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RESUMEN

En los anfibios anuros, la comunicacién acustica juega un rol fundamental en la
reproduccién, ya que durante la estacion reproductiva, los machos generalmente forman coros
donde decenas o cientos de individuos emiten cantos o “llamadas de advertencia” para atraer a las
hembras, las que a su vez “eligen” entre las potenciales parejas a través de la informacion
codificada en estos cantos. Se han descrito diversos factores que pueden afectar las
vocalizaciones de los anuros y por ende, la reproduccion, existiendo un cuerpo de evidencia cada
vez mayor que sefiala a los niveles circulantes de hormonas esteroidales como uno de estos

factores.

En esta memoria se analiz6 la influencia de la hormona corticosterona (CORT) en la
percepcion de sefales acuUsticas y en la conducta vocal de machos de Pleurodema thaul,
estudiando particularmente el efecto de esta hormona en los umbrales de respuesta vocal evocada
y agresiva. Esto se realiz6 mediante experimentos de canto evocado (“playback”), en los cuales
machos de P. thaul fueron estimulados con intensidades crecientes de una imitacion sintética de su
llamada de advertencia especie-especifica, seguido de la toma de muestras de sangre para la

medicion de sus niveles plasmaticos CORT.

Se encontrd una correlacion negativa entre los niveles circulantes de CORT y los umbrales
de respuesta vocal evocada de los machos, pero no se encontré correlacion estadisticamente
significativa entre esta hormona y el umbral de respuesta agresiva. A su vez, se encontré una
correlacién negativa entre la superficie corporal y los umbrales de respuesta vocal evocada de los

sujetos experimentales.

Estos datos sugieren un efecto positivo, aunque indirecto, de la CORT sobre la conducta
reproductiva de este anuro, disminuyendo la intensidad de sonido con que son percibidas las

llamadas de advertencia de sus vecinos mas cercanos.



1.-INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mas importantes que podemos reconocer en la evolucion
conductual de los sistemas vivos es la comunicacién, siendo una de las formas de interaccion
social mas importante la que se realiza por medio del sonido. El nivel de complejidad de este tipo

de comunicacion varia y se desarrolla a medida que avanzamos en la escala filogenética.

En los anfibios anuros (ranas y sapos), la comunicacion acustica juega un rol fundamental
en el éxito reproductivo de la mayoria de las especies. Dentro del acotado repertorio de
vocalizaciones que poseen los anuros, la mas comun es el canto nupcial o “llamada de
advertencia” producida por los machos. La produccién y recepcién de la llamada de advertencia
sirve para coordinar la conducta reproductiva de los dos sexos. Las hembras usan las claves
acusticas contenidas en estos cantos para orientarse hacia machos sexualmente activos (proceso

conocido como fonotaxis) y elegir entre las potenciales parejas.

Se han descrito diversos factores bidticos y abidticos que pueden afectar las
vocalizaciones de los anuros y por ende, la reproduccion. Entre éstos se encuentran la estacién del
afio, condiciones ambientales y diferencias en atributos fisicos entre los individuos (condicién
corporal, salud, tamafio y edad). Ademas de estos Ultimos, existe evidencia que los niveles
circulantes de hormonas esteroidales constituyen otro atributo individual que afecta la actividad

vocal de ranas y sapos en los coros o agregaciones reproductivas.

El rol de los androgenos sobre la conducta vocal ha sido descrito en varios estudios y sus
efectos estan relativamente claros, estimandose que son al menos necesarios para la iniciacion y
mantencion estacional de la conducta de canto. También se ha propuesto que la hormona del
estrés, corticosterona (CORT), puede tener efectos sobre la vocalizacién, no obstante, la literatura
al respecto es bastante reducida y entrega resultados contradictorios y confusos, dificiles de

interpretar.

Dado el caracter altamente conservado de las estructuras y sistemas hormonales
implicados en el control de la conducta reproductiva entre las distintas taxa de vertebrados, el
estudio de las bases hormonales de la comunicacién acustica en anuros representa un modelo util
para investigar los mecanismos de accion de estos sistemas en la fisiologia sensorial y el

comportamiento de los vertebrados en general.



Este estudio intenta establecer el rol que cumple la hormona corticosterona en la
percepcion de sefiales acusticas y en la conducta vocal de machos de Pleurodema thaul, anfibio
leptodactilido de amplia distribuciéon en Chile central. Particularmente, se investigd en los machos
de esta especie el efecto de esta hormona en los umbrales de intensidad de sonido, que evocan

respuestas vocales y de contenido agresivo, respectivamente.



2.-REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.-Antecedentes generales

Uno de los factores mas importantes que podemos reconocer en la evolucién conductual
de los sistemas vivos es la comunicacion. Entre las modalidades de ésta, una de las formas de
interaccién social mas importante es la que se realiza por medio del sonido. El nivel de complejidad
de ésta varia y se desarrolla a medida que avanzamos en la escala filogenética (Wilczynski y
Ryan, 1988).

Muchos de los despliegues conductuales asociados a la comunicacién tienen lugar en el
contexto de la reproduccion. A menudo los despliegues conductuales méas notorios son sefiales
para atraer pareja, que sirven a su vez para identificar individuos de la misma especie, ademas del
sexo y estado reproductivo de éstos. De este modo las sefiales de comunicacién son también

importantes componentes de la competencia territorial e intrasexual (Wells, 1977; Rand, 1988).

En este contexto, la mas conocida y extensamente estudiada conducta de los anfibios
anuros (ranas y sapos) es su sistema de comunicacion acustica (Rand, 1988). Las sefales
acusticas emitidas por los anuros son bastante estereotipadas y acotadas en su repertorio (Solis,
1994), siendo la vocalizacion mas estudiada el denominado canto nupcial o “llamada de
advertencia”, emitida por los machos de numerosas especies para atraer hembras y en algunos
casos para delimitar su territorio (Marler y Ryan, 1996; Burmeister y Wilczynski, 2000; Kelley,
2004). Ademés, en algunas especies también existen “cantos agresivos” con los cuales los
machos repelen a otros individuos coespecificos (Kelley, 2004), y “cantos de liberacion” o de
rechazo sexual, emitidos por machos y hembras no receptivas sexualmente cuando son

abordadas por otros individuos (Moore et al., 2005; Penna y Diaz-Paez, 2008).

La actividad reproductiva en anuros tiene diversos cursos temporales, habiendo especies
con periodos reproductivos prolongados, de varias semanas e incluso meses y especies con
reproduccién explosiva, que concentran la actividad reproductiva en unos pocos dias (Penna y
Diaz-Paez, 2008). De lo anterior se desprende que en anuros existe una clara e inequivoca
relaciéon entre comunicacién vocal y reproduccion (Wilczynski y Chu, 2001). En la gran mayoria de
las especies que vocalizan, los machos son los Unicos que emiten cantos (Archs y Narins, 2009),
los que en la estacion reproductiva forman agrupaciones o coros donde decenas o cientos de
individuos cantan simultdneamente para atraer a las hembras a los sitios de reproduccién. A su
vez, cada especie produce un canto distintivo especie-especifico que facilita el aislamiento
reproductivo pre cigotico y asi, la especiacion (Kelley, 2004). Las hembras usan las sefiales
acusticas contenidas en estos cantos para guiarse hacia los machos sexualmente activos (proceso

conocido como fonotaxis) y luego elegir entre las potenciales “parejas” (Leary, 2009).



Asi, la produccion y recepcion de llamadas de advertencia sirve para coordinar la conducta
reproductiva de los dos sexos (Arch y Narins, 2009), por lo que los sistemas de comunicacién
acustica en anuros estan sometidos a una fuerte presién de seleccién sexual (Kelley, 2004).

Es importante mencionar que los machos de muchas especies que vocalizan pueden
también adoptar una tactica “satélite” no vocalizadora. Los machos “satélites” permanecen
frecuentemente en las proximidades de machos coespecificos que si cantan e intentan interceptar
a las hembras que son atraidas por las llamadas de advertencia de éstos (Leary et al., 2004;
Wilczynski et al., 2005).

A pesar del acotado repertorio vocal de los anuros, a nivel individual la conducta vocal
presenta gran variabilidad y esta variacién es de gran importancia para entender sus interacciones

acusticas y sociales (Gomez-Lobo, 2002; Labra et al., 2008).

Es sabido que ciertas caracteristicas espectrales y temporales del canto son preferidas por
las hembras y que algunas de estas caracteristicas se encuentran bajo una seleccion
estabilizadora (o seleccion direccional débil) mientras que otras se encuentran bajo una fuerte
seleccion direccional (Gerhardt, 1991). La frecuencia dominante y la tasa de repeticion de pulsos,
por ejemplo, son a menudo propiedades acusticas denominadas “estaticas” (muestran bajos
niveles de variacion intra individual) y estdn sujetos a una seleccion estabilizadora (las hembras
generalmente prefieren valores cercanos a la media poblacional). Sin embargo, como en muchos
otros organismos, la persistencia de las sefales, es decir, el tiempo total que el animal ocupa en
cantar y el esfuerzo vocal (la cantidad de sefiales emitidas por unidad de tiempo) son también de
importancia central en la eleccién de pareja. Los parametros vocales que demuestran esfuerzo
vocal, como la tasa y duracion del canto, a menudo son altamente variables intra e inter
individualmente (son dindmicas) y se encuentran generalmente bajo una fuerte seleccién
direccional (Gerhardt, 1991; Emerson, 2001; Leary, 2009).

Se han descrito diversos factores que pueden afectar las vocalizaciones de los anuros y
por ende, la reproduccion. Entre éstos, la estacion del afio, condiciones ambientales y diferencias
en atributos fisicos entre los individuos como tamafio corporal, condicién nutricional, salud y edad,
han sido reportados (Moore y Jessop, 2003). Ademas de estos Ultimos, existe un cuerpo reciente,
pero cada vez mayor de evidencia que indica que los niveles circulantes de hormonas esteroidales
constituyen otro atributo individual que afecta la actividad vocal de ranas y sapos en los coros o

agregaciones reproductivas (Moore et al., 2005; Wilczynski et al., 2005).



Por otra parte, a pesar de que la mayoria de las investigaciones en anuros se han centrado
en la influencia hormonal sobre la produccion de sefiales vocales, algunos estudios sostienen la
idea de un potente rol de las hormonas sobre la regulacién de la funcién auditiva y asi, sobre la

recepcién y procesamiento de las sefiales acusticas (Al-Mana et al., 2008; Arch y Narins, 2009).

2.2.-Conducta vocal y hormonas
Dado el rol de la comunicacién aclstica como mediador de las interacciones sociales en
anuros, no es sorprendente que sus sistemas de comunicacion vocal estén fuertemente

influenciados por los sistemas hormonales que regulan la reproduccién (Archs y Narins, 2009).

Diversos estudios han determinado que los andrégenos y estrégenos son criticos para la
expresioén de la conducta reproductiva en machos y hembras, respectivamente, y sus efectos estan
relativamente estudiados. En machos, los andrégenos juegan un rol critico durante las primeras
etapas del desarrollo postmetamarfico, induciendo cambios importantes en los cartilagos vy fibras
musculares de la laringe e indirectamente en las neuronas motoras que las inervan. De este modo,
los andrégenos masculinizan estructuras periféricas que influencian las propiedades del canto de
advertencia de los machos (Leary, 2009). En concordancia con lo anterior, varios estudios han
demostrado que en machos anuros adultos, poblaciones neuronales de regiones cerebrales y
medulares implicadas en la modulacion de la conducta de canto pueden presentar importantes
cantidades de andrégenos y/o marcada inmunoreactividad a receptores para andrégenos
(Wilczynski y Chu, 2001).

Sumado a lo anterior, existe consenso en que los andrégenos son al menos necesarios
para la iniciacién y mantencion de la conducta estacional de canto (Moore et al., 2005; Wilczynski
et al., 2005). Por ejemplo, en el anuro leptodactilido centroamericano Eleutherodactylus coqui, los
machos que cantan activamente presentan altos niveles de testosterona, comparados con aquellos
vocalmente inactivos (Townsend y Moger, 1987). De acuerdo con ese resultado, Solis (1994),
registr6 un incremento de los niveles plasmaticos de testosterona coincidente con el
establecimiento e inicio de la actividad vocal en machos del anuro chileno Pleurodema thaul. En
otro estudio, Solis y Penna (1997) encontraron una correlacion positiva entre los niveles circulantes
de testosterona y el nimero de cantos evocados por machos de la especie Batrachyla taeniata;
ademas, estos autores indican que los machos con mas altos niveles de testosterona respondieron
de manera menos selectiva, vocalizando incluso ante la presentacion de estimulos de estructura
temporal muy diferente al canto natural de la especie, sugiriendo que la testosterona tendria un
importante efecto sobre el estado motivacional de los machos (Solis y Penna, 1997). Resultados

similares se encontraron para el anuro chileno Batrachyla Leptopus (Gomez-Lobo, 2002).



El evidente rol de los esteroides gonadales sobre la conducta de comunicacion no debe
hacernos olvidar el hecho que otros factores hormonales pueden influenciar la fisiologia y la
conducta reproductiva (Wilczynski y Chu, 2001). Existe evidencia que diversos productos
endocrinos y neuromoduladores, como las hormonas peptidicas y los esteroides adrenales, entre
los que se encuentra la corticosterona (CORT), pueden influenciar la conducta de comunicacion
(Moore et al., 1994; Rose et al., 1995; Burmeister et al., 2001; Wilczynski et al., 2005).

2.3.-Conducta vocal y corticosterona

Los vertebrados a menudo responden frente a situaciones estresantes mediante la
activacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenales (HPA), lo que culmina con la liberaciéon de
hormonas glucocorticoideas (predominantemente corticosterona o cortisol, dependiendo de la
especie) a la circulacién general (Husak y Moore, 2008). Estas hormonas redirigen la fisiologia y la
conducta del animal hacia la sobrevivencia y sus acciones incluyen la activacion de la
gluconeogénesis y con ello, la movilizacién de aminoacidos y grasas desde las reservas celulares
(Guyton y Hall, 2001), asi como también la supresién de procesos anabdlicos y conductas que no
son necesarias para la sobrevivencia inmediata, como la sintesis de esteroides gonadales y los
despliegues conductuales asociados a la reproduccién (Moore y Jessop, 2003; Husak y Moore,
2008). En concordancia, una de las primeras acciones descritas para las “hormonas del estrés” es
la supresién de la actividad reproductiva a través de la inhibicién del eje Hipotalamo-Hipdfisis-
Gonadas (HPG) y la sintesis de esteroides gonadales (Wilczynski et al., 2005). Asi, mientras los
andrégenos promueven la vocalizacion por organizacion y activacién de las redes neuronales que
subyacen a la actividad vocal, altos niveles de CORT pueden inhibir la produccién de andrégenos y

por lo tanto, la vocalizacién (Leary et al., 2008a).

La extensa investigacion de Moore y colegas en el anfibio urodelo Taricha granulosa da
soporte a la tesis que la CORT actia como un potente y rapido inhibidor de la conducta
reproductiva durante periodos de estrés agudo (Moore et al., 2005). En machos de esta especie, la
conducta de abrazo sexual o amplexo puede ser inhibida rapidamente por CORT o por exposicion
a situaciones estresantes que estimulen la secreciébn de CORT. El efecto inhibitorio de esta
hormona sobre la conducta de amplexo es fuerte y ocurre rdpidamente, a los pocos minutos de
una inyeccién de CORT (Moore y Miller, 1984; Moore y Zoeller, 1985). La administracién de
corticosterona también suprime rapidamente la actividad de neuronas medulares especificas,
asociadas a estimulacion tactil durante el amplexo, en T. granulosa (Rose et al., 1993; Rose et al.,
1995; Rose et al., 1998; Rose y Moore, 1999).



Recientes estudios en anfibios confirman que altos niveles de corticoesteroides suprimen la
conducta reproductiva y se correlacionan con bajos niveles de andrégenos (Emerson y Hess,
2001). Por ejemplo, en un estudio realizado en el anuro Physalaemus pustulosus, machos que
recibieron implantes de CORT disminuyeron significativamente tanto la probabilidad de canto como
los niveles circulantes de testosterona (Marler y Ryan, 1996). Burmeister et al. (2001), en un
estudio realizado en Hyla cinerea, encontraron que niveles elevados de CORT tienen un efecto
inhibitorio sobre la conducta de canto, potencialmente, via efectos negativos sobre los niveles
circulantes de andrégenos.

En contraste con lo anterior, Leary et al. (2004), hallaron que los machos vocalizadores de
Bufo woodhousii y Bufo cognatus tienen niveles circulantes de CORT significativamente mas altos
que los machos satélites. Sin embargo, los niveles de testosterona y dihidrotestosterona parecen
no diferir significativamente entre machos vocalizadores y satélites, no encontrando evidencia que
altos niveles de CORT tengan un efecto inhibitorio sobre la produccién de andrégenos en estas
especies. Paraddjicamente, en otro experimento, usando inyecciones de CORT, Leary et al. (2006)
indican que la elevacion en los niveles circulantes de corticosterona incrementan la probabilidad de
que machos de Bufo cognatus y Bufo woodhousii adopten tacticas “satélites” no-vocalizadoras,
aunque nuevamente las transiciones conductuales inducidas por corticosterona ocurren
rapidamente (menos de una hora) e independientemente de los niveles circulantes de andrégenos,
sugiriendo un efecto directo de los glucocorticoides sobre los centros cerebrales que controlan la

produccion de sefales vocales, mas que via efectos sobre los niveles circulantes de andrégenos.

Por otro lado, existe un creciente cuerpo de evidencia cientifica que indica que en muchos
anfibios, reptiles y aves de vida libre, las concentraciones de glucocorticoides estan generalmente
elevadas durante la estacion reproductiva e incluso se elevan mas durante los despliegues
conductuales reproductivos (Romero, 2002). Por ejemplo, en Rana catesbeiana, machos que se
encuentran activamente vocalizando tienen niveles de androgenos y CORT mas bajos y mas altos,
respectivamente, que machos satélites no vocalizadores (Mendonga et al., 1985). De igual manera,
en Scaphiopus couchii, machos vocalizadores y en amplexo tuvieron niveles de CORT
significativamente mas altos que machos post etapa reproductiva (Harvey et al., 1997). En Triturus
carnifex, las concentraciones plasmaticas de CORT muestran un “peak” al inicio de la estacion
reproductiva, y en los machos sexualmente activos, los niveles plasmaticos de CORT parecen
incrementar durante el despliegue de la conducta de cortejo (Zerani y Gobbetti, 1993). Del mismo
modo, en Ambystoma opacum, los niveles plasméticos de CORT son altos durante la estacion
reproductiva, aunque no parecen incrementar mas en machos que realizan conducta de cortejo
(Houck et al., 1996).



En relacién a esto ultimo, diversos estudios sobre los ciclos naturales de corticosterona en
peces, anfibios y reptiles indican que las concentraciones plasmaticas de CORT generalmente
incrementan durante la estacién reproductiva, y que estos periodos no constituyen factores
estresantes en el sentido “clasico” (Koolhaas et al., 2011), sino que reflejan periodos de elevadas
demandas energéticas en los cuales la secreciébn de CORT puede ser beneficiosa en varios
sentidos (Pancak y Taylor, 1983; Someya et al., 1983; Homan et al., 2003; Ricciardella et al.,
2010). Por ejemplo, los elevados niveles plasméticos de CORT en machos de especies anuras
durante la estacién reproductiva, pueden ser necesarios para mantener las altas demandas
energéticas que requieren para desplazarse a los sitios de reproduccién y/o participar activamente
en los coros, teniendo en cuenta que durante la estacién reproductiva, en muchas especies de
anuros los machos no se alimentan durante largos periodos (Harvey et al., 1997). De hecho, la
actividad vocal de los anuros es conocida por ser uno de los despliegues conductuales mas
demandantes de energia dentro de los vertebrados ectotermos (Emerson y Hess, 2001), pudiendo
requerir tasas de consumo de energia proximas a los limites fisioldgicos. Esta demanda energética
se relaciona con la potencia del sonido de las vocalizaciones y la cantidad de tiempo invertida en
producirlas (Labra et al., 2008). Cuando se encuentran cantando, los machos anuros experimentan
gastos energéticos que pueden llegar a ser hasta 10 — 25 veces mas altos que los de individuos en
reposo, y algunos estudios han documentado una relacién directa y positiva entre las tasas

metabdlicas y las tasas de canto (Emerson, 2001).

Combinando los gastos energéticos asociados con la actividad vocal y el rol inhibidor de la
CORT sobre la produccion de andrégenos, Emerson (2001) plante6 el “Modelo de Vocalizacion
Hormona Energético” para explicar las transiciones entre conducta vocalizadora y no vocalizadora
en anuros (Figura 1). El modelo postula que, a la par con el aumento en los niveles circulantes de
andrégenos durante la estacién reproductiva, las demandas energéticas asociadas a la conducta
de canto elevan los niveles circulantes de CORT (a este nivel CORT y andrégenos estarian
positivamente correlacionados), los que finalmente alcanzan un nivel umbral que deprime la
producciéon de andrégenos y con ello cesa la actividad vocal (a este nivel CORT y andrégenos
estarian negativamente correlacionados), lo que seria similar a una respuesta al estrés de corto
tiempo. La actividad vocal cesa hasta que las reservas energéticas del organismo sean repuestas
mediante la ingesta de alimento, entonces la CORT circulante es metabolizada, los niveles de
andrégenos se elevan y la actividad vocal se reinicia. Asi, se espera que los individuos en mejor
condicién corporal mantengan mayores tasas de canto y a la vez soporten niveles mas elevados
de CORT, antes de sufrir una reaccion de estrés de corto tiempo. Efectivamente, Emerson y Hess
(2001), analizando diversos estudios en anuros, indican que mientras mas alta es la tasa de canto

entre y dentro de las especies, mayores son los niveles circulantes de CORT.



PRODUCCION/P ERCEPCION e em e e -
LLAMADAS — CONSUMO ENERGIA X CANTO —

INCREMENTO CORTICOESTEROID ES
INCREMENTO ANDROGENOS ) )

I DISMINUCION DE ANDROGENOS
1 Nivel umbral
F{UE‘ i_nhibe 2 Con el cese de la

- sintesisde T — actividad _vocal. T vy
o | CORT disminuyen ylas
g reservas de energia
o son repuestas
2
= NIVELESDET
e T
T 3 aumenta cuando
bt CORT disminuye, NIVELES DE CORT
= posibilitando el
2 canto
4

INICIO CESE REPOSICION INICIO

ACTIVIDAD ACTIVIDAD RESERVAS ACTIVIDAD
VOCAL VOCAL ENERGIA VOCAL

Figura 1: Esquema simplificado del “Modelo de Vocalizacién Hormona Energético” (Emerson, 2001). Con el inicio
de la estacion reproductiva, a la par con los niveles circulantes de androgenos los niveles de CORT también aumentan,
debido a los costos asociados con la actividad vocal (En esta etapa del ciclo andrégenos y CORT estarian positivamente
correlacionados). A medida que transcurren los dias y se mantiene la actividad vocal ambos niveles hormonales siguen
aumentando, hasta que la CORT alcanza un nivel umbral que inhibe la sintesis de andrégenos (1). Con esto, La actividad
vocal cesa hasta que las reservas energéticas del organismo sean repuestas mediante la ingesta de alimento, entonces la
CORT circulante es metabolizada (2), los niveles de andrégenos se elevan (3) y la actividad vocal se reinicia. (Modificado a
partir de Wilczynski et al., 2005).
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No obstante, Leary et al. (2008b) notaron que en Bufo woodhousii el esfuerzo de canto no
estuvo correlacionado con los niveles circulantes de andrégenos, pero si estuvo positivamente
correlacionado con los niveles circulantes de CORT, apoyando la prediccion que elevados
esfuerzos de canto promueven la produccion de CORT. Sin embargo, a pesar de esta correlacion,
condiciones corporales “pobres” no estuvieron asociadas a altos niveles de CORT, sugiriendo que
otros factores afectan los niveles de CORT maéas que el estado energético en Bufo woodhousii
(Leary et al.,, 2008b). De manera alternativa, se sabe que en algunas especies los machos se
alimentan entre los periodos de actividad vocal. Estas especies podrian tener llamadas de
advertencias energéticamente menos “costosas” debido a los menores gastos energéticos en los
que incurren. Como consecuencia, los machos de estas especies podrian nunca experimentar
niveles de corticoesteroides lo suficientemente altos como para gatillar una respuesta al estrés de

corto plazo que podria suprimir la actividad reproductiva (Emerson, 2001).

Leary et al. (2008a) observaron que altas densidades de machos en los coros estimulan la
produccion de CORT en B. woodhousii, y este efecto aparentemente no esta relacionado a un
incremento en el esfuerzo de canto o a una disminucion de la condicién corporal, lo que genera
una nueva arista sobre el efecto de la CORT en la conducta reproductiva en anfibios: el ambiente
social puede alterar la expresién de tacticas de apareamiento (vocalizadora/no vocalizadora),
posiblemente a través de efectos moduladores sobre el sistema endocrino (Schubert et al., 2009).
Sin embargo, es extrafio que si bien altos niveles de CORT incrementan la probabilidad de que los
machos adopten conducta de “satélite”, éstos tienen menores niveles de CORT que los machos
que si vocalizan. Una posible explicacion para esto es que el incremento en la proporcion de
machos satélites incrementa su deteccion por los machos vocalizadores, creando asi las
condiciones sociales que activan el eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Adrenal (HPA) en los machos

vocalizadores (Leary et al., 2008a).

Otras investigaciones sefalan que al parecer, para muchos animales la relacién entre
estrés y reproduccion es altamente dependiente del contexto y por lo tanto, algunos individuos
pueden exhibir una respuesta inhibitoria mientras que otros no (Moore y Jessop, 2003). Por
ejemplo, las respuestas conductuales apropiadas frente a un estresor (estimulos sensitivos que
activan el eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenales (HPA)) dependen del contexto — su ambiente
circundante y los recientes estados fisiolégicos y conductuales — en que se encuentre un animal.
Ciertamente, la recepcion previa de sefiales auditivas coespecificas, asi como la participacion
previa en interacciones sexuales y/o agonistas pueden modificar el estado fisiolégico de un
individuo y de esta manera, influenciar sus futuras respuestas conductuales (Coddington y Moore,
2003; Schubert et al., 2009).
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Si bien el escenario actual de la investigacién en torno al efecto de la CORT sobre la
conducta de canto en anfibios es bastante confuso, la investigacion en este campo puede entregar
informacidén extrapolable a otros vertebrados. Estudios en anfibios han demostrado que muchas de
las hormonas que modulan la comunicacién vocal son las mismas que han sido encontradas en
otros taxa de vertebrados, indicando que los mecanismos hormonales que influencian la conducta
reproductiva estan evolutivamente conservados (Kelley, 2004; Moore et al., 2005; Archs y Narins,
2009). Asi, a través del estudio de los mecanismos por los cuales la actividad hormonal dentro del
sistema auditivo de ranas conecta el estado fisioldgico interno de un individuo con su ambiente
social externo, podemos aprender y obtener valiosa informacién sobre los procesos béasicos que
subyacen el comportamiento social de los vertebrados en general (Wilczynski y Chu, 2001; Archs y
Narins, 2009).

Mediante experimentos de canto evocado (“playback”), en los cuales machos de
Pleurodema thaul fueron estimulados con intensidades crecientes de una imitacion sintética de su
llamada de advertencia especie-especifica, seguido de la toma de muestras de sangre para la
medicion de sus niveles plasmaticos CORT, en esta Memoria de Titulo se intenté establecer el rol
que cumple la hormona corticosterona en la percepcion de sefiales acusticas y en la conducta
vocal de machos de P. thaul, estudiando particularmente el efecto de esta hormona en los
umbrales de intensidad de sonido, que evocan respuesta vocal y de contenido agresivo en los

machos de esta especie.
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2.4.-El sujeto experimental

Pleurodema thaul es un anfibio anuro de la familia Leptodactylidae (Leiuperidae segun
Frost, 2009), de amplia distribucién en Chile, habiendo registros de su presencia desde la Il hasta
la XI region (Formas, 1995), siendo particularmente comuin en la regién mediterranea de Chile
central, donde se reproduce desde mediados de invierno hasta finales de primavera (Julio-
Diciembre). Durante este periodo, los machos conforman coros en charcos y pozas aledafias a
riachuelos de poca corriente, donde emiten su canto de advertencia desde la superficie del agua,
sujetos a la vegetacion emergente, con su saco vocal extendido (Penna et al., 2008) (Figura 2). En
agregaciones corales estables, los machos se disponen a distancias cercanas a los 3 metros y la
intensidad de los cantos de los machos vecinos en la posicién de un macho focal es cercana a los
81 dB SPL (“Sound Pressure Level”), lo cual corresponde aproximadamente a 70 dB RMS SPL

(“Root Mean Squire” o valor cuadratico medio) (Penna y Solis, 1998).

La llamada de advertencia de P. thaul corresponde a una de las vocalizaciones de mayor
duracion entre los anuros (entre 4 a 6 segundos) y consiste en una larga secuencia de pulsos de
amplitud modulada (ver figura 5), cada uno cercano a los 4 milisegundos de duracion (Penna y
Veloso, 1990; Solis, 1994). Esta especie no produce una llamada agresiva diferente a la llamada
de advertencia como otras ranas. Sin embargo, cuando los machos se ubican a cortas distancias
unos de otros o cuando participan de interacciones agresivas, modifican la estructura temporal de
sus cantos y en vez de producir pulsos uniformes, alternan pulsos de disimil duracion (Penna y
Solis, 1992).

Penna et al. (2008) determinaron mediante experimentos de canto evocado que la minima
intensidad de sonido a la cual los machos de P. thaul responden a una llamada de advertencia
especie-especifica (umbral de respuesta vocal evocada) fue en promedio 42,9 dB SPL (rango de
31 - 52 dB SPL). No obstante, se desconoce el umbral de intensidad que evoca una modificacion
de la respuesta vocal de los machos, asociada a interacciones de tipo agresivo. En adicion a lo
anterior, el amplio rango de intensidad para el umbral de respuesta vocal evocada registrado en
este estudio sugiere que otros factores, entre estos, los niveles circulantes de hormonas
esteroideas, podrian eventualmente influenciar la percepcién acustica y/o la conducta vocal de
machos de P. thaul.

Concordantemente, la peculiar duracion del canto de advertencia de P. thaul y su condicion
de reproductor prolongado, confieren a este anuro interesantes caracteristicas para el estudio de
diversos factores que pueden afectar su conducta vocal e interacciones sociales (Solis, 1994).
Ademas, el gran espaciamiento entre los machos en las agregaciones corales estables facilita la

evaluacion de umbrales conductuales en condiciones naturales (Penna et al., 2008).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Establecer el rol que cumple la hormona corticosterona en la percepcion de

sefiales acusticas y en la conducta vocal de machos de Pleurodema thaul.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. UMBRAL DE RESPUESTA VOCAL: Determinar la minima intensidad de sonido a
la cual los machos de P. thaul responden a su llamada de advertencia especie-

especifica.

2. UMBRAL DE RESPUESTA VOCAL AGRESIVA: Determinar la minima intensidad
de sonido a la cual los machos de P. thaul modifican el patrén temporal de su

vocalizacién en respuesta a una llamada de advertencia especie-especifica.

3. NIVELES HORMONALES: Determinar la concentracion plasmatica de
corticosterona en machos de P. thaul sometidos a estimulacion acustica, con

intensidades crecientes de su llamada especie-especifica.
4. CONDUCTA VOCAL-NIVEL HORMONAL: Establecer la relaciéon existente entre

los valores umbrales de respuesta vocal evocada con los correspondientes niveles
plasmaticos de corticosterona en los machos de Pleurodema thaul.
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3.-MATERIALES Y METODOS

3.1.-Sitio de Estudio

El sitio de estudio se encuentra en Chile central, en la VI regién del Libertador General
Bernardo O’Higgins, en la localidad de Los Maitenes (Lat. 34° 40’ S, 71° 27’ O) a 450 metros sobre
el nivel del mar. Alli se encuentra una poblacion de P. thaul distribuida a lo largo de un curso de

agua poco profunda y corriente lenta.

Los experimentos se llevaron a cabo durante la primavera del afio 2009, entre los meses
de octubre y diciembre. Cada sesién experimental se realizé entre las 21:00 y las 03:00 horas, ya
que en base a estudios previos, se ha determinado que la actividad de los coros de P. thaul es de
tipo crepuscular, iniciandose coincidentemente con la disminucién de la luminosidad y cesando al
alba. Frecuentemente, el nimero de machos que participa en los coros y su actividad de canto es
mayor durante la primera mitad del periodo de actividad (Solis, 1994).

3.2.-Sintesis de Estimulos Acusticos

Se generaron imitaciones sintéticas del canto de advertencia de P. thaul con el software
Adobe Audition 3.0 (Adobe Systems Inc.). Debido a que los parametros temporales de la llamada
de advertencia de P. thaul son dependientes de la temperatura del agua (Solis, 1994; Labra et al.
2008), los estimulos fueron disefiados a partir de una funcién de regresién entre los parametros
temporales de las llamadas de 45 individuos de esta especie y la temperatura del agua en la cual
fueron obtenidas esas llamadas, registradas en afios previos en la regiébn donde se realizé el
estudio (Solis, 1994). Se sintetizaron estimulos para 9, 11, 13, 15, 17 y 19 grados Celsius, cuyos
parametros temporales se describen en la tabla 1.

Por otra parte, la frecuencia dominante del canto de advertencia de P. thaul no depende de
la temperatura del sustrato en que se encuentre el animal (Solis, 1994), por lo que la frecuencia
portadora para los estimulos fue de 2100 Hz, que corresponde a la frecuencia dominante promedio
para las llamadas de advertencia de machos de P. thaul en la region donde fue realizado el estudio
(rango 1670 — 2340 Hz) (Pennay Veloso, 1990).

Los estimulos fueron presentados con un intervalo entre llamadas correspondiente al

doble de la duracién de cada llamada, para asi permitir un tiempo suficiente de respuesta para el

macho que era estimulado.
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Figura 2: Ejemplar macho de P. thaul con su saco vocal inflado

Temperatura N2 pulsos por canto Duracién de pulso Frecuencia de pulso
(eC) (ms) (pulsos/s)
9 25 64 7,3
11 33 60 8,3
13 40 56 9,2
15 47 52 9,8
17 54 48 10,4
19 61 44 11,4

Tabla 1: Pardmetros temporales para cada uno de los estimulos sintéticos. Los valores corresponden a los promedios de

cada parametro para la temperatura sefialada, determinados previamente en la zona de estudio (Solis, 1994; Penna et al.,

2008).
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3.3.-Sistema Experimental
El sistema experimental asi como el protocolo de estimulacién de este estudio fueron
desarrollados en base a los utilizados por Solis y Penna (1997), los que a su vez han sido

utilizados en otros estudios posteriores (Gémez-Lobo, 2002; Penna et al., 2008).

Los estimulos fueron reproducidos en terreno con un reproductor multimedia portatil (I Pod
Nano 8G), conectado a un atenuador (Hewlett-Packard 350 D), el que a su vez se conecté a un
amplificador de 35 Watt (JBL 3540), finalmente conectado a un parlante de 10 cm de diametro, por

el cual se presentaron dichos estimulos.

Durante los experimentos en el sitio de estudio, el parlante se montd en un trozo de
polietileno expandido que se dispuso en la superficie del agua, a una distancia de un metro del
sujeto experimental. Las eventuales respuestas vocales generadas por el sujeto experimental
fueron captadas con un micréfono direccional (Sennheiser ME 66), posicionado a 20-40 cm del
individuo, apuntando en la misma direccién en que fue dispuesto el parlante, con el objetivo de
maximizar la amplitud de las respuestas vocales evocadas y minimizar la interferencia de otros

sonidos en la grabacion.

El micréfono direccional se conecté al canal izquierdo de un grabador de cintas de cassette
(Sony TC-D5M), mientras que la salida del reproductor multimedia portatil (I Pod Nano 8G) se
conectd al canal derecho del mismo grabador de cintas. Asi, tanto el estimulo sintético emitido
como las respuestas vocales del sujeto experimental fueron grabados en el canal derecho e

izquierdo del grabador de cintas de cassette, respectivamente (Figura 3).

Antes de iniciar cada sesién de experimentacion, se realizaron los siguientes procedimientos y
ajustes:

1. Con un termometro digital (Digi-Sense 8528-20), se midi6 la temperatura del agua en las

cercanias del sujeto experimental, para asi elegir el estimulo con las caracteristicas

temporales mas cercanas a la temperatura registrada.

2. Con la ayuda del Atenuador (Hewlett-Packard 350 D) la intensidad de los estimulos
sintéticos emitidos se ajustd hasta alcanzar 70 dB SPL (RMS) a nivel del sujeto
experimental, lo que fue medido con un sonémetro (Bruel and Kjaer 2230) ubicado 5-10 cm
sobre el sujeto experimental, en posicion vertical y apuntando hacia abajo. Este valor de
presién de sonido coincide, aproximadamente, con la intensidad promedio de los cantos de
los vecinos mas cercanos a los cuales los machos de esta especie estan expuestos en las
agrupaciones reproductivas (promedio 73,3 dB SPL, en rango de 58,0 — 82,0 dB SPL)
(Solis, 1994).
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3. La actividad vocal de los vecinos del sujeto experimental fue suprimida tocando
suavemente con la mano el agua y la vegetacién que los circundaba, o bien capturandolos
y removiéndolos del sitio de estimulacion si fue necesario.

GRABADORA

REPRODUCTOR

| ATENUADOR I

* ;

:

AMPLIFICADOF\

MICROFONO

—»

PARLANTE

Figura 3: Esquema simplificado del sistema de estimulacion y respuesta acustica. El reproductor multimedia se conectd a un
atenuador, el que a su vez se conectdé a un amplificador, conectado finalmente a un parlante de 10 cm de diametro, por el
cual se presentaron los estimulos. Las eventuales respuestas vocales evocadas por el sujeto experimental fueron captadas
con un micréfono direccional, el que se conectd al canal izquierdo de un grabador de cintas de cassette, mientras que la
salida del reproductor multimedia portétil se conect6 con el canal derecho del mismo grabador de cintas, registrandose tanto

el estimulo sintético emitido como las respuestas vocales del sujeto experimental.
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3.4.-Protocolo de Estimulacién

Al inicio de cada sesion experimental, la actividad vocal espontanea de los machos fue
registrada durante un periodo de 90 segundos, luego de lo cual, se presenté una serie de tres
repeticiones de estimulos a través del parlante a una intensidad de 70 dB SPL. Esta presentacion
de estimulos permiti6 evaluar la capacidad de respuesta de cada sujeto en condiciones

experimentales (Penna et al., 2008).

Luego, para determinar el umbral de respuesta vocal evocada, la intensidad del estimulo
presentado fue disminuida a 28 dB SPL (nivel subumbral; Penna et al., 2008), incrementando su
intensidad en pasos de 3 dB SPL hasta alcanzar la minima intensidad de sonido que evoca una

respuesta en el sujeto experimental (intensidad umbral).

Una vez que se determind la intensidad umbral, el sujeto experimental siguié siendo
estimulado a intensidades crecientes de sonido, en pasos de 3 dB SPL, hasta alcanzar la maxima
intensidad que nuestro sistema de estimulacion permite (94 — 100 dB SPL) o hasta que el sujeto
experimental dejara de responder (Penna et al., 2008). Para comprobar si el cese de las
respuestas se debié a un efecto inhibitorio de la alta intensidad de los estimulos finales y no a
fatiga del individuo a lo largo del protocolo de estimulacion, al final de éste se presentd, a modo de

control, una serie de tres estimulos a 70 dB SPL (Figura 4).

70d0B 28dB 31dB 34dB X dB Y dB 94-100 dB 70 dB
\_7_, \_T_l
3dB 3 dB Intensidad Intensidad
umbral umbral
respuesta agresivo
evocada

Figura 4: Esquema simplificado del protocolo de estimulacion: a cada sujeto experimental se presentaron tres repeticiones
de estimulos a través del parlante a una intensidad de 70 dB SPL a modo de control, luego de lo cual la intensidad del
estimulo presentado fue disminuida a 28 dB SPL (nivel subumbral; Penna et. al, 2008), incrementando su intensidad en
pasos de 3 dB SPL hasta alcanzar la minima intensidad de sonido que evoca una respuesta en el sujeto experimental
(intensidad umbral). Acto seguido el sujeto experimental continu6 siendo estimulado a intensidades crecientes de sonido en
pasos de 3 dB SPL, hasta alcanzar la maxima intensidad que nuestro sistema de estimulacién permite (94 — 100 dB SPL) o
hasta que el sujeto experimental deje de responder. En este segundo tramo del protocolo de estimulacion se alcanzé la
minima intensidad de sonido que indujo un cambio en los patrones temporales en las respuestas evocadas de cada
individuo (umbral de respuesta agresiva), lo cual sélo se determiné posteriormente en el laboratorio. Al final del protocolo
se presentd, a modo de control, una serie de tres estimulos a 70 dB SPL.
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Una vez determinada la intensidad umbral de respuesta vocal evocada, durante la
presentacion de los siguientes estimulos a cada sujeto experimental, se alcanz6é la minima
intensidad de sonido que indujo un cambio en la estructura temporal de la llamada de advertencia
(umbral de respuesta vocal agresiva). Esto se conocié s6lo cuando las grabaciones de las

respuestas evocadas se digitalizaron y analizaron computacionalmente en el laboratorio.

3.5.-Mediciones Corporales y Toma de Muestras
Inmediatamente finalizada la exposicion a los estimulos auditivos, cada sujeto experimental
fue capturado con la mano y en no mas de 15 minutos, en cada individuo se realizé lo siguiente:
e Medicién de la longitud hocico-cloaca con un Pie de Metro (Vernier caliper) con una
precision de +/- 0,1 mm.
e Determinacion del peso corporal con una balanza (Acculab 333), con una precision
de +/-0,1 g.
e Previa inmovilizacién del sujeto experimental, se tomd una muestra de sangre,
mediante puncion intracardiaca con una jeringa heparinizada desechable de 1 ml,

provista de una aguja de 25G.

Todos los individuos fueron mantenidos cautivos hasta el fin de la estadia en el sitio de
estudio, para asi evitar la posibilidad de capturar dos veces a un mismo individuo. Al final de la
permanencia en terreno todos los sujetos experimentales fueron liberados en su sitio de captura.

Todos los procedimientos experimentales fueron efectuados segun el protocolo aprobado

por el comité de bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile.
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3.6.-Andlisis de las Respuestas Vocales Evocadas
Las grabaciones de los estimulos emitidos y las respuestas evocadas por los sujetos
experimentales fueron digitalizadas en un computador Macintosh Power PC 3600, utilizando el

software SoundEdit 6.0 (Macromedia Inc.), a una tasa de muestreo de 44000 Hz.

Las respuestas vocales evocadas fueron medidas y analizadas con el software Raven Pro
1.3 (Bioacoustics Research Program, Cornell Lab of Ornithology), determinandose las siguientes
variables respuesta (ver Figura 5):
e Duracion de la respuesta (seg).
e NuUmero de pulsos por respuesta.
e Duracion de pulsos (mseg).

e Numero de modulaciones de amplitud por pulso (MA).

Se consideré que un estimulo evoco respuesta si el sujeto experimental emitié un canto
durante la presentacion del estimulo y/o después de la presentacién de éste, pero antes que se
iniciara la presentacion de un siguiente estimulo (Penna et al., 2008).

Para determinar la duracion de pulso y el nimero de modulaciones de amplitud por pulso,
se midieron estas variables en 5 pulsos de la porcién media de cada respuesta evocada. Asi, para
las tres repeticiones sucesivas de un estimulo presentadas a una misma intensidad, se calcularon

promedios de las cuatro variables de respuesta vocal evocada.
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Figura 5: Esquema de las cuatro variables analizadas en cada respuesta vocal evocada: duracion de canto (D), nimero de

pulsos (p), duracién del pulso (d), y nimero de modulaciones de amplitud por pulso (ma).
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Para determinar el umbral de respuesta evocada se considerd la minima intensidad que
gener6, por lo menos, dos respuestas a las tres presentaciones del estimulo. A su vez, para
determinar el umbral de respuesta agresiva, se utilizé6 como criterio definitorio la homogeneizacién
de los pulsos y reduccion del nimero de modulaciones de amplitud de la porcién final del canto

que se produce a altas intensidades (Penna y Solis, 1992) (Figura 6).

Finalmente, los valores determinados para cada variable respuesta fueron graficados con
el software Sigma Plot 6.0 (Systat Software Inc), lo que permitié su inspeccion visual y asi, la

determinacion del umbral agresivo.
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Figura 6: Oscilograma de una respuesta agresiva tras un estimulo presentado a 69 dB SPL (A). En La vista detallada se
puede ver que en la porcion de la respuesta que no se encuentra traslapada con el estimulo (C) ocurre una homogenizacién
y una reduccion del nimero de modulaciones de amplitud de cada pulso, en comparacion con la porcién de la respuesta

que si se encuentra traslapada con el estimulo (B).
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3.7.-Anédlisis Hormonal

Luego de obtenidas las muestras de sangre, cada una fue transferida a un tubo capilar de
microhematocrito heparinizado, que fue sellado en uno de sus extremos y sometido a
centrifugacién inmediata. Las fracciones plasmaticas resultantes fueron mantenidas en hielo seco

durante el periodo de realizacién del trabajo en terreno.

Posteriormente, en el laboratorio las muestras fueron almacenadas a -20° C hasta su
andlisis. Los niveles plasmaticos de corticosterona en cada muestra fueron medidos usando un kit
de radioinmuno ensayo (RIA), usando una técnica de fase sdlida con reactivos disponibles

comercialmente (Coat-a-Count, Siemens).

Debido al pequefio volumen total de sangre (20-30 pL) obtenido de los sujetos
experimentales, las muestras fueron diluidas con el calibrador cero del kit, en orden de obtener los
50 uL requeridos por el protocolo. Todas las muestras se analizaron en el mismo ensayo,

eliminando asi las variaciones entre ensayos.

Para corroborar que la estimulacién acustica no produjo cambios hormonales en los
sujetos experimentales, se tomaron también muestras de sangre de cinco machos que no fueron
sometidos al protocolo de estimulacion (machos control; n=5). El criterio para elegir un macho

como control fue que éste se encontrara vocalizando activamente.

3.8.-Andlisis Estadistico
Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de correlacion no paramétrica (prueba
de correlacion de Spearman) para determinar la relacion entre:
1. Niveles plasmaticos de corticosterona y umbral de respuesta vocal evocada.

2. Niveles plasmaticos de corticosterona y umbral de respuesta vocal agresiva.
La comparacion entre la concentracion de corticosterona de los sujetos experimentales y

los sujetos controles se realiz6 con la prueba de Mann-Whitney. Para todas las pruebas se

consideré un nivel de significancia p< 0,05.

23



4.-RESULTADOS

Un total de 16 machos de P. thaul fueron sometidos al protocolo experimental. En todos los
individuos fue posible extraer una muestra de sangre y asi determinar los niveles circulantes de
CORT al finalizar el protocolo de estimulacion. La temperatura del agua registrada a lo largo de
todas las noches de experimentacion fluctué entre 13,1°C y 15,4°C, utilizandose los estimulos

pertinentes para cada noche de trabajo.

El detalle de los datos registrados para cada individuo se muestra en la tabla 2. La longitud
hocico cloaca promedio fue de 33,81 mm (rango 29,00 — 38,00 mm), mientras que el peso
promedio fue de 2,80 gramos (rango 2,00 — 3,60 gramos). Ademas, se estimo la superficie corporal

para cada individuo a partir de su peso corporal (Figura 7).

Temperatura Umbral
Sujeto Peso Talla ambiente Superficie Umbral de agresivo [CORT]
Experimental (g) (mm) (2C) corporal respuesta (dB) (dB) (ng/ml)
PTO8-2 3,40 38,0 15,4 2,26 36,0 64,0 191,15
PTO8-3 3,00 35,0 15,4 2,08 36,5 75,0 187,44
PT09-1 2,20 31,0 13,4 1,69 46,0 76,0 22,44
PTO9-3 2,80 33,0 14,4 1,98 45,0 63,0 35,87
PT09-9 2,60 33,0 13,4 1,89 37,0 77,0 74,49
PT09-10 2,70 33,0 14,2 1,93 46,0 67,0 27,23
PT09-11 2,40 33,0 15,4 1,79 52,0 73,0 31,35
PT09-12 2,80 35,0 15,3 1,98 44,0 67,0 119,90
PT09-14 2,80 35,0 13,9 1,98 46,0 76,0 93,69
PT09-19 2,50 33,0 13,9 1,84 49,2 71,0 90,18
PT09-20 2,90 34,0 14,7 2,03 43,4 77,0 7,98
PT09-22 2,80 34,0 13,1 1,98 42,0 75,0 50,29
PT09-26 2,00 29,0 14,0 1,58 44,2 74,0 55,68
PT09-28 2,80 32,0 15,0 1,98 46,0 76,0 60,72
PT09-29 3,60 36,0 15,0 2,34 37,2 75,0 190,98
PT09-30 3,50 37,0 15,8 2,30 36,9 62,0 65,30

Tabla 2: Detalle de las variables registradas para cada sujeto experimental.
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Estimacidn de la Superficie Corporal a Partir del Peso de los Machos

(Canals, 2010%).

A=K L? A = area; L = dimensidn lineal
V=K,L? V =volumen
A =kL°
V2
Vi=KIL > L=
K2
V? K?
3 3 Y _ 2 1
AT=K K2 v donde C= K2
A=cv? 3
2
A=CV?3

Como la densidad de los seres vivos es aproximadamente 1, podemos reemplazar

volumen por peso corporal

w N

A

CW?* con W = peso corporal

Figura 7: Férmula para la estimacion del peso corporal a partir del peso.

CANALS, M. 2010. [Comunicacion Personal]. U. de Chile, Fac. de Ciencias.
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OBJETIVO 1

El valor promedio para la intensidad umbral de respuesta vocal evocada fue de 42,96 *
4,91 dB SPL RMS (rango 36,00 — 52,00 dB SPL RMS). El umbral de respuesta vocal evocada se
correlaciond significativamente y de manera inversa con la superficie corporal de los individuos
(rs=-0,607; P< 0,05) (Figura 8). No se encontré correlacion significativa entre el umbral de

respuesta y el peso o la talla de los individuos.

OBJETIVO 2

El valor promedio para la minima intensidad de sonido a la cual los sujetos experimentales
modificaron el patron temporal de su vocalizacién (umbral de respuesta agresiva) fue de 71,75 *
5,32 dB SPL RMS (rango 62,00 — 77,00 dB SPL RMS). No se encontrd correlacion significativa

entre el umbral agresivo y el peso, la talla y la superficie corporal de los individuos.

Por otra parte, tampoco se observé alguna correlacién entre los umbrales de respuestas

vocal evocada y los umbrales de respuesta agresiva (rs=0,158; P>0,05).

52 - ®

50

48 -

a4 L

a2

40

Umbral de respuesta (dB SPL RMS)

36

34 b

I I I 1 I I I I I
16 17 18 19 20 21 22 23 24

Superficie corporal {mm)

Figura 8: relacién entre los valores de intensidad de umbral de respuesta vocal evocada y superficie corporal de los
machos.
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OBJETIVO 3
La concentracién plasmatica promedio de CORT de los machos estimulados fue de 81,54 +

60,96 ng/ml (rango 7,98 — 191,15 ng/ml). Por su parte, la concentracién plasmatica promedio de
CORT de los sujetos control fue de 73,18 + 47,39 ng/ml (rango 16,03 — 127,37 ng/ml). La prueba
de Mann-Whitney indicé que los valores de CORT de los machos estimulados no son diferentes de

los medidos en los machos controles (Z=0,16, p=0,868).

OBJETIVO 4

Los umbrales de respuesta vocal evocada estuvieron significativa e inversamente
correlacionados con los niveles plasmaticos de CORT (rs=-0,499; P< 0,05) (Figura 9). En otras
palabras, mientras mas altos fueron los niveles circulantes de CORT, mas baja fue la intensidad de

sonido que evoco respuesta.

No hubo correlacion significativa entre los umbrales de respuesta agresiva con los niveles
plasmaticos de CORT (rs=-0,158; P>0,05).
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Figura 9: Relaciones entre los valores para umbral de respuesta vocal evocada y agresiva en los machos y sus
correspondientes niveles plasmaticos de CORT.
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5.-DISCUSION

El umbral de respuesta vocal evocada para machos de P. thaul registrado en esta memoria
de titulo es muy similar al encontrado por Penna et al. (2008) para la misma especie. Incluso, el
rango de variacién es muy parecido (36,00 — 52,00 dB SPL RMS en el presente trabajo; 31-52 dB
SPL RMS en Penna et al. (2008), lo cual da validez tanto al sistema experimental como al
protocolo de andlisis de las respuestas vocales evocadas utilizados en este estudio. Cabe destacar
que en ambos trabajos los experimentos fueron desarrollados en fechas similares dentro de cada

afno.

El umbral de respuesta agresiva observado en este estudio, es decir, la minima intensidad
de sonido a la cual los sujetos experimentales modificaron el patrén temporal de su vocalizacién,
fue de 71,75 dB SPL RMS (rango 62,00 — 77,00 dB SPL RMS). Este dato constituye el primer
registro para umbrales agresivos de un anfibio anuro en Chile. Es destacable el hecho que este
valor se acerca bastante a la intensidad de sonido a la cual los machos de esta especie perciben
los cantos de sus vecinos mas proximos en las agregaciones naturales (73,3 dB SPL) (Solis,
1994). Como los machos de P. thaul normalmente se disponen a distancias interindividuales
cercanas a los 3 m., Penna et al. (2008) indican que el umbral de respuesta vocal evocada de su
estudio, muy similar al observado en este trabajo, podria alcanzarse a 74 m. de distancia entre el
individuo focal y su vecino mas cercano, lo que permitiria un amplio rango de comunicacion entre

los individuos, que asi evitarian interacciones agresivas cuyo costo energético es mayor.

La concentracion plasmatica de CORT de los machos estimulados fue en promedio 81,54
ng/ml. Dicho valor es similar a aquellos encontrados en otras poblaciones de anfibios en
condiciones naturales (Giacoma et al., 1994; Ricciardella et al., 2010) y se acercan a los
registrados por Schubert et al. (2009) en machos de la especie de salamandra Plethodon shermani
expuestos a extractos de feromona masculina, los que tuvieron niveles circulantes de CORT
superiores a los 50 ng/ml en promedio. A pesar que en este Ultimo caso se trata de un anfibio
urodelo, la homologia con los datos del presente estudio puede ser vdlida, dado que en ambos
casos los sujetos experimentales fueron expuestos a sefiales reproductivas coespecificas

intrasexuales.

Existen diversos estudios en anuros que indican un aumento en las concentraciones
basales de CORT como respuesta al estrés asociado a la captura, manipulacion, cautiverio, entre
otros (Moore et al., 2005; Wilczynski et al., 2005). No obstante, se sabe que dicho aumento ocurre
al menos 30 minutos después de la exposicion al evento estresante en cuestion (Moore et al.,
1994; Rose et al., 1995). En esta investigacion, la captura, medicidn corporal, pesaje y muestreo
de sangre de los sujetos experimentales duraron en promedio no mas de quince minutos en total.

Ademas, la prueba de Mann-Whitney indicé que los valores de CORT de los machos estimulados
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no son diferentes de los medidos en los machos controles, debilitando la posibilidad de que el
protocolo de estimulacién haya influido en los niveles de CORT registrados. De esta manera y en
base a estos antecedentes, es poco probable que los valores observados en este estudio sean
efecto de una respuesta al estrés de corto plazo asociada a la estimulacién y/o manipulacién, sino
mas bien reflejan concentraciones “basales” de individuos de vida libre de P. thaul, expuestos a

estimulos sociales en condiciones naturales.

En Chile no se han realizado estudios sobre los patrones anuales de hormonas
corticoesteroideas en un anfibio. No obstante, existe un creciente cuerpo de evidencia cientifica
que indica que en muchas especies de vida libre, las concentraciones de glucocorticoides estan
generalmente elevadas durante la estacion reproductiva y quizas, el mas claro ritmo estacional en
la concentracién de estas hormonas se ha visto en anfibios. En la revision hecha por Romero
(2002), el 100% de las especies anuras modulan estacionalmente sus concentraciones de
glucocorticoides, y el 80% de éstas presentan los mayores valores durante la estacion
reproductiva. Este podria ser el caso para P. thaul, dada la naturaleza de reproductor prolongado

de este anuro.

De ser cierto que en P. thaul existe un patron anual de hormonas corticoesteroideas, donde
los niveles mas altos se encuentran en la estacién reproductiva, es posible que el “Modelo de
Vocalizacion Hormona Energético” propuesto por Emerson (2001) explique, al menos en parte, los
niveles de CORT registrados en este estudio. A medida que avanza la estacion reproductiva, la
actividad vocal se hace mas intensa, lo que se traduce en una mayor demanda energética que es
suplida por el uso de las reservas energéticas corporales, proceso mediado por la CORT. Asi,
seria esperable que en el inicio de la estacién reproductiva, con el incremento de la actividad vocal
los niveles circulantes de andrégenos también vayan en aumento y, para mantener la
esteroidogénesis, los niveles circulantes de CORT también aumenten (en esta etapa andrégenos y
CORT estarian positivamente correlacionados). Sin embargo, llega un momento en que las
reservas energéticas se agotan, instante en el cual se alcanzan niveles de CORT que inhiben la
sintesis de andrdgenos y con ello la actividad vocal (en esta etapa androgenos y CORT estarian
inversamente correlacionados) (Figura 1). No obstante, es importante destacar que este modelo
parte del supuesto de que los machos que participan activamente de los coros no realizan
conducta de forrajeo durante los dias de actividad vocal, situacion que en P. thaul no ha sido
completamente dilucidada. Al respecto, Diaz Paez (2003) indica que el 49,4% de los machos de
una poblacion de P. thaul tuvieron contenido alimentario estomacal durante el periodo
reproductivo, infiriendo que esta proporcion de machos mantuvo conducta de forrajeo. Por ende,
cabe la posibilidad que los machos de P. thaul, o por lo menos una proporcién importante dentro

de cada poblacién, nunca experimenten niveles de corticoesteroides lo suficientemente altos como
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para gatillar una respuesta al estrés de corto plazo que pudiera suprimir la actividad reproductiva,

situacion clave en el modelo propuesto por Emerson (2001).

En contra del paradigma clasico de un efecto negativo de la CORT sobre la conducta
reproductiva y/o aspectos fisiolégicos asociados a ésta, los datos del presente estudio indican que
en P. thaul, altos niveles plasmaticos de CORT podrian de manera indirecta potenciar la conducta
reproductiva, a través de una disminucion de los umbrales de respuesta vocal evocada. En otras
palabras, individuos con niveles plasmaticos méas altos de CORT poseen umbrales de respuesta
menores, pudiendo detectar a intensidades mas bajas los cantos de sus vecinos. Dado que en esta
especie los machos “delimitan” y “defienden” su territorio a través de la produccion de sefales
acusticas, al mismo tiempo que su produccion esta fuertemente influenciada por la intensidad con
que son percibidas las sefiales de sus vecinos, individuos con menores umbrales podrian detectar
mas prontamente a machos “intrusos”, al mismo tiempo que podrian delimitar de manera mas
eficiente su territorio. En consecuencia, esta relacion inversa entre CORT y umbrales de respuesta
podria ser especialmente beneficiosa en el inicio de la estacion reproductiva, donde las
agregaciones corales son mas inestables y los machos deben competir activamente por los sitios
de canto. En la regién mediterrdnea de Chile central, P. thaul se reproduce desde mediados de
invierno hasta finales de primavera (Julio-Diciembre) (Formas, 1995), aunque en la zona donde se
realizé el presente estudio se han encontrado machos sexualmente activos inclusive en Enero
(Solis, 1994). Ademas, el afio en que se realizaron los experimentos las lluvias iniciales ocurrieron
bien avanzado el invierno (agosto). Es probable entonces que el periodo durante el cual se
realizaron los experimentos (octubre-diciembre de 2009) comprenda el inicio y el “peak” de la
actividad reproductiva para la poblacidon en estudio y los “beneficios” de altos niveles de CORT

plasméticos anteriormente descritos sean plausibles.

Por otra parte, se han descrito diversos factores que pueden afectar la produccion y
percepcion de las vocalizaciones en los anuros, tales como: estacion del afio, condiciones
ambientales y diferencias en atributos fisicos entre los individuos. Entre estos Ultimos pueden
mencionarse el tamafio corporal, condicién nutricional, salud, edad (Moore y Jessop, 2003) y
ciertamente, los niveles circulantes de hormonas como CORT, esteroides gonadales (Solis y
Penna, 1997; Gémez-Lobo, 2002), neuropéptidos como la arginina vasotocina, un homélogo de la
arginina vasopresina presente en mamiferos (Rose et al., 1995; Burmeister et al., 2001), otras
moléculas de accidn central como las catecolaminas (Wilczynski y Chu, 2001; Leary, 2009), entre
otros. Algunas investigaciones sefialan a los niveles circulantes de globulinas de adhesién a
esteroides y la cantidad de receptores celulares para glucocorticoides como factores importantes
en la regulacién de la accion de estas hormonas sobre la conducta vocal (Romero, 2002).
Finalmente, recientes investigaciones indican que las respuestas conductuales reguladas por

CORT son altamente dependientes del contexto - su ambiente circundante y los recientes estados
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fisiolégicos y conductuales — en que se encuentre un animal (Coddington y Moore, 2003; Leary et
al., 2008a; Schubert et al., 2009). Esta gran variedad de factores podria contribuir a la falta de

correlacién entre los niveles de CORT y umbrales agresivos observada en el presente estudio.

Sumado a lo anterior, se ha establecido que en anuros la percepcién del sonido puede en
algunos casos tener un componente extra timpanico, en cuyo caso la conduccion de las ondas
sonoras a través de la boca, paredes corporales laterales, pulmones y todo el cuerpo, afecta la
direccionalidad de las vibraciones de la membrana timpénica y las respuestas del nervio auditivo
(Wilczynski et al., 1987), lo que indica que la percepcion auditiva pudiera estar relacionada de
alguna forma con la superficie corporal de los individuos, como se verificé en este estudio (figura
8).

De las revisiones de Moore et al. (2005), Wilczynski et al. (2005) y Leary (2009), se
desprende que en la creciente evidencia derivada de investigaciones en torno a la regulacion
hormonal de la conducta vocal en anfibios, la mayoria de las investigaciones se ha centrado en la
produccion de sefiales vocales, en desmedro de la percepcion de éstas. Algo anélogo ha ocurrido
en torno a la regulacién hormonal de esta conducta, donde se ha privilegiado el estudio de la
influencia de los esteroides sexuales, principalmente testosterona, en desmedro de la CORT. En
este contexto, los datos de esta memoria de titulo pueden constituir el primer hallazgo reportado de
una influencia de la CORT sobre la percepcién auditiva en anuros, a través de una disminucion en
los umbrales de respuesta vocal evocada. Los mecanismos subyacentes a este efecto son hasta
ahora desconocidos. No obstante, se sabe que el oido interno de humanos y de animales
experimentales demuestra una abundancia de receptores para glucocorticoides (GRs), tanto en
tejidos nerviosos y no nerviosos (Canlon et al., 2007). Ademas, la sensibilidad del sistema auditivo
periférico a glucocorticoides puede depender de varios factores, incluidos la concentracion y
activacion de los GRs, la activacion de ciertos factores transcripcionales, la irrigacion sanguinea
hacia el sistema auditivo, la modulacion del balance de fluidos cocleares (Canlon et al., 2007; Al-

Mana et al., 2008), entre otros.

Es importante mencionar que el centro primario para la integraciéon central de estimulos
auditivos en anfibios, el torus semicircularis, homélogo del coliculo inferior presente en mamiferos,
expresa un amplio rango de receptores hormonales (Al-Mana et al., 2008). Asimismo, el torus
semicircularis se interconecta a través de aferencias y eferencias neuronales con diversos nicleos
y areas cerebrales como el Sistema Limbico, el Sistema Reticular Activante, el Hipotalamo y, a
través de éste Ultimo, con el eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Adrenales (HPA) (Al-Mana et al., 2008). Es
posible entonces que la CORT ejerza un efecto directo sobre estructuras periféricas del sistema
auditivo para asi modular la sensibilidad auditiva, o bien que ejerza una modulacion a nivel del

sistema nervioso central en diversos nicleos cerebrales.
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El conocimiento en torno al efecto de los glucocorticoides sobre la percepcion auditiva en
anfibios puede tener implicancias terapéuticas en el ambito de la medicina veterinaria y humana,
donde diversos desoérdenes auditivos son tratados en base a corticoesteroides, basandose
principalmente en su efecto anti inflamatorio, ain cuando los mecanismos exactos de la accién de

dichas hormonas en estos tejidos no estan del todo claros (Canlon et al., 2007).

Como se dijo anteriormente, diversos estudios indican que los mecanismos hormonales
gue influencian la conducta reproductiva estan evolutivamente conservados (Kelley, 2004; Moore
et al., 2005; Archs y Narins, 2009). Asi, a través del estudio de los mecanismos por los cuales la
actividad hormonal en el sistema auditivo de ranas conecta el estado fisiol6gico interno de un
individuo con su ambiente social externo, podemos aprender sobre los procesos basicos que
subyacen el comportamiento social de los vertebrados (Wilczynski y Chu, 2001; Archs y Narins,
2009).

Finalmente, aunque no se encontraba entre los objetivos de esta Memoria de Titulo, es
importante sefialar que los anfibios son el grupo taxonémico que més rapido estd desapareciendo
en todo el mundo. El 32 % de las 6300 especies de anfibios estan amenazadas, en comparacién
con el 12 % de las aves y el 23 % de los mamiferos. 122 especies de anfibios estan extintas desde
1980 y el tamafio de sus poblaciones han disminuido en al menos un 43 % en las Ultimas décadas.
Debido a sus peculiares ciclos de vida, los anfibios son especies extremadamente sensibles a
pequefios cambios en el ambiente, 0 que los convierte en excelentes especies centinelas
(Charrier, 2008). En la medida en que se aumenta el conocimiento y comprensién sobre la biologia
de estas especies, se puede contar con mas y mejores herramientas para su conservacion y la de

los ambientes en los que habitan.
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CONCLUSIONES

1. En machos del anuro leptodactilido Plurodema thaul existe influencia de la hormona
esteroidal corticosterona sobre la percepcion auditiva, a través de una correlaciéon negativa
entre los niveles plasmaticos de esta hormona y los umbrales de respuesta vocal evocada,

durante su estacion reproductiva, en condiciones naturales.

2. Estos datos sugieren un efecto positivo, aunque indirecto, de la CORT sobre la conducta
reproductiva de este anuro, disminuyendo la intensidad de sonido con que son percibidas

las llamadas de advertencia de sus vecinos mas cercanos.

3. Los mecanismos que subyacen a este efecto son hasta ahora desconocidos. En base a
diversos estudios se puede especular que la corticosterona tenga un efecto directo sobre
estructuras periféricas del sistema auditivo de anuros para asi modular la sensibilidad
auditiva de éstos, o bien dichos efectos ocurran a través de una modulaciéon central en

diversos nucleos cerebrales.

4. No existe influencia de la corticosterona sobre los umbrales agresivos en machos de P.
thaul.

5. En machos de P. thaul existe una relacion inversa entre la superficie corporal y los

umbrales auditivos.
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