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1. RESUMEN

Diapausa embrionaria es el detenimiento del desarrollo del embrion sano, que ocurre adn
cuando el ambiente proximo fomentaria un desarrollo activo. En tortugas, el desarrollo
embrionario se detiene en el estadio de gastrula tardia en los oviductos maternos (diapausa
primaria), reanudandose luego de la oviposicion. Algunas tortugas poseen un segundo
periodo de detenimiento (diapausa secundaria) luego de la oviposicidn. Este mecanismo es
en realidad un enlentecimiento del desarrollo, donde el metabolismo disminuye hasta el
punto de parecer un detenimiento y por lo tanto el gasto energético es minimo. Prolonga la
etapa de huevo durante periodos de mal tiempo y permite la sincronizacién de nacimientos
con condiciones éptimas para la supervivencia post eclosion. El principal objetivo de este
trabajo fue profundizar en el conocimiento de la diapausa en tortugas y en especial tortugas
de agua dulce como Phrynops hilarii y determinar cuéles factores tiene relacion directa
con la diapausa (estrés ambiental, biolégicos) y en qué medida influirian en la
embriogénesis. Durante 2011 y 2012 se colectaron 38 nidos con 544 huevos de dos
poblaciones del valle de inundacion del rio Parana, Litoral Fluvial Argentino. Se
combinaron tres temperaturas (14°C, 19°C y 24°C) con tres periodos de inundacién
(Sequia, cinco (5) semanas de inundacion y diez (10) semanas de inudacion) y se evalud el
efecto de estas variables sobre duracion de la diapausa. Los huevos sometidos a
temperaturas estivales (24°C) con un periodo de inundaciéon de hasta cinco semanas
tuvieron el mayor “éxito de desarrollo”. Se analizaron los contenidos de huevos en
diferentes estadios de desarrollo para evaluar los cambios en los nutrientes: humedad,
solidos totales, cenizas, lipidos, proteinas y minerales. La mayoria de los componentes del
huevo de P. hilarii disminuyeron durante el desarrollo para constituir los tejidos
embrionarios, excepto los lipidos. Los factores ambientales tuvieron una relacion directa
con la ruptura de la diapausa embrionaria (diapausa secundaria) y con el tiempo de

permanencia en este mecanismo, por lo tanto con el tiempo de incubacion.



2. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En las especies oviparas, las condiciones bajo las que los huevos son incubados tienen
un impacto profundo en la fisiologia y desarrollo del embrion, en los neonatos, en el
namero de pichones que emergen del nido, y en la supervivencia neonatal (Thompson
1983, Packard & Packard 1988, Deeming 2004). El periodo de incubacién, de hecho, es
importante para la supervivencia del embrion determinando un desarrollo exitoso con un
embrion a término. Este periodo es muy vulnerable debido a que las condiciones de
temperatura, humedad e intercambio gaseoso actlan sinérgicamente dentro del nido

influyendo en el desarrollo del embrion y su metabolismo (Miller & Dinkelacker 2008).

Si nos enfocamos en la hembra que va a ovipositar, los huevos deben ser depositados en
el momento en que las condiciones ambientales permitan la adecuada nidificacion y
cuando esas condiciones comprometan en menor medida la supervivencia de la madre
(Spencer 2002). Desde la perspectiva de la descendencia, los huevos deben ser depositados
en el nido cuando las condiciones sean las adecuadas para una incubacion exitosa y
apropiada para el desarrollo, y deben establecerse en un momento que permita la eclosion
de los neonatos en las condiciones adecuadas para su supervivencia y crecimiento (Webb
et al. 1986). La adaptacion del lugar y el momento de anidamiento de la madre, en
respuesta a la seleccién natural actuando sobre su supervivencia, puede resultar
potencialmente en un cambio en el tiempo de emergencia de su descendencia (Fordham et
al. 2006). Debido a esto, el periodo durante el cual se produce el desarrollo embrionario
provee suficiente tiempo al embrién para desarrollarse, pero también proporciona
coordinacion entre el momento de la oviposicion y la emergencia de los pichones con el

objetivo de maximizar el fitness parental (Fordham et al. 2006).

En los reptiles, las estrategias reproductivas suelen ser conservativas (Shine 1985),
aunque hay variaciones entre y dentro de los grupos (Miller & Dinkelacker 2008). En las
tortugas existen dos categorias de detenimiento del desarrollo: pre y post oviposicional
(Booth 2000, 2002; Miller & Dinkelacker 2008). En el oviducto, los huevos permanecen

con desarrollo detenido antes de la oviposicion, tipicamente en el estadio gastrula tardia



(Ewert 1985) y se considera universal para las tortugas, ya que todas las especies
estudiadas hasta el momento exhiben este proceso (Miller & Dinkelacker 2008). El
beneficio de este primer detenimiento en los oviductos radica en que toda la progenie
puede desarrollarse en sincronia en miras de la siguiente oviposicién, pero también permite
a la hembra posponer la oviposicion hasta encontrar el lugar adecuado para nidificar
(Ewert 1985). Después de la oviposicion, los embriones de algunas especies comienzan el
desarrollo luego de algunas horas mientras otras permanecen con el desarrollo detenido
(Miller & Dinkelacker 2008). Este detenimiento o enlentecimiento del desarrollo en
algunas especies es obligatorio, mientras que en otras es facultativo o presentan un
componente estacional (por ejemplo: Chelodina expansa, Ewert 1979; Chelodina rugosa,
Kennet et al. 1993, 1998 Kinosternon baurii, Ewert & Wilson 1996). Ewert & Wilson
(1996) describen cuatro tipos de detenimiento post-oviposicional, el segundo tipo es la
diapausa embrionaria. En este mecanismo algunos embriones inician el desarrollo luego de
la oviposicidn y después entran en un periodo de detenimiento o enlentecimiento en el
desarrollo (Miller & Dinkelacker 2008). El valor adaptativo de la diapausa embrionaria es
tema de debate actualmente (Spencer et al. 2001, Lopes et al. 2004, Horne 2007, Miller &
Dinkelacker 2008), la idea prevalente en la literatura sugiere que la diapausa permite la
prevencion de la mortalidad en invierno o posiciona a la progenie en un momento mas

adecuado para la supervivencia de los neonatos.

El término diapausa en sentido amplio se utiliza para describir el mecanismo de
interrupcion de los procesos metabdlicos en varios estadios de la vida de un organismo
debido a condiciones ambientales adversas; en tanto diapausa embrionaria (DE) es el
detenimiento temporario o retardo del desarrollo de un organismo en cualquier estadio que
ocurre aun cuando el ambiente proximo inmediato fomentaria un desarrollo activo (Ewert
1991, Mead 1993). Existen evidencias que indican que este mecanismo podria haber
surgido en forma independiente en diversos grupos de vertebrados entre los que se
encuentran algunos peces, reptiles (ej. camaleones, tortugas y cocodrilos), aves

(Megapodidae) y algunos mamiferos (ej. marsupiales) (Lombardi 1998).

En los reptiles oviparos, el periodo de desarrollo embrionario se divide en dos fases: un
periodo en que los huevos son retenidos dentro del Gtero y un periodo posterior de
desarrollo después de la oviposicion (Shine 1983). En las tortugas, el desarrollo



embrionario llega a detenerse en el estadio de gastrula tardia dentro de los oviductos
(extension de diapausa preoviposicional, Ewert & Wilson 1996; diapausa primaria, Booth
2000, 2002) y se reanuda normalmente después de la oviposicién (Ewert 1991). Sin
embargo, Booth (2000) sostiene que la diapausa preoviposicional o primaria puede
extenderse hasta 6 semanas después de que los huevos son depositados en el nido. Una vez
que la diapausa primaria se rompe, una mancha blanca se extiende hasta cubrir la mitad o
tres cuartas partes de la céscara, a partir de este estadio los embriones invariablemente
entran en una segunda diapausa (diapausa embrionaria segun Ewert & Wilson 1996;
diapausa secundaria segun Booth 2000, 2002). Durante la etapa de diapausa secundaria el
desarrollo embrionario se enlentece de tal forma que parece detenerse, atrasando
considerablemente el inicio de la morfogénesis. El ingreso a esta etapa se produce antes del
comienzo de las condiciones ambientales adversas (por ejemplo, bajas temperaturas), es
decir, aunque la oviposicién se produzca en condiciones ambientales dptimas, el embrién
entra en diapausa secundaria y no se desarrolla (Ewert 1991). La ruptura de la diapausa
embrionaria se puede establecer a partir de la formacion de los primordios cardiacos,
primeras estructuras visibles en desarrollarse en el embrion que usamos como indicio de la
reanudacion activa del desarrollo, estos primordios surgen de la fusion de tubos
mesodérmicos precardiacos pares situados a ambos lados del intestino anterior en
desarrollo (McLaughlin & McCain 1998).

Teniendo en cuenta los antecedentes brindados, donde se destacd la importancia del
proceso de diapausa secundaria 0 embrionaria y su significancia ecoldgica como estrategia
reproductiva y evolutiva en el desarrollo de las tortugas, esta tesis se centra en esta etapa
en particular, que se inicia inmediatamente después de la oviposicién. Como se mencion0
anteriormente, durante el mecanismo de diapausa embrionaria el metabolismo disminuye
reduciendo los costos de mantenimiento celular (el catabolismo de la yema; Ewert 1985)
minimizando los gastos de energia cuando una incubacion prolongada es esencial para la
supervivencia de la descendencia. La diapausa embrionaria seria claramente ventajosa para
el embridn, ya que prolongaria una etapa de huevo presumiblemente “segura” a través de
periodos de mal tiempo (sequia, enfriamiento, inundaciones, etc.) y permitiria la
sincronizacion del nacimiento con las condiciones Optimas para el crecimiento de los

neonatos.



Las condiciones fisicas ambientales del medio donde vive una especie determinada
tienen rangos de normalidad que permite que esta se desarrolle, crezca y se reproduzca, no
alterando su biologia, cuando las condiciones sobrepasan los rangos de normalidad los
individuos producen una respuesta conocida como estrés ambiental (Shelford 1931, Begon
et al. 1986, Prado et al. 2010). Los factores desencadenantes del estrés ambiental en los
individuos se denominan estresores e incluyen desde deficiencias o0 excesos de agua y
nutrientes, pasando por altos contenidos salinos de los suelos, altas o bajas temperaturas
extremas, excesiva radiacion solar (PAR, UVB), excesiva alcalinizacion o acidificacion de
los suelos y factores mecanicos (compactacion de los suelos, viento, nieve, granizo) hasta
la presencia de contaminantes quimicos en los suelos (metales pesados, agentes

xenobioticos, etc.) o en el aire (Prado et al. 2010).

Bates et al. (2008), informa que en los tres Gltimos decenios, América Latina ha estado
sometida a distintos impactos en relacion con el clima, algunos de ellos vinculados a los
episodios de ENOA (EI Nifio-Oscilacidn Austral). Los principales cambios se refieren a un
aumento de la frecuencia de extremos climaticos tales como crecidas, sequias o0
deslizamientos de tierra (por ejemplo, las intensas precipitaciones de Venezuela (1999 y
2005); la inundacioén de la Pampa argentina (2000 y 2002), la sequia del Amazonas (2005),
etc.). También ha ido en aumento el estrés respecto a la disponibilidad del agua: diversas
sequias relacionadas con La Nifia restringieron gravemente el abastecimiento de agua y la
demanda de agua de riego en la parte central y occidental de Argentina y en el centro de
Chile. Sequias relacionadas con El Nifio hicieron disminuir el caudal del rio Cauca, en
Colombia. Se han observado aumentos de la precipitacion en el sur de Brasil, Paraguay,
Uruguay, nordeste de Argentina (Pampas), y partes de Bolivia, noroeste de Per(, Ecuador
y noroeste de México. El aumento de la precipitacion incrementd en un 10% la frecuencia
de crecida en el rio Amazonas a la altura de Obidos, y en un 50% el caudal de los rios de
Uruguay, del Parana y del Paraguay. Se ha observado también en la regién un aumento en
cuanto a episodios de precipitacion intensa y dias secos. De acuerdo a este documento, son
pocos los estudios que evaltuan los efectos del cambio climéatico sobre la diversidad
biologica, y en todos ellos es dificil diferenciar los efectos debidos al cambio climatico de
los inducidos por otros factores. Es de esperar que aquellas especies estrechamente
relacionadas con los factores abidticos de los ecosistemas (por ej: anfibios, reptiles) sean

maés vulnerables a estos cambios climaticos.



La mayoria de los organismos que presentan diapausa embrionaria responden a
estimulos externos que provocan este enlentecimiento en el desarrollo, siendo los méas
comunes la temperatura, el potencial hidrico y la duracion del dia (Ewert 1991). Casi todas
las especies conocidas que presentan diapausa (32 especies de 33), se distribuyen dentro de
dos amplias bandas geograficas entre 15°-37° latitud norte y sur (Horne 2007). En general,
pareceria estar asociada a climas fuertemente estacionales con grandes fluctuaciones en
lluvias combinados con modestas fluctuaciones en temperatura que excluyen el

congelamiento (Ewert 1991).

Trabajos realizados sobre desarrollo y diapausa en tortugas incluyen especies de la
mayoria de las familias de quelonios (Emydidae, Chelidae, Kinosternidae y Testudinidae)
(por ejemplo, Ewert 1991, Booth 2002, Fordham et al. 2006, Horne 2007); gran parte de
estos trabajos destaca la influencia de los factores ambientales (temperatura, humedad, etc)
en la entrada y salida del estado de diapausa. Por ejemplo, Booth (2002) incub6 huevos de
Chelodina expansa a tres temperaturas diferentes con variaciones periodicas, todos los
huevos experimentaron diapausa embrionaria que se prolongé diferencialmente seguin las
temperaturas fueran mas o menos favorables para el desarrollo del embrién. Fordham et al.
(2006) sometieron huevos de Chelodina rugosa a una combinacion de cinco temperaturas
constantes combinadas con cinco periodos de inundacion, comprobd que la diapausa en los
embriones de esta especie puede prolongarse hasta 25 semanas bajo el agua,
experimentando estos Ultimos el mismo porcentaje de mortalidad que aquellos mantenidos
fuera del agua durante todo el periodo de incubacion. Sin embargo, no solo los factores
externos ambientales deben ser los adecuados para permitir el normal desarrollo del plan
embrionario, sino que los componentes internos del huevo (principalmente lipidos y
proteinas) también son de vital importancia debido a que son la fuente energética del
embridn en crecimiento (Booth 2002) y que podrian influir en el mecanismo de diapausa.

En relacion a esto, cabe mencionar que los huevos de todas las tortugas son amniotas
(Ewert 1985), lo que implica una estructura de doble envoltorio (Lombardi 1998), que
incluye las membranas extraembrionarias que envuelven al embrion, rodeadas por una
envoltura externa (la céascara). El contenido de los huevos esta aislado del medio
circundante, pero puede existir cierto intercambio con el ambiente, principalmente cuando

se presentan eventos climaticos extremos. Los huevos con céscaras mas duras (especies



terrestres y algunas acuaticas) permiten fundamentalmente el paso de gases, mientras que
otros con céscaras mas flexibles (especies acuéticas) permiten ademas, el paso de agua
tanto en su estado liquido como gaseoso (Miller & Dinkelacker 2008). La cascara de
reptiles esta compuesta por unidades de envoltura individuales unidas por una membrana
subyacente (Packard 1999). En los Chelidae estas unidades de envoltura son relativamente
altas y estan en contacto entre si, confiriendo de este modo mayor rigidez a la cascara
(Hirsch 1983, Packard et al. 1982, Packard & Hirsch 1986). A su vez, este tipo de céscara
rigida presenta escasa porosidad (Packard 1999). Los huevos que presentan esta estructura,
en general, no son afectados por la humedad del ambiente que rodea al huevo (Packard
1999). Las reservas de agua estan bien aisladas, por lo que las variaciones temporales y
espaciales en el ambiente circundante al nido no influirian apreciablemente en la
disponibilidad de agua para los embriones en desarrollo excepto en condiciones extremas
de estrés ambiental (Leshem & Dmi’el 1986, Packard 1999).

Los tejidos presentes en los neonatos de los oviparos amniotas derivan completamente de
los contenidos del huevo en el momento de la oviposicion (Lombardi 1998, Thompson et
al. 2001). El albumen tiene tres funciones fundamentales: proveer proteccion
antimicrobiana al embrion, proporcionar un soporte para la expansion de la membrana
vitelina y constituye un reservorio de agua (Thompson & Speake 2004). Mientras que la
yema es la fuente primaria de energia proporcionada por la hembra (Miller & Dinkelacker
2008). Los huevos de reptiles presentan la mitad de contenido de lipidos respecto de
proteinas y, entre ambos, constituyen mas del 90% de la materia seca de la yema del huevo
(Thompson & Speake, 2003). Los lipidos son los mayores componentes nutritivos de los
huevos de aves Yy reptiles, y los acidos grasos derivados de los lipidos de la yema proveen
al embrion de la mayor parte de la energia requerida para su desarrollo (Speake &
Thompson 2000). La relacion entre las concentraciones y tipos de lipidos, proteinas y
minerales presentes en un huevo en diapausa y su comparacion con las concentraciones en
un huevo sin diapausa, nos permitira determinar si la cantidad de nutrientes presentes en el

huevo de Phrynops hilarii pueden relacionarse al mecanismo de diapausa.

Esta tesis fue enfocada en la tortuga Phrynops hilarii, perteneciente a la familia
Chelidae, dentro de las tortugas del grupo Pleurodira. Esta especie es muy abundante en
Argentina y no se encuentra amenazada (Prado et al. 2012). Aunque su presencia es



extensa en el territorio argentino, existe una falta de conocimiento acerca de su biologia y
fisiologia reproductiva. La capacidad de permanecer y reproducirse en habitats tan
diferentes, con estacionalidad marcada y sujeta a diversas relaciones con los sistemas
hidricos, motivo a profundizar en el conocimiento de esta especie. Por otro lado, la
diapausa es una estrategia evolutiva producto de un proceso de heterocronia muy poco

estudiada en tortugas y sobre todo, en tortugas de agua dulce.

La familia Chelidae cuenta actualmente con 17 géneros y 54 especies, tiene una
distribucion que abarca gran parte de Sudameérica (Argentina, Brasil, Uruguay, Paraguay,
Venezuela, Bolivia, Pert, Ecuador, Colombia, Guyana, Surinam y Guayana Francesa),
parte de Australia, Nueva Guinea e Indonesia (Pritchard 1979, Fritz & Havas 2007, Vitt &
Caldwell 2009, van Dijk et al. 2012). Cuatro de estos géneros se encuentran en Argentina e

incluyen siete especies (Prado et al. 2012).

Phrynops hilarii es la mayor especie del género, pudiendo alcanzar hasta 450mm de
longitud maxima de caparazén (Pritchard 1979). Su distribucion en Argentina abarca el
centro norte del pais, incluyendo las provincias de Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios,
Corrientes, Misiones, Formosa, Chaco, Tucuman, Cérdoba, San Juan y Mendoza (Richard
1999). Esta especie es considerada netamente eurioica, siendo posible encontrarla en areas
con condiciones variables (topogréficas, fisico-quimicas, etc.) como cafiadas, rios, arroyos,
lagunas, esteros, bafiados con juncos y vegetacion flotante (Cei 1993, Cabrera 1998;
Carreira et al. 2005, Tortato 2007). Ademas, es una especie con capacidad para habitar
sitios antropizados como embalses modificados, arrozales, cunetas al borde de campos

cultivados y tajamares (Richard & Waller 2000, Prieto & Ldpez, obs. pers.)

En el noreste de Argentina P. hilarii muestra dos etapas reproductivas bien marcadas una
comienza en Marzo-Abril y la otra en Agosto-Setiembre, en ambas se producen cortejo,
copula y ovipostura. EIl nacimiento de las crias para las dos oviposturas se produciria en
Febrero-Marzo (Cei 1993, Lépez et al. 2013). Las posturas de Agosto-Setiembre
experimentan temperaturas intermedias al comienzo del desarrollo y aumentan
progresivamente en pocas semanas; en cambio, las posturas de Marzo.Abril deben
atravesar varias semanas con las temperaturas mas bajas para la regién, hasta llegar al

verano siguiente donde eclosionan los pichones.



La seleccion de los sitios de anidacion es uno de los aspectos reproductivos mas
importantes en tortugas, debido a que los nidos estdn expuestos a predadores y a que el
desarrollo del embrién esta influenciado por la temperatura y la humedad que lo rodea
(Fitz & Mullin 2006). En muchas especies de tortugas acuaticas, entre las que se incluye P.
hilarii, tanto la elevacion sobre el nivel de agua (Bager 1997) como la distancia a los
cuerpos de agua (Moll & Moll 2004, Ferreira Junior & Castro 2010) son pardmetros
importantes en la distribucion de los nidos, sobre todo en las zonas caracterizadas por
cambios en los niveles del rio y lluvias (Moll & Moll 2004, Ferreira Junior & Castro 2010,
Lopez et al. 2013). El area de estudio del presente trabajo esta influenciada por cambios
estacionales y periddicos de los niveles del rio Parana y los sistemas acuaticos que de él
dependen (Neiff 1990, Burkart et al. 1999, Casco et al. 2005), por lo que esta especie a lo
largo de su historia evolutiva ha desarrollado estrategias adaptativas para permanecer en

este ambiente y tener éxito reproductivo.

A pesar de la diversidad de las especies de Quelonios que existen en Argentina, el
conocimiento sobre la biologia de sus especies es escaso, que considero puede atribuirse a
la dificultad para obtener datos de éstos ejemplares en la naturaleza o a la poca importancia

de este grupo en materia econémica.

Las principales contribuciones en la Argentina sobre P. hilarii, se refieren a inventarios
de fauna nacionales y localidades puntuales (entre otros Richard & Waller 2000, Leynaud
et al. 2006), informacion general recopilada en libros (entre otros Cabrera 1998, Richard
1999), trabajos con enfoque veterinario (entre otros Pérez Gianeselli et al. 2005) y de
filogenia y evolucion de las tortugas en general (entre otro Abdala et al. 2008, Fabrezi et
al. 2009). Existen so6lo algunos aportes a su biologia reproductiva, la mayoria de ellos
realizados en el sur de Brasil (Bager 1997, Souza Bujes 1998, Tortato 2007), y las
contribuciones acerca de las caracteristicas de su desarrollo embrionario también son
escasas (Serrano 1977, Pifia & Argafiardz 2003, Fabrezi et al. 2009). Serrano (1977)
describe el tamafio de postura y las medidas de los huevos de P. hilarii, mencionando
brevemente las caracteristicas internas del huevo. En el trabajo de Pifia & Argafaraz
(2003) se evaluan los tiempos de incubacién de huevos y supervivencia embrionaria de P.

hilarii exponiéndolos a diferentes temperaturas. Fabrezi et al. (2009) sienta las bases de la
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homologia de los miembros en las tortugas pleurodiras donde se incluye el desarrollo de
P. hilarii.

Como objetivo general de esta tesis se pretende establecer un punto de partida en el

estudio de las estrategias evolutivas en tortugas, tales como la diapausa, y establecer si ésta

seria una respuesta de resistencia al estrés ambiental (por ejemplo: temperaturas extremas,

largos periodos de inundacion, largos periodos de sequias, etc.) o si esta dentro del plan de

desarrollo de Phrynops hilarii, independientemente del ambiente que rodea a los huevos en

un momento determinado.

A partir de este objetivo general, destacamos algunos topicos que seran desarrollados en

este trabajo:

Determinar el grado de relacion entre la temperatura y/o el periodo de inundacién
que experimentan los huevos en la ruptura de la diapausa embrionaria de Phrynops
hilarii , o si este mecanismo es independiente de las condiciones ambientales

testeadas.

Describir y comparar las concentraciones de los distintos componentes de la yema
de huevos embrionados en diapausa y post diapausa, con el fin de analizar posibles
cambios en los contenidos de nutrientes que puedan ser relacionados con el

momento de entrada y salida de la diapausa.

Analizar los porcentajes de desarrollo de embriones en los distintos tratamientos
(combinaciones de temperatura y humedad) y relacionarlos con los diferentes
niveles de estrés ambiental como por ejemplo: temperaturas bajas, largos periodos
de inundacién, largos periodos de sequias, etc.; para comprobar los efectos de la
diapausa en el éxito de desarrollo (alcanzar estadios de desarrollo pre eclosionales,
estadios 24-25).
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HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Hi: El tratamiento (combinacion de temperatura y humedad) al que son sometidos los

huevos de P. hilarii determinara el tiempo que durara la diapausa y condicionara la

ruptura de este periodo.

Predicciones de H;

Cuanto mas tiempo permanezcan los huevos bajo el agua (periodo de inundacion

prolongado), la duracién de la diapausa sera mayor.

Los embriones de huevos que experimenten una temperatura baja combinada con
un tratamiento de sequia o cualquier periodo de inundacién, no podran salir de la

diapausa.

Los huevos sometidos a temperaturas intermedias combinadas con un periodo
intermedio de inundacion, presentaran una diapausa mas larga que aquellos

sometidos a temperaturas altas con el mismo periodo de inundacion.

Los embriones de los huevos que experimenten temperaturas intermedias
combinadas con un periodo largo de inundacion, tendran mayor probabilidad de
desarrollarse que aquellos sometidos a altas temperaturas y largos periodos de

inundacion.

H,: Los componentes lipidicos y proteicos de los huevos de Phrynops hilarii estan

relacionados con las distintas etapas de desarrollo del embrién y la ruptura de la

diapausa.

Predicciones de H»

Todos los huevos en diapausa presentaran un nivel constante de lipidos y proteinas
durante el periodo que permanezcan en esta condicion debido a que el embrion no

se desarrollara y, por tanto, no consumira dichos nutrientes.
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Los niveles de lipidos y proteinas disminuirdn mas rapidamente en las yemas de los
huevos embrionados sometidos a una temperatura alta, que aquellos que
experimenten una temperatura intermedia, independientemente del periodo de

inundacion al que sean sometidos.

Los niveles de lipidos y proteinas de huevos sometidos a una temperatura baja, no
variarén a lo largo del periodo de incubacion, independientemente del periodo de
inundacion al que sea sometido, ya que no habra desarrollo.
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4. MATERIALESY METODOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

Este trabajo fue realizado con huevos de poblaciones de Phrynops hilarii del nordeste
de Argentina, en la zona perteneciente al valle de inundacion del rio Parana de las

provincias de Santa Fe y Entre Rios, en las inmediaciones de las localidades de Colastiné

Sur (Departamento La Capital - Santa Fe) y Las Masitas (Departamento Diamante - Entre
Rios) (Fig. 1).

Avrea de distribucion de P.
hilarii en Argentina

Paraje Las Masitas

Fig. 1. Provincias en donde Phrynops hilarii se encuentra presente en Argentina y area de
estudio
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El &rea de estudio se encuentra dentro de la ecorregion Delta e Islas del Parand (Bo
2005), se trata de macrosistemas complejos en los que los flujos de energia y materiales
estan fuertemente influenciados por ciclos de crecientes y bajantes de los niveles del rio
(Neiff 1990, Burkart et al. 1999, Casco et al. 2005) (Fig. 2a-d), a los que muchos de los
organismos presentes se hallan adaptados y pueden sobrevivir en una amplia gama de
condiciones ambientales, o bien migran en las épocas desfavorables (B6 y Malvarez,
1999). EIl régimen hidrologico se caracteriza por un pulso anual aunque, en los ultimos
afios, el mismo ha adquirido un caracter erratico. Si bien siguen detectdndose periodos de
aguas relativamente altas y bajas, pueden observarse varios pulsos pequefios en el ciclo
anual, o bien varios afios de inundacion o de estiaje. Estos eventos se relacionan con
fendmenos climaticos naturales como “El Nifio” o “La Nifia”, aunque también se los asocia
al manejo hidraulico que se realiza en las altas cuencas (B6 2005). El clima es estacional,
con meses templados en primavera (octubre-diciembre) y otofio (abril-junio), meses
calidos en verano (enero-marzo) y meses frios en invierno (julio-setiembre), con una

estacion lluviosa principal en otofio y una estacion lluviosa secundaria en primavera.

El periodo de estudio abarca desde marzo de 2011 (comienzo de colectas) hasta marzo
de 2013 (finalizacion de incubaciones). Durante el periodo de estudio, las temperaturas
medias fueron: 2011 (16,5°C otofio, 13,9°C invierno, 22,3°C primavera), 2012 (20,2°C
verano, 17°C otofio, 14,1°C invierno, 21,1°C primavera) y 2013 (23,9°C enero y febrero).
Los niveles maximos de precipitaciones en 2011 se registraron en otofio (340,2mm),
mientras que en 2012 se registr6 un maximo de 564,3 mm en primavera (Fig. 3a-b). Se
observan claramente tres picos de precipitaciones que coinciden en ambos afios: el
primero se da en otofio, el segundo en primavera y el tercero en verano, este ultimo es el
mas alto de los tres. En el afio 2012 se produce un pico intermedio hacia finales de agosto.
El primer pico (importante para este estudio) se da en ambos afios por igual, el periodo
abril-mayo; a fines de marzo y principios de abril se produce en la regién la primera lluvia
de otofio y a partir de alli da comienzo a la temporada Iluviosa. Es en este momento que
Phrynops hilarii deposita sus huevos en los nidos, debido a que este pico de lluvia
ablandaria la tierra y esto permitiria cavar con facilidad. Esta condicion de humedad se
prolonga mas 0 menos en el tiempo en esta area seguida de un invierno mas seco. En 2011

la estacidn seca se prolongd desde mediados de mayo a mediados de setiembre donde se
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dieron los valores minimos de precipitaciones para ese afio. En 2012 la estacion seca fue

mas corta y se prolongoé desde mediados de mayo hasta mediados de agosto.

Los datos climaticos se extrajeron de la Estacion Experimental Agropecuaria Parana del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria http://anterior.inta.gov.ar/parana/info/
documentos/meteorologia/meteorologia.htm).

Fig. 2. Area de muestreo. a y b- Valle de inundacion Rio Parana en Santa Fe (agua bajas e inundacion extraordinaria,
respectivamente). ¢ y d- Valle de inundacion Rio Parand en Diamante (agua bajas e inundacién extraordinaria,
respectivamente).
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Fig. 3a. Temperaturas promedio y precipitaciones totales mensuales correspondientes a la
incubacion de huevos en nidos control del afio 2011.
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Fig. 3b. Temperaturas promedio y precipitaciones totales mensuales correspondientes a la
incubacion de huevos en nidos control del afio 2012.
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Se colectaron 38 nidos con 544 huevos en dos temporadas reproductivas: marzo-junio de
2011 y abril-mayo 2012. Los huevos se recogieron dentro de los tres dias de ovipostura,
cuatro de los nidos, minutos después de ver a la hembra alejarse del lugar de oviposicion
(Fig. 4a-c). Los huevos recién depositados en los nidos se consideraron en diapausa
primaria basandonos en los criterios de Ewert (1985, 1991), Wilson (1996) y Booth
(2000; 2002), tomando este estadio como estadio inicial. Al momento de aparecer la
mancha blanca en la céscara, indicativo de la aparicion del disco embrionario, se considera
que da comienzo a la diapausa secundaria (diapausa embrionaria) (Ewert 1991), y la
ruptura de la diapausa embrionaria se establecio a partir de la formacion de los primordios
cardiacos, primeras estructuras visibles en desarrollarse en el embrion, tomado como

criterio para determinar la reanudacion activa del desarrollo (McLaughlin 1998).

Fig. 4. a- Hembra de Phrynops hilarii depositando los huevos en el nido. b- Huevos en la cdmara del nido. c-
Huevos marcados para conservar orden y posicion dentro del nido.
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En todos los casos, los huevos se trasladaron al laboratorio en recipientes plasticos con
material original del nido con la mayor rapidez posible respetando el orden y posicion
dentro de la cémara (Fig. 4c) para evitar el desprendimiento del embrién por el

movimiento, siguiendo la metodologia descripta por Deeming (1991).
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4.2. ENSAYOS EN LABORATORIO Y NIDOS EN LA NATURALEZA

4.2.1. DISENO DE EXPERIMENTOS Y NIDOS TESTIGO

Los ensayos en laboratorio donde se combinan tres temperaturas con tres periodos de
inundacion, se disefiaron de la siguiente manera: cada nivel corresponde a una temperatura
seleccionada (14°C, 19°C y 24°C); cada columna corresponde a un de periodo de
inundacion seleccionado (A- sin saturacion de sustrato, B- 5-7 semanas de saturacion de
sustrato y C- 10-12 semanas de saturacion de sustrato) y, por ultimo, cada recipiente
corresponde a una réplica de cada ensayo (Fig. 5). Las temperaturas se mantienen
constantes a lo largo de todo el tiempo de incubacion. Cada nido “nuevo” (réplica) es una
mezcla de los nidos recolectados en campo, por lo tanto consta de 2-4 huevos de los nidos

originales hasta tener un total de 12 huevos por recipiente.

Las temperaturas utilizadas en los ensayos se registraron a partir del analisis de datos
historicos de la zona de estudio (10 afios), se realizd6 un promedio de temperaturas
maximas y minimas estacionales para determinar las temperaturas a las que estan
expuestos los huevos a través de la incubacion, en este caso 14°C pertenece a temperatura
media invernal, 19°C a temperaturas medias para otofio y primavera y 24°C es la
temperatura estival promedio. Para la seleccion de los periodos de inundacion (intervalos
de dias) se implement6 un sistema similar, donde se tuvieron en cuenta los periodos
extremos de inundacion para la zona (maximo y minimo); posteriormente se seleccion6 un
periodo intermedio entre los mismos para obtener el tercero. Las variaciones en
temperatura y humedad en laboratorio tienen como fin probar distintos periodos de estrés
ambiental que pueden acontecer en el &rea de estudio y a los que deben hacer frente los

huevos en desarrollo (altas temperaturas en verano, ciclos de inundacién, etc.).
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Fig. 5. Distribuciéon de los nidos experimentales en las incubadoras, dos réplicas por cada combinacion de
Temperatura (14°C, 19°C y 24°C) y Humedad (A: sin saturacion de sustrato, B- 5-7 semanas de saturacion de
sustrato y C- 10-12 semanas de saturacion de sustrato).

Las muestras se extrajeron periédicamente para observar el desarrollo de los embriones
(ver seccion 4.3) y realizar los analisis quimicos pertinentes para medir los niveles de

nutrientes preestablecidos (ver seccion 4.4).

Se incubaron nidos testigo en condiciones naturales en cercanias de los lugares de
colecta. A través de la estacion meteoroldgica de INTA Parand, se tomaron los datos
diarios de temperatura y precipitaciones para luego hacer los promedios y totales
estacionales, segun corresponda. Los huevos de estos nidos se sometieron a los mismos
analisis que los huevos incubados en laboratorio, para luego comparar tanto los contenidos

como el desarrollo y los tiempos de incubacion.
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4.2.2. PREPARACION DE MUESTRAS Y DATOS INICIALES

Los huevos colectados se trasladaron inmediatamente al laboratorio donde se lavaron
para extraer sustancias de suelo adheridas, para ésta tarea se humedecio un trozo de tela
limpio y se paso suavemente alrededor de cada huevo. A continuacion se midieron (eje 1y
eje 2) y pesarons, para establecer valores de base que luego seran utilizados para registrar y
comparar el cambio de los mismos en el tiempo. Las medidas de los ejes se tomaron con
un calibre manual (0,05mm de precision) y los pesos con una balanza de precision (Precisa
180A, precision 0,0001g). Ademas con estas variables se extrajeron datos de grado de
esfericidad (ejel/eje2). Luego un huevo por réplica, seleccionado al azar, fue
cuidadosamente abierto con bisturi, separandose la yema del resto del contenido, esta fue
pesada aparte, para establecer la relacion entre el peso de la yema y el del huevo. Los
componentes (humedad, sélidos totales, cenizas, lipidos, proteinas y minerales) analizados
para estos huevos se denominardn en adelante “componentes iniciales”, ya que se refieren
al contenido de las yemas en el estadio inicial (ver Seccion 4.4). Ademas se registro el

estado de desarrollo.

El peso de los huevos y las yemas se registraron periédicamente al momento de cada
apertura con fines comparativos. Posteriormente, la yema fue homogeneizada con una
solucion de CINa 5% (p/v) y resguardada en freezer (-20°C) en tubos conicos de pvc para
los posteriores andlisis fisicoquimicos, este procedimiento se repitié en cada apertura, la
homogeneizacion en CINa permitié aumentar la cantidad de muestra por huevo, ya que al
tratarse de andlisis fisicoquimicos destructivos se debié aumentar al maximo posible la

materia prima disponible (sugerencia metodoldgica del Licenciado Marcelino Freyre?).
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4.3. DESARROLLO EMBRIONARIO

La primera apertura se realizd al llegar con los huevos al laboratorio, como ya se
describié previamente, en ese momento se establecio el estado de desarrollo inicial del
nido (diapausa preoviposicional). La segunda apertura se efectué una vez concluidas las
primeras cinco semanas de desarrollo, momento en el cual eran retirados del agua los
huevos del tratamiento B, nuevamente se escoge un huevo al azar para analizar estado de
desarrollo y componentes de la yema, pero se observan las caracteristicas del resto con el
ovoscopio Yy se registra el peso. La tercera apertura fue a las diez semanas de incubacion al
retirar los huevos del tratamiento C del sustrato saturado, repitiendo el mismo proceso.
Luego se realizaron aperturas cada cierto tiempo, evaluando las caracteristicas de los
huevos primeramente a través del ovoscopio, y abriendo al azar huevos en cada una de
ellas. Realicé estas aperturas cada dos a cuatro semanas para poder hacer un seguimiento

del desarrollo.

Debido a que no todos los nidos pertenecientes al mismo tratamiento se recogieron la
misma semana, cuando correspondia el andlisis de los datos en el tiempo (por ejemplo:
cambio de peso de los huevos por tratamiento por semanas o estadio de desarrollo
embrionario por semanas) debi establecer rangos de semanas, esto me permitié ordenar el
desfasaje entre huevos de nidos obtenidos en diferentes semanas. Los rangos de semanas
que estableci son los siguientes: 0 (semana inicial, momento en que el huevo es llevado al
laboratorio y puesto en tratamiento), 1 (4-7 semanas, corresponde al primer andlisis de
huevos sometidos a tratamiento, en este rango de semanas se retiran del agua los huevos
del tratamiento B), 2 (9-12 semanas, corresponde al segundo analisis de huevos sometidos
a tratamiento, en este rango de semanas se retiran del agua los huevos del tratamiento C), 3
(13-16 semanas), 4 (17-19 semanas), 5 (21-23 semanas), 6 (24-26 semanas), 7 (30-32
semanas), 8 (38-42 semanas) y 9 (52-54 semanas). Estos rangos se utilizaron tanto para el
analisis de desarrollo embrionario como para el analisis de cambio de peso durante la

incubacion.

Se establecieron 6 categorias de desarrollo utilizando los estadios propuestos por
Yntema (1968) para facilitar la lectura de los datos: 1-Estadio Inicial (comienzo de las

incubaciones, diapausa primaria), 2-Disco Embrionario (presencia de disco embrionario,
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diapausa secundaria), 3-Primordios Cardiacos (embriones de estadios 5-8, visualizacién
de uno o dos puntos rojos en el saco embrionario, desarrollo activo, ruptura de diapausa),

4-Desarrollo Intermedio (embriones de estadios 9-23), 5-Desarrollo Avanzado
(embriones en condiciones de eclosionar, estadios 24-25) y 6-Eclosién (embriones que
logran eclosionar, estadio 26). En la figura 6 se colocan a modo ilustrativo seis imagenes
como ejemplo de los estadios encontrados, la secuencia completa de estadios embrionarios

hallados en este trabajo se encuentra en el Anexo I.

A partir de esta categorizacion, se evalud el éxito de desarrollo teniendo en cuenta el
numero de huevos con desarrollo avanzado (DA, embriones en condiciones de eclosionar)
y embriones eclosionados (E) tanto en experimentos como en condiciones naturales
(testigo). Este porcentaje proporciona una idea de la capacidad de desarrollo de los

embriones de Phrynops hilarii bajo distintas condiciones de incubacion.

Fig. 6. Categorias de desarrollo de Phrynops hilarii. a. Disco embrionario, b. Primordios cardiacos, ¢ y d.
Desarrollo Intermedio, e. Desarrollo Avanzado y f. Eclosion

Para realizar las comparaciones entre estado de desarrollo embrionario y el consumo de
nutrientes y observar los cambios entre las etapas de diapausa y desarrollo activo, se
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tuvieron en cuenta los valores iniciales de cada nido, los valores referentes al estadio donde
se presentaba el disco embrionario (diapausa) y los correspondientes a la categoria
primordios cardiacos (ruptura de diapausa). Porque consideramos estos momentos claves
en la embriogénesis de ésta tortuga y en el estudio de la diapausa, foco central de esta tesis.
Este Gltimo se determina a partir de la presencia de dos puntos rojos en el saco embrionario
(estadios 5-8, Yntema 1968), esto indica el desarrollo de los primordios del corazén que
daran origen al sistema circulatorio, a partir del estadio 9 (también llamado faringula), se
agrupa a los embriones en la categoria desarrollo intermedio (DI). Como describe Gilbert
2005: “El estadio faringula es un estadio filotipico que parece ser critico para todos los
vertebrados, antes de llegar a este estadio hay muy pocos acontecimientos inductivos y la
mayor parte de ellos esta en escalas globales, mientras que una vez alcanzado este estadio
los acontecimientos inductivos son mas frecuentes, pero la mayor parte se produce en
modulos diferenciados”. Los embriones se depositaron en la coleccion del Centro de
Investigaciones Cientificas y Transferencia de Tecnologia a la Produccion (CICYTTP —
CONICET) (Anexo II).
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4.4. ANALISIS FISICOQUIMICOS

Como bien se explicito previamente, antes de realizar las técnicas que se van a detallar,
las yemas a analizar se homogeneizaron con CINa 5% (p/v). A continuacion se listan los
componentes tenidos en cuenta para este proyecto, con sus respectivas metodologias. Los
protocolos realizados para cada anélisis se detallan en el Anexo I11. Todos los valores seran
expresados en base seca.

e Composicion Proximal: la metodologia analitica empleada fueron las técnicas
oficiales de la AOAC (1995) para los componentes mayoritarios: Humedad,
Solidos Totales y Cenizas. Se utilizaron para el proceso de secado e incineracion:
estufa de secado — esterilizacion Bioelec, estufa de vacio termoregulable Cientifica
Central S.A. Jacobo Rapoport (Serie 1615-Modelo V) y Mufla Dalvo (modelo H
N°2801)

e Grasas Totales: se determinaron por extraccion de Cloroformo:Metanol (2:1, v/v),

basado en el método original de Folch et al. (1957).

e Colesterol: método colorimétrico, se determiné usando un reactivo comercial para
diagndstico de colesterol (método enzimatico) basado en la técnica desarrollada por
Pasin et al. 1998. El kit utilizado fue producido por la Sociedad de Bioquimicos de
Santa Fe, colesterol enzimatico 250ml. Se utiliz6 el espectrofotémetro UV- Vis
Metrolab 330 (330-1000nm).

e Proteinas: el contenido total fue estimado a partir del método de Kjeldahl (1883)
utilizando el factor de conversion 6.25. EI método de Lowry utilizado para el
ensayo comparativo se baso en Lowry et al. 1951. El equipo utilizado para
destilacion fue BUCHI K-355 (Suiza) (Fig. 7).

e Minerales: preparacion de muestras segun Joslyn (1970). Los iones de Ca, Mg, Fe
y Zn se determinaron por absorcion atomica y el K por emision atomica. Se utilizo

el espectrofotometro de llama Perkin EImer AAnalyst 300 (Fig. 7)
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Fig. 7. Técnicas de analisis para componentes de yema en huevos de Phrynops hilarii: a-Kjeldahl (proteinas),
b-Absorcion atomica (Ca, Mg, Fe y Zn)
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4.5. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos analizados en esta tesis fueron testeados en cuanto a su normalidad y
homocedasticidad. Los test de normalidad fueron realizados con Shapiro-Wilks. Para

testear la homocedasticidad se utilizo el test de Levene.

Los analisis descriptivos presentados son: valores de media (x) desvio estandar (DE),

valores minimos y maximos (Min-Max), y nimero de datos (n). Los datos se analizaron
con todos los decimales posibles, pero a fin de dar claridad en la lectura solo se mantuvo

un decimal en valores mayores o iguales a 0,1 y dos decimales en valores menores a 0,1.

Para las comparaciones de medias se utilizo el test t para variables normales y Mann-
Whitney U para variables no paramétricas. La mayoria de las variables se analizaron
mediante el test t, excepto cenizas y grasas totales que resultaron no paramétricas al ser
discriminadas por estadios. En general los métodos no paramétricos conllevan anélisis
menos sensitivos, aun asi, este es el mejor test para comparacion de medias de muestras

independientes.

Se realizo un test ANAVA de dos vias utilizando el rango de semanas y los tratamientos
(combinados) como factores para testear el efecto estadistico sobre el peso de los huevos

en el transcurso de la incubacion.

Las comparaciones de medias entre los componentes y los estadios se hicieron mediante
el test de Kruskal Wallis debido a la falta de normalidad de los datos. Del mismo modo se
utilizo este andlisis para establecer las diferencias en los niveles de componentes segin los

estadios combinados con los tratamientos.

Las correlaciones para variables normales se obtuvieron con el coeficiente de Pearson y

las correlaciones de variables no paramétricas con el coeficiente de Spearman.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa Infostat version 2012
(Di Rienzo et al. 2012).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 VALORES INICIALES

Se colectaron 38 nidos con 544 huevos (algunos de ellos rotos, por lo que no pudieron
tomarse los datos iniciales), el namero de huevos por nidada fue variable (min-max.= 7-23,

x=13+4, n=38). Las medidas anatomicas y los pesos correspondientes se detallan en la

Tabla 1. Se encontraron diferencias significativas entre nidos en eje 1 (F=14,39, gl=37,
p=<0,0001), eje 2 (F=9,43, gl=37, p=<0,0001) y peso (F=21,64, gl=37, p=<0,0001). Se
encontraron correlaciones positivas y significativas entre el eje 1 y eje 2 del huevo (n=538,
r= 0,53, p=<0,0001), entre el peso del huevo y el eje 1 (n=537, r= 0,84, p=<0,0001), entre
el peso del huevo y el eje 2 (n=537, r= 0,75, p=<0,0001). No se encontr6 correlacion entre
el peso del huevo y el peso de yema (n=38, Spearman=0,08, p=0,6121). Segln los datos de
nidos iniciales la yema representa en promedio el 40% del peso del huevo (n=38, sd=8%),.

Tabla 1.
Eje 1, eje 2 y pesos de huevos y yemas de Phrynops hilarii al momento de ser llevados al

laboratorio (iniciales).

Variables registradas n x+DE Min-Max

Eje 1 (mm) 538 325 + 12 264 - 358
Eje 2 (mm) 538 328 + 12 272 - 366
Peso (g) 538 209 + 20 110 - 298
Peso yema (Q) 38 84 £+ 11 6,4 - 115
indice relativo yema® 38 04 + 0,08 03 - 07
Grado de esfericidad? 38 1,0 + 0,03 09 - 11

Yindice relativo de la yema indica la proporcién de yema correspondiente al peso del huevo (peso de
yema/peso de huevo)
2 Grado de esfericidad: ejel/eje2
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Saporiti (1960) encontrd nidos de P. hilarii con un nimero de huevos que variaron entre
10 y 14 durante colectas realizadas en areas proximas a Buenos Aires, Argentina. Serrano
(1977) identificd una media de 13,4 huevos por nido, en un intervalo de 1 a 20 huevos por
nidada en las proximidades de Porto Alegre, Brasil. Astort (1984), también en los
alrededores de Buenos Aires, encontré resultados mas amplios observando de 8 a 32
huevos por nido pero no cita la media de estos datos. Bager (1997) condujo su estudio en
dos localidades del sureste de Brasil, encontré una media de 12,7 huevos por nido (6 a 20
huevos) en una de ellas y una media de 13,1 huevos por nido (6 a 21 huevos) en la otra.
Bujes & Verrasto (2009) en una poblacién de Porto Alegre registrd una variacion de 1 a
23 huevos por nido. Si bien nuestros resultados en cuanto al nimero de huevos (min-
max.= 7-23, ¥=13+4) se encuentran dentro de los rangos generales encontrados para esta
especie en casi toda su distribucién, coinciden particularmente con los datos publicados
por Bager (1997) , superponiéndose casi de manera exacta tanto los rangos de numeros de

huevos encontrados como la media de huevos por nido.

Respecto al tamafio y forma de los huevos, existe una gran variabilidad entre los reptiles
(Iverson & Ewert 1991). Entre las tortugas el rango de variacion en tamafio va desde los
mas pequefios de Sternotherus adoratus de 23,6x13,5 mm con 2,6 g de peso (Gross 1982)
hasta los mas grandes de Geochelone elephantophus de 59,7x55,2 mm y 106,9 g de peso
(Shaw 1966), y pueden ser esféricos o alargados. Los resultados de los analisis de
estadistica descriptiva en los huevos de P. hilarii evidenciaron poca variacién en la medida
de los huevos (Tabla 2). Los datos presentados para esta especie se encuentran en la mitad
del rango de tamafio para los reptiles y son esferas casi perfectas. A pesar del gran nimero
de huevos registrados (n=538) solo tres (0,56%) presentaron anomalias en cuanto a su

forma (ovalados).

Los datos registrados para este trabajo son proximos a los descriptos en otros trabajos
realizados con P. hilarii tanto en Brasil como en Argentina. Bager (1997) establece dos
rangos de medidas y pesos para sus huevos en dos estaciones de muestreo en el sureste de
Brasil, Estacion Lagoa Verde (¥ =19,4, SD=2,06, min-max.=13,2-24,4) y estacién
ecologica do Taim (x =19, SD=1,4, min-max.= 16,1-22,4) y también encuentra un
porcentaje minimo de huevos con anormalidades (0,36%). Cabrera (1998) que analiza

huevos de P. hilarii para toda su distribucion describe los huevos como esféricos, lisos y
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de cascara dura, y los diametros varian entre 27-37mm. Bujes & Verrastro (2009) también
describen los huevos de P. hilarii esféricos, lisos y calcareos y respecto del tamafio
presentan valores un poco mayores (eje mayor: 30,9-37mm, eje menor: 30,1-37,4). Los
valores registrados en este trabajo (Tabla 2) son mas coincidentes con los valores de
Cabrera (1998) y la estacion de muestreo Lagoa Verde de Bager (1997), ya que los huevos
de las poblaciones brasileras descriptas por Bujes y Verrastro (2009) y los medidos por
Bager en la estacion ecoldgica do Taim son de mayor tamafio. Esto puede ser atribuible al
tamafio y edad cronolégica de la hembra (CITA), sin embargo estas variables no se

tuvieron en cuenta para este trabajo.

La proporcidn en peso representada por la yema en el peso total del huevo fue del 40%.
A pesar de la fraccion de peso representada por la yema, no existio correlacién
significativa entre el peso del huevo y el peso de la yema (n= 38, P= 0,20, p= 0,2883). No
hay otros trabajos donde se describa esta relacion para huevos de P. hilarii, pero
Thompson et al. (1999) encontraron en Emydura macquarii (Chelidae) una proporcion
menor (27%), aunque no queda claro de donde proviene este dato. En otras especies no
pertenecientes a Chelidae la proporcidon de yema, en general, es mas alta y varia entre
46,8% (Dermochelys coriacea, Dermochelyidae) y 58,4% (Lepidochelys olivacea,
Cheloniidae) (Hewavisenthi & Parmenter 2001), aunque Wallace et al. (2006) registra un
valor de 33% en Dermochelys coriacea, dando cuenta de la variabilidad que puede
presentarse en este componente del huevo. Las proporciones relativas de yema y albumen
en los huevos difieren de acuerdo a varios factores que reflejan diferencias en sus historias
evolutivas y tienen impactos importantes en el desarrollo embrionario a través de los
taxones (Deeming 1991, Wallace et al. 2006). Las caracteristicas de los huevos no solo
reflejan patrones de recursos maternos asignados sino que ademas estan influenciados por
las condiciones del ambiente circundante al nido en que se desarrollan los embriones y del
cual emergen los pichones (Wallace et al. 2006). Segiin Wallace et al. (2006) las tortugas
acuaticas marinas tienen aproximadamente la misma proporcion de yema que de albumen,
mientras que las otras tortugas tendrian mayor proporcién de yema que de albumen, pero
esta generalizacion esta basada en comparacion a una especie terrestre Terrapene ornata,
una especie terrestre, con los datos del trabajo de Finkler & Claussen (1997). Si bien, en

este trabajo no se tuvo en cuenta el contenido de albumen, de acuerdo a la cantidad de



31

yema encontrada podemos sugerir que P. hilarii, especie de agua dulce, se relacionaria con

las especies marinas.
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5.2. CAMBIOS EN EL PESO DE LOS HUEVOS DURANTE LA

INCUBACION

Los huevos presentaron cambios en su peso durante el transcurso de la incubacion (Fig. 8
a-c). Los cambios en el peso de los huevos variaron significativamente en todos los rangos
de semanas: rango 1 (p=0,0259), rango 2 (p=<0,0001), rango 3 (p=0,0259), rango 4
(p=<0,0001), rango 5 (p=0,0001), rango 6 (p=<0,0001), rango 7 (p=<0,0001), rango 8
(p=0,0033) y rango 9 (p=0,0347), excepto en los datos tomados inicialmente en el rango 0
(p=0,1369). En el Anexo IV, tablas a-j, se detallan especificamente las diferencias de peso

entre tratamientos de acuerdo a los rangos de semanas analizados.
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Dentro de los huevos sometidos a los distintos experimentos, aquellos que expuestos a la
temperatura mas alta (24°C), tuvieron una mayor tasa de pérdida de peso, mientras que los
de temperaturas intermedia (19°C) y minima (14°C) se mantuvieron dentro de los valores
iniciales desde el principio al final de la incubacion (ver Fig. 8 a-c). En los nidos testigo,
donde las temperaturas y humedad experimentadas variaron durante el transcurso de la
incubacidn, la variacion en peso fue la minima registrada para este estudio. Asumiendo que
los cambios en el peso son consecuencia de una pérdida de humedad (Vleck 1991, Finkler
et al. 2002), hay una tendencia clara en los huevos de Phrynops hilarii a perder agua
durante la incubacion independientemente de las condiciones a las que son sometidos (ver
Fig. 8 a-c). Existe una relacion directa entre la temperatura de incubacion y la tasa de
pérdida de agua, es decir, cambios en el ambiente inmediato de los huevos, en este caso la

temperatura, pueden desencadenar patrones de intercambio de agua (Vleck 1991).

Si bien los huevos de P. hilarii se caracterizan por una céscara rigida y escasa
porosidad (Cabrera 1998), el ambiente de aquellos sometidos a altas temperaturas los
afectdé notablemente, principalmente a aquellos expuestos a condiciones de sequia. La
mayor influencia observada fue en relacién a la temperatura y la pérdida de peso por
evaporacion de agua. A mayor temperatura, mayor pérdida de peso en menor tiempo. No
se evidencié una marcada absorcion de agua en aguellos huevos sometidos a condiciones

de inundacion.

Nuestros resultados coinciden con algunos autores que evaluaron la influencia del
ambiente circundante a los nidos, con el peso de los huevos. Packard et al. (1982) en sus
ensayos de laboratorio con nidos de Emydoidea blandingii (Emydidae), sometidos a distintos
patrones de humedad, concluyeron que los huevos incubados en sustratos secos
disminuyeron considerablemente su peso durante la incubacion, mientras que aquellos en
sustratos himedos o intermedios solo disminuyeron levemente su peso. Cagle et al. (1993)
midieron la temperatura y el potencial hidrico en nidos naturales de Chrysemys picta
(Emydidae) y encontraron que el intercambio neto de peso en agua en los huevos estaba
altamente correlacionado con el potencial hidrico de los nidos. Packard (1999) describe los
efectos de el exceso o la falta de humedad ambiental en huevos de varias especies de
quelonios, tanto con cascara blanda como rigida y concluye que, en efecto, el intercambio

de agua entre el ambiente subterraneo y el huevo de la tortuga estan influenciados por tres
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factores principales: 1-la estructura calcarea de la cascara, 2-el potencial de agua y
temperatura del nido, y 3-la fraccion de la cascara que esta en contacto con el sustrato. Si
bien, establece que los aquellos huevos de cascaras rigidas permanecen sin ser afectados
por los ambientes himedos o secos, como asi también el peso de los pichones al momento
de la eclosidn, esta condicion puede verse afectada en condiciones extremas (Leshem &
Dmi’el, 1986, Packard 1999). Mullins & Janzen (2006), incubaron huevos de Apalone
mutica (Tryonichidae) con seis temperaturas distintas pero con humedad constante, a pesar
de la diferencia de temperaturas entre los ensayos los huevos de esta especie no
experimentaron cambios notables, probablemente debido a la falta de un potencial hidrico
a uno y otro lado de la cascara. Zhao et al. (2013) tuvieron como objetivo determinar la
influencia de ambientes secos y himedos en la incubacién de huevos de céscara rigida de
Pelodiscus sinensis (Tryonichidae), aquellos huevos incubados en condiciones
consideradas de sequia perdieron peso significativamente a diferencia de aquellos en
condiciones de humedad, concluyendo que la pérdida de agua de los huevos se incrementa
a medida que desciende la humedad del sustrato. Las variaciones en el contenido de
humdad dentro del huevo no solo puede influir en el peso del huevo, sino que repercutiria

en el desarrollo embrionario.

La influencia de la disponibilidad de agua en el crecimiento de los embriones en
especies oviparas es determinante para entender aspectos primordiales del desarrollo como
patrones de crecimiento, duracién de la incubacidn, etc. El incremento en la disponibilidad
de agua dentro del huevo durante la incubacion pareceria aumentar la tasa de movilizacion
de nutrientes desde la yema y su consecuente asimilacion en los tejidos (Packard 1991),
también incrementaria el contenido de agua contenida dentro del cuerpo del embrién
(Finkler 1997) y prolongaria el periodo de incubacion de tal manera que una mayor
cantidad de los contenidos del huevo sean utilizados por el embrion (Miller & Packard
1992). En la siguiente seccion se realiza un analisis mas detallado acerca de la influencia

de los factores ambientales en el desarrollo embrionario de P. hilarii.
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5.3 DESARROLLO EMBRIONARIO

5.3.1 ESTADIOS DE DESARROLLO VS TRATAMIENTOS

Los embriones alcanzaron diferentes estadios de desarrollo de acuerdo a los tratamientos
a los que fueron sometidos (Tabla 2). Los tratamientos correspondientes a la temperatura
mas baja (14°C) inhibieron el desarrollo independientemente del grado de humedad vy el
embrion no superd el estadio de disco embrionario. Una temperatura promedio mas alta y
constante  favoreci6 el desarrollo de embriones hasta estadios avanzados,
independientemente de las condiciones de humedad. Los huevos en condiciones naturales
(testigo), fueron los Unicos que presentaron embriones eclosionados. Las eclosiones de los
huevos de nidos testigo en ambos afios sucedieron 7-10 dias después del pico maximo de

las precipitaciones estivales (fig. 3a-b).

Tabla 2.
Tabla de porcentajes acumulativos de estadios alcanzados por los embriones de huevos incubados en el

laboratorio (tratamientos) y en la naturaleza (nidos testigo)

TRATAMIENTOS' TESTIGO
14°C 19°C 24°C
A B C A B C A B C

Estadios” | n3=48 n=45 n=47 | n=48 n=48 n=48 | n=49 n=48 n=46 n=48
L 100%  100%  100% | 100% 100%  100% | 100%  100% 100% 100%
2 18,8% 26,7% 21,3% | 43,8% 33,3% 14,6% | 28,6% 52,1% 435% | 83,6%
©9° (12 (@10) | (21  (16) ) (14) (25 (20 (40)

3 333% 16,7% 63% | 22,4% 47,9% 37,0% | 59,2%
- - - (16) (8) ®3) (1) (3 @7 (28)

. 21% 2,1% 21% | 102% 43,8% 34,8% | 551%
- - - 1) 1) (1) (5) (21)  (16) (26)

; 2,0% 18,8% 10,9% | 49,0%
- - - - - - 1) 9) (5) (23)

5 ] ] ] ] ] ] ] ] ] 49,0%
(23)

! Tratamientos: A huevos sometidos a sequia durante toda la incubacidon, B huevos sometidos a 5 semanas de inundacion al comienzo

de la incubacion y C huevos sometidos a 10 semanas de inundacion al comienzo de la incubacion

2 Estadios: 1- Inicial (inicio de incubaciones), 2-Disco Embrionario (diapausa secundaria), 3-Primordios Cardiacos (embriones de

estadios 5-8, ruptura de diapausa), 4-Desarrollo Intermedio (embriones de estadios 9-23), 5-Desarrollo Avanzado (embriones de

estadios 24-25) y 6-Eclosién (embriones que lograron eclosionar, estadio 26).

® n en la parte superior de la tabla se refiere al nimero de huevos iniciales por tratamiento.

* Entre paréntesis, n correspondiente a cada porcentaje.
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En condiciones de laboratorio, fue evidente que la temperatura condiciond la ruptura de
diapausa en embriones de P. hilarii. Si una temperatura baja (14°C) se prolongara
excesivamente en el tiempo, independientemente del grado de humedad de sustrato, los
embriones de P. hilarii no podrian continuar su desarrollo (Tabla 4, columnas Al14-B14-
C14). En los tratamientos con temperaturas intermedia (19°C) y alta (24°C), la saturacion
del sustrato durante las primeras semanas de desarrollo no parece afectar la capacidad de
los embriones para romper la diapausa, ya que tanto en condiciones de sequia (A) como de
saturacion de sustrato (B-C) se pudo observar el paso de disco embrionario (diapausa) a

primordios cardiacos (ruptura de diapausa).

Por otro lado, estos resultados evidencian que la humedad no afectaria la ruptura de la
diapausa a 19°C, pero si influiria en el progreso del desarrollo a esta temperatura. Los
embriones que mayor éxito presentaron en su desarrollo fueron aquellos que no tuvieron
aporte de humedad durante el periodo inicial (A), seguido de aquellos que permanecieron
las primeras cinco semanas bajo el agua (B) y, por ultimo, los que fueron sometidos a 10
semanas de inundacion (C). En condiciones naturales, las hembras realizan las posturas
durante el otofio, estacion himeda con temperatura promedio 19°C, pero al llegar el
invierno las precipitaciones y temperatura disminuyen dando lugar a una estacion mas seca
y fria. Hacia fines del invierno la temperatura comienza a aumentar y las precipitaciones
también, y es en este momento (temperatura en ascenso y bajas precipitaciones) donde en
la naturaleza los embriones recomenzarian el desarrollo normal dejando atras la etapa de
diapausa. Sin embargo, una temperatura promedio (19°C) prolongada en el tiempo parece
afectar la llegada a estadios intermedios y superiores de los embriones,
independientemente de la saturacién inicial del sustrato (A19-B19-C19). El nimero de
embriones en desarrollo de estos tratamientos disminuyeron notablemente con el paso de
las semanas, hasta llegar todos al mismo porcentaje de embriones en estadios intermedios

sin lograr pasar a estadios pre eclosionales.

Los huevos incubados a 24°C (temperatura estival) presentaron un comportamiento
diferente: los embriones que mayor éxito tuvieron en su desarrollo fueron aquellos
sometidos a una inundacion de cinco semanas promedio (B) al comienzo de su desarrollo,
seguidos por aquellos que permanecieron promedio 10 semanas bajo el agua (C) y, por

altimo, los que menor exito presentaron en su desarrollo fueron aquellos que
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permanecieron en condiciones de sequia (A). Esto coincide parcialmente con lo encontrado
por Fordham et al. (2006) en Ch. rugosa, cuyo trabajo establece una duracion de
inundacion optima de 6 semanas y los embriones cuyos huevos permanecieron 7 semanas
bajo el agua completaron el desarrollo en menor tiempo que aquellos depositados en la

tierra seca.

Los huevos de tortugas que quedan sumergidos presentan dos “inconvenientes™: 1-
sobrevivir a condiciones de hipoxia y 2- evitar el exceso de agua interna que puede
ingresar por la diferencia de gradiente osmoético (Kennet et al. 1993). Los embriones de
tortugas pueden estar pre adaptados a condiciones de hipoxia después de ser depositados
en el nido (diapausa secundaria) debido a que el desarrollo embrionario es detenido dentro
de los oviductos en el estadio de gastrula tardia (Yntema 1968), esta condicién pre
oviposicional de hipoxia estaria relacionada con el origen de la diapausa primaria (Ewert
1985). El exceso de absorcién de agua en huevos de tortuga incubados en condiciones de
humedad o inundacién pueden causar ahogamiento de los embriones, ruptura de la cascara
o0 de las membranas internas con la consecuente muerte del embrién (Ewert 1985, Kennet
et al. 1993).

Kennet et al. (1993) y Fordham et al. (2006), trabajaron con Chelodina rugosa que
presenta un proceso de desarrollo similar a P. hilarii. Esta especie deposita sus huevos en
un ambiente con pantanos y humedales efimeros del norte de Australia, esta area presenta
marcadas diferencias entre las estaciones seca y humeda. Las hembras depositan sus
huevos en suelos saturados y permanecen sumergidos durante un tiempo hasta la llegada
de la estacion seca, similar a P. hilarii en nuestra area de estudio. Ambos trabajos resaltan
la evolucion en los huevos de C. rugosa que soportan la sumersion inmediatamente
después de la oviposicion para permitir el anidamiento en suelos saturados o totalmente
inundados. De este modo, pareciera que dentro del plan de desarrollo embrionario de C.
rugosa estd permitido un periodo de anidacion mas prolongado ante la incapacidad de
predecir el momento exacto de la transicion entre las temporada humeda (hipoxia de los
huevos) y seca (huevos no sumergidos, no hipdxicos). Cuando el suelo eventualmente se
seca y el oxigeno alcanza los huevos, las condiciones se vuelven adecuadas para la
incubacion y el desarrollo procede normalmente. Kennet et al. (1993) inicialmente

comprueban que los huevos de C. rugosa pueden soportar hasta 12 semanas de inundacion.



39

Fordham et al. (2006), aumentan las semanas de inundacion de los nidos y comprueban
que C. rugosa puede extender las condiciones de hipoxia de sus huevos hasta 25 semanas,
aunque con un incremento de la mortalidad a medida que transcurren las semanas (de 38%
con 6 semanas de inundacion a 65% luego de 25 semanas de inundacién). Por altimo,
concluye que un periodo de inundacion es esencial para una supervivencia optima de los
embriones de esta especie. Este mecanismo es muy similar al que observamos en P. hilarii

en nuestra zona de estudio.

Debido a que los huevos de P. hilarii son depositados en zonas cercanas a sistemas
hidricos regulados por pulsos de inundacion, es factible que en afios de crecientes
extraordinarias muchos de los nidos queden sumergidos durante un periodo prolongado,
como también pueden sufrir largos periodos de sequia debido a fenémenos climaticos tales
como el Nifio y la Nifa. Por lo tanto, es factible que esta especie haya desarrollado la
suficiente plasticidad para hacer frente a estos extremos ambientales y, a pesar de no
cumplirse las condiciones Optimas para su desarrollo embrionario, la progenie puede
sobrevivir dentro de ciertos limites temporales a esas condiciones extremas. Tal como se
informa en Bates et al. (2008), en los tres Gltimos decenios, América Latina ha estado
sometida a distintos impactos en relacion con el clima, algunos de ellos vinculados a los
episodios de ENOA (EI Nifio-Oscilacién Austral). Los principales cambios se refieren a un
aumento de la frecuencia de extremos climaticos tales como crecidas, sequias o
deslizamientos de tierra (por ejemplo, las intensas precipitaciones de Venezuela (1999 y
2005); la inundacion de la Pampa argentina (2000 y 2002), la sequia del Amazonas (2005),
etc.). También ha ido en aumento el estrés respecto a la disponibilidad del agua: diversas
sequias relacionadas con La Nifia restringieron gravemente el abastecimiento de agua y la
demanda de agua de riego en la parte central y occidental de Argentina y en el centro de
Chile. Sequias relacionadas con El Nifio hicieron disminuir el caudal del rio Cauca, en
Colombia. Se han observado aumentos de la precipitacion en el sur de Brasil, Paraguay,
Uruguay, nordeste de Argentina (Pampas), y partes de Bolivia, noroeste de Per(, Ecuador
y noroeste de México. ElI aumento de la precipitacidén increment6 en un 10% la frecuencia
de crecida en el rio Amazonas a la altura de Obidos, y en un 50% el caudal de los rios de
Uruguay, del Parana y del Paraguay. Se ha observado también en la region un aumento en
cuanto a episodios de precipitacion intensa y dias secos. De acuerdo a este documento, son

pocos los estudios que evaltuan los efectos del cambio climéatico sobre la diversidad
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bioldgica, y en todos ellos es dificil diferenciar los efectos debidos al cambio climético de
los inducidos por otros factores. Es de esperar que aquellas especies estrechamente
relacionadas con los factores abidticos de los ecosistemas (por ej: anfibios, reptiles) sean

mas vulnerables a estos cambios climaticos.

Los resultados obtenidos hasta aqui coinciden con lo observado en la naturaleza en
cuanto a la estrecha relacion entre esta especie dulceacuicola y los pulsos de crecientes y
bajantes del rio. Los huevos son ovipositados en una estacion himeda y con temperatura
promedio, a principios de otofio (marzo-abril) con temperaturas que oscilan alrededor de
los 19°C, luego en invierno (junio-julio) descendieron en algunos periodos a 14-15°C y las
precipitaciones registradas en general son las minimas para el area de estudio. En agosto
las temperaturas comienzan a ascender dando lugar a temperaturas primaverales y estivales
que influyen positivamente en el desarrollo de estos embriones, finalmente los picos
méaximos de temperatura y humedad para la zona se producen en el momento de la
eclosion de los pichones. Con base en estos ensayos se puede predecir que si durante el
otofio, en las primeras semanas de desarrollo, una creciente extraordinaria se prolongara
demasiado y los huevos quedaran sumergidos por un largo periodo sometiendo a los
embriones a una hipoxia fuera del rango permitido para su especie, la capacidad de
desarrollo de los embriones se veria disminuida significativamente y la probabilidad de

alcanzar estadios pre eclosionales seria minima.

Si bien la saturacion de sustrato no seria condicionante para la ruptura de diapausa, ya
gue como se observd en la tabla 2, tanto los huevos sometidos a sequia como los incubados
con saturacion de sustrato durante cinco o 10 semanas a 19°C y 24°C rompieron la
diapausa. Cabe destacar que esta variable si parece ser esencial para la eclosion de los
neonatos. En el caso de los tratamientos, ninguno de los embriones eclosiono, ya que no
recibieron un aporte suplementario de agua en las etapas finales de desarrollo. En cambio,
los embriones de los nidos testigo experimentaron abundantes precipitaciones 7-10 dias
previos al momento de la eclosion , presentaron un gran porcentaje de nacimientos (Tabla
2).
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5.3.2 PERIODOS DE INCUBACION

A continuacion (Tabla 3) se describen los periodos, en rangos de semanas, que les tomo
a los embriones llegar a un estadio de desarrollo determinado tanto en condiciones
artificiales (tratamientos) como naturales (nidos testigo). Los huevos de los tratamientos
con menor temperatura (14°C) no rompieron la diapausa durante toda la incubacion
permaneciendo en el estadio disco embrionario. Los huevos que permanecieron 10
semanas sumergidos durante las primeras semanas de desarrollo (C14), se mantuvieron
viables hasta un maximo de 25 semanas. La baja temperatura y la prolongada inundacién
prolongo la diapausa, pero al no ascender la temperatura los huevos indefectiblemente
perdieron la viabilidad. Unicamente los huevos de tratamientos con mayor temperatura
(24°C) y los de nidos testigo presentaron estadios de pre eclosion (estadios 24-25). Los
unicos embriones que eclosionaron fueron aquellos de huevos incubados en condiciones
naturales (nidos testigo). A 24°C el desarrollo se produjo més rapido, rompiendo la
diapausa y llegando a estadios superiores en menos tiempo que el resto de los tratamientos

y los nidos testigo.

La maxima duracion de diapausa embrionaria se produjo en los tratamientos que
presentaron alguna condicién extrema en los factores impuestos. Los huevos sometidos a
una inundacion de 10 semanas con una temperatura de 14°C prolongaron la diapausa hasta
25 semanas (rango 6); si bien la mayoria de los huevos en los experimentos a temperaturas
mayores (19°C y 24°C) y en condicion de sequia se desarrollaron ma&s o menos
tempranamente, algunos permanecieron en diapausa hasta 23 semanas (rango 5). En
condiciones naturales, la duracion maxima de la diapausa se extiende hasta 15 semanas

(rango 3), coincidiendo con el final del mes de agosto.
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Tabla 3.

Estadios de desarrollo alcanzado por los embriones de Phrynops hilarii por tratamiento y en nidos control de

acuerdo a las semanas de incubacion.

TRATAMIENTOS! TESTIGO?
Rango Semanas 14°C 19°C 24°C
de incubacion® A B C A B C A B C
1 . s DE
DE DE DE DE DE ne PC DE DE
PC
DE PC DE
2 DE DE DE DE DE DE DE
PC DI DI
3 DE DE DE DE DE DE DI DI DI DE
DE
4 DE DE DE PC DE ne DI DI DI ne
DE
PC PC
5 ne DE ne DE ne PC PC PC
DI DI
DA
6 ne ne DE|PC PC PC| DI DI DI sd®
DI DI DI
7 ne ne ne PC PC DI DA
DA DA E
DI
8 ne ne ne PC ne ne ne DI DI
DA
PC PC DI DI
9 ne ne ne ne ne E
DI DI DA DA

Tratamientos: A huevos sometidos a sequia durante toda la incubacion, B huevos sometidos a 5 semanas de
inundacion al comienzo de la incubacion y C huevos sometidos a 10 semanas de inundacion al comienzo de la
incubacion.

?Testigo: huevos incubados a temperatura y humedad ambiente, en condiciones naturales, no expuestos a tratamiento.
3Rango de semanas de incubaci6n: 1 (4-7 semanas, se retiran del agua los huevos del tratamiento B), 2 (9-12 semanas,
se retiran del agua los huevos del tratamiento C), 3 (13-16 semanas), 4 (17-19 semanas), 5 (21-23 semanas), 6 (24-26
semanas), 7 (30-32 semanas), 8 (38-42 semanas) y 9 (52-54 semanas).

4 Estadios: DE: Disco Embrionario, PC: Primordios Cardiacos, DI: Desarrollo Embrionario, DA: Desarrollo
Avanzado, E: Eclosién,

5ne: No Embrionado,

®sd: Sin Datos (en este periodo no se sacaron muestras debido a la escasa cantidad de huevos que quedaban en los
nidos testigo, se priorizo la continuidad del desarrollo de los embriones remanentes).

La muestra en cada caso fue de dos a cuatro (2-4) huevos extraidos por cada rango de semanas por tratamiento.
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Es interesante remarcar la capacidad de los huevos de Phrynops hilarii de sobrevivir
hasta 12 semanas de inundacion (alrededor de 3 meses) y luego de que el agua se retira,
continuar el desarrollo hasta estadios pre-eclosionales (C24) (observado y comprobado en
los experimentos de esta tesis). Kennet et al. (1993, 1998) demostraron que huevos de
Chelodina rugosa que podian permanecer 10-12 semanas sumergidos sin perder viabilidad,;
maés tarde, Fordham et al. (2006) incrementaron el periodo de inundacion en sus ensayos
con huevos de C. rugosa hasta 25 semanas y comprobaron que los embriones podian

sobrevivir ese tiempo, aunque hubo un aumento de la mortalidad.

La duracion de la incubacion en los huevos de P. hilarii estuvo influenciada por la
temperatura, alcanzando estadios avanzados en menor tiempo cuanto mas alta y constante
fue la temperatura. En condiciones variables (nidos testigo en condiciones naturales) el
desarrollo fue méas lento pero fueron los Unicos que lograron eclosionar. Tomando los
tratamientos en sequia (A) se puede observar claramente que cuando la temperatura es alta
y constante (24°C) la tasa de desarrollo es mayor, apareciendo estadios avanzados en
menor tiempo. Esto se deberia a que la pérdida de agua por evaporacion en estos
tratamientos aceleraria el desarrollo embrionario por un aumento en el metabolismo y para
aprovechar al maximo los nutrientes disponibles que en el caso del agua van en
disminucion. En el caso de los tratamientos que experimentaron inundacion, también se ve
una clara diferencia entre los huevos incubados a temperaturas altas con aquellos
incubados a temperaturas intermedias (19°C), desarrollandose en menor tiempo los que
experimentaron temperaturas mas altas y con un corto periodo de saturacién del sustrato
(B24).

Las condiciones ambientales que experimenta el nido las primeras semanas de
incubacion son esenciales para el futuro desarrollo del embrién (Packard & Packard 1988).
Por ejemplo, cuando la temperatura fue alta y constante (experimentos 24°C), la humedad
no fue un condicionante para la ruptura de la diapausa, como se puede observar en las
columnas A24, B24 y C24. A la misma temperatura con dos condiciones de humedad
diferentes (sequia e inundacién) encontré tanto disco embrionario (diapausa) como
primordios cardiacos (ruptura de diapausa). Esto podria relacionarse con la estructura de la
cascara del huevo de esta especie y su relativa permeabilidad, que en las primeras semanas

de desarrollo actia como una barrera ante las condiciones ambientales externas. Los
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efectos de las condiciones extremas a que son sometidos se observan en semanas

posteriores al prolongarse las condiciones de sequia particularmente.

La cascara de reptiles esta compuesta por unidades de envoltura individuales unidas
por una membrana subyacente (Packard 1999). En los Chelidae estas unidades de
envoltura son relativamente altas y estan en contacto entre si, confiriendo de este modo
mayor rigidez a la cascara (Hirsch 1983, Packard et al. 1982, Packard & Hirsch 1986). A
su vez, este tipo de cascara rigida esta penetrada por escasos poros (Packard 1999). Los
huevos que presentan esta estructura, en general, no son afectados por la humedad del
ambiente que rodea al huevo (Packard 1999). Las reservas de agua estan bien aisladas, por
lo que las variaciones temporales y espaciales en el ambiente circundante al nido no
influirian apreciablemente en la disponibilidad de agua para los embriones en desarrollo
excepto en condiciones extremas (Leshem & Dmi’el 1986, Packard 1999). En este estudio,
los huevos comienzan en todos los experimentos con un peso similar y, segun el
tratamiento al que estdn sometidos, van perdiendo mas o menos humedad en el tiempo y a
una tasa diferente (Fig. 8 a-c). La pérdida de agua es mas evidente hacia el final de la
incubacidn, esta caracteristica también fue observada para huevos de Chelonia mydas,
Caretta caretta y Natator depressus tanto en laboratorio como en la naturaleza (Bustard &
Greenham 1968, Kraemer & Richardson 1979, Hewavisenthi & Parmenter 2001). La
disponibilidad de agua en los huevos durante las primeras semanas de desarrollo (rangos 1
y 2) es similar en los tres tratamientos, por lo que la falta o exceso de humedad no influiria
notablemente en el desarrollo, pero una temperatura alta y constante si favoreceria el
desarrollo en tiempos mas cortos que aquellos en las mismas condiciones pero a
temperatura mas bajas (19°C).Sin embargo, cuando la temperatura fue constante pero
intermedia (19°C), la ruptura de la diapausa en las primeras semanas de incubacion solo se
produjo con ausencia de humedad. Para esta temperatura, la ruptura de la diapausa en
aquellos huevos sometidos a condiciones de saturacion de sustrato fue observada luego de

23 semanas en los que permanecieron sumergidos durante 10 semanas inicialmente (C19).

Como se detall6é previamente, el contenido de agua inicial dentro del huevo fue similar
para todos los nidos (pesos iniciales similares), al tratarse de un huevo de cascara rigida las
primeras semanas de desarrollo no se vieron afectadas por los tratamientos y por esta razon

los huevos en condiciones de sequia (A19) pudieron romper la diapausa. El suelo de la
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zona de estudio donde las hembras depositan sus huevos en el inicio del otofio posee una
elevada humedad relativa tanto por las elevadas precipitaciones de esa época del afio como
por los pulsos de los rios que eventualmente sufre crecientes ordinarias o verdaderas
inundaciones durante esta temporada y esto inevitablemente repercute en los ciclos de vida
de las especies que habitan en este ambiente, por lo que no solo debe tenerse en cuenta la
humedad debido a las altas precipitaciones, sino que puede producirse en algunos casos el
anegamiento total de los sitios de anidamiento por tiempo prolongado. Por esta razon los
embriones de P. hilarii tendrian la capacidad de soportar alrededor de 10 semanas de
inundacion y luego reanudar el desarrollo. Lo interesante de este resultado es la capacidad
de esta especie para proseguir su desarrollo a pesar de experimentar una temperatura tan
“baja” para una tortuga, cuando en general los experimentos para este grupo se disefian a
partir de los 22°C (por ejemplo: P. hilarii, Bujes & Verrastro 2009, P. hilarii, Pifia &
Argaiaraz 2003, P. geoffroanus, Lisboa et al. 2004). Sin embargo, Pifia & Argafiaraz
(2003) a través de una extrapolacion de sus datos establecen que esta especie podria
conservar viabilidad hasta los 4°C, pero no ofrecen datos de un experimento que confirme
esta afirmacion. Deeming & Ferguson (1991) aseguran que la temperatura de incubacion
de reptiles oviparos es relativamente labil, por lo tanto, patrones normales de desarrollo en
embriones individuales pueden derivar en una amplia gama de temperaturas en las que el

desarrollo puede proceder con normalidad.

En los nidos en condiciones naturales (testigo), durante el periodo 2011 la temperatura
se mantuvo relativamente constante a lo largo de todo el periodo de incubacion y no se
produjo el anegamiento de los nidos, es decir, estos nidos no sufrieron una inundacion pero
si experimentaron las altas precipitaciones correspondientes a esta estacion del afio. En la
figura 3a podemos observar que la temperatura en las estaciones de otofio e invierno oscil6
alrededor de los 19°C, con el minimo (18,8°C) en abril-mayo; luego comienza a elevarse
en agosto para alcanzar su pico maximo en noviembre (20,5°C). A diferencia de esto, las
precipitaciones variaron ampliamente a lo largo de los meses, siendo extremadamente
bajas en setiembre (8,4mm) y presentando el valor maximo en febrero de 2012 con 232,7

mm. A principios de marzo de 2012 se registraron todas las eclosiones para este periodo.

En 2012, a diferencia de 2011, la temperatura fue marcadamente estacional y tampoco

se produjo el anegamiento de los nidos. En la figura 3b se observa que los valores minimos
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de temperatura se registraron en abril y mayo (otofio) con 18,9°C, esto coincide con el
periodo anterior, y el pico maximo fue en diciembre (verano) con 23,9°C. Al igual que en
2011, las precipitaciones oscilaron ampliamente con un minimo de 7,6mm en julio y
alcanzando su nivel maximo en diciembre (256,9mm). Al igual que en el periodo anterior
las eclosiones se registraron coincidentemente con el momento de mayor precipitacion,

pero en este caso fueron en el mes de diciembre.

En este estudio se observd que el periodo de incubacion de los huevos que lograron
eclosionar en la naturaleza fue de 294 a 357 dias, los valores menores se registraron para
2012 y los mayores para 2011. El periodo de incubacion en la naturaleza descripto por
Bager (1997) para P. hilarii va desde 156 a 170 dias, coincidiendo en su mayor parte con
Bujes & Verrastro (2009) registraron un periodo de incubacion de 157-271 dias en
condiciones naturales y de 130-191 dias en condiciones artificiales, aunque no especifican
las temperaturas de incubacion de estos ultimos. Ambos estudios se realizaron en Rio
Grande do Sul, Brasil, donde la variacion termal es acotada a temperaturas relativamente
altas: 21,7-25,9°C en el primero y 23,4-25,3°C en el segundo, mientras que el rango de
temperaturas para la zona de estudio de este trabajo fue de 13,8-22,8°C. En el presente
trabajo, se observa en los huevos de los nidos testigo (Tabla 3) que hasta el rango 3 de
semanas tenidas en cuenta para este trabajo (13 a 16 semanas, fines de agosto, invierno),
cuando la temperatura empieza a elevarse con la inminente llegada de la primavera, los
embriones permanecen en disco embrionario. Este periodo de detenimiento o
enlentecimiento del desarrollo son la prueba de la existencia de diapausa en P. hilarii
durante los meses frios de esta zona de estudio. La relacion inversa entre la temperatura y
el periodo de incubacion puede estar asociada a que, al tratarse de individuos ectotermos,
un aumento de temperatura se traduciria en un incremento de la tasa metabdlica, lo que
daria como resultado un crecimiento acelerado de los embriones y un tiempo menor para
su desarrollo (Zug et al. 2001, Pifia & Argafiaraz 2003)

Si observamos las graficas en las figuras 3a y 3b, vemos claramente que en ambos
afios las primeras semanas de incubacion transcurren con temperaturas similares, pero
hacia la primavera (agosto-setiembre) en el afio 2012 la temperatura comienza a elevarse
hasta un maximo de 23,9°C. Tal como se observo en los experimentos de laboratorio, una

temperatura mas alta acorta los tiempos de desarrollo, por esta razén en los nidos del afio



47

2012 las eclosiones se produjeron antes. Es destacable que a pesar de las diferencias en el
comportamiento de la temperatura, ambos periodos de eclosidn coinciden con la temporada
de mayores precipitaciones para el verano del afio que les corresponde, 7-10 dias luego de
producirse la mayor parte de las precipitaciones para ese periodo, los neonatos salen de los
huevos. Esto fue observado en los nidos testigo (en condiciones naturales) y estos
resultados podrian extrapolarse a lo que normalmente sucederia con los embriones de

Phrynops hilarii en la naturaleza, segun las caracteristicas de cada afio.

Si bien la humedad no parece ser condicionante para la ruptura de la diapausa, si lo es
para la eclosién de los neonatos, ya que segln pude comprobar en este trabajo, ninguno de
los pichones que llegaron a término (DA) pudieron eclosionar en los experimentos y solo
lo hicieron en condiciones naturales en el momento de mayores precipitaciones para ambos
afios. A diferencia de este trabajo, Bujes & Verrastro (2001) no encontraron relacion entre
la cantidad de precipitaciones y la emergencia de los pichones en huevos de P.hilarii en
Brasil, pero Booth (1998) comprob6 que la emergencia de los pichones de E. macquarii y
Chelonia expansa, ambas de la familia Chelidae, coincidié significativamente con la

cantidad de precipitaciones y la temperatura asociada.
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5.4. ANALISIS FISICOQUIMICOS

5.4.1. ANALISIS FISICOQUIMICOS INICIALES

A continuacion se describen los valores de los componentes iniciales en huevos de
Phrynops hilarii (Tabla 4). Se encontraron correlaciones significativas entre compuestos
iniciales y entre caracteristicas fisicas del huevo y contenido de nutrientes de la yema
(Tabla 5).

Tabla 4.

Componentes de huevos (iniciales) de Phrynops hilarii. Todos los valores estan expresados en
yema en base seca.

COMPONENTES n ¥ +D.E Min-Max
% Solidos Totales 30 428 =+ 4,6 336 - 562
% Humedad 30 57,2 = 4,6 438 - 664
% Cenizas 30 27 + 0,9 11 - 4.4
% Proteinas 13 56,1 % 4,4 473 - 62,0
% Grasas Totales 30 253 7,7 16,1 - 415
mg de col/100g grasa 17 426,3 + 1478 276,2 - 850,1
mg K/100g yema 12 617,8 + 188,7 348,7 - 966,5
mg Ca/100g yema 12 529,2 + 74,4 4158 - 6494
mg Mg/100g yema 12 126,4 + 23,4 951 - 1571
mg Fe/100g yema 12 6,6 =+ 1,8 42 - 9,9
mg Zn/100g yema 12 83 = 1,7 55 - 11,2



Tabla 5.

Correlaciones significativas entre componentes iniciales de huevos de Phrynops hilarii. Se
utilizo el indice de Pearson para variables paramétricas y el indice de Spearman para
variables no paramétricas.
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Variable 1 Variable 2 n Pearson Spearman p

Peso yema % Humedad 30 0,42 0,0217
Peso yema % Solidos Totales 30 -0,42 0,0217
Peso yema % Cenizas 30 -0,49 0,0057
% Humedad % Solidos Totales 30 -1,00 <0,0001
% Humedad mg Mg/100g yema 12 0,60 0,0392
% Sélidos Totales mg Mg/100g yema 12 -0,60 0,0392
% Cenizas mg Fe/100g yema 12 -0,63 0,0293
Proteinas % Solidos Totales 13 -0,65 0,0171
Proteinas % Humedad 13 0,65 0,0171
Proteinas % Grasa 13 -0,76 0,0072
Proteinas mg K/100g yema 10 0,83 0,0029
Proteinas mg Ca/100g yema 10 0,82 0,0036
Proteinas mg Mg/100g yema 10 0,78 0,0076
Proteinas mg Zn/100g yema 10 0,69 0,0278
% Grasa mg Ca/100g yema 11 -0,76 0,0072
% Grasa mg Zn/100g yema 11 -0,77 0,0060
mg Ca/100g yema mg K/100g yema 12 0,70 0,0115
mg Ca/100g yema mg Zn/100g yema 12 0,81 0,0014
mg Ca/100g yema mg Mg/100g yema 12 0,81 0,0013
mg Mg/100g yema mg K/100g yema 12 0,88 0,0002
mg Zn/100g yema mg Mg/100g yema 12 0,67 0,0179

En especies lecitotrdficas la mayoria de los nutrientes para el desarrollo del embrién y
los nuevos tejidos estan presentes en el huevo en el momento de la oviposicion, la mayor
parte de estos estdn contenidos en la yema (Thompson & Speake 2003). Los principales

constituyentes de la yema de huevos de reptiles son proteinas y lipidos (Noble 1991). En
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términos de cantidad las proteinas representan aproximadamente el doble de la cantidad de
lipidos y entre ambos superan el 90% de la materia seca de la yema (Noble 1991,
Thompson et al. 2000). Entre los iones inorganicos mas importantes se encuentran calcio,
sodio y fdsforo, pero también se incluyen magnesio, hierro y otros elementos traza que
comprenden aproximadamente el 5% de la materia seca de un huevo fresco; la cascara,

ademas, puede actuar como un reservorio adicional de calcio (Thompson et al. 2000).

Los estudios de componentes de huevos en especies de la familia Chelidae son escasos.
Respecto a los dos nutrientes mas importantes y representativos (proteinas y lipidos), el
trabajo de Thompson et al. (1999), describe el contenido de huevo de Emydura macquarii
(Chelidae) encontrando 62% de proteina y 31,4% de lipidos totales. Booth (2003) analiza
el contenido de huevos de dos especies de familias diferentes: Emydura signata
(Emydidae) y Chelodina expansa (Chelidae), la primera presenta 60,4% de proteinas y
25% de lipidos, mientras que la segunda contiene 54% de proteinas y 31,1% de lipidos. La
mayoria de los trabajos han sido realizados en otras familias, en su mayoria del orden
Cryptodira. Wilhoft (1986) describié el contenido de huevos de Chelydra serpentina
(Chelydridae), encontrando 54,9% de contenido proteico y 33,8% de lipidos. Rowe et al.
(1995) evaluaron el contenido lipidico en huevos de Chrysemys picta (Emydidae)
encontrando en 29,8% de lipidos totales. Nagle et al. (1998) analizan el contenido lipidico
de huevos de cuatro especies de la familia Kinosternidae de poblaciones del sureste de
Estados Unidos, los valores encontrados van de 28,2% (Sternotherus odoratus) hasta
34,1% (Kinosternon bauri). Bouchard & Bjorndal (2000) en Caretta caretta (Cheloniidae)
encontraron 65,5% de proteinas y 21,9% de lipidos. Nagle et al. (2003) analiza la inversién
parental en las yemas de huevos de Apalone mutica (Trionichydae) encontrando 28,8% de
lipidos. Castro-Gonzélez & Pérez-Gil Romo (2011) describieron los componentes del
huevo de Lepidochelys olivacea (Cheloniidae), que present6 53,7% de proteinas y 47% de
grasas, ofreciendo una excepcidon a la tendencia general en la proporcion de estos
compuestos, donde los valores de lipidos casi duplican a los valores habituales en el resto
de las especies. Cabe destacar que la mayoria de los trabajos mencionados analizan el
contenido del huevo completo (yema y albumen), por lo que los valores de proteinas
pueden estar afectados por el aporte proteico del albumen, excepto en aquellos en los que
se aclara que tratan especificamente del contenido de yema. En P. hilarii el contenido

promedio de proteinas en yema fue de 56,1% vy el de lipidos totales 25,3%, entre ambos
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componentes alcanzan el 81,4% del contenido de la yema. Segun los antecedentes
revisados, existe una amplia variabilidad respecto a la relacion entre el contenido de
proteinas y lipidos en quelonios, pero en todos los casos se imponen ambos nutrientes
como la principal fuente de energia del embridn en desarrollo, cumpliendo la tendencia

general en reptiles analizada en Noble (1991).

Los minerales son fundamentales en roles funcionales como importantes coenzimas en
el cuerpo, promueven la salud y el crecimiento (Tunsaringkarn et al. 2012). Usualmente se
los clasifica en dos grupos: minerales esenciales (sodio, potasio, fésforo, magnesio y
calcio) y minerales traza (iodo, fluor, zinc, hierro, selenio, etc.) (Tunsaringkarn et al.
2012). Los minerales esenciales analizados en este trabajo fueron tres: potasio (K), calcio
(Ca) y magnesio (Mg) y dos minerales traza: hierro y zinc. Dentro del suborden Pleurodira
existen escasos antecedentes que analicen el contenido mineral de los huevos. Thompson
et al. (1999) describe el contenido de cuatro minerales esenciales: Ca, Na, K y Mg, pero
los resultados son confusos y debido a la falta de claridad con que describe a los
resultados, no pudieron ser comparados con este trabajo. La mayoria de los antecedentes
existentes en contenido mineral de huevos se generaron dentro del suborden Cryptodira.
Sahoo et al. (1998) estudiaron el metabolismo de varios minerales en la tortuga marina
Lepidochelys olivacea (Chelonioidea) de la costa este de India, los valores encontrados
para K y Mg fueron muy similares a los de P. hilarii, mientras que los valores de Ca fueron
levemente superiores. Tunsaringkarn et al. (2012, 2013) describieron los componentes
minerales de_la tortuga dulceacuicola Malayemis macrocephala (Geoemydidae) en el

centro de Malasia, los valores de los minerales de yema coincidentes con este trabajo (Ca,

K'y Mg) fueron menores que los hallados en P. hilarii para este tesis.

Las correlaciones significativas encontradas en este trabajo para componentes de huevo
y caracteristicas del huevo fueron para % de Sélidos totales y Peso de yema (n= 30, P=
-0,42, p=0,0217) y de % Cenizas con Peso de yema (n= 30, P= -0,49, p= 0,0057),
indicando que a mayor peso de yema menor proporcion de solidos totales y cenizas,
respectivamente. Para % de Humedad y Peso de yema también se encontré una correlacién
significativa, en este caso positiva (n= 30, P= 0,42, p= 0,0217), por lo que yemas mas

grandes contienen mayor cantidad de humedad.
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Respecto a las correlaciones presentadas entre componentes nutritivos de la yema, cabe
destacar la estrecha relacion entre el contenido de proteinas y la mayoria de los nutrientes
(Tabla 5). En el caso de su relacién con los lipidos puede inferirse que se debe a que
inicialmente la hembra otorga la mayor cantidad de nutrientes para el desarrollo
embrionario exitoso y las proteinas son la fuente estructural del embridn en desarrollo,
mientras que las grasas son fundamentalmente reservas energéticas. Estas Gltimas, como
bien observamos en la tabla 8, comienzan a incrementarse al romperse la diapausa, para
acumularse en la membrana del saco embrionario y estar disponibles al momento de la
eclosion (Noble et al. 1986).

5.4.2 ANALISIS FISICOQUIMICOS VS ESTADIOS DE DESARROLLO

Para esta seccion se tienen en cuenta las primeras tres categorias de desarrollo (estadio
inicial, disco embrionario y primordios cardiacos) para describir y analizar los cambios en
niveles de nutrientes antes, durante y luego de romperse la diapausa secundaria. A
continuacion se describen los componentes en yema de huevo de Phrynops hilarii segin el
estadio correspondiente (Tabla 6). Se encontraron diferencias significativas entre algunos
de los nutrientes de cada estadio: Sélidos Totales y Humedad (H=19,84, p=0,0001), mg de
Colesterol/100 gr de yema (H= 19,22, p=0,0001) y mg de Mg/100g de yema (H=7,35,
p=0,0254). Las variables Solidos Totales y Humedad son complementarias, por lo tanto los
datos de ambas estan fuertemente relacionados. Tanto los solidos totales como los lipidos
totales disminuyen en el estadio disco embrionario y luego aumentan en el momento que se
reactiva el desarrollo (primordios cardiacos). En este sentido y de acuerdo a estos datos,

podemos inferir una influencia de la cantidad de lipidos en los valores de solidos totales.

La mayoria de los trabajos que estudian la utilizacion de nutrientes en el desarrollo
embrionario de tortugas centran su atencién en dos momentos puntuales: el inicio del
desarrollo y la eclosion, sin reparar en los cambios progresivos en los niveles de nutrientes
para las distintas etapas (por ejemplo: Wilhoft 1986, Rowe et al. 1995, Thompson et al.
1999). Ademas en general, las discusiones y conclusiones se centran en la adquisicién o

pérdida de nutrientes en el cuerpo o soma embrionario y no en los cambios que
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experimenta la yema en el proceso de desarrollo, aunque en la mayoria de las tablas el

valor final de contenidos en yema estéa presente, no se le da mayor importancia.



Tabla 6.
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Componentes en yema de huevo de P.hilarii en tres etapas de desarrollo. El asterisco indica diferencias significativas en los contenidos de los estadios. Las

comparaciones de medias entre los componentes y los estadios se hicieron mediante el test de Kruskal Wallis debido a la falta de normalidad de los datos.

INICIAL DISCO EMBRIONARIO PRIMORDIOS CARDIACOS

COMPONENTES n x +DE Min-Max | n x =DE Min-Max | n x +DE Min-Max

% Solidos Totales* 30 42,8 + 4,6 33,6 56,2 | 44 393" + 54 28,9 50,4 | 19 459° + 52 34,7 53,4
% Humedad* 30 57,2 % 4,6 43,8 66,4 | 44 60,7 £ 54 49,6 71,1 | 20 54,1° + 52 46,6 65,3
% Cenizas 30 27 % 0,9 1,1 44 | 42 26 = 11 0,8 7,0 | 19 26 = 0,7 0,9 35
% Proteinas 13 56,1 =+ 4,4 473 62,0 | 17 560 * 38 48,6 616 | 8 515 + 71 40,5 58,8
% Grasas Totales 30 253 + 71 16,1 415 | 41 242 £ 87 9,3 472 | 23 271 + 9,7 4,9 439
mg de col/100g grasa* | 20  426,0° + 1478 276,22 850,1 | 29 280,9° + 1042 1167 4951 | 9  4793° + 1083 369,0 653,4
mg K/100g yema 12 617,8 + 1887 3487 966,5 | 14 4848 + 1894 2137 9749 | 9 4488 =+ 82,6 308,6 528,5
mg Ca/100g yema 12 5292 + 744 4158 6494 | 14 4935 + 130,7 2306 864,2 | 9 4819 + 1016 359,5 699,6
mg Fe/100g yema 12 6,6 + 18 42 99| 13 68 + 32 3,1 61| 9 6,4 = 2,2 43 11,4
mg Mg/100g yema* 12 1264° + 234 95,1 1571 | 14 1129 + 269 52,7 1733 | 9 1002° < 12,9 76,9 116,8
mg Zn/100g yema 12 83 + 1,7 55 112 | 14 84 £ 22 37 134 | 9 69 = 1,6 5,0 9,1
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La inversion parental en nutrientes de la yema post embrionaria puede tener
consecuencias potenciales en la supervivencia del pichon eclosionado (Congdon &
Gibbons 1990) v, en el caso de lipidos, constituyen la fuente primaria de energia para las
primeras actividades post embrionarias como ser emerger del nido y locomocion (natacion)
(Kraemer & Bennet 1981). Esta inversion parental en nutrientes varia entre especies, tanto
en términos de cantidad como de composicion bioquimica (Rowe et al. 1995), asi como
difieren interespecificamente las tasas de utilizacion de nutrientes de los componentes
durante el desarrollo embrionario (Noble 1991). Por lo tanto, esta energia adjudicada a la
descendencia en reptiles oviparos puede ser dividida en aquella asignada a la
embriogénesis y en la invertida en la yema post embrionaria que puede contribuir a la
supervivencia y el crecimiento del individuo luego de la eclosién (Congdon et al. 1983,
Congdon & Gibbons 1990). En este caso, segin podemos observar en la tabla 6, existe un
aporte inicial materno de colesterol que disminuye en las primeras etapas de desarrollo
(disco embrionario) para mantener con vida al embrién durante esta etapa de bajo
metabolismo, una vez reiniciado el desarrollo activo los niveles de colesterol comienzan a
elevarse sefialando una sintesis de este nutriente probablemente a partir de acidos grasos
libres en la yema. De acuerdo a la bibliografia ya citada, inferimos que este colesterol es
utilizado en parte para la constitucion de los nuevos tejidos embrionarios y, por otra parte,

acumulados como sustancia de reserva para el momento de la eclosion.

En el momento de la oviposicion, la yema esta compuesta primordialmente por lipidos y
proteinas, fuentes de energia y componentes esenciales para el desarrollo de los tejidos
embrionarios; ademas, la yema y el embrion en desarrollo contienen otros nutrientes
incluyendo iones inorganicos, vitaminas, carotenoides, agua y hormonas (Thompson &
Speake 2003). En las especies oviparas los nutrientes se transfieren desde la yema a la
circulacion del embrion mediante la membrana del saco vitelino, este mecanismo ha sido
estudiado principalmente en especies de aves y muy escasamente en reptiles (Thompson &
Speake 2003). Por ejemplo, durante la embriogénesis en pollos, los lipidos de la yema
junto con las proteinas son absorbidas en las células del endodermo de la membrana del
saco vitelino por endocitosis, alli los lipidos son hidrolizados por actividad lisosomal
liberando &cidos grasos libres, glicerol y glicéridos parciales en el citoplasma, y las
proteinas son presumiblemente hidrolizadas para liberar aminoacidos (Speake et al. 1998).

La re esterificacion y re ensamblaje de triacilglicerol (lipidos de reserva), fosfolipidos
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(lipidos de membrana) y colesteril ester (lipidos reguladores de funciones), llevado a cabo
por la accién de una serie de aciltransferasas se ve reflejado por una alta actividad en las
células endodérmicas (Murray et al. 1999), paralelamente ocurre sintesis de apoproteinas
que resulta en la formacién de particulas lipoproteicas (Thompson & Speake 2003). Los
productos resultantes de estas reacciones metabdlicas son secretados desde la superficie
basal de las células endodérmicas dentro de los capilares de la membrana del saco vitelino

y subsecuentemente ingresan en la circulacion del embrion (Speake et al. 1998).

En general, a medida que el embrion se desarrolla, los nutrientes de la yema se
consumen para dar lugar a las estructuras embrionarias, pero en el caso de los lipidos se
puede observar el consumo de algunas clases (por ejemplo: fosfolipidos, formacién tejidos
embrionarios) y la sintesis de otras (triacilgliceroles, lipidos de reserva para funciones post
embrionarias) (Congdon & Gibbons 1990, Rowe et al. 1995). Durante los primeros dias de
desarrollo embrionario se observa una caida en las cantidades de lipidos en yema,
acentuandose a medida que avanzan las etapas de desarrollo (Noble 1991), esto también se
observa en este trabajo para P. hilarii (Tabla 6). Segin Noble et al. (1986) esta pérdida en
la yema va acompafiada de una acumulacion de lipidos en la membrana del saco
embrionario, dando como resultado un mayor contenido de lipidos en la membrana que en
el saco embrionario, alrededor del dia 17 del desarrollo. Detalles similares se observaron
en huevos de alligator (Noble et al. 1990). En términos generales, la proporcion de lipidos
en la yema se incrementa sostenidamente mientras la incubacién avanza, hacia el final de
la incubacion la cantidad de lipidos en la yema remanente es de alrededor del 31% del peso
en comparacion al 21% de los lipidos en la yema inicial (Noble 1991). En el pollo las
proporciones de triacilglicerol y fosfoglicéridos en la yema permanecen en gran parte sin
cambios durante las Gltimas etapas de incubacion (Noble & Moore 1964, 1965, Noble
1991), sin embargo, mientras que la proporcion de colesterol total no cambia, la relacion
de colesterol libre y esterificado se incrementa considerablemente (Noble & Moore 1964,
Noble 1991); la acumulacion de ésteres de colesterol esta asociada particularmente a la
membrana del saco vitelino (Noble & Moore 1967, Noble 1991).

Segun los datos obtenidos en los analisis de yemas de P. hilarii, éstas presentan una
disminucion en el contenido de solidos totales, lipidos totales y colesterol en el estadio de

disco embrionario y luego se produce el aumento de estos componentes en el estadio de
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primordios cardiacos, indicando una reactivacion del desarrollo. El resto de los
componentes disminuye progresivamente desde el inicio de la incubacion hacia el estadio
de primordios cardiacos indicando el comienzo de la formacion de estructuras
embrionarias y la continua alimentacion del embrién en desarrollo (Tabla 7). En esta tesis
no se diferencia entre el contenido de la membrana del saco embrionario y el contenido del
mismo, por lo que el término yema abarca ambas estructuras. En consecuencia, en base a la
bibliografia consultada, podemos inferir que el incremento en los valores de lipidos totales
se debe a la acumulacion de lipidos de reserva en la membrana del saco vitelino ((Noble &
Moore 1967, Noble 1991). A partir de estos resultados queda abierta la interrogante para
futuros trabajos sobre el comportamiento de las distintas clases de lipidos (triacilgliceridos,
fosfolipidos, acidos grasos, etc.) durante el desarrollo en la membrana del saco vitelino y
dentro de esta estructura.

En base a estos resultados podemos inferir que los lipidos totales tendrian una
importancia esencial como indicador de desarrollo embrionario activo, ya que comenzarian
a acumularse como sustancia de reserva una vez concluida la etapa de diapausa
embrionaria, y , en el caso del colesterol, comenzaria a sintetizarse dada su importancia en
el desarrollo y crecimiento celular (Martinez et al. 2001). Es decir, mientras el resto de
grupos de nutrientes (proteinas y minerales) van consumiéndose en mayor o menor medida
para generar las diferentes estructuras embrionarias al avanzar el desarrollo, los lipidos
totales muestran una disminucion inicial al entrar en el estadio de enlentecimiento de
desarrollo (diapausa), para luego comenzar a elevarse a modo de reserva energética para
que el embrion llegue al momento de la eclosion con la suficiente energia acumulado y
asegurar su supervivencia post embrionaria. Al no hacer en esta tesis diferenciacion entre
lipidos de reserva (triacilgliceroles) y lipidos de consumo activo (fosfolipidos), podemos
inferir que la cantidad de lipidos de reserva sintetizados y acumulados en la membrana del
saco vitelino es alta, ya que se produce un aumento notable de lipidos totales a medida que
avanza el desarrollo, coincidiendo con trabajos realizados en otras especies de quelonios
donde evaltan el contenido final de la yema post embrionaria (por ejemplo: Whilhoft
1986, Rowe et al. 1995).

Whilhoft (1986) analiza el contenido de huevos de Chelydra serpentina (Chelydridae) y

tanto las proteinas como los lipidos aumentaron hacia el final del desarrollo. Rowe et al.
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(1995) describen el contenido y variabilidad de lipidos en tres especies de tortugas
pertenecientes a dos familias: C. serpentina (Chelydridae), y Chrysemys picta y
Emydoidea blandingii (Emydidae); en este caso tanto en C. serpentina como en C. picta la
cantidad de lipidos en la yema post embrionaria fue superior a la que contenian las yemas
al inicio del desarrollo, mientras que en E. blandingii la cantidad de lipidos disminuyo en
las yemas residuales al final del desarrollo, este trabajo si destaca la importancia de la
composicion de la yema post embrionaria y los cambios en su composicion durante el
desarrollo en el huevo. Thompson et al. (1999) analizan la yema residual de los neonatos
de Emydura macquarii (Chelidae) presentando una disminucion en el contenido de
proteinas y un aumento en los niveles de lipidos en las yemas residuales. Como ya quedd
establecido, no es parte de esta tesis la comparacion con estadios finales, pero en P. hilarii
se observo una disminucion de proteinas y un aumento de lipidos desde el estadio inicial al

momento de la formacion de los primordios del corazon.

Al analizar estos datos teniendo en cuenta la combinacion de tratamientos con los
estadios embrionarios (Anexo V) se presentaron diferencias significativas en tres de las
variables: % Solidos Totales y % Humedad (H= 40,4, p=0,0007) y mg de colesterol/100g
yema (H=25,6, p=0,0124). Este andlisis esta limitado por la cantidad de huevos disponibles
para cada combinacion por lo que los resultados obtenidos solo pueden ser tenidos en
cuenta como tendencia. Debido a que se trabajo con huevos de la naturaleza y a lo largo de
la incubacidn se retirandose retiraron muestras de manera destructiva para realizar cada
analisis y por una limitacion logistica de laboratorio, los n son bajos y si bien el analisis de
Kruskal-Wallis permite cierta flexibilidad, no podemos tomar estos datos como un
comportamiento real. Para certificar estos analisis corresponderia aumentar el nimero de

datos de cada estadio para cada tratamiento.

El estadio disco embrionario se diferenci6 significativamente del estadio inicial en los
niveles de solidos totales y humedad para los tratamientos que presentaron algin periodo
de saturacion de sustrato con temperaturas bajas o intermedias. En el caso de solidos
totales disminuyeron los niveles para estos tratamientos y en el caso de la humedad los
niveles aumentaron, evidenciando una leve absorcion de agua del medio. También se
presento una diferencia significativa en estas variables entre el estadio inicial y los huevos

sometidos a condiciones de sequia con la temperatura mas alta (24°C), pero en este caso se
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evidencio una pérdida de humedad en los huevos producto de la evaporacion de agua.
Respecto a los estadios disco embrionario (diapausa) y primordios cardiacos (post
diapausa), las diferencias principales en estas variables se evidenciaron entre los estadios
disco embrionario de tratamientos sometidos a un periodo de humedad (B o C) y testigo
(con humedad variable) y aquellos huevos con desarrollo activo (primordios cardiacos) que
estuvieron en tratamientos de sequia (A). Posiblemente este comportamiento de los
nutrientes se encuentre relacionado a dos cuestiones: la diferencia de gradiente propiciada
por la sequia y la temperatura que genera una mayor tasa de pérdida de agua y el desarrollo

activo del embridn que genera el consumo mas acelerado de nutrientes.

En el caso del colesterol se encontrdé una disminucion significativa entre huevos del
estadio inicial y huevos con disco embrionario de los tratamientos con temperaturas bajas e
intermedias (14°C y 19°C) con saturacion de sustrato (B y C). Como bien se explico
previamente si bien en el periodo de diapausa los procesos metabolicos se ven reducidos,
esto no implica que no haya consumo alguno de nutrientes. Por otro lado, entre los estadios
primordios cardiacos y disco embrionario la principal diferencia se encontr6 entre huevos
sometidos a tratamiento de sequia con temperatura media (19°C) con desarrollo activo y
aquellos que experimentaron saturacion de sustrato con desarrollo detenido (diapausa).
Esto probablemente pueda deberse a un aumento de en la sintesis de colesterol para

conformar los tejidos embrionarios (Martinez et al. 2001).
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6. CONCLUSIONES GENERALES

- Las temperatura que experimenta el nido las primeras semanas de incubacién son
esenciales para el desarrollo embrionario y la ruptura de diapausa. Los huevos
sometidos a alta temperatura (24°C, temperatura estival promedio) rompieron la
diapausa en las primeras semanas con sustrato saturado o seco; las bajas
temperaturas prolongadas en el tiempo (14°C, temperatura invernal promedio)
evitan que se rompa la diapausa embrionaria y producen la muerte del embrion,

independientemente del grado de saturacion del sustrato.

®- E|l mayor éxito en el desarrollo en los experimentos se encontrd en huevos
sometidos a temperaturas estivales (24°C) con una saturacion de sustrato promedio
(B), evidenciando la necesidad de esta especie de pasar una etapa con altos niveles

de humedad en el sustrato para una mayor probabilidad de desarrollo.

*® | a humedad no parece ser condicionante para la ruptura de la diapausa, pero si para
la eclosion de los neonatos, ya que segun pude comprobar en este trabajo, ninguno
de los pichones que llegaron a término (DA) pudieron eclosionar en los
experimentos y solo lo hicieron en condiciones naturales en el momento de

mayores precipitaciones para ambos afios estudiados.

- |_a mayoria de los componentes del huevo de Phrynops hilarii disminuyen durante
el desarrollo embrionario para dar lugar a los tejidos del embrién en formacion.
Con excepcion de los lipidos, que descienden durante el estadio de disco
embrionario (diapausa) y luego comienzan a elevarse al romperse la diapausa y
comenzar el desarrollo activo (primordios cardiacos). Esto se deberia a un cambio
en la composicion y posicion de los lipidos en el saco vitelino. Luego de las
primeras semanas de desarrollo, lipidos de reserva (triacilgliceroles) comienzan a

acumularse en la membrana del saco embrionario para estar disponibles para el
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pichon al eclosionar. Esto ocasionaria una disminucion de los lipidos estructurales
(fosfolipidos) que se encuentran dentro del saco embrionario y son utilizados junto

a proteinas y minerales para la formacion de tejidos del embridn en desarrollo.

®- Finalmente, de acuerdo a los resultados encontrados y los antecedentes
bibliograficos acerca de la diapausa embrionaria, puedo concluir que este
mecanismo se presenta en el plan de desarrollo embrionario (bauplan) de P. hilarii
mas alla de las condiciones ambientales iniciales a la que los huevos se encuentran
sometidos. La duracion de la diapausa es en definitiva la que se ve afectada por el
ambiente circundante al huevo provocando un mayor o menor tiempo de
incubacion segin sean mas o menos favorables las variables ambientales del

periodo.
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ANEXO |

Estadios de desarrollo embrionario encontrados en los huevos de Phrynops hilarii durante
el desarrollo de esta tesis

Estadios embrionarios en huevos de Phrynops hilarii. 1. Estadio 5-6, 2. Estadio 7, 3. Estadio 8, 4. Estadio
9, 5. Estadio 10, 6. Estadio 11, 7. Estadio 12, 8. Estadio 13, 9. Estadio 14-15. Escala= 1cm
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Estadios embrionarios en huevos de Phrynops hilarii (cont.). 10. Estadio 15-16, 11. Estadio
17, 12. Estadio 18, 13. Estadio 19, 14. Estadio 21, 15. Estadio 22, 16. Estadio 23, 17. Estadio 24-
25, 18. Estadio 26 (eclosion). Escala= 1cm
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Listado individuos depositados en la coleccion del Centro de Investigaciones Cientificas y
Transferencia de Tecnologia a la Produccion (CICyTTP-CONICET).

FECHA N° HUEVO
11/05/2011 V 2
04/07/2012 XLVII 7
26/12/2012 XLIl 8
11/05/2011 VIl 3
08/06/2011 V 4
30/08/2011 VI 3
30/08/2011 I 3
04/07/2012 XLI 15
11/05/2011 vV 7
08/06/2011 IX 11
04/07/2012 XLI 12
08/06/2011 I 9
08/06/2011 v 11
09/06/2011 XXVII 10
04/07/2012 XLI 20
25/09/2012 XL 8
25/09/2012 XLVIl 10
19/11/2012 XLvII 11
08/06/2011 XIX 4
08/06/2011 XX 8
04/07/2012 XLV 5
11/05/2011 XVI 2
09/06/2011 Xvil 1
04/07/2012 XLIV 1
04/07/2012 XLVII 4
06/09/2011 VIl 4

TRATAMIENTO
Al4
Al4
Al4
Al9
Al9
Al9
A24
B14
B14
B19
B19
B24
B24
B24
C14
Ci14
C14
C14
C24
C24
C24

Testigo
Testigo
Testigo
Testigo
Al9

ESTADIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
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DISCO EMBRIONARIO
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DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO
DISCO EMBRIONARIO

PRIMORDIOS CARDIACOS

N° COLECCION

DIAM-E 95

DIAM-E 159
DIAM-E 197
DIAM-E 97

DIAM-E 102
DIAM-E 114
DIAM-E 113
DIAM-E 156
DIAM-E 96

DIAM-E 104
DIAM-E 154
DIAM-E 100
DIAM-E 101
DIAM-E 110
DIAM-E 155
DIAM-E 172
DIAM-E 178
DIAM-E 191
DIAM-E 105
DIAM-E 106
DIAM-E 158
DIAM-E 98

DIAM-E 107
DIAM-E 157
DIAM-E 160
DIAM-E 118
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25/09/2012
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19/03/2013
19/03/2013
19/03/2013
08/06/2011
08/06/2011
09/06/2011
09/06/2011
30/08/2011
13/06/2012
28/08/2012
30/06/2011
06/09/2011
09/11/2011
29/02/2012
25/09/2012
19/11/2012
23/10/2012
13/06/2012
06/09/2011
19/11/2012
30/08/2011
23/10/2012

XXXIHI

XXXIV

XXXVI

N° HUEVO
X1l 8
VIl 2
X 7

XXXI 4
XXXII 10

XLV
XLITI

XLIN
XLI
XLI 10
XLII 14

I 5
VI 5
XXVI 3
XXVII 2
6

2

XXXVI

XXX

[y

XX
VIl

o o <~

VI
\%

[y

0
XXXI

XLV
XXXI

© b N ©

XIX
XL 12
Xl 2

XXXVII 2

TRATAMIENTO
Al19
Al9
Al9
Al19
Al19
Al9
Al9
Al19
Al9
Al9
Al19
Al19
Al9
A24
A24
A24
A24
A24
A24
A24
A24
B19
B19
B19
B19
B19
B19
B24
C19
C19
C24

Testigo

ESTADIO
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
PRIMORDIOS CARDIACOS
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N° COLECCION

DIAM-E 127
DIAM-E 129
DIAM-E 137
DIAM-E 151
DIAM-E 161
DIAM-E 169
DIAM-E 176
DIAM-E 187
DIAM-E 192
DIAM-E 206
DIAM-E 209
DIAM-E 210
DIAM-E 211
DIAM-E 99

DIAM-E 103
DIAM-E 108
DIAM-E 109
DIAM-E 115
DIAM-E 152
DIAM-E 164
DIAM-E 111
DIAM-E 119
DIAM-E 125
DIAM-E 135
DIAM-E 168
DIAM-E 189
DIAM-E 179
DIAM-E 153
DIAM-E 120
DIAM-E 188
DIAM-E 116
DIAM-E 182



ANO
2012
2011
2011
2011
2011
2012
2012
2011
2011
2011
2011
2012
2012
2011
2011
2012
2012
2011
2011
2012
2012
2012
2011
2012
2012
2012
2012
2012
2011
2012
2012
2012

FECHA
23/10/2012
09/11/2011
09/11/2011
12/06/2012
30/08/2011
08/08/2012
25/09/2012
16/08/2011
29/02/2012
09/11/2011
14/11/2011
08/08/2012
25/09/2012
24/11/2011
14/11/2011
25/09/2012
28/08/2012
09/11/2011
24/11/2011
19/11/2012
25/09/2012
25/09/2012
01/12/2011
23/10/2012
19/12/2012
23/10/2012
28/08/2012
25/09/2012
05/10/2011
28/08/2012
26/12/2012
19/11/2012

N° HUEVO
XLV 2
IX 12
I 8

I

X
e
X
e T

_x F
< < =
e e =
~N N O

XXXIV 8
XXXV 6
I 11

XVII 1
XLVI 13
XL 2
XLIl 18
XXX 4
XXXVII 5
XXXV 3
XXX 5
XL 14
XXXVII 6
XXIX 2
XLV 1
XL 1
XL 19

TRATAMIENTO
Testigo
C19
B24
C24
B24
A24
C24
A24
B19
B24
B24
B24
B24
Testigo
C24
B24
C24
C24
Testigo
C24
A24
B24
B24
C24
B24
C24
B24
C24
A24
A24
Testigo
A24

ESTADIO

PRIMORDIOS CARDIACOS

ESTADIO 10
ESTADIO 10-11
ESTADIO 10-11
ESTADIO 11
ESTADIO 11-12
ESTADIO 11-12
ESTADIO 12
ESTADIO 12
ESTADIO 12
ESTADIO 12
ESTADIO 12-13
ESTADIO 12-13
ESTADIO 12-13
ESTADIO 13
ESTADIO 13-14
ESTADIO 13-14
ESTADIO 14
ESTADIO 14-15
ESTADIO 15
ESTADIO 15-16
ESTADIO 15-16
ESTADIO 16-17
ESTADIO 16-17
ESTADIO 17-18
ESTADIO 17-18
ESTADIO 18
ESTADIO 18
ESTADIO 18-19
ESTADIO 18-19
ESTADIO 18-19
ESTADIO 19
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N° COLECCION
DIAM-E 184
DIAM-E 126
DIAM-E 124
DIAM-E 145
DIAM-E 117
DIAM-E 163
DIAM-E 175
DIAM-E 112
DIAM-E 136
DIAM-E 122
DIAM-E 130
DIAM-E 162
DIAM-E 177
DIAM-E 131
DIAM-E 128
DIAM-E 170
DIAM-E 165
DIAM-E 123
DIAM-E 132
DIAM-E 190
DIAM-E 174
DIAM-E 173
DIAM-E 134
DIAM-E 183
DIAM-E 193
DIAM-E 180
DIAM-E 166
DIAM-E 171
DIAM-E 121
DIAM-E 167
DIAM-E 199
DIAM-E 186



ANO
2012
2012
2011
2012
2012
2012
2012
2012
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2012
2012
2011
2011
2012
2011
2012
2011
2011
2011
2011
2012
2012

FECHA
19/12/2012
26/12/2012
12/06/2012
26/12/2012
23/10/2012
19/11/2012
26/12/2012
26/12/2012
01/12/2011
29/02/2012
29/02/2012
29/02/2012
03/06/2012
26/12/2012
26/12/2012
26/12/2012
29/02/2012
03/06/2012
19/12/2012
14/03/2012
26/12/2012
12/06/2012
12/06/2012
12/06/2012
12/06/2012
19/03/2013
19/03/2013

N° HUEVO
XXXVII 4
XLVI 12
XXIX
XXXVIII
XXX
XLI
XLVI
XLV

P W © O W o0

XXX
XX
XXVIII
XXVIII

N o w e

Il

XLl 17
XLV 4

XLl 17
XXVIN 7

I 14
XXXVI 5
XVIl 2
XL 1

XIX

2
XX 7
XX 9

XXXV 5
6

XXXV

TRATAMIENTO
B24
C24
A24

Testigo
B24
B24
B24
B24
A24
A24
A24
B24
B24
B24
B24
B24
C24
C24
C24

Testigo
A24
B24
B24
C24
C24
C24
C24

ESTADIO
ESTADIO 18-19
ESTADIO 21
ESTADIO 21-23
ESTADIO 22
ESTADIO 23
ESTADIO 23
ESTADIO 24
ESTADIO 24
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 24-25
ESTADIO 25
ESTADIO 25
ESTADIO 25
ESTADIO 25
ESTADIO 25
ESTADIO 25
ESTADIO 25
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N° COLECCION
DIAM-E 195
DIAM-E 204
DIAM-E 150
DIAM-E 196
DIAM-E 181
DIAM-E 185
DIAM-E 198
DIAM-E 202
DIAM-E 133
DIAM-E 138
DIAM-E 139
DIAM-E 140
DIAM-E 143
DIAM-E 200
DIAM-E 203
DIAM-E 205
DIAM-E 141
DIAM-E 144
DIAM-E 194
DIAM-E 142
DIAM-E 201
DIAM-E 146
DIAM-E 147
DIAM-E 148
DIAM-E 149
DIAM-E 207
DIAM-E 208
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ANEXO Il

Protocolos detallados utilizados para la realizacion de los analisis quimicos del contenido
de los huevos.

HOMOGENEIZACION (Emulsion Inicial):

e Pesar el vaso de precipitado en que se va a realizar la mezcla

e Incorporar la yema al vaso

e Pesar Vaso + Yema

e Calcular Peso de Yema

e Incorporar un VVolumen de la solucion de NaCl 5% en igual cantidad que el Peso de

Yema. (ej: si la yema pesa 5 g, agregar 5 ml de NaCl)

1. HUMEDAD, SOLIDOS TOTALES Y CENIZAS (por duplicado)

Dial

Pesar capsulas

b. Incorporar 2 g de la emulsién inicial (yema+NaCl) en cada capsula, pesar (Peso
Muestra Himeda: Pe m.h.)

c. Poner en estufa 50-60 °C por 24hs

a. Secar en estufa 90-100°C durante 30 min
b. Enfriar en desecador

c. Pesar (Peso Muestra Seca: Pe m.s.)

d. Colocar en mufla 500-550°C por 24 hs

a. Retirar de la mufla y enfriar en desecador
b. Pesar (Peso de Cenizas: Pe cen)
c. Incorporar 1 ml de HNO; (Acido Nitrico) y evaporar en bafio. Una vez que el 4cido

desaparece totalmente, poner en mufla 15-20 min hasta blanquear completamente.



d.

e.

f.

Levantar los minerales con 5 ml de HCI 3.5N.
Enrasar a 25 ml en matraz con H,O(d)

Reservar para anélisis de minerales

2. LIPIDOS TOTALES (por duplicado)

S

o o

o Q —Hh o

Pesar vaso

3g de dilucion yema/CINa

15 ml Metanol (minipimmer)

30 ml Cloroformo (agitador 157)

Coloco en ampolla, agrego 15ml H,O destilada, agito
Decantacion en ampolla (24hs) 1ra extraccion

10 ml de Cloroformo (1hr) 2da extraccion
Extraccion total (ml)

Muestra para lipidos totales: 15 ml de la extraccion
Evaporacién en bafio 70-80°C

Estufa baja (50-60°C) durante 1h

Estufa de vacio (70-80°C) durante 2hs

. Enfriar

Pesar (Lipidos totales)
Agregar 5 ml de Cloroformo en 2-3 veces

Reservar para analisis de Colesterol

3. COLESTEROL

o o

a o

@

1 ml de muestra en Cloroformo
Evaporacion en bafio 70-80°C
Agregar 6 ml etanol absoluto
Agregar 1,5 ml KOH 50%
Bafio 70-80°C x 45 min
Enfriar

Agregar 7 ml agua destilada

78
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h. Agregar 4 ml Hexano normal

i. Decantacion

j.-  Extraer 3 ml de la porcion con hexano

k. Evaporacion de Hexano en bafio a 80 °C

I.  Agregar 100ul de alcohol isopropilico

m. Agregar 400ul de agua destilada

n. Extraer 50ul de la dispersion (por duplicado)

0. Agregar 1 ml de reactivo (kit producido por la Sociedad de Bioquimicos de Santa
Fe, colesterol enzimatico 250ml) en cada duplicado (agregar blanco de muestra)

p. Calentar 15’ en bafo 37 °C

g. Lectura en espectrofotémetro UV- Vis Metrolab 330 (330-1000nm) a 505nm.

4. PROTEINAS (por duplicado)

a. Pesar 0,40 g de la emulsion yema/CINa

b. Agregar una pastilla catalizadora (CuSO4.5H,0) y 5ml de SO4H, concentrado en
matraz

c. Agitary reservar 24hs

d. Preparar erlenmeyers con 250 ml de &cido bérico 3%

e. Conectar el matraz a la trampa de absorcion que contiene 250 mL de hidréxido de
sodio al 15 %.

f. Realizar la digestion en el equipo BUCHI K-355 durante 5 minutos cada réplica

g. Situar un erlenmeyer de 250ml a la salida del refrigerante con 50ml de &cido Bdrico
y unas gotas de indicador.

h. Introducir el tubo con la muestra en el destilador.

i.  Destilar y recoger en erlenmeyer

J. Elresultado es un liquido transparente nitido con coloracion verde azulado
dependiendo del catalizador utilizado

k. Titular con SO4H; 0,1N
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ANEXO IV

Prueba de Kruskal Wallis para la variable Peso(g) entre tratamientos por rango de
semanas. Los rangos de semanas establecidos son los siguientes: 0 (semana inicial,
momento en que el huevo es llevado al laboratorio y puesto en tratamiento), 1 (4-7
semanas, corresponde al primer analisis de huevos sometidos a tratamiento, en este rango
de semanas se retiran del agua los huevos del tratamiento B), 2 (9-12 semanas, corresponde
al segundo analisis de huevos sometidos a tratamiento, en este rango de semanas se retiran
del agua los huevos del tratamiento C), 3 (13-16 semanas), 4 (17-19 semanas), 5 (21-23
semanas), 6 (24-26 semanas), 7 (30-32 semanas), 8 (38-42 semanas) y 9 (52-54 semanas).

Semana inicial Trat n Media DE Mediana H p
0 Al4 48 20,6 1,7 20,3 149  0,1369
0 Al19 48 20,9 2,2 21,3
0 A24 49 21,0 2,0 21,4
0 B14 45 20,9 1,8 20,7
0 B19 48 21,0 2,1 21,1
0 B24 48 20,8 2,3 20,9
0 C14 47 21,0 1,9 20,9
0 C19 47 20,9 2,2 21,0
0 C24 46 21,2 1,9 21,2
0 Testigo 48 20,0 15 19,9

Rango Semanas Trat n Media DE  Mediana H p
1 Al4 23 18,7 11 18,6 25,2 0,0027
1 Al19 18 18,9 19 19,3
1 A24 19 19,6 1,6 19,1
1 B14 21 20,1 1,6 19,7
1 B19 18 20,0 18 19,7
1 B24 25 19,6 2,6 20,2
1 Cl4 12 19,9 3,7 21,1
1 C19 12 20,3 18 20,5
1 C24 24 20,6 1,9 20,9
1 Testigo 26 19,3 18 18,9




Matriz valores de p entre tratamientos
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Al4 Al9 A24 B14 B19 B24 C14 C19 C24 Testigo
Al4 0,38 0,06 0,01 0,01 0,01 0,0007 0,01 0,00018 0,24
Al9 0,37 0,11 0,14 0,15 0,01 0,06 0,01 0,85
A24 0,51 0,56 0,63 0,09 0,28 0,09 0,43
B14 0,96 0,83 0,24 0,61 0,31 0,12
B19 0,88 0,24 0,59 0,30 0,16
B24 0,17 0,48 0,20 0,17
C14 0,56 0,74 0,01
C19 0,73 0,07
C24 0,01
Testigo
Rango Semanas Trat n Media DE  Mediana H p

2 Al4 24 18,0 1,1 17,9 46,9 <0,0001

2 Al9 23 18,2 2,7 18,6

2 A24 17 16,6 2,9 16,6

2 Bl14 22 19,7 1,3 19,5

2 B19 23 191 2,5 19,5

2 B24 13 194 2,1 19,3

2 Ci4 9 20,7 2,3 19,9

2 C19 29 20,4 1,7 20,6

2 C24 13 20,8 19 21,0

2 Testigo 19 19,1 19 19,1

Matriz de valores de p entre tratamientos
Ald Al19 A24 B14 B19 B24 Cl4 C19 C24 Testigo

Al4 0,34 0,41  0,0003 0,03 0,03 0,02 <0,0001 <0,0001 0,08
Al19 0,09 0,05 0,21 0,19 0,02 0,0011 0,0012 0,41
A24 0,0005 0,0045 0,01 0,0004 <0,00010 <0,0001 0,02
B14 0,47 0,70 0,40 0,26 0,13 0,29
B19 0,81 0,16 0,05 0,03 0,72
B24 0,28 0,17 0,09 0,59
C14 0,98 0,64 0,10
C19 0,52 0,03
C24 0,02

Testigo
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Rango Semanas Trat n Media DE  Mediana H p
3 Al4 20 17,1 1,3 17,2 53,6  <0,0001
3 Al9 14 17,9 2,1 18,2
3 A24 17 16,1 3,1 17,2
3 B14 18 19,3 15 18,9
3 B19 14 19,2 19 19,5
3 B24 21 17,3 2,5 17,6
3 C14 19 20,2 1,8 20,5
3 C19 14 19,9 1,8 20,2
3 C24 19 19,7 2,1 20,3
3 Testigo 12 19,7 19 20,2
Matriz de valores de p entre tratamientos
Ald Al19 A24 B14 B19 B24 Cl4 C19 C24 Testigo
Al4 0,18 0,81 0,0007 0,003 0,40 <0,0001 0,0002 0,0002 0,001
Al9 0,13 0,08 0,12 0,55 0,004 0,02 0,04 0,07
A24 0,0005 0,002 0,30 <0,0001 0,0001 0,0002 0,0008
B14 0,90 0,01 0,23 0,54 0,77 0,82
B19 0,02 0,21 0,48 0,69 0,74
B24 <0,0001 0,002 0,003 0,01
Ci14 0,62 0,35 0,40
C19 0,72 0,73
C24 0,98
Testigo
Rango Semanas Trat n Medias DE  Mediana H p
4 Al4 20 16,7 1,4 16,9 55,0  <0,0001
4 Al9 16 17,0 2,7 17,4
4 A24 14 15,2 2,6 154
4 B14 14 19,0 1,6 18,8
4 B19 13 18,3 19 191
4 B24 19 16,2 2,8 16,5
4 Cl14 15 20,2 1,7 20,5
4 C19 14 19,0 1,8 19,3
4 C24 17 18,5 2,6 194
4 Testigo 9 20,3 1,8 20,3
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Matriz de valores de p entre tratamientos

Al4 Al9 A24 B14 B19 B24 Cl4 C19 C24 Testigo
Al4 0,42 0,30 0,004 0,03 1,00 <0,0001 0,004 0,01 0,0001
Al9 0,08 0,04 0,20 0,43 0,0006 0,04 0,10 0,002
A24 0,0003 0,004 0,30 <0,0001 0,0003 0,0008 <0,0001
B14 0,49 0,004 0,20 0,97 0,63 0,21
B19 0,04 0,05 0,51 0,80 0,07
B24 <0,0001 0,004 0,01 0,0001
C14 0,19 0,07 0,90
C19 0,66 0,20
C24 0,09
Testigo
Rango Semanas Trat n Media DE  Mediana H p

5 Al4 10 16,7 2,1 16,4 33,5 0,0001

5 Al19 4 15,2 3,5 14,0

5 A24 10 13,4 2,7 13,5

5 B14 7 19,1 2,2 19,4

5 B19 5 17,2 3,2 16,7

5 B24 10 15,7 2,8 16,7

5 Cl4 6 19,4 2,1 18,6

5 C19 10 17,8 2,4 17,1

5 C24 9 17,8 2,6 17,8

5 Testigo 8 20,7 1,6 20,7

Matriz de valores de p entre tratamientos

Al4 Al9 A24 B14 B19 B24 Cl4 C19 C24 Testigo

Al4 0,55 0,08 0,06 0,68 0,75 0,05 0,30 0,30 0,002
Al19 0,46 0,04 0,38 0,72 0,04 0,17 0,17 0,002
A24 0,0004 0,06 0,15 0,0005 0,01 0,01  <0,0001
B14 0,22 0,03 0,92 0,33 0,35 0,33
B19 0,50 0,20 0,67 0,66 0,03
B24 0,03 0,18 0,18 0,0008
Cl4 0,30 0,32 0,41
C19 0,98 0,04
C24 0,05
Testigo




84

Rango Semanas Trat n Media DE  Mediana H p

6 Al4 8 17,2 1,0 17,6 35,7 <0,0001

6 Al19 11 16,9 3,1 18,0

6 A24 10 11,6 3,6 10,4

6 B14 7 19,0 1,6 18,9

6 B19 8 17,1 2,0 16,7

6 B24 6 14,5 1,9 14,5

6 Cl4 9 20,1 1,2 20,2

6 C19 9 17,3 3,0 17,7

6 C24 4 17,6 1,6 18,3

Matriz de valores de p entre tratamientos
Al4 Al9 A24 B14 B19 B24 Cl4 C19 C24
Al4 0,71 0,02 0,11 0,95 0,17 0,01 0,54 0,56
Al9 0,0041 0,18 0,76 0,07 0,01 0,78 0,75
A24 0,00012 0,02 0,50 <0,0001 0,0027 0,02
B14 0,13 0,01 0,33 0,30 0,46
B19 0,16 0,01 0,58 0,59
B24 0,0001 0,05 0,09
C14 0,03 0,11
C19 0,92
C24
Rango Semanas Trat n Media DE  Mediana H p

7 Al4 14 16,6 1,0 16,7 40,1 <0,0001

7 Al19 10 17,7 2,3 18,4

7 A24 8 10,6 3,2 10,3

7 B14 10 19,0 1,7 19,2

7 B19 3 15,9 3,6 14,5

7 B24 13 13,4 3,6 13,2

7 Cl4 21,7 0,0 21,7

7 C19 18,0 1,2 18,7

7 C24 10 16,6 1,4 17,1

7 Testigo 2 19,8 1,3 19,8




Matriz de valores de p entre tratamientos
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Al4 Al19 A24 B14 B19 B24 Cl4 C19 C24  Testigo
Al4 0,17 0,01 0,01 0,87 0,08 0,09 0,23 0,78 0,06
A19 0,0002 0,29 0,31 0,0035 0,25 0,90 0,31 0,28
A24 <0,0001 0,10 0,23 0,0048 0,001 0,01 0,001
B14 0,08 <0,0001 0,48 0,46 0,04 0,64
B19 0,38 0,10 0,31 0,74 0,10
B24 0,02 0,01 0,06 0,01
C14 0,29 0,11 0,75
C19 0,35 0,36
C24 0,10
Testigo
Rango Semanas Trat n Media DE Mediana H p
8 Al4 6 16,5 0,7 16,7 24,7 0,0033
8 Al9 6 17,3 1,8 17,9
8 A24 3 8,5 2,9 1,7
8 B14 7 18,9 2,1 19,7
8 B19 2 16,6 2,4 16,6
8 B24 3 14,0 2,7 13,3
8 C14 1 20,8 0,0 20,8
8 C19 2 17,1 1,1 17,1
8 C24 8 15,6 1,1 15,6
8 Testigo 3 20,1 2,4 19,7
Matriz de valores de p entre tratamientos
Al4 Al9 A24 B14 B19 B24 Ci14 C19 C24 Testigo
Al4 0,50 0,04 0,07 0,95 0,31 0,13 0,79 0,43 0,06
Al9 0,01 0,27 0,68 0,12 0,25 0,84 0,13 0,18
A24 0,0004 0,10 0,38 0,01 0,07 0,13 0,00065
B14 0,23 0,01 0,55 0,33 0,01 0,64
B19 0,39 0,20 0,87 0,54 0,16
B24 0,04 0,30 0,66 0,01
C14 0,25 0,05 0,79
C19 0,41 0,22
C24 0,01

Testigo
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Rango Semanas Trat n Media DE Mediana H p
9 Al4 5 14,9 2,1 15,5 15,1  0,0347
9 Al9 10 14,2 3,1 13,3
9 B14 7 19,6 1,7 19,9
9 B19 9 17,8 2,0 17,4
9 B24 8 16,9 3,7 15,8
9 C14 4 17,8 34 18,4
9 C19 4 18,1 1,8 18,3
9 C24 6 16,3 4,6 15,6
Matriz de valores de p entre tratamientos
Al4 Al9 B14 B19 B24 Cl4 C19 C24
Al4 0,85 0,01 0,10 0,31 0,15 0,12 0,41
Al9 0,0009 0,02 0,15 0,07 0,05 0,25
B14 0,23 0,07 0,36 0,43 0,06
B19 0,47 0,96 0,86 0,41
B24 0,53 0,45 0,88
Cl4 0,91 0,47
C19 0,40

C24




ANEXO V

Prueba de Kruskal Wallis para los componentes del huevo entre tratamientos por estadio.
Este analisis esta limitado por la cantidad de huevos disponibles para cada combinacion.
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Debido a que se trabajo con huevos de la naturaleza y a lo largo de la incubacion se fueron

retirando muestras de manera destructiva para realizar cada analisis y por una limitacion

logistica de laboratorio, los n son bajos y solo marcan una tendencia.

% Solidos Totales

Estadio Tratamiento Cédigo | n  Medias DE Medianas H p

1 inicial 1 30 428 4,6 42,1 40,4 0,0007

2 Al4 2 5 45,9 3,0 45,7

2 Al9 3 3 44,6 2,4 44,5

2 A24 4 2 38,5 8,1 38,5

2 B14 5 6 35,5 3,3 36,4

2 B19 6 6 37,7 2,8 37,7

2 B24 7 2 37,9 55 37,9

2 C14 8 6 36,5 6,5 34,2

2 C19 9 2 35,8 2,6 35,8

2 C24 10 2 41,8 6,4 41,8

2 Testigo 11 11 40,3 51 39,6

3 Al9 12 10 46,2 3,8 45,0

3 A24 13 3 50,8 3,4 52,2

3 B19 14 2 42,7 105 42,7

3 B24 15 2 46,6 50 46,6

3 C24 16 2 40,2 7,8 40,2
Matriz de valores de p entre tratamientos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 015 039 039 001 004 021 004 008 08 021 006 003 09 031 067
2 081 011 0,001 0,01 005 0,01 0,02 033 0,03 0,98 0,42 0,37 097 0,22
3 0,21 001 004 0,12 004 005 049 0,14 0,80 0,35 054 081 0,36
4 045 0,73 0,77 071 052 061 0,82 0,09 0,04 056 0,17 0,76
5 057 069 059 097 0,17 0,12 0,0002 0,0004 0,24 0,02 0,26
6 1,00 098 066 0,32 0,36 0,002 0,002 0,29 0,04 047
7 099 0,72 042 054 0,04 0,02 0,38 0,10 0,55
8 0,67 0,32 0,35 0,002 0,002 0,28 0,04 046
9 0,25 0,28 0,01 0,01 0,22 0,05 0,34
10 0,66 0,30 0,13 09 040 0,83
11 0,01 0,01 0,60 0,12 0,87
13 0,36 0,34 09 0,19
14 0,14 054 0,08
15 0,44 0,79
16 0,29
17
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Estadio Tratam Cddigo | n Medias DE Medianas H p
1 inicial 1 30 57,2 4,6 57,9 40,4 0,0007

2 Al4 2 5 54,1 3,0 54,3

2 Al9 3 3 55,4 2,4 55,5

2 A24 4 2 61,5 8,1 61,5

2 B14 5 6 64,5 3,3 63,7

2 B19 6 6 62,3 2,8 62,4

2 B24 7 2 62,1 55 62,1

2 Cl4 8 6 63,6 6,5 65,9

2 C19 9 2 64,2 2,6 64,2

2 C24 10 2 58,2 6,4 58,2

2 Testigo 11 11 59,7 51 60,4

3 Al19 12 10 53,8 3,8 55,0

3 A24 13 3 49,2 34 47,8

3 B19 14 2 574 105 57,4

3 B24 15 2 53,5 50 53,5

3 C24 16 2 59,8 7,8 59,8

Matriz de valores de p entre tratamientos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
015 039 1039 001 004 021 0,04 0,08 088 0,21 0,06 0,03 09 0,31 0,67
081 011 0,001 o001 005 001 002 0,33 0,03 0,98 0,42 0,37 097 0,22
021 001 004 012 004 005 049 014 0,80 0,35 054 081 0,36
045 073 0,77 071 052 061 0,82 0,09 0,04 056 0,17 0,76
057 069 059 097 0,17 0,12 0,0002 00004 014 0,02 0,26
1,00 098 066 032 036 0,002 0,002 0,29 0,04 047
099 0,72 042 054 0,04 0,02 0,38 0,10 0,55
0,67 0,32 0,35 0,002 0,002 0,28 0,04 0,46
0,25 0,28 0,01 0,01 0,22 0,05 0,34
0,66 0,30 0,13 09 040 0,83
0,01 0,01 0,60 0,12 0,87
0,36 0,34 09 0,19
0,14 0,54 0,08
0,44 0,79
0,29



% Cenizas

% Proteinas

% Grasas

Estadio Tratam Cédigo | n Medias DE Medianas H p
1 inicial 1 30 2,7 1,0 2,8 11,3 0,7929
2 Al4 2 5 29 1.2 2,6
2 Al19 3 3 3,5 3,0 2,0
2 A24 4 2 2,4 14 2,4
2 B14 5 6 29 04 2,9
2 B19 6 6 2,2 0,7 2,3
2 B24 7 1 2,1 0,0 2,1
2 Cl4 8 5 29 02 2,8
2 C19 9 2 2,7 0,4 2,7
2 C24 10 127 00 2,7
2 Testigo 11 11 2,4 1,3 2,1
3 Al19 12 9 3,0 0,5 2,8
3 A24 13 3 19 09 1,9
3 B19 14 2 19 0,1 19
3 B24 15 |2 22 08 2,2
3 C24 16 2 2,7 0,1 2,7

Estadio Tratam Cddigo | n Medias DE Medianas H p
1 inicial 1 13 56,1 4.4 57,4 8,6 0,5741
2 Al4 2 2 583 0,2 58,3
2 Al9 3 1 519 0,0 51,9
2 A24 4 1 569 0,0 56,9
2 B14 5 2 556 7,0 55,6
2 B19 6 5 54,0 4,7 54,2
2 C19 7 1 56,0 0,0 56,0
2 C24 8 1 553 0,0 55,3
2 Testigo 9 4 58,7 2,4 58,6
3 Al19 10 6 521 59 53,6
3 B24 11 2 497 129 49,7

Estadio Tratam Cddigo | n Medias DE Medianas H p

1 inicial 1 29 253 7,1 23,9 21,8 10,1506

2 Al4 2 5 222 6,4 25,3

2 Al9 3 4 31,3 9,9 30,9

2 A24 4 2 221 7,9 22,1

2 B14 5 5 216 59 20,6

2 B19 6 5 189 5,6 15,7

2 B24 7 1 195 0,0 19,5

2 C14 8 6 224 10,3 21,3

2 C19 9 2 210 2,9 21,0

2 C24 10 1 181 0,0 18,1

2 Testigo 11 11 28,7 9,8 28,6

3 Al9 12 11 28,4 8,7 25,6

3 A24 13 3 338 5,3 31,3

3 B19 14 3 250 4,2 23,3

3 B24 15 2 273 7,4 27,3

3 C24 16 2 16,6 34 16,6
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mg de colesterol/100g grasa
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Estadio Tratam Cddigo | n Medias DE Medianas H p

1 inicial 1 17 4260 1478 400,9 25,6 0,0124

2 Al4 2 4 3244 1084 3254

2 Al9 3 3 2652 150,7 220,2

2 A24 4 2 2951 85,5 295,1

2 B14 5 3 2180 40,2 222,1

2 B19 6 5 2320 1041 209,8

2 Cl4 7 6 2689 90,7 288,2

2 C19 8 1 2126 0,0 212,6

2 C24 9 1 2482 0,0 248,2

2 Testigo 10 5 360,8 1226 402,3

3 A19 11 7 456,5 99,7 415,3

3 A24 12 1 464,7 0,0 464,7

Matriz de valores de p entre tratamientos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 0,29 0,09 0,23 0,01 0,01 0,02 0,10 0,21 0,60 0,49 0,55
2 0,53 0,72 0,20 0,24 0,44 0,31 0,53 0,64 0,16 0,28
3 0,85 0,55 0,67 0,98 0,57 0,85 0,28 0,05 0,15
4 0,47 0,56 0,81 0,50 0,74 0,46 0,14 0,22
5 0,81 0,51 0,89 0,82 0,08 0,01 0,06
6 0,63 0,75 0,94 0,08 0,004 0,07
7 0,56 0,85 0,18 0,01 0,12
8 0,76 0,19 0,06 0,10
9 0,35 0,14 0,18
10 0,32 0,42
11 0,77
12
mg K/100g yema
Estadio Tratam Cddigo | n Medias DE  Medianas H p

1 inicial 1 12 617,8 188,7 5474 141 0,1206

2 Al4 2 2 4128 951 412,8

2 Al9 3 1 425, 0,0 4252

2 A24 4 1 3397 0,0 339,7

2 B14 5 1 6026 0,0 602,6

2 B19 6 4 4320 289 4425

2 C19 7 1 9749 0,0 974,9

2 Testigo 8 4 4728 226,7 476,7

3 A19 9 8 4612 788 500,0

3 B24 10 1 3499 0,0 349,9




mg Ca/100g yema

Estadio Tratam Cdédigo | n Medias DE  Medianas H p
1 inicial 1 12 5292 744 5381 7,5 0,5864
2 Al4 2 2 5184 20,2 5184
2 Al19 3 1 4715 0,0 4715
2 A24 4 1 4705 0,0 4705
2 B14 5 1 4657 0,0 4657
2 B19 6 4  466,8 41,1 4543
2 C19 7 1 5505 0,0 5505
2 Testigo 8 4 5117 262,1 476,0
3 Al19 9 8 4916 104,1 4669
3 B24 10 1 4044 0,0 4044

mg Fe/100g yema

Estadio Tratam Cédigo | n  Medias DE Medianas H p
1 inicial 1 12 6,6 1,8 6,5 7,3 0,6055
2 Al4 2 2 7,9 1,8 7,9
2 Al19 3 1 4,9 0,0 4,9
2 A24 4 1 55 0,0 55
2 B14 5 1 54 0,0 54
2 B19 6 3 5,3 0,4 55
2 C19 7 1 7,0 0,0 7,0
2 Testigo 8 4 8,3 55 7,0
3 Al19 9 8 6,6 2,2 6,4
3 B24 10 1 4,3 0,0 4,3

mg Mg/100g yema

Estadio Tratam Cédigo | n Medias DE Medianas H p
1 inicial 1 12 1264 234 1285 10,5 0,3135
2 Al4d 2 2 118,7 27,1 118,7
2 Al19 3 1 1276 00 127,6
2 A24 4 1 951 0,0 95,1
2 B14 5 1 117,0 0,0 117,0
2 B19 6 4 106,1 13,0 102,5
2 C19 7 1 1228 0,0 122,8
2 Testigo 8 4 1141 493 115,2
3 Al19 9 8 99,6 13,6 98,1
3 B24 10 1 1049 00 1049
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mg Zn/100g yema

Estadio Tratam Cédigo | n  Medias DE Medianas H p
1 inicial 1 12 8,3 1,7 8,1 59 0,7477
2 Al4 2 2 8,8 1,7 8,8
2 Al19 3 1 7,7 0,0 7,7
2 A24 4 1 7,8 0,0 7,8
2 B14 5 1 6,9 0,0 6,9
2 B19 6 4 8,2 1,7 8,4
2 C19 7 1 9,6 0,0 9,6
2 Testigo 8 4 8,7 4,0 8,7
3 A19 9 8 7,0 1,6 7,1
3 B24 10 1 6,1 0,0 6,1




