UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE CIENCIAS — ESCUELA DE PREGRADO

AL

“Amplificacién y propagacion de sefiales acusticas en
cuevas de anuros”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en
cumplimiento parcial de los requisitos para optar al Titulo de
Bidlogo con mencién en Medio Ambiente por

Matias Igor Mufioz Sandoval

Director del Seminario de Titulo:
Dr. Mario Penna Varela
Facultad de Medicina — Universidad de Chile

Profesor Patrocinante:
Dra. Carezza Botto Mahan
Facultad de Ciencias — Universidad de Chile

Abril — 2015
Santiago — Chile



DEDICATORIA

Este trabajo esta especialmente dedicado a mis abuelos, mi tia Sonia y a mis papas.
Gracias por todo el carifo que me han dado, por su constante preocupacion y su
incondicional apoyo.

iii



AGRADECIMIENTOS

Quisiera agradecer a mis companeros, €l Wachi, Faviola, Jocelyn y Nahuel, por todos
los momentos que hemos pasado y por ser mis grandes amigos.

A Nicolette, por su compafiia.

Al profesor Mario Penna, gquien ha sido fundamental en la realizacidn del presente
seminario de titulo y en quien he encontrado el apoyo necesario para llevar a cabo
otros proyectos.

A los muchachos del laboratorio de Neuroetologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, Maricel, Claudio, Nelson, Felipe y Antonieta, quienes en varias
ocasiones debieron escucharme hablar de las cuevitas de los Eupsophus, aportando
valiosos comentarios. En particular, gracias a Felipe, quien me introdujo y me gui¢ en
la realizacion de los analisis estadisticos.

Finalmente, a la Fundacion Guillermo Puelma, que financid mi asistencia al IV
Congreso de Anfibios y Reptiles de Chile realizado en Antofagasta durante el afio 2013
y al X Congreso Latinoamericano de Herpetologia realizado en Colombia durante el
afio 2014,



iNDICE DE CONTENIDOS

INDICE DE TABLAS . ..ottt et e e e e e e e et e e e e e e e
INDICE DE FIGURAS .. oottt e oo e e e e e e et e e e e e e e
INTRODUCCION. .. ... oo ittt et e et et e e e
MATERIALES Y METODOS .. oot e e et et e
Sitio de estudio. .. ... ...
Emision y registro de SeRales... ...t e e
Experimentos de propagacién de scnidos desde las cuevas............co.ooeens

Experimentos de recepcion de sonidos al interior de las cuevas..................

Experimentos de recepcion de cantos de vecinos al interior de las cuevas

ANAlisis de SERAAIES. .. ... e
ANAlisis @stadistiCo... ...t e
Experimentos de propagacion de sonidos desde las cuevas.......................
Experimentos de recepcion de sonidos al interior de las cuevas..................
Experimentos de propagacion de sonidos desde las cuevas.......................
Experimentos de recepcion de sonidos al interior de las cuevas... ..............
Experimentos de recepcion de cantos de vecinos al interior de las cuevas....
Experimentos de propagacion de sonidos desde las cuevas......................
Experimentos de recepcion de sonidos al interior de las cuevas..................

Vii

viii

16

17

20

20

.34

41

41

44

51



vi

REFERENCMS“”_M“”“”””m“”““““m“““m””“”””m””““m”””m“””m52



T T ee——— 1 PRt
(. DT e——— e S
210 i AT ——— TR LR L
- T TR ——— e
T Bl ooy ad TS St st somant, swmvean SRR RO e ST EES
10 1C T - U r—————— e PR R
N A p—— LS SRR G
e T 0 AT ———————————— R
o T T e esm—— === RLE U AL

S R T e————— Sl Rl

{NDICE DE TABLAS

vii

19

20

27

32

37

40

58

.59

.60



=111 T PR——— SR
FROUIE D covavmamssmmmmmsinss sonss §EES S5wisisisimvmns cpmonsuaaa et HE e S s v v
FIGUIBE S oo nonns sossomospn s gHER S5 500 588 sumtns noviess sy SHESRE £ES0s (00000 ot
T CL T R
FIGUIB 5. o vvies senens sesimses sk bns $iabs susions somns sominmy semasd S0 n0s s a0 o s smm oo v
FRJUIAB: su cosconsmsenmmnse nrn A 1855 wossmmivans nmmnrsnsmies s RS s duiansas
FAGUIEE v sms arnnee s ansi B 45555 redissn sosit s samtsson i ptd SERHET 000l dutimen v oo
FIGUIE 8 covicnn amssar moms cbise s sy semiess snssams smafh JHESS SE00s sustens somtusiinsnssars
FIGUIE 8. coonnsssnnomnms s si i Grssviassensisnns son monpssssinnn s (58 237 S0 L s
PIGUIE 0. on s comen womss o s 3ERES somas awsn sxccmmacpanis s JHEHES SH00SL G000 anions s
ST P
IR V2L e cossnas ammns S5HSTE 0w comsren assssmpmmsvnms oo FERSRERT St bt s anwiees
Eiura 13 cucse: smasesmcomns no bt veonimsnns wumery snmns seiffl Qs wimes sz
e =R A—— R L
FIGUIE 5. wcsoeveinns snmrmns 1osif8 55055 s50n vinivne snmimsny smoopnms s A TS0 Saas siess une

ST L ————— RS

iNDICE DE FIGURAS

viii

10

11

13

21

23

25

26

29

30

.31

31

.35

.36

.38

.38

.39



RESUMEN

Las sefiales acUsticas son la principal forma de comunicacion en anuros y la
propagacion de estas sefales en el medio dependera de la ubicacion del emisor, de la
ubicacién del receptor y de las caracteristicas fisicas del ambiente. En la presente
investigacion se evalué efecto de las cuevas desde donde cantan dos especies de
anuros sobre la amplitud de los sonidos emitidos desde el interior. Las sefiales
acuUsticas utilizadas para evaluar este efecto fueron los cantos de anuncio emitidos por
cuatro especies de anfibios del bosque templado (Eupsophus calcaratus, Eupsophus
emiliopugini, Batrachyla antartandica y Pleurodema thaul), dos de las cuales no utilizan
cuevas naturalmente (B. antartandica y P. thaul). Ademas, se determind el efecto de
las cuevas en el patrén de propagacion de los cantos de estas cuatro especies en el
ambiente, para lo cual se calculo el exceso de atenuacion. Tanto la amplificacion como
la propagacion de las sefales fueron evaluadas mediante experimentos de playback,
ubicando un pequefio parlante al interior y en el borde de las cuevas y registrando las
sefales con seis microfonos ubicados a 0; 6,25; 12,5; 25; 50 y 100 cm del borde de las
cuevas. Ademas de los experimentos de propagacion, se determind el efecto de
amplificacion de las cuevas durante la recepcién de los cantos de las mismas cuatro
especies de anuros y de dos especies de aves (Strix rufipes y Glaucidium nanum) que
potencialmente depredan anfibios en la localidad de estudio. Para esto se ubicaron
simultaneamente dos micréfonos pequefios, uno al interior y otro en el exterior de las
cuevas, y se registraron los cantos de las cuatro especies de anfibios y las dos
especies de aves emitidos desde un parlante ubicado a 70 cm del borde de cada
cueva. Adicionalmente se evaluo el efecto de las cuevas sobre la recepcion de cantos

emitidos durante interacciones naturales.
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Los resultados muestran que los refugios utilizados por ambas especies de
Eupsophus amplifican tanto los sonidos generados al interior como los sonidos
presentes en el ambiente que estos anfibios habitan. La amplificacion experimentada
por los cantos de las cuatro especies de anfibios emitidos desde el interior de las
cavidades fue de aproximadamente 3 — 8 dB en promedio, y en general la ubicacién
del parlante, al interior o en el borde de las cuevas, no afect¢ el exceso de atenuacion.
Los cantos de las cuatro especies de anuros y de las dos especies de aves emitidos
por un parlante ubicado externamente a las cuevas fueron amplificados
aproximadamente 6 — 11 dB en promedio, valores que coinciden con lo encontrado
mediante el registro de cantos naturales.

Estos resultados indican que las cavidades ocupadas por ambas especies de
Eupsophus no amplifican particularmente los cantos de alguna de las especies
estudiadas. Sin embargo, la amplificacion experimentada por los cantos de ambas
especies de Eupsophus, durante la emisién y la recepcion desde y hacia el interior de
las cuevas, permite a los individuos incrementar la distancia a la cual se transmiten sus
vocalizaciones, lo cual favoreceria su deteccion por parte de hembras y de otros
machos. Ademas, estos refugios facilitarian la deteccion de los sonidos de origen

bidtico, ya sea de conespecificos o heteroespecificos, presentes en el ambiente.



ABSTRACT

Acoustic signals are the main communication modality in anurans and the
transmission of these signals through the environment depends on the location of the
sender, the location of the receiver and the physical properties of the environment. We
studied the effect of burrows occupied by two species of the genus Eupsophus on the
amplitude of internally-emitted calls of four amphibian species from the temperate forest
(Eupsophus calcaratus, Eupsophus emiliopugini, Batrachyla antartandica and
Pleurodema thaul), two of which do not occupy cavities as breeding site (B.
antartandica and P. thaul). Also, we explored the effect of the burrows on the calls
transmission pattern by calculating the excess attenuation. Both, the amplification and
the propagation of the signals, were assessed by means of playback experiments. A
small loudspeaker was placed inside and on the border of the burrows and the signals
were recorded with six microphones placed at 0, 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 cm from
the burrows’ opening. Additionally, we carried out experiments to assess the influence
of the burrows on the reception of externally generated sounds. The sounds tested
were the calls from the same four anuran species used for propagation experiments
and the calls emitted by two owls (Strix rufipes and Glaucidium nanum) that possibly
prey on amphibians at the study site. For this experiments, we placed two small
microphones, one inside and one outside of the burrows and recorded the calls
broadcast by a loudspeaker placed at about 70 cm from the burrows' opening.
Additionally, we evaluated the influence of the burrows over the reception of calls
emitted during natural interactions.

Results show that the cavities occupied by both Eupsophus species amplify the

signals emitted from within these refugia and also the sounds present at the external
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environment. The calls from the four amphibian species were amplified on average
about 3 - 8 dB when broadcast from inside the burrows, and generally the excess
attenuation of the calls was independent of the loudspeaker position. When broadcast
externally, the calls of the four species of anurans and the two species of birds were
amplified on average about 6 — 11 dB inside the cavities. This effect is in agreement
with the amplification experienced by calls emitted by nearby neighbours during natural
interactions.

From these results we conclude that the cavities occupied by both species of
Eupsophus do not amplify the calls of a particular species. However, the amplitude
boost induced by the burrows during the emission and reception of acoustic signals
increases the distance at which these sounds propagate, rendering them more likely to
be detected by conspecific females and other nearby males. Also, these burrows
facilitate the detection of conspecific and heterospecific sounds present on the

environment where Eupsophus breed.
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INTRODUCCION

Para que la comunicacion entre dos o mas individuos sea efectiva es necesario
que la senal emitida sea al menos detectada por algun receptor. En el caso de las
sefiales acusticas, la distancia a la cual una sefial puede ser detectada dependera de
factores como la amplitud de la sefial en la fuente, la ubicacién espacial del receptor,
su sensibilidad auditiva, el nivel de ruido en el canal de propagacion y la estructura
fisica del ambiente en el cual la sefial es transmitida (Bradbury & Vehrencamp 2011).

En general, para que la comunicacion acustica sea efectiva, es necesario que el
receptor ademas de detectar |a sefal, sea capaz de reconocerla y discriminarla de
otros sonidos basado en sus caracteristicas temporales y/o espectrales (e.g., Charlton
y col. 2012). Sin embargo, estas caracteristicas son modificadas durante la
propagacién del sonido en el ambiente (Wiley & Richards 1978; Richards & Wiley
1980), de modo que un sonido puede verse afectado principalmente por dos tipos de
perturbacion, la pérdida de fidelidad y la pérdida de amplitud, las que en conjunto
comprometen la efectividad de la sefal (Ryan & Kime 2003). Un sonido que se
propaga esféricamente en un espacio libre ideal disminuira su amplitud 6 dB cada vez
que se incrementa al doble la distancia desde la fuente emisora (Wiley & Richards
1978). No obstante, el ambiente en el cual ocurre la comunicacién acustica raramente
se asemeja a un espacio libre ideal, por lo que en general se observa atenuacion
adicional a aquella esperada por la propagacion esférica, lo que se denomina exceso
de atenuacion (Wiley & Richards 1978). Experimentos de propagacién de tonos a
través de diversos ambientes han mostrado que en general sonidos con longitudes de
onda cortas (i.e., frecuencias altas) sufren mayor exceso de atenuaciéon que sonidos

con longitudes de onda largas (Morton 1975, Marten & Marler 1977, Rémer & Lewald



1992, Penna & Solis 1998, Penna y col. 2006, Llusia y col. 2013, Morrill y col. 2013),
debido principalmente a la dispersién (“scattering”) que experimentan las ondas
sonoras al encontrarse con objetos o heterogeneidades en el medio (Wiley & Richards
1978). Se ha establecido gue las sefales emitidas por algunos animales presentan
adaptaciones para la comunicacion en sus ambientes nativos y en el caso de las
sefiales acUsticas, Morton (1975) observd que las caracteristicas espectrales de los
cantos de aves que habitan en el bosque a nivel del suelo se corresponden con
aquellas frecuencias que experimentan menor exceso de atenuacion en aquel habitat.
Esta correspondencia se atribuyo a la presion selectiva que las propiedades acusticas
del ambiente ejercen sobre la estructura de la sefal, idea que fue formalizada en la
denominada “hipétesis de adaptacion acustica” (Morton 1975). Estudios posteriores
realizados en anurcs no han encontrado una relacién 6ptima entre las caracteristicas
de las sefales que emiten y el ambiente en que son propagadas naturalmente
(Zimmerman 1983, Penna & Solis 1998, Kime y col. 2000, Castellano y col. 2003,
Penna y col. 2006, Llusia y col. 2013, Malone y col. 2014, Vargas-Salinas & Amézquita
2014). Sin embargo, parte de la variabilidad en la modulacion de la frecuencia
dominante del canto de anuncio de 95 especies de anfibios bolivianos puede ser
explicada por las condiciones del microhabitat en que son emitidos (Bosch & De la Riva
2004) y experimentos de propagacion mediante playback de cantos de dos
subespecies de ranas grillos (Acris crepitans) que habitan en ambientes contrastantes,
una en zonas boscosas y otra en areas abiertas, han concluido que la diferencia entre
la eficiencia de propagacion que experimentan al ser emitidos en zonas boscosas se
debe a la presion selectiva ejercida por este ambiente (Ryan y col. 1990).

Algunos animales pueden aumentar la eficiencia de propagacion de sus

vocalizaciones mediante la modificacion de su conducta, como ha sido largamente



demostrado en aves, las que al aumentar la altura a la cual emiten sus cantos
disminuyen significativamente el exceso de atenuacién que estos experimentan en
relacion a sefiales emitidas mas cercanas al suelo (Arak & Eiriksson 1992, Mathevon y
col. 1996, Nemeth y col. 2001). Del mismo modo, la ubicacion del receptor puede tener
un efecto scbre la sefial que percibe, como es el caso del mirlo comun (Turdus
merula), que al percharse a alturas mayores recibe las vocalizaciones conespecificas
menos degradadas respecto a si se ubicara cercano al suelo (Dabelsteen y col. 1993).

Otra manera de contrarrestar el efecto del ambiente sobre |la degradacion de las
sefales es la utilizacion de algunas estructuras que aumenten la amplitud de las
sefiales gue desde alli se emiten. Esto ha sido reportado para las vocalizaciones
emitidas por los murciélagos ala de disco (Thyroptera tricolor) desde el interior de hojas
conicas (Chaverri & Guillam 2013). También se ha reportado en grillos que construyen
cuevas que tienen la propiedad de acoplar las relativamente pequefias estructuras
productoras de sonido con el medio circundante, generando un aumento en la amplitud
y eficiencia de produccién de las sefiales (Bennet-Clark 1987, Bailey y col. 2001). Otros
ejemplos corresponden a anfibios que emiten cantos de anuncio ubicados al interior de
agujeros en troncos (Lardner & bin Lakim 2002), cuevas excavadas en el suelo (Bailey
& Roberts 1981) o incluso estructuras artificiales como drenajes (Tan y col. 2014);
roedores fosoriales que vocalizan desde el interior de los tuneles que habitan (Lange y
col. 2007, Schleich & Antenucci 2009) y también una especie de pez que emite sonidos
de baja frecuencia al interior de refugios construidos bajo piedras o conchas (Lugli
2013).

La amplificacion al interior de refugios de sonidos generados externamente ha
sido reportada en tres especies de anfibios del género Eupsophus que utilizan

cavidades excavadas en el suelo (Penna & Solis 1996; Penna 2004; Penna & Marquez



2007) y en una especie de murciélago que ocupa hojas tubulares como sitio de
descanso (Chaverri & Guillam 2013). Este efecto ha sido estudiado unicamente sobre
sefales conespecificas, no obstante, los ambientes acusticos se componen, en
general, de sonidos emitidos por varias especies (e.g., Amézquita y col. 2011; Chek y
col. 2003) y es posible gue estos sonidos también sean amplificados al interior de estos
refugios. De ocurrir, este efecto podria influenciar la conducta del animal residente,
dado que algunas especies responden a la intrusion de sonidos heteroespecificos ya
sea disminuyendo (e.g., Penna & Meier 2011; Penna & Velasquez 2011) o aumentando
(e.g., Phelps y col. 2007) su actividad vocal. Particularmente relevante podria ser la
amplificacién de sefales emitidas por depredadores, ya gue ciertos organismos son
capaces reconocer estos sonidos y responder mediante conductas que les permitan
disminuir el riesgo de ser depredados (Remage-Healey y col. 2006; Hughes y col.
2014).

En resumen, la interaccion entre la ubicacion espacial del emisor y receptor en
términos de la amplificacion y propagacién de la sefial podria limitar o incrementar la
distancia a la cual la comunicacion es efectiva, dependiendo de la magnitud que cada
uno de estos efectos tenga sobre las caracteristicas espectrales y temporales de la
sefial. Por ejemplo, en ambientes desfavorables para la propagacion, la utilizacién de
ciertas estructuras amplificadoras podria ser altamente relevante durante las
interacciones acusticas, al compensar |la pérdida de amplitud por atenuacion o mejorar
la eficiencia de propagacion.

Los machos de Eupsophus calcaratus y E. emiliopugini, anuros endémicos de
Chile, emiten cantos de anuncio desde el interior de cuevas parcialmente inundadas en
las que ocurre el apareamiento y posteriormente el cuidado parental de los huevos,

entre los meses de julio a octubre (E. calcaratus) y octubre a diciembre (E.



emiliopugini) (Penna & Moreno-Gémez 2014). Se ha observado que estas cavidades
son reutilizadas entre temporadas reproductivas y que son ocupadas sucesivamente
por ambas especies, es decir, refugios que se encontraban ocupados por machos de
E. emiliopugini o E. calcaratus durante su época reproductiva correspondiente, han
vuelto a ser ocupados en afios ¢ temporadas posteriores por machos conespecificos o
por machos de la otra especie (Penna & Moreno-Gomez 2014). Ademas de su funcion
como refugio, las cuevas tienen propiedades acusticas relevantes para las
interacciones vocales entre machos, ya que los cantos emitidos por machos vecinos
conespecificos son amplificados al interior de estas cavidades (Penna & Solis 1996;
Penna 2004). Mediciones del nivel de presion sonora de les cantos en condiciones
naturales y de los umbrales auditivos en ambas especies de Eupsophus indican que la
comunicacion entre machos esta limitada a distancias de aproximadamente 2 m para
E. calcaratus (Penna y col. 2013) y mayores a 8 m para E. emiliopugini (Penna &
Moreno-Gémez, 2014). Sin embargo, estas distancias podrian ser mayores si se
considera el efecto de las cuevas sobre la amplitud de sonidos generados
externamente. El rol que estos refugios puedan tener en la amplificacion y propagacion
de los cantos de machos que residen en estas cavidades permanece inexplorado.

En el presente seminario de titulo se realizaron experimentos de reproduccion
de sonidos pregrabados (“playback”) desde pequefios parlantes ubicados al interior de
cuevas desde donde cantan los machos de E. calcaratus y E. emiliopugini. Mediante
estos experimentos se evalud el efecto que estos refugios tienen sobre la amplitud y
propagacion de tonos puros y cantos de ambas especies de Eupsophus y de otras dos
especies de anuros simpatricos que cantan desde la superficie del sustrato y desde el
agua (Batrachyla antartandica y Pleurodema thaul, respectivamente). Ademas, se

llevaron a cabo experimentos de playback para evaluar el efecto de las cuevas sobre la



amplitud de tonos puros y cantos de las mismas cuatro especies de anfibios y dos
especies de aves potencialmente depredadoras de anuros (Strix rufipes y Glaucidium
nanum) reproducidos desde parlantes ubicados en el exterior y registrados por
microfonos ubicados al interior de las cavidades. Finalmente se registraron con
microfonos ubicados al interior de las cuevas los cantos emitidos por vecinos durante

interacciones naturales.

Hipotesis

Al ser emitidos desde el interior de las cuevas, los cantos de ambas especies
de Eupsophus experimentaran mayor amplificacion que los cantos de otras especies
de anuros que no utilizan estas cavidades naturalmente. Reciprocamente, cuando los
cantos son emitidos desde el exterior y registrados con micréfonos ubicados en el
interior de las cavidades, se espera que los cantos de E. calcaratus, E. emiliopugini y
las dos especies de aves sean amplificados en mayor medida que los cantos de las
otras especies de anuros estudiadas. Esto contribuiria a la facilitacion de la

comunicacion intra-especifica y a la deteccion acustica de potenciales depredadores.

Objetivo general

Determinar el efecto que las cuevas utilizadas por E. calcaratus y E.
emiliopugini tienen sobre la amplitud y propagacion de los sonidos generados desde el
interior y exterior de esto refugios, ya sea de vocalizaciones pertenecientes a ambas

especies de Eupsophus y/o a otras especies de anuros o aves.



Objetivos especificos

1. Determinar el efecto que las cuevas de E. calcaratus y E. emiliopugini tienen en
la amplificacion de sonidos emitidos desde el interior de estos refugios: tonos
puros de distintas frecuencias y cantos pregrabados de especies de anuros
residentes y no residentes.

2. Determinar los patrones de atenuacion que tonos y cantos pregrabados de
diferentes especies de anuros experimentan durante su propagacion al ser
emitidos desde el interior de las cuevas de E. calcaratus y E. emiliopugini.

3. Determinar el efecto de amplificacion que tonos, cantos de diferentes especies
de anuros y aves experimentan al interior de las cuevas de E. calcaratus y E.
emiliopugini cuando son emitidos externamente y registrados desde el interior
de estos refugios.

4. Determinar el efecto de amplificacion de las cuevas de E. calcaratus y E.
emiliopugini sobre cantos producidos durante interacciones naturales vy

registrados desde el interior de estos refugios.



MATERIALES Y METODOS

A) Sitio de estudio.

Los experimentos de propagacion y recepcion de sefiales acusticas fueron
realizados en la localidad de La Picada, X regién de Los Lagos, Chile (41° 06' S, 72°
30' W, 820 m), al interior del Parque Nacional Vicente Pérez Rosales. Ambos tipos de
experimentos se realizaron en cuevas de E. calcaratus y E. emiliopugini durante la
época reproductiva de cada especie, en los meses de octubre y noviembre del ano
2013, respectivamente. El sitio de estudio corresponde a un pantano de sustrato
volcanico, donde la vegetacion presente esta compuesta principalmente por musgos

{Rhacomytrium), pastos (Scyrpus y Myrteola) y helechos (Blechnum).

B) Emision y registro de sefiales.

Utilizando el software Audacity (versidon 2.0.3; SourceForge) se sintetizd un
Unico archivo de audio (44,1 kHz y 16 bit), el cual fue utilizado para los experimentos
de propagacion y recepcién. El archivo, de aproximadamente 8 minutos de duracién,
contenia ruido blanco, tonos puros y cantos de anuncio de 4 especies de anfibios y 2
especies de aves. Los tonos constaban de una serie de 40 tonos puros de 1 s de
duracion conformada por 30 tonos de 100 a 3000 Hz en intervalos de 100 Hz y 10
tonos de 3000 a 5000 Hz en intervalos de 200 Hz. Entre los cantos se incluyeron cinco
cantos de anuncio de 16 individuos de E. calcaratus, cinco cantos de anuncio de 15
individuos de E. emiliopugini, cinco pulsos del canto de anuncio de 12 individuos de B.
antartandica, cinco cantos de anuncio de 10 individuos de P. thaul, diez cantos de un
ejemplar de concon (Strix rufipes) y diez trenes de 10 pulsos cada uno de un ejemplar

de chuncho (Glaucidium nanum). Todas estas vocalizaciones naturales fueron



previamente registradas en el sitio de estudio a una distancia aproximada de 20 - 50
cm para los anuros y entre 15 - 20 m para las aves utilizando un micréfono direccional
(Sennheiser ME 66) y una grabadora digital (Tascam DR-100). Los cantos de las
especies incluidas en el archivo de audio diferian en sus caracteristicas temporales y
espectrales. En la Tabla 1 se resumen la frecuencia dominante y duracion del canto o
pulso de los individuos de cada especie y en la Figura 1 se muestra el oscilograma y

espectro de poder de un canto representativo de cada especie incluida en el archivo de

audio.

Tabla 1. Frecuencia dominante y duracion de los cantos o pulsos de canto (en el caso
de P. thaul y B. antartandica) de las especies incluidas en el archivo de audio utilizado
para los experimentos. Para los cantos de E. calcaratus se muestran las frecuencias
del segundo (F2) y tercer (F3) armonicos, que corresponden a los componentes
espectrales de mayor magnitud en esta especie (ver Figura 1). Los valores de
frecuencia dominante se obtuvieron del espectro de poder de cada canto calculado con
un tamafo de ventana de 3171 puntos (resolucion de frecuencia = 13,9 Hz). Los datos
en la tabla corresponden al promedio * desviacion estandar. La duracién de la
vocalizacion de chuncho (Glaucidium nanum) no se muestra debido a que los diez
pulsos utilizados para crear el archivo de audio fueron cortados de un canto de mayor
duracion. Abreviaciones: N = numero de individuos incluidos en el archivo de audio.

Especie N Frecuencia dominante (Hz) Duracion del canto o pulso (ms)
Eupsophus emiliopugini 15 1059 + 197 263 +43
Eupsophus calcaratus 16 F2 1395 £ 89
309 + 41
F3 2074 £ 131
Pleurodema thaul 10 1654 + 112 79+15
Batrachyla antartandica 12 1919 £ 205 16+7
Strix rufipes 1 2075 2960
Glaucidium nanum 1 1385 -
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Figura 1. Oscilogramas y espectros de poder de un canto representativo de cada
especie incluida en el archivo de audio utilizado para los experimentos. a) cantos de las
cuatro especies de anfibios y b) cantos de las dos especies de aves. Las flechas en el
espectro de poder del canto de E. calcaratus indican el segundo (F2) y tercer (F3)
arménicos. El espectro de poder se calculd en todos los casos con un tamafo de
ventana de 3170 puntos (resolucién de frecuencia = 13,9 Hz).

B.1. Experimentos de propagacion de sonidos desde las cuevas.

Para los experimentos de propagacion se reprodujo el archivo de audio desde
un Ipod nano (Apple Inc., USA) conectado a un amplificador cuya salida alimentaba un
pequefo parlante elipsoidal de 2,0 y 2,5 cm de diametro (extraido de un celular marca
Samsung modelo SGH M310) que obturaba un cilindro de goma de 2 cm de largo,
relleno con lana mineral para disminuir resonancias. Se utilizaron en el curso de los
experimentos dos parlantes cuya respuesta a frecuencia medida en una camara
semianecoica con un microfono (Sennheiser MKE 2, con fuente de poder K6) ubicado

a 25 cm fue de £#10 y +12 dB para frecuencias enfre 0,3 y 0,7 kHz en cada parlante y
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de +7 dB para frecuencias entre 0,8 y 5 kHz en ambos parlantes. Para cada
experimento se ubico el parlante al interior y en el borde de cuevas de E. calcaratus y
E. emiliopugini. Para la posicién en el borde de la cueva, la superficie activa del
parlante se encontraba en el plano del borde y la posicion al interior de la cueva era
similar a la ubicacion en que se encontraba cantando un macho residente durante las
noches previas a los experimentos (1 — 8 cm por dentro del borde) y dependia del nivel
de agua al interior de la cavidad. Las sefiales emitidas por el parlante ubicado en
ambas posiciones de la cueva fueron registradas utilizando seis micréfonos pequerios
(Sennheiser MKE 2, con fuentes de poder KB8) ubicados a 0, 6,25; 12,5; 25; 50 y 100
cm del borde de la cueva y conectados simultaneamente a una grabadora digital de
seis canales (Tascam DR-680) (Figura 2). La cara sensible del micréfono ubicado a 0
cm se encontraba a una distancia de 0,2 — 0,3 cm de la superficie activa del parlante
cuando este se ubicd en el borde de la cueva. Para los registros realizados en una
determinada cueva se utilizd el mismo parlante que se ubicaba en ambas posiciones

de emision, al interior y en el borde de la cavidad.

P\ S

0 625125 25 50 100
fem)

&\\\ — s o
0 825125 25 50 100
[cm]

Figura 2. Ubicacidn del parlante y los microfonos durante experimentos de
propagacién. a) parlante en el borde de la cueva y b) parlante al interior de la cueva.
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B.2. Experimentos de recepcion de sonidos al interior de las cuevas.

Las mismas cuevas utilizadas para los experimentos de propagacion fueron
posteriormente utilizadas para los experimentos de recepcién, los cuales se realizaron
el dia después de los primeros, asegurando asi que las caracteristicas fisicas de las
cuevas y el ambiente circundante no experimentaran cambios entre ambos
experimentos. Para los experimentos de recepcion se reprodujo el archivo de audio
desde un Ipod nano (Apple Inc., USA) conectado a un atenuador y un amplificador
cuya salida alimentaba un parlante de 10 cm de diametro (Versatec) ubicado
externamente a una distancia de 65 - 70 cm del borde de la cueva. La respuesta a
frecuencias de este parlante, medida en un espacic libre con el micréfono de un
sondmetro (Bruel & Kjaer 2250) ubicado a 1 m fue de +6 dB para frecuencias entre 0,5
y 5 kHz. Las senales fueron registradas por dos micréfonos pequefios (RadioShack 33-
3013) ubicados simultaneamente en el borde y al interior de las cuevas y conectados a
una grabadora digital (Tascam DR-100). El micrdfono al interior de las cueva se
ubicaba en una posicion similar a la que se utilizd para el parlante al interior de la
cueva en los experimentos de propagacion y el micréfono externo se ubicaba a una
distancia de 2- 4 cm del borde de la cueva, con el gje del micréfono orientado en la
misma direccion que el micréfono interno (Figura 3). Ambos experimentos de playback
fueron realizados entre las 09:00 y las 21:00 horas, antes del comienzo de |a actividad
vocal de las especies nativas, evitando asi estas interferencias en los registros.

En general, las condiciones atmosféricas se mantuvieron estables durante la
realizacion de los experimentos. Ocasionalmente ocurrieron ligeras rafagas de viento,
periodo durante el cual se suspendieron los registros. Otras variables atmosféricas,
tales como la temperatura ambiente y la humedad relativa, tienen un efecto

despreciable sobre la propagacion de sonidos en el rango de frecuencias estudiado y a
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las relativamente cortas distancias a las que fueron registrados (Harris 1966, Penna y
col. 2006). Por lo tanto, se asumira que los resultados de los experimentos de emision

y recepcion realizados durante el dia aplicaran también a la noche.

65-70cm

Figura 3. Ubicacién de los micréfonos y el parlante utilizado durante experimentos de
recepcion.

B.3. Experimentos de recepcion de cantos de vecinos al interior de las cuevas.

Ademas de los experimentos de playback, se realizaron registros de cantos
naturales. Para esto se ubicaron dos microfonos pequefios (RadioShack 33-3013) en la
misma posicién utilizada para los experimentos de recepcion, pero en vez de registrar
los cantos emitidos por el parlante se registraron los cantos de vecinos préximos
durante interacciones vocales naturales. Estos registros fueron realizados entre las
21:00 y las 24:00 horas, periodo durante el cual los anfibios presentes en la localidad
de estudio se encuentran vocalmente activos.

Para cada cueva en la cual se realizaron experimentos se midié el diametro de
la entrada (cm), la longitud del segmento libre de agua (cm) y el largo total (cm) al
centimetro mas cercano y se registré la inclinacion del eje de la cueva respecto a la

horizontal (°). Luego de cada sesién de grabacién los micréfonos fueron calibrados,
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para esto se registro en la grabadora utilizada para los registros el tono de 1 kHz de
93,8 dB emitido por un calibrador (Briel y Kjaer 4231) utilizando la misma sensibilidad

a la que se realizaron los registros.

C) Analisis de las sefales.

Se aplicé a todos los registros realizados un filtro eliminador de banda (“band-
stop”) entre 0 y 200 Hz para eliminar ruidos de baja frecuencia que pudieran interferir
con los analisis, y se midi¢ la amplitud cuadratica media (“root mean square”, RMS en
adelante) de las sefales utilizando el software Raven Pro 1.4 (Cornell Lab of
Ornithology, NY, USA). El nivel de presién sonora (“sound pressure level’, SPL en
adelante) de las senales registradas se determind en relacion al SPL del tono de
calibracion.

Para los experimentos de propagacion se promedio la amplitud RMS de cinco
cantos o pulsos de canto de cada individuo en cada posicion del parlante y a cada
distancia registrada y se cbtuvo el SPL (dB re. 20 uPa) correspondiente. Para los tonos
se hizo una Unica medicion para cada cueva en cada posicion de los microfonos y del
parlante. Para medir la amplificacion de las sefiales producida por el efecto de las
cuevas, se calculé la razon entre la amplitud RMS de las sefales (tonos y cantos)
emitidas con el parlante ubicado en el interior y en el borde de las cuevas para cada
posicion de los micréfonos (0; 6,25, 12,5, 25; 50 y 100 cm) y con este valor se
calcularon los decibeles de amplificacion utilizando la ecuacion: Razdén entre las
amplitudes adentro/borde (dB SPL RMS) = 20%logio(Amplitud RMS agentroy/ Amplitud
RMSorgey). Con los valores de SPL se calculd el exceso de atenuacién como una
medida de la efectividad de la propagacion del sonido. El céalculo se limitd a las sefiales

registradas a 50 y 100 cm del borde de la cueva en relacién a los registros a 25 cm, ya
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que las mediciones a distancias mas cortas se encontraban en el campo cercano para
la mayor parte de las frecuencias y en esta condicién la atenuacion no corresponde a
lo esperado por la propagacion esférica del sonido. Para las mediciones a 50 y 100 cm
primero se calculéd el valor predicho por la propagacion esférica utilizando la ecuacion:
Pérdida por propagacion esférica (dB) = 20*log;[distancia lejana (cm) / 25 (cm)]. Este
valor se sustrajo de la diferencia entre los valores de SPL medidos a 25 cm del borde
de la cueva y aquellos medidos a 50 y 100 cm.

Para el analisis de los experimentos de recepcion se promedid la amplitud RMS
de los cinco cantos o pulsos de canto de cada individuo y se obtuvo el SPL (dB re. 20
uPa) correspondiente, mientras que para los tonos se hizo una unica medicion para
cada cueva y para cada posicién de los micréfonos, A partir de los datos obtenidos de
los experimentos de recepcion de tonos se calculd el factor de calidad Q (Bennet-Clark
1999) de cada cueva individual utilizando la ecuacion: Q = frecuencia resonante
(kHz)/ancho de banda a -3 dB (kHz); donde la frecuencia resonante corresponde a la
frecuencia para la cual la amplificacion fue maxima. Este factor es una medida
adimensional de la pureza tonal a la cual resuena un determinado sistema acustico
(Daws y col. 1996), de manera que valores de Q relativamente altos indicarian que los
refugios ocupados por ambas especies de Eupsophus amplifican sonidos contenidos
en una estrecha banda de frecuencia.

Para los experimentos de recepcién mediante playback y de cantos registrados
durante interacciones naturales, se calculd la razén entre la amplitud RMS de las
senales registradas con los micréfonos ubicado al interior y en el exterior de las cuevas
y se obtuvo el valor de amplificacian en decibeles utilizando la misma ecuacion que

para los experimentos de emision.
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D) Analisis estadistico.

Todas las figuras y los analisis estadisticos fueron realizados en R (version
3.0.2: R Core Team, 2013). El calculo de promedios para la elaboracion de figuras y
tablas se realizé transformando los valores en dB a escala lineal (N/m?) vy los
promedios obtenidos fueron posteriormente re-transformados a dB. La desviacion
estandar presentada en figuras y tablas se obtuvo utilizando el paquete seewave
(version 1.7.3; Sueur y col. 2008).

Las cuevas pertenecientes a E. calcaratus y E. emiliopugini fueron analizadas
por separado. Para el analisis de cada experimento se ajustaron modelos lineales
mixtos mediante maxima verosimilitud (“maximum likelihood”} utilizando el paquete
Ime4 (version 1.0-6; Bates y col. 2014). En todos los modelos la variable dependiente
(ya sea la razén entre las amplitudes o el exceso de atenuacién) se incluyo en escala
lineal (N/m? y de ser necesario fue transformada para cumplir los supuestos de
normalidad y homocedasticidad de los residuales, los cuales fueron evaluados

graficamente. Los modelos se detallan a continuacidn.

D.1. Experimentos de propagacion de sonidos desde las cuevas.

Para el andlisis de los experimentos de propagacion de tonos y cantos se
excluyeron los registros realizados con el microfono ubicado a 0 cm, debido a que
cuando el parlante se encontraba en el borde de la cueva la cercania entre éste y el
micréfono determinaba que en promedio la razén entre la amplitud adentro/borde (dB)
fuese consistentemente menor a cero. Para el andlisis de la amplificacién de tonos se
ajustd un modelo lineal mixto que incluy6 los efectos fijos de la distancia (6,25; 12,5;

25; 50 y 100 cm) y de la frecuencia. Para el analisis del exceso de atenuacion de los
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tonos se ajustd un segundo modelo lineal mixto que incluyd el efecto fijo de la distancia
(50 y 100 cm), de la posicién del parlante (adentro o borde) y de la frecuencia. La
estructura de los efectos aleatorios de los modelos para el analisis de la amplificacion y
exceso de atenuacion de tonos fue la misma, y consistidé en un intercepto y una
pendiente variable entre cuevas para el efecto de la distancia. Para el analisis de la
amplificacion de los cantos propagados se ajustd un modelo lineal mixto que incluyo el
efecto fijo de la distancia (8,25; 12,5; 25; 50 y 100 c¢m) y de |la especie (E. calcaratus, E.
emiliopugini, B. antartandica o P. thaul). Para el analisis del exceso de atenuacion
experimentado por los cantos se ajusto un modelo lineal mixto que incluyé el efecto fijo
de la distancia (50 y 100 cm), de la posicion del parlante (adentro y borde) y de la
especie (E. calcaratus, E. emiliopugini, B. antartandica o P. thaul). La estructura de los
efectos aleatorios de los modelos para el analisis de la amplificacion y exceso de
atenuacion de cantos fue la misma y consistid en un intercepto y una pendiente
aleatorios entre cuevas para el efecto de la distancia y un intercepto aleatorio para

cada individuo.

D.2. Experimentos de recepcion de senidos al interior de las cuevas.

Para el andlisis de la amplificacion de tonos registrados al interior de las cuevas
se ajusté un modelo lineal mixto que incluyé como efecto fijo la frecuencia y como
efecto aleatorio un intercepto aleatorio para cada cueva. Para el analisis de la
amplificacion de los cantos durante su recepcion al interior de las cuevas se ajustd un
modelo lineal mixto que incluyd como efecto fijo la especie (E. calcaratus, E.
emiliopugini, B. antartandica, P. thaul, G. nanum o S. rufipes) y como efecto aleatorio

un intercepto aleatorio para cada cueva.
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En todos los modelos lineales mixtos ajustados para el analisis de los
experimentos de propagacion se incorporo la distancia como una variable categérica y
en los modelos utilizados para el analisis de tonos, tanto para experimentos de
propagacion como de recepcion, se incorpord la frecuencia como un predictor
numeérico. Las formulas de los modelos lineales mixtos ajustados se muestran en la
Tabla 2 utilizando la sintaxis del paquete Ime4 en R. Para evaluar la significancia de los
efectos fijos en cada modelo se realizaron “likelihood ratio test” utilizando el paquete
afex (versién 0.9-109; Singmann 2014). Se utilizo el paquete multcomp (version 1.3.3;
Hothorn y col. 2008) para los analisis post hoc. Los valores de p de las comparaciones
multiples se ajustaron por la tasa de falso descubrimiento (“False Discovery Rate”
FDR). Se eligié este procedimiento por sobre otras posibles correcciones (e.g.,
Bonferroni) debido a que permite controlar el incremento en la probabilidad de cometer
error de tipo | asociado a la realizacion de reiterados analisis estadisticos sin afectar
mayormente el poder del analisis (Garcia 2003, Nakagawa 2004; Verhoeven y col.

2005; Pike 2011). Se utilizd un nivel de significancia de a = 0,05.
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Tabla 2. Estructura de los modelos lineales mixtos utilizados para el analisis de los
experimentos de propagacion y recepcion de sefales. Entre paréntesis se encuentran
los efectos aleatorios.

Experimento  Sedal Variable dependiente Modelo

Propagacion  Tonos Razon entre amplitudes  Distancia x Frecuencia + (1 + Distancia | Cueva)

Tonos Exceso de atenuacién Distancia x Frecuencia x Posicion del parlante +
(1 + Distancia | Cueva)

Cantos Razon entre amplitudes Distancia x Especie + (1 + Distancia | Cueva)
+ (1| Individuo)

Cantos Exceso de atenuacion  Distancia x Especie x Posicion del parlante +
(1 + Distancia | Cueva) + (1 | Individuo)

Recepcion Tonos Razon entre amplitudes Frecuencia + (1 | Cueva)

Cantos Razon entre amplitudes Especie + (1 | Cueva)

E) Morfologia de las cuevas.

Para los experimentos de propagacién y de recepcion de tonos se evalud la
relacion entre las dimensiones de cada cueva (diametro, largo total y la longitud del
segmento libre de agua) y su frecuencia resonante mediante el ajuste de regresiones.
Para los cantos se ajustaron regresiones entre la razon adentro/borde (dB) promedio
para el canto de cada especie en cada cueva y las dimensiones de las cuevas. Para
limitar el nimero de regresiones a ajustar, se decidio utilizar solo los registros

realizados a una distancia (25 cm) en el analisis.
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RESULTADOS

Se realizaron experimentos en un total de 24 cuevas, 12 pertenecientes a E,
emiliopuginiy 12 a E. calcaratus. En general, la morfologia de las cuevas utilizadas por
los machos de ambas especies fue similar, no encontrandose diferencias entre la
longitud del segmento libre de agua (Prueba de t para dos muestras, { = -1,06; gl = 22;
p = 0,30) ni el diametro (Prueba de t para dos muestras, { = -0,48; gl = 22; p = 0,64),
pero si en el largo total, que resultd mayor para las cavidades ocupadas por E.
emifiopugini (Prueba de f para dos muestras, { = -2,75; gl = 22; p = 0,012). La mayoria
de las cuevas de E. emiliopugini (8 de 12) y de E. calcaratus (9 de 12) se encontraban
inclinadas en angulos mayores a 45° respecto al plano horizontal. En la Tabla 3 se

resumen las dimensiones de las cuevas de ambas especies.

Tabla 3. Dimensiones de las cuevas de ambas especies de Eupsophus. Los valores en
la tabla corresponden al promedio + desviacién estandar y el nimero de cuevas en
cada intervalo de inclinacién con respecto a la horizontal.

Longitud del segmento

Cueva de: Largo total (cm) libre de agua (cm) Diametro (cm)  Inclinacién (°)
[0-45] [60-20]

E. emiliopugini 15,00+3,49 7,08 £ 3,15 3,42+0,79 4 8

E. calcaratus 11,7542 14 583 +258 3,58 £0,90 3 9

A) Experimentos de propagacion de sonidos desde las cuevas.

Tonos
Tanto las cuevas de E. emiliopugini como las de E. calcaratus presentaron

variacion en las frecuencias que fueron amplificadas. Algunos de estos refugios
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exhibieron un maximo de amplificacion a frecuencias bien determinadas (Figura 4a,c),

mientras otros no presentaron un maximo claramente reconocible (Figura 4b,d).

a} Cueva EE13_01 b) Cueva EE13_07

Rasta enbe amplitades adentioborde {08)
-
S

(4] 1 z 3 4 5 o 1 2 3

Cueva EC13_11

Fazon erye ampltudes adentro bode (28]
)
Ly

Frecuencia (kHz)

Figura 4. Razon entre las amplitudes (dB) de tonos puros emitidos por un parlante
ubicado adentro y en el borde de dos cuevas de E. emiliopugini (a, b) y E. calcaratus
(c, d). Los simbolos representan los tonos medidos a 25 (cuadrados blancos); 50
(triangulos negros) y 100 cm (triangulos blancos) del borde de las cuevas. Por
simplicidad no se muestran los valores de los registros 2 6,25y 12,5 cm.

La emisién de tonos desde cuevas de E. emiliopugini mostré que en promedio
frecuencias bajo aproximadamente 1,0 kHz experimentan amplificacién positiva y
menor a 5 dB, observandose un incremento lineal en la magnitud de la amplificacion
para frecuencias entre 1,0 - 1,2 kHz, alcanzando un maximo de aproximadamente 11 —

14 dB para frecuencias entre 1,3 — 1,5 kHz. Un maximo de amplificacion (17,5 dB) se
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observo para el tono de 1,4 kHz medido a 50 cm. Para tonos entre 1,7 — 2,1 kHz Ia
amplificacion decrecio, alcanzando valores inferiores a 10 dB. Un segundo maximo de
amplificacién se observé entre 22 - 23 kHz con amplificaciones enire
aproximadamente 11 — 12 dB. Finalmente, la magnitud de la amplificacién decayd
progresivamente para tonos entre 24 - 3,2 kHz y se observaron amplificaciones
negativas para tonos entre 3,3 — 5,0 kHz (Figura 5a). Los tonos emitidos en cuevas de
E. calcaratus presentaron amplificacion positiva e inferior a 8 dB para frecuencias entre
0,3 y 1,6 kHz, observandose un incremento abrupto en la amplificacién hasta valores
de aproximadamente 11 — 15 dB para frecuencias entre 1,8 - 2,1 kHz. Frecuencias
entre 25 — 50 kHz experimentaron amplificaciones bajas, inferiores a 6 dB o

negativas, dependiendo de la distancia y de la frecuencia (Figura 5b).
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a) Cuevas de E. emiliopugini b) Cuevas de E. calcaratus
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Figura 5. Razon entre las amplitudes (dB) de tonos puros emitidos por un parlante
adentro y en el borde de cuevas de E. emiliopugini (a) y cuevas de E. calcaratus (b).
Los simbolos representan el promedio para cada frecuencia medida a 6,25 (circulos
blancos); 12,5 (cuadrados negros); 25 (cuadrados blancos); 50 (triangulos negros) y
100 cm (triangulos blancos) del borde de las cuevas. La amplificacion maxima de los
tonos emitidos en cuevas de E. emiliopugini fue de 13,5 dB (2,2 kHz); 11,9 dB (1,4
kHz); 12,6 dB (1,4 kHz); 17,5 dB (1,4 kHz) y 11,3 dB (1,3 kHz) a 6,25, 12,5, 25,50 y
100 cm respectivamente, mientras que en cuevas de E. calcaratus fue de 11,6 dB (1,8
kHz); 12,8 dB (1,7 kHz); 14,7 dB (1,8 kHz); 13,6 dB (1,8 kHz) y 14,5 dB (1,9 kHz) a
6,25, 12,5, 25, 50 y 100 cm respectivamente.

El ajuste de modelos lineales mixtos mostroé que el efecto de la frecuencia y de
la distancia sobre la amplificaciéon experimentada por tonos fue significative al ser
emitidos desde cuevas de E. emiliopugini (x* = 269,99: gl = 1; p < 0,0001 y X2 = 1125
gl = 4; p = 0,024, respectivamente) y E. calcaratus (x° = 163,94; gl=1; p<0,0001y

= 12,07, gl = 4; p < 0,017, respectivamente). Comparaciones multiples entre las

distancias mostraron que en cuevas de ambas especies la amplificacién de los tonos a
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6,25 cm fue menor que a las distancias mas lejanas (p < 0,05, para todas las
comparaciones en ambos tipos de cuevas), no habiendo diferencias significativas en el
resto de las comparaciones (ver Anexo, Tabla A1). La interaccion entre frecuencia y
distancia no fue significativa para los tonos emitidos desde las cuevas de E.
emiliopugini (x> = 5,11; gl = 4, p = 0,275) y alcanzd valores marginales en las de E.
calcaratus (x* = 9,35; gl = 4; p = 0,053).

El ajuste de regresiones entre la longitud del segmento libre de agua, el
diametro y el largo total de cuevas de ambas especies de Eupsophus y las frecuencias
de tonos a las cuales la amplificacién fue maxima para los registros a 25 cm no mostro
una asociacion significativa (p > 0,05, para todas las regresiones en ambos tipos de
cuevas).

Los patrones de exceso de atenuacion que afectaron a los tonos fueron
similares en ambos tipos de cuevas, siendo las frecuencias altas atenuadas en mayor
medida que frecuencias bajas (Figura 8). Frecuencias entre 0,3 - 2,0 kHz presentaron
en promedio excesos de atenuacion similares para tonos emitidos desde el interior y
borde de las cuevas y para ambas distancias. En general, frecuencias mayores a 2,0
kHz fueron mas atenuadas a 100 cm en comparacion con las mismas frecuencias a 50
cm. El analisis mediante modelos lineales mixtos mostré que la emisién de los tonos
con el parlante ubicado al interior de las cuevas de ambas especies de Eupsophus no
aumento la eficiencia de propagacion (i.e., menor exceso de atenuacion) respecto a
cuando el parlante se ubicd en el borde (E. emiliopugini: x?‘ =0,70;gl=1,p=0403y
E. calcaratus: x?=0,89: gl = 1: p = 0,346). La interaccién entre el efecto de la distancia

y la frecuencia fue significativa, tanto en cuevas de E. emiliopugini (x* = 81,63;gl=1;p

< 0,0001) como de E. calcaratus (x? = 53,09; gl = 1; p < 0,0001), mientras que la
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interaccién entre frecuencia y posicién del parlante fue marginalmente significativa en
cuevas de E. emiliopugini (x* = 3,44 gl = 1; p = 0,064). El resto de las interacciones

entre efectos fijos no fueron significativas en ningun tipo de cueva (Ver Anexo, Tabla

A2).
a) Cuevas de E. emiliopugini b) Cuevas de E. calcaratus
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Figura 6. Exceso de atenuacion (dB) experimentado por tonos puros emitidos desde
cuevas de E. emiliopugini (a) y E. calcaratus (b). Los simbolos rellenos y vacios indican
el excesoc de atenuacion a 50 y 100 cm, respectivamente. Circulos y triangulos
corresponden a tonos emitidos desde el interior y el borde de las cuevas,
respectivamente.
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Cantos

En promedio, los cantos de las cuatro especies de anfibios fueron amplificados
al ser emitidos desde cuevas de E. calcaratus y de E. emiliopugini y a todas las
distancias a las cuales fueron registrados (Figura 7). En la Tabla 4 se resumen los
valores de la razon entre las amplitudes (dB) de los cantos emitidos por un parlante

ubicado adentro y en el borde de las cuevas

a) Cuevas de E. emiliopugini b) Cuevas de E. calcaratus
20 1 20
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Figura 7. Razén entre las amplitudes (dB) de cantos emitidos por un parlante ubicado
adentro y en el borde de cuevas de E. emiliopugini (a} y E. calcaratus (b). Cantos de E.
emiliopugini (circulos blancos), E. calcaratus (circulos negros), B. antartandica
(triangulos blancos) y P. thaul (triangulos negros) registrados a 6,25; 12,5; 25; 50 y 100
cm. Los simbolos y barras indican el promedio y desviacion estandar, respectivamente.
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Tabla 4. Razén entre las amplitudes (dB) de cantos de cuatro especies de anfibios
emitidos por un parlante ubicado adentro y en el borde de cuevas de E. emiliopugini y
E. calcaratus, registrados a varias distancias del borde de estos refugios. Los valores
en la tabla corresponden a promedio + desviacion estandar.

Cueva de: Distancia (cm) Razon entre amplitudes adentro/borde (dB)
E. emiliopugini E. calcaratus P. thaul B. antartandica

E. emiliopugini 6,25 6,07 £ 5,15 548+6,53 2701724 3,17 £ 5,02
12,5 7,07 £516 6,99+6,50 4,56+694 3,96 +468
25 7.01+463 7,58+6,06 7,22+862 5,58 + 5,83
50 722 +441 7,45+549 544 +6,32 5,37 +5,33
100 7,11 + 4,81 799+659 577 +6,89 5,26 + 567

E. calcaratus 6,25 228 +325 321+493 6971872 497 +6,28
12,5 3,09+ 3,80 406 +436 808+10,05 6,29 + 6,38
25 327 +4725 390+418 8,251+ 11,00 6,36 + 7,98
50 3,39+442 3,63+£4,05 6,34+7,87 583 +6,03
100 342 +434 440+436 7,68+1061 6,95+ 7,33

La amplificacién experimentada por los cantos difirid entre las cuatro especies
al ser estos emitidos desde cuevas de E. emiliopugini (x* = 92,20; gl = 3; p < 0,0001) y
de E. calcaratus (x> = 32,94; gl = 3; p < 0,0001). En cuevas de E. emiliopugini, |as
comparaciones planeadas mostraron que la amplificacion que afecté a los cantos
conespecificos fue mayor que la de los cantos de P. thaul (z = 13,46; p < 0,0001) y de
B. antartandica (z = 9,91; p < 0,0001), pero no difirié6 de la experimentada por los
cantos de E. calcaratus (z = 1,64; p = 0,1001), mientras que en cuevas de E. calcaratus
la amplificacién de cantos conespecificos fue menor que la experimentada por los
cantos de P. thaul (z = -3,76; p = 0,0002) y que los de B. antartandica (z = -3,97, p =
0,0002), pero no difirié de la amplificacién experimentada por cantos de E. emiliopugini
(z = 1,77; p = 0,0772). El efecto de la distancia no fue significativo sobre la

amplificacion de los cantos en cuevas de ambas especies de Eupsophus (E.
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emiliopugini: x* = 7,34; gl = 4, p = 0,12 y E. calcaratus: x> = 7,48, gl =4, p=0,11) y la
interaccion entre especie y distancia no fue significativa en cuevas de E. emiliopugini
(x* =16,94; gl=12; p = 0,15) ni de E. calcaratus ()(2 =17,29; gl = 12; p = 0,14).

No se encontré asociacion entre la amplificacion que afecta a los cantos de las
cuatro especies de anfibios emitidos desde cuevas de E. emiliopugini y registrados a
25 cm con el largo total, la longitud del segmento libre de agua y el diametro de las
cuevas (p > 0,05 en todos los casos). Por otro lado, en cuevas de E. calcaratus se
encontré una relacion cuadratica significativa (= 0,62; F= 7,44; gl = 2,9; p = 0,012)
entre la amplificacion que experimentaron los cantos de E. calcaratus registrados a 25
cm con la longitud del segmento libre de agua de estas cavidades (Figura 8). No
obstante, una de las cuevas ocupadas por esta especie presentd una longitud del
segmento libre de agua de 12 cm, valor que es anormalmente mayor respecto al resto
de las cuevas, cuyas longitudes del segmento libre de agua fueron menores a 8 cm. Si
se elimina esta cavidad del analisis, se obtiene que la relacién entre la longitud del
segmento libre de agua de las cuevas de E. calcaratus y la amplificacion de los cantos
conespecificos es lineal y positiva (= 0,62: F= 14,82; gl=19; p=0,0039) (Figura 8).
No se encontré asociacion entre la longitud del segmento libre de agua y la
amplificacién que afectd los cantos de las otras tres especies de anfibios (p > 0,05 en

todos los casos).
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Figura 8. Relacion entre Ia longitud del segmenito libre de agua (cm) y la razén entre
las amplitudes (dB) de cantos de E. calcaratus emitidos por un parlante ubicado
adentro y en el borde de cuevas conespecificas y registrados a 25 c¢m. Cada punto

las cuevas. La linea roja y negra corresponden a las regresiones estadisticamente
significativas cuando se incluye y se excluye, respectivamente, Ia cueva “outlier’ en el
analisis.

Adicionalmente, en cuevas de E calcaratus se encontré una relacion lineal
significativa entre |a amplificacion y el largo total de lag Cuevas para los cantos de E.
emiliopugini (r* = 0,55; F = 12,3; g1=1,10; p = 0,0057), E. calcaratus (P=0,51; F =
10,45; gl = 1,10; p = 0,008) y P. thaul (r* = 0,36; F = 5,71; gl = 1,10: p = 0,038)
registrados a 25 cm (Figura 9). Para cantos de B. antartandica tal asociacion no fue

significativa (F = 2,3; gl=1,10; p = 0,16).
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Figura 9. Regresion lineal entre el largo total (cm) y la razén entre las amplitudes (dB)
de cantos emitidos por un parlante ubicado adentro y en el borde de cuevas de E.
calcaratus y registrados a 25 cm. Cantos de E. emiliopugini (a), E. calcaratus (b) y P.

thaul (c). Cada punto representa el promedio de los cantos de cada especie medidos
en una cueva,

En general, los cantos de las cuatro especies de anfibios estudiadas
presentaron excesos de atenuaciéon en promedio positivos y menores a 3 dB al ser
emitidos desde cuevas de E. emiliopugini y E. calcaratus (Figura 10 y Figura 11). Los
cantos de E. emiliopugini emitidos desde cuevas de E. calcaratus experimentaron, en
promedio, excesos de atenuacion negativas, aunque cercanos a cero (Figura 11). En
la Tabla 5 se resumen los valores de exceso de atenuacion de los cantos emitidos en

cuevas de ambas especies de Eupsophus.
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Figura 10. Exceso de atenuacion (dB) de cantos de E. emiliopugini (a), E. calcaratus
(b), P. thaul {c) y B. antartandica (d) al ser emitidos desde el interior (circulos negros) y
el borde (circulos blancos) de cuevas de E. emiliopugini. Los simbolos y barras indican
el promedio y desviacion estandar, respectivamente.
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Figura 11. Exceso de atenuacion (dB) de cantos de E. emiliopugini (a), E. calcaratus
(b), P. thaul (c) y B. antartandica (d) al ser emitidos desde el interior (circulos negros) y
en borde (circulos blancos) de cuevas de E. calcaratus. Los simbolos y barras indican
el promedio y desviacién estandar, respectivamente.
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Tabla 5. Exceso de atenuacion (dB) de cantos de cuatro especies de anfibios emitidos
desde cuevas de E. calcaratus y E. emiliopugini, medidos a 50 y 100 cm del borde de
las cuevas. Los valores en la tabla corresponden a promedio + desviacion estandar.

Cueva de: Canto Distancia (cm) Exceso de atenuacion (dB)
Adentro Borde

E. emiliopugini E. emiliopugini 50 1,03+3,16 1211284
100 1,20+ 4,89 1.21+4,90

E. calcaratus 50 145409 161+4.21

100 236+607 242+5869

P. thaul 50 1,52+3,33 1,11+3,87

100 247+418 223+4/12

B. antartandica 50 1,30+£2,64 1,42+332

100 269+392 234+375

E. calcaratus E. emiliopugini 50 -0,10+263 0,03+254
100 -0,54+3,43 -041+£327

E. calcaratus 50 096+301 066+262

100 0,92+435 155+4095

P. thaul 50 182+357 1,20+3,40

100 221+562 193667

B. antartandica 50 1,23+303 1,08+249

100 1,18+4,70 1,97 +561

El exceso de atenuacion de

los cantos emitidos desde cuevas de E.

emiliopugini fue afectado por la interaccion entre el efecto de la especie y la distancia

(x* = 36,58; gl = 3; p < 0,0001), pero no por la posicion del parlante (x¥*=0,05,gl=1;p

= 0,8160). Comparaciones planeadas mostraron que a 100 cm los cantos de E.

emiliopugini fueron significativamente menos atenuados que los cantos de E.

calcaratus (z = -4,10; p = 0,0001), P. thaul (z = -5,20; p < 0,0001) y B. antartandica (z =

-7,01; p < 0,0001). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre la atenuacion

experimentada por los cantos de las cuatro especies a 50 cm del borde de las cuevas

(ver Anexo, Tabla A3). No se encontraron diferencias para la atenuacion entre 50 y 100

32



cm en ninguna de las cuatro especies de anuro (E. calcaratus: z = 0.57, p = 0,5675; E.
emifiopugini. z = -0,60, p = 0,5675; P. thaul. z = 1,68, p = 0,2165; B. antartandica; z =
1,61, p=0,2165).

El exceso de atenuacion de los cantos emitidos desde cuevas de E. calcaratus,
a diferencia de los observado en las cuevas de E. emiliopugini, fue afectado por la
interaccion entre el efecto de la especie y la posicion del parlante (¥ = 14,99; gl = 3; p
= 0,0018), pero no por la distancia (x* = 0,19; gl = 1; p = 0,6634). Analisis post hoc
mostraron que, en general, la emision de las sefiales desde el interior de estas cuevas
no aumenta la eficiencia de propagacién respecto a cuando son emitidas desde el
borde, como ocurre para los cantos de E. emiliopugini (z = -1,18; p = 0,3383), E.
calcaratus (z = -0.87;, p = 0,4796) y B. antartandica (z = -1,94; p = 0,1059). Sin
embargo, los cantos de P. thaul experimentaron mayor atenuacion al ser emitidos
desde el interior de estos refugios (z = 3,09, p = 0,0067). Comparaciones entre la
atenuacion de los cantos de las cuatro especies emitidos desde el interior de las
cuevas mostraron que el exceso de atenuacién experimentado por los cantos de E.
calcaratus fue mayor que el de los cantos de E. emiliopugini (z = 5,88; p < 0,0001),
menor que los de P. thaul (z = -2,67; p = 0,00187) y no difirié de la atenuacién que
afectd a los cantos de B. antartandica (z = -0,50; p = 0,6204). Del mismo modo, las
comparaciones entre los cantos de las cuatro especies emitidos desde el borde de las
cuevas mostraron que la atenuacién experimentada por los cantos de E. calcaratus fue
mayor que los de E. emiliopugini (z = 5,60; p < 0,0001), pero no difirid de los cantos de
B. antartandica (z = -1,52; p = 0,2134) ni P. thaul (z = 0,73, p = 0,5161) (Ver Anexo,

Tabla A3).
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B) Experimentos de recepcién de sonidos al interior de las cuevas.
Tonos

Los tonos puros emitidos desde el exterior hacia cuevas de E. emiliopugini
muestran patrones de amplificacidon similares a los observados al ser emitidos con un
parlante pequefio desde el interior de estas cavidades. En general, los tonos de
frecuencias entre 1,0 — 2,0 kHz experimentaron amplificacion de aproximadamente 5 —
13 dB promedio (Figura 12a), mientras que tonos bajo y sobre este rango de
frecuencias experimentaron amplificaciones inferiores a 5 dB. Las cuevas ocupadas
por esta especie presentaron una frecuencia resonante promedio de 1,5 + 0,4 kHz y un
Q promedio de 8,0 £ 5,3. En cuevas de E. calcaratus, los tonos presentaron tres zonas
de mayor amplificacién centradas a 1,1 kHz, 1,9 kHz y 2,9 kHz, con amplificaciones
maximas de aproximadamente 11, 17 y 13 dB, respectivamente (Figura 12b). Los
refugios ocupados por los machos de E. calcarafus presentaron una frecuencia
resonante promedio de 1,9 + 0,7 kHz y un Q promedio de 19,8 + 17,1. La frecuencia
de los tonos puros tuvo un efecto significativo sobre la amplificacion que experimentan
al ser emitidos hacia cuevas de E. emiliopugini ()(2 = 66,28, gl =1, p <0,0001)y E.
calcaratus (x* = 32,16; gl = 1; p < 0,0001).

Al igual que en los experimentos de propagacién, en los experimentos de
recepcion de tonos no se encontrd una relacién significativa entre la longitud del
segmento libre de agua, el diametro y el largo total de cuevas de ambas especies de

Eupsophus y sus frecuencias resonantes (p > 0,05 en todos los casos).
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Figura 12. Razén entre las amplitudes (dB) de tonos puros emitidos por un parlante
ubicado en el exterior y registrados con un micréfono adentro y otro en el borde de
cuevas de E. emiliopugini (a) y E. calcaratus (b). Los simbolos y barras indican el
promedio y desviacion estandar, respectivamente.

Cantos

Los cantos de las cuatro especies de anfibios y de las dos especies de aves
fueron amplificados en promedio por sobre 5 dB en cuevas de ambas especies (Figura
13). En la Tabla 6 se resumen los valores de la razén entre amplitudes (dB) de los

cantos de las seis especies en ambos tipos de cuevas. La amplificacién difirié entre los
cantos de las especies cuando fueron emitidos hacia las cuevas de E. emiliopugini (x?
= 86,31; gl = 5; p < 0,0001) y E. calcaratus (xz = 19,05; gl = 5, p = 0,002). Las

comparaciones planeadas mostraron que en cuevas de E. emiliopugini la amplificacion
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experimentada por los cantos conespecificos fue menor que los cantos de E.
calcaratus (z = -2,88; p = 0,0067), G. nanum (z = -7,20; p < 0,0001) y P. thauf (z = -
3,19; p = 0,0036), pero no difirié de los cantos de B. antartandica (z = 0,33; p = 0,7407)
ni de S. rufipes (z = 1,71; p = 0,1077). En cuevas de E. calcaratus las diferencias en la
amplificacion experimentada por los cantos de las distintas especies no se encontraban
entre las comparaciones definidas a priori, en consecuencia la amplificacion
experimentada por los cantos de E. calcaratus no difiric de la experimentada por los
cantos de B. antartandica (z = -1,21; p = 0,376), E. emiliopugini (z = 2,12, p = 0,120), P.

thaul (z =-1,98;, p = 0,120), G. nanum (z = 0,88, p = 0,471) ni S. rufipes (z=061; p =

0,545).
a) Cuevas de E. emiliopugini b) Cuevas de E. calcaratus
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Figura 13. Razén entre las amplitudes (dB) de cantos de varias especies emitidos por
un parlante ubicado en el exterior y registrados con un micréfono adentro y en otro en
el borde de cuevas de E. emiliopugini (a) y E. calcaratus (b). Los simbolos y barras
indican el promedio y desviacion estandar, respectivamente. Abreviaciones: E. e =
Eupsophus emiliopugini, E. ¢ = Eupsophus calcaratus, P. t = Pleurodema thaul, B. a =
Batrachyla antartandica, S. r = Strix rufipes y G. n = Glaucidium nanum.
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Tabla 6. Razon entre las amplitudes (dB) de cantos de varias especies emitidos por un
parlante ubicado en el exterior y registrados con un micréfono adentro y en otro en el
borde de cuevas de E. emiliopugini y E. calcaratus. Los valores en la tabla
corresponden a promedio + desviacion estandar.

Cueva de: Canto Razon entre amplitudes adentro/borde (dB)

E. emiliopugini E. emiliopugini 8,47 + 533
E. calcaratus 9,56 + 4,90
P. thaul 10,82 + 7,20
B. antartandica 9,50+ 7,86
S. rufipes 8,01 +£5,64
G. nanum 10,86 £ 3,70
E. calcaratus E. emiliopugini 6,21+ 3,73
E. calcaratus 745+ 5 44
P. thaut 10,75 £12,15
B. antartandica 9,20 £ 8,75
S. rufipes 744 +6,24
G. nanum 6,73 £4,71

Respecto a la asociacion entre las dimensiones de las cuevas y la amplificacion
promedio de las vocalizaciones de cada especie, en cuevas de E. emiliopugini sélo se
encontrd una relacion lineal inversa entre la amplificacidén de los cantos de S. rufipes y
el largo total de las cuevas (= 0,36; F= 5,6; gl = 1,10; p = 0,039) (Figura 14) y en
cuevas de E. calcaratus solo se enconitrd una relaciéon lineal significativa entre la
amplificacion experimentada por los cantos de E. emiliopugini y el largo total de estas

cavidades (*= 0,38; F = 6,04; gl = 1,10; p = 0,034) (Figura 15).
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C) Experimentos de recepcion de cantos de vecinos al interior de las cuevas.

En cuevas de E. emiliopugini se registraron cantos de entre uno y tres
individuos de E. emiliopugini en once de las doce cuevas y un total de tres individuos
de B. antartandica en dos de las doce cuevas. Los cantos de estos individuos fueron
amplificados en una magnitud similar a la encontrada mediante experimentos de
playback (Figura 186; Tabla 7).

En diez de las doce cuevas de E. calcaratus se registraron cantos de uno o dos
ejemplares de E. calcaratus proximos. En promedio, la amplificacion de los cantos

emitidos por vecinos en estas cuevas fue de aproximadamente 13 dB (Figura 16; Tabla

7).
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Figura 16. Razén entre las amplitudes (dB) de cantos emitidos durante interacciones
naturales registrados en cuevas de a) E. emiliopuginiy b) E. calcaratus. Los simbolos y
barras indican el promedio y desviacién estandar, respectivamente. Abreviaciones: E. e
= Eupsophus emiliopugini, B. a = Batrachyla antartandica, E. c¢ = Eupsophus
calcaratus.
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Tabla 7. Razon entre las amplitudes (dB) de cantos emitidos durante interacciones

naturales y registrados en cuevas de E. emiliopuginiy E. calcaratus. Los valores en la
tabla corresponden a promedio + desviacion estandar.

Cueva de: Canto Razén entre amplitudes adentro/borde (dB)
E. emiliopugini E. emiliopugini 7,09+ 2,88

B. antartandica 8,81+ 1,55
E. calcaratus E. calcaratus 13,44 + 5,03
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DISCUSION

A) Experimentos de propagacion de sonidos desde cuevas.

La amplificacion experimentada por los tonos puros emitidos desde el interior de
las cuevas utilizadas por ambas especies de Eupsophus mostré que las propiedades
acusticas de estos refugios son altamente variables entre cuevas individuales. Sin
embargo, en promedio los tonos de frecuencias entre 0,5 — 2,0 kHz son amplificados
en mayor magnitud que frecuencias fuera de este rango.

La amplificacién encontrada para los tonos coincide con la encontrada para los
cantos de las cuatro especies de anfibios. Estas vocalizaciones, que contienen sus
principales componentes espectrales entre 1,0 — 2,0 kHz, fueron amplificados entre 3 —
8 dB en promedio. Este aumento en la amplitud de los cantos es comparable al que ha
sido encontrado en otros animales. Por ejemplo, las vocalizaciones de respuesta de los
murciélagos ala de disco (Thyroptera tricolor) emitidas desde el interior de hojas
conicas son amplificadas hasta en 6 dB (Chaverri & Gillam 2013) y los cantos de
anuncio emitidos por la rana Kurixalus idiotoocus son amplificados aproximadamente 5
dB al ser emitidos desde drenajes de concreto (Tan y col. 2014). Otro ejemplo
destacable corresponde a los grillos Scapteriscus acletus y Rufocephalus sp., los
cuales construyen complejas cavidades que amplifican los cantos emitidos por estos
insectos en 24 y 20 dB, respectivamente (Bennet-Clark 1987; Bailey y col. 2001).

La amplificacion experimentada por los cantos de las cuatro especies de anuros
difiri6 entre las cuevas de ambas especies de Eupsophus. De acuerdo con lo
esperado, en las cuevas ocupadas por E. emiliopugini los cantos de ambas especies

de Eupsophus fueron amplificados en mayor magnitud que los cantos de P. thaul y B.
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antartandica. Sin embargo, en cuevas de E. calcaratus se encontrd el patron inverso,
los cantos de E. emiliopugini y E. calcaratus fueron menos amplificados que los cantos
de P. thaul y B. antartandica. Esta diferencia se debe probablemente a la alta
variabilidad en las propiedades acUsticas que presentan estos refugios, habiendo
algunos que amplificaron los cantos emitidos desde el interior en mas de 10 dB,
mientras otros no amplificaron o incluso atenuaron los sonidos emitidos desde el
interior. Ademas, es necesario considerar que la utilizacién de las cuevas es en parte
compartida por ambas especies, debido a que entre temporadas reproductivas un
mismo refugio puede ser reutilizado por machos de E. emiliopugini y E. calcaratus. Por
lo tanto, estos resultados deben ser interpretados con cautela, ya que no es posible
concluir respecto a las cuevas utilizadas por cada una de las especies en particular. A
pesar de lo anterior, es claro que estas cavidades, tanto las que se encontraban
ocupadas por machos de E. emiliopugini como de E. calcaratus, amplifican las sefales
que desde alli se emiten.

A diferencia de las cuevas utilizadas por los grillos Scapteriscus acletus y
Rufocephalus sp., la estructura relativamente simple de los refugios utilizados por
ambas especies de Eupsophus sugiere que los machos no tienen un rol activo en su
construccién y que se limitan principalmente al cuidado y mantencion de cavidades ya
existentes. El hecho que un porcentaje menor de los machos se ubique al interior de
refugios que carecen de una estructura definida, como por ejemplo entre raices de
arboles, apoya esta idea. La alta variabilidad en las propiedades acusticas de los
refugios utilizados por ambas especies de Eupsophus, sumada a la presumible
ausencia de una participacién activa de los machos en su construccidn, sugiere
ademas que estos anfibios, en general, no seleccionan las cuevas que utilizan en base

a sus caracteristicas acusticas. Es posible que los machos seleccionen estos sitios de
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reproduccion en base a otras variables, no relacionadas directamente con la acUstica
de estos refugios. Por ejemplo, la rana Kurixalus eiffingeri prefiere para la reproduccion
y posterior ovoposicion el interior de los tallos de bambd con un mayor volumen
respecto a tallos con un volumen menor (Lin y col. 2008) y los machos de la rana
Ranitomeya biolat trasladan los renacuajos recién eclosionados preferentemente a
inter-nodos de bambu con un alto volumen de agua (von May y col. 2009). Este tipo de
seleccidn asociada al nivel de agua incrementaria la probabilidad de sobrevivencia de
los renacuajos, ya que volumenes de agua elevados estan asociados a niveles altos de
nutrientes y a bajo riesgo de desecacion (von May y col. 2009).

El aumento en la amplitud de las sefiales acuUsticas producido por las cuevas
desde donde son emitidos los cantos de Eupsophus incrementa su distancia de
propagacion y en consecuencia aumenta la probabilidad de que estos sonidos sean
detectados por hembras conespecificas. A la vez, esta amplificacién podria ser
desventajosa, ya que también puede facilitar la deteccién de estos sonidos por
receptores involuntarios, como depredadores y parasitos {revisado en Zuk & Kolluru
1998). No obstante, no se ha reportado de depredadores ni parasitos que utilicen las
llamadas de anuncio emitidas por las ranas del género Eupsophus para localizarlos.
Por lo tanto, es probable que la amplificacion de los sonidos emitidos desde el interior
de las cuevas de Eupsophus resulte principalmente en consecuencias beneficas para
el desempenio reproductivo del macho residente.

Los patrones de atenuacion de los sonidos emitidos desde las cuevas de
ambas especies estuvieron de acuerdo con lo esperado, ya que el exceso de
atenuacion experimentado por tonos de frecuencias altas fue mayor que el
experimentado por frecuencias bajas. La atenuacion de los cantos de ambas especies

de Eusophus emitidos desde las cuevas conespecificas respectivas fue de
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aproximadamente 1 dB promedio a 50 cm. Similarmente, registros de vocalizaciones
emitidas durante interacciones naturales realizados en la misma localidad de estudio
muestran que los cantos de E. emiliopugini y E. calcaratus a 50 cm presentan en
promedio excesos de atenuacion de aproximadamente 2 y 1 dB, respectivamente
{(Penna & Moreno-Gomez, en revision). En las cuevas de ambas especies de
Eupsophus la atenuacién exhibida por los cantos de las cuatro especies de anfibios fue
similar, siendo en general positiva y menor a 3 dB, lo que indica que aln a estas
relativamente cortas distancias, el efecto de ambiente sobre la amplitud de las sefales
es significativo. Por otra parte, las cortas distancias a las cuales se evalué el exceso de
atenuacion imposibilitan la identificacidon de un patron que pueda ser atribuible a las
diferencias espectrales y/o temporales de las vocalizaciones emitidas por estas cuatro

especies de anfibios.

B) Experimentos de recepcion de sonidos al interior de las cuevas.

La amplificacion experimentada por los tonos puros emitidos externamente
hacia las cuevas de E. calcaratus y E. emiliopugini mostré un patron similar al
encontrado en los experimentos de propagacion. Las cuevas ocupadas por E.
emiliopugini presentaron una frecuencia resonante promedio de 1,5 kHz y un factor de
calidad (Q = 8) similar al que ha sido encontrado para las cavidades utilizadas por los
grillos Rufocephalus sp. (Q = 7; Bailey y col. 2001) y mayor al de las cuevas
construidas por los grillos topo (Scapteriscus acletus, Q = 2,5 — 2,7, Bennet-Clark
1987). Por otro lado, las cavidades utilizadas por E. calcaratus exhibieron una

frecuencia resonante cercana a la frecuencia dominante de los cantos emitidos por
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esta especie y un factor de calidad considerablemente mayor al encontrado para las
cuevas ocupadas por la otra especie (Q = 20). Estos valores indican que las cuevas
utilizadas por ambas especies de Eupsophus, y particularmente las cuevas que se
encontraban ocupadas por machos de E. calcaratus, amplifican principalmente los
sonidos contenidos en una estrecha banda de frecuencias. A pesar de estos altos
valores de Q, los experimentos de recepcion de cantos mostraron que estos refugios
amplifican en promedio 6 — 11 dB los cantos de las cuatro especies de anuros y las dos
especies de aves. Esto se debe probablemente a que, en general, los cantos de estas
especies no son sonidos puramente tonales, si no que contienen su energia en bandas
de frecuencia relativamente anchas que se encuentran contenidas dentro del rango de
frecuencias que experimentaron mayor amplificacién al interior de las cuevas. Estos
resultados corroboran la amplificacién experimentada por los cantos de E. emiliopugini
y E. calcaratus al interior de las cavidades que naturalmente ocupan (Penna & Solis
1996; Penna 2004) y extienden dicho efecto a las vocalizaciones emitidas por otras dos
especies de anuros y dos especies de aves.

Si es gque varias especies emiten sus sefales acusticas sincréonicamente, y no
existe una correspondencia cercana entre |la sefial emitida y la capacidad sensorial del
receptor, ocurrird interferencia entre los sonidos presentes en el ambiente, limitando
asi la capacidad del receptor para detectar las sefiales conespecificas (Amézquita y
col. 2011). En el caso de los anuros, estas interferencias podrian ser particularmente
importantes, ya que los machos dependen de sefales acusticas para advertir su
presencia a hembras y otros machos (Wells & Schwartz 2006). Registros de la
sensibilidad auditiva de E. emiliopugini y E. calcaratus han mostrado que los machos
de estas especies presentan una mayor sensibilidad a sonidos de frecuencias entre 1,0

— 2.0 kHz (Penna y col. 2013; Penna & Moreno-Gomez 2014). Este rango de
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sensibilidad indica que los machos de ambas especies son capaces de detectar los
sonidos emitidos por otras especies que se encuentran presentes en su ambiente,
tales como las vocalizaciones utilizadas en los experimentos de recepcion. De esta
manera, la amplificacion que ejercen las cavidades sobre la generalidad de las sefiales
acusticas entrantes, indica que al permanecer al interior de estos refugios, los machos
de ambas especies de Eupsophus pueden efectivamente monitorear los niveles de
ruido bidtico externo. Esto permitiria a los individuos que se encuentran ubicados al
interior de las cavidades adoptar ciertas estrategias que les permitan enfrentar estas
interferencias. Por ejemplo, algunas especies de anfibios en presencia de sonidos
heteroespecificos disminuyen su tasa de canto (Penna & Meier 2011; Penna &
Velasquez 2011; Bleach y col. 2015), mientras otras la aumentan (Phelps y col. 2011).
No obstante, el efecto que puedan tener sefales acusticas heteroespecificas sobre la
conducta vocal de anfibios del genero Eupsophus es desconocida.

En el caso de las cuevas ocupadas por E. emiliopugini, la amplificacién
encontrada mediante experimentos de playback coincide con la experimentada por las
vocalizaciones emitidas durante interacciones naturales, tanto para las vocalizaciones
de B. antartandica como las de E. emiliopugini. Por otro lado, en las cuevas utilizadas
por E. calcaratus se observé un aumento de aproximadamente 7 dB promedio en la
amplificacion experimentada por los cantos de individuos conespecificos cercanos
respecto a la amplificacién encontrada mediante experimentos de playback. Esta
diferencia puede deberse a gue varios de los cantos de E. calcaratus que se
registraron correspondian a individuos ubicados particularmente cercanos a la cueva
experimental. No obstante, los registros de cantos emitidos durante interacciones

naturales validan la utilizacién de vocalizaciocnes previamente grabadas como método
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para explorar de manera realista la amplificacion de sefales acusticas al interior de las
cavidades ocupadas por ambas especies de Eupsophus.

Futuras lineas de investigacion que evallen el efecto de la exposicion a sefnales
heteroespecificas sobre la conducta vocal de ambas especies de Eupsophus podrian
contribuir a comprender la relevancia adaptativa que la amplificacion de estos sonidos
tiene en las estrategias comunicativas utilizadas por estos anfibios. En particular, la
amplificacion de los cantos emitidos por el chuncho (G. nanum) y el concon (S.
rufipes), dos aves potencialmente depredadoras de anfibios, podria influenciar la
conducta de ambas especies de Eupsophus, como ha sido documentado en varios
grupos taxondémicos incluyendo (i) cangrejos que en presencia de sonidos emitidos por
peces depredadores disminuyen el consumo de almejas (Hughes y col. 2014), (ii) focas
que se mantienen alejadas de la superficie del agua cuando son expuestas a las
vocalizaciones de orcas (Deecke y col. 2002), (iii) arafias que enfrentadas a cantos de
aves cesan sus actividades de cortejo y locomocién (Lohrey y col. 2009) y (iv) anfibios
gue en presencia de vocalizaciones de nutrias aumentan el tiempo designado a la
actividad locomotora y de escape (Llusia y col. 2010).

Una limitacion de la presente investigacién es que en el archivo de audio
utilizado para los experimentos se incluyeron los cantos de un Unico individuo de cada
especie de ave, lo que ciertamente no refleja la variacion inter-individual de las
caracteristicas temporales y espectrales presentes en las vocalizaciones de estas
especies. No obstante, dada la magnitud del efecto de amplificacion encontrado para
las vocalizaciones de S. rufipes y G. nanum (entre 7 — 11 dB promedio), es esperable
que un aumento en el nimero de individuos no modifique sustancialmente el resultado
encontrado en la presente investigacion ni altere las conclusiones obtenidas de estos

datos.
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El patréon de amplificacién de los tonos sugiere que estos refugios ademas de
amplificar las vocalizaciones generadas en el exterior, posiblemente amplifican ruidos
de origen abidtico como sonidos generados por arroyos, viento o lluvia, los que
concentran la mayor parte de su energia entre 0 — 2,0 kHz. Tal efecto de amplificacion
de sonidos abidticos seria relevante en la actividad vocal de estos anfibios, ya que se
ha observado que los machos de E. calcaratus responden a niveles moderados de
ruido de lluvia y arroyo aumentando la tasa de canto (Penna y col. 2005), mientras que
machos de E. emiliopugini al ser expuestos a los mismo ruidos abidticos no modifican o
disminuyen su actividad vocal (Penna & Hamilton-West 2007).

Registros del nivel de presion sonora de los cantos en condiciones naturales y
de los umbrales auditivos en ambas especies de Eupsophus muestran que la
comunicacion entre machos esta limitada a distancias de aproximadamente 2 m para
E. calcaratus (Penna y col. 2013) y mayores a 8 m para E. emiliopugini (Penna &
Moreno-Gémez, 2014). Sin embargo, este calculo no considera el efecto de las cuevas
sobre la amplitud de las sefales generadas externamente. Al afadir a los niveles de
presién sonora encontrados por Penna y col. 2013 y Penna & Moreno-Gémez 2014 los
aproximadamente 8 dB promedio que fueron amplificados los cantos de E. emiliopugini
y E. calcaratus al interior de las cuevas conespecificas respectivas, se obtiene que el
espacio activo (i.e., la maxima distancia a la cual una sefial puede ser detectada por un
conespecifico) de E. emiliopugini podria alcanzar distancias mayores a 8 m, pudiendo
incluso llegar a 16 m, dependiendo de la atenuacion impuesta por €l ambiente. Por otra
parte, el espacio activo de E. calcaratus no sufriria modificaciones considerables,
debido a que la amplitud de los cantos emitidos por esta especie decae rapidamente
con la distancia alcanzando valores muy por debajo del umbral auditivo a 2 m de la

fuente (Penna y col. 2013).
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La ausencia de una relacion entre la longitud del segmento libre de agua y la
frecuencia resonante de las cuevas ocupadas por ambas especies de Eupsophus,
tanto en los experimentos de propagacién como de recepcion, se encuentra en
aparente contradiccion con la relacion inversa esperada entre la longitud de un tubo de
paredes paralelas cerrado en un extremo y su frecuencia de resonancia (Fletcher &
Thwaites 1983). Sin embargo, esto puede ser explicado porque las cuevas no
corresponden a un cilindro perfecto de paredes paralelas, y son mas bien refugios de
paredes internas porosas cuyo diametro varia a lo largo de su extension. Por otra parte
el diametro no influye en la resonancia de un tubo si es menor a la mitad de la longitud
de onda del sonido (Beranek 1996) y considerando que las cuevas de ambas especies
de Eupsophus presentaron en promedio diametros de aproximadamente 3,5 cm, el
efecto del diametro seria relevante para sonidos de frecuencias mayores a 5 kHz
aproximadamente, lo que estd fuera del rango de los tonos y de la frecuencia
dominante de los cantos utilizados en los experimentos.

El efecto que ciertos refugios tienen sobre las sefiales acusticas emitidas y
recibidas al interior ha sido estudiado en 7 especies de anuros (Bailey & Roberts 1981;
Penna & Solis 1999; Penna 2004; Lardner & bin-Lakim 2002; Penna & Marquez 2007,
Cui y col. 2012 y Tan y col. 2014). Sin embargo, la utilizacion de este tipo de
estructuras pareciera ser una caracteristica comun entre anfibios de varias ofras
especies. Entre algunos ejemplos se encuentran los machos de Aparaphenodon
arapapa que emiten cantos de anuncio desde el interior de bromelias (Lantyer-Silva y
col. 2014), los machos de Ranitomeya biolat y de algunas especies del género
Raorchestes que durante el cortejo utilizan internodos de bambu que han sido
previamente agujereados por aves o insectos (Waldram 2008; Seshadri y col. 2014) o

los machos Kurixalus eiffingeri que se ubican en los mufiones dejados al cortar los
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palos de bambu (Lin & Kam 2008). Esta amplia variedad de refugios representa un alto
potencial para investigar su efecto sobre la estructura de los cantos que se emiten
desde el interior y de los que estan presentes en el ambiente, pudiendo este ultimo
efecto ser de especial relevancia en ambientes tropicales donde ocurren complejos
ensambles acusticos formados por multiples especies que emiten sus cantos
sincronicamente (Chek y col. 2003). Finalmente, es de esperar que estudios futuros se
enfogquen no solo en el efecto que los refugios tienen sobre la estructura de las
sefiales, si no que tambien en las implicancias ecoldgicas y evolutivas que estas
modificaciones tienen sobre la conducta de los organismos involucrados en las

interacciones comunicativas.
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CONCLUSIONES

Los resultados de los experimentos de propagacion refutan la hipotesis original
que predecia una amplificacién preferencial de los cantos de ambas especies
Eupsophus respecto a los cantos de las otras especies de anuros. Las cavidades
utilizadas por ambas especies de Eupsophus amplificaron los cantos de las cuatro
especies de anfibios y en particular, las cuevas ocupadas por E. calcaratus
amplificaron en mayor magnitud los cantos de las dos especies de anuros que no
utilizan estos refugios naturalmente.

Similarmente, la hipotesis sobre la amplificacion diferencial de los cantos
generados externamente a los refugios también es refutada en base a los resultados
obtenidos de los experimentos de recepcion. Se esperaba que las cuevas facilitaran
principalmente la deteccion de las sefiales conespecificas, lo que a su vez facilitaria la
mantenciéon de interacciones antifonales enfre machos y la deteccién de sefales
emitidas por potenciales depredadores, lo que permitiria a estos anfibios disminuir el
riesgo de depredacion. Sin embargo, las cavidades amplificaron la totalidad de los
cantos presentes en el ambiente.

Estos resultados destacan la importancia de considerar el efecto que este tipo
de refugios tienen no solo sobre las sefiales conespecificas, si no gue sobre la
generalidad de los sonidos de origen biotico que componen el paisaje acustico del

bosque templado austral (e.g., Farina 2014).
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ANEXO

Tabla A1. Analisis post hoc de la amplificacion de tonos y cantos emitidos desde
cuevas de E. emiliopugini y E. calcaratus. Los valores de p reportados estan ajustado
por la tasa de falsos descubrimientos y se muestran en negrita los valores
significativos.

Senal Cueva de: Efecto Comparacién z p
Tonos E. emiliopugini Distancia 12,5-6,25 2,81 0.0124
25-86,25 3,69 0.0008
50-6,25 3,90 0.0005
100 - 6,25 3,91 0.0005
25-12,5 1,56 0.1696
50-12,5 2,08 0.0755
100-125 1,83 0.1121
50-25 0,59 0.6929
100- 25 0,29 0.7746
100 - 50 -0,29 0.7746
E. calcaratus Distancia 12,5-6,25 3,78 0.0008
25-6,25 3,40 0.0023
50-6,25 3,12 0.0046
100 - 6,25 415 0.0003
25-125 0,58 0.6440
50-12,5 0,55 0.6440
100- 12,5 1,46 0.2915
50 - 25 0,09 0.9263
100 - 25 1,01 0.5248
100 - 50 0,85 0.5658
Cantos E. emiliopugini Especie EE - BA 9,91 < 0,0001
EE - EC 1,64 0,1001
EE - PT 13,46 < 0,0001
E. calcaratus Especie EC - BA -3,97 0.0002
EC - EE 1,77 0.0772
EC-PT -3,76 0.0003
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Tabla A2. Likelihood ratio test de los efectos fijos incluidos en los modelos lineales
mixtos utilizados para el analisis del exceso de atenuacion de tonos y cantos emitidos

desde cuevas de E. emiliopugini y E. calcaratus. En negrita se muestran los valores
significativos.

Sedal Cueva de: Efecto X2 gl p

Tonos E. emiliopugini Distancia (D) 7.74 1 0,0054
Frecuencia (F) 210,02 1 < 0,0001
Posicion del parlante (P) 0,70 1 0,4034
DxF 81,63 1 < 0,0001
DxP 0,08 1 0.7823
FxP 3,44 1 0,0635
DxFxP 0,57 1 0,4504

E. calcaratus

Distancia (D) 1,19 1 0,2756
Frecuencia (F) 277,82 1 < 0,0001
Posicion del parlante (P) 0,89 1 0,3456
DxF 53,09 1 < 0,0001
DxP 0,58 1 0,4446
FxP 2,29 1 0,1302
DxFxP 0,08 1 0,7821
Cantos E. emiliopugini Distancia (D) 0,70 1 0,4018
Especie (E) 20,31 3 0,0001
Posicion del parlante (P) 0,05 1 0,8160
DxE 36,58 3 < 0,0001
DxP 0,01 1 0,9362
ExP 6,11 3 0,1063
DxExP 1,33 3 0,7232
E. calcaratus Distancia (D) 0,19 1 0,6634
Especie (E) 50,88 3 < 0,0001
Posicion del parlante (P) 0,04 1 0,8486
DxE 6,41 3 0,0935
DxP 3,54 1 0,0598
ExP 14,99 3 0,0018
Dx ExP 3,65 3 0,3015

59



Tabla A3. Andlisis post hoc del exceso de atenuacion experimentado por cantos
emitidos desde cuevas de E. emiliopugini y E. calcaratus. Los valores de p reportados
estan ajustado por la tasa de falsos descubrimientos y se muestran en negrita los
valores significativos.

Cueva de: Efecto Comparacion z p

E. emiliopugini Especie x Distancia EC 100 - EC 50 0,57 0.5675
EE 100 - EE 50 -0,60 0.5675
PT 100 - PT 50 1,68 0.2165
BA 100 - BA 50 1,61 0.2165
EE 100 - EC 100 -4,10 0.0001
EE 100 - PT 100 -5,20 < 0.0001
EE 100 - BA 100 -7,01 < 0.0001
EE 50 - EC 50 -0,58 0.5675
EE 50 - PT 50 0,91 0.5675
EE 50 - BA 50 -0,82 0.5675

E. calcaratus  Especie x Posicion del parlante BA adentro - BA Borde -1,94 0,1059
EC adentro - EC Borde -0,87 0,4796
EE adentro - EE Borde -1,18 0,3383
PT adentro - PT Borde 3,09 0.0068
EC adentro - EE adentro 5,88 < 0,0001
EC adentro - BA adentro -0,50 0,6206
EC adentro - PT adentro -2,67 0,0187
EC Borde - PT Borde 0,73 0,5161
EC Borde - EE Borde 5,60 < 0,0001
EC Borde - BA Borde -1,52 0,2134
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