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1.- RESUMEN

Los anuros utilizan sefiales acusticas extensamente; la localizacion de la fuente sonora
permite a las hembras acercarse a los machos y también facilitaria a los machos responder a
rivales. Sin embargo, en experimentos de campo, los machos de Eupsophus calcaratus
responden indistintamente a estimulos provenientes de diferentes localizaciones. En esta
memoria se estudié la direccionalidad de las respuestas de neuronas auditivas
mesencefalicas y se compard la actividad neural con la ausencia de direccionalidad

conductual observada en el campo.

Se registraron las respuestas de 61 neuronas auditivas mesencefalicas en 17 individuos (9
machos y 8 hembras) a estimulos provenientes de 7 angulos en el plano horizontal, desde la
posicion 90° contralateral hasta 90° ipsilateral, respecto al hemisferio de registro, en

intervalos de 30°.

Las propiedades generales de respuesta de las neuronas mostraron que un 80,3 %
respondieron con frecuencias caracteristicas bajas, con un promedio de 200 Hz y un rango
entre 100 y 400 Hz, y sblo un 19,7 % presentaron frecuencias caracteristicas altas, con un
promedio de 1400 Hz y un rango entre 1300 y 1700 Hz. Segun el tipo de descarga en
respuesta a los tonos puros, las neuronas registradas mostraron dos patrones temporales. Un
grupo correspondié a neuronas ténicas, que respondian durante toda la presentacion del
estimulo (n=49; 80,3%). El otro grupo correspondié a neuronas fasicas, que descargaban

con una o unas pocas espigas, generalmente al comienzo del estimulo (n=12; 19,7%).

No hubo diferencias significativas en la direccionalidad de respuestas entre machos y
hembras, por lo que los datos para ambos sexos fueron analizados en conjunto. Al presentar
una llamada de advertencia sintetizada de la especie, consistente en un tono puro, 52,5 %
de las neuronas respondid con mas descargas a posiciones contralaterales, 36,1 %
respondié con mas descargas a posiciones laterales en ambos lados que a la posicion
frontal, y solo un 4,9 % respondio de manera no direccional. En respuesta a la Ilamada

agresiva sintetizada, consistente en un estimulo pulsado, sélo 36,0 % de las neuronas



respondié preferencialmente a la posicién contralateral, 32,0 % respondido con mas
descargas a ambas posiciones laterales en relacion a la posicion frontal y ninguna neurona
respondio en forma no direccional. En respuesta a estimulos con igual estructura temporal
al tono y al estimulo pulsado, pero sintetizados con ruido pasabanda en lugar de tonos, las
neuronas respondieron en forma contralateral en una proporcion similar al tono, pero la
proporcion de neuronas que respondieron preferencialmente a ambas posiciones laterales
fueron alrededor de la mitad que en respuesta a los estimulos tonales y también la
proporcion de neuronas no direccionales fue baja, no sobrepasando un 10,0 % de la

poblacion registrada.

La direccionalidad de las respuestas neuronales obtenidas en laboratorio, contrasta con la
ausencia de direccionalidad en las respuestas conductuales observadas en el campo. Estos
resultados indican que los machos de E. calcaratus estan dotados de una capacidad auditiva
que les permite localizar a potenciales rivales, pero responden similarmente a cantos
provenientes de distintas posiciones, manteniendo una actividad vocal que facilitaria la
atraccion de hembras. Estas también poseen neuronas con respuestas direccionales que les

facilitarian la localizacion de machos en las areas reproductivas.



2.- INTRODUCCION

Se considera que existe comunicacién cuando la apariencia o acciones de un animal
influyen sobre el comportamiento de individuos de su misma o diferente especie. La
comunicacion se establece mediante sefiales visuales, tactiles, quimicas, eléctricas o
acusticas (Bradbury y Vehrencamp, 1998). Esta ultima modalidad tiene diversas ventajas:
puede ser usada en la comunicacion a distancia, en ausencia de visibilidad y en ambientes
de topografia compleja. Las sefiales acusticas se propagan en distintas direcciones, pueden
cesar rapidamente en caso de la presencia de algun depredador, son moderadamente faciles

de localizar y el costo energético de producirlas es relativamente bajo (Rand, 1988).

Una gran variedad de animales se comunican mediante sonidos (Bradbury y Vehrencamp,
1998). Los anfibios anuros usan extensamente este canal de comunicacion, siendo los
machos los que producen sefiales acusticas denominadas llamadas de advertencia, que
atraen a las hembras y evocan respuestas vocales en otros machos. La localizacion de estas
sefiales permite a las hembras reconocer y localizar a los machos coespecificos y permite a
otros machos evaluar la calidad y localizacion de posibles competidores (Gerhardt y Huber,
2002).

Los anuros poseen ventajas para el estudio de la comunicacién sonora, ya que tienen un
numero reducido de vocalizaciones que inducen respuestas simples en el receptor. Las
ranas y sapos producen, ademas de la Ilamada de advertencia, vocalizaciones que pueden
ser clasificadas en diferentes categorias funcionales, dependiendo de las condiciones en las
cuales son emitidas, conociéndose cantos de apareamiento, agresividad, rechazo sexual y
de peligro (Gerhardt, 1988). Ademas, los cantos de las diferentes especies se diferencian en

su contenido de frecuencias o en sus patrones temporales (Rand, 1988).

Los machos de algunas especies de anuros se orientan hacia los cantos de los coespecificos
para iniciar interacciones agresivas y en la rana toro de Norteamérica, los machos ademas
alteran sus vocalizaciones cuando son estimulados con una llamada proveniente de una
ubicacion no habitual (Bee y Gerhardt, 2001).



La localizacion de sonidos que realizan los anuros depende de propiedades del sistema
auditivo periférico y central. En el centro auditivo del mesencéfalo de anuros, el torus
semicircularis, alrededor de un 80% de las neuronas son excitadas en forma maxima por
tonos provenientes del lado opuesto al hemisferio registrado. Otras en tanto, responden en

forma maxima a estimulos provenientes del frente del animal (Feng, 1981).

Diversos animales emiten sonidos desde el interior de cavidades y estas guaridas
amplifican sus sefales, facilitando su propagacion a distancia (Lardner y bin Lakim, 2002).
Sin embargo, las cavidades desde las cuales vocalizan los sapos machos del género
Eupsophus en el sur de Chile tienen otro efecto acustico, ya que al interior de estas
estructuras se amplifican las llamadas de otros machos que cantan en las proximidades,
incrementado la recepcion de sefiales de los vecinos por parte del macho residente. Al
interior de estas cavidades se genera un ambiente acUstico de ondas estacionarias,
evidenciado en las propiedades resonantes de estos conductos (Penna, 2004). En estos
ambientes, la direccion de proveniencia de sonidos externos no seria detectable, ya que la

resonancia del sonido al interior de los tubos es invariable (Kinsler et al.,1982)

Los machos de E. calcaratus responden a imitaciones de sus llamadas de apareamiento con
respuestas vocales evocadas que consisten en notas unicas de alrededor de 250 ms de
duracion, con una frecuencia dominante de alrededor 1700 Hz (Marquez et al., 2005).
Ademas, los machos producen ocasionalmente un canto agresivo, consistente en pulsos
breves de 5 ms emitidos a una tasa de alrededor de 100 pulsos/s (datos no publicados). En
un estudio reciente se ha determinado que los machos de esta especie responden de manera
similar a imitaciones de la Ilamada de advertencia provenientes de parlantes ubicados al
frente, derecha o izquierda del sujeto (Penna y Quispe, 2007). Esta independencia de las
respuestas vocales de la direccion del sonido es consistente con el ambiente de ondas

estacionarias que existe al interior de las cavidades desde donde estos anuros vocalizan.

Resulta contrastante que, estando el sistema auditivo de anfibios dotado de
especializaciones para la localizacion de sonidos como en otros vertebrados, los machos de

E. calcaratus no discriminen entre estimulos provenientes de distintas direcciones.



El estudio de las respuestas neuronales de E. calcaratus a la direccion del sonido permitira
establecer si las propiedades de direccionalidad del sistema auditivo de esta especie
presentan, en relacion a otros anuros estudiados previamente, restricciones concordantes

con el ambiente acustico en que la especie se comunica.



3.- REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos generales de la localizacion de sonido.

La comunicacion por sonido opera principalmente entre individuos distantes, condicion que
impone la necesidad de localizar la fuente sonora con el fin de responder adecuadamente a
la sefial detectada (Bradbury y Vehrencamp, 1998). Ademas requiere que los animales
detecten y reconozcan sefiales acusticas, asi como localizarlas en las tres dimensiones
espaciales. Esta capacidad de localizacion de la fuente de sonido estd basada en el
procesamiento del sistema auditivo de disparidades en las propiedades de los sonidos que
llegan a ambos oidos principalmente en los tiempos de llegada e intensidad. Estas
diferencias se generan en una importante proporcion en interferencias generadas por la
estructura de la cabeza del individuo receptor (Yost, 2007). Ademas, la capacidad de
localizacion de sonidos se ve en general dificultada por la presencia de ruido ambiente de
origen biotico y abidtico y por la degradacion que afecta a las sefiales al ser transmitidas en

diversos ambientes (Wiley y Richards, 1981).

3.2 Respuestas conductuales a sefiales acusticas en anuros.

Los anuros presentan ventajas para el estudio de la comunicacién sonora, dado que tienen
un limitado nimero de vocalizaciones que inducen respuestas simples en el receptor. Las
ranas y sapos producen cantos que pueden ser clasificados en diferentes categorias
funcionales, dependiendo del contexto en el cual son producidas, existiendo llamadas de

apareamiento, agresividad, rechazo sexual y peligro (Gerhardt, 1988).

El canto de apareamiento es producido exclusivamente por los machos y constituye un
mecanismo de aislamiento reproductivo, ya que los cantos de las distintas especies difieren
en su composicion espectral o contenido de frecuencias y en sus patrones temporales, como
el nimero de notas (Rand, 1988), previniendo apareamientos interespecificos. Las hembras
responden a estas sefiales orientandose hacia la fuente sonora, prefiriendo caracteristicas

espectrales o temporales dentro del rango de las llamadas coespecificas (Gerhardt y Huber,



2002).

Las respuestas vocales de los machos también dependen de las caracteristicas de las
vocalizaciones de los vecinos coespecificos con los que interactian. En algunas especies
por ejemplo, los machos responden més activamente a llamadas de frecuencia dominante
mas baja (Bosch y Mérquez, 1996) o mas alta (Bosch et al.,2000), lo cual indica que éstos
pueden evaluar las caracteristicas constitucionales de sus oponentes a traveés se las sefiales

acusticas, y adecuar su respuesta a la competencia vocal.

3.3 Localizacion del sonido en anuros.

La localizacién de las sefiales de coespecificos en anuros es especialmente importante para
las hembras, que en agregaciones reproductivas se orientan hacia los machos. En diversas
especies se ha visto que las hembras receptivas se orientan hacia un parlante que reproduce
el canto de la propia especie, corrigiendo la orientacion del cuerpo a medida que se
aproximan a la fuente sonora. Se ha observado que los sujetos realizan movimientos
laterales de orientacion con la cabeza entre los desplazamientos de aproximacion al
parlante que emite el estimulo (Rheinlander y Klump, 1988). Esta estrategia facilita
acercamientos a la fuente sonora con desviaciones de alrededor de 15 ° del eje del cuerpo
del sujeto respecto al parlante (Klump y Gerhardt 1989; Gerhardt y Huber, 2002). Esta
conducta ha sido descrita para las ranas arboricolas Hyla cinerea (Feng et al., 1976;
Rheinlaender et al., 1979), Hyla gratiosa (Feng et al., 1976) e Hiperolius marmoratus
(Passmore et al., 1984).

La localizacion del sonido por el sistema auditivo depende de diferencias temporales y
diferencias de intensidad entre los sonidos que llegan a ambos oidos. La magnitud de estas
diferencias binaurales depende de la frecuencia de la sefial y el tamafio del animal, el cual
determina la separacion entre sus oidos Yy el grado de difraccion del sonido que el cuerpo y
otras estructuras producen (Gerhardt y Huber, 2002). Es particularmente notable que los
anuros localicen sonidos con precision, ya que debido a los pequefios tamafios de sus

cabezas, las diferencias de tiempos e intensidad binaural con que llega el sonido a cada
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timpano son muy pequefias, de aproximadamente 10 ps y 1 dB, respectivamente
(Michelsen et al., 1986). Ademas, la precision de localizacién es similar en especies de
distintos tamafios, como Hiperolius marmolatus e Hyla cinerea (Rheinlander y Klump,
1988).

Los machos de algunas especies también pueden orientarse hacia otros individuos que
vocalizan, ya sea para iniciar interacciones agresivas (Harrison y Littlejohn, 1985) o para
interceptar a hembras que son atraidas por un macho que canta activamente (Perril et
al.,1982). Recientemente, se ha encontrado que los machos de Rana catesbeiana modifican
sus respuestas vocales evocadas al cambiarse la posicion de un parlante con que se

reproduce una imitacion del canto natural de la especie (Bee y Gerhardt, 2001).

En contraste con ese trabajo, un estudio reciente ha mostrado que los machos de E.
calcaratus, sapo del bosque templado del sur de Chile, dan respuestas vocales similares a
estimulos presentados desde distintas posiciones respecto a los sujetos experimentales
(Penna y Quispe, 2007). Sin embargo, este sapo, canta desde el interior de cuevas, por lo
que la ausencia de direccionalidad de sus respuestas podria deberse al ambiente acUstico
resonante que hay en estas cavidades, segun han demostrado estudios de campo previos
(Penna, 2004).

Por otro lado, experimentos de campo realizados con el anuro Pleurodema thaul han
mostrado resultados similares a los de E. calcaratus, ya que los machos de esta especie de
la zona central también responden indistintamente a estimulos que provienen de distintas
ubicaciones (Pérez, 2008). En el caso de P. thaul, la similitud de las respuestas no es
atribuible a efectos de resonancia, ya que esta especie canta en espacios abiertos, desde la
superficie del agua en arroyos y lagunas. Sin embargo, un estudio neurofisioldgico reciente
ha mostrado que las neuronas auditivas mesencefalicas de esta especie si presentan
respuestas diferentes a sonidos provenientes de distintas direcciones en el plano horizontal
(Bravo, 2008).
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3.4 Disefno del sistema auditivo de los anuros.

3.4.1 Sistema Auditivo Periférico.

Los anuros son los primeros vertebrados que desarrollan un sistema de deteccion de sefiales
sonoras de transmision aérea. Ellos, a diferencia de otros vertebrados, carecen de oido
externo, de modo que el sonido llega directamente a la membrana timpanica, siendo
transmitido a través de estructuras 0seo-cartilaginosas hasta la ventana oval, llegando a
estimular los receptores del oido interno (Mason, 2007). La cavidad del oido medio en
anuros esta comunicada con la cavidad bucal a través de la Trompa de Eustaquio (Mason,
2007) (Fig. 1).

El sonido en anuros también se transmite hacia el oido interno por vias extratimpanicas que
implican otras estructuras del cuerpo menos especializadas, como las paredes laterales del
torax. Desde aca el sonido se propaga aparentemente por el pulmén, glotis y cavidad bucal
hasta el oido interno. Este mecanismo esta presente también en especies de anuros que
carecen de timpano. En Rana pipiens, la transmision extratimpanica es mas efectiva que la
transmision timpanica para frecuencias bajas (inferiores a 200 Hz). Entre 200 y 1000 Hz,
ambas vias son similarmente efectivas, en tanto que por sobre 1000 Hz la ruta timpanica es

mucho mas efectiva (Mason, 2007).
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Figura 1: Diagrama esquemético del oido medio e interno de anuros mostrando los
organos auditivos papila basilar y papila anfibia (modificado de Wilczynski y Capranica,
1984).

Los anuros son los Unicos vertebrados que poseen dos superficies receptoras de sonido en
el oido interno, que surgen como evaginaciones de la pared del saculo. La papila anfibia es
sensible a frecuencias bajas (inferiores a 1000 Hz, dependiendo de la especie) y la papila
basilar responde a frecuencias mas altas (superiores a 1000 Hz). Ambas estructuras poseen
un epitelio de células ciliadas que estan en contacto con una membrana tectorial (Lewis y
Narins, 1999).
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Figura 2: Inervacion de los receptores del oido interno (modificado de Feng et al., 1975).

Las células ciliadas estan inervadas por fibras nerviosas del VIII nervio craneano (Fig. 2) y
responden con descargas de potenciales de accion que son proporcionales a la intensidad
del estimulo, en un rango de 20-60 dB. Cada fibra nerviosa esta sintonizada a un rango de
frecuencias, teniendo curvas de sensibilidad umbral con forma de “V”. La frecuencia a la
que una neurona es mas sensible es denominada frecuencia caracteristica (Simmons et al.,

2007).

3.4.2 Sistema Auditivo Central.

La organizacion de la via auditiva de los anfibios anuros es similar a la de otros vertebrados
tetrapodos. Las aferencias viajan por el VIII nervio craneal, terminando ipsilateralmente en
neuronas del ndcleo medular dorsal, junto a fibras del sistema vestibular (Wilczynski y

Endepols, 2007).

Al nucleo medular dorsal Ilegan fibras nerviosas ascendentes o aferentes provenientes de la
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papila basilar y anfibia, encontrandose en la parte ventral las fibras que responden a bajas

frecuencias y hacia dorsal las que responden a altas frecuencias (Rose y Gooler, 2007).
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Figura 3 : Diagrama esquematico de las vias auditivas. (A) Via auditiva ascendente, (B)
Via auditiva descendente. Abreviaciones: SON nucleo olivar superior, DMN ndcleo

medular dorsal, TS torus semicircularis, NL lemnisco lateral.

El ndcleo medular dorsal establece conexiones bilaterales con el nucleo olivar superior y
tambien con el torus semicircularis contralateral en el cerebro medio (Fig. 3A). También
hay conexiones reciprocas comisurales entre el nicleo medular dorsal izquierdo y derecho
(Fig. 3B). Las conexiones descendentes que llegan al nucleo medular dorsal (Fig. 3B),

provienen de tres grandes centros auditivos, el torus semicircularis, el nucleo olivar
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superior, y el nucleo del lemnisco lateral.  Estas conexiones descendentes son

mayoritariamente ipsilaterales. (Feng, 1986a)

El nacleo olivar superior se ubica a nivel de la entrada del VIII nervio craneal, en la parte
ventral de la medula (Wilczynski y Endepols, 2007), recibiendo proyecciones bilaterales
del nacleo medular dorsal. Estas conexiones son predominantemente contralaterales (Feng,
1986b). En el ndcleo olivar superior también hay una representacion tonotdpica, esto es,
que las neuronas que responden a bajas frecuencias se ubican dorsolateralmente y las que
responden a altas frecuencias en la zona ventromedial. La sintonizacion a frecuencias de
estas neuronas es menos esquematica que las del nicleo medular dorsal, su sensibilidad a
frecuencias no esta centrada simétricamente en una frecuencia y las curvas de sensibilidad

son mas complejas (Feng y Capranica, 1978; Fuzessery y Feng, 1983)

El torus semicircularis es el centro auditivo del mescencéfalo y constituye uno de los
nacleos mas importante en el procesamiento de la informacién auditiva. El torus
semicircularis se ubica ventral respecto al tectum Optico y al ventriculo tectal, siendo
homdlogo al coliculo inferior en los mamiferos. El torus semicircularis estd compuesto por
cinco nacleos de los cuales tres: el principal, el laminar y el magnocelular, estan
relacionados con el procesamiento del sonido. El ndcleo laminar esta ubicado directamente
bajo el ventriculo tectal y cubre casi completamente la superficie dorsal y rostral del torus
semicircularis, el ndcleo principal esta ubicado en posicion ventrocaudal respecto al nucleo
laminar y el nucleo magnocelular esta ubicado en la zona caudal del torus ventral
(Wilczynski y Endepols, 2007). La sensibilidad a frecuencias a este nivel es mas compleja,
existiendo alrededor de un 10 % de las neuronas que responden con igual sensibilidad a

frecuencias bajas y altas (Rose y Gooler, 2007).

A nivel del torus semicircularis no existe una tonotopia sistematica, sin embargo, existe
una mayor proporcion de neuronas que responden a frecuencias bajas hacia posiciones mas
caudales y de frecuencias altas hacia posiciones mas rostrales (Fuzessery, 1988). A nivel
del talamo, el ndcleo posterior recibe proyecciones del nucleo laminar del torus

semicircularis y el nacleo central recibe principalmente proyecciones del nucleo principal y
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magnocelular (Feng y Schellart, 1999). A nivel de los ndcleos talamicos existe una
importante proporcion de neuronas (30 % aproximadamente) que responden solo si son

estimuladas por frecuencias bajas y altas simultdneamente (Fuzessery, 1988).

Las descargas de potenciales de accion con que las neuronas responden a tonos puros,
difieren en los distintos niveles de la via auditiva. A nivel de las fibras nerviosas del VIII
par, las neuronas responden con descargas mantenidas durante toda la duraciéon del
estimulo (neuronas de descarga tonica), sin embargo, a partir del nacleo medular dorsal
aparecen neuronas gque descargan con una 0 unas pocas espigas que son producidas en

general, al comienzo del estimulo (neuronas de descarga fésica) (Rose y Gooler, 2007).

Ademas, las neuronas del torus semicircularis tienen patrones temporales de descarga a
tonos puros que pueden clasificarse en tres categorias: tdnicas, fasicas y fasico-tonicas
(Rose y Gooler, 2007); las proporciones relativas para cada clasificacion son 67%, 19%,
14%. Las neuronas fasicas responden mejor a tiempos cortos de ascenso del tono, en tanto
que las tonicas no son selectivas al tiempo de ascenso (Penna et al, 2001). Las neuronas de
respuesta ténica codifican la duracién del tono en la duracion de la respuesta, en tanto que
las respuestas de neuronas fésicas son independientes de la duracién del tono.
Aproximadamente, un 20% de las neuronas del torus semicircularis responden en forma
selectiva a la duracion del sonido, de modo que la maxima respuesta al tono puro se

produce cuando el estimulo tiene una duracion especifica ( Penna et al.,1997).

En el sistema auditivo central también existen neuronas que presentan selectividad a
parametros temporales de los estimulos. Algunas de estas neuronas son sensibles a la
pendiente de ascenso del estimulo, descargando con mas espigas a pendientes mas rapidas.
También en el sistema auditivo central hay neuronas que responden selectivamente a la
duracion de los estimulos y a la frecuencia de pulsos del estimulo. En general estas
respuestas estan en correspondencia con las caracteristicas de las vocalizaciones que cada

especie emite (Rose y Gooler, 2007).

17



3.5 Procesamiento de la direccion del sonido en el sistema auditivo de anuros.

Los anuros carecen de pabellén auricular que les facilite la localizacién de sonidos, sin
embargo la membrana timpanica de anuros responde de manera direccional al sonido. La
conexidn del oido medio con la cavidad bucal mediante la Trompa de Eustaquio aumenta la
sensibilidad direccional de cada oido, creando un detector de gradiente de presion
(Rheinlaender et al.,1979). Debido a esta configuracion, el sonido alcanza tanto la
superficie externa como interna de la membrana timpanica, siendo la fuerza que produce el
movimiento de la membrana proporcional a la diferencia de la presion entre ambos lados.
De esta manera, resultan amplificadas las diferencias de amplitud y de tiempo de llegada

del sonido a la membrana timpanica (Christensen-Dalsgaard, 2005).

A nivel del nervio auditivo, diversos estudios han mostrado que las respuestas de las fibras
auditivas son también influenciadas por la direccion del sonido (Feng, 1980; Lin y Feng,
2001). A este nivel las fibras de alta y baja frecuencia presentan direccionalidades distintas,
respondiendo las fibras de baja frecuencia con mayor nimero de descargas a estimulos
provenientes de localizaciones ipsi y contralaterales que a estimulos provenientes de
enfrente del sujeto. En cambio, las fibras de frecuencias altas responden maximamente a
estimulos provenientes de posiciones ipsilaterales. El patron de respuesta de las fibras de
frecuencias altas es similar a la direccionalidad de la respuesta vibratoria de la membrana
timpanica, en cambio el patron de respuestas de las fibras de frecuencias bajas
corresponderia a vias de conduccion extratimpanicas (Wang et al.,1996).

A nivel del sistema nervioso central, el nicleo mas estudiado respecto a la direccionalidad
de las respuestas neuronales es el torus semicircularis. Estudios con estimulacién binaural,
es decir, en que se estimula mediante audifonos separadamente a ambos oidos, han
mostrado que alrededor de un 40% de las neuronas auditivas registradas en este centro son
sensibles a la estimulacién proveniente de ambos oidos (Kaulen et al.,1972; Hermes et
al.,1982). Mediante estimulacidn de campo abierto, es decir a través de un parlante ubicado
a distintos angulos en el plano horizontal en relacion a la cabeza del sujeto experimental, se

ha demostrado que en Rana pipiens, alrededor de un 80% de las neuronas del torus
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semicircularis responden con mayor nuimero de descargas a estimulos provenientes del

lado contralateral al sitio de registro.

Una proporcion menor de neuronas, aproximadamente un 8%, responden maximamente a
estimulos provenientes de ambos lados o a estimulos provenientes de posiciones frontales,
el 9% restante no muestran cambios con la direccion del sonido (Feng, 1981). Esta
especializacion funcional es similar en las especies de anuros en que se ha explorado (Feng
y Schellart, 1999) y también comun a otros vertebrados (Bradbury y Vehrencamp, 1998),
lo que indica un disefio conservativo del sistema nervioso central. No existe, sin embargo,
un mapa espacial en el torus semicircularis como ha sido descrito por ejemplo en lechuzas
y murciélagos (Suga, 1990; Konishi, 1994), por lo que la localizacion de sonidos en anuros
probablemente depende de la actividad conjunta de distintas poblaciones

neuronales (Feng y Schellart, 1999).

Estudios méas recientes han demostrado que la direccién del sonido influencia la
selectividad espectral y temporal de una proporcion importante de neuronas del torus
semicircularis. En particular, cuando la posicion del parlante cambia de contralateral a
ipsilateral, la selectividad a frecuencias y parametros temporales de sonido aumenta
progresivamente (Gooler et al.,1993; Xu et al.,1996). Este incremento en la selectividad
espectral y temporal dependiente de la direccion del sonido, contribuiria al reconocimiento
de sefales de significado biol6gico en ambientes acusticos complejos (Feng y Schellart,
1999).
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4.- HIPOTESIS

Las neuronas auditivas mesencefalicas de machos de E. calcaratus que cantan desde el
interior de cavidades, presentan respuestas direccionales de menor magnitud que las de

especies que cantan en espacios abiertos estudiadas previamente.

5.- OBJETIVOS

5.1 Objetivo General.

Determinar el efecto de la direcciéon del sonido en las respuestas de neuronas auditivas
mesencefalicas de machos del anuro E. calcaratus, que canta desde el interior de cavidades
en pantanos y discutir la relevancia de estas respuestas para la comunicacion en ambientes

acusticos cerrados.

5.2 Objetivos Especificos.

1.- Determinar la direccionalidad de las respuestas de neuronas auditivas
mesencefalicas de machos de E. calcaratus a estimulos con caracteristicas temporales
similares al canto de apareamiento y al canto agresivo de la especie.

2.- Discutir la relevancia de la direccionalidad de las respuestas neuronales para los
resultados de experimentos comportamentales previos, que han mostrado una ausencia de
direccionalidad en las respuestas vocales de esta especie.

3.- Comparar la direccionalidad de las respuestas neuronales de E. calcaratus con la
de las respuestas neuronales de especies que se comunican en espacios abiertos estudiadas

previamente.
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6.- MATERIAL Y METODOS

6.1 Sujetos experimentales.

Los ejemplares utilizados en este estudio fueron capturados en la X Region en la localidad
de La Picada (Lat. 41°05°S, Long 72°30°W), entre el 29 y 30 de Junio de 2007. Los
animales se encontraron bajo piedras y troncos en areas de bosque templado y fueron
transportados en un recipiente con aislacion térmica al Laboratorio de Neuroetologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Los animales fueron ubicados en grupos
de a 3 en terrarios debidamente identificados, que contenian sustrato del lugar de captura,
al interior de una cdmara con temperatura constante de 8 °C y ciclo de luz/oscuridad de
12/12 horas, siendo alimentados una vez por semana con larvas de tenebridnidos. Una vez
utilizados, los animales fueron ubicados en acuarios individuales hasta que la herida

operatoria cicatrizd, en el plazo de una semana aproximadamente.

6.2 Cirugia e instrumentacion.

Se utilizaron 9 machos y 8 hembras de E. calcaratus cuyo peso corporal fluctué entre 1,6 y
5,6 g. La identificacion de sexo fue hecha por inspeccion quirdrgica de las gonadas después
de haber realizado los registros neurofisiologicos, debido a que esta especie no presenta
dimorfismo sexual evidente. Los animales fueron anestesiados por inmersion durante 2 a 3
minutos en una solucion de metanosulfonato de tricaina (MS-222) al 0,6 %. Bajo el efecto
de la anestesia, se procedia a perforar la pared dorsal del craneo con una fresa dental bajo
un microscopio quirdrgico hasta exponer el encéfalo, escindiendo las membranas
encefalicas. Se permitio a los animales recuperarse de la anestesia durante 12 a 24 horas y
luego los animales fueron inmovilizados con una inyeccion de d-tubocuranina (6 pg/g de
peso corporal). Para realizar los registros neurofisiolégicos, los sujetos fueron colocados
sobre una placa de Peltier que mantenia la temperatura corporal entre 7 y 8 °C. Este
dispositivo se encontraba sobre una mesa con amortiguacién hidraulica, ubicada al centro
de una cémara anecoica aislada, que tenia paredes cubiertas con cufias de espuma de 50

cm. de largo. El registro de neuronas se realizaba en sesiones de seis a ocho horas de
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duracién. El animal era posicionado en el centro de rotacion de un radio de 1 m de un
parlante de 10 cm de didmetro. Sobre la cabeza del animal y con una separacion de 1-2
mm de la superficie dorsal del craneo se ubicaba el micr6fono de un sonémetro (Bruel and
Kjaer 2238) orientado hacia el frente del animal. Este instrumento permitia monitorear la
presion de sonido de los estimulos dados desde distintos angulos alrededor del animal y
mantener constante la presion de sonido de los estimulos presentados desde estas

direcciones, mediante un atenuador (PA 4, Tucker-Davis Technologies).

En el presente estudio con E. calcaratus, se registraron 61 neuronas (2 a 7 por animal).

Se consideraron como unidades experimentales las neuronas individuales, debido a que sus
propiedades de respuestas son altamente variables, sin embargo las proporciones de
distintos tipos morfologicos y fisioldgicos neuronales han resultado siempre similares en
diferentes estudios realizados en una misma especie (Wilczynski y Endepols, 2007). Dada
la dificultad de aislar una neurona en el mescencéfalo (tres neuronas por animal en
promedio), durante un tiempo limitado por la inmovilizacion y la viabilidad del animal, los
investigadores de esta area han convenido utilizar un rango arbitrario del ndmero de
neuronas registradas en el torus semicircularis de anuros que varia entre 40 (Penna et
al.,2001) y 80 (Gooler et al.,1993).
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6.3 Estimulos acusticos.

Los estimulos usados fueron generados por el programa SigGen y controlados por un
computador Pentium Ill. Se presentaron 4 tipos de estimulos: el primero, denominado
tono, correspondid a una imitacion de la llamada de advertencia de la especie y consistia en
un tono puro de 250 ms de duracion y de frecuencia igual a aquella a que la neurona
registrada era mas sensible (frecuencia caracteristica). El segundo estimulo, denominado
estimulo pulsado, correspondia a una imitacion de la llamada agresiva de la especie que
fue sintetizado de acuerdo a los valores promedios de las caracteristicas temporales de esta
sefial. Este estimulo estaba compuesto por tres notas, cada una de las cuales se componia
de 8 pulsos de 5 ms de duracion repetidos con intervalos de 10 ms. La amplitud del primer
y Gltimo pulso era de 35%, el segundo y penultimo pulso 50% vy el tercer y antependltimo
pulso 80% respecto a la amplitud de los dos pulsos centrales. La duracion total de este
estimulo era de 250 ms, y era sintetizado a partir de un tono con la frecuencia
caracteristica de la neurona registrada. Ademas de los dos estimulos tonales, se utilizaron
dos estimulos de iguales caracteristicas temporales al tono y al estimulo pulsado, pero en
lugar de ser sintetizados a partir de un tono puro de frecuencia caracteristica, fueron
sintetizados en base a un ruido pasabanda, que contenia frecuencias entre 50 y 3050 Hz, y
que por lo tanto, cubria todo el rango auditivo de la especie en estudio. Estos estimulos
denominados ruido y ruido pulsado, respectivamente, fueron utilizados como controles de
las diferencias espectrales inherentes a las distintas estructuras temporales de los estimulos
tonales. En la Figura 4 se presentan oscilogramas y espectros de los cuatro estimulos. En
los espectros se aprecia la mayor uniformidad entre los estimulos de ruido en relacion a los

estimulos tonales.
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Figura 4: Estimulos utilizados en los experimentos de direccionalidad de respuestas
neuronales en E. calcaratus. Los estimulos tonales (A) fueron sintetizados a partir de un
tono de 1600 Hz y los estimulos de ruido (B) fueron sintetizados a partir de un ruido

pasabanda que contenia frecuencias entre 50 y 3050 Hz.

Los sonidos fueron amplificados con un amplificador (NAD 3020i) y reproducidos por un
parlante rotatorio de 10 cm de diametro, desde el que se emitieron los estimulos, en
distintas posiciones, separadas cada 30° en el hemicampo anterior del plano horizontal a un

radio de 1 metro de distancia del sujeto experimental, como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5: Angulos de presentacion de los estimulos en los experimentos de direccionalidad
de respuestas neuronales en Eupsophus calcaratus. La flecha indica la posicion del

electrodo de registro en el hemisferio cerebral izquierdo.
6.4 Procedimientos de registro y protocolo experimental.

Las respuestas de las neuronas aisladas se registraron mediante electrodos de micropipetas
de vidrio rellenas con Acetato de Potasio (0,38 g de Acetato de Potasio en 20 cc de una
solucion de buffer Tris 0,5 M y PH 7,6), con puntas de 1-2 um e impedancia de 20-30
Megohms, fabricadas con un estirador de pipetas (Kopf 730). Las micropipetas se
introdujeron en el mesencéfalo, guiadas por un micromanipulador hidraulico, mientras se
daba el estimulo de busqueda (ver méas adelante). Las descargas fueron detectadas con un
pre-amplificador (Dagan 2400), monitoreadas con un osciloscopio (EZ OS 5020) y
procesadas con el sistema Tucker-Davis I, utilizando el programa Brainware. Los registros
se guardaron en discos compactos y fueron analizados con el sistema Tucker-Davis y un

computador Pentium I11.

La estimulacién se iniciaba con el parlante ubicado en la posicién 90° contralateral al
hemisferio de registro. Se utilizd como estimulo de busqueda el estimulo de ruido pulsado,
con el fin de estimular cualquier neurona auditiva presente en la trayectoria del electrodo.
Una vez aislada la neurona, se procedi6 a identificar su frecuencia caracteristica, que

correspondia a aquella a la cual ésta tenia un umbral de respuesta mas bajo. Esto se hizo
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emitiendo una serie de tonos puros de distintas frecuencias, reduciendo la intensidad con
que se presentaban en pasos de 3 dB y estableciendo como frecuencia caracteristica,
aquella a la cual la neurona persistia respondiendo a la menor intensidad. En seguida se
determind el umbral de respuesta al estimulo pulsado con la misma frecuencia
caracteristica, siguiendo el mismo procedimiento que con el tono puro. Luego de establecer
ambos umbrales, se fijo la intensidad de los estimulos en 20 dB sobre los respectivos
umbrales. Se escogio este nivel para hacer comparables los resultados a estudios previos de
direccionalidad de respuestas neurales en otras especies de anuros (Feng y Capranica,
1976). Posteriormente se hacia rotar el parlante, deteniéndolo cada 30° para dar los
estimulos y obtener respuestas de la neurona registrada.

Para cada angulo se emitieron 20 repeticiones de cada estimulo. El orden de presentacion
de los estimulos fue: tono, estimulo pulsado, ruido y ruido pulsado. Luego de completar la
presentacion desde distintos angulos para cada estimulo, se hacia rotar el parlante en
direccion opuesta para obtener respuestas al estimulo siguiente. Debido a que la
presentacion de los 4 estimulos tomaba aproximadamente 45 minutos, se completaron
registros para un numero de neuronas decreciente para los sucesivos estimulos. Para las
neuronas que se mantuvieron en registro hasta concluir la presentacion de los cuatro
estimulos, se realizé un control final, repitiendo el primer estimulo desde la posicién

inicial.

6.5 Analisis de datos.

El nimero de potenciales de accidn (espigas) producidos por las neuronas en respuesta a 20
presentaciones, y la latencia de respuesta de la primera espiga fueron las variables

cuantificadas.

El recuento de espigas se hizo durante un intervalo de 350 ms, que se iniciaba a un tiempo
igual a la latencia de respuesta de la neurona, a un determinado estimulo en la posicién 90°
contralateral. Se consideré este tiempo debido a que algunas neuronas persistian

respondiendo una vez finalizado el estimulo.
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Se construyeron histogramas post estimulo con el total de espigas evocadas por 20
presentaciones de un estimulo desde cada posicion del parlante. EI numero de espigas
obtenidas en respuesta a la presentacion de un estimulo a los 7 distintos angulos fue
graficado para luego determinar el tipo de direccionalidad con que la neurona respondia a
un estimulo especifico. Para determinar la direccionalidad de las respuestas de cada
neurona a cada estimulo, se consideré como criterio de respuesta direccional, diferencias

superiores al 50% en el nUmero de espigas entre distintas posiciones del parlante.

Para determinar si habian diferencias entre la proporcion de neuronas que respondian con
distintos tipos de respuestas direccionales a los diversos estimulos utilizados, se utilizo la
prueba de #* de tendencias (Epiinfo 2000 1.0.3), la cual ademas se usé para determinar si
habia diferencias entre las proporciones de respuestas a un mismo estimulo entre
individuos de ambos sexos. También se utilizO esta prueba para comprobar si existian
diferencias de respuesta direccional entre las neuronas con patrones de descarga fasicos y

tonicos, y entre neuronas de frecuencias caracteristicas bajas y altas.

Ademas, para comparar la direccionalidad de las respuestas contralaterales a los distintos
estimulos, se calcularon las pendientes lineales de las curvas obtenidas de los graficos, del
namero de espigas en relacion a la posicion angular del parlante. Este andlisis fue hecho
para las neuronas que presentaron una respuesta contralateral a algunos de los cuatro
estimulos, comparandolas con la pendiente de los otros estimulos. Las pendientes se

calcularon con el programa Deltagraph 4.5.

Para establecer si existia alguna relacion entre el nimero de espigas y la latencia de
respuesta, se hicieron correlaciones de Spearman utilizando el programa Statview 5.0 para
las respuestas de cada neurona a la presentacion de un estimulo a los siete distintos

angulos.
Se compararon los umbrales de respuesta entre neuronas de frecuencia caracteristica baja y

alta y entre neuronas tonicas y fasicas para el tono y el estimulo pulsado con la prueba de

Mann-Whitney (P < 0,05). También se usé esta prueba para comparar las frecuencias
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caracteristicas de neuronas fasicas y ténicas. La prueba de rangos de Wilcoxon (P< 0,05)
fue utilizada para comparar los umbrales de respuestas de todas las neuronas al tono y al
estimulo pulsado y para comparar las latencias de respuesta de todas las neuronas a los
cuatro estimulos. También se utilizo esta prueba para comparar el nimero de espigas Yy el
tiempo de latencia entre el primer estimulo y el estimulo control final para las neuronas en

que se completaron los registros a los cuatro estimulos.
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7.- RESULTADOS

7.1 Caracteristicas generales de las respuestas neuronales

Se obtuvieron respuestas a la presentacion de estimulos desde los 7 angulos considerados
para los estimulos de tono, estimulo pulsado, ruido y ruido pulsado en 61, 50, 39 y 37

neuronas, respectivamente.

De las 61 neuronas registradas, 49 presentaron frecuencias caracteristicas entre 100 y 400
Hz (promedio = 271 Hz) y 12 entre 1300 y 1700 Hz (promedio = 1475 Hz). Los umbrales
de respuesta para neuronas de frecuencias bajas se situaron en un rango de 34-71 dB SPL
(promedio =50,8 dB SPL) para el tono y entre 37-72 dB SPL (promedio =51,9 dB SPL)
para el estimulo pulsado, en tanto que para las neuronas de frecuencias altas, los umbrales
fueron entre 42-68 dB SPL (promedio = 50,4 dB SPL) para el tono y entre 42-67 dB SPL
(promedio = 51 dB SPL) para el estimulo pulsado. Los umbrales de ambos tipos de
neuronas fueron similares para el tono (Prueba U de Mann-Whitney, U = -0,250, P =
0,803) y para el estimulo pulsado (Prueba U de Mann-Whitney, U = -0,261, P = 0,794).

Al compararse todas las neuronas, los umbrales para el tono (rango = 34-71 dB SPL;
promedio = 50,7 dB SPL) fueron significativamente mas bajos que para el estimulo
pulsado (rango = 37-72 dB SPL; promedio = 51,7 dB SPL) (Prueba de rangos de
Wilcoxon, T =-2,240, P = 0,025). En la Figura 6 se muestran las frecuencias caracteristicas

de las neuronas registradas y sus umbrales al tono y al estimulo pulsado.

En respuesta a los tonos puros, las neuronas registradas mostraron dos patrones temporales
de descarga. Un grupo correspondid a neuronas tonicas, que respondian durante toda la
presentacion del estimulo (n = 49; 80,3%) vy el otro grupo correspondio a neuronas fasicas,
gue descargaban con una o unas pocas espigas, generalmente al comienzo del estimulo (n =

12; 19,7%). En la Figura 7 se muestran ejemplos de ambos patrones de respuesta.
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Figura 6: Frecuencias caracteristicas y umbrales de respuesta en 61 neuronas del torus

semicircularis de E. calcaratus al tono (A) y al estimulo pulsado (B).

El patron de descarga temporal y la frecuencia caracteristica de las neuronas no estaban
relacionados; de las 49 neuronas tonicas, 38 tenian frecuencias caracteristicas bajas y 11
altas. Y de las 12 neuronas fésicas, 11 tenian frecuencias caracteristicas bajas y una alta.
Los promedios de frecuencias caracteristicas de ambos tipos de unidades (fasicas = 423,1
Hz ; tonicas = 536,8 Hz ), fueron similares (Prueba U de Mann-Whitney, U = -0,996 , P
0,319).

Para las neuronas fasicas, los umbrales de respuesta fueron 45-61 dB SPL (promedio
54,7 dB SPL) al tono y 47-65 dB SPL (promedio = 54 dB SPL) al estimulo pulsado y para
las neuronas tonicas, los umbrales de respuesta fueron 34-71 dB SPL (promedio = 49,7 dB
SPL) al tono puro y 32-77 dB SPL (promedio = 51,4 dB SPL) al estimulo pulsado. Los
umbrales para el tono de las neuronas fasicas, fueron mayores que los de las neuronas
tonicas (Prueba U de Mann-Whitney, U = -2,435, P = 0,015 ) en tanto que los umbrales de
ambos tipos de neuronas fueron similares para el estimulo pulsado (Prueba U de Mann-
Whitney, U = -1,137, P = 0,255).
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Las neuronas registradas respondieron con latencias muy diferentes a los distintos
estimulos. El promedio para el tono fue 119,8 ms (rango = 51,6-291,1 ms), para el
estimulo pulsado 106,7 ms (rango = 40,9-288,1 ms), para el ruido 156,0 (rango = 55,4-
346,0 ms) y para el ruido pulsado 164,3 ms (rango 43,0-443,5 ms). La prueba de rangos de
Wilcoxon para comparar las latencias obtenidas entre diferentes estimulos indico que la
latencia al estimulo pulsado fue significativamente menor que al tono (Prueba de rangos de
Wilcoxon, T =-3,625; P =0,003) vy al ruido pulsado (Prueba de rangos de Wilcoxon, T = -
4,111 ; P < 0,0001 ). Ademas, la latencia al tono fue significativamente menor que la
latencia al ruido (Prueba de rangos de Wilcoxon, T =-3,182 ; P = 0,002 ). Las latencias al
ruido y al ruido pulsado no difirieron significativamente (Prueba de rangos de Wilcoxon, T
=-1,000; P=0,317).

Las latencias de neuronas fésicas y tdnicas para un mismo estimulo fueron comparadas con
la prueba de Mann Whitney, no obteniéndose diferencias significativas para ninguno de los

4 estimulos ( P > 0,1044 para todas las comparaciones) .
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Figura 7: Patrones de descarga temporal. A: neurona tonica B: neurona fésica.
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7.2 Direccionalidad de las respuestas neuronales

Las neuronas registradas respondieron siguiendo 6 distintos patrones: contralateral,
ipsilateral, en forma de V, de V invertida, compleja y sin respuesta direccional. Las
neuronas fueron clasificadas segun el tipo de respuesta a los diferentes estimulos para
machos y hembras en forma separada (Tabla 1).

Tabla 1: Numero de neuronas segun tipo de respuesta direccional en el torus
semicircularis de E. calcaratus para machos y hembras. Abreviaciones: C: Contralateral, | :
Ipsilateral, V:en V, VI: en V invertida, ND: No direccional, CJ: Compleja. Porcentajes

entre paréntesis.

Machos
Estimulo C I \Y VI CJ ND total
Tono 12 (48,0) | 1(4,0) | 8(32,0) | 0(0,0) | 1(4,0) | 3(12,0) | 25(100)
Estimulo Pulsado| 7 (33,3) | 0(0,0) | 7(33,3) | 4(19,0) | 3(14,3) | 0(0,0) |21 (100)
Ruido 11 (55,0) | 2(10,0) | 4(20,80) | 1(5,0) | 1(50) | 1(5,0) |20 (100)
Ruido Pulsado | 6(35,3) | 0(0,0) | 5(29,4) | 2(11,8) | 2(11,8) | 2(11,8) | 17 (100)
Hembras
Estimulo C | Vv VI CJ ND total
Tono 20(55,5) | 0(0,0) | 14(38,8) | 1(2,7) | 1(2,7) | 0(0,0) |36(100)
Estimulo Pulsado| 11 (36,6) | 1(3,3) | 9(30,0) | 3(10,0) | 5(16,6) | 1(3,3) |30 (100)
Ruido 12(63,2) | 0(0,0) | 2(10,5) | 2(10,5) | 3(15,8) | 0(0,0) |19 (100)
Ruido Pulsado | 14 (73,7) | 0(0,0) 1(5,3) 1(5,3) | 2(10,5) | 1(5,3) |19 (100)

Se realizé una prueba de y* de contingencia para comparar las proporciones de respuestas
entre machos y hembras a un mismo estimulo, no encontrdndose diferencias significativas
para ninguno de los 4 estimulos (Tabla 2), por lo que los datos de animales de ambos sexos

fueron analizados en conjunto.

Tabla 2: Comparacién de prueba de Xz de contingencia entre machos y hembras.

Estimulo X P
Tono 0,807 0,368
Estimulo Pulsado 0,01 0,922
Ruido 0,013 0,907
Ruido Pulsado 3,029 0,082
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Al ser analizadas las neuronas de machos y hembras en conjunto, se observd que en
respuesta al tono, 52,5 % de las neuronas respondié con un patron contralateral, 36,2 % en
V' y 4,9 % respondié de manera no direccional. Las otras proporciones fueron: ipsilateral
1,6 %, en V invertida 1,6 % y complejo 3,3 %. En contraste, en respuesta al estimulo
pulsado, sélo 36,0 % de las neuronas respondié de forma contralateral y 0,0 % en forma no
direccional, 2,0 % en forma ipsilateral, 32,0 % en V, 14,0 % en V invertida y 16,0 % en
forma compleja. Para los estimulos de tono con ruido Yy ruido pulsado la tendencia fue
similar a la presentada al tono puro, ya que mas de la mitad de las neuronas respondieron
en forma contralateral a estos estimulos. Las respuestas en V fueron alrededor del 15,5 %
para el ruido y el ruido pulsado. Las respuestas no direccionales no superaron el 10,8 %, y
en términos absolutos presentaron muy pocas neuronas (Tabla 3).

En la Fig 8 se esquematiza un ejemplo de neurona de respuesta contralateral y en Fig 9 de

respuesta en V.
Tabla 3. NUmero de neuronas segun tipo de respuesta direccional en el torus

semicircularis de E. calcaratus (porcentajes entre paréntesis). Abreviaciones como en la
Tabla 1.
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Estimulo Tipo de Respuesta
C | Vv VI CJ ND total
Tono 32 (525) | 1(16) | 22(36,2) | 1(16) | 2(33) | 3(4,9) | 61(100)
Estimulo Pulsado 18(36,0) | 1(2,0) | 16(32,0) | 7(14,0) | 8(16,0) | 0(0,0) | 50 (100)
Ruido 23(59,0) | 2(51) 6 (15,4) 3(7,7) | 4(10,3) | 1(2,6) | 39(100)
Ruido pulsado 20 (54,1) | 0(0,0) 6 (16,2) 3(8,1) | 4(10,8) | 4(10,8) | 37 (100)
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Figura 8: Ejemplo de neurona con respuesta de tipo contralateral a los cuatro estimulos. En
la parte superior de la figura se presentan los histogramas de las descargas neuronales en
respuesta a la presentacion de los distintos estimulos desde cada una de las posiciones del
parlante. En la parte inferior se presentan graficos (funciones de transferencia) del total de
espigas producidas para cada una de las posiciones a los distintos estimulos. (Neurona
tonica, frecuencia caracteristica: 300 Hz). (Abreviaciones C: Contralateral; I: Ipsilateral).
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Figura 9: Ejemplo de neurona con respuesta de tipo en V a los cuatro estimulos. En la
parte superior de la figura se presentan los histogramas de las descargas neuronales en
respuesta a la presentacion de los distintos estimulos desde cada una de las posiciones del
parlante. En la parte inferior se presentan graficos (funciones de transferencia) del total de
espigas producidas para cada una de las posiciones a los distintos estimulos. (Neurona
tonica, frecuencia caracteristica: 400 Hz). (Abreviaciones C: Contralateral; I: Ipsilateral).

Las proporciones de neuronas que respondieron con distintos patrones de direccionalidad
fueron diferentes entre los estimulos de tono y estimulo pulsado, (Prueba de %* de
tendencia = 3,911, P = 0,047). Las otras cinco comparaciones entre estimulos no
alcanzaron valores estadisticamente significativos (Prueba de 3 de tendencia = P > 0,071
para la comparacion ruido/estimulo pulsado y P > 0,260 para las otras cuatro

comparaciones)

En respuesta al tono presentado desde la posicion inicial como control de posibles cambios
en la respuesta de neuronas en el tiempo, no hubo diferencias significativas para el nimero
de espigas (Prueba de rangos de Wilcoxon: T = -1,493, P = 0,135), ni para las latencias
(Test de rangos de Wilcoxon: T =-1,179, P = 0,238).

Al considerar las proporciones de respuestas neuronales a los cuatro estimulos en relacion
al patron de descarga temporal, se observd que las neuronas féasicas respondieron con
mayor proporcion de respuestas contralaterales a los cuatro estimulos que las neuronas
tonicas. También se aprecia una menor proporcion de respuestas en V a los estimulos de

tono, estimulo pulsado y ruido pulsado las neuronas fasicas.

Sin embargo, dado el bajo nimero de neuronas fasicas registradas, las comparaciones no
alcanzaron niveles de significacién para ninguno de los 4 estimulos (Prueba de y* para
tendencia = P > 0,263 para todas las comparaciones). Estos datos se presentan en la Tabla
4.
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Tabla 4 : Numero de neuronas segun tipo de respuesta direccional en el torus
semicircularis de E. calcaratus de acuerdo a su patron temporal de descarga.

Abreviaciones como en la Tabla 1.

Tipo de respuesta para neuronas ténicas
Estimulo C | \Y VI CJ ND total
Tono 24 (48,9) | 1(2,0) 20 (40,8) 0 (0) 1(2,0) 3(6,1) |49 (100)
Estimulo Pulsado 15 (34,1) 1(2,3) 15(34,1) [7(159)| 5(11,4) | 1(2,3) |44 (100)
Ruido 19(55,9) | 2(5,9) 5 (14,7) 3(8,8) | 4(11,8) | 1(2,9) |34 (100)
Ruido Pulsado 16 (51,6) 0(0) 6 (19,4) 3097 | 39,7 3(9,7) |31(100)
Tipo de respuesta para neuronas fésicas
Estimulo C | V VI CJ ND total
Tono 8 (66,6) 0(0,0) 2 (16,6) 1(8,3) 1(8,3) 0(0) | 12 (100)
Estimulo Pulsado 3(42,9) 0(0,0) 1(14,3) 0(0,0) 3(42,9) 0(0) | 7(100)
Ruido 4 (80,0) 0(0,0) 1(20,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0) | 5(100)
Ruido Pulsado 4 (80,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(20,0) 0(0) | 5(100)

Al considerar las proporciones de respuestas direccionales a los cuatro estimulos utilizados
en relacion a la sintonizacion a frecuencias de las neuronas, la proporcién de respuestas
contralaterales a los 4 estimulos fue aproximadamente el doble en las neuronas de
frecuencias altas que en las neuronas de frecuencias bajas. En cambio las respuestas en V
alcanzaron valores muy superiores para las neuronas de bajas frecuencias. Las neuronas no
direccionales fueron un porcentaje reducido, de alrededor del 10% tanto para neuronas de
frecuencias altas como bajas. Las comparaciones hechas para un mismo estimulo entre las
neuronas de frecuencias altas y bajas alcanzaron valores significativos para el tono (Prueba
de %® de tendencia = 6,119, P = 0,013) y para el estimulo pulsado (Prueba de y* de
tendencia = 6,747, P = 0,009). Las comparaciones para el ruido y ruido pulsado no

alcanzaron niveles signifcativos (Prueba de y? de tendencia = P > 0,086, respectivamente).
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Tabla 5

semicircularis de E. calcaratus de acuerdo a su frecuencia caracteristica. Abreviaciones

NUmero de neuronas segun tipo de respuesta direccional en el torus

como en la Tabla 1.

Tipo de respuesta para neuronas de frecuencias altas
Estimulo C | \Y VI CJ ND total
Tono 10(83,3) | 1(8,3) 1(8,3) 0(0,00 | 0(0,00 | 0(0,00 | 12(100)
Estimulo Pulsado 7(77,7) 0(0,0) 1(11,1) | 1(131) | 0(0,0) | 0(0,0) | 9(100)
Ruido 9 (90,0) 0(0,0) 0 (0,0 0(0,0) | 1(10,0) | 0(0,00 | 10(100)
Ruido Pulsado 7(77,7) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) | 1(11,1) | 1(11,1) | 9(100)
Tipo de respuesta para neuronas de frecuencias bajas
Estimulo C | \ VI CJ ND total
Tono 22 (44,9) | 0(0,0) 21(429) | 1(2,0) | 2(4,2) 3(6,1) |49 (100)
Estimulo Pulsado 11(26,8) | 1(2,4) 15 (36,6) |6(14,6)8(19,5 | 0(0,0)0 |41 (100)
Ruido 14 (48,3) | 2(6,9) 6(20,7) |3(10,3)|3(10,3)| 1(3.4) |29(100)
Ruido Pulsado 13 (46,4) | 0(0,0) 6(21,4) |3(10,7)|3(10,7)| 3(10,71) | 28 (100)

Ademas de la clasificacién de las neuronas seglin patrones de direccionalidad de sus
respuestas, se midieron las pendientes de las curvas obtenidas en los graficos de aquellas
que respondieron con patron contralateral a un determinado estimulo y se comparé esta

pendiente con las de las curvas obtenidas para las respuestas a otros estimulos.

La comparaciéon de pendientes entre el nimero de espigas y angulo de presentacion de
estimulo obtenidas en respuesta a los cuatro estimulos utilizados, para neuronas que
respondieron en forma contralateral al menos a un estimulo, no presentd diferencias
significativas (Prueba de rangos de Wilcoxon P> 0,05 para las cuatro comparaciones).

Las comparaciones de las pendientes entre los cuatro estimulos se presentan en la Figura 8.

Ademés se exploraron relaciones entre las dos variables medidas en las respuestas
neuronales: el nimero de espigas y la latencia de respuestas mediante coeficientes de
correlacion de Spearman, entre estas variables para las distintas neuronas en respuestas a

estimulaciones desde distintos angulos para los cuatro estimulos utilizados. La mayoria de
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las latencias variaron de forma inversamente proporcional al conteo de espigas para los 4

estimulos (Tabla 6).
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Figura 10: Comparaciones de pendientes lineales de la relacion: de numero de espigas

/posicion angular del parlante, entre los cuatro estimulos utilizados.

Tabla 6: Proporciones de coeficientes de correlacion de Spearman entre nimero de espigas
y latencias en respuestas neuronales direccionales a cuatro estimulos. Los nimeros entre

paréntesis corresponden a correlaciones significativas.

p Tono Estimulo Pulsado Ruido Ruido Pulsado
Negativos 54(26) 40 (19) 27 (9) 31(9)
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Positivos 7 10 12 6
Total 61 50 39 37

8.- DISCUSION
8.1 Caracteristicas generales de las respuestas neuronales.

Las caracteristicas generales de las respuestas neuronales registradas en el torus
semicircularis de E. calcaratus son similares a las encontradas en otras especies de anuros.
En E. calcaratus existen dos poblaciones neuronales, sintonizadas a bajas y altas
frecuencias, que corresponden a las sensibilidades de los dos 6rganos auditivos del oido
interno, la papila anfibia y la papila basilar, respectivamente (Lewis y Narins, 1999). Las
neuronas de frecuencias altas estan en el rango de las frecuencias dominantes del canto de
esta especie (Marquez et al. 2005; Penna et al. 2005). Esta correspondencia es similar a la

encontrada en diversos anuros (Gerhardt y Huber, 2002).

En E. calcaratus la mayor parte de las neuronas registradas (80,3 %) estaban sintonizadas a
frecuencias bajas, en tanto aquellas sintonizadas a frecuencias altas se encuentran en una
baja proporcion (19,7 %). Esta proporcion es similar a la que existe en Rana pipiens
(Goense y Feng, 2005) y en otros anuros (Penna et al. 1997, 2001). En relacién al patron
temporal de descarga, 80,3 % eran tdnicas y solo 19,7 % eran fésicas lo cual también se
aproxima a las proporciones encontradas en otros anuros (Feng, 1981; Goense y Feng,
2005; Penna et al., 1997, 2001).

Las latencias de las respuestas de las neuronas tonicas y fasicas a un mismo estimulo
fueron similares, en cambio las latencias de respuesta a diferentes estimulos difirieron
significativamente. La mas pronta respuesta al estimulo pulsado en relacién al tono podria
deberse al ascenso mas rapido en amplitud que tienen los pulsos individuales del estimulo
pulsado y las latencias méas prolongadas para los estimulos de ruido, a la menor proporcién
de energia que estas sefiales tienen en relacion a los estimulos de tono a la frecuencia
caracteristica de una determinada neurona. En otros anuros, una proporcién importante de
las neuronas auditivas mesencefalicas responden preferentemente a estimulos de ascenso
rapido (Adler y Rose, 2000).
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8.2 Direccionalidad de las respuestas neuronales.

Las respuestas neuronales a estimulos provenientes de distintas localizaciones en el plano
horizontal fueron similares entre hembras y machos de E. calcaratus, lo que indica una
ausencia de dimorfismo sexual para esta funcion auditiva, validando el andlisis en conjunto

de los datos de individuos de ambos sexos.

Los patrones de respuestas de las neuronas a estimulos dados desde distintas localizaciones
de la fuente sonora en el plano horizontal fueron diversos. En respuesta al tono puro y a los
estimulos de ruido, un poco més de la mitad de las neuronas respondieron con mayor
namero de descargas a posiciones contralaterales de la fuente sonora respecto al hemisferio
cerebral registrado. La proporcion de respuestas contralaterales al estimulo pulsado sin

embargo, fue menor; alrededor de un tercio de las neuronas presentaron esta condicion.

Las proporciones de respuestas contralaterales de las neuronas de E. calcaratus guardan
algunas similitudes con las del anuro Pleurodema thaul, segun lo encontrado en un estudio
desarrollado en forma paralela (Bravo, 2008). Sin embargo existen importantes diferencias
entre estas dos especies; en E. calcaratus, la mayor proporcion de neuronas que dan
respuestas contralaterales al tono - que imita a la llamada de advertencia - en relacién al
estimulo pulsado - que imita a la llamada agresiva - sugiere que el sistema auditivo de este
anuro tiene la capacidad de localizar mejor sefiales usadas en la comunicacion a distancia
en relacion a sefiales que se ocupan en la comunicacion entre individuos muy préximos.
En cambio Pleurodema thaul, que posee un canto de advertencia pulsado, las respuestas
neuronales del torus semicircularis presentan mayor direccionalidad para un estimulo
pulsado, al cual 44 % responden en forma contralateral, en cambio s6lo un 27 % de las
neuronas responden de esta forma a tonos. La diferencia en la direccionalidad entre ambas

especies a estos estimulos y su correspondencia con las llamadas de comunicacion a
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distancia sugieren la existencia de una especializacién del sistema auditivo para la

localizacion de sonidos de significado bioldgico en distintas especies de anuros.

En E. calcaratus la proporcion de respuestas contralaterales a los estimulos de ruido son
similares a las de las respuestas al tono. Esta importante respuesta contralateral podria estar
dada por el amplio espectro de estos dos sonidos, ya que diversos estudios han mostrado
que las respuestas auditivas direccionales a estimulos compuestos de ruido son mas
precisas; por ejemplo en un estudio clasico en lechuzas se ha determinado que los
estimulos con ruido son localizados con una precision tres veces superior a estimulos
tonales (Knudsen y Konishi, 1979). En todo caso, los porcentajes de respuestas
contralaterales a todos los estimulos usados en este estudio son inferiores a la proporcion de
neuronas que respondieron en forma contralateral en la rana Norteamericana Rana pipiens,

en que cerca de un 80% de las neuronas responde de esta manera (Feng, 1981).

Una considerable proporcion de las neuronas (alrededor de un tercio) dieron respuestas
direccionales en forma de V para el tono y estimulo pulsado. pero las respuestas en V a los
estimulos de ruido fueron alrededor de la mitad de esta proporcion. Las proporciones de
neuronas que respondieron en forma de V invertida fueron bajas, de alrededor de un 10 %
para todos los estimulos. Las proporciones de neuronas que respondieron con estos modos
de respuesta son considerablemente mayores que las encontradas en R. pipiens, en que
alrededor de un 8% presentaron respuestas de tipo V o V invertida (Feng, 1981). En P.
thaul la proporcion de neuronas de tipo V también es reducida, de alrededor de un 10%,
Este tipo de neuronas determina una mayor sensibilidad para estimulos presentados en
forma lateral que frente al animal. Se podria especular que la dotacion de neuronas de este
tipo en E. calcaratus esta en relacion con el ambiente de ondas estacionarias al interior de
cavidades desde las que cantan los machos de esta especie, para los que no resulta relevante
responder a fuentes sonoras localizadas enfrente del sujeto, como podria serlo para

animales gue se comunican en espacios abiertos.

Las proporciones de neuronas que no respondieron direccionalmente a los estimulos en E.

calcaratus fue considerablemente reducida, con porcentajes inferiores al 10% para todos
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los estimulos. Esta proporcion es similar a la reportada por Feng (1981) para R.
catesbeiana, lo cual indica que E. calcaratus posee una capacidad de deteccion de
direccion de sonidos similar al de esta especie, y que la condicion de comunicarse en
ambientes de ondas estacionarias no ha afectado en general esta capacidad propia del
disefio basico del sistema auditivo de vertebrados. Paradojalmente, en el estudio de Bravo
(2008) se encontré una mayor proporcion de respuestas no direccionales en P. thaul (16%
a estimulo pulsado y 40% a tonos). Esta condicion es contrastante con la presuncion de que
especies que se comunican en ambientes resonantes de ondas estacionarias tendrian

respuestas neurales con menor direccionalidad.

Al analizarse la direccionalidad de respuestas segun el patron de descarga temporal, se
observo que las neuronas fasicas respondieron con mayor proporcién de respuestas
contralaterales a los cuatro estimulos en relacion a las neuronas tdnicas, sin embargo las
comparaciones no alcanzaron valores significativos. En P. thaul existe una tendencia
opuesta, es decir las neuronas ténicas presentan una mayor direccionalidad contralateral
que las fasicas y estas diferencias son significativas (Bravo, 2008). Es posible que esta
aparente diferencia tenga relacion con una especializacion de las neuronas fésicas en P.
thaul para procesar la modulacion de amplitud de sus sefiales, pero el bajo nimero de

neuronas fasicas obtenidas en E. calcaratus hace ser cauteloso en interpretar los datos.

Al analizarse la direccionalidad de respuestas segln sintonizacion a frecuencias, se
encontrd que existe una mayor proporcion de respuestas contralaterales para los cuatro
estimulos en neuronas de frecuencias altas en relacién a las neuronas de frecuencias bajas.
Esta diferencia probablemente esta en relacion con diferencias en la intensidad con que los
estimulos llegan a ambos oidos, ya que el efecto de atenuacion de la cabeza es siempre
menor para frecuencias mas bajas (Yost, 2007). La mayor proporcién de respuestas en V
para neuronas de frecuencias bajas respecto a neuronas de frecuencias altas probablemente
resulta de las propiedades direccionales del oido medio, ya que este es el tipo de respuesta
que produce un dérgano que responde a gradientes de presién de sonido, como es el oido de
anuros (Christensen-Dalsgaard, 2005). Es significativo que este tipo de respuestas se

observen en mayor proporcion en las neuronas de bajas frecuencias, ya que a nivel del
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nervio auditivo son las fibras de bajas frecuencias las que dan respuestas direccionales en V
(Feng y Shofner, 1981). La persistencia de este tipo de respuestas en neuronas de
frecuencias bajas en el sistema auditivo central indicaria que esta modalidad direccional es

preservada a lo largo de la via auditiva.

Las latencias de las respuestas neuronales son en general inversamente proporcionales al
numero de espigas con que las neuronas responden a los diferentes estimulos presentados
desde distintos angulos. Esto estd de acuerdo con lo encontrado previamente para R.
catesbeiana (Feng, 1981) y P. thaul (Bravo, 2008).

8.3 Comparacion con estudios conductuales.

Un estudio conductual realizado previamente en machos de E. calcaratus did resultados
que contrastan con los obtenidos en esta memoria, ya que las respuestas vocales evocadas
de los machos no son afectadas por la direccidn de proveniencia de estimulos que imitan la
Ilamada de advertencia de esta especie y ademas son independientes del contenido
espectral de las sefiales (Penna y Quispe, 2007). Las respuestas neuronales en cambio, en
su mayoria son dependientes de la direccion de los estimulos, lo cual indica que esta

especie tiene la capacidad de ubicar fuentes sonoras en el espacio.

La ausencia de diferencias vocales en las respuestas de E. calcaratus a estimulos de
distintas direcciones no significa que los machos carezcan de la capacidad de localizar
sonidos, ya que hay otras conductas como cambios de posicion o aproximacion a la fuente
sonora que despliegan anuros que cantan en espacios abiertos (Bee y Gerhardt, 2001) y que
en el caso de E. calcaratus no es posible observar, debido a que los machos permanecen al

interior de sus cuevas donde conservan posiciones estables (Penna y Quispe, 2007).

Aparentemente en E. calcaratus hay otros factores que tienen mas influencia en la
actividad vocal que la ubicacion espacial desde donde canta un determinado vecino. El
nivel de ruido ambiental, por ejemplo, tiene un importante efecto en la tasa y duracion de
los cantos producidos por machos de esta especie (Penna et al. 2005). Es posible que para
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este anuro sea importante mantenerse respondiendo a las sefiales de coespecificos, sin
importar su lugar de proveniencia, dada la dificultad de comunicarse en presencia de

importantes niveles de ruido en los ambientes de arroyo en que suele habitar.
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9.- CONCLUSIONES
1. La mayor parte de las neuronas mesencefalicas de E. calcaratus responden de manera
diferente a estimulos presentados desde distintas posiciones en el plano horizontal, lo cual
muestra que el sistema auditivo de este anuro posee propiedades direccionales, de acuerdo
al plan general de vertebrados.
2. La forma de respuesta direccional méas frecuente fue con mayor descarga a estimulos
presentados desde posiciones contralaterales. Sin embargo, esta proporcion es menor que
la registrada previamente en estudios clasicos en Rana pipiens.
3. Las neuronas dan maés respuestas de tipo contralateral a estimulos de tono que al
estimulo pulsado, lo cual sugiere una especializacion para la localizacion de la llamada de
advertencia de E. calcaratus, que posee una estructura tonal.
4. Las neuronas presentan una direccionalidad similar al tono en sus respuestas a estimulos
compuestos por ruido, lo que puede atribuirse al amplio espectro de estos sonidos, que
facilitaria su localizacion.
5. Este resultado contrasta con lo encontrado en P. thaul, especie que produce un canto de
advertencia pulsado y que presenta mayor direccionalidad en sus respuestas a este estimulo
que a tonos puros.
6. Las neuronas dan proporcionalmente mas respuestas a estimulos provenientes de
posiciones laterales que enfrente del sujeto respecto a dos especies estudiadas previamente
gue se comunican en espacios abiertos. La alta proporcion de respuestas de este tipo en E.
calcaratus podria tener relacion con la comunicacion de esta especie en ambientes
resonantes.
7. La direccionalidad de las respuestas neuronales contrasta con la ausencia de
direccionalidad de las respuestas vocales encontrada en un estudio conductual previo. Esta
falta de correspondencia indica que la capacidad de localizar sonidos del sistema auditivo
de E. calcaratus no desempefiaria un rol funcional en los machos que vocalizan en un
ambiente de ondas estacionarias y ademas es importante mantener la persistencia del canto

como lo que ocurre en P. Thaul.
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