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RESUMEN

Los sistemas de comunicacion animal requieren ser caracterizados en sus diversos
componentes: los organismos emisores y las sefiales que producen, el medio ambiente a
través del cual éstas se propagan y las capacidades sensoriales de los organismos receptores.
Eupsophus calcaratus es un anuro del bosque templado austral que se comunica mediante
sefiales acusticas que resultan considerablemente atenuadas al propagarse en estos ambientes.
Con el objeto de determinar de qué manera la sensibilidad auditiva contribuye a una
comunicacion eficiente durante la actividad reproductiva de este anuro, se midieron los
umbrales auditivos de respuestas neuronales del mesencéfalo de E. calcaratus a tonos de
diferentes frecuencias y a cantos naturales coespecificos. Los resultados muestran que los
umbrales de respuesta a frecuencias en el rango de las vocalizaciones de la especie son de
alrededor de 58 dB SPL y los audiogramas estan centrados a alrededor de 1700 Hz. En tanto
que, los umbrales de respuesta a los cantos de advertencia son de alrededor de 67 dB SPL.
Estos umbrales son altos en relacion a los encontrados en otros anuros, y analizados en
conjunto con mediciones de la intensidad de los cantos y la atenuacion que experimentan
estas sefiales al propagarse en condiciones naturales, indican que E. calcaratus se comunicaria
en un rango limitado a distancias inferiores a 2 m. Diversos mecanismos conductuales
permitirian compensar parcialmente las desventajas de un sistema de comunicaciéon con
sefiales de baja intensidad y alta atenuacion, que son procesadas por un sistema auditivo de

baja sensibilidad.
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INTRODUCCION

La comunicacion es un area de gran importancia en el estudio del comportamiento
animal. Diversos animales emplean canales de transmision de informacion basados en
distintos sistemas sensoriales: tactil, quimico, visual, eléctrico y acustico (Bradbury y
Vehrencamp, 1998).

Los anuros, es decir los sapos y las ranas, constituyen un orden de la Clase Anfibia
que cuenta con mas de 3200 especies que utilizan extensamente la comunicacion por
sonido. Estos organismos presentan ventajas considerables con respecto a otros vertebrados
para estudios de la comunicacién acustica, debido a las caracteristicas relativamente
simples de los sonidos que producen y de su sistema auditivo. Estas cualidades los hacen
constituir un modelo apropiado para estudiar las bases de la comunicaciéon por sonido,
contribuyendo a la comprension de mecanismos més complejos de otros vertebrados como
los mamiferos, incluyendo los humanos.

La sefial acUstica mas frecuente de los anuros es el denominado canto de
advertencia que tiene dos funciones, atraer a las hembras para el apareamiento y anunciar a
otros machos la pertenencia de un territorio. Durante las interacciones vocales, los machos
pueden ademas producir cantos agresivos (Gerhardt y Huber, 2002). Las hembras utilizan
las caracteristicas del canto para seleccionar a los machos. En algunas especies por
ejemplo, las hembras prefieren los cantos méas graves, producidos por sujetos de mayor
tamafo (Ryan y Keddy-Hector, 1992) y en algunas pocas especies las hembras cantan en
respuesta al canto de los machos (Ryan y Rand, 1990). Otro canto bastante comin en
anuros es el de rechazo sexual, el cual es emitido por machos y hembras de algunas

especies indicando que no son receptivos para la reproduccion (Gerhardt y Huber, 2002).



Estas emisiones sonoras son caracteristicas para cada especie y determinan el
reconocimiento especie especifico y el aislamiento reproductivo entre los distintos taxa.

Los anuros que se encuentran en Chile corresponden principalmente a las familias
Cycloramphidae y Bufonidae. Los sapos del género Eupsophus del sur de Chile producen
dos vocalizaciones: el canto de advertencia y el de agresividad. Estas especies se
reproducen en pantanos con abundantes musgos y helechos, en los que sus cantos son
considerablemente atenuados. Sin embargo, las especies de Eupsophus emiten sus
vocalizaciones desde pequefias cuevas al interior de las cuales se amplifican los cantos de
sus vecinos, lo que contribuiria a hacer mas detectables los cantos de sus coespecificos
(Penna y Solis, 1996).

Eupsophus calcaratus (Fig.1) es un anuro de la subfamilia Alsodinae, familia
Cycloramphidae (Frost et al. 2006), que se distribuye en Chile entre la XIV y XII Regiones
(Formas, 1989). Durante su periodo reproductivo, entre los meses de Septiembre y
Noviembre (Formas y Brieva 1994), los machos cantan desde el interior de cuevas, en
agregaciones corales y las hembras acuden atraidas por estos sonidos.

El canto de advertencia de E. calcaratus consiste en una nota Unica de duracion
promedio de 266 ms, emitida a una tasa promedio de 8,6 cantos/min. El espectro del canto
consiste en una serie de armonicas, donde la frecuencia dominante corresponde a la
segunda o tercera armonica, que en promedio corresponden a 1305 y 1949 Hz,
respectivamente (Penna y Quispe 2007). Este canto es una sefial muy débil en comparacion
con las de otros anuros, ya que la presion de sonido medida a 50 cm del individuo emisor es
de 70.8 dB peak SPL (66.0-75.5 dB) (Penna y Solis, 1998).

Para determinar cuan detectables son para los animales que se comunican por

sonido las sefiales acusticas que emiten en condiciones naturales, es necesario conocer la



intensidad de las vocalizaciones, las alteraciones que las afectan en el medio en que se
propagan y ademas la sensibilidad de su sistema auditivo. Estudios previos han
determinado las caracteristicas de las vocalizaciones de E. calcaratus, y en un estudio se
ha explorado la respuesta de la membrana timpanica a sonidos (Penna et al., 2009). Sin
embargo, no se ha explorado la sensibilidad de su sistema auditivo central.

En esta Memoria de Titulo se determinaron los umbrales de sensibilidad auditiva de
respuestas neuronales del mesencéfalo de E. calcaratus a tonos de diferentes frecuencias y
a cantos naturales de esta especie. Estos resultados, analizados en conjunto con mediciones
de la intensidad de los cantos y de la atenuacién que experimentan estas sefiales al
propagarse en condiciones naturales, permiten estimar las distancias a las cuales esta

especie puede establecer una comunicacion efectiva.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1-Aspectos generales de la comunicacion sonora

Se considera que existe comunicacion cuando la apariencia o0 acciones de un
individuo influencian la conducta de otro, sin que medie la aplicacién directa de fuerza
(Bradbury y Vehrencamp, 1998).

En un sistema de comunicacion simple, un emisor produce una sefial que se propaga
a través de un canal hacia un receptor. La informacion transmitida permite reducir la
incertidumbre acerca de la identidad del emisor o de la conducta posterior a la produccion
de la sefial. Por ejemplo la produccién de un tipo particular de sefial, puede indicar que el
animal probablemente atacara a un rival cercano (Gerhardt y Huber, 2002).

Diversas especies animales se comunican a traves de distintos canales sensoriales,
utilizando sefiales tactiles, quimicas, eléctricas visuales y sonoras. Las sefiales acusticas
presentan diversas ventajas en relacion a otras modalidades de comunicacion: los sonidos
se transmiten a largas distancias, en ausencia de luz y en ambientes estructuralmente
complejos. Ademas, estas ondas se propagan en distintas direcciones, siendo
moderadamente féaciles de localizar y pueden ser interrumpidas instantdneamente en caso
de peligro para el emisor, por ejemplo, ante la presencia de algin predador. Sin embargo,
las propiedades de las sefiales acusticas pueden constituir desventajas en ciertas
circunstancias: no son susceptibles de ser dirigidas exclusivamente a un receptor, pudiendo
ser interceptadas por predadores o rivales. Por otra parte, como los sonidos no persisten en

el tiempo, estas sefiales requieren ser producidas en forma repetitiva, lo que conlleva un



importante costo energético total al ser emitidas durante periodos prolongados (Gerhardt y
Huber, 2002).

Los animales que se comunican mediante sonido pueden aumentar la efectividad de
la propagacion y direccionalidad de los sonidos producidos, eligiendo sitios que favorezcan
estos procesos. Insectos, aves y anuros se ubican en lugares que amplifican los sonidos
emitidos, favoreciendo su propagacion (Prozesky-Schulze et al., 1975, Wells y Schwartz,
1982, Penna y Solis, 1999). Una estrategia diferente es utilizada por ranas del sur de Chile,
incluida la especie que se estudiard en esta memoria, E. calcaratus. Estos animales
vocalizan desde cuevas en que los cantos de individuos vecinos coespecificos resultan

amplificados, lo que mejoraria la recepcion de estas sefiales (Penna y Solis, 1998, 1999).

2.- Comunicacion acustica en anfibios anuros

Para los anuros las vocalizaciones representan las sefiales de comunicacién mas
importantes y constituyen un componente principal de las relaciones tanto inter como
intraespecificas (Gerhardt y Huber, 2002). Debido a que los periodos de apareamiento de
algunas especies pueden coincidir, se producen agregaciones corales con machos de varias
especies cantando al mismo tiempo, por lo que éstas deben utilizar diversas estrategias para
superar la interferencia acustica generada. Estos cantos son muy diversos y varian entre
especies, sin embargo, una especie también puede producir diferentes tipos de cantos. Estas
diferencias de las sefiales son importantes para prevenir cruzamientos interespecificos y
subsecuentes fecundaciones esteériles.

Experimentos de estimulacion con sonidos sintéticos han demostrado que las

respuestas fonotacticas de las hembras y las respuestas vocales de los machos son selectivas
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para determinados componentes espectrales y/o temporales de los sonidos (Capranica,

1965; Gerhardt, 1988).

3.- Ambiente acustico del bosque templado austral

En el sur de Chile, las comunidades de anuros que se congregan en la época de
reproduccion conforman un ambiente acustico simple en donde el nivel de ruido de fondo
es generalmente bajo (Penna y Solis 1998), en comparacion a la exuberancia sonora de los
ambientes tropicales.

En los bosques templados del sur del pais rara vez se encuentran vocalizando
simultaneamente mas de tres especies. En todos los casos de coexistencia, las llamadas se
diferencian en sus parametros temporales y/o espectrales. So6lo existe algin grado de
sobreposicién entre especies que cantan desde lugares distintos en un mismo habitat (Penna
y Veloso, 1990).

En recientes estudios sobre efectos de ruidos abioticos naturales, se ha encontrado
que los machos de dos anuros del bosque templado austral responden de distinta forma a la
interferencia de ruidos abi6ticos naturales y de ruido sintetizado de composicion espectral
similar a la de los cantos de estas especies. Los machos de E. emiliopugini disminuyen su
actividad vocal en presencia de algunos de estos ruidos (Penna y Hamilton-West, 2007) en
tanto que los de E. calcaratus la incrementan (Penna et al., 2005a). Los machos de esta
especie cantan vigorosamente durante exposiciones a ruidos abiéticos naturales de lluvia, y

arroyo, y un ruido pasa banda que contiene las frecuencias del canto coespecifico.
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4.- Estudios neurofisiologicos

La selectividad de respuestas conductuales obedece al procesamiento preferencial
de ciertos patrones espectrales y temporales que realiza su sistema auditivo (Feng y
Schellart, 1999; Rose y Gooler, 2007). Los anfibios poseen dos Organos sensoriales
especializados en la deteccion del sonido, la papila anfibia y la papila basilar (Wever,
1985). La papila anfibia esta inervada por fibras auditivas sintonizadas a frecuencias bajas y
medias, sensible a frecuencias inferiores a 900 Hz, en tanto que la papila basilar es méas
sensible a frecuencias cercanas a los 1500 Hz o mas agudas, dependiendo de la especie
(Feng y Schellart, 1999; Rose y Gooler, 2007).

La informacion de estas fibras aferentes converge en una zona del mesencéfalo del
sistema auditivo central de los anuros, el torus semicircularis (Feng et al., 1990), que es
homologo del coliculo inferior de mamiferos y constituye un importante nivel en el
procesamiento de sefiales acusticas. La estructura de este centro es compleja y se compone
de 5 ndcleos que difieren en su citoarquitectura y en su conectividad con otros nucleos de
la via auditiva y vocal (Rose y Gooler, 2007; Wilczynski y Endepols, 2007). Ademas, el
torus posee neuronas especializadas en el procesamiento de caracteristicas temporales de
las sefiales de comunicacion. Los mecanismos que subyacen a esta selectividad para
patrones temporales de sonido sélo han comenzado a ser abordados recientemente. Se ha
logrado determinar, por ejemplo, que la selectividad a frecuencia de pulsos depende de un
proceso de integracion que requiere detectar un namero minimo de pulsos separados por
intervalos constantes (Edwards y Alder, 2002).

Se han realizado estudios de mediciones de las respuestas auditivas umbrales

mediante potenciales evocados en varios anuros y se ha encontrado que para las
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frecuencias de las vocalizaciones, los umbrales estan entre los 30 y los 50 dB SPL. En un
estudio en la especie Pleurodema thaul, se encontré ademas similitud entre los umbrales
de respuesta vocal evocada (cantos de advertencia) y los umbrales auditivos
neurofisiologicos para esos mismos cantos, lo que indica que se emplea la méaxima

sensibilidad auditiva para las interacciones acusticas (Penna et al .2008).
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta Memoria de Titulo es estudiar las respuestas auditivas
en un anfibio anuro del género Eupsophus y su relevancia para la comunicacion por

sonido en estos vertebrados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar umbrales auditivos a tonos puros y a vocalizaciones naturales,
mediante registros electrofisiologicos de respuestas multiunitarias en el
mesencefalo de E. calcaratus.

2. Relacionar los umbrales de respuestas neurales con las intensidades de las
vocalizaciones a que estdn expuestos los machos de esta especie en
condiciones naturales, con el objeto de conocer la amplitud espacial de su

comunicacion acustica.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

Los animales fueron capturados durante el mes de octubre de 1998, en la
localidad de La Picada (Lat. 41°06’S, Long. 72°30°0, 820 msnm), al interior del Parque
Nacional Vicente Pérez Rosales, en la X Regidn. En el sitio de trabajo se han desarrollado
anteriormente estudios con ésta y otras especies de anuros. El area en que se encuentra E.
calcaratus es una zona pantanosa de suelo volcanico, donde los machos cantan desde
cuevas  ubicadas cerca de los bordes de pequefios arroyos, entre vegetacion
predominantemente baja, compuesta por abundantes musgos (Rhacomytrium), hierbas
(Scyrpus 'y Myrteola) y helechos (Blechum). Posteriormente, los animales fueron
mantenidos en el laboratorio, al interior de una pieza refrigerada a 8°C, temperatura a la

que se encuentran frecuentemente en terreno.

Procedimiento Quirdargico

Los experimentos fueron realizados con 13 individuos machos de E. calcaratus
(SVL 3.5 £0.5 mm; peso 4.3+1.0 g) que fueron mantenidos en terrarios con vegetacion del
sitio de captura y alimentados con larvas de tenebrios una vez por semana. Los terrarios
fueron mantenidos en una sala con temperatura controlada a 8°C, bajo un régimen 12:12
de luz/oscuridad y con ciclo invertido.

Los sujetos fueron anestesiados por inmersion, que duraba en promedio 7

minutos, en una solucion al 0,4% de MS-222 (Etil Ester de Acido 3- Aminobenzoico,
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Sigma; pH: 3,5). Bajo anestesia, usando un microscopio quirurgico PZO, se hizo una
incision en la piel de la zona dorsal de la cabeza y luego se horadd con una broca en la
zona subyacente del craneo. Las membranas dura y pia madre que cubren el cerebro
fueron disecadas y removidas para exponer la superficie del tectum dptico. Después de la
cirugia los animales fueron devueltos a sus terrarios para que pudieran recuperarse de la
anestesia por 12 a 24 horas. Luego de ese periodo, los individuos fueron inmovilizados
con una inyeccion de d-tubocurarina clorhidrato (9 pg/g peso vivo), y colocados sobre una
placa de Peltier (Cambion), cubiertos con una gasa humeda para facilitar la respiracion
cutanea.

Los registros fueron realizados en una camara acustica aislada, con paredes y
techo cubierto con 10 cm de espuma en cufias. La inmovilizacion fue mantenida durante
la sesion de registro con inyecciones periodicas adicionales de clorhidrato de d-
tubocurarina.

Una corriente DC de alrededor de 1 A fue suministrada a la placa de Peltier para
poder mantener la temperatura corporal de los sujetos a 8°C, temperatura a la cual la
especie en estudio normalmente vocaliza en su ambiente natural. La temperatura de los
sapos fue monitoreada con una sonda de un termometro miniatura (Digisense 8528-20)
insertada en la cloaca.

El procedimiento de anestesia, quirdrgico y de registro neurofisiolégico ha sido

exitosamente utilizado previamente (Penna....
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Elaboracion de los Estimulos y Procedimientos de Registro

Los estimulos utilizados en los experimentos fueron generados con el software
SigGen de la compafiia Tucker-Davis Technology y controlados por un computador
Pentium 111 (300 Mhz). Los sonidos fueron amplificados por un amplificador Nakamichi
modelo PA202 y reproducidos por un parlante Polk modelo MM10a, ubicado a 1 m frente
al sujeto en la cdmara aislada.

Las descargas fueron registradas con un pre-amplificador Dagan 2400 y adquiridas
con el sistema Tucker-Davis, utilizando el software Biosig. Los registros obtenidos fueron
almacenados en discos compactos, y posteriormente analizados con el software Biosig y el
sistema Tucker-Davis. Dos tipos de estimulos fueron presentados en los experimentos: (a)
tonos puros que tenian una duracion de 250 ms y un tiempo de ascenso/descenso de 50 ms,
con frecuencias entre 100 y 5000 Hz y (b) cantos naturales, que consistian en tres cantos de
advertencia denominados de frecuencia baja, media y alta y dos cantos agresivos. La
estructura de un tono y de los cantos naturales se muestra en la Figura 3 y los parametros
temporales y espectrales mas importantes de los cantos se muestran en la Tabla 1.

La amplitud del estimulo fue controlada por un atenuador programable (PA4,
Tucker-Davis Technologies) conectado a un amplificador (NAD C 320 BEE) y a un
parlante de dos vias (Dynaudio BM 6, respuesta de frecuencia 38 -20.000 Hz) situado 1 m
enfrente del individuo. Los estimulos fueron presentados a un ritmo del 0,5 estimulos /s.
Previo al experimento, la intensidad de los tonos puros de frecuencias de 100-6000 Hz y de
los cantos naturales fueron medidos con un micréfono de un sonémetro (Briel and Kjaer

2238) posicionado a 2-3 mm sobre la cabeza del sujeto.
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Las respuestas multiunitarias del torus semicircularis fueron registradas con un
electrodo de tungsteno recubierto con vidrio (75 pm diametro) a una profundidad
promedio de 886 micrones. El electrodo era manejado con un micromanipulador
hidraulico (Narishige MO-8), posicionado en la superficie dorsal del tectum Optico, desde
donde descendia hacia el torus semicircularis (Fig. 2a). EI gran tamafio del electrodo en
relacion al l6bulo dptico facilitaba un posicionamiento regular del electrodo en la
superficie del cerebro, en la interseccion del limite entre el tercio medio y caudal y el
limite entre la mitad medial y lateral del hemisferio (Fig. 2b). Esta posicion daba
consistentemente las respuestas auditivas mas amplias. Las respuestas neurales fueron
pasadas a través de un pre-amplificador (Dagan 2400) y filtradas entre 100 y 3000 Hz
para registrar respuestas multiunitarias. Estas respuestas fueron monitoreadas por medio
de un osciloscopio y un parlante, y los umbrales determinados por criterios audiovisuales.
Ademas de registrar respuestas multiunitarias, se realizaron durante la presentacion de
algunos estimulos, registros de potenciales evocados auditivos desde la misma posicién
del electrodo. Para ello las respuestas eran filtradas entre 10 y 1000 Hz. Los potenciales
registrados se adquirieron y analizaron mediante el programa Biosig. Las amplitudes de
los potenciales evocados fueron medidas (mV) en su maxima deflexion positiva y
negativa. Estos registros permitieron validar la determinacion de umbrales por medios
audiovisuales realizada con los registros multiunitarios.

Un estimulo de busqueda consistente en un ruido blanco con la misma estructura
temporal que los tonos puros usados (250 ms de duracidn con ascenso y descenso de 50
ms) fue presentado a una intensidad de alrededor de 80 dB SPL mientras el electrodo fue
introducido en el cerebro para determinar el lugar en donde se evocaba la mayor respuesta

auditiva. Esta metodologia ha sido ocupada en otros estudios previos Yy proporciona
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mediciones fiables de los umbrales auditivos en diferentes anuros (Penna et al.1990, 1992,
2009). Para obtener umbrales a un estimulo determinado, se comenzaba a dar el sonido a
una intensidad bajo el umbral y después se aumentaba en pasos de 3 dB hasta obtener una
respuesta detectable por los criterios audivisuales empleados.

El umbral més bajo observado en la region de alta frecuencia obtenido en un
audiograma individual fue denominado mejor umbral (MU). A partir de este valor se
determiné la frecuencia central (FC) para la region de alta frecuencia, calculando el
promedio ponderado de los umbrales para frecuencias entre 700 y 5000 Hz que estaban
dentro de los 6 dB por sobre el MU. Para calcular la FC de un audiograma individual,
cada una de las frecuencias consideradas fue multiplicada por la presién de sonido
expresada en (N/m2) correspondiente a la diferencia entre la SPL al MU y la SPL a esa
misma frecuencia, los productos sumados y divididos por la suma de los SPLs. Este
procedimiento fue adoptado en lugar de utilizar la Unica frecuencia a la cual correspondia
el umbral més bajo, con el fin de obtener un valor mas representativo de la sensibilidad de
un audiograma en la region de alta frecuencia. EI procedimiento seguido se ilustra en la
Figura 4.

Para obtener los umbrales promedio de las respuestas multiunitarias a cada una de
las frecuencias examinadas y los umbrales para los cantos naturales, los valores en dB de
los umbrales de los individuos fueron convertidos a escala lineal en N/m2 y el promedio
fue reconvertido a dB SPL.

Los umbrales de respuesta a los distintos estimulos naturales fueron comparados
con ANDEVA de Friedman (p< 0.05) y comparaciones multiples, mediante pruebas de

Wilcoxon y aplicando correcciones de Bonferroni para el nUmero de comparaciones. La

19



dependencia de los de la FC respecto al tamafio y peso de los sujetos fue explorada con un

andlisis de correlacion de Spearman (P<0.05).
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RESULTADOS

Respuestas multiunitarias auditivas

Los animales registrados tenian un peso promedio de 4.3 g (rango 3.3-5.5 g) y una
talla promedio de 35 mm (rango 32-38 mm) Los audiogramas muestran que la
sensibilidad auditiva de E. calcaratus se extiende entre los 0.1 y 5.0 kHz
aproximadamente, con regiones de sensibilidad aumentada en el rango de baja frecuencia
(0.1-0.5 kHz) y alta frecuencia (1.0-2.5 kHz). Estas regiones se aprecian tanto en los
audiogramas individuales como en el promedio obtenido para los 13 individuos
analizados, como se muestra en la Figura 5.

El MU para la regién de alta frecuencia registré un promedio de 58.39 dB SPL
(rango 48.4-62.7 dB), y la FC calculada para la region de alta frecuencia tuvo un
promedio de 1.8 kHz (rango 1.3-2.5 kHz). La FC de los audiogramas esta correlacionada
negativamente con el peso de los individuos depende del peso (correlacién de Spearman:
Rs = -0.560, p < 0.05), y tiene una relacion similar con el tamafio de los individuos, pero
gue no alcanza niveles de significacidn estadistica (Rs = -0.546, p > 0.05)

Las respuestas a los estimulos de cantos naturales mostraron umbrales que en
promedio estuvieron entre los 60 y 70 B SPL (Figura 5b). Los valores promedio obtenidos
para el canto de advertencia bajo, medio y alto fueron 68.3 dB SPL (rango 55.5-75.0 dB
SPL), 66.6 dB SPL (rango 55.8 - 71.1 dB SPL) y 66.9 dB SPL (rango 56.7-73.1 dB SPL),
respectivamente. Los valores promedio para el canto agresivo 1y 2 fueron 73.5 dB SPL
(rango 65.4- 78.4 dB SPL) y 68.7 dB SPL (rango 62-72.5 dB SPL), respectivamente. El

ANDEVA de Friedman mostrd que existen diferencias significativas entre los umbrales a
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los 5 cantos presentados (y % = 34.5, P < 0.00001). Las comparaciones multiples
realizadas con la prueba de Wilcoxon con correccion de Bonferroni (p < 0.005) mostraron
que los umbrales de respuestas al canto de advertencia bajo eran menores que los
umbrales de respuesta al canto agresivo 1 (Z = 3.18, p < 0.00147) y que los umbrales al
canto de advertencia medio eran menores que los umbrales al canto agresivo 1 (Z = 3.18,
p < 0.00147) y al canto agresivo 2 (Z = 3.06, p < 0.00221). Ademas, los umbrales al canto
de advertencia alto fueron inferiores a los umbrales al canto agresivo 1 (Z = 3.18, p <
0.00147) vy por ultimo, los umbrales al canto agresivo 2 fueron inferiores a los umbrales

al canto agresivo 1 (Z = 3.18, p < 0.00147)

Potenciales evocados

Los registros de potenciales evocados realizados en las mismas posiciones de los
electrodos y en respuesta a los mismos estimulos que los registros de respuestas
multiunitarias, mostraron una concordancia cercana con éstos, lo que permitio validar la
metodologia de criterios audiovisuales empleados para las respuestas multiunitarias.

Los registros de potenciales mostraron una onda lenta con una deflexién bifasica,
Cuyo maximo positivo y negativo ocurrian con una latencia de alrededor de 50 y 130 ms,
respectivamente y con una amplitud entre ambos maximos de alrededor de 20 mVolt para
niveles de sonido de alrededor de 20 dB sobre el umbral (Fig 6). La amplitud en el
registro en ausencia de estimulo sonoro fue de alrededor de 2 mVolt para los tiempos
sefialados, por lo que se adoptd el criterio de considerar que una amplitud de 5 mVolt

correspondia al umbral de respuesta auditiva.
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Para una muestra de 50 determinaciones de umbrales en diferentes individuos a
frecuencias cercanas a la FC de los audiogramas, se compararon los resultados de las
mediciones de amplitud de potenciales con el criterio audiovisual utilizado para las
respuestas multiunitarias. En 25 casos (50 %) ambas mediciones coincidieron, en tanto
que en 22 (44 %) y 3 (6 %) casos los umbrales obtenidos mediante potenciales evocados

estuvieron 3y 6 dB por debajo de los medidos con criterio audiovisual, respectivamente.
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DISCUSION

Los umbrales auditivos medidos con registros multiunitarios indican una capacidad
auditiva limitada de E. calcaratus para frecuencias bajo los 5 kHz, lo cual es similar a lo
encontrado en otros anuros. Los audiogramas muestran dos zonas de sensibilidad
aumentada, en el rango de 0.1 a 0.5 kHz y de 1.0 a 2.5 kHz, que corresponderian a la
respuesta de los dos 6rganos auditivos del oido de anfibios, la papila anfibia y la papila
basilar, respectivamente (Rose y Gooler 2007). La frecuencia central de los audiogramas,
de alrededor de 1.8 kHz, se encuentra en el rango de los principales componentes
espectrales del canto de advertencia de la especie, que correponden a la segunda y tercera
armonica, siendo éstas en promedio 1.3 y 1.9 kHz , respectivamente (Penna y Quispe
2007). Esta sobreposicion entre sefial y sensibilidad auditiva indica que existe una
correspondencia entre el emisor y el receptor que favorece la comunicacion sonora en esta
especie. La mayor proximidad de la frecuencia central de los audiogramas con la frecuencia
de la tercera armonica del canto podria favorecer la deteccion de estos componentes de
frecuencias relativamente altas, que experimentan una mayor atenuacioén respecto a
frecuencias mas bajas al propagarse los cantos en los ambientes de pantanos en que estas
especies habitan (Penna y Solis 1998).

La sensibilidad auditiva de E. calcaratus a nivel del mesencéfalo, sin embargo,
difiere de la medida a nivel de la membrana timpanica, en la que hay una sensibilidad
maxima centrada a los 2.3 kHz (Penna et al. 2009). La diferencia en la sensibilidad del
sistema nervioso auditivo central respecto a estas mediciones timpanicas, podria deberse a

gue en anuros existen otras zonas de la superficie corporal que son sensibles a la

24



estimulaciéon por ondas sonoras (Mason 2007). La respuesta del sistema auditivo
dependeria de la suma de la informacion llegada desde distintas zonas de la periferia.

Los umbrales auditivos de E. calcaratus en el rango de las frecuencias de las
vocalizaciones, con un umbral minimo promedio de los audiogramas de 58 dB SPL son
relativamente altos en relacion a otros anuros. Este valor contrasta con los umbrales de
alrededor de 40 dB SPL medidos en anuros de Norteamérica (Rose y Gooler 2007) y en una
especie de Chile central (Penna et al. 2008). Los umbrales auditivos medidos en el presente
estudio para las vocalizaciones de E. calcaratus de alrededor de 67 dB SPL son también
altos en relacién a los reportados para otros anuros, que se encuentran en el rango de 40- 50
dB SPL (Penna et al. 2008). También los umbrales de respuesta vocal evocada en otros
anuros estan bajo este valor, en el rango de 40-50 dB SPL (Penna et al. 2008). Incluso en E.
emilipugini, una especie relacionada y que habita en el mismo ambiente de E. calcaratus,
los umbrales de respuestas vocales evocadas son en promedio de 60 dB SPL (Penna et al.
2005b), es decir inferiores a los umbrales auditivos para los cantos encontrados en el
presente estudio.

Los altos umbrales auditivos de E. calcaratus podrian estar determinados en parte
por la las bajas temperaturas a las cuales esta especie se reproduce y vocaliza en el bosque
templado del sur de Chile, que pueden ser inferiores a 8° C (Penna et al. 2005a). Los
umbrales auditivos en anuros estan inversamente relacionados con esta variable ambiental
(e.g. Narins 2001).

La sensibilidad auditiva de E. calcaratus le permite detectar de manera similar los
tres cantos de advertencia utilizados como estimulos, que representan el rango de variacion
de la sefial en esta especie. La mejor sensibilidad a los cantos de advertencia respecto a los

cantos de agresividad resulta adecuada para un mejor reconocimiento de sefiales que son
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transmitidas a distancia. Los cantos de agresividad en cambio, son intercambiados por
machos que se encuentran muy préximos al interior de una misma cavidad y son sefiales de
mas baja intensidad que los cantos de advertencia (Penna,M., datos no publicados).

El rango de distancia a la cual puede comunicarse un animal puede calcularse
conociendo la intensidad de la sefal, la atenuacion que la afecta al propagarse a través del
ambiente natural donde es producida y la sensibilidad auditiva de los receptores. Estudios
previos de medicion de la intensidad de las vocalizaciones de E. calcaratus han mostrado
que esta vocalizacion alcanza 80 dB SPL a una distancia de 25 cm de la entrada de la
cueva en la que se encuentra el sujeto vocalizando. El nivel del canto decrece a alrededor
de 70 y 60 dB SPL a las distancias de 1 y 2 m de la fuente sonora,
respectivamente (Penna,M., datos no publicados). Como los umbrales auditivos de esta
especie a los cantos de advertencia encontrados en el presente estudio son de alrededor de
67 dB SPL, el rango de comunicacion estaria limitado a distancias inferiores a 2 m. Sin
embargo, la baja intensidad del canto de E. calcaratus y la importante atenuacién que
afecta a esta sefial en el ambiente natural, puede ser parcialmente compensada por el efecto
amplificador de las vocalizaciones de las cuevas desde las cuales cantan los machos de E.
calcaratus. Al interior de estas cavidades, las vocalizaciones de los vecinos son
amplificadas en promedio de 6 dB, llegando hasta un maximo de 18 dB (Penna, 2004).

La condicion de E. calcaratus se asemeja a la de otros anuros que se comunican en
ambientes desfavorables debido a la importante atenuacion que experimentan sus sefiales, a
las capacidades relativamente limitadas de sus sistemas auditivos y que ademas confrontan
la interferencia generada en los elevados niveles de ruido presentes en los ambientes en que
se comunican (Boistel et al. 2011). En el caso de E. calcaratus, los niveles de ruido

también pueden ser elevados en los ambientes que se reproduce y se comunica esta especie
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durante los meses de invierno. Sin embargo, este anuro en presencia de estas interferencias
adopta una estrategia de confrontar el ruido aumentando de manera importante su actividad
vocal, compensando en alguna medida la dificultad impuesta por el ambiente para la
comunicacion sonora (Penna et al. 2005a).

La limitada capacidad auditiva de E. calcaratus encontrada en el presente estudio
resulta entonces compensada mediante diferentes mecanismos conductuales que han
contribuido a la adaptabilidad de su sistema de comunicacion acustica en el tiempo

evolutivo.
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ANEXOS

Tabla 1l

Composicion temporal y espectral de los cantos naturales utilizados como estimulos para
determinar umbrales auditivos en E. calcaratus

Cantos naturales Duracion Armoénica2  Arménica 3 Amplitud relativa
(Armonica 3-2)

(ms) (H2) (H2) (dB)

Advertencia, frecuencia baja 248 1227 1841 3

Advertencia, frecuencia media 251 1271 1917 -1.5

Advertencia, frecuencia alta 242 1400 2100 8.4

Agresivo 1 249

Agresivo 2 237
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FIGURA 1

Ejemplar macho de E.calcaratus

FIGURA 2

a) Dibujo esquematico del cerebro de anuros
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b) Corte frontal del mesencefalo de anuros mostrando la ubicacion del sitio de registro de
respuestas multiunitarias y potenciales evocados en el torus semcircularis

34



FIGURA 3

Oscilogramas (a) y espectros (b) de un tono puro de 1.5 kHz y de los estimulos de cantos
naturales utilizados para obtener umbrales de las respuestas auditivas multiunitarias en
E.calcaratus.
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FIGURA 4

Determinacion de la frecuencia central (FC) y umbral minimo (UM) en un audiograma de
respuestas multiunitarias del torus semicircularis en un macho de E. calcaratus

UMBRAL (dB SPL)

100+

90—:
80—%
70;:
60—§
50%

40

304

1.0 20 3.0 4.0 50 6.0

FRECUENCIA (k Hz)

36



FIGURA 5

Audiogramas multiunitarios de 3 individuos (a) y el promedio de audiograma
multiunitarios para potenciales evocados del cerebro medio de 13 machos de E.calcaratus
(b). Circulos negros y barras en (b) representan promedios y rangos respectivamente.
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FIGURA 6

Registros de potenciales evocados en respuesta a tonos puros y cantos naturales de distinta
intensidad. Se indican los tiempos a los que fueron medidas las amplitudes de los
potenciales evocados para determinar los umbrales de respuesta. Las flechas indican los
umbrales en cada serie de registros.
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