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Resumen

Los tuco-tuco (Ctenomys sp.) son roedores subterraneos que utilizan las vocalizaciones como parte
integral de su comportamiento. En esta tesis estudiamos la forma, funcion y desarrollo ontogenético
de la vocalizacion de larga distancia y la forma y funcion de las vocalizaciones de corta distancia del

Tuco-Tuco de Anillaco.

Forma y funcidén de la vocalizacion de larga distancia

El ambiente subterraneo impone particulares dificultades en la comunicacion de los roedores
subterraneos. Las vocalizaciones de larga distancia, son importantes en la comunicacion de larga
distancia en los tuco-tuco. Caracterizamos la vocalizacién de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco.
Utilizamos grabaciones registradas a campo y describimos el contexto de comportamiento en el que se
produjo esta vocalizacién durante encuentros entre individuos de ambos sexos en laboratorio. Las
vocalizaciones de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco son de baja frecuencia, de banda ancha y
alta intensidad compuestas por la repeticion de dos tipos de silabas: series (formadas por notas y
suaves notas) y notas individuales. Todas las vocalizaciones se iniciaron con series, pero no todas
tuvieron notas individuales. Los machos fueron mas pesados que las hembras y produjeron
vocalizaciones de frecuencia significativamente menor, aunque en los machos las caracteristicas
acusticas de las series y las notas individuales fueron independientes de la masa corporal. La
pronunciada variacidon entre los individuos en cuanto a la disposicidon y el numero de silabas por
vocalizacion, sumado a la existencia de tres tipos de series (diadas, triadas y tétradas), cred una diversa
coleccién de patrones sintdcticos en las vocalizaciones y proporcionaria la oportunidad de codificar
varios tipos de informacién en esta vocalizacidén. La existencia de patrones sintacticos complejos y la
descripcién de las notas suaves representan nuevos aspectos de la comunicacién vocal de Ctenomys.
Las vocalizaciones de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco parecen ser sefiales territoriales
utilizadas principalmente por los machos. En primer lugar, la emision de vocalizaciones de larga
distancia dio lugar al distanciamiento o mantenimiento del espacio en los encuentros macho-macho y
encuentros macho-hembra. En segundo lugar, estas vocalizaciones se produjeron con mayor
frecuencia (en el campo y en el laboratorio) por los machos de la poblacién estudiada. En tercer lugar,
los machos produjeron vocalizaciones de larga distancia con mayor frecuencia durante los encuentros
macho-macho en comparacidon con los encuentros macho-hembra. Por ultimo, los machos parecen
tener mayor area de accidn y estar espacialmente mas segregados que las hembras, lo que sugiere que

los machos pueden tener mayor necesidad de producir vocalizaciones de larga distancia para anunciar



su presencia. Debido a su aparente rareza, las caracteristicas acusticas y las funciones de las
vocalizaciones de larga distancia en las hembras del Tuco-Tuco de Anillaco hembras permanecen mal

conocidas.

Desarrollo ontogenético de la vocalizacion de larga distancia

La ontogenia de las vocalizaciones de los individuos juveniles hasta alcanzar las caracteristicas de las
vocalizaciones de los adultos puede darse de manera no excluyente por aprendizaje vocal y por
maduracién del aparato vocal. El aprendizaje vocal es |la habilidad de un individuo juvenil de desarrollar
las vocalizaciones de los adultos en base a un input auditivo, mientras que la maduracién del aparato
vocal es la capacidad de un individuo juvenil de desarrollar las vocalizaciones de los adultos por un
programa motor innato. En este capitulo describimos el desarrollo ontogenético de la vocalizacién de
larga distancia en individuos juveniles del Tuco-Tuco de Anillaco aislados acusticamente de individuos
adultos durante una parte de su desarrollo. En este tiempo los individuos juveniles desarrollaron
normalmente la vocalizacion de larga distancia de los adultos, apoyando la hipétesis de un desarrollo
por maduracion del tracto vocal. La vocalizacidén de larga distancia tuvo un desarrollo mixto ya que las
dos silabas que la conforman exhibieron diferentes patrones de desarrollo: las series comenzaron con
precursores juveniles que se fueron pareciendo paulatinamente a las de los adultos, pero las notas
individuales aparecieron tardiamente de novo en la ontogenia, con valores acusticos muy similares o

indistinguibles de los de los adultos.

Vocalizaciones de corta distancia

Las sefiales acusticas de corta distancia (conjuntamente con las sefiales quimicas y tactiles) son
importantes en la comunicacién de los roedores subterraneos cuando los individuos se encuentran en
el mismo sistema de tuneles, ya que las sefiales visuales no pueden utilizarse en la oscuridad. Las
sefiales acusticas de corta distancia son producidas por los machos durante el cortejo con el fin de
estimular a las hembras para la cépula a la vez que son utilizadas por las hembras para evaluar las
condiciones del macho. A partir de encuentros disefiados en laboratorio entre individuos macho y
hembra sexualmente maduros, pudimos evaluar el comportamiento de los individuos durante los
encuentros de cortejo, asi como también caracterizar las vocalizaciones de corta distancia asociadas al
mismo. Los machos produjeron dos tipos de vocalizaciones de corta distancia: las notas pulsadas y las
notas armonicas. Las notas pulsadas fueron vocalizaciones de baja frecuencia y de banda ancha

emitidas de forma continua y también de forma discontinua. Las notas pulsadas se produjeron en



relacion a las notas armdnicas y también de forma aislada. Las notas armdnicas fueron vocalizaciones
de frecuencia alta con una variada forma espectral y se producen en entre notas pulsadas emitidas de
forma continua. Como parte de su estructura espectral, las notas armodnicas pueden tener fendmenos
no lineales tales como subarmonicos y caos deterministico. Los machos produjeron vocalizaciones de
corta distancia durante el cortejo. Las notas pulsadas se produjeron cuando el macho esta lejos o cerca
de la hembra, mientras que las notas armonicas principalmente se produjeron cuando el macho esta
cerca de la hembra y generalmente precedieron a la monta o cépula. Durante el cortejo, la mayoria de
las vocalizaciones de corta distancia fueron producidas por los machos, mientras que las hembras
produjeron algunas notas pulsadas de forma discontinua y hubo indicios de que también produjeron

notas armonicas, aunque no pudimos corroborarlo fehacientemente.



Abstract

Tuco-tucos (Ctenomys sp.) are subterranean rodents that use vocalizations as an integral part of their
behavior. In this thesis we studied the form, function and ontogenetic development of the long-range

vocalization and the form and function of the short-range vocalizations of Tuco-Tuco de Anillaco.

Form and function of long range vocalization

The underground environment poses particular communication challenges for subterranean rodents.
Some loud and low-pitched acoustic signals that can travel long distances are appropriate for long-
range underground communication and have been suggested to be territorial signals. Long-range
vocalizations are important in long-distance communication in Ctenomys. We characterized the long-
range vocalization of the Anillaco Tuco-Tuco using recordings from free-living individuals and described
the behavioral context in which this vocalization was produced during laboratory staged encounters
between individuals of both sexes. Long-range calls of Anillaco tuco-tucos are low- frequency, broad-
band, loud, and long sounds composed by the repetition of two syllable types: series (formed by notes
and soft-notes) and individual notes. All vocalizations were initiated with series, but not all had
individual notes. Males were heavier than females and gave significantly lower-pitched vocalizations,
but acoustic features were independent of body mass in males. The pronounced variation among
individuals in the arrangement and number of syllables and the existence of three types of series
(dyads, triads, and tetrads), created a diverse collection of syntactic patterns in vocalizations that
would provide the opportunity to encode multiple types of information. The existence of complex
syntactic patterns and the description of soft-notes represent new aspects of the vocal communication
of Ctenomys. Long-distance vocalizations by Anillaco Tuco-Tuco appear to be territorial signals used
mostly in male-male interactions. First, emission of long-range vocalizations resulted in de-escalation
or space-keeping in male-male and male-female encounters in laboratory experiments. Second, these
vocalizations were produced most frequently (in the field and in the lab) by males in our study
population. Third, males produced long-range vocalizations with greater frequency during male-male
encounters compared to male-female encounters. Finally, males appear to have larger home ranges
that were more spatially segregated than those of females, suggesting that males may have greater
need for long-distance signals that advertise their presence. Due to their apparent rarity, the function

and acoustic features of long-range vocalization in female tuco-tucos remain inadequately known.
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Ontogeny of long range vocalization

The ontogeny of a juvenile vocalization until reaching its adult characteristics may occur through vocal
learning as well as maturation of the vocal apparatus. Vocal learning is the ability of a juvenile to
change its vocalizations based on the previous experience of an external auditory input. Vocal changes
through maturation of the vocal apparatus would be casued by morphological changes in the vocal
apparatus that would merely express an innate motor program. In this chapter, we describe the
ontogenetic development of the long-distance vocalization of juveniles of the Anillaco Tuco-Tuco that
were acoustically isolated from adults during part of their development. These juveniles developed
normal adult long-range vocalizations, supporting the hypothesis of development by maturation of the
vocal tract. However, LRV exhibits a mixed developmental mode in which the two syllables types of the
vocalization develop differently: while series developed from juvenile precursors that whose features
gradually approach those of adults, individual notes appeared later in the ontogeny and de novo, with

acoustic features undistinguishable from those of adults

Form and function of short-range vocalizations

Short-range vocalizations play an important role, together with chemical and tactile signals, in the
communication of underground rodents when individuals are in the same tunnels system, where visual
cues can not be used. Short-range acoustic signals are produced by males during courtship in order to
encourage females to copulate; these courtship vocalizations are used by females to assess the
conditions of males. We described the behavior of sexually mature male and female individuals during
courtship in laboratory staged encounters and characterized the associated short-range vocalizations.
Males produced two types of short-distance vocalizations: pulsed notes and harmonic notes. Pulsed
notes were broadband and low frequency sounds emitted continuously or discontinuously. Pulsed
notes occurred always related to harmonic notes, and in also isolation. Harmonic notes were high
frequency vocalizations with variable spectral representations and occured in between pulsed notes.
Many harmonic notes exhibited nonlinear phenomena such as subharmonics and deterministic chaos.
Short-range vocalizations were produced by males during courtship. Pulsed notes occurred when
males were close or away from females. On the other hand, harmonic notes mainly occurred when
males were close to females and generally before mating or mounting. During courtship, most short-

range vocalizations were produced by males, while females produced some discontinued pulsed notes.
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Capitulo 1: Roedores Subterraneos

Introduccion

Los roedores subterraneos constituyen un grupo filogenéticamente heterogéneo aunados por el
ambiente en el que viven, conformado por diferentes linajes de roedores que adoptaron
independientemente un modo de vida subterrdneo. Asi, el termino roedores subterrdneos no es un
agrupamiento taxonémico formal, sino que se constituye por especies de roedores que habitan en
galerias subterraneas y realizan la mayor parte de sus actividades bajo la superficie del suelo,
presentando multiples adaptaciones que les permiten vivir en este ambiente (Lacey et al. 2000; Burda
et al. 2007).

Los roedores subterraneos se encuentran distribuidos en todos los continentes con excepcién de
Australia y la Antartida y son al menos 250 especies (38 géneros en 6 familias) (Begall et al. 2007). Las
particularidades de tener una distribucion casi global y de agrupar diferentes linajes de roedores, los
convierte en un fascinante objeto de estudio desde un punto de vista evolutivo, donde emergen
convergencias y divergencias moldeadas por el particular ambiente que habitan y por sus propia
inercia filogenética (Lacey et al. 2000). Por ejemplo, la morfologia externa de los roedores
subterraneos es una de las convergencias mas notorias y responde a las condiciones que impone el
desplazamiento por los estrechos y oscuros tuneles donde estos habitan. Asi, los roedores
subterraneos presentan caracteristicas que son importantes para reducir la constante friccion contra
las paredes de los tuneles (Hildebrand 1985) como su aspecto fusiforme con miembros y

protuberancias externas reducidos (como el pabelldn auditivo externo).

Caracteristicas del ambiente subterraneo
El ambiente subterraneo es desafiante, relativamente invariante y ejerce una fuerte presiéon de
seleccion sobre los roedores que lo habitan, desempefiando un rol central en las convergencias
evolutivas. De esta forma se espera que los roedores subterraneos compartan una variedad de
especializaciones morfoldgicas, fisioldgicas y comportamentales (Nevo 1979).

El ambiente subterraneo se caracteriza por la ausencia de luz, un microclima estable de alta
humedad, baja ventilacién de gases, baja concentracion de oxigeno y alta concentracién de dioxido de

carbono y temperaturas relativamente invariantes (Burda et al. 2007).
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La actividad excavadora relacionada a un modo de vida subterraneo aumenta la actividad
respiratoria, incrementando la concentracion de didxido de carbono y disminuyendo la concentraciéon
de oxigeno en las galerias, al tiempo que favorece la ventilacion vy el intercambio gaseoso en estas
(Buffenstein 2000). La actividad excavadora demanda un alto costo energético y el mismo varia de
acuerdo a la composicion del suelo, y al didmetro y la longitud de los tuneles (Contreras & McNab
1990).

No obstante estas demandas, el ambiente subterraneo también otorga ventajas importantes para
sus habitantes, protegiéndolos contra posibles depredadores en los momentos de mayor
vulnerabilidad, como el descanso, la estivacién y el periodo de cria, asi como también contra las

fluctuaciones ambientales estacionales presentes en la superficie (Burda et al. 2007).

Comunicacion en los roedores subterraneos

El medio subterrdneo ejerce una fuerte influencia en la biologia sensorial de los roedores
subterraneos, restringiendo la comunicacién al imponer serias dificultades a la transmision de la
mayoria de las sefiales comunicativas (Schleich et al. 2007), limitando el uso de ciertos modos de
comunicacion y enfatizando otros (Francescoli 2000). Los roedores subterraneos utilizan
primariamente cuatro modos de comunicacién: quimica, tactil, visual y acustica (Francescoli 2000). Los
modos de comunicacién quimica, tactil y visual se limitan a transmitir informacién entre individuos en
un mismo sistema de tuneles (Francescoli 2000; Zenuto & Fanjul 2002), mientras que la comunicacidn
acustica parece jugar un papel importante tanto para la comunicacién entre individuos dentro del
mismo sistema de tuneles como entre individuos en diferentes sistemas de tuneles (Francescoli 1999;

Schleich & Busch 2002; Amaya et al. 2016).

Comunicacion acustica

La comunicacidn acustica tiene un rol central en la transmision de informaciéon en los roedores
subterrdneos (Bedndarova et al. 2013; Begall & Burda 2006; Credner et al. 1997; Heffner & Heffner
1992; Francescoli 1999; Heth et al. 1987; Schleich & Busch 2002). Estos utilizan la comunicaciéon
acustica en numerosos contextos comunicacionales: identificacidon individual, inicio contacto entre
individuos, indicacion sobre estado reproductivo o de dominancia, solicitud de comida y coordinacion
de comportamientos reproductivos como el cortejo o la cépula (Francescoli 2000). De esta forma, la

comunicacion acustica en los roedores subterraneos tiene una funcion central en su organizacion
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social y a su vez constituye una importante forma de adaptacion comunicacional a las restricciones del
ambiente (Schleich et al. 2006).

Numerosos estudios indican que especies de roedores subterrdneos no relacionadas
filogenéticamente emiten vocalizaciones principalmente de bajas frecuencias (20 a 300 Hz) y medias
frecuencias (300 a 2000 Hz)(Heth et al. 1988; Credner et al. 1997; Francescoli 1999; Veitl & Burda
2000; Schleich & Busch 2002). Esto sugiere un proceso de evolucion convergente en roedores
subterrdneos distribuidos en regiones geograficas diferentes (Schleich et al. 2007). De este modo, los
roedores subterraneos constituyen un interesante modelo de coevolucién entre las propiedades

acusticas del ambiente, la capacidad auditiva y la comunicacién acustica (Bednarova et al. 2013).

Propiedades acusticas del ambiente subterraneo

Las propiedades acusticas del ambiente subterraneo tienen grandes implicancias en la transmisidn,
absorcién, reflexién y amplificacién de las vocalizaciones de los roedores subterraneos (Heth et al.
1986; Lange et al. 2006; Schleich & Antenucci 2009).

Se han investigado las propiedades acusticas en los sistemas de tuneles de los siguientes roedores
subterraneos: Nannospalax ehrenbergi (Heth et al. 1986), Fukomys mechowii, F. kafuensis (Lange et al.
2006) y Ctenomys talarum (Schleich & Antenucci 2009). En los tres trabajos se midié la capacidad de
propagacion de sefiales sintetizadas de tonos puros de distintas frecuencias en cuevas de diferentes
diametros y profundidades, y en suelos de distinta composicion. Los resultados fueron similares en los
tres casos, concluyendo que los sonidos de baja frecuencia son los menos atenuados y por ende se
propagan mas efectivamente por el ambiente subterrdneo que los sonidos de media y alta frecuencia
(Figura 1). Dado que los estudios se realizaron en sistemas de cuevas de distintas especies y en
diferentes zonas geograficas, se puede considerar que las propiedades acusticas del ambiente serian

similares para todos los roedores subterraneos (Begall et al. 2007).
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Figura 1. Nivel de Atenuacién de senales acustica de distinta frecuencia en el ambiente subterraneo.
Adaptado de Begall (2007). En el eje vertical se indica el nivel de Atenuacién (dB SPL) y en el eje
horizontal la frecuencia (kHz) de las sefiales medidas. A mayor valor de atenuacién menor capacidad
de propagacién de la sefial. La linea roja corresponde esquematicamente a la media registros tomados
en las cuevas de Nannospalax ehrenbergi (Heth et al. 1986); Fukomis mechowii y F. kafuensis (Lange

et al. 2006).

Audicion en roedores subterraneos

La audicién en los roedores subterraneos esta enfatizada hacia las bajas frecuencias y restringido hacia
las altas frecuencias (Heffner & Heffner 1992; Heffner et al. 2001; Briickmann & Burda 1997).

En la comunicacion acustica intraespecifica existe una relacién mutua entre las caracteristicas de
vocalizaciones emitidas y la capacidad auditiva de poder detectarlas. Asi, para que una vocalizacién
pueda ser percibida, las frecuencias de la misma deben estar en el rango de frecuencias audible para
la especie, y a su vez, la intensidad de esta vocalizacion tiene que estar igual o por encima del nivel de
presion sonoro minimo audible del receptor a la frecuencia especificada (Ehret & Kurt 2010).
Correlaciones entre los picos de frecuencias de las vocalizaciones y la capacidad auditiva de las
distintas especies fueron encontradas en Spalax erhenbergi (Heffner & Heffner 1992), Heterocephalus
glaber (Heffner & Heffner 1993), Criptomys sp.(Briickmann & Burda 1997) y Spalacopus cyanus (Begall
et al. 2004) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de los audiogramas comportamentales de 4 especies de
roedores subterraneos. Adaptado de Begall (2007). El darea sombreada de roja representa los
audiogramas de Geomys bursarius (Heffner & Heffner 1990), Heterocephalus glaber (Heffner & Heffner
1993) y Criptomys sp. (Brickmann & Burda 1997); la linea solida representa el audiograma
comportamental de Spalacopus cyanus (Begall et al. 2004). En el eje vertical se indica el umbral de
audicion (dB SPL) y en el eje horizontal la frecuencia (kHz) de las sefiales utilizadas. A menor valor de

Umbral (dB SPL) menos intensidad necesita un sonido de determinada frecuencia para ser percibido.

Roedores subterraneos del género Ctenomys

El género Ctenomys comprende el grupo mas especioso de roedores subterraneos con mas de 60
especies, en su mayoria solitarias, distribuidas en el sur de América del Sur (Bidau 2015). Todas estas
especies estan adaptadas a una vida hipogea y exhiben adaptaciones similares a otros roedores
fosoriales y subterraneos. Vulgarmente son conocidos como “tuco-tuco”, “ultu-tuco”, “tunduque” u
“ocultos”, entre otros nombres. La sistematica de Ctenomys es compleja ya que sus relaciones
evolutivas y los limites de las especies aun no se comprenden totalmente (Barquez et al. 2006).
Aunque los roedores subterraneos presentan caracteres morfolégicos similares debido a las presiones
selectivas impuestas por el ambiente subterraneo, distintos factores ambientales como la textura del
suelo o el tipo de vegetacidn, podrian generar diferencias adaptativas entre poblaciones o entre
especies (Nevo 1979).

Las especies de Ctenomys salen a la superficie para limpiar sus sistemas de tuneles, forrajear y

dispersarse (Vassallo et al. 1994; Tomotani et al. 2012). Probablemente estos comportamientos han

facilitado la retencion de ojos totalmente funcionales (Schleich et al. 2010). Los sentidos de la vista y
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audicién son utilizados en combinacidon para prevenir la depredacion (Borghi et al. 2002; Reig et al.
1990).

Al igual que otros roedores subterraneos, los Ctenomys construyen sistemas de tuneles
permanentes como refugio y para asegurarse el acceso a los recursos alimentarios. El costo energético
de construccion y mantenimiento de los sistemas de tuneles es considerable (Vleck 1979, 1981), y por
lo tanto éstos representan un valioso recurso que defender, y muchas especies son extremadamente
agresivas en la defensa de sus sistemas de tuneles.

La mayoria de las especies de Ctenomys son solitarias y por lo tanto necesitan encontrar, atraer y
reconocer una pareja reproductiva adecuada, asi como también delimitar sus territorios. Esto debe
lograrse sin utilizar las tipicas sefiales de comunicacion y ni los sentidos normalmente utilizados para
estos fines por las especies epigeas (Credner et al. 1997). Las interacciones intraespecificas entre
individuos de mamiferos subterraneos supuestamente solitarios podrian ser mas comunes de lo que

generalmente se supone (Lacey 2000).

Comunicacién acustica en Ctenomys

La comunicacion acustica en Ctenomys es importante tanto para la comunicacién entre individuos
dentro del mismo sistema de tuneles (vocalizaciones de corta distancia) y entre individuos en
diferentes sistemas de tuneles (vocalizaciones de larga distancia) (Francescoli 1999; Schleich & Busch
2002a, Amaya et al. 2016).

A pesar de su ubicuidad y su importancia en el comportamiento, las vocalizaciones de Ctenomys
han sido estudiadas con cierto detalle en solo dos especies: C. pearsoni (Francescoli 1999; Francescoli
2001; Francescoli 2002; Francescoli & Quirici 2010; Francescoli 2011) vy C. talarum (Schleich & Busch
2002a; Schleich & Busch 2002b). Los adultos de ambas especies producen vocalizaciones de corta
distancia relacionadas con la atraccion de posibles parejas reproductivas (Francescoli 1999; Schleich &
Busch 2002a), y y vocalizaciones de larga distancia relacionadas a la defensa del territorio (Francescoli
1999; Schleich & Busch 2002a), mientras que las crias producen vocalizaciones reclamando cuidado

parental (Francescoli 2001; Schleich & Busch 2002b).
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Objetivo general de la tesis

El objetivo principal de esta tesis doctoral es conocer distintos aspectos de la comunicacién acustica
del Tuco-Tuco de Anillaco (Ctenomys sp.), realizando un analisis de las caracteristicas estructurales de
las vocalizaciones de larga y corta distancia de machos y hembras adultos, describir el contexto
comportamental en el cual estas son producidas y describir el desarrollo ontogenetico de las

vocalizaciones de larga distancia.

Materiales y métodos generales

Taxon y sitio de estudio

La taxonomia de la poblacion de Ctenomys de Anillaco (Figura 3) sigue siendo un tema de estudio.
Numerosos individuos capturados, estudios de campo y grabaciones de las vocalizaciones demuestran
gue nuestra area de estudio estd ocupada por una sola especie de Ctenomys que informalmente
denominamos como Tuco-Tuco de Anillaco (Ctenomys sp.). A pesar de que esta especie ha sido
frecuentemente reportada como Ctenomys cf. knighti (Valentinuzzi et al. 2009 Fracchia et al. 2011); o
C. aff. knighti (Tomotani et al. 2012; Tachinardi et al. 2014), no se ha propuesto estatus taxondmico
formal para esta especie, y parece probable que el Tuco-Tuco de Anillaco (Ctenomys sp.) esté mas
estrechamente vinculado a otras especies de Ctenomys descritas en habitats secos similares en las
provincias vecinas de La Rioja (T. Sanchez com. pers. 2016). Dadas las incertidumbres sobre la
taxonomia de esta poblacion, preferimos referirnos a ella Unicamente como sp. en vez de atribuir una
posible designacion especifica o una afinidad incierta a C. knighti.

Los estudios de campo y laboratorio fueron realizados en la localidad de Anillaco (28 ° 48'50 "S, 66
® 55'54" O; 1365 msnm), provincia de La Rioja, Argentina. El clima en esta localidad es arido, con
precipitaciones promedio anuales que oscilan entre 100 y 200 mm y se encuentran limitadas casi
exclusivamente a los meses de verano (diciembre-febrero) (Abraham et al. 2009). El suelo es arenoso y
presenta escasa materia orgdnica, la vegetacién predominante es de estepa arbustiva con flora
caracteristica de Desierto Monte dominada por especies de Zygophyllaceae, Fabaceae y Cactaceae
(Abraham et al. 2009; Fracchia et al. 2011).

Los individuos utilizados para los experimentos de laboratorio fueron capturados en los al rededores
de la localidad de Anillaco, utilizando trampas tipo tubo PVC (25 cm de largo y 7,5 cm de didmetro, las

cuales se activan cuando el tuco-tuco pisa un piso falso lo que produce el cierre de la puerta de
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entrada) (Tomotani et al. 2012) y llevados al laboratorio de Cronobiologia y Comportamiento en el

Centro regional de investigaciones cientificas y transferencia tecnoldgica de La Rioja (CRILAR).

Figura 3. Individuos del Tuco-Tuco de Anillaco fotografiados en el campo.

Sistema artificial de tuneles en laboratorio

Se disefié un sistema artificial de tuneles que fue montado en el laboratorio de Cronobiologia y
Comportamiento en el CRILAR. El sistema artificial de tuneles fue realizado para estudiar las
vocalizaciones del Tuco-Tuco de Anillaco y el contexto comportamental en que estas ocurren. Este
sistema constaba de cuatro recintos de cristal transparente con tubos de PVC colocados a lo largo de
los bordes exteriores de cada recinto; los tubos de PVC estaban cortados a lo largo por la mitad para
permitir la observacién de los individuos desde fuera cuando estos se encontraban dentro de los tubos
(Figura 4). Cada recinto estaba relleno con abundante viruta de madera en el suelo y tenia una puerta
metadlica de caida que conducia a un espacio comun entre recintos. El sistema artificial de tuneles
estaba armado en una habitacion de 2,2 x 4,5 m, la misma tenia un ciclo claro-oscuro de 12:12; para la
iluminacién se utilizé un tubo fluorescente de 2 m de largo (36 W) controlado por un temporizador
mecanico (TBCin-China). Durante la fase de luz, la intensidad variaba de 100 a 150 lux a nivel del suelo
de los recintos. La fase oscura consistia en una luz tenue proporcionada por ldmparas de color rojo
incandescente (40W) conectado a un regulador de intensidad (TECLASTAR Milano, 200W). Los
individuos utilizados para los distintos experimentos fueron alimentados ad libitum con batatas,

III

zanahorias, semillas de girasol, alimento balanceado de conejo y con “alimento natural” para la
especie (Larrea sp., Opuntia sp., y Parkinsonia praecox) colectada en su ambiente.

Todos los procedimientos siguieron las normas de la Sociedad Americana de Mastozoologia para el
uso de los mamiferos silvestres en investigaciones (Sikes & Gannon 2011). Todos los experimentos
fueron autorizados por el Departamento de Ambiente de la provincia de La Rioja (permisos 028-10 y

062-08) y aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
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Nacional de La Plata, Argentina (permiso 29-2-12). Luego de finalizados cada uno de los experimentos,

los individuos fueron devueltos a su ambiente natural.
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Figura 4. Representacion esquematica del sistema de tuneles artificiales, donde se realizaron los
encuentros disefiados para estudiar el contexto de comportamental de las vocalizaciones de larga

distancia y corta distancia del Tuco-Tuco de Anillaco.



Capitulo 2: Forma y funcion de la vocalizacidon de larga distancia

Introduccion

Las sefiales acusticas pueden viajar largas distancias dependiendo del rango de frecuencia y de la
intensidad, y constituyen un modo principal de comunicacion de larga distancia en muchas especies
gue viven bajo tierra (Heth et al. 1986; Lange et al. 2007). Las vocalizaciones de larga distancia
transmiten informacién desde el emisor al receptor separados por una distancia considerable. De este
modo, estas senales permiten que desde lejos el receptor pueda advertir la presencia del emisor por
las vocalizaciones que este genera (Littlejohn 2001). Esta idea contempla dos aspectos importantes de
la senal: por un lado su eficiente transmision a través del ambiente, y por otro su efectiva interaccién
con el receptor (Ryan & Kime 2003).

El mantenimiento y la defensa del territorio frecuentemente se encuentran asociadas con la
emision de sefales acusticas de larga distancia (Bradbury & Vehrencamp 2011).

Las sefiales acusticas de larga distancia tienen estructuras espectrales y temporales que les
permiten transmitirse a través de una distancia funcional entre el emisor y el receptor. Las sefiales
acusticas de baja frecuencia experimentan durante la transmisién una menor degradacién en
comparacion con las sefales acusticas de alta frecuencia (Morton 1977; Marten & Marler 1977; Waser
& Brown 1986). Las sefales acusticas utilizadas en la comunicacién de larga distancia, suelen codificar
informacidén distintiva a nivel de especie, ya que el emisor de la sefal y el receptor de la misma no
pueden utilizar otros modos de comunicacion al momento de la emision-recepcién de la seial para
transmitir informacion sobre la identidad de la especie (Marler 1967).

Las vocalizaciones de larga distancia en Ctenomys ("tipo-S" de Francescoli 1999; y "tuc tuc" de
Schleich & Busch 2002a) son de alta intensidad, compuestas por multiples notas de baja frecuencia.
Aparentemente, en las vocalizaciones de larga distancia de Ctenomys las frecuencias que llevan la
mayor cantidad de energia estan altamente conservadas, lo que sugiere que gran parte de informacién
relevante se codificaria en el patron ritmico (Francescoli 2000, 2011). Aunque se cree que las
vocalizaciones de larga distancia son utilizadas para indicar la presencia del emisor en el territorio
contribuyendo a la defensa del mismo, la funcidon exacta de esta sefial nunca se ha examinado en

detalle.
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Objetivos especificos
1. Proporcionar la primera caracterizacién acustica cuantitativa de la vocalizacion de larga
distancia del Tuco-Tuco de Anillaco, utilizando grabaciones realizadas a campo de individuos
macho y hembra de diferentes pesos de una poblacidn en la provincia de La Rioja, Argentina.
2. Describir el contexto de comportamiento en el que se produce esta vocalizacidon durante
experimentos de laboratorio disefiados para evaluar su funcion comunicativa.
Ademas de contribuir al conocimiento de la naturaleza de la comunicacion acustica en Ctenomys,
estos analisis permiten contrastar la hipdtesis de que las sefales acusticas de larga distancia en

especies solitarias de tuco-tuco tengan una funcion en la defensa del territorio.

Materiales y métodos

Grabacion de las vocalizaciones a campo

Las vocalizaciones de larga distancia fueron grabadas desde fuera los sistemas de tuneles en donde los
individuos vocalizaban. Se utilizé un micréfono direccional (Sennheiser ME-67) montado sobre una
pantalla anti viento (Rycote WS4) conectado a una grabadora digital (Marantz Professional PMD-
661/MKII). Se registraron las vocalizaciones con una frecuencia de muestreo de 44,1 kHz y 24 bits de
profundidad. El ajuste de ganancia de la grabadora fue siempre el mismo y constante para todas las
grabaciones. Durante las sesiones de grabacion, el investigador se posiciono entre un grupo de los
sistemas de tuneles esperando a que los individuos del Tuco-Tuco de Anillaco vocalizaran. Cuando una
vocalizacion era percibida, se caminaba lentamente y en silencio hacia la fuente de sonido. Debido que
las vocalizaciones de larga distancia son impredecibles y ocurren bajo tierra, no se pudo registrar
ninguna vocalizacion completa (es decir, que siempre se perdieron algunas de las primeras series de
vocalizaciones). Sin embargo, se anoté el niumero de series que no fueron grabadas con el fin de
caracterizar la composicion temporal de cada vocalizacidn (Figura 8), pero la duracion total real de las
vocalizaciones no pudo ser obtenida.

Para proporcionar informacién sobre el sexo y la madurez sexual de los animales cuyas
vocalizaciones fueron registradas, se capturaron 17 de los individuos cuyas vocalizaciones fueron
registradas (14 machos adultos y 3 hembras adultas) utilizando trampas tubo (ver pdgina 19) colocadas
en la entrada del sistema de tuneles mas cercano al lugar donde cada individuo habia sido grabado.

Los individuos capturados fueron transportados al laboratorio de Cronobiologia y Comportamiento en
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el CRILAR, donde se los pesod, sexd y también fueron marcados con microchips (transpondedor Allflex,
Francia) insertados debajo de la piel en |la parte dorsal detrds de la cabeza. Para tener certeza de que el
tuco-tuco capturado era precisamente el que fue grabado, se procedié de la siguiente manera: la
entrada al sistema de tuneles donde fue capturado el individuo se dejaba abierta, y cada individuo
capturado era mantenido en laboratorio por 24 horas. Al dia siguiente de la captura, cuando el
individuo era devuelto a su habitat, si la entrada al sistema de tuneles todavia estaba abierta, estaba
seguro de que el individuo capturado fue el mismo que fue grabado. Si la entrada al sistema de tuneles
estaba cerrada, habia por lo menos un segundo individuo en ese sistema de tuneles, y no habia certeza
en cuanto a la correspondencia entre el individuo capturado y el individuo grabado; en ese caso, se
descartaron las vocalizaciones grabadas en ese sistema de tuneles. En total, se capturaron y grabaron
20 individuos, pero tres grabaciones fueron descartadas por no poder ser identificado
fehacientemente el individuo que las produjo: en primer lugar, un macho y luego dos hembras, fueron
capturados en el mismo sistema de tuneles; en segundo lugar, una hembra y luego un macho fueron
capturados en el mismo sistema de tlneles, y en tercer lugar, se capturé un macho, pero no fue

posible capturar el otro individuo ocupante del mismo sistema de tuneles.

Caracterizacion acustica de las vocalizaciones de larga distancia
Todas las mediciones acusticas se hicieron con el programa Raven Pro 1.4

(http://www.birds.cornell.edu/raven) utilizando los siguientes parametros de espectrograma:

Window-Type: Hann; Size: 512 samples (=10.7 ms); 3dB FilterBandwith: 135 Hz; Time grid Overlap: 50
%; Hop size: 256 samples (=5.33 ms);

Frequency grid—DFT size: 4096 samples; Grid spacing: 11.7 Hz. Todas las grabaciones fueron filtradas
en Raven Pro 1.4 utilizando un bandpass filter entre 80-5000Hz para eliminar las fuentes de
perturbacion y distorsion en las mediciones acusticas.

Se delimitaron manualmente a lo largo del eje de tiempo los bordes de seleccidn en el oscilograma
en los puntos donde este alcanzaba los valores minimos de energia y a su vez, donde cambiaba el
patrén repetitivo general; esto permitio delimitar tres tipos minimos de sonido en la vocalizacién (nota
de la serie, nota suave y nota individual; (Figura 4). Utilizando estas selecciones se midid: la duracién
90% (ver Apéndice 1) de cuatro segmentos delimitados en el tiempo (notas de la serie, notas suaves,
series, y notas individuales); la duracién de los silencios entre la duracién 90% de las serie y entre

notas individuales; el pico de frecuencia, el ancho de banda intercuartil, y el ancho de banda 90% (ver
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Apéndice 1) de las notas de la serie, notas suaves y notas individuales (Figura 5). Las mediciones
temporales fueron realizadas a lo largo del total de la grabacidon, mientras que las mediciones
espectrales fueron obtenidas a partir de 10 notas de la serie y 10 notas suaves de las series de triadas y
10 notas individuales por individuo (Figura 5). Se eligieron las series de triadas para analizar
cuantitativamente las notas de la serie y las notas suaves, ya que las triadas son el tipo de serie mas
comun y caracteristica de esta especie. Se obtuvieron mediciones acusticas de una vocalizacién por
cada individuo registrado a campo.

Para que las mediciones acusticas de diferentes sonidos sean comparables, es apropiado elegir un
determinado umbral de estandarizacién. Los valores de energia por debajo del umbral de
estandarizacion elegido se descartan, y todo lo que esta por encima de este se convierte en la sefial de
interés. Esto idealmente da como resultado la inclusién de la misma cantidad de energia relativa por
debajo del pico de frecuencia (para mediciones de frecuencia) o por debajo del pico de amplitud de la
envolvente del oscilograma (para mediciones de tiempo), independientemente de las diferencias de
amplitud en las grabaciones de sonidos idénticos que hayan sido grabados a diferentes distancias. Sin
embargo, dado que muchas de las grabaciones tenian una baja proporcion sefial-ruido, se hicieron
comparables las mediciones utilizando valores de pico de frecuencia y medidas de tendencia central en
tiempo y frecuencia para cada seleccidon, a expensas de perder su contenido de informacion. Los
valores de pico de frecuencia no estan influenciados por la seleccion de un umbral de la
estandarizacion, ya que por por definicién, son los picos de frecuencia los que se utilizan para
establecer un umbral. Las mediciones de tendencia central son robustas a las diferencias en amplitud
relativa entre los sonidos que se comparan y se basan en umbrales internos de energia acumulada. Los
resultados obtenidos seran especialmente robustos si la energia se concentra en una banda
relativamente estrecha en donde las frecuencias son atenuadas de manera similar por el medio a
través del cual viajan los sonidos antes de grabarse. Mediante el uso de valores de pico de frecuencia y
las medidas de tendencia central se elude el problema de hacer las mediciones comparables en
grabaciones con mala relacién sefal-ruido. Si bien esto implica pérdida de la capacidad de obtener
algunas medidas comparables (por ejemplo, frecuencia minima y mdxima), permite caracterizar

adecuadamente la sefial de interés.
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Figura 5. Oscilograma (arriba) y espectrograma (abajo) donde se indica la delimitacion manual sobre el
eje temporal, de las silabas y los silencios, utilizada para el analisis de la vocalizacidén de larga-distancia
del Tuco-Tuco de Anillaco: Nota de la serie (a-b, c-d, e-f, g-h, i-j, k-1); nota suave (b-c, d-e, h-i, j-k); serie
(a-f, g-1); silencio entre series (f-g); notas individuales (m-n, o-p, g-r, s-t); silencio entre notas

individuales (n-o, p-q, r-s).

Correlacion entre valores de pico de frecuencia de vocalizaciones de larga distancia y la masa
corporal

Para determinar si el pico de frecuencia de la vocalizacién de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco
estd influenciado por la masa corporal de los individuos, se realizaron pruebas de correlaciéon de
Pearson para evaluar la relacién entre la media del pico de frecuencia de las notas en triadas y las
notas individuales con el peso de los individuos machos (N =14). Las hembras no fueron incluidas en
este analisis, ya que podrian sesgar positivamente esta correlacion debido a su peso significativamente

mas bajo y a los valores medios de pico de frecuencia mayores que los de los machos. Debido al
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pequefio tamafo de muestra de las vocalizaciones de las hembras (N = 3), no fue posible llevar a cabo
estos analisis por separado en las mismas.

Se realiz6 un ANOVA para evaluar la diferencia entre el peso de los individuos macho y hembra.

Contexto de la vocalizacion de larga distancia en estudios de laboratorio

Para conocer el contexto comportamental asociado a la produccidon de la vocalizacion de larga
distancia del Tuco-Tuco de Anillaco, se disefiaron encuentros experimentales en laboratorio entre
individuos de ambos sexos. Todos los encuentros se llevaron a cabo durante junio-septiembre de 2014,
2015 y 2016, coincidiendo con la época reproductiva para esta especie (Valentinuzzi, comunicacién
personal). Cinco machos adultos y siete hembras adultas del Tuco-Tuco de Anillaco fueron capturados
(ver pagina 8) y colocados en el sistema de tuneles artificiales (ver pag 19, Figura 4). Los individuos
utilizados para este experimento fueron diferentes a los grabados y capturados para el andlisis general
de la vocalizacion de larga distancia a campo. Las vocalizaciones de larga distancia fueron registradas
con una grabadora digital Zoom h4n (frecuencia de muestreo de 44,1 kHz y 24 bits de profundidad) vy el
comportamiento de los individuos fue registrado simultdaneamente con una camara de video digital
(Nikon D5100). A partir de estos registros de audio y video de las interacciones comportamentales, se
pudo caracterizar los contextos en donde se produjeron las vocalizaciones de larga distancia.

Las observaciones y grabaciones comenzaron al menos una semana después de que los individuos
hubieran sido colocados en el sistema artificial de tuneles, lo que permitid la aclimatacién y el
establecimiento del territorio en el sistema artificial de tuneles. Para observar el comportamiento y
registrar los sonidos asociados se disefiaron encuentros de 20-40 minutos entre individuos,
permitiendo el contacto entre los individuos de acuerdo a las necesidades experimentales abriendo y
cerrando las puertas metalicas de cada recinto.

Los individuos experimentales en 2014 fueron dos machos; macho A (267 g) y macho B (168 g) y
dos hembras; hembra C (140 g) y hembra D(160 g), en 2015 los mismos dos machos; macho A (274 g) y
macho B (220), y dos hembras; hembra C (160 g) y hembra E (110 g), y en 2016 tres machos; macho F
(144 g), macho G (177 g) y macho H (170 g) y cuatro hembras; hembra | (165 g), hembra J (137)
hembra K (133 g) y hembra L (125 g). En total realizamos 97 encuentros distribuidos en tres tipos de
encuentro: 1) macho-macho, 2) hembra-hembra y 3) macho-hembra (Tabla 1).

Se caracteriz6 el comportamiento de los individuos durante los encuentros analizando las grabaciones
de video. Se analizd6 el comportamiento en: 19 encuentros macho-macho con vocalizaciones (15

encuentros con vocalizaciones de larga distancia; y 4 con las vocalizaciones de corta distancia); 5
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encuentros macho hembra (todos con vocalizaciones de larga distancia y corta distancia); y 1
encuentro hembra-hembra (con vocalizacién de larga distancia).

Se analizaron 10 minutos por encuentro que fueron seleccionados en base a la intensidad de las
interacciones y a la presencia de las vocalizaciones de larga distancia. Para cada encuentro,
determinamos un punto de muestra instantanea cada 15 segundos (40 puntos de muestreo por
encuentro) en el que se categorizo el comportamiento instantaneo de los individuos en tres categorias.

En orden decreciente de nivel de agresion, determinamos un comportamiento (Agresion) y dos
categorias de espacialidad (Contacto e Independencia).

1. Agresion: individuos peleando (individuos mordiéndose entre si); o individuos a una distancia
inferior a la longitud del cuerpo con comportamiento agresivo (individuos cerca con las bocas abiertas
exponiendo los dientes incisivos).

2. Contacto: individuos en contacto o a una distancia inferior a la longitud del cuerpo sin
comportamiento agresivo (individuos se acercaron para olfatear, montar o entrar en contacto fisico).
3. Independencia: individuos a una distancia mayor que la longitud del cuerpo (individuos
alimentandose, auto-acicalando, descansando, cavando o se mantuvieron alejados luego de una

interaccioén agresiva).

Se calcularon y compararon los porcentajes de muestras instantaneas en que se produjo cada
comportamiento por encuentro y compare estas proporciones entre los tres tipos de encuentros

(macho-macho; hembra-hembra; macho-hembra).
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Tabla 1. Tipos de encuentros entre individuos del Tuco-Tuco de Anillaco durante los experimentos en
laboratorio: encuentros macho-macho; macho-hembra; y hembra-hembra. Las letras mayusculas
indican los individuos usados para cada tipo de encuentro y los nimeros entre paréntesis indican la

cantidad de encuentro realizados entre los mismos individuos.

Tipo de encuentro

Macho- Macho-hembra Hembra-hembra
Macho
A-B (5) A—C (7) C-D (3)
0 2 F—H (6) A-D (5) C—E (2)
s 2 F—G (5) A—E (6) D—E (2)
§ g G-H (3) B—C (6) ) (3)
o g B-D (5) I-K (2)
g o B-E (3) L (2)
s 0 F-J (3) K—J (3)
@ % F—1 (3) K-L (2)
3 £ F-K(2) L-J (2)
= G-J (3)
£ § G-1(3)
G—K (2)
H-J (2)
H-1 (3)
H-K (1)

Resultados

Descripcion de la vocalizacion de larga distancia

La vocalizacion de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco fue de alta intensidad, banda ancha y baja
frecuencia. La vocalizacién se compuso de dos tipos de silabas: las series y las notas individuales
(Figuras 5y 6; Tabla 2). Los dos tipos de silabas se repitieron un variable nimero de veces en cada
vocalizacion estableciendo muchos patrones de vocalizacidn diferentes (Figura 7 y 8). El Unico patrén
sintactico general identificado fue que las series siempre precedieron a las notas individuales (Figura 7
y 8). Todas las vocalizaciones (n = 14 machos y 3 hembras) estuvieron compuestas por series y notas
individuales, excepto tres vocalizaciones de machos que estuvieron compuestas solo por series (Figura

8). Para ambos sexos, los silencios entre las series fueron considerablemente mas largo que los
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silencios entre las notas individuales (machos: 1,150 + 468 ms, n = 598 frente a 180 + 45 ms, n = 970;
hembras: 1,075 + 222 ms, n =59 frente a 214 + 28 ms, n = 221).

Las series estuvieron compuestas por dos sonidos, las notas y las notas suaves.
Comparativamente, las notas fueron de mayor amplitud y menor frecuencia que las notas suaves
(Figura 6). Las notas suaves siempre fueron producidas en el medio de dos notas. Dependiendo del
nimero de notas y notas suaves que integraron una serie, se identificaron tres tipos de serie: a)
diadas, compuestas por dos notas y una nota suave, b) triadas compuestas por tres notas y dos notas
suaves, y c) tétradas, compuestas por cuatro notas y tres notas suaves (Figura 6).

Las triadas fueron el tipo de series mds comun para ambos sexos (machos: 80,4% n = 517;
hembras: 88,8% n = 56), seguido de las diadas (machos: 14,9% n = 96; hembras: 11,1% n = 7),
mientras que las tétradas fueron producidas solamente por machos (4,2%, n = 30). En contraste con las

series, las notas individuales solo estuvieron compuestas por notas (es decir, no se registraron notas

suaves).
A. - N2 N3 Triadas N3 B. Diadas
T 1 - | Yﬂ*“*“ 'f %= (w
Iw jw m. i ‘h\ Hf‘\ ”ﬂu‘ 1|’\f M([
2
3
P el i bk | kuk bk
C. Tétradas Notas individuales
'[T'U“Sa : Sbe‘ s N1Sa ” Sb N”?’ ""“4 - - -
H‘, T _— nqﬂ il ¢‘W (R Y N . N . -
|”M P |l i 5||‘H \||| I\(/ l W (UJH e 44"‘ 4‘”* ﬂ\" TI»h */Q% "«W W%“‘ M‘ 'N}“ q‘.l&“ ’Lﬁ ‘6@*
2
g
0 0.3 0.9 Tiempo (s) ‘ i k k i L OLQ Tiempo s)

Figura 6. Oscilograma (arriba) y espectrograma (abajo) de los tipos de silabas (tres tipos de series y
notas individuales) de las vocalizaciones de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco. A. Series de
triadas (Audio 1, Apéndice 3). B. Series de diadas (Audio 2, Apéndice 3) (Audio 2). C. Series de tétradas
(Audio 3, Apéndice 3). D. Notas individuales (Audio 4, Apéndice 3) (N-nota de la serie; S-nota suave de

la serie).
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Figura 7. Espectrogramas de dos grabaciones completas de la vocalizacién de larga distancia del Tuco-

Tuco de Anillaco. Se muestra la variacidn en la estructura temporal de la vocalizacién. A. vocalizacién

de larga distancia del individuo 9 (Figura 8) (Audio 5, Apéndice 3). B. vocalizacién de larga distancia del

individuo 12 (Figura 8) (Audio 6, Apéndice 3).
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Figura 8. Representaciéon esquemadtica del nimero de series y las notas individuales de las
vocalizaciones de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco registradas a campo. Cada esquema esta
precedido por el numero de individuo, el peso del mismo en el momento de la grabacién (entre
corchetes) y la cantidad de series sin grabar (rectangulo punteado). Cada esquema corresponde a una
sola grabacion. Rectangulos grises representan (x) nimero de serie (es decir, diada, triada o tétrada) y

los rectangulos blancos representan un el nimero (x) de notas individuales.
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Tabla 2. Mediciones acusticas de las notas y notas suaves de la

larga distancia en ambos sexos del Tuco-Tuco de Anillaco.

serie de triadas y de la notas individuales de la vocalizacion de

Parametro

Picode
frecuencia. (Hz)

Ancho de banda
RIQ (Hz)

Ancho de banda
90% (Hz)

1° cuartil de fr.
(Hz)

3’ cuartil de fr.
(Hz)

Frecuencia
5% (Hz)

Duracion 90%
(ms)

Series (Triada)

Notas individuales

Nota 1

Macho

185,2+25,7
(128,9-246,1)
90,7+16,8

(70,3-164,1)

263,8465,5
(187,5-398,4)

148,4+25,0
(93,8-199,2)

239,2+31,6
(175,8-316,4)

92,2422,8
(46,9-140,6)

3345
(26-46)

140

Hembra

271,8+10,8
(246,1-293)
109,3+20,7

(93,7-175,8)

389,8+39,6
(316,4-445,3)

208,2+25,1
(140,6-246,1)

317,5£28,0
(293-410,2)

157,08,5
(140,6-175,8)

3645
(27-48)

30

Nota suave a

Macho

221,9+64,1
(105,5-480,5)
149,0+40,0

(82,1-257,8)

381,4+41,7
(234,4-457)

165,7+42,2
(70,3-246,1)

314,8454,3
(175,8-468,8)

88,9+28,7
(35,2-164,1)

61+19
(32-128)

140

Hembra

204,6+42,6
(128,9-293)
152,7+33,0

(128,9-175,8)

412,1+22,3
(351,6-457)

145,0+16,9
(117,2-187,5)

303,0£25,5
(246,1-339,8)

69,2+13,1
(46,9-93,8)

7415
(53-112)

30

Nota 2

Macho

181,4+22,9
(128,9-234,4)
93,1+20,02

(70,3-164,1)

254,0456,7
(187,5-398,4)

138,1+21,3
(93,8-175,8)

231,2430,6
(164,1-316,4)

83,5+18,8
(46,9-117,2)

3245
(21-58)

140

Hembra

254,7+12,3
(222,7-281,2)
114,0+42,5

(82-257,8)

346,0+57,8
(222,7-445,3)

195,4+15,3
(140,6-222,7)

296,4+24,4
(257,8-363,3)

138,6+7,5
(128,9-152,3)

366
(26-53)

30

Nota suave b

Macho

227,6457,6
(117,2-363,3)
142,5+32,9

(93,7-222,6)

369,6+41,5
(257,8-527,3)

165,2+42,7
(58,6-246,1)

307,7+44,2
(199,2-410,2)

90,8+33,1
(35,2-164,1)

61118
(37-118)

140

Hembra

212433,5
(164,1-293)
160,4+28,9

(128,9-218,3)

411,4+45,9
(339,8-503,9)

151,9+22,9
(117,2-222,7)

309,9+43,4
(246,1-492,2)

62,5+19,6
(23,4-93,8)

6612
(48-96)

30

Nota 3

Macho

168,9+23,6
(128,9-257,8)
94,1+19,9

(46,9-152,4)

256,1+56,7
(140,6-421,9)

125,9+18,2
(82-164,1)

220,1#31,5
(128,9-304,7)

70,3+16,2
(35,2-105,5)

3345
(21-48)

140

Hembra Macho Hembra

223+15,8 168+20,16 257,4+12,5
(187,5-246,1) (128,9-222,7) (234,4-281,2)
100,7+27,2 95,7+24,1 101,5+15,5

(82-222,7) (70,3-175,8) (82-140,6)
318,3+46,1 264,6160,6 346,8+79,8
(199,2-375) (187,5-433,6) (210,9-445,3)
174,5+14,3 131,0+18,9 201,5%9,9
(140,6-187,5)  (93,8-164,1) (187,5-222,7)
263,6+27,9 226,8+35,7 303,1+24,1
(152,3-304,7)  (175,8-328,1) (269,5-363,3)
116,0+16,9 71,7+16,4 121,6%39,3
(58,6-140,6)  (35,2-105,5) (23,4,-152,3)
3347 3345 38+4
(21-53) (21-48) (32-48)
30 110 30
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Pico de frecuencia en relacion al peso de los individuos

Los machos fueron notablemente mds pesados que las hembras (241 + 22,2 g vs. 143,3 + 9,6 g;
p<0,001). Los picos de frecuencia de las notas de las triadas y las notas individuales de los machos
tuvieron valores significativamente menores que las hembras (Tabla 2); no hubo superposicién de
media + desviacion estandar en el pico de frecuencia en machos y hembras. Sin embargo, los valores
medios del pico de frecuencia de las notas suaves se superponen en ambos sexos (Tabla 2).

No se encontrd correlacién entre el peso corporal de los machos y los valores medios del pico de
frecuencia de las notas de las triadas, asi como tampoco con los valores medios de las notas
individuales (pruebas de correlacién de Pearson: p= 0,75 r= 0,08 para la nota 1; p = 0,88 r= -0,05 para

la nota2; p=0,12 r=-0,43 para la nota 3; y p = 0,95 r=-0,02 para las notas individuales).

Contexto comportamental en cautiverio

Las vocalizaciones de larga distancia se registraron 43 veces en 21 de los 97 encuentros designados
entre los individuos en cautiverio. Todas las vocalizaciones fueron emitidas por los machos, a
excepcion de una sola vocalizacion que fue emitida por una hembra (Figura 9 y 10). La probabilidad de
gue un encuentro designado resultara en una vocalizacién de larga distancia (PV) difirid en funcién del
tipo de encuentro (Figura 9 y 10). La gran mayoria de los encuentros macho-macho (68,2% de 22)
resultaron en la produccién de vocalizaciones de larga distancia que se produjeron 36 veces; por el
contrario, sélo el 9,2% de 54 encuentros macho-hembra resulté en 6 vocalizaciones de larga distancia y
solo 4,7% de 21 encuentros hembra-hembra resultd en una vocalizacién de larga distancia (Figura 9y
10). El numero de vocalizaciones por encuentro designado (VED) y por el encuentro vocal (VEV) fueron
mayores en los encuentros macho-macho, que los macho-hembra y hembra-hembra (Figura 9).

El comportamiento de los individuos durante los encuentros con vocalizaciones de larga distancia
dependié del tipo de encuentro (Figura 9). Los machos tendieron a mantenerse alejados de otros
machos o, con menor frecuencia, a atacar: los encuentros macho-macho exhibieron significativamente
mas agresividad e independencia, y mucho menos comportamiento de contacto que otros tipos de
encuentros (Figura 9 y 10). Los machos y las hembras tendieron a permanecer juntos sin conflicto:
encuentros macho-hembra dieron como resultado significativamente mas tiempo en contacto que en

comportamientos de independencia, y exhibieron una cantidad minima de agresién (Figura 9 y 10). El
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encuentro hembra-hembra mostré un patrén similar al de los encuentros entre machos y hembras
(Figura 9y 10).

Las vocalizaciones de larga distancia dieron como resultado una atenuacién el 60,5% de las veces,
37% en un comportamiento neutro y 2,5% en escalada (Tabla 3). El comportamiento mas frecuente
exhibido después de una vocalizacion de larga distancia fue la independencia, que se produjo en el
88,4% (38/43) de los encuentros vocales, con predominio de agresion—independencia (n=22) e
independencia-independencia (n=15) (Tabla 3). Los encuentros vocales macho-macho fueron
dominados por las transiciones atenuacién (55%) y neutras (41,5%), mientras que los encuentros
vocales macho-hembra fueron dominados por las transiciones atenuacién (83%) (Tabla 3).

Los encuentros vocales macho-hembra se caracterizaron por la produccién de una vocalizacion
suave emitida por los machos. Esta vocalizacion de "cortejo" siempre precedid a la produccion de la
vocalizacion de larga distancia producida por los machos, y parecia estar restringida a comunicaciones
de corta distancia entre los individuos. Curiosamente, en los primeros encuentros macho-macho (A-B,
F-G, G-H y F-H), estos intentaron cortejarse entre si, produciendo breves vocalizaciones de “cortejo”
(Figura 10). Sin embargo, este comportamiento se prolongé durante unos momentos y luego fue
seguido por las interacciones agresivas. Luego, no se produjeron vocalizaciones de “cortejo” durante
los encuentros posteriores. El hecho de que los machos cortejaran brevemente a otros machos (como
si estos Ultimos eran hembras) durante sus primeros encuentros, sugiere que la determinacién del
sexo entre los individuos requiere de una aproximacidén cercana. Los primeros encuentros macho-
macho parecian dar lugar al reconocimiento del sexo, lo que indica que los encuentros posteriores
fueron verdaderamente representativos de las interacciones entre machos. Por lo tanto, lo que podria
parecer a primera vista un caso de pseudoreplicacion, se convierte en una importante herramienta
gue muestra la necesidad de un contacto previo entre los individuos para determinar su
comportamiento sexo-especifico.

En sintesis, los machos produjeron vocalizaciones de larga distancia proporcionalmente en mas
encuentros y un mayor numero de veces por encuentro cuando se enfrentaron a otro macho que
cuando se enfrentaron a una hembra, mientras que las hembras nunca produjeron vocalizaciones de
larga distancia en los encuentros entre macho-hembra y solo una sola vez en encuentros hembra-
hembra. Mientras que los encuentros entre machos fueron tipicamente mas agresivos, los encuentros

entre macho-hembra parecieron resultar en un comportamiento de cortejo.
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Figura 9. Comportamiento de los individuos del Tuco-Tuco de Anillaco durante los encuentros macho-
macho, macho-hembra y hembra-hembra disefiados en laboratorio. Graficos de torta mostrando la
proporcidn de encuentros con vocalizacion de larga distancia y la probabilidad de vocalizaciones por
encuentro, y graficos de barras indicando el nimero de VED y el nimero de VEV. B. Mediatdesvio
estandar del porcentaje de ocurrencia de cada comportamiento (Agresion, Contacto e Independencia)

por tipo de encuentro.
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Encuentros con vocalizacion de larga-distancia

0 1 2 3 4 5
A-B
Alvl AV AlvD slvl
100 - BIVIJ] BIZIVIZI] B DVEI] ADVD]
ADVD, vl B vO
% B v A‘IVD] 1
H B OvI I H
Vv
0 I (] I AI D I
F-H
100 FIvD £|0vO v F RV dIVD
v F|AVD dvO
M H vl 0vl M
w _ @ H VD
Mach H
- ° olm m[l I I I (=] I
Macho F-G
100 OvO FEVE vl v
© Flova Fov oM
' 1 H
-] | |
( H 1 1
G-H
100 HEVD H “H
@
) | H H
0 H || -
A-C AD B-D F-l H-I
100
Macho A VD A vl B OV F:\\//H H vl
Hembra & () 1 w Y R H Y
K-L i ndivi
100 K I VD I Agresién c:ug vo(!;;izb x \
Hembra — D Contacto - muestra instantanea antes de la vocalizacion
- % . vocalizacion
Hembra D Independencia muestra instantanea despues de la a vocalizacion
0 @ Vocalizacion de cortejo

Figura 10. Comportamiento de los individuos del Tuco-Tuco de Anillaco durante los encuentros
disefiados en laboratorio con vocalizaciones. Los encuentros con la vocalizacién de larga distancia
(fondo blanco) y el primer encuentro macho-macho con la vocalizaciéon de cortejo (fondo gris). Las
barras indican el porcentaje de ocurrencia de cada comportamiento (Agresividad, Contacto e

Independencia) por encuentro.
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Tabla 3. Numero de transiciones entre los tres comportamientos (Agresidn, Contacto e Independencia)
durante los encuentros disefiados macho-macho, macho-hembra y hembra-hembra del Tuco-Tuco de

Anillaco.

Comportamiento antes y después de una vocalizacién de larga distancia

Tipo de encuentro | Atenuacidon Escalada Neutro
A-C A-l C-l C-A I-A I-C A-A C-C -
Macho-Macho 1 18 1 0 0 1 1 0 14
Macho-Hembra 2 3 0 0 0 0 0 0 1
Hembra-Hembra 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Discusion

Generalidades

En este capitulo se muestra que las vocalizaciones de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco son
sonidos largos, de baja frecuencia, de banda ancha y alta intensidad, compuestas por la repeticién de
dos tipos de silabas: las series (formadas por dos a cuatro notas y una a tres notas suaves) y las notas
individuales. Todas las vocalizaciones se iniciaron con las series, pero no todas tuvieron notas
individuales, y la disposicidon y el nUmero de silabas fueron muy variables, sin presentar ningun patron
consistente. A su vez, estas vocalizaciones presentaron dimorfismo sexual y en su mayoria fueron
producidas por machos y rara vez por las hembras en condiciones naturales. Las caracteristicas
acusticas fueron independientes de la masa corporal en los machos, mientras no fue posible realizar
esta evaluacion en hembras debido al reducido tamaio de la muestra. Los resultados de los
encuentros designados entre individuos en cautiverio sugieren que las vocalizaciones de larga distancia
se producen principalmente entre los machos y se asocian principalmente con contextos agonisticos;
sin embargo, se necesitan estudios futuros utilizando un mayor numero de individuos para determinar

la generalidad de este patron.

Comparacion con otras especies de Ctenomys
Dos patrones de vocalizaciones de larga distancia han sido reconocidos en Ctenomys: Tipo | y Tipo |l

(Francescoli & Quirici 2010). En el Tipo |, las vocalizaciones exhiben dos segmentos sucesivos (Parte 1y
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Parte 2), cada uno formado por los elementos que se repiten un variable nimero de veces,
conformando un Unico patrén predecible, mientras que las vocalizaciones de Tipo Il, tienden a estar
conformadas por un menor nimero de elementos y se producen en un lapso mas corto. Las
descripciones de las vocalizaciones de larga distancia de C. talarum concuerda con la definicion de Tipo
| (Schleich & Busch 2002a), mientras que las de C. pearsoni concuerdan con la definicion de Tipo Il
(Francescoli & Quirici, 2010). A grandes rasgos, la estructura general de la vocalizacion de larga
distancia del Tuco-Tuco de Anillaco se asemeja al patrén Tipo I. Sin embargo, los patrones sintacticos
impredecibles y variables que se encuentran en los machos (Figura 7) no se acomodan de manera
sencilla a las dos partes que conforman el patron Tipo 1. La aparicion de patrones sintacticos afiade
una nueva dimensidén a la caracterizacion estructural de los patrones vocales en Ctenomys que nunca
se ha explorado en ninguna especie del género.

Los tres tipos de series (diadas, triadas y tétradas) que se encuentran en el Tuco-Tuco de Anillaco
son estructuras complejas compuestas por notas y notas suaves. Estas ultimas no han sido reportadas
con anterioridad en la literatura, y su descripcidon representa otro aspecto nuevo de la comunicacion
vocal en Ctenomys. Sin embargo, las notas suaves parecen estar presentes en otras especies del
género. Por ejemplo, la nota de C. talarum (sensu Schleich y Busch 2002a) consiste en un sonido que
se asemeja a las notas de la serie que es seguido por un sonido mas suave que puede ser homologable
con la nota suave identificada en el Tuco-Tuco de Anillaco, mientras que las tipicas diadas de C.
mendocinus incluyen una nota suave insertada entre las dos notas (Amaya & Areta datos no publ.).

Las notas suaves difieren de las notas de la serie, ya que tienen diferentes parametros espectrales
y tienen valores relativos de energia notablemente inferior. Es importante destacar que las notas
suaves no son simplemente reverberaciones de las notas de la serie. Especificamente, a) se registraron
algunas vocalizaciones anormales en las que las notas suaves ocurrieron antes de la primera nota de
una serie, b) se registré una serie compuesta sélo por notas suaves, y c) las notas suaves no estan
presentes en las notas individuales, como era de esperar si las primeros fueran simplemente
reverberaciones de estas Ultimas. Por lo tanto, se propone la hipdtesis de que las notas suaves son un
componente distintivo pero hasta el momento pasado por alto en las vocalizaciones larga distancia de

muchas especies de Ctenomys.
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Complejidad en las vocalizaciones

Nuestros analisis de los elementos estructurales de las vocalizaciones de larga distancia en Tuco-Tuco
de Anillaco revelaron una inesperada complejidad en sus vocalizaciones. La variacion pronunciada
entre los individuos en relacidn con el numero de series, la existencia de tres tipos de series (diadas,
triadas y tétradas), y el variable nimero de notas individuales generé vocalizaciones con una coleccion
diversa de patrones sintacticos que podrian proporcionar a estas vocalizaciones, la oportunidad de
codificar multiples tipos de informacion. Esto proporciona la primera evidencia que apoya la hipotesis
de que la informacién importante en las vocalizaciones de larga distancia se codifica en el patrén
ritmico (Francescoli 2000, 2011). Las caracteristicas vocales tales como la frecuencia maxima de la
serie de notas y notas individuales y patrones sintacticos fueron sexualmente dimérficos,
proporcionando una dimensién adicional de variabilidad en las vocalizaciones de larga distancia de
Ctenomys. Futuros estudios experimentales disefiados para determinar qué tipo de informacion se
transmite en las vocalizaciones de larga distancia y la forma en que la informacién se codifica mejorara

sustancialmente nuestra comprension de la comunicacién dentro del género Ctenomys.

Importancia funcional de las vocalizaciones de larga distancia
En general, se ha sugerido que las vocalizaciones de larga distancia en Ctenomys facilitan el
mantenimiento de los territorios individuales debido a su alta intensidad (Francescoli 1999) y su
estructura, en particular, su baja frecuencia y larga duracion, los cuales se consideran caracteristicas
del disefio tipico de las vocalizaciones territoriales de mamiferos (Schleich & Busch 2002a). La
territorialidad puede producirse por varias razones, incluyendo la defensa de recursos como alimentos
y refugio o competencia por parejas reproductoras (Holzmann et al. 2012). En cautividad, las
vocalizaciones de larga distancia en C. talarum se producen principalmente por los machos en
contextos agonistas, lo que lleva a la conclusién de que estas vocalizaciones se asocian con la
competencia entre machos por hembras reproductoras (Zenuto 1999; Schleich & Busch 2002a).

Varias lineas de evidencia sugieren que las vocalizaciones de larga distancia en el Tuco-Tuco de
Anillaco son sefales territoriales para reducir al minimo los encuentros agresivos, especialmente entre
los machos. En primer lugar, la emisidén de vocalizaciones de larga distancia resulté en una atenuacién

o mantenimiento del espacio en los encuentros macho-macho y macho-hembra. En segundo lugar,
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estas vocalizaciones son producidas con mayor frecuencia (en el campo y en el laboratorio) por los
machos en la poblacion de estudio. En tercer lugar, los machos producen vocalizaciones de larga
distancia con mayor frecuencia durante los encuentros macho-macho en comparacion con los
encuentros entre macho-hembra. Por ultimo, los machos de la poblacién de estudio parecen tener
mayor area de accion y estar mas espacialmente segregados que las hembras (Lacey et al. en
preparacion), lo que sugiere que los machos pueden tener una mayor necesidad de anunciar su
presencia en el habitat utilizando vocalizaciones de larga distancia. Apoyando a esta idea, las hembras
del Tuco-Tuco de Anillaco produjeron menos vocalizaciones de larga distancia que los machos. Debido
a su aparente rareza, la funcidn y las caracteristicas acusticas de las vocalizaciones de larga distancia de
las hembras del Tuco-Tuco de Anillaco siguen siendo insuficientemente conocidas.

Futuros estudios comparativos de las vocalizaciones de larga distancia en Ctenomys beneficiaran
los esfuerzos para relacionar las caracteristicas acusticas y emisidon de estas vocalizaciones con los
contextos ecoldgicos y de comportamiento en que se producen, ademdas arrojaran luz sobre la

evolucidn de la compleja comunicacion vocal en la radiacidon neotropical de roedores subterraneos.
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Capitulo 3: Desarrollo ontogenético de la vocalizacion de larga

distancia

Introduccion

Al igual que otros aspectos de los organismos, las vocalizaciones experimentan cambios durante la
ontogenia. Las vocalizaciones en las primeras instancias de vida son diferentes a las de los adultos y en
algunos casos es posible seguir el desarrollo de vocalizaciones desde temprana edad hasta la edad
adulta (Hammerschmidt et al. 2001; Hauser 1989; Seyfarth & Cheney 1986).

Las vocalizaciones de los individuos juveniles pueden desarrollarse hasta alcanzar las
caracteristicas de las vocalizaciones de los adultos de dos maneras que no son mutuamente
excluyentes: por aprendizaje vocal y por maduracidon del aparato vocal (Janik & Slater 1997). El
desarrollo de las vocalizaciones por aprendizaje vocal se define como la habilidad de un individuo
juvenil de modificar sus vocalizaciones en base a un input auditivo (Tyack 2016), asi por medio del
aprendizaje vocal se pueden modificar las caracteristicas acusticas de las vocalizaciones y también
incorporar nuevas vocalizaciones al repertorio como resultado de la influencia de la interaccion social
(Janik & Slater 1997). Por otro lado, el desarrollo de las vocalizaciones puede darse por maduracién del
tracto vocal, generando las caracteristicas acusticas de las vocalizaciones de los adultos por un
programa motor innato. Esto resulta en el desarrollo normal de las vocalizaciones de adultos sin la
necesidad de tener un input auditivo que los estimule (Tyack 2016) e implica mayormente un modelo
genéticamente determinado en la produccién de vocalizaciones (Winter et al. 1973). Por ejemplo, en
aves y mamiferos el cambio ontogenético de las vocalizaciones inmaduras de los juveniles es inevitable
debido a la maduracion morfoldgica de la siringe y la laringe respectivamente (Wirdinger 1970;
Efremova et al. 2011). La falta de maduracién y/o acople preciso entre la morfologia y el sistema
neuromuscular del aparato vocal trae aparejada la producciéon de vocalizaciones anormales. La
adquisicion de los patrones vocales adultos estereotipados y de la consistencia en las caracteristicas de
una misma vocalizacion requiere de practica. Mediante la practica el sistema neuromuscular y las
estructuras anatdmicas se van “sintonizando”. Independientemente de si las vocalizaciones son

aprendidas o no, es esperable que los juveniles produzcan una mayor proporcién de vocalizaciones
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anormales durante sus practicas que los adultos durante la emisién de sus “cantos” maduros (por
ejemplo, el trill de Cebus capucinus ) (Gros-Louis 2002).

El desarrollo de una vocalizacién puede implicar la retencién de las vocalizaciones de los juveniles
hasta la adultez (Campbell et al. 2014) (o la modificacidén de los precursores juveniles hasta alcanzar las
caracteristicas de los adultos (Grimsley et al. 2011). Alternativamente, las vocalizaciones adultas
pueden aparecer de novo, es decir, sin tener precursores en los juveniles (Campbell et al. 2014).

En este capitulo, caracterizamos parte del desarrollo ontogenético de la vocalizaciones de larga
distancia del Tuco-Tuco de Anillaco (ver Amaya et al. 2016 y Capitulo 2) (Figura 11). Hasta la fecha no
se realizaron trabajos del desarrollo ontogenético de la vocalizacién de larga distancia en ninguna
especie de Ctenomys. Sin embargo, la existencia de vocalizaciones de larga distancia en juveniles fue
mencionada en C. talarum (Zenuto et al. 2002) y C. mendocinus (Camin 2010), pero no hay informacién
sobre los modos de desarrollo o los tiempos de desarrollo de las mismas. El objetivo de este capitulo es
describir el desarrollo ontogenético de la vocalizacién de larga distancia en individuos juveniles del
Tuco-Tuco de Anillaco aislados acusticamente de individuos adultos durante una parte de su

desarrollo.

Objetivos especificos

1. Evaluar si la ontogenia de las vocalizaciones del Tuco-Tuco de Anillaco responde a un
modelo de desarrollo de tipo “aprendizaje vocal” o “maduracién del tracto vocal”.

2. Poner a prueba la hipdtesis de que los juveniles produciran una mayor proporcion de
anomalias que los individuos adultos en las vocalizaciones de larga distancia.

3. Conocer si el desarrollo de los dos tipos de silabas de las vocalizaciones de larga distancia
se debe a la retencion de las vocalizaciones de los juveniles hasta la adultez, a la modificacién de

los precursores juveniles hasta alcanzar las caracteristicas de los adultos o si aparecen de novo.
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Figura 11. Estructura general (arriba) y tipos de silabas (series y notas individuales) (abajo) de la
vocalizacion de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco. Los oscilogramas se muestran arriba y los
correspondientes espectrogramas debajo en ambas figuras. La series de triadas estdn compuestas por

tres notas (N1, N2 y N3) y dos notas suaves (Sa y Sb); mientras que las notas individuales son sonidos

simples.

Materiales y métodos

Individuos de estudio

Se estudié el desarrollo de la vocalizacion de larga distancia en tres machos (macho 1, macho 2 y
macho 3) y dos hembras (hembra 1 y hembra 2) juveniles del Tuco-Tuco de Anillaco capturados
durante los meses de noviembre y diciembre de 2013, 2014 y 2015 en los alrededores de la localidad
de Anillaco (ver péagina 19). Los individuos fueron pesados el mismo dia que fueron capturados y luego

cada 30-35 dias (Tabla 4). Se estimé la edad de los juveniles del Tuco-Tuco de Anillaco en funcién del
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peso y la edad de juveniles de C. mendocinus (Camin 2010). Debido a que los adultos del Tuco-Tuco de
Anillaco son un 10% mas pesados que los adultos de C. mendocinus, se calculé que edades
equivalentes se darian cuando los jovenes del Tuco-Tuco de Anillaco tendrian un 10% mds de peso (por
ejemplo, C. mendocinus pesa 33 gr a los 14 dias, mientras que un individuo de esta edad del Tuco-Tuco
de Anillaco pesaria 36,3 gr). Mediante esta técnica, se estimd la edad absoluta de los individuos mas
livianos (i.e, jovenes) como punto de partida para conocer el desarrollo vocal.

El sexado de los juveniles se realizd a posteriori ya que al momento de la captura, el aparato
genital femenino y masculino en individuos juveniles no estaba maduro (Tabla 4).
Los individuos juveniles fueron aislados acusticamente de individuos adultos en recintos individuales

en el laboratorio de Cronobiologia y Comportamiento en el CRILAR (ver pagina 19).

Registro de vocalizaciones

Las vocalizaciones de larga distancia de los juveniles fueron registradas en sesiones de grabacion
independientes para cada individuo. Las sesiones de grabacion se realizaron durante una semana cada
cuatro semanas, comenzando en la semana 1 desde la captura del individuo y terminando en la
semana 12 inclusive (salvo para el macho 3 que fallecié en la semana 9). Por semana se realizaron
cuatro sesiones de grabaciéon de 4 o 6 horas en dias alternos. Se utilizé una grabadora digital Zoom H4n
(rango de frecuencia 0.03-20.05 kHz, frecuencia de muestreo 44.1 kHz y 24 bits de profundidad). El
volumen de grabacion fue constante y el mismo en todas las sesiones de grabacion. La grabadora fue
colocada en un tripode con los micréfonos orientados hacia el recinto donde se encontraba el
individuo.

Debido a la baja tasa de emisidn y a la impredecibilidad de las vocalizaciones de larga distancia, se
grabo el sonido del recinto del individuo. De este modo, si el individuo vocalizaba, esta quedaria
registrada. Todas las sesiones de grabacion se realizaron durante la noche debido al bajo nivel de ruido
ambiente que habia en el laboratorio y el alto grado de actividad que tiene esta especie en condiciones
de laboratorio durante la noche (Valentinuzzi et al. 2009; Tachinardi et al. 2014). Las sesiones de
grabacion se realizaron entre las 22:00 y las 5:00 hs. Al dia siguiente de la sesidn de grabacion, esta fue
guardada para su posterior analisis, indicando la fecha y al individuo que pertenecia. En total se

obtuvieron 480 horas de grabacidén (Tabla 4).
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Las vocalizaciones de larga distancia fueron buscadas en las sesiones de grabacidén utilizando el

Raven pro 1.4 (http://www.birds.cornell.edu/Raven). Se inspecciono visualmente el espectrograma de

cada sesion de grabacion (Window: Hann; size: 256 samples (= 5,8 ms); 3 dB Bandwith-filter: 248 Hz;
Time grip-overlap: 50%; Hop size: 128 samples (= 2,9 ms); Frequency grid—DFT size: 256 samples; Grid
spacing: 172 Hz) para distinguir las vocalizaciones de larga distancia del resto del sonido ambiente. Se
utilizaron estos parametros de espectrograma priorizando una buena resolucion en tiempo para poder
visualizar las vocalizaciones con mayor facilidad. Si bien este método dista de ser automatico y veloz,

resultd efectivo ya que permitid identificar las vocalizaciones de larga distancia con relativa facilidad.

Caracterizacion de las vocalizaciones

Analisis cuantitativo de las series

Tipos de series y series anormales

Se buscé en las vocalizaciones de larga distancia de juveniles los tipos de series de los adultos (Capitulo
2, ver también Amaya et al. 2016), observando en el oscilograma y espectrograma de las series el
numero de notas y notas suaves. Se contd el numero de series por vocalizacidn. Se identifico las series
anormales en los individuos juveniles por la posicion de las notas suaves con respecto a las notas. Se
calculé el porcentaje de series anormales respecto al total de series. Se comparé el porcentaje de
series anormales en individuos juveniles y en individuos adultos. Se Calculd el porcentaje de series

anormales en adultos analizando 703 series de del Capitulo 2.

Caracterizacion acustica de las series

Se caracterizd acusticamente solo las series de triadas de los juveniles debido a que son el tipo de
serie dominante en la vocalizacion de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco (Capitulo 2, ver
también Amaya et al. 2016). En cada individuo se caracterizé una triada por vocalizacion. En el macho
1 se caracterizé dos triadas de la semana 1, tres de la semana 4, tres de la semana 8 y tres de la
semana 12; en el macho 2 se caracterizé dos triadas de la semana 1 y tres de la semana 4, dos de la

semana 8 y tres de la semana 12; en el macho 3 se caracterizé dos triadas de la semana 1, dos de la
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semana 4 y dos de la semana 8; en la hembra 1 se caracterizd dos triadas de la semana 1, tres de la
semana 4, tres de la semana 8 y dos de la semana 12. De cada triada se calculé la duracién 90%, el
ancho de banda 90% y el pico de frecuencia (ver apéndice 2). Se calculd la duraciéon 90% de las triadas
con una seleccién de 400 ms en el eje temporal y de 0-22.05 kHz en el eje de frecuencia (Figura 12 A).
Se delimito cada nota en tiempo y en frecuencia, a partir de selecciones con los mayores valores de
energia de la siguiente forma. Primero, se dividid la selecciéon de 400 ms utilizada para el calcular la
duracidn 90% en 20 selecciones de 20 ms (Figura 12 B). Sobre cada una de las 20 selecciones se calculé
la energia contenida (Figura 12 A). Se definid el inicio y el final de cada nota utilizando las dos
selecciones con mayor energia, y a su vez, observando el oscilograma y el espectrograma para que
estas selecciones correspondan la posicion de las notas en la triada. Sobre las dos selecciones con
mayor energia para cada nota, se delimito una nueva seleccion de 40ms en tiempo y de 0 a 22.05 kHz
en frecuencia. En esta seleccidn se calculd el ancho de banda 90% vy el pico de frecuencia (Figura 12 B).
Se utilizd este método de delimitacion de las notas en base a la distribucion de |la energia, debido a que
en las triadas registradas en la semana 1y 4, el inicio y el final de cada nota es complejo de establecer
mediante la visualizacion del oscilograma y del espectrograma.

Se compard las caracteristicas acusticas de las triadas de individuos juveniles con las triadas de
individuos adultos. Se analizaron tres triadas de tres machos adultos y de tres hembras adultas
(vocalizaciones tomadas del set de registros del capitulo 2). Se calculd la duracidon 90%, el ancho de
banda 90% y el pico de frecuencia de las triadas de los adultos con la metodologia utilizada en

individuos juveniles.
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Figura 12. Método utilizado para el analisis cuantitativo de las triadas de la vocalizacién de larga
distancia de juveniles del Tuco-Tuco de Anillaco durante el desarrollo vocal. En cada grafico se muestra
el oscilograma en la parte superior y el espectrograma en la parte inferior. A. Delimitacién sobre el eje
temporal de la triada con una seleccion de 400 ms (linea celeste) sobre el cual se calculé la duracidn
90% (linea roja). B. Divisidon de la seleccion de 400 ms en 20 selecciones de 20 ms en las que se calculd
la energia contenida en cada seleccién. Los valores de energia de cada una de las 20 selecciones se
muestran con una linea violeta sobre el espectrograma vy el eje a la derecha del mismo. C. Eleccién de
las dos selecciones con los valores mads altos de energia para definir el tiempo de inicio y final de cada
nota la triada. Asi, las notas de la triada fueron delimitadas con una seleccién de 40 ms en tiempo y de

0-22.05 kHz en frecuencia, en la que se calculé el ancho de banda 90% y el pico de frecuencia.
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Analisis cuantitativo de las notas individuales

Se contd el niumero de notas individuales en las vocalizaciones de los individuos juveniles.

Caracterizacidn acustica de las notas individuales

Se calculd la duracion 90%, ancho de banda 90% y pico de frecuencia de tres notas individuales del
macho 1y tres del macho 2 (ver resultados). Se delimito cada nota individual con una seleccién de 80
ms en el eje temporal y de 0-22.05 kHz en el eje de frecuencia (Figura 13 A) en la que se calculo la
duracién 90%. Se delimito cada nota individual en tiempo y en frecuencia, a partir de selecciones con
los mayores valores de energia de la siguiente forma. Primero, se dividid la seleccién de 80 ms utilizada
para el analisis de la duracién 90 (Figura 13 A) en 4 selecciones de 20 ms (Figura 13 B). Sobre cada una
de las 4 selecciones se calculé la energia (Figura 13 B). Se definid el inicio y el final de cada nota
utilizando las dos selecciones con mayor energia. Sobre las dos selecciones correspondientes a cada
nota, se delimito una nueva seleccion de 40 ms en tiempo y de 0 a 22.05 kHz en frecuencia. En esta
seleccion se calculé el ancho de banda 90% vy el pico de frecuencia (Figura 13 C).

Se compard las caracteristicas acusticas de las notas individuales de individuos juveniles con las
notas individuales de individuos adultos. Se analizaron nueve notas individuales de tres machos
adultos y nueve de notas individuales de tres hembras adultas. Se calculd la duraciéon 90%, el ancho de
banda 90% y el pico de frecuencia de las notas individuales de los adultos con la metodologia utilizada

en individuos juveniles.
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Figura 13. Método utilizado para el analisis cuantitativo de las notas individuales en vocalizaciones de

o

larga-distancia de juveniles del Tuco-Tuco de Anillaco durante el desarrollo vocal. En cada grafico se
presenta el oscilograma en la parte superior y el espectrograma en la parte inferior. A. Delimitacidon
sobre el eje temporal de las notas individuales con una seleccion de 80 ms (linea celeste) sobre el cual
se calculd la duracién 90% (linea roja). B. Division de la seleccion de 80 ms en 4 selecciones de 20 ms
en donde calculamos la energia. Los valores de energia para cada una de las selecciones se indican con
una linea violeta sobre el espectrograma y el eje a la derecha del mismo. C. Elecciéon de las dos
selecciones con los valores mas altos de energia para definir el tiempo de inicio y final de cada nota
individual. Asi, las notas individuales quedaron delimitadas con una seleccién de 40 ms en tiempo y de

0-22.05 kHz en frecuencia, en la que se calculé el ancho de banda 90% y el pico de frecuencia.

Analisis estadisticos
Para evaluar si las caracteristicas de las series de los juveniles cambiaban linealmente a lo largo del

desarrollo se realizaron cuatro correlaciones de Spearman para cada juvenil, comparando el nimero
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de series por vocalizacién, la duracion 90% de las triadas, el ancho de banda 90% de las triadas y el
pico de frecuencia de las triadas con la edad absoluta de cada individuo.

Se realizaron pruebas de Kruskall Wallis para comparar: a) las caracteristicas acusticas de las
triadas de cada juvenil consigo mismo durante las doce semanas de grabacion y con las caracteristicas
acusticas de individuos adultos del sexo correspondiente; y b) las caracteristicas acusticas de las notas

individuales de los juveniles con las notas individuales de individuos adultos.

Resultados

Generalidades

A lo largo de 12 semanas de estudio se registraron 42 vocalizaciones de larga distancia en las 4
semanas de muestreo. Estas vocalizaciones fueron emitidas por el macho 1, macho 2, macho 3 vy
hembra 1, mientras que de la hembra 2 no se registré ninguna vocalizacion (Tabla 4). Las silabas
aparecieron en diferentes momentos del desarrollo vocal y tuvieron diferente protagonismo (Figura
17). La gran mayoria de las vocalizaciones estuvieron compuestas Unicamente por series (N=40),
mientras que solo dos vocalizaciones estuvieron compuestas por series y notas individuales (Tabla 4).
Mientras que las series fueron registradas desde la semana 1 de muestreo en los tres machos y en la
hembra 1 con pesos que variaron desde 39 a 73 g, las notas individuales aparecieron recién en la

semana 4 de muestreo en los dos machos que superaron los 150 g de peso (Tabla 4).

Caracterizacion de las series

Series normales

El nidmero de series emitidas por vocalizacién varié entre 1 y 20 (Tabla 4). Las vocalizaciones
compuestas por una sola serie (N= 19) fueron las primeras vocalizaciones registradas en todos los
individuos y las que predominaron durante las 12 semanas de estudio. En los cuatro individuos que
vocalizaron, las vocalizaciones con el mayor nimero de series fueron registradas en las semanas 8 y 12

(Tabla 4). El nimero de series en las vocalizaciones de larga distancia se increment6 a lo largo del
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desarrollo en todos los individuos (r de Spearman>0,8; p<0,02; Tabla 4). Los individuos juveniles
produjeron los tres tipos de series de los adultos. Las triadas fueron el tipo de serie dominante
(78,03%; N=135), seguido por las diadas (20,8%; N=36) y finalmente las tétradas (1,15%; N=2) (Tabla 4).
Las triadas fueron emitidas por los tres machos y la hembra durante todo el estudio, mientras que sdlo
los machos 1y 2 emitieron diadas y solamente la hembra 1 emitié tétradas (Tabla 4).

Las triadas de los individuos juveniles cambiaron la duracién 90%, el ancho de banda 90% y el pico
de frecuencia durante las doce semanas de grabacion. Las triadas se hicieron mas largas, aumentando
la duracién 90% (r de Spearman>0,48; p<0,04) (Figura 14 A, Tabla 5, Tabla 6) y de menor frecuencia,
disminuyendo el ancho de banda 90% (r de Spearman>-0,66; p<0,001) (Figura 14 B, Tabla 5, Tabla 6) y
el pico de frecuencia (r de Spearman>-0,61; p<0,001) (Figura 14 B, Tabla 5, Tabla 6). De este modo, la
duracion 90%, ancho de banda 90% y pico de frecuencia de las triadas de los juveniles se aproximaron
progresivamente a los valores de los adultos (Figura 14, Tabla 5).

En cada juvenil, los menores cambios de las caracteristicas acusticas de las triadas se produjeron
entre la semana 1y la semana 4; y entre la semana 8 y la semana 12 (prueba de Kruskall Wallis no
significativa) (Tabla 7). Por el contrario, los mayores cambios de las caracteristicas acusticas de las
triadas se produjeron entre la semana 1y la semana 12 (prueba de Kruskall Wallis significativa) (Tabla
7). Por otro lado, las triadas de los juveniles de la semana 1 fueron diferentes a las triadas de los
adultos triadas (prueba de Kruskall Wallis significativa), en cambio las triadas de las semanas 8 y 12

fueron similares a las triadas de los adultos (prueba de Kruskall Wallis no significativa) (Tabla 7).
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Tabla 4. Vocalizaciones de larga-distancia producidas por los cuatro juveniles (machos 1, 2, 3 y la hembra 1) del Tuco-Tuco de Anillaco
durante 4 semanas de muestreo a lo largo de 12 semanas. Para cada semana de registro se indican: Peso (g), cantidad de horas de
grabacioén (Grab), cantidad de vocalizaciones registradas (1 a 4), cantidad de cada tipo de serie registrado por vocalizacion (triadas en

rojo, diadas en verde y tétradas en celeste) y cantidad de notas individuales registradas por vocalizacion (en amarillo).

Semana l Semana 4 Semana 8 Semana 12
Individuo Peso Dias Grab Vocalizaciones Peso Dias Grab Vocalizaciones Peso Dias Grab Vocalizaciones Peso Dias Grab Vocalizaciones
(g) (hs) I nm v (g) (hs) I m v (g) (hs) v (g) (hs) Inom o w
Macho 1 73 28 22 1 1 1 - 101 58 24 1 1 1 5 125 88 18 2 2 1 - 162 118 24 2 10 2
1 3 3 6 4 18
Macho 2 47 18 22 1 1 - - 85 48 20 1 1 1 - 122 78 24 1 2 2 6 156 108 24 2 2 8
2 3 4 3 16 12
Macho 3 45 17 20 1 1 - - 80 47 22 1 2 - - 121 77 20 4 7 - - - - - - -
Hembra 1 39 14 22 1 1 1 - 68 34 24 1 1 1 - 95 64 22 1 2 3 - 125 94 20 5 6 -
1
Hembra 2 55 20 - - - - 70 18 - - - - 92 22 - - - - 115 20 - - -
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Tabla 5. Caracterizacién acustica de las triadas y de las notas individuales de los cuatro juveniles
(machos 1, 2, 3 y la hembra 1) del Tuco-Tuco de Anillaco (Ctenomys sp.) durante las 12 semanas de
grabacion. Indicamos para cada individuo la duracién 90%, el ancho de banda 90%, el pico de

frecuencia, el peso en la semana de registro y el nimero de series y notas individuales analizas por

semana (N).
Series Notas
Individuales
Individuo Parametros Semana 1 Semana 4 Semana 8 Semana 12 Semana 12
278,61£20,1 278,610 333,815,3 325,110 54,210,006
Dur. 90% (ms)
(255,4-301,9)  (278,6-278,6)  (325,1-336,7)  (325,1-325,1) (46,4-58,1)
Ancho de 535,9157,1 730,3196,6 2531£129,8 364,2+£127,6 556,316,2
Banda 90% (452,2-624,4)  (581,4-807,5)  (183-656,8)  (204,6-495,2)  (549,1-559,9)
Macho 1 (Hz)
i el [ (67 284,71£50,8 245,8158,3 192,9+35,4 179,4+45,0 147,116,1
(226,1-387,6)  (193,8-333,8)  (150,7-247,6)  (150,7-247,6)  (140-150,7)
Peso (g)-dias-n 73-2 101-3 125-3 162 -3 162 -3
226,416,4 322,2+10,1 32915,8 330,916,4 50,310,006
Dur. 90% (ms)
(220,6-232,2)  (313,5-336,7)  (325,1-336,7)  (325,1-336,7) (46,4-58,1)
Ancho de 1729,8+1392,0 443,2+111,6 330,1+103,5 111,2+36,4 200,9+12,4
Banda 90% (473,8-4.392,7)  (258,4-656,7)  (204,6-462,9)  (86,1-183,1)  (193,8-215,3)
Macho 2 (Hz)
Pico de Fr. (Hz) 394,7£140,4 247,6170,3 178,2+58,9 168,6£16,2 222,51£34,6
(279,9-635,2) (118,4-323)  (107,7-312,2)  (150,7-183) (183-247,6)
Peso (g) — N 47 -2 85-3 122 -2 156 -3 156 -3
284,416,4 27215,8 310,9+9,9 - -
Dur.90% (ms) )78 6.200,3)  (266,7-277,3)  (301,0-325.1)
Ancho de 1744,2+204,6 519,5499,3 355,5+£179,9 - -
S Banda 90% (1.453,5-1.938)  (386,7-656,2)  (199,3-574,2)
(Hz)
Pico de Fr. (Hz) 581,4+308,9 248,2191,4 181,6154,8 - -
(204,6-1.044,4)  (152,3-410,2)  (152,3-293)
Peso (g) — N 45 -2 80-2 121-2 - -
Dur. 90% (ms) 274,815,8 286,4111,6 305,7+5,8 301,910 -
(267-278,6) (278,6-301,9)  (301,9-313,5)  (301,9-301,9)
Ancho de 1823,1+467,2 561+157,5 229,6+180 348,0+67,6 -
Banda 90% (1.195,1-2.444)  (409,1-807,5)  (107,7-678,3)  (258,4-430,6)
Hembra 1 (H2)
. 624,4+202,9 395,9+173,1 339,7+7,7 314,0£12,5 -
Pico de Fr. (Hz)
(333,8-904,4)  (161,5-592,2)  (333,8-355,3)  (290,7-323)
Peso (g) — N 39-2 68 -3 95-3 125-2 -
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Tabla 6. Correlaciones de Spearman de los juveniles (machos 1, 2, 3 y la hembra 1) de Tuco-Tuco de
Anillaco (Ctenomys sp.) entre: series por vocalizacién, duracion 90%, ancho de banda 90% y pico de
frecuencia de las series con la semana en que se registraron las vocalizaciones. Para cada correlacidon

se indican los valores de r y la p asociada.

Macho 1 Macho 2 Macho 3 Hembra 1
Series por r= 0,90 r= 0,80 r=0,89 r=0,80
vocalizacion
p=2,3e-05 p=1,7e-03 p= 0,02 p=3,2e-03
Duracion r=0,77 r=0,71 r=0,48 r=0,80
90% p=5,3e-08 p=9,3e-06 p=0,04 p=2,9e-08
Ancho de r= -0,81 r= -0,66 r=-0,84 r=-0,82
banda
p=1,6e-09 p=6,3e-05 p=1,1e-05 p=7,3e-09
90%
Pico de r=-0,63 r=-0,72 r=-0,72 r=-0,61
frecuencia
p=3,3e-05 p= 8,5e-06 p=6,7e-04 p=1,7e-04
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Tabla 7. Prueba de Kruskall Wallis de los juveniles (machos 1, 2, 3 y la hembra 1) del Tuco-Tuco de
Anillaco (Ctenomys sp.) para comparar las caracteristicas acusticas de las triadas con los dias estimados
desde el nacimiento vy las triadas de individuos adultos macho y hembra segin corresponda (*,

significativo; -, no significativo). Se muestran los parametros duracién 90% (D), ancho de banda 90%

(A) y pico de frecuencia (P).

Macho 1 73 g-28 dias 101 g-58 dias 125 g-88 dias 162g-118 dias Adulto

D A P D A P D A P D A P
Semana 1 * - - * - * * * * - * *
Semana 4 - * * * * *
Semana 8 * * -
Semana 12 *

Macho 2 47g-18 dias 85g-48 dias 122 g-78 dias 156 g-108 dias Adulto
D A P D A |P D A P D A P

Semana l - - - * * * * * * * * *
Semana 4 * * * - * *
Semana 8 * * i
Semana 12
Adulto

Macho 3 45 g-17 dias 80 g-47 dias 121 g-77 dias Adulto

D A P D A P D A P

Semana 1 - - - * R * * * *

Semana 4 * * *

Semana 8

Adulto

Hembra 1

Semana 8
Semana 12
Adulto

39 g-14 dias | 68 g-44 dias 95 g-64 dias 125 g-94 dias Adulto
D A | P D |A P D A P D |A P
Semana 1l - - * * * _ * * * * *
Semana 4 - _ _ * *

*| *| *| %
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Figura 14. Desarrollo ontogenético de caracteristicas acusticas de las triadas de cuatro juveniles
(machos 1, 2, 3 y hembra 1) del Tuco-Tuco de Anillaco y comparacidn con las caracteristicas de adultos.
Macho 1 (circulo rojo), macho 2 (cuadrado violeta), macho 3 (rombo verde) y hembra 1 (circulo
amarillo). Se indica las caracteristicas acusticas de los machos adultos (rombo celeste) y de las hembras
adultas (cuadrado celeste). En el eje horizontal se indica el peso (g) de los juveniles en la semana que
registramos la vocalizacién y en los individuos adultos se indica el peso promedio (Amaya et al. 2016).

A. Duracion 90%. B. Ancho de Banda 90 %. C. Pico de Frecuencia.
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Series anormales
Se registraron dos tipos de anomalias en las vocalizaciones de los juveniles. El primer tipo de anomalia
consistio en la adicidon de una nota suave inicial antes de la nota 1 (Figura 15) y fue registrada durante
todo el periodo de estudio. Estas series anormales se constituyeron de la siguiente forma: triada
anormal (nota suave inicial, nota 1, nota suave A, nota 2, nota suave B y nota 3; n=4) (Figura 15 A);
diada anormal (nota suave inicial, nota 1, nota suave A, nota 2; n=6), (Figura 15 B); tétrada anormal
(nota suave inicial, nota 1, nota suave A, nota 2, nota suave B, nota 3, nota suave C y nota 4; n=1)
(Figura 15 C). El segundo tipo de anomalia estuvo dado por la emisién de monadas (conformadas por
una nota y una nota suave; n=3) (Figura 15 D).

En los juveniles, las series anormales se produjeron en el 7,9% de las series (n=14), mientras que
las series normales se produjeron en el 92,1% de las ocasiones (n=162). Sin embargo, en los adultos,
las anomalias se produjeron apenas en el 0,2% de las series (una triada anormal y una diada anormal;

n=2) mientras que el 99,8% de las series fueron normales (n=701) y nunca se registraron ménadas.
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A. NSI N NS N NS N B. NSI N NS N
11,)
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Figura 15. Series anormales emitidas de los cuatro juveniles (machos 1, 2, 3 y hembra 1) del Tuco-Tuco
de Anillaco durante 4 semanas de muestreo a lo largo de 12 semanas. En cada grafico se presenta el
oscilograma en la parte superior y el espectrograma en la parte inferior. A. Triada anormal; Audio 7

(Apéndice 3). B. Diada anormal; Audio 8 (Apéndice 3). C. Tétrada anormal; Audio 9 (Apéndice 3). D.
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Modnada; Audio 10 (Apéndice 3). NSI (color verde) indica la nota suave inicial (emitida antes que la

serie). N (color violeta) indica la nota en la serie. NS (color naranja) indica la nota suave en la serie.

Caracterizacion de las notas individuales

Las notas individuales de las vocalizaciones de larga distancia se registraron en dos vocalizaciones
emitidas en la semana 12: una vocalizacién del macho 1 (162g) compuesta por 20 series y 26 notas
individuales; y otra del macho 2 (156g) compuesta por 20 series y 31 notas individuales (Tabla 4). Estas
notas individuales tuvieron ancho de banda 90% y pico de frecuencia similar a las triadas de la semana
doce (Tabla 8). Las notas individuales de estos juveniles no difirieron de las notas individuales de los

adultos; excepto que las notas individuales de los adultos tuvieron mayor duracion 90% (Figura 16).
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Figura 16. Caracterizacion acustica de las notas individuales del macho 1 (circulo rojo) y del macho 2
(cuadrado violeta) producidas en la 12 semana de registro. También se indica las caracteristicas
acusticas de las notas individuales de machos adultos del Tuco-Tuco de Anillaco. Se presentan las
caracteristicas acusticas de las notas individuales de machos adultos (triangulo celeste). En el eje
horizontal indicamos el peso (g) de los juveniles en la semana que registramos la vocalizacion y en los
individuos adultos indicamos el peso promedio (Capitulo 1). A. Duracion 90%. B. Ancho de Banda 90 %.

C. Pico de Frecuencia.
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Tabla 8. Prueba de Kruskall Wallis de los juveniles (machos 1 y macho 2) del Tuco-Tuco de Anillaco

(Ctenomys sp.) para comparar las caracteristicas acusticas de las notas individuales entre si y con las

notas individuales de individuos macho adultos. Se muestran los parametros duraciéon 90% (D), ancho

de banda 90% (A) y pico de frecuencia (P).

Notas
individuales

Macho 1
Macho 2
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Figura 17. Representacion esquematica de la vocalizaciéon de larga-distancia del Tuco-Tuco de Anillaco durante el desarrollo vocal.

Frec. (kHz)

0

Indicamos por semana, los cambios en el nimero de silabas por vocalizacion representadas con oscilogramas (numero rojo, triadas;
numero verde, diadas; numero azul, tétradas; numero amarillo, notas individuales); y el oscilograma y el espectrograma de una serie
representativa por semana para indicar los cambios en frecuencia a lo largo del desarrollo vocal. A. Macho 1; Audio 11 (Apéndice 3). B.

Hembra 1; Audio 12 (Apéndice 3). El guion amarillo en las notas de las triadas indica la posicion del pico de frecuencia.
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Discusion

Generalidades

En este capitulo se demostrd que la vocalizacion normal de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco
se desarrolla normalmente en juveniles aislados acusticamente de adultos luego de convivir con estos
entre 14 y 28 dias, apoyando la hipdtesis de desarrollo por maduracion del tracto vocal. Las dos silabas
gue conforman la vocalizacién de larga distancia exhibieron diferentes patrones de desarrollo:
mientras que las series comenzaron con precursores juveniles que se fueron pareciendo
paulatinamente a las de los adultos, las notas individuales aparecieron tardiamente de novo en la
ontogenia, con valores muy similares o indistinguibles de los de los adultos. A lo largo de la ontogenia,
los juveniles emiten mas vocalizaciones anormales que los adultos, tal como se espera en el desarrollo

de cualquier comportamiento complejo que requiere de practica para ser dominado.

Aprendizaje vs maduracion en la vocalizacidon de larga distancia

Las vocalizaciones de los roedores parecen desarrollarse por maduracion del aparato vocal y no por
aprendizaje vocal (Campbell et al. 2014), ya que las vocalizaciones de los adultos se desarrollan
normalmente sin necesidad de un modelo auditivo del cual aprender (Scherrer & Wilkinson 1993). Por
ejemplo, los juveniles aislados acusticamente de Mus musculus (Grimsley et al. 2011) y dos especies de
Scotinomys (Campbell et al. 2014) desarrollan las vocalizaciones de los adultos normalmente. En este
capitulo se demuestra que los juveniles del Tuco-Tuco de Anillaco desarrollaron la vocalizacion de
larga distancia de los adultos sin tener un modelo auditivo externo entre los 14-28 dias y los 94-118
dias. Esto indicaria, que el desarrollo de la vocalizacidn es producto de la maduracién y no de un
proceso de aprendizaje (Efremova et al. 2011). Sin embargo, desde el nacimiento hasta que fueron
capturados, los juveniles estuvieron expuestos a vocalizaciones de larga distancia de adultos que
podrian haber servido de modelo auditivo influenciando el subsiguiente desarrollo vocal. Para
contrastar esta hipotesis es necesario plantear futuros disefios experimentales que permitan
establecer en qué momento los juveniles adquieren la capacidad de escuchar, evaluar si juveniles
ensordecidos desarrollan normalmente la vocalizacidn larga distancia, y aislar a los juveniles de sus
progenitores lo mas temprano posible controlando que no hayan estado expuestos vocalizaciones de

larga distancia de los adultos (Kroodsma et al. 1982; Kroodsma & Konishi 1991; Campbell et al. 2014).
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Desarrollo de la vocalizacion

Los dos tipos de silabas (series y notas individuales) de la vocalizacién de larga distancia del Tuco-Tuco
de Anillaco se desarrollan de modos distintos. Los tres tipos de series de las vocalizaciones adultas
(diadas, triadas y tétradas) aparecen como tales tempranamente en las vocalizaciones de los juveniles,
aunque con parametros acusticos distintos a los adultos. Estos precursores juveniles de las series de
los adultos se desarrollan por cambios paulatinos en sus parametros acusticos pero sin cambiar su
estructura. Dicha falta de cambios estructurales es interesante, ya que a priori, habria sido posible que
el desarrollo progresara desde la emisidén de notas y notas suaves separadas a la emision de mdnadas,
llevando consecutivamente mediante la repeticion de las estructuras basicas, a la aparicion de los
otros tipos de series compuestos por mas notas y notas suaves. Las triadas son el tipo de serie mas
comun tanto en juveniles como en adultos del Tuco-Tuco de Anillaco. Esto parece indicar una
componente genética fuerte en la tasa de emision de los tipos de series en Ctenomys. De hecho, otros
tipos de series predominan en otras especies de tuco-tucos. Por ejemplo, las mdnadas son
caracteristicas de C.talarum (Schleich & Busch 2002a, Capitulo 2, ver también Amaya et al. 2016),
mientras que las diadas son caracteristicas de C. mendocinus (Amaya & Areta, datos sin publicar).

Mientras que los tipos de series se mantienen entre la juventud y la adultez, las caracteristicas
acusticas de estas series experimentan un proceso de desarrollo aumentando su duracion vy
disminuyendo su ancho de banda y su frecuencia pico hasta alcanzar los valores de los adultos.

La proporcién de series anormales es considerablemente mayor en las vocalizaciones de los
juveniles que en las de los adultos. La maduracién morfolégica y neuromuscular del aparato vocal y la
practica vocal podrian ser las causas de la casi ausencia de anomalias en las series de los adultos. De
acuerdo con esta interpretacidn, algo similar podria ocurrir en los juveniles del cricétido Scotinomys; si
bien para los mismos se describieron cinco tipos de notas (Campbell et al. 2014), especulamos que los
cuatro tipos de notas menos frecuentes simplemente representan anomalias de un mismo tipo de
nota que resulta muy frecuente (la nota A, que se conservaria hasta la adultez).

A diferencia de las triadas, las notas individuales aparecen tardiamente, de novo y con valores de
pardmetros acusticos indistinguibles o muy parecidos a los de los adultos. Las notas individuales
comienzan a ser emitidas cuando las series ya poseen las caracteristicas de los adultos. Esto sugiere
que la aparicion de las notas individuales con sus caracteristicas definitivas sin la existencia de
precursores ontogenéticos es posible debido a que el sistema neuromuscular y el aparato vocal

adquieren la necesaria “sintonia fina” mediante la practica de las series en el desarrollo. La maduracion
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pasiva de las notas individuales seria entonces, al menos en parte, un co-producto de la maduracién
activa de las series.

En sintesis, la vocalizacion de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco tiene un desarrollo mixto,
ya que incluye un segmento que se desarrolla a partir de claros precursores ontogenéticos en los
juveniles y otro segmento conformado por sonidos que aparecen de novo. Este tipo de desarrollo
mixto no ha sido reportado en las vocalizaciones de otros roedores. Por ejemplo, la vocalizacién de
Mus musculus se desarrolla a partir de precursores que van aumentando la duraciéon y disminuyendo la
frecuencia fundamental de las silabas (Grimsley et al. 2011), mientras que las caracteristicas acusticas
de las notas que conforman el canto de Scotinomys no experimentan cambios ontogenéticos
(Campbell et al. 2014) y son por lo tanto el producto de la retencién de vocalizaciones de los juveniles.

Las vocalizaciones de larga distancia del tuco-tuco de Anillaco poseen variados patrones
sintacticos, que potencialmente codificarian distinta informacidn (Capitulo 2, ver también Amaya et al.
2016). Estos patrones sintacticos experimentan un cambio ontogenético que involucra en principio el
incremento del numero y tipo de series por vocalizacion, y luego el incremento de tipos de silabas
dado por la aparicion tardia de las notas individuales. Por el contrario, el patron temporal del canto de
los adultos de Scotinomys aparece de novo luego de un periodo de inactividad vocal (Campbell et al.
2014).

Pese a la variacion sintactica, todas las vocalizaciones reportadas en el capitulo 1 comenzaron con
series y algunas pocas carecieron de notas individuales. Puede trazarse un paralelismo entre este
patron general de la adultez y el del desarrollo ontogenético: mientras que las vocalizaciones
tempranas de juveniles estuvieron constituidas Unicamente por series, solo algunas de las
vocalizaciones mas tardias incluyeron notas individuales que aparecieron de novo.

Francescoli y Quirici (2010) reconocieron dos tipos de patrones en las vocalizaciones de larga
distancia en Ctenomys: Tipo | y Tipo Il. La estructura ritmica de la vocalizacion de larga distancia del
Tuco-Tuco de Anillaco se asemeja de forma general al patrén Tipo |, dado que presenta dos segmentos
formados por elementos que se repiten un numero variable de veces (Amaya et al. 2016). En la
vocalizacion Tipo | se reconocen dos tipos de segmentos formados por elementos repetidos:
Francescoli y Quirici (2010) reconocen Parte 1 y Parte 2, que parece ser equivalente a las definidas
como Subserie 1y Subserie 2 por Schleich y Busch (2002a), y bastante semejante (aunque no idéntico)
a la sucesion de series y a la sucesion de notas individuales reportados en este capitulo. Debido a los

variables patrones sintacticos encontrados en la vocalizacion del Tuco- Tuco de Anillaco, se considera
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que interpretar que la vocalizacion de larga distancia esta compuesta por solo dos partes o subseries
es impreciso. Los elementos que conforman cada tipo de segmento fueron nombrados diferentes por
los diferentes autores: unidades (Francescoli & Quirici 2010), notas (Schleich & Busch 2002a) y silabas
(Capitulo 2, ver también Amaya et al. 2016). Sin duda, la falta de uniformidad en la nomenclatura de
los sonidos de la vocalizacion de larga distancia de Ctenomys hace mas compleja la comparacion de
resultados con estas pocas publicaciones preexistentes.

Las vocalizaciones Tipo | parecen tener otras propiedades no explicitadas por Francescoli y Quirici
(2010). Las “unidades” en la Parte 1 parecen tener, en promedio, silencios mds largos entre ellas,
mientras que las “unidades” de la Parte 2 parecen tener, en promedio, silencios mas cortos entre ellas
(Schleich & Busch 2002a; Capitulo 2, ver también Amaya et al. 2016). También, la vocalizacién Tipo |
parece estar formada por mas “unidades” repetidas y tener mayor duracion que la vocalizacién Tipo .
Esta clasificacidon dicotémica de la vocalizacion de larga distancia en Tipo | y Tipo Il parece ser muy
limitada para estudios comparativos y para entender la evolucion vocal sobre la base de un criterio de
homologias. Los diversos patrones de sucesidn de series (i.e., unidades de Parte 1) y notas individuales
(i.e., unidades de Parte 2) encontrados en el Tuco-Tuco de Anillaco, junto con la existencia de distintos
tipos de notas (nota introductoria y bloques) de las vocalizaciones Tipo 2, empafian la tajante
distincién entre los patrones Tipo | y Tipo Il propuestos por Francescoli y Quirici (2010). Claramente,
se necesitan comparaciones detalladas teniendo en cuenta las caracteristicas temporales vy
estructurales de las vocalizaciones de largo distancia bajo un marco formal de homologia para
entender mejor la evolucidn vocal en Ctenomys.

El estudio del desarrollo vocal en los tuco-tucos puede arrojar luz sobre las homologias entre las
estructuras que conforman estos dos tipos vocales. Por ejemplo, si las notas introductorias de las
vocalizaciones Tipo Il aparecen primero en el desarrollo ontogenético y los bloques aparecen después,
podria sugerirse que las notas introductorias podrian homologarse a las series de las vocalizaciones
Tipo |, mientras que los bloques serian homdlogos a las notas individuales. Futuros estudios
comparativos del desarrollo ontogenético de especies de Ctenomys con caracteristicas vocales

distintas permitiran contrastar estas hipotesis.
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Capitulo 4: Forma y funcion de la vocalizacion de corta distancia

Introduccion

Las vocalizaciones de corta distancia de los mamiferos transmiten informacién entre el emisor y el
receptor cuando éstos se encuentran préximos entre si (Smith 1991; Dabelsteen & McGregor 1996).
Generalmente los machos producen sefiales acusticas de corta distancia durante el cortejo con el fin
de estimular y persuadir a las hembras para la cépula (Bradbury & Vehrencamp 2011). Estas sefales de
cortejo juegan un rol importante para la seleccidén de parejas en la mayoria de las especies en donde
generalmente las hembras elijen a los machos segun sus cualidades (Bradbury & Vehrencamp 2011).
En la comunicacién acustica, una de las formas en que los machos podrian emitir vocalizaciones con
caracteristicas distintivas respecto de otros individuos es producir vocalizaciones con fendmenos no
lineales (Fitch et al. 2002). Los fendmenos no lineales en las vocalizaciones son productos de la
interaccion durante el proceso de fonacion entre la presién aerodindmica en la glotis y las fuerzas
biomecanicas de las cuerdas vocales (Wilden et al. 1998). Esta compleja interaccidon puede producir
una gran variedad de sonidos. El flujo de presion en la glotis, la tensién de las cuerdas vocales y la
colision entre las cuerdas vocales constituyen los elementos esenciales para la generacién de
fendmenos no lineales (Wilden et al. 1998). Los elementos distintivos de las vocalizaciones generadas
por procesos no lineales son: los subarmdnicos, el caos deterministico y la bifonacion (Fitch et al.
2002).

Las vocalizaciones con subarmonicos son sefiales compuestas por frecuencias diferentes a la
frecuencia fundamental y a los armdnicos de dicha frecuencia. Generalmente, los subarmdnicos tienen
la mitad de valor de la frecuencia fundamental y de los armdnicos de ésta, dando como resultado el
doble de frecuencias en el espectrograma (Fitch et al. 2002). Las vocalizaciones con caos deterministico
estdn compuestas por un espectro de banda ancha con la energia concentrada en distintas
frecuencias. Sin embargo, no hay una verdadera aleatoriedad en la distribucion de energia en el
espectro, sino que es determinada (Fitch et al. 2002). Las vocalizaciones con bifonacion estan
compuestas por frecuencias emitidas de forma simultanea, que a diferencia de los subarmdnicos son
independientes, es decir que no tienen una relacién armoénica (Fitch et al. 2002). Los fenémenos no
lineales han sido identificados en varias especies de mamiferos (Suthers et al. 2006; Wilden et al. 1998;
Riede et al. 2004; Riede et al. 2000; Tyson et al. 2007), y entre los roedores subterraneos en Fukomys

mechowii (fam. Bathyergidae; Bednarova et al. 2013).
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En los roedores subterraneos, las sefiales acusticas conjuntamente con las sefales quimicas y
tactiles son especialmente importantes para la comunicacion macho-hembra durante el cortejo (Nevo
1979). Las sefiales acusticas conocidas como “vocalizaciones de cortejo” son producidas
principalmente por los machos durante las etapas preliminares (y las mas agresivas) a la cdpula,
pudiendo funcionar aumentando la receptividad y disminuyendo la agresion de las hembras con el fin
ultimo de que la cépula tenga lugar (Heth et al. 1988). De este modo, las vocalizaciones de los machos
durante el cortejo y la cépula juegan un importante rol para que el apareamiento sea exitoso. La
produccién de estas vocalizaciones es fundamental en la comunicacién de corta distancia en los
roedores subterraneos, donde la oscuridad de las cuevas impone restricciones a las sefiales visuales
(Begall et al. 2007).

Del mismo modo, las vocalizaciones de corta distancia de Ctenomys parecen jugar un papel
importante para la comunicacion entre individuos dentro del mismo sistema de tuneles (Francescoli
1999; Schleich & Busch 2002a). Hasta la fecha no se realizaron estudios sobre el comportamiento de
los individuos macho-hembra durante el cortejo en asociacién a las vocalizaciones de corta distancia.

Sin embargo, se realizaron estudios descriptivos de vocalizaciones asociadas al cortejo en C.
pearsoni (Francescoli 1999) y C. talarum (Schleich & Busch 2002a). En ambas especies las hembras
producen vocalizaciones arménicas de baja intensidad durante el cortejo descriptas como sefales
“Tipo-C” en C. pearsoni (Francescoli 1999) y como “vocalizaciones de cortejo” de la hembra en C
talarum (Schleich & Busch 2002a). Las mismas son producidas cuando el macho y la hembra se
encuentran préximos o bien cuando el macho intenta montar a la hembra. A su vez, durante el cortejo,
los machos y las hembras de C. pearsoni (Francescoli 1999) y los machos de C. talarum (Schleich &
Busch 2002a) emiten series de notas de baja frecuencia y baja intensidad (“graznidos” en C. pearsoni y

“vocalizaciones de cortejo” de los machos en C. talarum).

Objetivos especificos

1. Proporcionar la primera caracterizacion acustica cuantitativa de la vocalizacidon de corta
distancia del Tuco-Tuco de Anillaco, utilizando grabaciones realizadas durante encuentros macho-
hembra en laboratorio.

2. Describir el contexto de comportamiento en el que se producen estas vocalizaciones en

encuentros disefiados para evaluar su funcién comunicativa.

67



Ademas de contribuir al conocimiento de la comunicacion acustica en Ctenomys, este
trabajo contrasta la hipdtesis de que las sefales acusticas de corta distancia son importantes para la

comunicacion entre individuos macho y hembra durante el cortejo y la cépula.

Materiales y métodos

Individuos de estudio

Se capturaron 12 individuos adultos (5 machos y 7 hembras) del Tuco-Tuco de Anillaco en los
alrededores de la localidad de Anillaco en los afios 2014, 2015 y 2016 utilizando trampas tubo (ver
pagina 19). Los individuos fueron transportados al laboratorio de Cronobiologia y Comportamiento en

el CRILAR, donde fueron mantenidos en un sistema de tuneles artificiales (ver pagina 19).

Registro de las vocalizaciones y el comportamiento durante el cortejo

Para registrar las vocalizaciones y el comportamiento de los individuos durante el cortejo se disefiaron
encuentros macho-hembra sexualmente maduros. Los individuos experimentales fueron: en el afio
2014 dos machos; macho A (267 g) y macho B (168 g) y dos hembras; hembra C (140 g) y hembra D
(160 g). En el afio 2015 los mismos dos machos; macho A (274 g) y B macho (220 g), y dos hembras;
hembra C (160 g) y hembra E (110 g). En el afio 2016, tres machos; macho F (144 g), macho G (177 g) y
macho H (170 g); y cuatro hembras; hembra | (165 g), hembra J (137 g), hembra K (133 g) y hembra L
(125 g). Se realizaron 26 encuentros macho-hembra de 15-20 minutos de duracién (Tabla 9) entre los
meses de Junio a Septiembre que se corresponden con la época reproductiva estimada para esta
especie (Valentinuzzi, datos no publicados).

La grabacion de las vocalizaciones producidas durante los encuentros se realizaron con una
grabadora digital Zoom h4n (frecuencia de muestreo de 44,1 kHz y 24 bits de profundidad). Las
vocalizaciones fueron de baja intensidad, por lo que para lograr una mayor calidad en las grabaciones
la grabadora era sostenida con la mano y acompafiaba de cerca el movimiento de los individuos sin
interferir en su comportamiento. Simultaneamente se registré el comportamiento de los individuos
con una camara de video digital (Nikon D5100). A partir de estos registros de audio y video pudimos

caracterizar las vocalizaciones y los comportamientos asociados durante el cortejo.
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Tabla 9. Encuentros disefados entre adultos macho y hembra del Tuco-Tuco de Anillaco para
caracterizar el comportamiento y las vocalizaciones producidas durante el cortejo. Las letras
mayusculas indican la identidad de los dos individuos utilizados en cada encuentro (machos primero

[M], hembras después [H]) y el nimero entre paréntesis indica la cantidad de encuentros en cada

pareja (n).
Aio
2014 2015 2016
M-H-n M-H-n M-H-n
A—C (3) A—C (2) F— (2)
2 7 A-D (2) A—E (2) F—K (1)
§ o = B—C (3) B—C (2) G-J (2)
g £ 9 B-D (2) B—E (2) G-L(2)
P TR
S 3¢ H-K (1)
s e 9
.; o %
o o
£ =

Caracterizacion acustica de las vocalizaciones

Se caracterizd acusticamente las notas pulsadas y las notas armodnicas de los machos con los
parametros: frecuencia minima, frecuencia maxima, pico de frecuencia y duracion 90% (ver Apéndice 1
y 2). En las sucesiones de notas pulsadas calcule ademas la duracidn del silencio entre notas (Figura
18). Se estandarizo las mediciones de los parametros de frecuencia de las vocalizaciones utilizando un
umbral de -15 dB en las notas armdnicas y de -10 dB en las notas pulsadas con respecto al pico de
energia (ver Apéndice 1). En cada encuentro se analizd 20 notas pulsadas y la duracion de los silencios
entre estas y todas las notas armdnicas producidas por los machos. En total se analizé6 520 notas
pulsadas y 520 silencios entre notas pulsadas y 310 notas armdnicas (95 macho A; 105 macho B; 46
macho F; 38 macho G; 26 macho F).

Se eligid caracterizar acusticamente sélo las vocalizaciones de los machos debido a que 1) los
machos produjeron la mayor cantidad de vocalizaciones durante los encuentros y 2) estas
vocalizaciones tuvieron mayor intensidad que las pocas vocalizaciones de hembras, permitiendo
caracterizaciones acusticas precisas. Se obtuvo la certeza de que las vocalizaciones analizadas fueron

producidas por los machos mediante dos criterios distintos. Primero, cuando los machos vocalizaron
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lejos de la hembra fue posible detectar la fuente de origen del sonido. Segundo, cuando los machos
vocalizaron cerca de la hembra pudimos observar contracciones de la zona abdominal de los machos
durante la vocalizacion. Aquellas vocalizaciones en las que no pudo precisarse el sexo del emisor no
fueron analizadas.

Examinando los espectrogramas de las notas armdnicas se buscaron los fendmenos no lineales; y
para conocer cuan frecuentes son, se cuantifico la cantidad de cada tipo de fendmeno no lineal

respecto al total de notas arménicas analizadas.
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Figura 18. Vocalizacién de corta distancia de un macho adulto del Tuco-Tuco de Anillaco durante el
cortejo. Mostramos las selecciones estandarizadas bajo umbrales relativos de energia de una nota
armonica (seleccién color naranja), dos notas pulsadas (selecciones color violeta) y un silencio entre
notas (seleccion color celeste). Indicamos para cada seleccién los parametros acusticos utilizadas para
caracterizar las notas: duracion 90% (Dur.), frecuencia minima (Fr. Min.), frecuencia maxima (Fr. Max.)

y pico de energia (linea amarilla).
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Andlisis del comportamiento de los individuos

De cada encuentro, se caracterizd el comportamiento de los individuos analizando 10 minutos
posteriores al primer comportamiento de contacto (ver mas abajo). Se analizé el comportamiento de
dos maneras diferentes:

A. Se evalud el comportamiento de los individuos durante los encuentros, establecimos un punto de
muestra instantaneo cada 15 segundos (40 puntos de muestreo por encuentro) en el que se categorizd
ad hoc el comportamiento instantaneo de los individuos en cinco categorias:

1. Independencia: individuos a una distancia mayor que la longitud del cuerpo (individuos
alimentandose, auto-acicalandose, descansando, cavando o alejados luego de una pelea o una
interaccion de cortejo).

2. Proximidad: individuos sin contacto a una distancia menor que la longitud del cuerpo.

3. Contacto: individuos en contacto (individuo macho huele la zona genital de la hembra o individuos
en contacto uno al lado de otro).

4. Monta o cépula: individuo macho montado sobre la hembra en intento de cdpula o cépula
propiamente dicha.

5. Pelea: individuos peleando (individuos mordiéndose entre si).

Se registré en cada punto de muestreo si el individuo macho vocalizaba y si eran notas pulsadas o
notas armonicas. Mediante una prueba de Chi cuadrado se evalud si hubo relacién entre la produccién

de vocalizaciones de los machos y la proximidad a las hembras.

B. Se evalud si hubo relacion entre la produccion de vocalizaciones de corta distancia de los machos y
la monta o cépula a las hembras. Para esto, establecimos dos tipos de comportamientos:

1. Vocalizacion-monta o cdpula: dentro de los 15 segundos posteriores de producirse una
vocalizacion hubo monta o cépula.

2. Sin vocalizacién-monta o cépula: dentro de los 15 segundo antes de producirse monta o cépula

no hubo vocalizaciones.
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Resultados

Generalidades

En los 26 encuentros macho-hembra, los machos produjeron vocalizaciones de corta distancia
formadas por notas pulsadas y notas armédnicas (Figura 19).

Las notas pulsadas fueron sonidos de banda ancha y baja frecuencia (Tabla 10); y se produjeron de
forma continuada y asociadas a notas armonicas (Figura 19) y también de forma discontinuada y no
asociadas a notas armonicas (Figura 20).

Las notas armadnicas fueron sonidos de banda estrecha y frecuencia media (Tabla 10), y se produjeron

asociadas a notas pulsadas. Las notas armdnicas presentaron una variada forma espectral (Tabla 10,

Figura 24).
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Figura 19. Oscilograma (grafico superior) y espectrograma (grafico inferior) de la vocalizaciéon de corta
distancia de machos del Tuco-Tuco de Anillaco. Se indican las notas arménicas (linea naranja) y las

notas pulsadas (linea violeta); Audio 13 (Apéndice 3).
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Figura 20. Oscilograma (grafico superior) y espectrograma (grafico inferior) de notas de discontinuadas

sin relacién a notas armdnicas de machos del Tuco-Tuco de Anillaco; Audio 14 (Apéndice 3).

Tabla 10. Mediciones acusticas de las notas pulsadas y las notas armonicas de la vocalizacién de corta
istancia de machos del Tuco-Tuco de Anillaco. Se indica la media * desvio y rango de; la duracion 90%
(ms), la frecuencia minima (Hz), la frecuencia maxima (Hz) y el pico de frecuencia (Hz) de las notas
pulsadas (N=520), y de las notas armdnicas (N=310); y la duracién de silencio entre notas pulsadas

(N=500).

Parametro Notas Notas
pulsadas Armonicas
Duracién 90% 48,93+9,66 550,44+345,84
(ms) (23,22-81,27) (22,29-1.818,23)
Fr. Minima (Hz) 168,93+52,54 915,56+322,06
(88,90-360,40) (279,01-2.544,3)
Fr. Maxima (Hz) 552,56+169,13 1.302,86+436,50
(234,70-906,5) (434,40-2.992,2)
Pico de frecuencia 302,03+104,97 1.108,89+382,27
(Hz) (161,50-775,2) (355,30-2.625,0)
Silencio e/notas pulsadas 248,69+26,80
(ms) (81,27-629,01)
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Fendmenos no lineales en las notas armadnicas

En el 24,3% de las notas armonicas se produjeron los fendmenos no lineales caos deterministico y
subarmonicos (Figura 21, 22 y 24). Las notas armdnicas con caos deterministico representaron el 11,7%

(N=37), mientras que las con subarmonicos representaron el 12,6% (N=40).
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Figura 21. Fendmenos no lineales en las notas armdnicas de la vocalizacidn de corta distancia de

machos del Tuco-Tuco de Anillaco. A. Caos deterministico (flechas violeta). B. Subarmonicos (flechas

naranja).

Vocalizaciones de corta distancia de hembras

Aunque las vocalizaciones de los machos fueron las que predominaron durante los 26 encuentros

macho-hembra, también hubo vocalizaciones por parte de las hembras. Estas fueron notas pulsadas
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discontinuas (Figura 17) y posiblemente también produjeron notas armodnicas (Figura 19). Sin embargo,
las notas armodnicas de las hembras no pudieron ser individualizadas, de modo que no fueron tenidas
en cuenta en el analisis. Estas posibles notas armdnicas de las hembras siempre se emitieron de forma
asociada con notas armonicas de los machos. En una ocasién, se produjeron notas armdnicas que

podrian ser de una hembra entre notas pulsadas de un macho (Figura 19).
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Figura 22. Vocalizaciones de corta distancia del Tuco-Tuco de Anillaco. Notas pulsadas (linea violeta) y
notas armonicas (linea naranja). Se indican las notas armodnicas y pulsadas de los machos (flechas
celestes) y las posibles notas armdnicas de las hembras (flechas fucsia). En la sucesiéon de notas

pulsadas de un macho se ven notas armodnicas que podrian ser de una hembra.

Comportamiento de los individuos durante los encuentros

Durante los 26 encuentros, los individuos machos y hembras presentaron mayor cantidad de
comportamientos de cercania (proximidad, contacto, monta o cdpula) seguido de independencia y
muy pocas peleas (Figura 23, Tabla 11). Los machos produjeron notas pulsadas tanto en independencia
como en proximidad, contacto, monta y cépula (Figura 23). Por otro lado, los machos produjeron notas
pulsadas en proximidad, contacto, monta y cépula (Figura 23). La produccién de vocalizaciones de
corta distancia se asocid a los comportamientos proximidad, contacto y monta o cépula (Chi Cuadrado

Pearson=83,22 p<0,0001).
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En los 26 encuentros macho-hembra se registraron 179 comportamientos de monta o cépula, y el

74,8 % de las veces fueron precedidos por vocalizaciones de corta distancia de los machos, mientras

qgue el 25,2% no fue precedido por vocalizaciones de corta distancia.

Muestras instantaneas (%)

30

20

Independencia Proximidad

Monta/copula Pelea

W %de categoria comportamental sin vocalizaciones

[ % de categoria comportamental con notas pulsadas

M % de categoria comportamental con notas arménicas

Figura 23. Comportamiento de los individuos del Tuco-Tuco de Anillaco durante los 26 encuentros

macho-hembra realizados en laboratorio. Se indica el porcentaje de muestra instantdnea para cada

tipo de comportamiento sin vocalizaciones, con notas pulsadas y con notas armodnicas.

Tabla 11. Caracterizacién del comportamiento de los individuos analizando del Tuco-Tuco de Anillaco

(Ctenomys sp.) durante los encuentro macho-hembra. Indicamos los valores de muestra instantanea

para cada categoria comportamental sin vocalizaciones, con notas pulsadas y con notas armdnicas.

Categoria N (sin N (con N (con
comportamental vocalizaciones) notas notas
pulsadas) armonicas)
Independencia 366 93 4
Proximidad 294 55 65
Contacto 256 39 52
Monta/copula 119 0 7
Pelea 5 0 0
N 1040 187 128
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Figura 24. Variabilidad de notas armdnicas producidas por machos del Tuco-Tuco de Anillaco. Se indican los fendmenos no
lineales caos deterministico (flechas violetas) y subarmonicos (flechas naranjas); y las posibles vocalizaciones de las hembras
(flechas fucsia). A. Audio 15; B. Audio 16; C. Audio 17; D. Audio 18; E. Audio 19; F. Audio 20; G. Audio 21; H. Audio 22; I. Audio 23;
J. Audio 24; K. Audio 25; L. Audio 26; M. Audio 27; N. Audio 28; O. Audio 29 (Apéndice 3)
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Discusion
Generalidades
En este capitulo se muestra que las vocalizaciones de corta distancia de los machos del Tuco-Tuco de
Anillaco estan formadas por dos tipos de notas: las notas pulsadas y las notas armodnicas. Las notas
pulsadas son sonidos de baja frecuencia y de banda ancha que pueden ser emitidas como un continuo
de notas pulsadas y también de forma discontinua. Las notas pulsadas pueden producirse en relacion a
las notas armodnicas y también de forma independiente. Las notas armdnicas son sonidos de frecuencia
alta (comparadas con las notas pulsadas y la vocalizacidon de larga distancia) con una variada forma
espectral y se producen asociadas a notas pulsadas continuas. Como parte de su estructura espectral,
las notas armdnicas pueden tener fendmenos no lineales como: subarmadnicos y caos deterministico.
Los machos emiten vocalizaciones de corta distancia durante el cortejo. Las notas pulsadas se
producen tanto cuando el macho estd lejos como cerca de la hembra, mientras que las notas
armonicas principalmente se producen cuando el macho estd cerca de la hembra y generalmente se
anteponen a la monta o cépula.
Si bien las vocalizaciones de corta distancia son producidas en gran medida por los machos, las
hembras también producen notas pulsadas de forma discontinuada y hay indicios de que también
producen notas armonicas, aunque éstas no fueron registradas de manera fehaciente como en los

machos.

Comparacion con otras especies de Ctenomys
Las vocalizaciones de corta distancia producidas durante el cortejo en el Tuco-Tuco de Anillaco
muestran similitudes y diferencias con las estudiadas en C. pearsoni (Francescoli 1999) y C. talarum
(Schleich & Busch 2002a). Las similitudes se encuentran en las notas pulsadas, estas son producidas
por machos y hembras en el Tuco-Tuco de Anillaco y en C. pearsoni (“gruiiidos”), mientras que
exclusivamente por los machos en C. talarum (“vocalizaciones de cortejo”). Las diferencias se
encuentran en las notas armdnicas que en el Tuco-Tuco de Anillaco son producidas principalmente por
los machos, mientras que en C. pearsoni (sefiales “Tipo C”’) y en C. talarum (“vocalizaciones de
cortejo”) son producidas exclusivamente por las hembras.

De esta manera, la diferencia se centra en la identidad de los emisores de las notas armdnicas, que
son las hembras en C. pearsoni y C. talarum, y principalmente los machos en el Tuco-Tuco de Anillaco.

Esto implicaria un diferencia bioldgica importante entre las especies, dado que las vocalizaciones de
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corta distancia en los roedores subterraneos constituyen un modo primario de comunicaciéon entre
individuos durante el cortejo en la oscuridad de los tuneles (junto con las sefiales quimicas y tactiles)
(Nevo 1979). Entonces si estas sefales son producidas por el emisor para estimular y persuadir al
receptor, en C. pearsoni y C. talarum los emisores serian las hembras y los receptores los machos,
mientras que en el Tuco-Tuco de Anillaco los emisores serian los machos y los receptores, las hembras.
De este modo, el cortejo seria realizado por las hembras en C. pearsoni y C. talarum y por los machos
en el Tuco-Tuco de Anillaco.

Por otro lado, no puede descartarse la posibilidad de que se hayan producido errores en la toma
de datos durante los trabajos citados anteriormente. En este capitulo, por dos criterios distintos, existe
la certeza de que las notas armodnicas fueron producidas por los machos: 1) cuando los machos
vocalizaron alejados de la hembra fue facil identificar la fuente de sonido; 2) cuando los machos
vocalizaron cerca de las hembras, se observaron contracciones en la zona abdominal de los machos al
momento de vocalizar. Sin embargo, durante los encuentros macho-hembra realizados en este
capitulo, hubo vocalizaciones que no fue posible adjudicar a los machos, pero tampoco a las hembras.
En Francescoli (1999) y Schleich & Bush (2002a) no se informa como determinaron que las notas
armoénicas eran producidas por las hembras, y esto deja abierta la posibilidad de considerar la
existencia de un error en la toma de datos, o que realmente existan diferencias bioldgicas importantes
entre C. pearsoniy C. talarum, y el Tuco-Tuco de Anillaco.

Al respecto, es interesante analizar las diferencias que presentan las especies de Ctenomys en las
vocalizaciones de larga distancia. Recordando parte de la discusion del capitulo 2, Francescoli & Quirici
(2010) describieron dos tipos de patrones de vocalizacién de larga distancia: Tipo | y Tipo Il. El Tipo |
estaria presente en C. talarum (Schleich & Busch 2002a; Francescoli & Quirici 2010) y en sentido
amplio en el Tuco-Tuco de Anillaco (Amaya et al. 2016), esta es emitida principalmente por los
machos; mientras que el Tipo Il estaria presente en C. pearsoni (Francescoli & Quirici 2010) y es
emitida por machos y hembras (Francescoli 2011). Relacionando estas diferencias de las vocalizaciones
de larga en las tres especies de Ctenomys, con las diferencias en las notas armdnicas producidas
durante el cortejo, se puede interpretar que entre C. pearsoniy el Tuco-Tuco de Anillaco hay diferencia
en el tipo de vocalizacidon de larga distancia, de modo que se podrian esperar diferencias en las
vocalizaciones de corta distancia. Por otro lado, entre C. talarum y el Tuco-Tuco de Anillaco no habria
diferencia en el tipo de vocalizacion de larga distancia y tampoco en los emisores, de modo que seria
esperable que tampoco hubiera grandes diferencias en las vocalizaciones de corta distancia.

Sin duda, la verificacién de estas diferencias acerca de quiénes son los emisores de las notas

armonicas en Ctenomys, si son los machos, las hembras o ambos, requiere investigaciones futuras mas
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extensas, con una metodologia objetiva para resolver si estas diferencias son producto de la biologia

de Ctenomys o una derivacién de la metodologia usada.

Fenomenos no lineales

Los fendmenos no lineales constituyen un nuevo aspecto en las vocalizaciones de Ctenomys. En las
notas armonicas del Tuco-Tuco de Anillaco se produjeron dos tipos de fendmenos no lineales, los
subarmodnicos y el caos deterministico. Sin embargo, la presencia de bifonaciones en las notas
armonicas es discutible. La bifonacion es una vocalizacion formada por frecuencias independientes sin
una relacidon armodnica entre ellas y emitidas en forma simultdnea (Fitch et al. 2002). Si bien en las
notas armonicas de los machos encontramos estructuras armonicas con estas caracteristicas (Figura 19
y 21), es dificil establecer que sean bifonaciones y no notas armdnicas de las hembras que se producen
al unisono con las notas armdnicas de los machos. En todos los casos donde se registraron posibles
bifonaciones, el macho y la hembra se encontraban juntos de modo que no fue posible establecer el
origen de estas bandas de frecuencia independiente que se acoplan a las notas armodnicas de los
machos.

La presencia de fendmenos no lineales en las notas armdnicas es llamativa, ya que, al menos en
mamiferos, la presencia de dichos fendmenos puede tener origen en el desacoplamiento entre la
presion aerodindmica en la glotis y las fuerzas biomecanicas de las cuerdas vocales (Wilden et al.
1998). La presion aerodinamica se relaciona con la cantidad de energia que es utilizada para la
produccién de la vocalizacién, de modo que se esperaria encontrar mdas fendmenos no lineales en las
vocalizaciones de mayor intensidad que en aquellas de menor intensidad. En Ctenomys las
vocalizaciones de mayor intensidad son las vocalizaciones de larga distancia (Francescoli 1999; Schleich
& Busch 2002a; Amaya et al. 2016; Capitulo 2 ) y las de menor intensidad son las notas armdnicas
(“Tipo C” en Francescoli (1999) y “vocalizaciones de cortejo” en hembras en Schleich & Busch (2002a)),
de modo que seria mas esperable encontrar fenoménos no lineales en las vocalizaciones de larga
distancia que en notas armodnicas. Sin embargo, en el Tuco-Tuco de Anillaco sucede exactamente lo
contrario, i.e. los fendmenos no lineales contituyen una parte importante de la estructura de las notas
armonicas no asi de la vocalizacion de larga distancia.

La presencia de fendmenos no lineales en las notas armdnicas producidas durante el cortejo abre
una nueva dimension en las estudios bioacusticos de Ctenomys y son necesarias investigaciones mas
profundas para conocer si realmente constituyen elementos propios de cada individuo y si tienen una

funcion determinada.
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Capitulo 5: Conclusiones generales

En esta tesis doctoral estudiamos apectos de la comunicacion acustica del Tuco-Tuco de Anillaco. Estos
estudios muestran que las vocalizaciones en esta especie de Ctenomys son utilizadas principalmente
en dos contextos comunicacionales: la territorialidad (Capitulo 2) y la reproduccién (Capitulo 3). Los
comportamientos de territorialidad estuvieron asociados a las vocalizaciones de larga distancia.
Mientras, que los comportamientos reproductivos estuvieron asociados a las vocalizaciones de corta
distancia. En ambos casos, las vocalizaciones fueron producidas principalmente por los machos. Las
caracteristicas acusticas de las vocalizaciones de larga distancia y las de corta distancias presentan
marcadas diferencia en su estructura, correlaciondndose con la funcién de cada una.

Las vocalizaciones de larga distancia son sonidos largos, con un pico de frecuencia de 200 Hz
aproximadamente, de banda ancha y alta intensidad; mientras que las vocalizaciones de corta
distancia son sonidos mas cortos, con un pico de frecuencia de 300 Hz aproximadamente en la notas
pulsadas y de 2000 Hz en las notas armdnicas, y de menor energia que las vocalizaciones de larga
distancia. Estas caracteristicas de los dos tipos de vocalizaciones del Tuco-Tuco de Anillaco se
correlacionan con las estudiadas en otros roedores subterraneos, apoyando la idea de que especies no
relacionadas filogenéticamente emiten vocalizaciones de larga distancia principalmente de bajas (20 a
300 Hz) y medias frecuencias (300 a 2000 Hz) (Heth et al. 1988; Credner et al. 1997; Francescoli 1999;
Veitl & Burda 2000; Schleich & Busch 2002). A su vez, esto representaria una forma de adaptacién de
los roedores subterraneos a las restricciones impuesta por el su ambiente, ya que las vocalizaciones de
baja y media frecuencia se transmiten mas eficientemente en este medio en comparacién con las
vocalizaciones de alta frecuencia, que son utilizadas en la comunicacidn a corta distancia (Heth et al.
1986; Lange et al. 2006; Schleich & Antenucci 2009).

La similitud en las propiedades acusticas de las vocalizaciones y la capacidad auditiva de los
roedores subterraneos, representa un interesante y llamativo modelo de coevolucién entre las
propiedades acusticas del ambiente, la comunicacién acustica y la capacidad auditiva (Heth et al. 1986;
Heffner & 1992; Briickmann & Burda 1997; Heffner et al. 2001; Lange et al. 2006; Schleich & Antenucci
2009). Si bien en esta tesis no se han realizados estudios relacionados a la capacidad auditiva del Tuco-
Tuco de Anillaco, podemos tener una aproximacion deductiva sobre esta, pensando en la relacién
mutua existente entre las caracteristicas de las vocalizaciones de una especie y su capacidad auditiva.
En las especies de roedores subterrdneos en que ambos aspectos fueron estudiados, se encontré que
la audicion esta enfatizada hacia las bajas y medias frecuencias, y restringido hacia las altas frecuencias

(Heffnar & Heffner 1990, 1993; Brickmann & Burda 1997; Begall et al. 2004). De este modo, se
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correlaciona con las propiedades acusticas de las vocalizaciones emitidas. Por la tanto, a partir de la
baja frecuencia de las vocalizaciones de larga distancia del Tuco-Tuco de Anillaco podemos anticipar
gue éste va a presentar capacidades auditivas similares a otros roedores subterraneos.

El género Ctenomys representa un fascinante grupo para estudios bioacusticos. Con mas de 60
especies descriptas (Bidau 2015), una amplia distribucidn geografica en multiples ambientes, y un
marcado gradiente de sociabilidad (habiendo especies estrictamente solitarias como C. mendocinus
(Cuello, comunicacion personal), estrictamente sociales como C. sociabilis (Lacey et al. 1997) vy
especies que se encuentran entre estos dos extremos como C. rionegrensis (Tassino et al. 2011). Los
Ctenomys ofrecen un amplio abanico de oportunidades para estudios comparados de evolucién y
comunicacion acustica. Conocer las similitudes y diferencias en sus vocalizaciones de acuerdo al grado
de relacion filogenética, a su tipo de ambiente y a su modo de vida, representa el gran objetivo de
nuestras investigaciones futuras.

Como se menciond a lo largo de esta tesis, hasta la fecha solo se habian realizado estudios
bioacusticos en C. pearsoni (Francescoli 1999; Francescoli 2001; Francescoli 2002; Francescoli & Quirici
2010; Francescoli 2011) y C. talarum (Schleich & Busch 2002a; Schleich & Busch 2002b), siendo el Tuco-
Tuco de Anillaco la tercer especie de la que se conocen aspectos de la comunicacién. A lo largo de los
distintos capitulos, expusimos las similitudes y diferencias que encontramos entre las tres especies
tanto en la estructura de las vocalizaciones, el repertorio vocal como en el contexto comportamental
asociado a las mismas. Sin embargo, las comparaciones de la estructura acustica de las vocalizaciones
entre las tres especies no pudieron ser fehacientes ni precisas, debido a la falta de una metodologia
objetiva en el analisis de las vocalizaciones de C. pearsoni y C. talarum. En esta tesis desarrollamos una
serie de metodologias rigurosas, objetivas y replicables para cuantificar las caracteristicas de las
vocalizaciones del Tuco-Tuco de Anillaco. Esto constituye un aspecto de central importancia que abre
la puerta para realizar de aqui en mas estudios bioacusticos comparativos de Ctenomys.

Los esfuerzos de esta tesis se concentraron en conocer la forma y funcién de las vocalizaciones de
larga (Capitulo 2) y corta distancia (Capitulo 4), asi como también parte del desarrollo ontogenético de
la vocalizacidén de larga distancia (Capitulo 3) del Tuco-Tuco de Anillaco .

La vocalizacién de larga distancia (Capitulo 2) presentd caracteristicas acusticas similares a las
descriptas para C. pearsoniy C. talarum (baja frecuencia, banda ancha y alta intensidad). Sin embargo,
nuestros analisis de los elementos estructurales de la vocalizacién revelaron una inesperada
complejidad en su composicion ritmica. Encontramos una pronunciada variacion entre las
vocalizaciones de distintos individuos en relacién con el nimero de series, los tres tipos de series

(diadas, triadas y tétradas), y un variable nimero de notas individuales. Estas tres caracteristicas
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dieron como resultado vocalizaciones con una diversa coleccidén de patrones sintacticos que podrian
proporcionar a estas vocalizaciones la oportunidad de codificar multiples tipos de informacion. Este
aporte abre una nueva linea de investigacidon en cuanto al tipo de informacidon que se transmite a
través de estas vocalizaciones, que ademas de ser sefiales territoriales para minimizar los encuentros
agresivos, especialmente entre los machos, podrian contener otros tipos de informacién.

En cuanto al desarrollo ontogenético de la vocalizacion de larga distancia (Capitulo 3), esta
representa una novedosa linea de investigaciéon dentro de Ctenomys, ya que no existia informacién
cuantificable acerca del modo de desarrollo de ninguna vocalizacién en el género. La vocalizacién de
larga distancia tiene un desarrollo mixto, incluyendo un segmento que se desarrolla a partir de claros
precursores ontogenéticos en los juveniles (las series) y otro segmento conformado por sonidos que
aparecen de novo (las notas individuales). La vocalizaciéon con caracteristicas de adultos aparece
cuando los juveniles tienen mdas de 100 dias de vida y un peso mayor a 150g, por lo cual seria
interesante establecer a qué momento bioldgico corresponde esta edad, es decir, la madurez de la
vocalizacion de larga distancia éocurre antes o después de la maduracion sexual? ¢O su madurez esta
relacionada al momento dispersion y el establecimiento en un propio sistema de tuneles? Conocer
estas respuestas permitira otorgarle un marco biolégico mds completo al desarrollo ontogenético de la
vocalizacion de larga distancia en Ctenomys.

Las vocalizaciones de corta distancia del Tuco-Tuco de Anillaco (Capitulo 4) son de dos tipos: las
notas pulsadas y las notas armdnicas. Encontramos que éstas son producidas principalmente por los
machos durante el cortejo. Esto representa importantes diferencias con las vocalizaciones de corta
distancia descriptas en C. pearsoni Francescoli (1999) y en C. talarum (Schleich & Busch 2002a) donde
las vocalizaciones son producidas principalmente por las hembras. Como parte de la estructura
espectral de las vocalizaciones de corta distancia del Tuco-Tuco de Anillaco, encontramos la presencia
de fendmenos no lineales tales como subarmonicos y caos deterministico en las notas armodnicas. Esto
representa un novedoso hallazgo en la comunicacidn acustica de Ctenomys y nuevamente se abre una
linea para profundizar en analisis que busquen arrojar luz en la posible funcién de los fenomenos no
lineales y su protagonismo en los roedores subterraneos.

Las vocalizaciones de las hembras representan uno de los puntos mas enigmaticos con los que nos
hemos enfrentado durante el desarrollo de esta tesis. Si bien encontramos que las hembras parecen
producir los mismos tipos de vocalizaciones que los machos, la baja tasa de emisidon con que éstas
vocalizan no nos permitid caracterizarlas con precision ni interpretar su contexto bioldgico
adecuadamente. Por esto, son necesarios estudios mdas profundos para abordar la bioacustica de las

hembras del Tuco-Tuco de Anillaco.
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Apéndice 1: Estandarizacion de las mediciones en las seiales vocalizaciones

de corta distancia

Introduccion

En los estudios bioacusticos, las mediciones utilizadas para caracterizar las senales de interés son
fundamentales ya que muchas veces constituyen la base sobre la luego se construyen las
investigaciones. Las mediciones generalmente utilizadas para caracterizar las sefiales acusticas son
aspectos de la frecuencia fundamental, la duracién o el ancho de banda de la misma. Probablemente,
los valores de frecuencia son la caracteristica mas utilizada para el andlisis de la variacién de las sefales
acusticas (Zollinger et al. 2012).

En la literatura de trabajos bioacusticos, se encuentran estas tres formas de medir las
caracteristicas de una sefial: 1) con mediciones realizadas manualmente sobre el espectrograma, 2)
con mediciones de tendencia central y 3) con mediciones de umbral con respecto a picos de energia.
Las mediciones realizadas manualmente sobre el espectrograma (Francescoli 1999; Amorim &
Vasconcelos 2006) dependen totalmente de los criterios de valoracién del investigador en tiempo y en
frecuencia del espectrograma, esto implica extraer los valores observando el espectrograma y
posicionando el cursor del mouse en la parte del espectrograma que el investigador considere que
represente la medida que se esta considerando (Zollinger et al. 2012). De este modo, las mediciones
realizadas manualmente sobre el espectrograma, tienen la inherente problematica de ser no ser
replicables. Las mediciones de tendencia central (Fuller 2014; Peixoto et al. 2016), tienen en cuenta la
energia que es esta almacenada en la seleccion realizada sobre el espectrograma; por lo que los
pequeiios cambios en los limites de la seleccidén tienen poco efecto en los valores calculados, algunos
ejemplos de medidas de tendencia central son; frecuencia 5%, frecuencia 95%, ancho de banda 90%,
1° cuartil en frecuencia, 3°cuartil en frecuencia y rango inter-cuartil. Las mediciones a partir de
umbrales de energia, incluyen en el analisis la misma cantidad de energia por debajo del pico de
frecuencia de la sefial, independientemente de las diferencias de amplitud con las que fueron
registradas las vocalizaciones producto de las distintas distancias a las que fue colocado el micréfono al
momento de la grabacion. Las mediciones en frecuencia a partir de umbrales con respecto a picos de
energia, se realizan sobre el espectro en donde la frecuencia minima y maxima de la sefial de interés se
mide como el ancho de banda a partir de cierta cantidad de decibeles menor al pico de energia de la
sefial (Zollinger et al. 2012). Este método es una practica relativamente estable en bioacustica (Podos

1997; Fischer et al. 1998; Gerhardt & Huber 2002).
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El objetivo de este apéndice es mostrar y evaluar el método de estandarizacién manual a partir de
umbrales de energia para las mediciones en frecuencia, y la estandarizacién a partir de medidas de
tendencia central (para las mediciones en tiempo) utilizado para caracterizar las vocalizaciones de

corta distancia del Tuco-Tuco de Anillaco.

Materiales y Métodos

A partir de las vocalizaciones obtenidas durante los encuentros entre individuos macho y hembra
realizados para conocer las vocalizaciones asociadas al cortejo, analizamos 10 vocalizaciones con el
método de estandarizacion a partir de umbrales de energia (para las mediciones en frecuencia) y la
estandarizacion a partir de medidas de tendencia central (para las mediciones en tiempo). Las 10
vocalizaciones fueron analizadas 10 veces cada una para comparar el método de estandarizacion de las
mediciones sobre en una misma vocalizacidén. Las mediciones se realizaron en 10 dias sucesivos, en los
cuales se midieron las 10 vocalizaciones una vez por dia con el objetivo de lograr independencia en las
mediciones repetidas de una misma vocalizacién. Se utilizd el software Raven pro 1.4
(http://www.birds.cornell.edu/Raven) utilizando los siguientes parametros del espectrograma y del
espectro: Ventana: Hann, Tamafio: 512 muestras (= 10,7 ms), 3 dB del filtro ancho de banda: 135 Hz;
Tiempo grip-overlap: 50%, Hop size: 256 muestras (= 5,33 ms); Frequency grid—DFT size: 4096
muestras, Grid spacing: 11,7 Hz. Las grabaciones fueron filtradas utilizando un bandpass filter entre 80-
5000 Hz en Raven Pro 1.4 para eliminar fuentes de perturbacién y distorsidon en las mediciones
acusticas, los rangos del filtro fueron elegidos para que este no afecte en ninguna medida a la sefial de
interés y a la vez para que elimine la mayor cantidad de ruido posible.

El analisis de cada vocalizacidon fue realizado en cinco pasos sobre el oscilograma, espectro y
espectrograma (Figura 25 A, B, C, D, E):
1. Sobre el oscilograma se selecciond la duracion total de la vocalizacidn. Los limites iniciales y finales
de esta seleccién fueron establecidos en los puntos en donde el oscilograma alcanzaba valores
minimos de energia (Figura 25 A).
2. A partir de esta seleccion de calculd sobre el espectro el pico de energia (Figura 25 B).
3. A partir del pico de energia (linea verde en Figura 25 B; en este ejemplo 140,4 dB), se utilizo la
linea de marcacion de Raven pro 1.4 para establecer el limite de -15 dB aproximado por debajo del
pico de energia (linea rosa, Figura 25 C; en este ejemplo 125, 7dB, si la medicidn fuese exacta la linea
de marcacién tendria que estar en 125, 4 y no en 125, 7, pero lograr esto manualmente es dificultoso y
requiere de mucho tiempo). De este modo, en el punto de cruzamiento de la linea de marcacién con la

linea del espectro del lado izquierdo se delimita la frecuencia minima y en el punto de cruzamiento de
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la linea de marcacién con la linea del espectro de lado derecho se delimita la frecuencia maxima. Asi
gueda delimitada la sefial en frecuencia a partir de un umbral de aproximadamente -15 dB por debajo
del pico de energia. La sefal queda asi delimitada en el espectro, por el area que abarcan aquellos
valores de energia por encima del umbral y por debajo del Pico de energia (sombreado azul, Figura 25
C. Esta misma sefial queda ahora delimitada en el espectrograma, por los valores de frecuencia minima
y maxima obtenidos en el espectro y por los puntos de inicio y fin en tiempo de la seleccion original
(recuadro azul, Figura 25 D).

4. A partir de la nueva delimitaciéon en el espectrograma, se calculan los parametros Tiempo 5% vy
Tiempo 95 % (lineas naranjas, (Figura 25 E). Con estos parametros establecidos, se mueve el inicio vy el
final de la seleccién hacia la marcacion del Tiempo 5% y Tiempo 95% respectivamente (linea punteada
amarilla, Figura 25 D).

5. La delimitacidn final de la sefial queda asi objetivamente delimitada en el espectrograma en el eje
de frecuencia con un umbral de -15 dB respecto del pico de energia y en el eje de tiempo con la

duracién 90% de la seleccion original.

De este modo, las mediciones en frecuencia de las vocalizaciones fueron estandarizadas con un
umbral aproximado de -15 dB por debajo del pico de energia y todos los movimientos de las
selecciones de las vocalizaciones se realizaron de forma manual. Decimos que la estandarizacidén seria
aproximadamente en -15 dB debido no tuvimos en cuenta los valores decimales ni del pico de energia
(linea verde, Figura 25 B) ni de la barra de marcacién del Raven pro (linea rosa, Figura 25 C), por esto la
estandarizacion de las mediciones no fue exactamente la misma en las mismas vocalizaciones medidas
en diferentes dias. Esto es un parte fundamental de esta metodologia ya que al no ser exacta la
estandarizacion en -15 dB de una misma vocalizacion, las sucesivas mediciones pueden no ser iguales.
Por ejemplo, se analizd dos veces una vocalizacidon con un pico de energia de 126,7 dB. En el primer
analisis, movimos la barra de marcacién a 111,3 dB de modo que la estandarizacidn fue realizada en —
dB 15,4 por debajo del pico de energia (126,7-111,3= 15,4). En el segundo analisis, se movio la barra de
marcacion a 111,9 dB entonces esta sefial fue estandarizada en -14,8dB respecto del pico de energia
(126,7-111,9= 14,8). De esta forma, la misma vocalizacion fue estandarizada con valores diferentes
respecto al pico de energia (aunque cercanos a -15 dB). Para que la estandarizacion de las mediciones
exactamente de -15 dB respecto al pico de energia, la barra de marcacién tuviera que estar en 111, 7

dB, pero tener esta precisién con el cursor del mouse es dificil de conseguir.
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Los parametros utilizados para la caracterizacion de las vocalizaciones en frecuencia fueron:
frecuencia minima y maxima, pico de frecuencia. Las mediciones en tiempo fueron estandarizadas a
partir de la medida de tendencia central duracién 90 %.

A partir de las 10 mediciones de frecuencia minima, frecuencia maxima, pico de energia y duracién
90% de cada vocalizacidon de corta-distancia calculamos la media t+ desvio estandar, el rango y el
coeficiente de variacion (CV). El coeficiente de variacion es el cociente entre la desviacion estandary la
media muestral, expresado en porcentaje y fue calculado para comparar el grado de variacién entre las
mediciones en frecuencia realizadas a partir de una umbral de -15 dB por debajo del pico de energia, y

en tiempo realizadas a partir de la medida de tendencia central duracion 90%.
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Figura 25. Método utilizado para la estandarizacion manual utilizando el Raven pro 1.4. de las
mediciones acusticas en las vocalizaciones de corta-distancia del Tuco-Tuco de Anillaco A. Oscilograma
(grafico superior) y espectrograma (grafico inferior) indicando muestra la seleccion utilizada para la
delimitacion en tiempo y en frecuencia total de la vocalizacién. B. Espectro de la vocalizacion donde
indicamos el pico de energia de la vocalizacion (140 dB, linea verde). C. Utilizaciéon de la linea de
marcacion de Raven pro 1.4 (linea rosa) para establecer los limites de frecuencia minima y frecuencia
maxima de la seleccién a partir un umbral de -15 dB respecto al pico de energia, marcado en la figura
con un area sombreada de color azul. D. Espectrograma con un recuadro azul que indica el resultado
de la estandarizacién de la frecuencia minima y frecuencia maxima de la vocalizacion a partir de un
umbral de -15 dB respecto al pico de energia. Sobre esta seleccidn de calculan los parametros tiempo
5% y tiempo 95% (lineas naranjas). Para estandarizar la vocalizacion en tiempo con la duracién 90% se
mueve el inicio de la seleccion hacia la marcacion de Tiempo 5% (linea punteada amarilla) y el final de
la seleccion hacia la marcacion de Tiempo 95% (linea punteada amarilla). E. Espectrograma donde se

muestra la seleccion final estandarizada en frecuencia y en tiempo.

Resultados

Las 10 mediciones realizadas para cada vocalizacién (Figura 26) con un umbral aproximado de -15 dB
respecto al pico de energia de la vocalizacién presentaron una baja variabilidad en los parametros
acusticos utilizados para caracterizar las sefiales. Como era de esperar el valor de pico de frecuencia en
las 10 mediciones de cada vocalizacién no vario. Sin embargo, se observan pequeiias diferencias entre
las 10 mediciones de una misma vocalizacidn en los valores de frecuencia minima, frecuencia maximay

duracion  90%, aunque estas diferencias nos bajas (Tabla 12,  Figura  27).
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Tabla 12. Resultados de las mediciones de los pardmetros acusticos frecuencia minima (Fr. Min.),
frecuencia maxima (Fr. Max.) y pico de frecuencia (Pico de Fr.) con un umbral de -15 dB por debajo del
pico de energia; y de la duracidn 90% de las vocalizaciones. Se indican el N, la Media, el Desvio
Estandar, el Coeficiente de Variacién, el valor Minimo y el valor Maximo para los parametros acusticos

para cada vocalizacién.

Vocalizacion Parametro N Media D.E. cv Min. Max.
A Dur. 90% 10 0,1065 0,0007 0,6561 0,1045 0,1068
Fr. Min. 10 821,59 2,52 0,31 818,1 826,9

Fr. Max. 10 1029,59 2,77 0,27 1024,2 1033,7

Pico de Fr. 10 937,5 0 0 937,5 937,5

B Dur. 90% 10 0,7426 0,049 6,6039 0,6495 0,7669
Fr. Min 10 649,04 1,69 0,26 645,7 651,5

Fr. Max 10 994,23 1,26 0,13 992,4 995,9

Pico de Fr. 10 872,1 0 0 872,1 872,1

C Dur. 90% 10 0,8919 0,0053 0,5948 0,8813 0,8968
Fr. Min 10 591,04 1,12 0,19 589,3 592,7

Fr. Max 10 960,32 0,92 0,1 958,9 961,7

Pico de Fr. 10 872,1 0 0 872,1 872,1

D Dur. 90% 10 0,851 0,0519 6,103 0,8279 0,9986
Fr. Min 10 1520,1 8,83 0,58 1515,5 1544,8

Fr. Max 10 1967,13 14,56 0,74 1926,3 1974,8

Pico de Fr. 10 1577,3 5,69 0,36 1571,9 1582,7

E Dur. 90% 10 0,1971 0,004 0,1866 0,1969 0,198
Fr. Min 10 921,55 3,01 0,33 916,5 926,8
Fr. Max 10 1127,11 0,82 0,07 1125,6 1128,4

Pico de Fr. 10 1065,9 0 0 1065,9 1065,9

F Dur. 90% 10 0,0639 0,0001 0,1473 0,0639 0,0641
Fr. Min 10 697,85 5,39 0,77 694,6 712,5

Fr. Max 10 1003,74 3,89 0,39 994 1008,6

Pico de Fr. 10 925,8 0 0 925,8 925,8
G Dur. 90% 10 0,0449 0,0045 9,939 0,0427 0,0534
Fr. Min 10 640,4 3,1 0,48 637,4 645,5

Fr. Max 10 931,27 1,35 0,14 929,2 933,1

Pico de Fr. 10 796,9 0 0 796,9 796,9

H Dur. 90% 10 0,0856 0,006 0,7461 0,0852 0,0872
Fr. Min 10 793,4 48,65 6,13 747,4 856,6

Fr. Max 10 1056,84 15,19 1,44 1050,9 1100

Pico de Fr. 10 937,5 0 0 937,5 937,5

| Dur. 90% 10 0,3594 0,0009 0,2541 0,3574 0,3608
Fr. Min 10 611,31 1,27 0,21 609,2 613,1

Fr. Max 10 799,02 0,58 0,07 798,3 800,1

Pico de Fr. 10 742,9 0 0 742,9 742,9

Dur. 90% 10 0,7795 0,0019 0,2498 0,7763 0,7823
J Fr. Min 10 1924,68 27,12 1,41 1847,7 1935,4
Fr. Max 10 2593,27 2,19 0,08 2590,3 2597,1

Pico de Fr. 10 2368,7 0 0 2368,7 2368,7
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Figura 27. Resultados de las mediciones realizadas en 10 vocalizaciones utilizando un umbral
aproximado de -15 dB por debajo del pico de energia para estandarizar las mediciones en frecuencia y
el parametro duracién 90% para la estandarizacién en tiempo. A. Grafico de dispersion de los valores
de frecuencia minima (cuadrado rojo), frecuencia maxima (cuadrado celeste) y pico de frecuencia
(cuadrado verde) de las 10 mediciones realizadas en dias sucesivos de las 10 vocalizaciones analizadas.
B. Grafico de dispersidon de los valores de duracién 90% (cuadrado violeta) de las 10 mediciones

realizadas en dias sucesivos de las 10 vocalizaciones analizadas.

Discusion

En este apéndice se pretende explicar el método de estandarizacion de las mediciones acusticas en las
vocalizaciones de corta distancia del Tuco-Tuco de Anillaco. Se estandarizaron las mediciones acusticas
en Raven pro 1.4 de forma manual, ya que el investigador mueve los bordes de seleccién que
delimitan la sefial a estudiar. De modo que en esta estandarizacion manual de las mediciones, el
movimiento de los bordes de seleccion se realizan a partir de un umbral respecto al pico de energia

para delimitar en frecuencia la vocalizacién, de esta forma calculamos la frecuencia minima, la
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frecuencia maxima y el pico de frecuencia; y usamos la duraciéon 90% (medida de tendencia central) de
la sefial ya delimitada en frecuencia medir la duracion de la vocalizacién. El valor de Pico de Frecuencia
de las 10 mediciones de cada vocalizacion fue exactamente el mismo, y esto es una obviedad ya que la
estandarizacion parte del pico de energia el cual pertenece a algun valor de frecuencia, por ende este
valor de frecuencia con la mayor cantidad de energia va a ser constante para cada sefial acustica (al
menos utilizando siempre los mismos parametros de configuracion del espectrograma y del espectro).
Sin embargo, los valores de frecuencia minima, frecuencia maxima y duracién 90%, presentan
variaciones en las sucesivas mediciones realizadas para cada vocalizacién. Estas variaciones son
productos de no tener en cuenta los decimales del pico de energia ni de la barra de marcacion al
delimitar la sefial aproximadamente por -15 dB respecto al pico de energia. Sin embargo, los valores de
desvio estandar y coeficiente de variacion de las mediciones en las 10 vocalizaciones (Tabla 12) indican
gue estas variaciones son bajas.

Otros softwares utilizados en bioacustica son capaces de realizar mediciones de las sefales a partir
de estandarizaciones de forma automatica (por ejemplo el Avisoft SAS-Lab Pro) en donde el
investigadores previamente establece que umbral de energia desea usar y el programa
automaticamente estables los limites de frecuencia minima, frecuencia maxima y duracién de la seiial
a partir de umbrales. El software Raven prol.4 carece de esta funcion, sin embargo manualmente se
puede lograr que las mediciones de las sefiales acusticas estén estandarizadas y con esto lograr una
investigacidon mas sdlida, comparable y objetiva.

En esta tesis pretendimos usar una metodologia objetiva para el analisis de las vocalizaciones del
Tuco-Tuco de Anillaco. La vocalizacion de larga distancia (Capitulo 2) y su desarrollo ontogenético
fueron cuantificadas utilizando medidas de tendencia central (frecuencia 5 %, frecuencia 95 %,
duracién 90 %). Las vocalizaciones de corta distancia (Capitulo 3) fueron cuantificadas utilizando
mediciones de umbral con respecto a picos de energia. Los trabajos previos sobre vocalizaciones de
tuco-tucos no fueron realizados con una metodologia objetiva para el andlisis de las sefiales. Nosotros
consideramos que la objetiva cuantificacion de las vocalizaciones es un pilar fundamental en los
trabajos de bioacustica. El uso de una metodologia objetiva para cuantificar las vocalizaciones, es
fundamental poder comparar vocalizaciones de un individuo, vocalizaciones entre individuos o

vocalizaciones entre especies.
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Apéndice 2: Parametros acusticos utilizados para la caracterizacion dela
vocalizacion de larga distancia (Capitulo 2), el desarrollo de la vocalizacion
de larga distancia (Capitulo 3) y la vocalizacidon de corta distancia (Capitulo

a).

1. Pico de frecuencia (Hz): frecuencia a la que se produce el pico energia dentro de la seleccion.

2. RIC (Rango-Inter-Cuartil) de ancho de banda (Hz): la diferencia entre el ler y 3er cuartil
frecuencias.

3. Ancho de banda 90% (Hz): diferencia entre la frecuencia 5% (frecuencia que divide la seleccién en
dos intervalos de frecuencia que contienen el 5% y 95% de la energia en la seleccidn) y la frecuencia
95% (frecuencia que divide la seleccidén en dos intervalos de frecuencia que contienen el 95% vy el 5%
de la energia en la seleccidn).

4. 1er cuartil de frecuencia (Hz): frecuencia que divide la seleccion en dos intervalos que contienen
el 25% y 75% de la energia en la seleccion.

5. 3er cuartil de frecuencia (Hz): frecuencia que divide la seleccién en dos intervalos que contienen
el 75% y 25% de la energia en la seleccion.

6. Frecuencia 5% (Hz): frecuencia que divide la seleccion en dos intervalos de frecuencia que
contienen el 5% y 95% de la energia en la seleccion.

7. Frecuencia 95% (Hz): frecuencia que divide la seleccion en dos intervalos de frecuencia que
contienen el 95% y el 5% de la energia en la seleccion.

8. Duracion 90% (ms): diferencia entre el tiempo 5% (tiempo que divide la seleccién en dos
intervalos de tiempo conteniendo el 5% y el 95% de la energia dentro de la seleccion) y el tiempo 95%
(tiempo que divide la seleccién en dos intervalos de tiempo conteniendo el 95% y el 5% de la energia
dentro de la seleccion).

9. Energia (dB): total de energia contenida en la seleccién.
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Apéndice 3. Muestra de audios (anexo CD)

Audio 1- Cuatro series de triadas.

Audio 2- Cuatro series de diadas.

Audio 3- Cuatro series de tétradas.

Audio 4- Diez notas individuales.

Audio 5- Grabacion completa de individuo 9.
Audio 6- Grabacion completa de individuo 12.
Audio 7- Dos series anormales de triadas.
Audio 8- Dos series anormales de diadas.
Audio 9- Dos series anormales de tétradas.
Audio 10- Dos monadas.

Audio 11- Cuatros series de triadas del Macho 2. La primera serie registrada en la semana 1, la
segunda serie fue registrada en la semana 4, la tercera serie fue registrada en la semana 8, la cuarta
serie fue registrada en la semana 12.

Audio 12- Cuatros series de triadas de la Hembra 1. La primera serie registrada en la semana 1, la
segunda serie fue registrada en la semana 4, la tercera serie fue registrada en la semana 8, la cuarta
serie fue registrada en la semana 12.

Audio 13- Notas pulsadas contindas y notas armédnicas

Audio 14- Notas pulsadas discontinuas

Audio 15- Nota armodnica A

Audio 16- Nota armodnica B

Audio 17- Nota armonica C

Audio 18- Nota armodnica D

Audio 19- Nota armonica E

Audio 20- Nota arménica F

Audio 21- Nota armodnica G

Audio 22- Nota arménica H

Audio 23- Nota armonica |

Audio 24- Nota armonica J

Audio 25- Nota armodnica K
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Audio 26- Nota armodnica L
Audio 27- Nota armdnica M
Audio 28- Nota armodnica N

Audio 29- Nota armdnica O
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Apéndice 4. Contribuciones de la tesis

PRESENTACIONES EN REUNIONES CIENTIFICAS

e “Development of the Long-range vocalization in a Ctenomys species from La Rioja, Argentina”. J.
Amaya, J. Areta, A. Farina, G. Basso. XXV IBAC-International Bioacoustics Congress, Murnau, Germany,
2015.

e  “Cambios etarios en la vocalizacién territorial de un tuco-tuco de La Rioja, Argentina” J. Amaya, A.
Farina, G. Basso. XXVl Jornadas argentinas de Mastozoologia, Esquel, Chubut, Argentina, 2014.

e  “Vocalizacion territorial de los Ctenomys de La Rioja: écaracteristicas fisicas pueden ser usada para
identificar individuos?” J. Amaya, G. Francescoli. XXVI Jornadas argentinas de Mastozoologia, Mar del
Plata, Buenos Aires, Argentina, 2013.

e Long-range vocalizations in a Ctenomys species from La Rioja (Argentina): basic characteristics”. J.
Amaya, G. Francescoli, V. Valentinuzzi. XXIV IBAC-International Bioacoustics Congress, Pirenépolis,
Goias, Brazil, 2013.

e Bioacustica del Tuco-Tuco de Anillaco. J. Amaya. | Semana del sonido, La Plata, Argentina, 2013.

e “Estudio preliminar de la sefial acustica de una especie de Ctenomys de la provincia de La Rioja,

Argentina”. J. Amaya, G. Francescoli, V. Valentinuzzi. XXV Jornadas argentinas de Mastozoologia y Il
Congreso Latinoamericano de Mastozoologia, Capital Federal, Buenos Aires, Argentina, 2012.

ARTICULOS CIENTiFICOS PUBLICADOS

e AmayaJ, Areta J, Valentinuzzi V., Zufiaurre E. Long-range vocalizations of the Anillaco Tuco-Tuco
(Ctenomys sp.): structure and behavioral context. Peer J.
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