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RESUMEN

tiolaemus chiliensis es conocido como el lagarto llorén por emitir lamados de angustia
cuando es capturado por un depredador. Estos llamados alertarian a conespecificos del
riesgo depredatorio, pues las individuos responden con inmovilidad al percibir dichas
vocalizaciones. Andlisis de los llamados muestran que estos presentan variacidn
geogréfica, lo cual podria determinar una interrupcion de la habilidad para decodificar
el mensaje de alerta entre distintas poblaciones. Esto podria deberse a que Ias
sensibilidades auditivas estdn estrechamente asociadas a las caracteristicas de las
vocalizaciones, de lo cual a a fecha no existen antecedentes. Dentro de este contexto,
en esta tesis se evalud: i) la respuesta conductual de individuos de una poblacion de L..
chiliensis a llamados de angustia locales {homotipicos} y no locales (heterotipicos), y ii}
la vibracion timpénica de adultos y juveniles en respuesta a tonos (0,1-40 kHz),
llamados sintéticos con y sin ultrasonido, y a los llamados utilizados en los
experimentos conductuales. La variacién geografica de los llamados afecté la respuesta
de los lagartos, ya que éstos presentaron una mayor inmovilidad al percibir el lamado
homotipico, lo cual implica que los individuos evaluados estan mas “sintonizados” a los
llamados de su propia poblacién. Se discuten dos hipdtesis para explicar este
reconocimiento diferencial. Por primera vez, y utilizando vibrometria laser, se
establecié que la membrana timpdnica (MT) de este lagarto responde entre los 0,5-10
kHz y tiene una velocidad maxima de respuesta (Vi) a los 2 kHz aproximadamente, en

ambas edades. No obstante, los adultos presentaron una mayor V.« que juveniles, y
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esta variable se correlaciond positivamente con su tamafio corporal. La mayor
sensibilidad auditiva de adultos podria deberse al progresivo aumento del drea de Ia
MT durante la ontogenia. No hubo respuesta timpdnica al ultrasonido en ambas
edades, por lo que estas altas frecuencias podrian ser un subproducto de los llamados
o estarian dirigidas a depredadores con una sensibilidad auditiva elevada, Hubo una
correspondencia parcial entre las mayores velocidades de respuesta de la MT de ambas
edades y el rango de valores de la frecuencia dominante de sus llamados, lo cual
sugiere que la entrada del sonido a través de la MT es importante en la deteccion de
vocalizaciones con significancia biolégica para esta especie. Curiosamente, la MT fue
mas sensible al llamado heterotipico que al llamado homotipico. Esta respuesta no se
condice con la conducta mostrada por los [agartos ante estos estimulos.
Probablemente, [a duracién de los llamados podria estar influyendo en el grado de

inmovilidad que muestran los lagartos llorones al percibir sus llamados de angustia.
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ABSTRACT

Liolaemus chiliensis is known as the weeping lizard because it emits distress calls when
is captured by a predator. These calls would alert conspecifics on the predatory risk, as
individuals respond with immobility when they perceive these vocalizations. Analysis
shows that these calls have geographic variation, which could result in a disruption of
the ability to decode the alert message between populations. This could be because
the auditory sensitivities are closely linked to the characteristics of the calls, but
presently, there is no data. In this context, this thesis evaluated: i} the behavioral
response of individuals from a population of L. chiliensis to local (homotypic} and
nonlocal (heterotypic) distress call, and ii) the tympanic vibration of adults and
juveniles in response to tones (0.1-40 kHz), synthetic calls with and without ultrasound,
and the calls used in behavioral experiments. The geographic variation of the calls
affected the response of the lizards, as they showed more immobility to the homotypic
call, implying that individuals are more "tuned" to their local calls. Two hypotheses are
discussed to explain this recognition. For first time, and using laser vibrometry, it was
established that the tympanic membrane (TM) responds to sounds between 0.5-10
kHz, having its maximum velocity response (Vma) at approximately 2 kHz, in both age
groups. However, adults had a higher V. than juveniles, and this variable was
positively correlated with body size. The greatest auditory sensitivity of adults may be
consequence of the progressive increase in TM area during ontogeny. The TM did not
response to ultrasound in both ages, so these high frequencies could be a calt by-

product or they would have as a target predatars with high auditory sensitivity. There
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was a partial match between the higher velocity response of the TM of both ages and
the range of values of the dominant frequency of their calls, which suggests that T is
an important input sound via for call detection of biological significance in this species.
Interestingly, the TM was more sensitive to the heterotypic call than to homotypic call.
This response is not consistent with the behavior shown by the lizards to these stimuli.
Probably, call duration may modulate the degree of immobility showed by lizard when

they are exposed to their distress calls.
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INTRODUCCION

La depredacién es una de las presiones selectivas mas importantes a la que se
enfrentan [os organismos (Endler, 1986; Freidenfelds y col., 2012}, a lo cual los
animales presa responden evolutivamente con sofisticadas adaptaciones morfoldgicas,
fisiologicas y conductuales, que les permiten sobrevivir, y eventualmente, reproducirse
(Barnard, 2004; Lind y Cresswell, 2005). Dentro de estas adaptaciones
antidepredatorias, los llamados de angustia (traduccion de distress calls, sensu Martiny
col.,, 2011) son vocalizaciones que generalmente son emitidas por individuos presa
cuando son capturados por un depredador (Hogstedt, 1983; Klump y Shalter, 1984;
Maeller y Nielsen, 2010; Branch y Freeberg, 2012; Dorada-Rodrigues y col., 2012). Sin
embargo, estos llamados también son emitidos por crias de algunas especies de
mamiferos y cocodrilos bajo distintas situaciones de urgencia, que no involucran
necesariamente la presencia de un depredador {Vergne y col., 2011; Lingle y col., 2012;
lilmann y col., 2013). Se ha establecido que los llamados de angustia que ocurren
directamente en una situacidn de depredacion aumentarfan las probabilidades de
sobrevivencia de la presa o de sus conespecificos, pues afectarian la conducta del
depredador o de sus congenéricos (Perrone, 1980; Hogstedt, 1983; Conover, 1994;
Neudorf y Sealy, 2002; Caro, 2005). Por una parte, los llamados de angustia emitidos
por una presa podrian sorprender o confundir a un depredador, permitiendo asi la
interrupcion del evento depredatorio (Driver y Humphries, 1969; Neudorf y Sealy,
2002; Branch y Freeberg, 2012}. Adicionalmente, las presas podrian aumentar sus

probabilidades de escapar del evento depredatorio, al atraer con sus llamados de




angustia a depredadores secundarios que potencialmente atacarfan al depredador
primario {Perrone, 1980; Hogstedt, 1983). Por otro lado, los conespecificos de una
presa que emite [lamados de angustia podrian aumentar sus probabilidades de
sobrevivir al percibir estas vocalizaciones; en primer lugar, los conespecificos pueden
desplegar conductas antidepredatorias que impedirfan su deteccién por parte de un
depredador (e.g. inmovilidad; Hoare y Labra, 2013), y en segundo lugar, los
conespecificos podrian permitir el escape del emisor al desplegar ataques hacia el
depredador {Smith, 1977; Klump y Shalter, 1984; Russ y col., 1998; Lingle y col., 2012).
En definitiva, es evidente el beneficio que entregan los llamados de angustia a [a
adecuacion bioldgica de las especies. Existen evidencias de que presas sobrevivientes a
numerosos ataques depredatorios poseen una mayor tasa de emisién de llamados de
angustia al ser capturadas, en comparacion con aquellas que han sufrido una menor
cantidad de estos ataques (Megller y Nielsen, 2010). Mas aun, diversas especies han
evolucionado la capacidad de fisgonear los llamados de angustia de heteroespecificos
para alertarse del peligro depredatorio (e.g. Russ y col., 2004; Teichroeb y col., 2013).
Este fisgoneo de sefiales acisticas heteroespecificas, es posible ya que diferentes taxa
presentan una gran similitud en la estructura basica de sus llamados de angustia
{Anfibios: De Toledo y col., 2009; Aves: Stefanski y Falls, 1972; Mathevon y col., 1997;
Aubin, 1991; Mamiferos: Russ y col., 2004; Lingle vy col,, 2012}, vy a que el proceso de
decedificacion de estas sefiales es similar entre ellas (Aubin, 1991).

A pesar de que el llamado de angustia de muchas especies ha sido descrito (e.g.
Héld y Gollmann, 1986; Neudorf y Sealy, 2002; Russ y col., 2004; Toledo v Haddad,

2009; Teichroeb y col., 2013), muy poco se conoce sobre la variacion intraespecifica de




tales sefiales y de las consecuencias conductuales que éstas tendrian sobre los
individuos {e.g. Blumstein y col., 2008). Esto contrasta con la gran cantidad de estudios
relacionados con la variacion de sefiales acusticas involucradas en reproduccién y
reconocimiento intraespecifico (véanse revisiones actuales Gerhardt, 2013; Wilkins y
col., 2013). Sin embargo, se han documentado ciertos tipos de variacidn intraespecifica
en los llamados de angustia a nivel cuantitativo, por ejemplo, en el repertorio de estos
llamados a nivel individual (Frankenberg y Werner, 1984}, a lo largo de la ontogenia
(Wilkinson y Huxley, 1978; Martins v Haddad, 1988), entre sexos {e.g. Freeberg y
Branch, 2013) o entre poblaciones aisladas geograficamente (Reyes-Olivares, obs.
pers.). Es probable que la varfacién cuantitativa de estos llamados afecte su
decodificacién a nivel intraespecifico (e.g. Blumstein y col., 2008). Por ejemplo, se ha
abservado que al manipular ciertas caracteristicas de los llamados de angustia (e.g.
modulacion de frecuencia (Aubin 1987; 1989}, estructura armonica (Aubin y Brémond,
1992) o frecuencia fundamental (Teichroeb y col., 2013)), el proceso de decodificacién
de la sefial puede romperse, afectando asi [a respuesta conductual que despliegan los
receptores. Por lo tanto, un alto grado de variacién en las caracteristicas de estas
sefiales a nivel intraespecifico, como el observado entre poblaciones aisladas
geograficamente (Reyes-Olivares, obs. pers.), podria determinar procesos de
decodificacién diferenciales, y por ende, respuestas conductuales distintas a nivel
poblacional. En este sentido, es fundamental poder evaluar si el proceso de
decodificacién en una poblacién se mantendria ante la emision de llamados de

angustia de otra poblacién distante geograficamente.
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Liolaemus chifiensis es conacido como el lagarto [lorén porque emite llamados
de angustia cuando es capturado (Donoso-Barros, 1966; Labra y col., 2013). Este
lagarto es la tnica especie del clado Unidentata (Lacertilios que no son dibdamidos ni
geconidos, sensu Vidal y Hedges, 2005), de la cual se conoce detalladamente [a
estructura de sus llamados de angustia. Estos se caracterizan por presentar distintos
tipos de modulacién de frecuencia, fenémenos no lineales' y numerosos arménicos
que se extienden hacia altas frecuencias, los que incluso alcanzan el ultrasonido (Labra
y col., 2013). Sus llamados presentan gran variabilidad a nivel individual e
intrapoblacional (Labra y col., 2013}, como también a nivel interpohlacional (Reyes-
Olivares, obs. pers.), y ademads se ha observado que la frecuencia de emisién de sus
vocalizaciones disminuye hacia las poblaciones mas australes de su amplio rango de
distribucién (Pincheira-Donoso y Ndfiez, 2005). Se ha propuesto que estas
vocalizaciones les permitirian repeler a depredadores, como también alertar a
conespecificos del riesgo depredatorio (Carothers y col., 2001; Labra y col., 2013).
Datos recientes confirman estas propuestas, observandose que los lagartos responden
con inmovilidad prolongada al percibir un llamado de angustia (Hoare y Labra, 2013).
Sin embargo, no existe claridad si la variabilidad de estos chillidos podria afectar la
respuesta de conespecificos. Particularmente, es probable que las notorlas diferencias
interpoblacionales encontradas en los llamados de angustia de esta especie (Reyes-

Olivares, obs. pers.; Fig. 1) podrian determinar un reconocimiento diferencial de los

! Caracteristicas actisticas que emergen cuando los factores involucrados en Ia vocalizacion (e.g.
amplitudes de las cuerdas vocales) varfan de formas que no son linealmente proporcionales
entre ellos {véase Riede y cal., 2000}.




llamados caracteristicos de cada poblacién, el cual puede verse reflejado en una

respuesta conductual distinta para cada caso.

Melipilla

Frecuencia (kHz)

Figura 1: Oscilograma (A) y espectrograma (B) de dos llamados de angustia de
liolaemus chiliensis, representativos de dos poblaciones; a la izquierda, uno
procedente de Melipilla (hembra adulta, largo hocico-cloaca = 99,8 mm; modificado de
Labra y col., 2013), y a la derecha uno de Pucdn {macho adulto, largo hocico-cloaca =
62 mm). En el llamado de Melipilla se observa la presencia de armonicos
extendiéndose en el rango ultrasdnico {sobre la linea punteada). El llamado de Melipilla
fue registrado con un micréfono G.R.A.S. 40 BE, mientras que el de Pucén con un
micréfono Sennheiser ME 66.

El andlisis de la variacién espectro-temporal de los llamados de angustia de L.
chifiensis a nivel interpoblacional, muestra que los chillidos de una poblacién de Chile
central poseen una mayor duracién, un mayor niimero de armoénicos y frecuencias
fundamentales mas bajas que una poblacidn del extremo sur de su rango de
distribucién {Reyes-Qlivares, obs. pers.; Fig. 1}. No es claro si esta variacion en las
caracteristicas de sus llamados de angustia podria sesgar la decodificacion de estas

sefiales hacia llamados homotipicos o locales (sensu Pitocchelli, 2014). Para responder




esta pregunta, se estudi6 la respuesta de lagartos llorones de una poblacién de Chile
central a llamados de angustia homo- y heterotipicos (llamados de una poblacién
distante, sensu Pitocchelli, 2014). Si la variacion en las caracteristicas de los llamados
de angustia no interrumpe la decodificacion de la sefial en la poblacién estudiada, ésta
respondera de igual manera independientemente del origen del chillido. Lo anterior
podria dar indicios de un probable mantenimiento de la cohesion comunicativa entre
poblaciones a pesar de las variaciones en la estructura de las vocalizaciones. No
obstante, si la poblacién se encuentra “sintonizada” a los chillidos homotipicos, ésta no
podrd decodificar correctamente los llamados heterotipicos, lo cual determinara la
discriminacion de estas sefiales.

La respuesta conductual que podria desplegar el lagarto llorén frente a sus
llamados de angustia homo- y heterotipicos, esta fuertemente relacionada con el nivel
de correspondencia existente entre las caracteristicas espectrales de estos chillidos y la
sensibilidad auditiva de los receptores (e.g. Teichroeh y col,, 2013), En este sentido, es
fundamental poder determinar y relacionar la sensibilidad auditiva de este lagarto con
el principal componente de frecuencias de sus llamados de angustia (frecuencia
dominante), con la finalidad de aproximarnos a comprender el proceso de
decodificacién de estas sefiales. Considerando que la comunicacidn vocal entre
conespecificas es bioldgicamente relevante para L. chiliensis (Hoare y Labra, 2013), es
probable que exista una correspondencia entre la frecuencia de mayor sensibilidad de
st sistema auditivo y la frecuencia dominante de sus vocalizaciones, como se ha
observado en otras especies {Konishi, 1970; Dooling y Saunders, 1975; Wilczynski y col,,

1993}. No obstante, y aunque existe una minuciosa descripcién de las caracteristicas




espectro-temporales del llamado de angustia de L. chifiensis {Labra y col., 2013},
actualmente se desconoce la sensibilidad auditiva de este lagarto. Mds alin, no es claro
si el lagarto llordn es sensible auditivamente al ultrasonido de su llamado de angustia
{Labra y col., 2013), puesto que solo se ha evaluado la respuesta de estos lagartos
frente a llamados sin ultrasonido (Hoare y Labra, 2013). Examinar este aspecto
permitira aproximarnos a determinar si el ultrasonido presente en sus llamados {Labra
y col., 2013), podria tener algun rol funcional dentro de la comunicacién vocal
intraespecffica.

Los estudios conductuales realizados en L. chiliensis se han centrado en
determinar la respuesta en individuos adultos. Sin emhargo, se ha cbservado que [a
sensibilidad auditiva de lagartos presenta diferencias a lo largo de la ontogenia, cuando
se ha evaluado tanto electrofisioldgicamente (Werner y col., 1998; Johnstone y
Werner, 2001; Werner y col., 2008), como a través de la funcion de transferencia de la
membrana timpanica (Werner y col., 1998; Werner y col,, 2002), determinédndose que
individuos adultos poseen sensibilidades auditivas mayores que juveniles. Estas
diferencias de sensibilidad auditiva a nivel ontogenético se relacionarian con el tamafio
corporal desigual de adultos y juveniles, el cual se corresponde directamente con el
tamafio de las estructuras del oido (Werner e Igi¢, 2002; Werner y col,, 2002). Sin
embargo, la existencia de variacidn ontogenética en la sensibilidad auditiva ha sido
reportada esencialmente en lagartos pertenecientes al clado Gekkonomorpha (Werner
y col., 1998; lohnstone y Werner, 2001; Werner y col., 2002; pero véase Rosowski,
1988), basicamente porque este grupo ha causado gran interés como modelo de

estudio del aparato auditivo de lagartos, al presentar un vasto desarrollo de la




comunicacién vocal dentro de reptiles (Frankenberg y Werner, 1992). Evaluar la
sensibilidad auditiva de adultos y juveniles en un lagarto no gecko que vocaliza, como L.
chiliensis, permitira tener una visidn mdas amplia de cémo cambian las capacidades
auditivas durante la ontogenia de lagartos. Ademads, esta medicion permitira
aproximarnos a comprender como responderfan los individuos de diferentes edades a
los llamados de angustia registrados en esta especie {Hoare y Labra, 2013; Labra y col,,

2013},

Hipotesis

Hipdtesis 1: La variacién en las caracteristicas acisticas de los llamados de angustia
homo- y heterotipicos determina un reconocimiento diferencial de estas vocalizaciones
por parte de los lagartos llorones.

Prediccidn: Los lagartos llorones evaluados estaran mejor “sintonizados”, o tendrén
una respuesta conductual mas intensa, a los llamados de angﬁstia de su propia

poblacién u homotipicos.

Hipdtesis 2: La sensibilidad auditiva de lagartos llorones adultos es mayor que la de
individuos juveniles.

Prediccién: Se espera que los individuos adultos del lagarto llorén presenten una
respuesta auditiva mas intensa frente a los estimulos actisticos que los ‘individuos

juveniles.




Hipédtesis 3: Existe una correspondencia enire la capacidad auditiva del lagarto llorén y
las principales caracteristicas espectrales de su llamado de angustia.

Prediccion: Dada la significancia bioldgica que posee el llamado de angustia del lagarto
llorén (el cual disminuye el riesgo de depredacién de conespecificos), se espera que
coincidan los valores de frecuencia en los cuales se registre su mayor sensibilidad

auditiva con los valores de la frecuencia dominante de sus llamados.

Objetivo general

Examinar aspectos de la percepcién acistica de L. chifiensis, especificamente: i) la
respuesta conductual frente a la emisién de llamados de angustia homotipicos y
heterotipicos, y ii} atributos de su sensibilidad actstica, factor relevante para

comprender el proceso de decodificacion de estos llamados.

Objetivos especificos

Determinar a través de su respuesta conductuai si L. chillensis discrimina entre
llamados de angustia homo- v heterotipicos {sin ultrasonido). Con esto se determinara
el efecto de [a variabilidad interpoblacional del chillido en la respuesta de alarma.
Examinar y comparar la sensibilidad auditiva de adultos y juveniles de L. chiliensis
frente a estimulos audibles y ultrasénicos.

Relacionar la sensibilidad auditiva de adultos y juveniles de L. chiliensis con el principal

componente de frecuencias de [os llamados de angustia registrados en esta especie.
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Evaluar la sensibilidad auditiva de una poblacién de L. chiliensis de la zona central de
Chile frente a llamados de angustia homo- y heterotipicos, y relacionar estas
respuestas con la conducta desplegada por los lagartos ante cada uno de estos

estimulos.




MATERIALES Y METODOS

Captura y mantencion de los animales

En la primera etapa de este estudio (periodo primavera-verano de los afios
2012-2013), se colectaron 21 lagartos adultos de L. chifiensis (10 ? y 11 &; promedio
del largo hocico-cloaca: 85,39 & 1,83 EE mm) provenientes de la localidad de Melipilla,
R.M. (33°41'S, 71°13'W; Fig. 2). Dado que este sitio de captura fue perturbado con fines
agricolas durante el verano de 2013, se definié un nuevo sitio de colecta en la localidad
de Isla de Maipo, R.M. (33°45’S, 70°54"W; Fig. 2) con el objeto de evaluar la sensibilidad
auditiva de L. chiliensis, para lo cual, durante el periodo primavera-verano de los afios
2013-2014, se capturaron 15 lagartos adultos (7 ? y 8 &; promedio del largo hocico-
cloaca: 85,10 £ 2,26 EE mm), y 10 individuos juveniles {promedio del largo hocico-
cloaca: 52,72 & 2,85 EE mm). La distincién entre adultos y juveniles se determind a
partir del tamafio corporal y coloracion diferencial de estos rangos etarios (Pincheira-
Donoso y Ndfiez, 2005). Todos los lagartos capturados fueron transportados al
laboratorio de Neuroetologia de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, en
donde fueron medidos (largo hocico-cloaca, en mm) y sexados (a través de observacion
directa de [a base de su cola; no se pudo identificar el sexo de individuos juveniles con
este método). Los lagartos fueron inspeccionados hajo lupa para determinar la
presencia de ectopardsitos {Pterygosoma sp., Fajfer y Gonzilez, 2013). Los animales

infectados fueron desparasitados con FIPRONIL® §,25% en aerosol. Posteriormente, los

11
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Figura 2: (A) Distribucion de Liolaemus chiliensis en Chile (Mella, 2009). Los circulos
indican las localidades de las poblaciones estudiadas: circulo rojo = Melipilla, circulo
negro = Isla de Maipo, y circulo amarillo = Pucén. El rectangulo sefiala el recuadro
mostrado en B. (B) Poblaciones estudiadas de L. chiliensis de la zona central de Chile.
(C) Ejemplar adulto de L. chiliensis; se indica su meato auditivo derecho (Fotografia:
Michael Weymann).
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individuos fueron colocados en terrarios individuales de pldstico (44,5 x 32 x 25 cm), los
cuales tenian una ventana frontal {14,5 x 10 cm) y una tapa hermética, ambas cubiertas
por una malla plastica para proveer una mejor ifluminacién y ventilacién, ademés de
una mayor superficie para trepar. Cada terrario contenia un sustrato de arena de tres
cm de espesor, dos pocillos de greda, uno para refugio v sitio de termorregulacién
(colocado en posicion invertida), y otro con agua ad fibitum, ademds de una percha de
madera para trepar. Estos terrarios fueron situados en un vivario con ventilacién
continva que simulaba las condiciones experimentadas por los animales en el campo
durante el verano: fotoperiodo de 13:11 L:0 y un rango con temperaturas extremas de
13 y 30°C; estas condiciones fueron provistas por luces halégenas (100 W). Los
animales fueron alimentados tres veces por semana con larvas y adultos de Tenebrio
molitor, polvoreados con suplemento vitaminico y mineral {SERA reptimineral C). Para
permitir la habituacién de los lagartos, éstos no fueron perturbados a lo menos per una
semana antes de comenzar los experimentos (a excepcién de cuando fueron
alimentados}. Al finalizar los ensayos, todos los individuos fueron devueltos a su punto

otiginal de coleccidn o a un lugar cercano con condiciones semejantes a las iniciales (en

el caso de algunos lagartos provenientes de Melipilla).
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Experimento de playback

Se evalué [la respuesta conductual de lagartos llorones provenientes de
Melipilla frente a llamados de angustia homo- y heterotipicos. Para ello se los expuso a
chillidos sintéticos de individuos provenientes de su propia localidad y de una
poblacién distante (> 800 km), ubicada en Pucén, IX Region (39°16'S, 71°58'W; Fig. 2),
respectivamente. Con el fin de controlar el efecto de la variacion intrapoblacional en
las caracteristicas de los llamados de cada poblacidn, se creé un llamado sintético
poblacional {véase Hoare y Labra, 2013}, utilizdndose las caracteristicas espectro-
temporales promedio de los llamados de angustia de cada poblacién. Para ello se
grabaron llamados de angustia en una temporada anterior, utilizando individuos
diferentes a los incluidos en este estudio. En estas grabaciones, los llamados fueron
evocados por dos minutos a través de suaves tocaciones en el rostrum de cada lagarto
{véase Labra v col, 2013). El registro de estas vocalizaciones se realizd con un
micréfono direccional {Sennheiser ME 66, Sennheiser Electronic Corporation, USA;
frecuencia de respuesta: 40 Hz-22 kHz), y una grabadora (Tascam DR100, TEAC Corp.,
Tokio, Japén), utilizando una tasa de sampleo de 44,1 kHz y 16 bit de resolucidn, Antes
de cada grabaci6n, el micréfono fue calibrado con el tono puro (1000 Hz/93,8 dB SPL)
emitido por un calibrador (Briiel & Kjeer 4230, Brilel & Kjeer, Neerum, Dinamarca}. Se
seleccionaron solo los llamados que presentaron una modulacién de frecuencia
descendente, pues este patrdn fue el mas comtin entre los chillidos registrados {Labra y
col., 2013). Se utilizé un total de 246 [lamados emitidos por 30 individuos adultos
provenientes de Melipilla (promedio de llamados emitidos por individuo = 8,2), y 20

llarmados a partir de ocho individuos adultos procedentes de Pucdn {promedio de

T
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llamados emitidos por individuo = 2,5). Los archivos WAV generados (44,1 kHz/16 bits),
fueron filtrados (filtro de paso alto, corte de frecuencia: 200 Hz) y analizados con el
programa Raven Pro 1.3 (Cornell Laboratory of Ornithology). En cada una de las
voca[izacione§ grabadas se evaluaron los siguientes parametros espectro-temporales:
duracién del llamado (s}, tiempo de méxima amplitud {ms), niimero de armadnicos, y la
frecuencia (Hz) e intensidad (dB} de cada arménico. A partir del valor promedio
poblacional de los pardmetros medidos, se sintetizaron los siguientes estimulos: 1)
llamado de angustia homotipico, 2) llamado de angustia heterotipico, 3) ruido blanco?
homotipico, y 4) ruido blanco heterotipico. Cada uno de estos estimulos fue creado
utilizando el programa Adobe Audition 3.0. Los arménicos fueron construidos a partir
de la frecuencia fundamental (F0), cuyos valores de frecuencia e intensidades fueron
medidos al comienzo y al final de la sefial. El llamado homotipico tuve una duracién de
60 ms y una amplitud méxima a los 25 ms, mientras que el llamado heterotipico tuvo
una duracién de 43 ms y una amplitud maxima a los 21 ms (Fig. 3). Asimismo, el
llamado de angustia homotipico tuvo cinco arménicos y una FO que presentd una
modulacidn descendente desde los 2,9 a los 2,6 kHz, mientras que el Illamado
heterotipico tuvo tres arménicos y una FO con una modulacién descendente desde los
6,3 a los 5,3 kHz {Fig. 3). Cabe destacar que la FO de estos llamados coincidié con su
frecuencia dominante. Por 1ltimo, cada ruido blanco fue sintetizado usando los

parametros temporales de los llamados sintéticos de cada poblacién (i.e. duracién).

2 Sefial aleatoria que contiene todas las frecuencias; fue utilizado como estimulo control.
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002s
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Figura 3: Oscilograma {A) v espectrograma (B) de dos llamados de angustia sintéticos
de Liolaemus chiliensis, creados en base a las caracterfsticas espectro-temporales de los
llamados de dos poblaciones aisladas {> 800 km), provenientes de: Melipilla ([lamado
homotipico) y Pucén (llamado heterotipico). Estos llamados fueron utilizados en los
experimentos de playback y en la evaluacién de sensibilidad auditiva de L. chilfensis
{ver mas adelante).

Durante el registro de las vocalizaciones se midié [a intensidad de los llamados
con un sonémetro (Brilel & Kjser 2230, Briiel & Kjaar, Neerum, Dinamarca), ubicado a
unos 15 cm en frente del animal, el cual fue calibrado previamente con un calibrador
de sonido (Brilel & Kjser 4230). Basados en los datos de intensidad obtenidos, cada
estimulo sintético fue emitido a 51 dB RMS SPL, valor medido al centro del terrario
experimental. La reproduccion de cada estimulo se realizé utilizando un reproductor
(iPod Nano A1320, Apple Inc., USA) y un parlante Behringer® (Behringer, Zhongshan,

China) ubicado en el suelo a unos 15 cm de la ventana de cada terrario experimental;

ambos artefactos estaban conectados a un amplificador (NAD Electronics 3020i, NAD
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Electronics International, Ontario, Canada).

Antes de cada ensayo experimental, se remavid el pocillo con agua y la percha
de madera desde el terrario, aungue se mantuvo el refugio, Cada lagarto fue expuesto
en su terrario a una lampara infrarroja o a luz solar por aproximadamente 15 minutos,
para permitir a los animales termorregular activamente. Posteriormente, el terrario
con el lagarto fue ubicado dentro de una cdmara atenuadora de sonidos (i.e. camara
anecoica), en donde se reemplazo su tapa plastica por una cubierta de vidrio (37 x 30
cm) para poder videograbar la conducta del lagarto. La cubierta de vidrio fue limpiada
con etanol (95 %) después de cada sesion, con el objeto de remover cualquier rastro
quimico dejado por los individuos evaluados que pudiera afectar la conducta de un
nuevo sujeto experimental. Para evitar posibles sesgos conductuales provocados por
variaciones en la temperatura corporal del animal, se mantuvo la arena experimental a
una temperatura aproximada de 35°C utilizando lamparas infrarrojas, y se registro la
temperatura cloacal del sujeto evaluado al final de cada sesion. Si la temperatura del
lagarto se desvio + 2 °C r.especto al valor de la temperatura corporal selectiva de esta
especie {~ 35°C; Labra y col., 2009), el ensayo se descartd y se repitié a lo menos dos
dias después. Al finalizar cada sesién de grahacion, se devolvié al terrario el pacillo con
agua y la percha para trepar. Cada lagarto examinado no fue perturbado, excepto
cuando fueron alimentados, por al menos tres dias antes de una nueva sesion
experimental.

Usando un disefio contrabalanceado, los 21 lagartos adultos de Melipilla fueron
expuestos solo una vez a cada uno de los cuatro estimulos sintéticos creados (i.e.

llamados o ruidos blancos, homo- y heterotipicos). Sg—uhigd una videocdmara
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{Panasonic HDC-TM20, Panasonic Corp., Japdén} a unos 60 cm sobre el terrario
experimental para poder grabar la conducta de cada lagarto por 12 minutos, mds el
tiempo de la estimulacion aciistica. La grabacién comenzé después de que el lagarto
realizara su primer lamido, conducta que determina el inicio de [a exploracién quimica
(Labra y Niemeyer, 1999). Los experimentos tuvieron tres etapas: 1} Periodo pre-
estfmulo, o los seis minutos previos a la emision del estimulo, 2) periodo de
estimulacion, o el periodo durante el cual se presentd el estimulo acistico, cuya
duracion fue de 1,892 y 1,829 s para los llamados/ruidos sintéticos de Melipilla y
Pucén, respectivamente, y 3) Periodo post-estimulo, o los seis minutos siguientes al
término de la estimulacién. El estimulo actstico presentado estaba compuesto por tres
sonidos idénticos (llamados o ruidos blancos), separados por dos periodos de silencio
de0,7y1ls.

Se utilizd el programa JWatcher {Blumstein y col., 2000} para evaluar desde [as
grabaciones la frecuencia o duracion de cuatro variables conductuales durante los
periodos pre- y post-estimulo (exploracién quimica, movimientos, tiempo de escape, y
el tiempo durante el cual el animal estuvo cerca de la ventana del terrario; para
definiciones véase Tabla 1). Asimismo, se registré una variable exclusivamente en el
periodo post-estimulo, la latencia post-estimulo {véase definicion en Tabla 1). No se
realizdé analisis conductual durante el corto periodo de estimulacion. Finalmente, se
midié el cambio conductual inducido por cada estimulo acustico calculando la
diferencia entre el valor post- y pre-estimulo de cada una de las conductas registradas

en ambos periodos.
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Tabla 1: Conductas registradas en las videograbaciones de Liolaemus chilensis. Se
registrd la frecuencia de ocurrencia de la primera conducta, mientras que en las demads,
se registro el tiempo total que fueron desplegadas.

Conducta

Descripcidn

Referencia

Exploracién guimica

Movimientos (s)

Tiempo de escape (s)

Latencia post-estimulo (s)

Tiempo cercade la
ventana (s)

Conductas involucradas en el
muestreo de sustancias quimicas
en el ambiente, las que incluyen el
nimero de lamidos y las aperturas
bucales. 5in embargo, esta tltima
conducta fue raramente observada
(<1%).

indice de exploracién conductual
que incluye el tiempo total en que
el animal realiza movimientos (e.g.
desplazarse, cambiar de posicién,
scanning®), y que excluye otros
tipos de mavimiento listados en
esta tabla (e.g. tiempo de escape).

Correr; frotar la punta del hocico
en las paredes del terrario; trepar
los muros o excavar en el sustrato.

Periodo comprendido entre el final
de una estimulacién acistica y el
comienzo de cualquier conducta,

El terrario fue virtualmente
dividido en dos secciones de igual
area. Se registré el tiempo de
permanencia en el drea mas
cercana a la fuente emisora de los
estimulos. Esta drea comprendié la
mitad de la arena experimental
adyacente a la ventana.

{Hoare y Labra, 2013)

(Hoare y Labra, 2013)

(Font y Desfilis, 2002)

(Hoare y Labra, 2013)

Este trabajo

2 Movimiento de cabeza asociado a la vigilancia visual del entorno (Greenberg, 1985).
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Medicién de la sensibilidad auditiva

La sensibilidad auditiva de lagartos llorones de Isla de Maipo, se evalué a través
de la respuesta vibratoria de su membrana timpanica (MT) frente a la emisién de
distintos tonos puros y llamados de angustia sintéticos, utilizando vibrometrfa laser,
técnica reconocida por su rapida medicion y baja nocividad (Werner y col., 2001; Gridi-
Papp y Narins, 2009). Debido a que el lagarto [lordn tiene expuesta su MT (Fig. 2C), esta
técnica resulta particularmente adecuada para medir [as vibraciones timpanicas y asi
aproximarnos a su sensibilidad auditiva, tanto en el rango audible como ultrasénico.

Se utilizé el programa Adobe Audition 3.0 para crear todos los estimulos
sintéticos. En primer lugar, se sintetizaron dos series de tonos seglin su rango de
frecuencias: tonos en el rango audible (TA: 0,1-20 kHz) y tonos en el rango ultrasénico
{TU: 21-40 kHz). En ambas series los tonos tuvieron una duracién de 500 ms vy silencios
intertonos de 1 s. La frecuencia de los tonos aumentd en la serie TA en pasos de 0,1
kHz entre 0,1 y 6 kHz, 0,5 kHz, entre 6,5 y 10 kHz, v 1 kHz entre 11 y 20 kHz. Por otro
lado, en la serie de TU la frecuencia aumentd en pasos de 1 kHz entre 21 y 40 kHz.

Se prepararon llamados sintéticos para determinar la respuesta de la MT al
componente audible y ultrasénico del llamado de angustia. Para ello, se registraron las
vocalizaciones de individuos procedentes de Isla de Maipo. Se usé el mismo protocolo
de grabacién de los chillidos creados en las seccidn anterior, pero utilizando un
microfono G.R.AS. 40 BE (G.R.AS. Sound & Vibration A/S, Holte, Dinamarca;

frecuencias de respuesta: 0,2-97 kHz). De las 93 vocalizaciones obtenidas a partir de 12

individuos adultos (5 € y 7 &), solo 18 presentaron ultrasonido. Se utilizaron

exclusivamente las grabaciones de adultos ya que éstos emitieron llamados con
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frecuencias ultrasénicas més intensas que juveniles. Se seleccioné un tnico chillido
representativo con las frecuencias ultrasdnicas mas intensas (emitido por un hembra,
largo hocico-cloaca = 78,2 mm). Se realizd esta seleccién ya que no fue posible crear un
llamado poblacional con ultrasonido, debido al bajo valor de intensidad promedio
registrado en los armdnicos ultrasonicos de la poblacidn. El archivo WAV del llamado
representativo (96 kHz/16 bits) fue filtrado (filtro de paso alto, corte de frecuencia: 200
Hz) y analizado con el software Raven Pro 1.3. Se evaluaron las mismas variables
espectro-temporales definidas anteriormente en la seccién “Experimento de playback”
de Materiales y Métodos. Utilizando el programa Adobe Audition 3.0, se cred una
imitacién sintética del llamado representativo, denominada “llamado completo” (i.e.
que comprende rango audible + rango ultrasénico). Este llamado tenia una duracién de
80 ms y una envolvente que alcanzaba su maxima amplitud a los 26 ms (Fig. 4).
Asimismo, este estimulo tuve nueve armdnicos v una FO que presentaba una
modulacién descendente desde los 3 a los 2,6 kHz (Fig. 4). Por tltimo, y utilizando
nuevamente el programa Adobe Audition 3.0, se separaron los componentes audible y
ultrasénico del llamado completo. De esta manera se crearon dos nuevos estimulos
sintéticos, denominados: “llamado audible” (i.e. solo rango audible del llamado
completo) y “llamado ultrasénico” {i.e. solo rango ultrasdnico del llamado completo)

(Fig. 4).
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Completo Audible Uitrasonico

Frecuencia (kHz)

Tiempo (s} —

Figura 4: Oscilograma (A) y espectrograma {B) de tres estimulos sintéticos utilizados en
l]a evaluacién de la velocidad de respuesta de la membrana timpénica de Lioloemus
chifiensis, denominados: “completo” {llamado de angustia sintético con ultrasonido),
“audible” (solo el rango audible del llamado completo), y “ultrasénico” (solo el rango
ultrasénico del llamado completo). El llamado completo fue creado a partir de un
llamado con ultrasonido representativo de la poblacién de Isla de Maipo (individuo
hembra, largo hocico-cloaca = 78,2 mm).

Finalmente, se evalud la respuesta de la MT frente a los llamados de angustia
sintéticos utilizados en los experimentos de playback (llamados de Melipilla y Pucén;
Fig. 3), con el propésito de relacionar la respuesta auditiva con el despliegue
conductual mostrado ante estos estimulos. De igual forma, se evalud la respuesta de su
MT ante la emision de un llamado que imitaba las caracteristicas vocales de su
poblacién {i.e. llamado sintético de Isla de Maipo; Fig. 5). Dada la cercanfa geografica
que presentan las poblaciones de Isla de Maipo y Melipilla (~ 30 km), se espera que las
respuestas auditivas a los llamados de estas poblaciones sean similares. De ser esto
efectivo, se podra relacionar la respuesta conductual desplegada ante el llamado de

Melipilla con la respuesta auditiva dada ante este llamado. Para elaborar el llamado de
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Isla de Maipo, se siguid el mismo procedimiento de grabacidn y sintesis utilizado en la
creacién de los llamados poblacionales de Melipilla y Pucén, En total, se obtuvieron 93
llamados de angustia simples (i.e. sin fendmenos no lineales) a partir de las
vocalizaciones de 12 individuos aduitos (5 @ y 7 &). En base a los pardmetros actisticos
de estas vocalizaciones, se definié un llamado sintético poblacional con una duracién
de 71 ms y una envolvente que alcanzé una amplitud maxima a los 22 ms {Fig. 5}).
Ademas, este llamado tuvo seis arménicos y una FO con una modulacidn de frecuencia
descendente desde los 2,5 a los 2,4 kHz (Fig. 5). Al igual que los llamados usados en los

experimentos de playback, la FO de este llamado coincidié con su frecuencia

dominante.

Frecuencia (kHz)

Tiempo (s)

Figura 5: Oscilograma (A} y espectrograma (B) de un llamado de angustia sintético de
Liolaemus chiliensis, creado en base a las caracteristicas espectro-temporales de la
poblacién de Isla de Maipo. Este llamado fue utilizado en la evaluacion de sensibilidad

auditiva de L. chiliensis.




24

Se cred una serie, denominada “S”, con todos los llamados de angustia
sintétizados (llamado completo, audible, ultrasénico, y los tres llamados poblacionales
de Melipilla, Pucon e Isla de Maipo). Esta serie fue emitida completamente a los
individuos adultos, mientras que solo se emitieron los lamados completo, audible y
ultrasdnico a juveniles. La serie de llamados sintéticos se presentd consecutivamente
después que los tonos (i.e. TA + TU +S).

Los lagartos fueron anestesiados con una inyeccién intramuscular de Virbac
Zoletil® 50 en uno de sus antebrazos, aplicando una dosis total de 0,4 plfg. En una
camara anecoica, cada individuo anestesiado fue puesto en posicién natural {con el
dorso hacia arriba) sobre una placa de calor (ReptiTherm®), ubicada sobre una mesa
antivibraciones (TMC 63-500). La temperatura de la placa de calor (~ 35°C) fue
controlada y monitoreada utilizando un regulador de voltaje y una termocupla,
respectivamente.

Los tonos y los llamados de angustia sintéticos fueron emitidos desde un
computador PC (Procesador Intel® Core™ 2 Duo), utilizando el software SigGen
{Tucker-Davis Technologies, TDT, Alachua, FL, USA). Estos estimulos pasaron a través
de un convertidor Digital-Analogo (DA, System 3, Tucker-Davis Technologies, TDT,
Alachua, FL, USA), siendo la amplitud de estos estimulos controlada por un atenuador
programable (PAS, System 3, Tucker-Davis Technologies, TDT, Alachua, FL, USA). Los
estimulos salidos del DA fueron amplificados {SKP, modelo MAX-710X, SKP Pro Audid,
China) y emitidos por dos parlantes segin su rango de frecuencias (Dynaudio BM 6,
Dynaudio, Skanderborg, Dinamarca, rango de frecuencia: 0,04 - 20 kHz; Fostex FT17H

Horn Super Tweeter, Fostex Company, Foster Electric Company, Tokio, Jap6én, rango de
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frecuencia: 5 - 50 kHz). Ambos parlantes fueron ubicados a 80 cm frente al sujeto
experimental. Para estandarizar el protocolo experimental, todas las mediciones
fueron hechas en la MT izquierda. Se realizé una calibracién antes de iniciar el registro
de la respuesta timpanica, en la cual se midid el nivel de presion sonora {SPL) de cada
uno de los estimulos emitidos. Para esto se utilizaron dos micréfonos, uno para la serie
de TA (Briiel & Kjeer 2250}, y otro para las series de TU+5 (G.R.A.S. 40 BE}. Ambos
fueron conectados a un sonémetro (Briiel & Kjeer 2250} vy a una grabadora {TASCAM
DR-680}, respectivamente. Fue necesaria una grabadora para evaluar el valor de SPL de
los estimulos de la serie TU4S, ya que los valores de SPL de los estimulos ultrasénicos
no pudieron ser evaluados directamente desde un sonémetro; [a medicion de SPLde la
serie TU+S fue realizada con el programa Raven Pro 1.3. Ambos micréfonos fueron
dispuestos a unos 5 cm sobre la superficie dorsal de la MT izquierda. Esta calibracién
proporciond los valores de referencia necesarios para asegurar una emisién de tonos a
una intensidad constante de 80 + 5 dB SPL. Se utilizé una Intensidad constante para
que las diferencias de vibracion de la MT fuesen determinadas solo por las variaciones
en la frecuencia de la sefial y no por cambios de intensidad. De esta manera, la
velocidad de respuesta indicard directamente la transferencia de vibraciones sonoras
desde el aire a la MT {(Werner y col., 2002).

El cabezal del vibrometro laser (V1) (Polytec CLV-2534-3, Polytec, Waldbronn,
Alemania) fue posicionado a unos 40 cm de la cabeza del animal. Este cabezal emite un
rayo laser que fue enfocado perpendicularmente a la MT. Una superficie reflectante
pequeiia (0,3 x 0,3 cm y < 0,02 mg) fue adherida al centro de la MT para obtener una

mejor sefial de salida del vibrémetro laser. Esta superficie reflectante fue posicionada




26

usando un microscopio de luz binocular (PZO OP-1, PZO, Varsovia, Polonia). la
alineacién del rayo laser con la superficie reflectante fue ajustada hasta que el
componente reflejado registrara una sefial maxima. Este procedimiento mejord la
relacién sefial/ruido de las sefiales de velocidad registradas por el interferémetro del
VL (Werner y col., 1998). La salida del VL fue conectada al canal izquierdo de una
grabadora digital (TASCAM DR-680) para registrar la sefial de respuesta de éste. Por su
parte, el computador PC fue conectado en linea al canal derecho de la misma
grabadora para registrar y evaluar la correcta salida de [os estimulos emitidos.

Antes de presentar cada serie de estimulos {TA o TU + §), se emitid un tono de
calibracién de 1 kHz y 1 s de duracidn. El registro del tono de calibracion se utilizé como
referente en la medicién de velocidad de los estimulos durante el analisis de datos {ver
mas adelante). Asimismo, se midio la amplitud {V) de la sefial respuesta del VL frente al
tono de calibracién, directamente desde un osciloscopio {GoldStar Model 0S-3020, Ez
Digital Co., Ltd, Gyeonggi-do, Corea del Sur).

Los archivos WAV generados durante los registros (44,1 kHz/16 bits, para [a
serie de tono de calibracién + TA, v de 96 kHz/16 bits para la serie de tono de
calibracién + TU + S}, fueron analizados con el programa Raven Pro 1.3. Se midié el RMS
del tono de calibracién y de cada uno de los estimulos, en ambos canales. Se usé un
script del programa R (R Development Core Team, 2014, hitp://www.r-project.org/)
para automatizar la medicion de RMS de las sefiales de respuesta en cada canal. En
esta medicidn se utilizé la seleccion de las sefiales registradas en el canal derecho como
un “templado” para seleccionar las del canal izquierdo. Consecutivamente, se calculé la

velocidad de respuesta {mm s) de cada tono de calibracién, multiplicando su valor de
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amplitud (V) * 5 mm s/ 1V (valor designado en el decodificador de velocidad del VL).
Finalmente, se determind la velocidad de respuesta de cada estimule registrado en el
canal izquierdo, utilizando el siguiente algoritmo: (RMSg*Vyc)/RMSyc, en donde RMS: =
RMS de cada estimulo, V¢ = Velocidad del tono de calibracion, y RMSyc = RMS del tono
de calibracion.

A partir de los valores de velocidad de la MT obtenidos para cada tono, se
determinaron las siguientes variables fisioldgicas por individuo: velocidad méxima
{(Vma; mm s} o el mayor valor de velocidad registrado, frecuencia pico {Fpco; Hz) ©
frecuencia a la cual se registré la Vi, ¥ 1a frecuencia central (Feenta; Hz) 0 valor de
frecuencia representativa de los mayores valores de velocidad alcanzados. La Feentral fue
obtenida a partir del siguiente algoritmo: [¥ {{Vimax - Vi) * Fu}l/ ¥ V, en donde Vy =
valor de velocidad 2 al valor de (Vma/2), v Fux = frecuencia de respuesta de Vy

{modificado de Penna vy col., 2009).

Andlisis estadistico

De los resultados del experimento de playback, se aplicd una transformacion
logaritmica (logw) a los valores de movimiento y latencia post-estimulo para
normalizarlos. Se analizd el efecto del origen del estimulo actistico (homotipico vs
heterotipico), del tipo de estimulo (llamado vs ruido), y de su interaccién, sobre las
variables estudiadas, utilizando un Modelo Lineal General (MLG) anidado de medidas
repetidas, seguido de un andlisis a posteriori LSD de Fisher.

Para evaluar si existian diferencias en las variables fisioldgicas estudiadas (Vimax,

Fpico ¥ Feentral) €ntre adultos y juveniles, se utilizé una Prueba t-Student. Asimismo, se




realizé una correlacidn de Pearson entre las variables fisiologicas medidas y el valor de
largo hocico-cloaca de los Individuos. Las mediciones de machos y hembras adultos
fueron agrupadas en todos los andlisis, ya que no difirieron en el valor de Ve (tiz =
0,01; p =0,99), Fpico {t13 = -0,7; p = 0,49), Feenwat (t13 = 0,1; p = 0,92) v largo hocico-cloaca
{ti3 = -0,08; p = 0,93). Por otro lado, se aplicé una transformacién logaritmica a las
respuestas de la MT frente a los llamados audible y ultrasénico de Isla de Maipo, vy al
llamado poblacional de Melipilla. Para evaluar el efecto de la edad y del tipo de
estimulo sobre ia velocidad de respuesta obtenida ante los estimulos completo, audible
y ultrasénico, se utilizd un ANDEVA de medidas repetidas de dos vias. Ademds, se
compard la respuesta de [a MT frente a los estimulos poblacionales de Melipilla, Pucén
e Isla de Maipo, utilizando un ANDEVA de medidas repetidas de una via. Ambos
ANDEVA fueron seguidos por un andlisis a posteriori LSD de Fisher.

Todos los datos cumplieron con los supuestos de homocedasticidad vy
normalidad. Los analisis se realizaron utilizando el software STATISTICA 12.0 (StatSoft,

Inc. 1984-2014), considerando un nivel de significancia a = 0,05.




RESULTADQOS

Experimentos de playback

La Tabla 2 resume los resultados del andlisis estadistico de Jas cinco variables
conductuales estudiadas. Ninguno de los factores considerados en el andlisis (tipo de
estimulo, origen del estimulo, o la interaccion entre estos) tuvo un efecto sobre las
conductas de exploracién quimica, movimiento, escape o tiempo en la parte frontal del
terrario (Fig. 6). Sin embargo, la [atencia post-estimulo fue modulada por diferentes
factores, como el tipo de estimulo; los lagartos tuvieron una mayor latencia frente a los
llamados que ante los ruidos blances. Ademads, la interaccién entre el tipo y el origen
del estimulo también moduld esta variable; los lagartos reaccionaron con una mayor
latencia a cualquier movimiento cuando fueron expuestos al llamado homotipico, en
comparacion con las latencias exhibidas ante el [lamade heterotipico y los ruidos de
ambas poblaciones (Fig. 7). Por dltimo, los individuos se comportaron de manera
distinta al percibir el llamado heterotipico y el ruido homotipico, y la respuesta

registrada ante el ruido heterotipico fue similar a las dos anteriores (Fig. 7).

29
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Tabla 2: Resultados del Modelo Lineal General (MLG) realizado para determinar el
efecto del tipo de estimulo (llamado wvs. ruido), origen del estimulo (homo- vs
heterotipico), v sus interacciones, sobre las diferencias {valores post-estimulo menos
valores pre-estimulo} de cuatro conductas (exploracién quimica, movimientos, escapes
y tiempo en la mitad frontal del terrario) y la latencia post-estimulo. F indica el valor
del estadistico, y p la probabilidad. Los grados de libertad del analisis fueron de 1,20.
Los valores del andlisis que resultaron estadisticamente significativos (p < 0,05} se
remarcan en negrita.

Exploracién  Movimientos Escape En mitad Lat. post-

quimica frontal estimulo
Variable Respuesta F(p) F (p) F{p) Fp) F (p}

.Tipo de estimulo 0,032 (0,86) 0,001(0,98) 0,120(0,73) 0,434(0,52) 8,60 (0,0082)
Origen de estimulo 0,508 (0,48) 2,202 (0,15) 0,272{0,61) 0,054 (0,82} 0,283 (0,60)

Tipo x Origen 0,204 (0,66) 0,546 (0,47) 0,347 {0,56) 0,048 (0,83) 5,35 (0,032)
estimulo
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Exploracion quimica Movimientos
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Diferencia en respuesta conductual

L
=1

Tipo de estimulo acustico

Figura 6: Diferencia de los valores post- y pre-estimulo (promedio + EE) de las
conductas observadas en Liolaemus chiliensis (n = 21). Se utilizaron dos estimulos
(llamado o ruido) de distinto origen (homo- vs heterotipico). La linea horizontal (cero)
indica el punto donde no hay cambio entre el periodo pre- y post-estimulo. Los valores
negativos indican que después del estimulo la conducta disminuyo en relacion a la
condicién pre-estimulo.
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Figura 7: Latencia post-estimulo (s; promedio + EE), o tiempo comprendido entre el
término del estimulo acistico (llamado o ruido) y el despliegue de alguna otra
conducta, de individuos adultos de Lioleemus chiliensis (n = 21). Se muestra ademas el
efecto del origen del estimulo actstico (homo- vs heterotipico). Las letras sobre las
barras indican diferencias significativas {p < 0,05) del analisis a posteriori LSD de Fisher.
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Medicién de sensibilidad auditiva

La Fig. 8A muestra la funcion de transferencia de la MT de individuos adultos y
juveniles de L. chiliensis frente a las series de tonos (TA y TU). Entre los 0,5-10 kHz se
observa que existen tres puntas aguzadas para ambas edades, correspondiendo la
segunda al maximo valor de velocidad promedio alcanzado (0,49 vy 0,24 mm s para
adultos v juveniles, respectivamente), la cual se registra a una frecuencia de 1,9 kHz.
Ademsds, la curva de los adultos se distribuye paralelamente por sobre la de los
juveniles, alcanzando mayores valores de velocidad dentro del rango de frecuencias
descrito. Sin embargo, a bajas frecuencias {0,1-0,5 kHz), las curvas no son paralelas; la
respuesta de Ia' MT de los juveniles supera a [a de [os adultos a los 0,2 kHz, ¥
posteriormente, ésta disminuye entre los 0,3-0,5 kHz. Por tltimo, desde los 10-40 kHz
se observa una respuesta minima de la MT (< 0,03 mm s3), la que es similar en ambas
edades.

Al comparar la funcidn de transferencia de velocidad de la MT de individuos
adultos y juveniles de L. chiliensis con el rango de valores de la frecuencia dominante
de sus llamados de angustia (obtenidos de Labra y col., 2013), se observa que existe
cierta correspondencia entre las mayores velocidades registradas y el principal
componente de frecuencias de sus llamados (Fig. 8A).

La Fig. 8B muestra la proporcién entre los valores de [a funcidn de transferencia
de la MT de adultos y juveniles. Esta informacidn fue obtenida calculando la proporcion
de los resultados de velocidad (valor de adulto/valor de juvenil) para cada frecuencia

de las series de tonos, y luego expresada en dB (Werner y col., 1998). Los resultados

indican que entre los 0,1-0,3 kHz aproximadamente, existe una pérdida de 0,5-1 dB en
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la respuesta timpdanica de los adultos. No obstante, entre los 0,3-12 kHz, se observa

una ganancia de respuesta promedio de 5 dB en adultos. Por dltimo, sobre los 12 kHz la

respuesta de la MT es comparativamente similar entre adultos y juveniles.
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Figura 8: (A) Funcién de velocidad medida al centro de la membrana timpénica para un
grupo de adultos (n = 15) y juveniles {n = 10) de Liolaemus chifiensis. Los valores estan
expresados en promedio % EE, y ambos ejes de gradian en escala logaritmica. La barra
negra indica el rango de valores de la frecuencia dominante de sus llamados de
angustia (obtenido de Labra y col., 2013). (B} Proporcién (en dB) entre el valor
promedio de velocidad mostrado en A para adultos y juveniles. El eje de la abscisa se
gradia en escala logaritmica.




36

la Tabla 2 resume los valores del largo hocico-cloaca y de las variables
fisiologicas evaluadas en adultos y juveniles de L, chiliensis, ademas del resultado del
analisis estadistico correspondiente. El largo hocico-cloaca de individuos adultos es
significativamente mayor que el de juveniles. Ademads, solo la Vs fue diferente entre
edades; los individuos adultos tienen en una Veama significativamente mayor que

juveniles.

Tabla 3: Valores promedio (+ EE) del largo hocico-cloaca (LHC), y de tres variables
fisiologicas obtenidas desde la funcidn de transferencia de la membrana timpanica
(Vimax = velocidad maxima, Fyeo = frecuencia pico y Feentral = frecuencia central), medidas
en individuos adultos (n = 15} y juveniles (n = 10} de Liclaemus chifiensis. Se indican los
resultados de la Prueba t-Student, utilizada para evaluar las diferencias entre las clases
de edades de cada una de las variables. La t indica el valor del estadistico, y p la
probabilidad. Los valores del anélisis que resultaron estadisticamente significativos (p <
0,05) se remarcan en negrita,

Variable morfolégica o Adultos Juveniles taz {p}
fisioldgica

LHC (mm) 851 + 273 527 £ 29 8,97 (<<0,001)
Vinax (Mm/s) 058 + 0,073 0,29 + 0,068 2,75 {0,0113)
Fpico (kHz) 2,1 + 0,29 2,0 + 0,18 0,112 (0,912)
Feentral (kHz) 2,2 + 0,21 2,7 + 0,30 -1,42 (0,170)

La Tabla 4 muestra los resultados de [as correlaciones entre el largo hocico-
cloaca y las tres variables fisiolégicas medidas en adultos y juveniles de L. chiliensis. La
Vmax 5@ correlacionéd positiva y significativamente con el largo hocico-cloaca {Fig. 9A), y
correlaciond negativamente con la Feenra. Asimismo, la  Feeara correlaciond

negativamente con el largo hocico-cloaca (Fig. 98).
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Tabla 4: Correlaciones (r) entre las tres variables fisioldgicas obtenidas desde la funcion
de transferencia de la membrana timpénica (Vmax = velocidad maxima, Fyio = frecuencia
pico v Feentral = frecuencia central) y el largo hocico-cloaca (LHC) de adultos y juveniles
de Liolaemus chiliensis (n = 25). Los valores estadisticamente significativos (p < 0,05) se
remarcan en negrita.

LHC Fcentral Fplco
Vmax 0,489 {0,013) -0,525(<0,01) -0,0849 (0,69)
Fpica ‘0;202 (0;33) 0,381 (0,050)

Feentral "0,409 (0,042)
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Figura 9: Correlacion entre el largo hocico-cloaca de adultos (cikculos) y juveniles
(tridngulos) de Liolaemus chiliensis, y su: (A) velocidad méxima, y {B) frecuencia central;
ambas variables fisioldgicas fueron obtenidas desde la funcién de transferencia de la
membrana timpanica.
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La Fig. 10 muestra la velocidad de respuesta promedio de la MT de individuos
adultos y juveniles de L. chiliensis ante la emisién de los llamados sintéticos completo,
audible y ultrasénico. La velocidad de respuesta de la MT es significativamente mayor
en individuos adultos que en juveniles frente a los estimulos completo y audible (p <
0,05; analisis a posteriori LSD de Fisher). Sin embargo, no existe diferencia cuando se
presenta el estimulo ultrasénico. Ademas, existe un efecto del tipo del estimulo; [a
velocidad de respuesta ante la emisién de los llamados completo y audible es similar y
significativamente mayor gque la registrada con el llamado ultrasénico (p << 0,01;
anélisis a posteriori LSD de Fisher). Asimismo, se encontré un efecto conjunto de [a
edad y el tipo de estimulo, en donde la respuesta de adultos y juveniles ante la emisién
de los estimulos completo y audible es significativamente mayor que la respuesta
registrada con el estimulo ultrasénico en ambas edades (p << 0,01; analisis a posteriori
LSD de Fisher). Por tltimo, la respuesta de velocidad promedio frente al llamado
ultrasénico fue similar y cercana a los 0,02 mm s en ambas edades, la cual se

aproxima al valor obtenido en la funcién de transferencia entre los 10-40 kHz (Fig. 8A).
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Figura 10: Promedio * EE de la velocidad de respuesta de la membrana timpénica (MT)
de individuos adultos (circulos, n = 15) y juveniles (triangulos, n = 10) de Liolaemus
chiliensis, frente a la emisién de tres Hamados de angustia sintéticos, denominados:
“completo” (llamado con rango audible y ultrasénico), “audible” {rango audible del
llamado completo) y “ultrasonico” (rango ultrasénico del llamado completo}. Se indican
las diferencias significativas (p < 0,05) del analisis g posteriori LSD de Fisher.

Finalmente, la Fig. 11 muestra la respuesta de velocidad promedio de la MT de
individuos adultos de L. chiliensis frente a los llamados sintéticos poblacionales. Se
observa que las velocidades de respuesta ante los llamados sintéticos de Melipilla e Isla
de Maipo son similares, y significativamente menores que la respuesta exhibida ante el

llamado sintético de Pucén (p << 0,01; anélisis @ posteriori LSD de Fisher).
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Figura 11: Promedio  EE de la velocidad de respuesta de la membrana timpanica {MT)
de individuos adultos de Liolaemus chiliensis (n = 15) frente a la emisién de tres
llamados de angustia sintéticos, creados a partir de las vocalizaciones de individuos
provenientes de tres localidades: Melipilla, Pucdn e Isla de Maipo. Se indican las
diferencias significativas (p < 0,05) del andlisis a posteriori LSD de Fisher.




DISCUSION

Experimento de playback

Los individuos de L. chifiensis respondieron a los llamados de angustia con una
prolongada inmovilidad, conducta que aumentaria la probabilidad de no ser
detectados por el depredador. Es decir, estas llamadas alertarian a conespecificos del
riesgo depredatorio, como habia sido propuesto previamente (Hoare y Labra, 2013).
Sin embargo, la variacién geografica de sus llamados determina un quiebre en la
cohesién comunicativa en esta especie, ya que los individuos de L. chiliensis de la zona
central de Chile estarian mas “sintonizados” a los llamados caracteristicos de su
poblacién, considerando gue presentan una mayor inmovilidad frente a los llamados
homotipicos que ante llamados heterotipicos y ruidos, De esta manera, los resultados
apoyan la primera hipétesis de reconocimiento diferencial de llamados de angustia
homo- y heterotipicos.

Los factores que determinarian este reconocimiento diferencial de los llamados
de distintas poblaciones son desconocidos, pero se proponen aqui dos hipétesis no
excluyentes. La primera se relaciona con la informacién decodificada en su llamado de
angustia. El tamaifio corporal del emisor (i.e. presa} estd codificado en su llamado de
angustia, y dado que los tamafios de presas y depredadores se correlacionan
positivamente (Costa, 2009; Jonsson, 2014), el llamado seria una aproximacion del
tamafio del depredador, y por lo tanto, del riesgo que el depredador atacante

representaria para el conespecifico receptor de estas vocalizaciones. Esta informacion
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modularia la respuesta conductual de los lagartos ante el llamado de angustia. En
muchas especies se ha observado que diferentes caracteristicas de sus Illamados
codifican informacién que se relaciona con su tamafio corporal (e.g. Martin y col,
2011; Vergne y col., 2012}, como se ha observado en L. chiliensis, en el que la duracion
y la FO (o frecuencia del primer armoénico) de su llamado de angustia se correlacionan
con su largo hocico-cloaca de manera positiva y negativa, respectivamente (Labra y
col., 2013). La relacidn entre las caracteristicas espectro-temporales del llamado de
angustia de L. chiliensis y su tamafio corporal se ve reflejada en los llamados homo- y
heterotipico utilizados. El llamado heterotipico presenté una menor duracién y una FO
mas alta que el llamado homotipico, debido a que fue sintetizado a partir de los
llamados emitidos por lagartos provenientes de Pucén, los cuales presentan tamafios
corporales menores que los lagartos procedentes de Melipilla {tss = 4,8; p < 0,01). De
esta manera, y dado que el tamafio corporal de presas y depredadores se correlaciona
positivamente (Costa, 2009; Jonsson, 2014), el llamado heterotipico se relacionaria con
el ataque de un depredador relativamente pequeiio, por lo que esta vocalizacion no
representaria un riesgo real para lagartos llorones de mayor tamafio, como los
evaluados en este trabajo, y por ende, éstos no responderfan con inmovilidad al
percibirlo,

La relacion entre la respuesta conductual exhibida ante los llamados y la
proporcidn del tamafio corporal de emisores y receptores, ha sido observada en el
estudio de llamados de alarma, o vocalizaciones emitidas por presas en presencia de un
depredador antes de cualquier contacto fisico (Caro, 2005). Se ha visto que individuos

de mayor tamafio corporal reaccionan solamente a llamados de alarma emitidos por
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individuos del mismo tamafio, mientras que individuos pequefios (juveniles} responden
al llamado emitido por individuos grandes y pequefios (Hanson y Coss, 2001; Nakano y
col,, 2013; pero véase Blur;stein y Daniel, 2004). Nuevos estudios son necesarios para
clarificar si la proporcién de tamafio entre emisores y receptores modula la respuesta a
los llamados de angustia en el lagarto llordn,

La segunda hipétesis se relaciona con la influencia que tiene el tamafio corporal
sobre el aparato productor de vocalizaciones y los llamados que este produce, y la
correspondencia de estos llamados con el sistema de recepcién auditivo {e.g.
Wilczynski y col., 1993; McClelland y col., 1997). En distintas especies se ha observado
que el aumento del tamafio corporal de los individuos incrementa alométricamente el
tamafio de las estructuras del aparato productor de vocalizaciones, tales como tracto
vocal o cuerdas vocales, lo cual disminuye los valores de la FO y de la frecuencia
dominante de sus llamados (Wilczynski y col., 1993; Fitch, 1997; McClelland y col.,
1997; Martin y col., 2011). Al mismo tiempo, este aumento del tamafio corporal
incrementa la dimension de los componentes del oido, como el drea de la MT o el
volumen del oido medio, oido interno y de la extracoltimela (McClelland y col., 1997;
Werner e Igi¢, 2002), lo que permitirfa a los individuos estar sintonizados de mejor
manera a las bajas frecuencias de sus llamados {Wilczynski y col.,, 1993; McClelland y
col., 1997). Asi, el tamafio corporal determinaria la existencia de una correspondencia
entre las caracteristicas del llamado emitido y percibido por un individuo. En este
sentido, los lagartos responderian con una mayor inmovilidad al lamado homotipico ya
que estarian mejor sintonizados a la frecuencia dominante bafa de este estimulo (que a

su vez es la FO; valor promedio: 2,8 kHz), dado que su tamafio corporal es similar al de
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los individuos utilizados en la creacion del ilamado homotipica (ts; = 0,83; p = 0,41). Por
otro lado, el menor tiempo de inmovilidad ante el llamado heterotipico coincidiria con
la menor capacidad de los individuos evaluados para percibir las frecuencias
dominantes altas de este estimulo (valor promedio: 5,8 kHz), ya que éstos presentaron
tamafios corporales mayores que los individuos utilizados en la sintesis del llamado
heterotipico (tzs = 5,0; p < 0,01). La manipulacién experimental del valor de la FO o de la
frecuencia dominante del llamado de angustia de L. chiliensis, podré clarificar a qué
frecuencia se encuentra mas sintonizado un lagarto de determinado tamafio.
Asimismo, es necesario investigar [a relevancia de otros parametros del llamado en la
respuesta conductual, como la duracién del estimulo actstico (e.g. Blumstein y col,,
2008), ya que los lagartos desplegaron tiempos de inmovilidad similares ante el
llamado y ruido heterotipico. Finalmente, es esencial relacionar su capacidad auditiva
con las caracteristicas espectrales de sus llamados, para comprender cémo ocurre la
decodificacion de estas sefiales, y por ende, la respuesta conductual desplegada frente
a ellos, lo cual se discute en la siguiente seccién.

Hasta donde se conoce, esta es la primera vez que se muestra que la variacion
geogréfica de llamados de angustia puede interrumpir los beneficios que estos
representan. Considerando que el lagarto llorén no vocaliza en interacciones sociales
(Bozzo, 2015), la variacién geogréfica de estas vocalizaciones ciertamente no tendria un
papel importante en el proceso de especiacion (Wilkins y col., 2013). Sin embargo, no
podemos descartar que las diferencias geograficas de los llamados de angustia del
lagarto llorén surjan como un epifendémeno de la segregacién de estas poblaciones

causado por aislamiento genético o por diferentes presiones selectivas.
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Sensibilidad auditiva de adultos y juveniles del lagarto liorén

A pesar de gue se conocen las caracteristicas y la funcién del llamado de
angustia de L. chifiensis, la cual serfa alertar a conespecificos del riesgo depredatorio
(Hoare y Labra, 2013; Labra y col., 2013), hasta la fecha era desconocida la sensibilidad
auditiva de la especie. En este trabajo, y por primera vez, se evalud la sensibilidad
auditiva de lagartos llorones adultos y juveniles a través de la medicion de la respuesta
vibratoria de su MT frente a tonos de distinta frecuencia (incluyendo ultrasonido). El
rango de respuesta de la MT fue similar al encontrado en otros lagartos (Werner y col.,
1998), y la MT de adultos respondié con una mayor velocidad que [a de juveniles.
Ademas, no hubo respuesta de la MT al ultrasonido en ambas edades.

La mayor respuesta de la funcién de transferencia de velocidad de la MT de
adultos y juveniles de L. chiliensis, se obtuvo entre los 0,5 y 10 kHz, al evaluar con
frecuencias desde los 0,1 a los 40 kHz. Este rango de respuesta es semejante al
obtenido en adultos y juveniles del gecko Eublepharis macularius, el cual presenta
velocidades de respuesta de la MT que van desde los 0,6 a los 10 kHz, evaluado entre
los 0,15 y 20 kHz (Werner y col., 1998). Sin embargo, el rango de respuesta observado
en otros lagartos puede ser variable, e incluso puede extenderse hasta mayores
frecuencias {(aproximadamente 15 kHz; Werner y col,, 1998; Werner y col., 2002). Lo
anterior, estarfa relacionado con las diferencias especie-especificas de la morfologia del
ofdo medio de [agartos (Saunders, 2000).

Adultos y juveniles de L. chiliensis presentaron curvas de respuesta con formas
similares, dentro del rango de frecuencias sefialado anteriormente, las cuales fueron

paralelas y aguzadas en su maximo valor de velocidad. Esta respuesta no concuerda
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con la observada en otras especies de lagartos, en las cuales la forma de la curva de
individuos juveniles difiere de la de adultos, siendo no aguzada, sino aplanada en su
valor méximo, y supera a [a de adultos a altas frecuencias (Werner y col., 1998; Werner
y col,, 2002). Probablemente, los individuos juveniles utilizados en este estudio se
encuentren en un estado ontogenético avanzado, pues se ha planteado que a medida
que crecen los individuos més aguzada se vuelve la curva de respuesta de su MT
(Relkin, 1998; Werner y col., 2002). Por una parte, una disminucion de la amortiguacion
y de las fuerzas friccionales del oido medio durante el crecimiento, determinaria curvas
de respuesta més aguzadas (Relkin, 1998; Werner y col., 1998; Werner y col., 2002}.
Alternativamente, es probable que un aumento de la masa de las distintas estructuras
(e.g. extracolimela, columela; Fig. 12), asi como un mayor nivel de osificacion de la
coliimela, hayan degradado la respuesta de su ofdo medio ante frecuencias altas
(Relkin, 1998; Werner y col., 1998). Futuros estudios comparados de la morfologia de
las estructuras del odio medio de adultos y juveniles de L. chiliensis permitiran avalar o
rechazar estas propuestas.

La Vmax tuvo valores promedio de 0,58 y 0,29 mm s en adultos y juveniles,
respectivamente, los cuales son menores a los registrados en otras especies de lagartos
{(~ 2 mm s en ambas edades; Saunders y col., 2000; Werner y col., 2002). Una posible
explicacion a esta diferencia podria radicar en que en el presente estudio se utilizé una
menor intensidad de los tonos {80 dB SPL), en comparacidn a la usada en otros trabajos
{100 dB SPL; Werner y col., 1998; Saunders y col., 2000; Werner y col., 2001; Wernery
col,, 2002). En segundo lugar; el mayor tamafio de la superficie reflectante utilizada

(0,3 x 0,3 cm; < 0,02 mg}, comparado con la dimensién de los elementos reflectantes
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Figura 12: Caracteristicas esenciales del ofdo medio de un lagarto igudnido {(Modificado
de Wever y Werner, 1970). Esquema superior: vista ventral del animal; esquema
inferior: vista lateral.

ocupados en otros trabajos (e.g. microperlas de vidrio: 15-30 um y 5-10 ng; Werner y
col.,, 1998; Werner y col., 2002), pudo haber afectado la movilidad de la MT, y por lo
tanto, haber disminuido la velocidad de respuesta registrada. Sin embargo, y a pesar de

haber obtenido valores menores que los alcanzados en otros estudios, es probable que

Ja curva de velocidad de la MT obtenida en L. chiliensis mantenga la misma forma y
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rango de respuesta al aumentar la intensidad de los estimulos emitidos, ya que se ha
observado en otros lagartos que esta respuesta aumenta linealmente dentro de un
rango de intensidades de 72-96 dB SPL, y bajo un rango de frecuencias de 0,1-10 kHz
{(Manley, 1972a).

La Fuco tuvo valores promedio de 2,0 y 2,1 kHz en adultos y juveniles de L
chiliensis, respectivamente, los cuales son semejantes a los registrados en otros
lagartos como Elgaria muiticarinata y Ctenophorus reticufatus (Saunders y col., 2000).
Sin embargo, estos valores discrepan con las Fpc, obtenidas en otras especies de
lacertilios, fundamentalmente porque esta medida presenta gran variabilidad dentro
de este grupo (rango de Fpio registrados en lagartos: 0,5-5,5 kHz; Rosowski, 1988;
Werner y col., 1998; Saunders y col., 2000; Hetherington, 2001; Werner y col., 2002),

Por otra parte, se encontraron diferencias entre la funcién de transferencia de
velocidad de la MT de adultos y la de juveniles. Los individuos juveniles presentaron
mavyores velocidades que adultos a bajas frecuencias (0,1 - 0,3 kHz), lo cual contrasta
con lo observado en otros lagartos, en los cuales la respuesta es similar entre edades
dentro de este rango (Werner y col., 1998; Werner y col., 2002). Es probable que la
respuesta a bajas frecuencias solo sea aparente, y derive del surgimiento de ruido no-
lineal durante la medicién {obs. pers.). Luego, entre los 0,3-12 kHz, la velocidad de
respuesta de adultos super6 la de juveniles en todo este rango. De hecho, la Vi se
correlaciond positivamente con el tamafio corporal de los individuos, al igual que lo
observado en distintas especies de lagartos {Werner y col., 1958; Werner y col., 2002;
Werner y col., 2008). De este modo, se respalda la segunda hipétesis de diferencias en

la sensibilidad auditiva de adultos y juveniles. Especificamente, esta relacion directa
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entre la respuesta de la MT y el tamafio corporal se debe a que este Gltimo factor
covaria positivamente con el drea de la MT a lo largo de la ontogenia (Werner y col,,
1998; Werner e Igi¢, 2002). Una MT con un drea mayor respondera con gran velocidad,
al tener una menor amortiguacién y un drea efectiva de vibracién® superior (Wever y
Werner, 1970; Werner y col., 1998; Werner e Igi¢, 2002). Conjuntamente, el mayor
nivel de osificacion de la colimela de adultos permitird aumentar la capacidad de
vibracién de la MT al disminuir la amortiguacién de esta estructura (Werner y col.,
1998}. Asimismo, es probable que la mayor respuesta de la MT de adultos esté
relacionada con el progresivo aumento de la admitancia® del oido medio durante la
ontogenia de lagartos no geckos (Rosowski, 1988). A partir de observaciones realizadas
en aves, se ha propuesto que este aumento gradual de la admitancia estaria
relacionado directamente con el incremento de la cantidad de colageno presente en la
MT (Saunders y col., 2000). Es necesario evaluar las caracteristicas estructurales de la
MT, v de los demds componentes del oido medio de L. chiliensis durante su ontogenia,
para poder comprender como ocurre la transmision de las sefiales acusticas en el oido
de esta especie.

La Feenral S€ correlaciond negativamente con el tamafio corporal y 1a Viax. Estos
resultados son similares a lés encontrados en el lagarto caiman (E. mufticaringta), en el
que la frecuencia dada en su maximo de admitancia se relaciona negativamente con el
tamatfio corporal vy con el drea de la MT (estructura que influiria en el valor de Vi

Rosowski, 1988; Werner y col., 1998; Werner e Igi¢, 2002), Probablemente, la menor

4 Porcion central de la MT que no esta fijada en los bordes {Wever y Werner, 1970).
5 Aceptacion del paso de Ia energia; lo contrario a impedancia.
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masa de las estructuras conductoras del oido medio de juveniles haya determinado
que éstos tuvieran valores de Feenrat mas altos, pues tal caracteristica permite que estos
componentes tengan una mayor frecuencia de resonancia (Werner e Igi¢, 2002;
Werner y col., 2002). Nuevamente, es necesario examinar la estructura y capacidad de
‘transmisién de los componentes del ofdo medio de L. chifiensis para poner a prueba
estos supuestos.

No hubo respuesta de la MT de individuos adultos y juveniles ante los estimulos
ultrasénicos (tonos vy llamado ultrasénico), lo cual podria deberse a distintas causas.
Por un lado, Manley (1972b) observd en Gekko gecko que sobre los 3-4 kHz fa MT pasa
de tener un simple movimiento “tipo piston” a un movimiento nodal y antinodal de
vibracion, lo que alteraria el movimiento del extremo cdnico de la MT, disminuyendo
su respuesta a altas frecuencias. Asimismo, en Gekko gecko se observa que sobre los 4
kHz ocurre una flexién del pars inferior de la extracolimela (el cual se une ala MT en el
centro de ésta, i.e. proceso timpdnico; Fig. 12), la cual reducirfa la respuesta de esta
estructura hacia altas frecuencias (Manley, 1972h). Esta fiexién, determinada por la
naturaleza cartilaginosa del praceso timpdnico, ahsorberia considerablemente la fuerza
conducida desde la MT hacia el eje de la coliimela dsea, reduciendo la respuesta de
vibracion a altas frecuencias (Manley, 1972b; Saunders y col., 2000). Probablemente,
estos factores contribuyan a que no se reconozcan especies de lagartos que puedan
percibir ultrasonido (Frankenberg y Werner, 1992). Estos datos han llevado a proponer
que el ultrasonido presente en el lamado de angustia de lagartos (Brown, 1984; Labra
y col.,, 2013) podria ser tan solo un subproducto (epifendmeno) de su mecanismo de

produccién sonora {e.g. Blumberg y Alberts, 1990; Frankenberg y Werner, 1992). Sin
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embargo, también se ha planteado que el ultrasonido de sus llamados podria estar
dirigido a depredadores con una mayor sensibilidad auditiva (e.g. mamiferos), por
ejemplo, para ahuyentarlos (Frankenberg y Werner, 1992). Con respecto a esta tltima
alternativa, dentro de los potenciales mamiferos depredadores de L. chiliensis que
podrian percibir el ultrasonido de sus llamados de angustia, se encuentran dos especies
de zorros del género Lycalopex (L. culpaeus y L. griseus), y el mustélido Galictis cuja.
Aunque se desconoce la sensibilidad auditiva especifica de estos carnivoros, es muy
probable que perciban el ultrasonido de las llamadas de angustia del lagarto llordn, ya
que se encuentran emparentados filogenéticamente con especies que son sensibles a
este componente actstico (Isley y Gysel, 1975; Bardeleben y col., 2005; Koepfli y col.,
2008; Brandt y col., 2013). Sin embargo, hasta el momento solo se ha examinado la
respuesta conductual que despliegan depredadores con una menor capacidad auditiva
{e.g. culebras) ante el componente audible de los llamados de angustia de L. chiliensis
{Hoare y Labra, 2013). Por lo tanto, es necesario realizar esta evaluacién conductual en
depredadores con una mayor sensibilidad auditiva, utilizando las caracteristicas
ultrasénicas de los chillidos de este lagarto, con el propésito de examinar la
funcionalidad de estas altas frecuencias.

Finalmente, y dado que la mayor parte del cuerpo tedrico expuesto proviene de
estudios realizados en especies de lagartos geckos, los cuales poseen una estructura
del oido medio diferente a la de lagartos del clado Unidentata (Wever y Werner, 1970;
Saunders y col., 2000; Werner y col., 2008), es necesario reconocer especificamente la
relacién existente entre las distintas caracteristicas estructurales del oido medio del

lagarto llorén y su sensibilidad auditiva a lo largo de la ontogenia.
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Relacién entre llamados de angustia, sensibilidad auditiva y respuesta conductual

Las mayores velocidades de la MT de adultos y juveniles se corresponden con el
rango de valores de la frecuencia dominante de los llamados de angustia de adultos (2-
8 kHz aproximadamente; Labra y col., 2013). De esta manera, los resultados apoyan la
tercera hipétesis de concordancia entre la sensibilidad auditiva y las caracteristicas
espectrales del llamado. Ademds, la MT de adultos respondié a los llamados sintéticos
de las tres poblaciones evaluadas (Melipilla, Pucén e Isla de Maipo), dentro del rango
de correspondencia ya sefialado. Es destacable que la MT presentara una menor
respuesta vibratoria ante los llamados de animales provenientes de Melipilla e Isla de
Maipo que frente al llamado de animales de Pucdn.

La correspondencia existente entre los mayores valores de velocidad de la MT
de adultos y juveniles de L. chiliensis, y el principal componente de frecuencias de sus
llamados de angustia (frecuencia dominante), sugiere que la entrada del sonido a
través del timpano es importante en la deteccién de vocalizaciones con significancia
biolégica para esta especie (e.g. Penna y col., 2009). Més aun, es probable que también
exista una correspondencia entre a respuesta vibratoria de la MT y los audiogramas de
sensibilidad actstica obtenidos desde otras estructuras de la via auditiva (e.g. papila
basilar, nervio coclear) de L. chifiensis. En lagartos geckos, por ejemplo, existe una
congruencia entre las respuestas de sensibilidad de la MT y del nervio coclear ante la
emisién progresiva de estimulos acisticos, las que a su vez predecirian de buena

manera las respuestas obtenidas en audiogramas conductuales (Manley, 1990; Werner

y col., 1998). Sin embargo, es necesario ser cautos al interpretar el proceso de
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percepcion de sefiales acusticas en este lagarto solo a partir de [a vibracion de la MT, ya
que la respuesta espectral exhibida por el timpano no contempla la pérdida de sefial a
o largo de la via auditiva, la cual ocurre principalmente en la porcién cartilaginosa de la
cadena osicular o en la transduccién de la sefial en las células ciliadas de la papila
basilar (Gridi-Papp y Narins, 2009). Es fundamental poder evaluar si la respuesta
exhibida por otros componentes de la via auditiva de L. chiliensis se relacionarfa con la
velocidad de respuesta de la MT y las frecuencias enfatizadas en sus llamados de
angustia.

Las respuestas de la MT de adultos ante los tres llamados sintéticos
poblacionales se encontraron dentro del rango de correspondencia dado entre la curva
de respuesta timpénica y los valores de frecuencia dominante del llamado de angustia
(2-8 kHz aproximadamente; Fig. 8A). Las réspuestas obtenidas ante los llamados
sintéticos de Melipilla e Isla de Maipo fueron similares y concordaron con los valores
registrados en la funcién de transferencia de la MT de adultos entre los 2,5y 3 kHz. Por
otro lado, la respuesta exhibida ante el llamado de Pucén fue mayor que [a de los otros
Jlamados, y coincidi6 con la velocidad alcanzada a los 6 kHz, aproximadamente, en la
funcion de transferencia. Convergentemente, estos valores de frecuencia se aproximan
a los de la frecuencia del arménico dominante, que a su vez es el armdnico
fundamental de estos estimulos sintéticos. Por lo tanto, la MT de L. chiliensis estaria
respondiendo al valor del principal componente de frecuencia de su llamado de
angustia. En este sentido, la velocidad registrada ante el llamado de lagartos de Pucon
fue superior a la obtenida con los llamados de las otras poblaciones (Fig. 11), debido a

que el valor de frecuencia del arménico dominante de este estimulo (6 kHz
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aproximadamente) determina una mayor vibracién de la MT, como se observa en su
funcidn de transferencia (Fig. 8A).

Sin embargo, la mayor velocidad de respuesta de la MT ante el llamado de
lagartos de Pucén (heterotipico) no se condice con la menor inmovilidad mostrada por
los individuos al percibir este estimulo en los experimentos de playback. Lo mismo
ocurre, pero de manera inversa, con el llamado de los lagartos de Melipilla
(homotipico). Por el momento no es posible dar una explicacion clara a esta
observacién. Es posible que el proceso de decodificacidon de esta vocalizacion, y por
ende, el grado de inmovilidad mostrado por los individuos al percibir un llamado de
angustia, no dependa tinicamente de las caracteristicas espectrales de estos estimulos,
sino que también de su componente temporal. Es probable que la mayor duracién del
llamado homotipico (60 ms), comparada con el llamado heterotipico (43 ms), haya
generado una respuesta conductual mas intensa en los lagartos. Por ejemplo, en el
roedor Marmota flaviventris se ha observado que mientras mas duraderos son los
llamados de angustia que emiten las crias de esta especie, mayor es la respuesta
desencadenada en individuos adultos {Blumstein y col., 2008}, Es necesario manipular
el factor temporal de los [lamados de angustia de L. chiliensis para evaluar su rol en el

proceso de decodificacién de estas sefiales a nivel intraespecifico.



CONCLUSIONES

Los lagartos llorones de la zona central de Chile responden con un mayor
tiempo de inmovilidad frente a un llamado homotipico (de la poblacién local)
gue ante un llamado heterotipico {de una poblacién distante}). Por o tanto,
existiria un reconocimiento de los llamados de angustia a nivel intraespecifico.
La membra-na timpanica del lagarto llorén responde entre los 0,5 y 10 kHz, y
tiene una vibracién maxima a los 2 kHz aproximadamente.

La funcién de transferencia de velocidad de la membrana timpanica varia entre
lagartos adultos y juveniles, de la siguiente manera: i) La velocidad maxima
registrada {Vmax) es significativamente mayor en adultos que en juveniles, y se
correlaciona con el largo hocico-cloaca de éstos, ii) la frecuencia central {Feentral)
se correlaciona con el largo hacico-cloaca de los individuos y con la Vimax.

No hubo respuesta timpanica ante los estimulos ultrasénicos en ambas edades,
lo que siguiere que el ultrasonido no seria relevante en la comunicacién
intraespecifica.

Existe una correspondencia parcial entre las mayores velocidades de respuesta
de la membrana timpanica de ambas edades y el rango de valores de
frecuencia dominante encontrados en los llamados de angustia, lo cual sugiere

que la entrada del sonido a través del timpano es importante en la deteccién

vocalizaciones con  significancia  bioldgica para esta  especie.
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la membrana timpanica de individuos adultos responderia al valor de
frecuencia del armonico dominante {al mismo tiempo FO) de los lamados de
angustia sintéticos caracteristicos de tres poblaciones distintas de este lagarto
(Melipilla, Pucén e Isla de Maipo).

La membrana timpdnica fue mds sensible al [lamado heterotipico (Pucén) que
al lamado homotipico (Melipilla). Esta respuesta no se condice con la menor y
mayor inmovilidad mostrada por los lagartos ante estos estimulos,
respectivamente. Probablemente, la duracién de los llamados podria estar
influyendo en el grado de inmovilidad que muestran los lagartos llorones al

percibir sus llamados de angustia.
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