cual se de-
sarrollaron los huevos influyé en la
duracién de la incubacién de P. hilarii,
aun considerando el reducido tamario
de 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 caparazon blando liso (Apalone
mutica), y Choo y Chou (1987) en Tr-
yonix Sinensis.

La disminucién del periodo de incu-
bacién en los huevos de P. hilarii a
medida que aumenté la temperatura
podria deberse a que, por tratarse de
individuos ectotermos, un aumento en
la temperatura produce un incremento
en la tasa metabdlica lo cual da como
resultado un acortamiento en el perio-
do de desarrollo de los mismos (Zug,
1993). En la tortuga de laguna esto
parece ocurrir hasta una temperatura
6ptima (33°C) a partir de la cual se
produce un aumento en el PI. Los da-
tos previos sobre PI para P. hilarii co-
rresponden a la incubacién natural (de
70 a 140 dias; Rhodin y Mittermeier,
1983; Cei, 1993), los cuales son mayo-
res que los que reportamos en este
trabajo bajo incubacién artificial.

Descartando la incubacién a 34,5°C,
el periodo de incubacién méas largo (65
dias a 27°C) es sélo el 25% mas exten-
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so que el de 33°C (52 dias). Esta dife-
rencia de 13 dias, estadisticamente sig-
nificativa, en 6°C (33°C — 27°C), en el
PI puede deberse a que las primeras
posturas tienen todo el verano para
desarrollarse (un periodo maximo de
90 dias), y las de la segunda pueden
pasar el invierno y nacer en la prima-
vera o verano siguiente (mas de 180
dias) ya que los huevos de P. hilarii
tienen la capacidad de ser viables aun
mantenidos a temperaturas bajas du-
rante largos periodos de tiempo (C.
Pina, obs. pers.). Contrariamente, en
el lagarto Bassiana duperreyi (Scinci-
dae) el efecto de la temperatura es
mucho mas marcado (85% en 6°C,
24°C — 30°C) y las hembras seleccionan
lugares mas calidos para realizar la
postura puesto que de otra forma no
tendrian tiempo suficiente para comple-
tar el desarrollo (Shine y Harlow,
1996).

En el presente trabajo, la tempera-
tura de incubacion afecté el PI influ-
yendo en ambos nidos de igual manera,
el mayor PI se registréo a 34,5°C y el
menor a 33°C. Sin embargo, encontra-
mos una diferencia entre ellos (el nido
1 en cada temperatura tuvo un PI ma-
yor que el nido 2), que quizas podria
ser atribuido al efecto de un factor ge-
nético, o a otra causa no contemplada
en este estudio. El mayor PI que en-
contramos fue a 34,5°C y estaria rela-
cionado al hecho que esta temperatura
se encontraria cercana al limite supe-
rior viable de incubacién de la especie,
esta situacién fue reportada previamen-
te en lagartos por Harlow y Shine
(1999) y Viets et al. (1993). El alarga-
miento de la incubacién al aumentar la
temperatura reflejaria estrés térmico
(Harlow y Shine, 1999) e indicaria que
la temperatura éptima estda por debajo
de 34,5°C.

« Exito pE EcLosION: El1 EE fue alto en
las cinco temperaturas utilizadas en
este experimento. Trabajos previos con
tortugas reportan altos indices de eclo-
si6n al igual que los encontrados en
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este trabajo (Bobyn y Brooks, 1994,
Choo y Chou, 1987; Rhen y Lang,
1995). El1 EE de Caiman latirostris fue
reducido a 34,5°C (Pina et al., 2003),
otros resultados reportados sobre cro-
codilios (Lang y Andrews, 1994; Webb
et al., 1987) muestran que 34°C es una
temperatura fuera del rango dptimo
para la mayoria de las especies estu-
diadas, de hecho es letal para Caiman
crocodilus, Crocodylus palustris, C.
moreletti, C. siamensis, C. porosus y
Gavialis gangeticus. Segun estos datos
pareciese que P. hilarii puede soportar
temperaturas elevadas durante la incu-
bacién en comparacién con los cocodri-
los reportados y Chlamydosaurus kingii
(Harlow y Shine, 1999). En este dltimo
trabajo los animales eclosionados del
tratamiento a mayor temperatura tu-
vieron problemas neurolégicos y los
producidos a menor temperatura desa-
rrollo incompleto, aunque no existieron
diferencias entre los tratamientos en
el EE (Harlow y Shine, 1999). En
nuestro trabajo los animales produci-
dos a 27°C y 34,5°C presentaron carac-
teristicas similares a los de las tempe-
raturas extremas de Harlow y Shine
(1999).

o TEMPERATURA MINIMA DE DESARROLLO:
La temperatura minima de desarrollo
calculada en este estudio es menor a
las reportadas en trabajos previos, Shi-
ne y Harlow (1996) reportan la tempe-
ratura minima de desarrollo para 17
especies (Scincidae= 6, Agamidae= 4,
Elapidae= 3, Colubridae= 2, Gekkoni-
dae= 1 y Typhlopidae= 1) con un rango
de temperaturas minimas de 13,8°C a
19,3°C. La inusual temperatura minima
propuesta para P. hilarii podria estar
relacionada al hecho que los huevos
pueden pasar el invierno y continuar
viables hasta la temporada siguiente.
Otra posible explicacién a la inusual-
mente baja temperatura minima de
desarrollo puede ser la extrapolaciéon a
valores tan distantes (de 27°C a 4°C) y
posiblemente sea necesario en un futu-
ro incubar a temperaturas menores
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para no extrapolar en un rango tan
amplio.

e SUPERVIVENCIA: La supervivencia de
los animales hasta el afio de edad estu-
vo relacionada a la temperatura de in-
cubacion. Obtuvimos las menores tasas
de supervivencia en las temperaturas
extremas testeadas en este experimen-
to (27° y 34,5°C). Al nacimiento encon-
tramos animales provenientes de los
tratamientos de 27° y de 34,5°C que
tenian el vitelo sin absorber completa-
mente, ademas de dificultad en su mo-
vilidad. La presencia de vitelo sin ab-
sorber es una fuente de posibles infec-
ciones que puede haber disminuido la
supervivencia de los animales (Matushi-
ma y Ramos, 1995). Sumado al vitelo
sin absorber y la dificultad de movili-
dad de estos animales, el hecho que
los animales producidos de la incuba-
ciéon de 34,5°C fueron mas pequefios
que los de los demas tratamientos (da-
tos no reportados), nos hace suponer
que en la naturaleza estos animales
hubiesen tenido ain una menor super-
vivencia; Janzen et al. (2000) encontra-
ron que neonatos de la tortuga Trache-
mys scripta mas pequefios tuvieron
una menor supervivencia en la natura-
leza que los de mayor tamafio. Hemos
registrado en diferentes ocasiones ani-
males de mayor tamafio mordiendo o
intentando morder el vitelo de estos
animales. Estudios realizados en Che-
lydra serpentina demostraron que la
incubacién a temperaturas medias tu-
vieron una mejor tasa de supervivencia
y crecimiento que los animales produ-
cidos a temperaturas bajas (Bobyn y
Brooks, 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 (24°C, 26,5°C y 29°C)
pero en su trabajo reportan que tem-
peraturas maéas extremas (menores a
22.5°C y mayores a 30°C) han causado
un aumento en la mortandad de em-
briones y neonatos. Los resultados re-
portados en supervivencia de tortugas
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varian, pero por lo general la incuba-
cién a temperaturas extremas tienen
mayor mortandad que las intermedias,
al igual que los resultados que encon-
tramos en este trabajo.
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