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Resumen

Se incubaron 186 huevos procedentes de 5 nidos obtenidos en el criadero de Caiman latirostris de la
Estacién Zoologica Experimental de Santa Fe, Argentina. Los huevos de cada nido fucron separados al azar y
sometidos a tres tratamientos de temperatura diferentes (29 °C. 31 °C y 33 °C), e aludndosc sus efectos sobre ¢
variables. Se encontré que ¢l periodo de incubacidn es inversamente proporcional a la temperatura utilizada, po
4ue a mayor i¢mperatura, menor duracién. Con respecto al desarrollo de la banda opaca de calcificacion, se enc
que los huevos incubados a mayor (emperatura alcanzan antes el estado de opacidad total. Para las temperaturas
31°Cy 33°C, el peso de los huevos se incrementd a partir del tercer tercio del periodo, a diferencia del tratamie
de 29°C, donde se verificé un descenso. Por dllimo. se ofrece una descripeion detallada de tres embriones del o
nido y de la misma cdad, incubados a difcrentes lemperaturas. ¢n los que s¢ observan marcadas diferencias de
desarrollo.

Abstract

Five nests with a total ol 186 cggs from the Caiman latirostris experimental breeding station in Santa |
Argentina, were artificially incubated. The eggs [rom cach nest were randomly divided into three different
Eemperalurc treatments (29 °C, 31 °C and 33 °C), and its effect was recorded on four variables. We [ound that
\icubation period is inversely proportional to temperature, so the higher the temperature the shorter the incubati

88s incubated at higher temperature reached the total opacity stage carlicr. Temperatures of 31 °C and 33 °C
:l“\lll}ad on an increasc of cgg mass at the last third of incubation period in relation 1 29°C. Finally, a detailed
eScription is given, on the characteristics of three embryos from the same nest, at the same age, but incubated ¢
ferent temperatures, where remarkable development differences can be noticed.
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1. Introduccion

El programa de Rancheo Experimental en Santa Fe, también conocido como "Programa
de Monitoreo y Autorepoblamiento de Caiman latirostris con fines de Manejo", se inicia en el
aiio 1990 con el objetivo de chequear la adaptabilidad de la técnica de cosecha de huevos
silvestres para cria en granjas, tanto en lo que refiere a nuestra especie como a las condiciones
ambientales y socioculturales de la regién mesopotamica Argentina (Larriera, 1990).

Un programa de caracteristicas tan amplias requiere la incorporacién permanente de
informacion relativa a variadas teméticas, entre las que se destaca todo lo relacionado con el
manejo de los huevos y el desarrollo de los embriones, tanto en el proceso de la cosecha, como en
lo que a las normas bésicas de tratamiento en la incubacion artificial se refiere.

Los trabajos disponibles, relativos a la investigacién sobre crocodrilidos en Argentina, se
refieren a cuestiones taxonémicas, biogeograficas o listados descriptivos (Burmeister, 1880;
Freiberg y Cravalho, 1965; Larriera, 1995; Medem, 1983; Waller, 1987) estudios bioquimicos
(Fester y Bertuzzi, 1934; Bianchi y Lischetti, 1916); descripciones anatémicas (Jakob, 1945);
datos puntuales sobre aspectos reproductivos en cautiverio (Astort, 1985; Larriera, 1988; Saporiti,
1957), o en la naturaleza (Achaval y Gonziles, 1983; Larriera, 1991; Larriera, 1993; Larriera,
1994); normas de manejo y pardmetros de crecimiento en cautiverio (Larriera, 1990; Larriea,
1992; Larriera, 1993) y una breve resena sobre su historia natural (Yanosky, 1990).

El desarrollo de la banda opaca de calcificacién, que acompana al crecimiento del embrién
durante la incubacion, ha sido extensamente investigado en Alligator mississippiensis (Joanen y
McNease, 1977; Joanen y McNease, 1981). Por otra parte, el crecimiento del embrién durante el
periodo de incubaci6n, ha sido investigado por Magnusson y Taylor (1980) en Crocodylus
POrosus.

El presente trabajo pretende aportar al conocimiento de los efectos de la temperatura de
incubacién sobre variables como la duracién del periodo, el desarrollo de la banda opaca de
calcificacidn, la evolucién del peso del huevo durante la incubacién, y el desarrollo de los
embriones. Asimismo, se discute el valor diagnéstico del desarrollo de la banda opaca de
calcificacién, con relacién a la edad del embridn.

2. Materiales y Métodos

Se utilizaron 186 huevos provenientes de 5 nidos del criadero e la Estacién Zoolégica
Experimental del Ministerio de Agricultura de la Provincia de Santa Fe. Los huevos fueron
cosechados el dia de la postura e incubados artificialmente hasta el momento de la eclosion. Para
ello se emplearon 9 incubadoras hechas artesanalmente que consistian en bateas de plastico de 45
cm. de alto y 50 cm. de didmetro superior, con tapas de poliuretano expandido (tergopol) y
termostato de graduacion de —30 °C a +30 °C. Tres de éstas se mantuvieron a 29 °C de
temperatura, otras 3 a 31°C y las restantes a 33 °C, sin variar las demas condiciones durante todo
el periodo de incubacion. Para conservar la humedad se colocaron 10 ¢m de agua en cada una y
para controlar la temperatura se empleé un calefactor eléctrico y un termostato. Los nidos se
diferenciaron por medio de colores y se repartieron los huevos de cada uno de ellos al azar entre
las 9 incubadoras, se colocaron apoyados sobre una rejilla pléstica con material de nido y
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elevados sobre el agua unos 10 cm. Los huevos se individualizaron con nimeros por nido y se
descartaron los no viables.

El tiempo total de incubacion se calcul6 por nido y por tratamicnto de temperatura,
estimdndose la media para cada caso. Las diferencias entre los distintos tratamientos de
temperatura con relacién al tiempo de incubacion de los huevos se estimaron con el test de Tukey
y se usé el ploteo de intervalo para medias del paquete de MINITAB para Windows para realizar
el gréfico. El anilisis de la relacion del tiempo de incubacion, tanto para los diferentes
tratamientos como para los distintos nidos se realizé mediante el Modelo Lineal de Regresion.

Para realizar los estudios de bandeo, peso y desarrollo embrionario, se tomaron 3
incubadoras, una de cada tratamiento de temperatura, de las 9 descriptas anteriormente (un total
de 74 huevos), conservandose las mismas condiciones.

a) Banda opaca:

La evolucion de la banda opaca del huevo se observé individualmente mediante un
ovoscopo cada 2 dias durante los primeros 15 dias de incubacién (en algunos huevos se comenzé
desde el 1° dia luego de la postura y en otros desde el 2°) y, a partir de alli, cada 4 dias hasta la
opacidad total. Para tomar las dimensiones tanto del huevo como de la banda se emple6 un
calibre milimetrado.

Con los datos anteriores se estim0 el porcentaje de cobertura de la banda con relacién al
tamano de cada huevo. Para poder comparar el huevo (cuerpo) con la banda (figura) se realizo
una aproximacion, considerando ambas superficies como un rectdngulo. Asi, se compararon 2
figuras, considerando que la misma relacion que se da en la superficie del huevo se conserva en el
volimen del mismo. En todos los casos se calculé la media por nido y por temperatura de
incubacion.

b) Peso de los huevos:

El peso de los huevos se registré con una balanza de precisién {).1 g SCALTEC SPO63 en
las mismas fechas en que se registr6 el bandeo, pero se continud la medicion hasta el momento de
la eclosién cada 4 dias. Se estim6 la media por nido y por temperatura de los pichones nacidos y
de los no viables al término de la eclosion, tomédndose la variacion del peso del huevo como
porcentaje en relacion el peso inicial. También se calcul6 la media total por tratamiento de
temperatura.

Los datos de bandeo como de peso se examinaron mediante el analisis de regresion del
paquete Quatro Pro para DOS, a excepcion de los de opacidad total que se estudiaron mediante la
subrutina ANOVA Balanceado del paquete MINITAB para Windows, donde nido y tratamiento
S¢ tomaron como factores.

¢) Desarrollo embrionario:

Para determinar el grado de desarrollo embrionario, se seleccioné al azar un nido, del que
S¢ sacrificaron 3 embriones por asfixia con éter. En ese momento tenia 46 dias de desarrollo
relativo desde la postura y también al azar, se eligi6 un huevo de cada tratamiento de temperatura.
Se tomé con calibre milimetrado la longitud total del embrién, la longitud y el ancho de la cabeza
Y se observé su coloracion.
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3. Resultados y Discusion

3.1 Tiempo de Incubacion

Se encontré que para el tratamiento de 33 °C el tiempo de incubacién promedio fue
menor que para las otras temperaturas de incubacién, oscilando entre 67 y 78 dias; mientras que
el tiempo promedio para el tratamiento de 29 °C fue el mayor, variando entre 77 y 88 dias. A
31°C de temperatura el tiempo de incubacion oscil6 entre 71 y 76 dias.

El anilisis de los datos demuestra que los 3 tratamientos de temperatura se diferencian de
manera significativa entre si con relacién al tiempo de incubacién de los huevos (Fig. 1), siendo
mas marcada esta diferencia entre el tratamiento de 29 °C y el de 31 °C que entre el de 31 °Cy el
de 33 °C.
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Figura 1. Relacién entre temperaturas y tempo de incubacién (1 = 29 °C; 2 = 31 °C; 3 = 33 °C).

Asimismo, en la tabla 1 se observa que tanto el tratamiento como el nido resultaron ser
significativos sobre el tiempo de incubacién (P=0,000). Todos estos resultados corroboran los
obtenidos anteriormente tanto para esta especie (Larriera et al., 1996) como para otros
cocodrilianos estudiados, Crocodylus porosus y C. johnstoni (Webb ev.al., 1987).

Tabla 1. Analisis de varianza para el tiempo de incubacién.

Source DF Seq SS Adj ss Adj Ms rF
Tratam. 2 1531.59 1577.68 788.84 293.05 0.000
Nido 4 272.31 272.31 68.08 25.29 0.000

Error 79 212.65 212.65 2.69
Total 85 2016.56
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3.2 Banda de Calcificacion

El tiempo promedio requerido hasta lograr la opacidad total del huevo fue mayor en el
tratamiento de menor temperatura (29 °C) y menor en el de mayor temperatura (33 °C). Si se
estima con relacién al tiempo total de incubacion, la opacidad se completa alrededor de los 2/3 de
la misma, aumentando a medida que desciende la temperatura. Larriera ef al. (1996) estimaron,
para esta especie, que este estado se produce entre los 47 y 61 dias (tammbién con diferencias
debidas a la temperatura de incubacién), estando dentro del rango de nuestros datos.

Para otras especies de cocodrilianos, como lo expresan Manolis et al. (1987), la opacidad
total se produce al 65-70% del tiempo de incubacidn total, coincidiendo con nuestros resultados.

En el andlisis de varianza (Tabla 2) se observa una relacion significativa entre el tiempo a
que se produce la opacidad y los nidos, mientras que altamente significativa entre aquel y los
tratamientos de temperatura.

Tabla 2. Analisis de varianza para la opacidad total

Source DF S8 MS F P
Nido 4 207.60 51.90 2.82 0.099
Tratam 2 428.80 214.40 11.65 0.004
Error 8 147.20 18.40

Total 14 783.60

La banda opaca comienza a desarrollarse a partir del 2° dia desde la postura, ya que en el
primer dia los huevos se hallan traslicidos. Podrian definirse 3 periodos: en el primero, que dura
alrededor de 10 dias, se produce un aumento paulatino de la banda alrededor del eje menor del
huevo, llegando a cubrir cerca del 50% del mismo. A partir de alli, y hasta los 30 dias de
incubacion, no hay cambios en la misma. En el dltimo periodo vuelve a expandirse, dirigiéndose
hacia los polos del huevo, hasta alcanzar la opacidad total.

Manolis et.al. (1987), también describen para Crocodylus johnstoni,etapas similares en el
desarrollo de la banda opaca, relaciondndola con el corioalantoides: Entre el dia 0 al 10™ se
produce un aumento en la banda, del 10™ el 35" se estabiliza y entre el dia 35 y el 60 completa su
opacidad. Asimismo en este trabajo se menciona que habria semejanzas con Crocodylus porosus,
Crocodylus novaguinae y Alligator mississippiensis, dependiendo la duracién de cada periodo del
tiempo de incubacidn total propio de cada especie.

En las 2 primeras etapas no hay diferencias evidentes ni entre los tratamientos ni entre los
nidos; pero, en la dltima, varia el tiempo requerido hasta llegar a completar la opacidad en las
diferentes temperaturas de incubacién. A medida que esta aumenta, el tiempo es menor. A su vez,
en el tratamiento de 33 °C, cuando comienza el tercer periodo se observa un rdpido crecimiento
del porcentaje de cobertura de la banda, més notorio que en los otros tratamientos.

Al realizar la curva de regresién para cada temperatura de incubacién con los datos
Promedios de todos los nidos, el R” resulté elevado en los 3 casos. La probabilidad fue
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significativa también para cada tratamiento (P < 0,001). Asi, aplicando la ecuacién dada y
conociendo la temperatura de incubacién, se puede predecir el desarrollo de la banda en el huevo

(Figura 2).
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Figura 2: Regresion para cada tratamiento a partir de los datos promedios de todos los nidos.
Ecuaciones de las funciones:

Y =-5.069 - 7*10° X* + 0.0101 X*- 0.46 X* + 8.547 X; (R* = 9§%, P < 0.001)

Y =2.477 - 7.8*10° X* + 0.0097 X* - 0.3857 X* + 6.722 X; (R’ = 89%, P < 0.001)

Y = -3.953 - 0.000186 X* + 0.01995 X’ - 0.6865 X" + 9.7126 X; (R* = 93%, P < 0.001)

Al igual que en el trabajo de Larriera ef al. (1996), se observé un periodo donde los
limites de la banda se vuelven difusos. El tiempo en que se produce esta etapa y la duracion de la
misma vari6 en los distintos nidos para los diferentes tratamientos, pero si lo comparamos con los
periodos descriptos arriba, los limites difusos se manifiestan entre finales de la segunda etapa y
principios de la tercera. Esto confirma que dichos limites se deben a cambios continuos y ligeros
en los componentes de la cdscara y la membrana del huevo debido a la vascularizacién y
reorganizacion de sus contenidos, coincidiendo con el mismo trabajo. También diversos autores
trabajando con Crocodylus porosus manifiestan que en las Gltimas etapas de la incubacion los
embriones y la banda evidencian un gran crecimiento. (Magnuson y Taylor, 1980; Webb et
al.,1987).

3.3 Peso de los Huevos

Al observar las curvas de regresion de la Figura 3, se nota un primer periodo
(aproximadamente hasta los 15 dias) similar para todos los nidos en las 3 temperaturas, donde
desciende el peso de los huevos. A partir de alli, comienzan a diferenciarse los 3 tratamientos. En
la dltima etapa, las diferencias entre las 3 curvas se hacen notorias, produciéndose un incremento
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en el peso promedio de los huevos en los tratamientos de 31 °Cy 33 °C y un descenso del mismo
en el de 29 °C.

Si comparamos la evolucién del peso del huevo con la de la opacidad, esta Gltima etapa
comienza en el tercer periodo de evolucion de la banda ya descrito, donde se manifiesta
nuevamente una expansion de la misma. El R” es alto y la probabilidad es significativa (P <
0,001) para las ecuaciones de las 3 curvas. Aplicando dichas ecuaciones y conociendo la
temperatura de incubacién de los huevos, se podria explicar la evolucion del peso de los mismos.

Peso Porcentual Promedio de los Nidos
Tratamiento 29, 31 y 33°C

Porcentaje
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Figura 3: Regresion de los tres tratamientos a partir de los datos promedios de todos los nidos

Ecuaciones de las funciones:
29°C: y=100,338- 1,056 E” X4 - 1,04 E* X" + 0,00316 X - 0.1872 X; (R* = 74,8%:; P < 0,000)
31°C:  y=100,274 + 3,898 E7 X*- 5,249 E* X* + 0,0048 X* - 0,179 X; (R* = 83,4%:; P < 0,000)
33°C: y=99996+ 1,392 E7 X*- 9532 E* X' + 0.015 X* - 0,955 X: (R = 60%:; P < 0,000)

No hay estudios previos sobre la evolucion del peso de los huevos para Caimdn
latirostris. Manolis et.al. (1987) expresan en un trabajo sobre Crocodylus johnstoni que todos los
huevos incubados perdieron peso en algin grado durante todo el periodo de incubacién (estos
estaban a 28 °C, 29 °C, 30 °C, 31 °C, 32 °C, 33 °C y 34 °C), lo que se contrapone con estos
resultados.

3.4 Desarrollo Embrionario

No bhay estudios anteriores sobre el desarrollo embrionario de esta especie. Los embriones
sacrificados muestran diferencias notorias entre los tres tratamientos de temperatura (Tabla 3 y
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Figura 4), siendo €stas mas marcadas entre el embridn tratado a 29°C y el de 31°C. que entre el
de 33°C y el de 31°C.

Tabla 3: Mzadicidén de embriones.

{ Embri6n [ Largo total Largo del Ancho de fa
Tratamiento Edad relativa | del cmbrion crianeo cabeza Coloracion
7 desde la postura
29°C 46 dias. S2cm 1.8 cm 1,0 cm Auscnte
31°C 46 dias. 12.8 cm 2.5 cm 1.4 em Incipiente
{33°C 406 dias. 13.1 cm 2.6cm 1.6 cm Notorid ]

i i (11

Figura 4: Embriones del mismo nido ¢ igual edad, incubados a diferentes temperatura (I: 29 °C.;
B317C; 1337

Magnuson y Taylor (1980) para Crocodylus porosus; Ferguson (1987) para Alligator
mississippiensis, Crocodylus porosus y Crocodylus johnstoni; y, Sierra et.al. (1996) para Caiman
crocodilus fuscus coinciden en que los primeros estadios permiten establecer con mayor exactitud
la edad del embrion ya que los cambios morfologicos y morfométricos son mas evidentes y las
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diferencias en el desarrollo de los embriones de la misma edad son pequenas. En las etapas
posteriores se hacen mas notorias las diferencias entre las distintas especies y debidas a la
influencia de la temperatura, lo que coincidiria con nuestros datos.

4. Conclusiones

4.1 Tiempo de Incubacién
La temperatura tiene un efecto inverso en el tiempo de desarrollo embrionario.

Los tratamientos a 29 °C, 31 °C y 33 °C tienen una influencia significativamente
diferente entre si sobre el tiempo de incubacion.

La temperatura ejerceria mas influencia retrasando el crecimiento que acelerdndolo.

Los nidos tienen un efecto significativo sobre el tiempo de desarrollo.

4.2 Banda de calcificacion

La observaci6n del grado de cobertura de la banda opaca es un método valido para estimar
la edad del embrién en los estadios mas tempranos del desarrollo.

La temperatura influye de manera inversa en el tiempo requerido hasta lograr la opacidad
total del huevo.

La evolucién de la banda opaca puede estimarse aplicando las ecuaciones dadas, si se
conoce la temperatura de incubacion.

4.3 Peso de los huevos

La evolucion del peso de los huevos se puede estimar aplicando las ecuaciones dadas,
siempre que se conozca la temperatura de incubacién.

4.4 Desarrollo embrionario

Embriones de huevos incubados a temperaturas mayores, presentan marcadas diferencias
con aquellos incubados a menores temperaturas.
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