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Un Modelo Integrado para el Control Motor del canto en canarios domésticos — Rodrigo Alonso — Mayo de
2018

RESUMEN

Un modelo Integrado para el Control Motor del Canto en canarios domésticos

El trabajo descripto en esta tesis, se enfoca en el estudio de los mecanismos que subyacen al
control motor del canto en canarios domésticos (Serinus canaria). Para ello, utilizamos técnicas
propias de la dindamica no lineal en la construccion de modelos fenomenolédgicos del aparato
vocal, asi como del sustrato neuronal que acciona sobre la periferia. A su vez, el trabajo requiri6
del desarrollo e implementacion de variadas técnicas experimentales, con el objetivo de

contrastar empiricamente las predicciones de dichos modelos.

En una primera etapa, estudiamos el funcionamiento del aparato vocal, la siringe. Para ello,
construimos un modelo biomecéanico de baja dimension de las fuentes sonoras. Este modelo
predice que el control de la frecuencia fundamental de las vocalizaciones, emerge de la accion
sinérgica entre dos variables fisioldgicas: la presiéon de los sacos aéreos y la tension labial.

Luego, comprobamos esta prediccion experimentalmente.

En segundo lugar, estudiamos el sustrato neuronal involucrado en este comportamiento. Con tal
fin, construimos un modelo neuronal que representa la actividad promedio de los distintos
nucleos involucrados en esta via. Este modelo, reconcilia distintos resultados experimentales
presentes en la literatura y consigue reproducir sefiales temporales compatibles con los gestos
de presion adquiridos experimentalmente. Cabe destacar que el modelo plantea un escenario en
el cual el control de las distintas escalas temporales del canto se produce por la accion conjunta
de varios nucleos distribuidos en las distintas regiones del cerebro. Luego, implementamos una
serie de técnicas electrofisiologicas mediante las que obtuvimos sefiales neuronales compatibles

con las predicciones del modelo.

Finalmente, unimos ambas escalas del problema en un modelo integrador. Basicamente, el
modelo extiende la arquitectura neuronal propuesta en el modelo anterior, incorporando los
nucleos que controlan la musculatura siringea. Como resultado del mismo, obtenemos sefales
temporales asociadas a gestos motores, las cuales alimentan al modelo biomecénico para

sintetizar vocalizaciones realistas.

Palabras claves: neurociencia - canto de aves — dinamica no lineal — biomecdanica - gestos

motores — electrofisiologia



ABSTRACT

An Integrated model for Motor Control of Song in domestic canaries

The work described in this thesis is based on the study of the mechanisms
underlying motor control of song in domestic canaries (Serinus canaria). For this, we use
techniques of non-linear dynamics in the construction of phenomenological models of the vocal
apparatus, as well as the neuronal substrate that acts on the periphery. In turn, the work required
the development and implementation of various experimental techniques, with the objective of

empirically testing the predictions of these models.

In a first stage, we study the functioning of the vocal apparatus, the syrinx. To do this, we built
a low-dimensional biomechanical model of the sound sources. This model predicts that the
control of the fundamental frequency of vocalizations emerges from the synergistic action
between two physiological variables: the air-sac pressure and the tension of the labia. Then, we

probed this prediction experimentally.

Secondly, we studied the neuronal substrate involved in this behavior. To this end, we built a
neuronal model that represents the average activity of the different nuclei involved in this
pathway. This model reconciles different experimental results present in the literature and
manages to reproduce temporal signals compatible with pressure gestures acquired
experimentally. It is worth mentioning that the model proposes a scenario in which the control
of the different time- scales of the song depends on the contribution of several nuclei distributed
in the different regions of the brain. Next, we implemented a series of electrophysiological
techniques through which we obtained neural signals compatible with the predictions of the

model.

Finally, we unify both scales of the problem in an integrative model. The model extends the
neuronal architecture proposed in the previous model, incorporating the nuclei that control the
syrinx's musculature. Thus, we obtain temporary signals associated with motor gestures, which

feed the biomechanical model to synthesize realistic vocalizations.

Keywords: neuroscience - birdsong - non-linear dynamics - biomechanics - motor gestures -

electrophysiology
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LISTA DE ABREVIATURAS

MTM (membrana timpaniforme media)
MM (membrana medial)

ML (membrana lateral)

LL (labio lateral)

LM (labio medal)

TL (musculo traqueolateralis)

ST (musculo sternotraquealis)

vS (musculo siringealis ventralis)

vIB (musculo traqueolateralis ventralis)

dTB (musculo traqueolateralis dorsalis)

dS (musculo siringealis dorsalis)

MAN (nucleo Magnocelular del Nidopallium Anterior)
DLM (nucleo dorsolateral de la porcion medial de Talamo)
RA (nticleo Robusto del Arcopallium)

HVC (utilizado como nombre propio)

Uva (nucleo Uvaeforme)

NIf (nucleo Interfacial del Nidopalium)

DM (nucleo Dorsomedial)
nXII (nucleo XII)

GTE (Extremo de la Trayectoria de Gestos motores)
BOS (Canto propio, del inglés Bird’s Own Song)

CON (Canto de un conespecifico)
REV (Canto reverso)

IA (Area Iniciadora)
ER (area relacionada con la Expiracion)

IR (area relacionada con la Inspiracion)
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Capitulo 1: Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 Comportamiento motor complejo

Todo comportamiento adaptativo depende de interacciones entre el sistema nervioso, la
periferia y el ambiente (Chiel & Beer, 1997). No obstante, las investigaciones que buscan
comprender los mecanismos que subyacen a un comportamiento motor suelen enfocarse en la

actividad de neuronas tnicas o, en el mejor de los casos, de circuitos neuronales.

Sin embargo, en el marco de la teoria de la evolucidn, no es posible separar los efectos de cada
una de estas partes. De hecho, en los vertebrados existe una coevolucién y también un
codesarrollo del sistema nervioso y el aparato periférico. Esto genera tanto restricciones como
ventajas para el sistema nervioso: por un lado, el sistema nervioso no puede comandar
comportamientos que son fisicamente imposibles de generar asi como, por otro lado, las
nolinealidades inherentes al sistema periférico pueden generar comportamientos complejos
incluso al ser comandados por instrucciones simples (Chiel & Beer, 1997; Gardner, Cecchi,
Magnasco, Laje, & Mindlin, 2001). A su vez, los mecanismos de retroalimentacion
propioceptiva al igual que de parte del ambiente en el cual el individuo esta inmerso, son vitales
para el desarrollo de cualquier comportamiento adaptativo (McCasland & Konishi, 1981;

Nemeth et al., 2012; T. L. Williams, Bowtell, Carling, Sigvardt, & Curtin, 1995).

El canto de las aves, no escapa a estas generalidades; es un comportamiento motor, complejo,
aprendido y evolutivamente relevante para muchas especies. En esta tesis, nos hemos propuesto
abordar este comportamiento de manera integradora, teniendo en cuenta no sé6lo la actividad

neuronal involucrada en la produccién vocal sino también la biomecénica del aparato fonador.
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Capitulo 1: Introduccion

1.2 Canto de aves y la neuroetologia

Las aves son animales por demas interesantes; la complejidad de sus cantos, la destreza con la
que vuelan, su colorido plumaje, el hecho de que muchas de ellas migren miles de kilometros
para reproducirse, son solo algunas de las caracteristicas que hacen que afio tras afio miles de
observadores de aves se congreguen en distintas partes del mundo para simplemente
contemplarlas. Sin embargo, desde la neuroetologia, una de estas caracteristicas ha sido

particularmente estudiada: el canto.

Desde mediados del siglo pasado, con la creacion de los sonogramas, el estudio del canto de las
aves se ha establecido como una de las principales areas de la etologia (P Marler, 2004). Los
sonogramas son una representacion grafica del sonido, en la cual se dibuja el contenido
espectral del sonido en funcién del tiempo, con la intensidad de cada frecuencia denotada en
escala de grises (Figura 1.A). Esta tecnologia permitid cuantificar ciertas caracteristicas
acusticas del canto de distintos individuos, lo cual dio rigurosidad a algunas nociones que, hasta
ese momento, formaban parte del “anecdotario” de los naturalistas, asi como a tantas otras que

fueron surgiendo a partir del uso de esta herramienta.

1.2.1 Ecologia y comportamiento (;Por qué cantan lo que cantan?)
En pocas palabras, el canto de las aves tiene principalmente dos funciones: por un lado, ejerce
un rol importante en la defensa del territorio y, por otro lado, es un atributo vital a la hora de

atraer una pareja 'y reproducirse (Collins, 2004).

En ambos casos, el canto debe reflejar algun aspecto de la calidad del cantante que aumente el
éxito reproductivo del individuo, ya sea alejando a otros posibles contrincantes o atrayendo
hembras. Los individuos dentro de una especie difieren en los tipos de cantos, y los posibles

rivales y potenciales parejas prestan atencion a esas diferencias y actiian en consecuencia.

La variacion de ciertas caracteristicas acusticas de los cantos entre los individuos se relaciona
con las diferencias en agresividad, calidad del macho y los recursos disponibles. Por ejemplo,
machos més grandes pueden producir sonidos de frecuencia mas baja debido a que tienen un
aparato vocal mas grande, mientras que un macho mas pequefio simplemente no puede “hacer

trampa” produciendo vocalizaciones de frecuencias mas bajas (Collins, 2004).

Al usar el canto para juzgar a los rivales y posibles pretendientes, las aves evitan las peleas que
perderian y obtienen mejores parejas (P. Marler & Slabbekoorn, 2004). Ejemplo de esto, es el
caso de las llamadas silabas sexys en canarios domésticos (Serinus canaria). En esta especie,
las hembras muestran una marcada preferencia por machos que cantan una serie de trinos que
cubren un amplio rango de frecuencias sonoras y son producidos a gran velocidad. Estas silabas

sexys requieren de una gran destreza en la coordinaciéon motora por lo que se considera que son
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Capitulo 1: Introduccion

una seial honesta de calidad del macho, motivo por el cual se habria seleccionado esa

preferencia en las hembras (Vallet, Kreutzer, Beme, & Kiosseva, 1997).

Cabe destacar, que lo mencionado hasta aqui se refiere a los cantos (o canciones) los cuales se
distinguen de otras vocalizaciones, denominadas “llamadas” (o calls). En general este tipo de
vocalizaciones se observa tanto en hembras como en machos. En la Figura 1.A se muestra el
repertorio completo de un pinzén vulgar (Fringilla coelebs). A nivel estructural, los cantos son
usualmente més largos y mas complejos actsticamente, involucrando una variedad de diferentes
notas y silabas ordenadas en secuencias que se repiten estadisticamente; por otro lado, las
llamadas son a menudo cortas, monosilabicas y con patrones de frecuencia simples. Desde un
punto de vista funcional, el significado de las /lamadas no solo se restringe al cortejo o la
contienda con otros machos, sino también alarmar de la existencia de un depredador, el anuncio
y el intercambio de alimentos y el mantenimiento de la proximidad social e integracion (Peter

Marler, 2004b).

Finalmente, existe una distincion de gran importancia para la neuroetologia; en las aves oscinas
(orden passeriformes) el canto es aprendido mientras que la mayoria de las llamadas son

innatas (Peter Marler, 2004a).

1.3 Aprendizaje vocal: evolucion, similitudes y analogias con el
habla humana

El aprendizaje vocal, es un atributo por demds excepcional en el reino animal. Si bien muchos
animales producen vocalizaciones complejas, s6lo unas pocas especies adquieren estas

vocalizaciones tras un periodo de aprendizaje (Doupe & Kuhl, 1999).

Los humanos son claramente grandes aprendices vocales. No obstante, dentro de los primates
no humanos, si bien hay evidencia emergente de que los factores sociales pueden influir en la
variabilidad actstica (Crockford, Herbinger, Vigilant, & Boesch, 2004; Sugiura, 1998), no se ha
demostrado que aprendan sus vocalizaciones. Entre los mamiferos, es bien sabido que los
cetaceos adquieren su repertorio vocal y muestran una mimica vocal (McCowan & Reiss,
1997); también hay algunos murciélagos que aprenden sus vocalizaciones (Boughman, 1998),
lo cual también ocurre en algunas especies de elefantes (Poole, Tyack, Stoeger-Horwath, &
Watwood, 2005). En contrapartida, el aprendizaje vocal ha evolucionado en tres grupos de aves:
las aves oscinas (orden Passeriformes), loros (Psittaciformes) y colibries (Apodiformes) (Liu,

Wada, Jarvis, & Nottebohm, 2013).

Las aves oscinas representan aproximadamente el 50% de las aves existentes en la actualidad
(25739 especies). Se encuentran distribuidas en todos los continentes, ocupan casi todos los

ecosistemas terrestres y representan la mayor radiacion evolutiva identificable dentro de las
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aves (Barker, Cibois, Schikler, Feinstein, & Cracraft, 2004). Por este motivo, las aves oscinas se

han establecido como principal modelo animal para el estudio del aprendizaje vocal.
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Figura 1.A. Canto y repertorio de llamadas del pinzén vulgar (Fringilla coelebs). (Panel
Superior) Canto del pinzén vulgar, compuesto por una serie de frases formadas por
silabas distintas: el corchete rojo sefiala una nota que forma parte de una silaba compleja
(corchete verde), luego una serie de silabas forman una frase (corchete azul). (Paneles A-
H) Repertorio de llamadas del pinzén vulgar. En la parte superior de cada recuerdo se

muestra el “significado” de cada llamada. Adaptado de Peter Marler, 2004b.

Existen numerosos paralelismos entre la adquisicion del habla humana y el canto en las aves.
En primer lugar, la fenomenologia basica del aprendizaje del canto o del habla es
sorprendentemente similar en aves oscinas y humanos. Las vocalizaciones iniciales son
inmaduras y diferentes de las de adultos. Las primeras vocalizaciones en bebés son tipicamente
vocales, seguidas de balbuceos: silabas compuestas por consonantes y vocales que repiten
varias veces (por ejemplo: bababa o0 mamama). Por su parte, las aves oscinas jovenes producen
lo que se conoce como subcanto (subsong) en los cuales los juveniles producen una serie
desordenada de notas que se diferencian de las silabas adultas. Luego progresivamente estas
vocalizaciones se van moldeando hasta parecerse a las silabas adultas (canto plastico), y

finalmente cristalizan un canto estereotipado (canto cristalizado).
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Otra caracteristica notoria es que, en ambos casos, existe un periodo sensorial en la cual los
juveniles deben estar expuestos a las vocalizaciones de tutores: tanto en humanos como en aves
con audicion normal, si durante este periodo estan socialmente aislados producen
vocalizaciones anormales (Fromkin et al., 1974; Kroodsma & Miller, 1996). En esta etapa, los
individuos “memorizan” una especie de templado de las vocalizaciones adultas. Luego de
transcurrido este periodo, los juveniles comienzan a vocalizar intentando imitar aquellos
sonidos a los que fueron expuestos. Este periodo se conoce como sensorimotor (Doupe & Kuhl,
1999). Durante esta fase del aprendizaje es crucial que los individuos puedan escucharse y asi
moldear sus vocalizaciones de manera que se asemejen a las del tutor (Konishi, 1965; Oller &
Eilers, 1988). La separacion entre las distintas etapas es muy marcada en las aves, mientras que
en el caso de los humanos los periodos se superponen. En éstos ultimos, hay una distincioén
entre percepcion y produccion de habla universal y las etapas en las cuales los nifios presentan

selectividad a vocalizaciones del idioma especifico de sus tutores.

A su vez, tanto las aves oscinas como los humanos poseen estructuras neuronales especificas
asociadas al aprendizaje y al control de las vocalizaciones. En este sentido, si bien existen
similitudes entre el rol de las distintas estructuras, dada la gran distancia evolutiva entre los

humanos y las aves, éstas s6lo pueden considerarse como estructuras analogas.

En resumen, podemos destacar que existen similitudes en como la experiencia sensorial se
internaliza y se utiliza para moldear las vocalizaciones, lo cual sucede durante un periodo
critico del desarrollo. Debido a esto, y considerando las analogias funcionales de las estructuras
neuronales en humanos y oscinos, se ha propuesto que los mecanismos neuronales involucrados
en el aprendizaje pueden ser similares (Doupe & Kuhl, 1999). En la Figura 1.B, se ilustran

algunos de los paralelismos en relacion al aprendizaje vocal, mencionados en esta seccion.

1.4 Animales modelo: Diamante mandarin & Canario doméstico
De todas las especies de oscinos, los canarios (Serinus canaria) y los diamantes mandarines
(Taeniopygia guttata) han sido las mas utilizadas para el estudio del aprendizaje y la produccion

vocal.

Ambas especies son también consideradas mascotas, por lo que son facilmente criadas y
mantenidas en cautiverio. En términos del aprendizaje vocal, las dos especies presentan
diferencias; Por ejemplo, los diamantes mandarines aprenden un solo canto, el cual reproducen
sin variar a lo largo de su vida. Los canarios, por su parte, aprenden distintos cantos en distintas
temporadas reproductivas, por lo que son considerados “open learners” (o de aprendizaje
extendido). A su vez, las vocalizaciones de ambas especies difieren considerablemente. Como
se puede ver en la Figura 1.C, el canto de los diamantes mandarines se compone de distintas

silabas que conforman motivos los cuales repiten un cierto numero de veces (2-4 veces). En
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cambio, el canto de los canarios estd compuesto por una serie de frases distintas. Cada frase esta

conformada por silabas del mismo tipo, que repiten varias veces (de 3 a 30 veces).
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Figura 1.B: Similitudes en el aprendizaje vocal entre aves oscinas y humanos. (A.)
Durante el primer afio de vida, la percepcion del bebé y la produccién de sonidos del
habla pasan por cambios marcados. (A, arriba) Hitos del desarrollo asociados con
escuchar el habla (Percepcion); (A, abajo) el tipo de sonidos producidos durante el primer
afio de un bebé, que conducen a la produccion de palabras. En ambos aspectos del
desarrollo, los bebés cambian de lenguaje general en los primeros meses a especificos del
idioma hacia el final del primer afio. (B) Lineas de tiempo similares muestran el
aprendizaje sensorial temprano de las aves oscinas, seguido por el aprendizaje
sensoriomotor en el otoiio y especialmente la proxima primavera. Adaptado de Doupe &

Kuhl, 1999.
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Ejemplo de Canto de Diamante Mandarin
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Figura 1.C. Ejemplos de canto de Diamante mandarin y del Canario Doméstico. (Panel
superior) Sonograma del canto del Diamante Mandarin. Tipicamente el canto comienza
con una serie de notas introductorias (corchete verde), seguidas de una serie de silabas
distintas (1-8) ordenadas formando motivos (corchetes azules) que repite varias veces. Las
silabas difieren en contenido espectral, en su mayoria tienen alto contenido espectral
(silabas 1,2,3,5,6 y 8) teniendo algunas mas bien tonales (silaba 4 y 7). (Panel superior) El
canto de los canarios se caracteriza por tener distintas frases compuestas de la misma

silaba repetida un cierto niimero de veces (a-g, corchetes rojos).

Cada especie posee caracteristicas particulares que la hacen mas o menos adecuada a la hora de
abordar una pregunta cientifica (Yartsev, 2017). En efecto, en el campo de la neuroetologia hay
un principio central denominado principio de Krogh, que dice lo siguiente: "Para una gran
cantidad de problemas, habra algun animal de eleccion o algunos de esos animales en los que
éstos puedan estudiarse mds comodamente" (Krogh, 1929). En otras palabras, la eleccion del

modelo de estudio debe ser pregunta-dependiente.

Ahora bien, como resultado del aprendizaje vocal el ave ha de haber consolidado una serie de
comandos neuronales que actian sobre la periferia para producir los gestos motores adecuados
y asi realizar el canto correcto. Logicamente, si queremos comprender cuales son los
mecanismos asociados al aprendizaje, necesitaremos comprender en primera instancia cudles
son estos gestos motores, cOmo estos actiian sobre el aparato fonador, como son los patrones
neuronales asociados a estos gestos, etc. Es decir, entender los mecanismos que subyacen al

control motor de las vocalizaciones.

En este sentido, el canto de los canarios presenta una clara ventaja por sobre el de los diamantes
mandarines; esta es la repeticion de silabas. Para poder repetir una misma silaba los canarios
gjecutan un programa motor que requiere de la repeticién de gestos motores, lo cual a su vez
depende de la reiteracion de los patrones neuronales que dirigen la ejecucion del

comportamiento. Estos patrones estereotipados tanto a nivel periférico, como a nivel central,
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facilitan el estudio del sistema motor en su conjunto. Debido a esto, hemos elegido como

modelo animal de estudio al canario doméstico.

1.5 Objetivos de esta tesis:
En esta tesis, nos centramos en el estudio de los mecanismos neurofisioldégicos que subyacen a
la produccion vocal en canarios domésticos (Serinus canaria). Para ello, abordamos el

problema tanto de forma tedrica como experimental; a nivel central y a nivel periférico.

Comenzamos estudiando el aparato fonador y los mecanismos biofisicos que rigen su dindmica.
Esto requiri6 de la construccion de un modelo dindmico de las fuentes de sonido y, a su vez, del
desarrollo e implementacion de distintas técnicas experimentales para medir algunas de las

variables fisiologicas del modelo y asi testear algunas predicciones del mismo.

Luego, nos dedicamos al estudio del sustrato neuronal involucrado en el control de las
vocalizaciones. En primer lugar, estudiamos esta escala del problema de forma teorica,
construyendo un modelo fenomenologico cuyas variables son la actividad media de distintos
nucleos de la arquitectura neuronal involucrada en la produccién vocal. Este modelo consigue
reproducir sefiales temporales compatibles con gestos motores y tiene predicciones concretas
sobre los patrones de actividad neuronal asociados al control motor. Luego, implementamos
técnicas de electrofisiologia para adquirir la actividad neuronal de algunos de los nucleos

involucrados en el control motor y asi contrastar empiricamente las predicciones del modelo.

Finalmente, unimos ambas escalas en un modelo integrador, donde la actividad neuronal acttia
sobre los musculos efectores del comportamiento y como resultado se consigue generar canto

sintético realista.
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2 PERIFERIA

2.1 Biomecanica Descriptiva
En esta seccion haré un breve repaso del funcionamiento del aparato vocal de las aves oscinas,
introduciendo distintos conceptos que luego seran necesarios para avanzar hacia una

descripcidn cuantitativa.

2.1.1 Mecanismos de fonacion

Una pieza fundamental en la descripcion de la biomecénica involucrada en la produccion vocal,
consistio en el descubrimiento de los mecanismos por los cuales se produce el sonido en las
aves. Si bien en este momento hay consenso en la comunidad cientifica acerca de este proceso,
no siempre ha sido el caso (Casey & Gaunt, 1985; F Goller & Larsen, 1997)(Casey & Gaunt,
1985; Elemans et al., 2015; F Goller & Larsen, 1997).

En un principio, el modelo "clasico", suponia que el sonido se produce cuando se establece una
vibracion ciclica en la membrana timpaniforme media (MTM), debido a la acciéon de dos
fuerzas opuestas: fuerzas de Bernoulli originadas por el flujo de aire, y fuerzas eléasticas de
restitucion de la membrana misma (Greenewalt, 1968). Este mecanismo se asemeja a la

generacion de sonidos voceados en humanos (Gabriel B. Mindlin & Laje, 2005).

Por otro lado, uno de los modelos alternativos propuestos, postulaba que la fisica subyacente a
las vocalizaciones es analoga a la generacion de sonidos en una flauta (Casey & Gaunt, 1985).
En este modelo, el sonido se produce cuando las fuerzas elasticas de las membranas y la accion
de los musculos siringeos configuran el aparato vocal de manera tal que se genera un pequefio

orificio entre la MTM y el lumen siringeo, a través del cual el aire fluye.
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De esta manera, cuando el ave exhala se crea un gradiente de velocidad dentro del flujo de aire
respiratorio, con bajas velocidades cerca de la MTM vy altas velocidades en el centro del
orificio. Debido a este gradiente, el aire debe enrollarse alrededor de la MTM. Por lo cual, los
vortices se separan periddicamente de la MTM creando asi condensaciones periddicas en la

columna de aire traqueal dando lugar al sonido (Casey & Gaunt, 1985).

Este modelo, enteramente tedrico, fue desestimado luego de los trabajos de Goller y Larsen, en
los cuales obtuvieron imagenes endoscoOpicas de la siringe de distintas aves, mientras
vocalizaban. En sus videos se pudo observar que durante la fonaciéon, la membrana medial
(MM) y la membrana lateral (ML) se aducen hacia el lumen de la siringe y vibran (F Goller &
Larsen, 1997; Larsen & Goller, 2002). Estas fueron las primeras mediciones directas de la
fuente sonora. Sin embargo, la resolucion de la camara no permitié describir el detalle de las
oscilaciones. A su vez, en otro grupo de experimentos, notaron que, si lesionaban las MTMs o
las extraian completamente, las aves podian vocalizar de forma normal, por lo que descartaron a
estas membranas como fuentes de sonido (F Goller & Larsen, 1997). Reprodujeron este tipo de

experimentos en distintas aves, con distintas morfologias siringeas.

En su conjunto, estos trabajos proponen que, en las aves oscinas, las vocalizaciones se generan
por la oscilacion de los labios lateral (LL) y medial (LM), ubicados sobre las paredes del
aparato fonador (siringe). Estas oscilaciones son inducidas por el flujo de aire, convirtiendo
parte de la energia cinética del aire en energia acustica, de forma muy similar a las oscilaciones
de las cuerdas vocales humanas (F Goller & Larsen, 1997; P. Marler & Slabbekoorn, 2004;
Gabriel B. Mindlin & Laje, 2005). Tiempo después se logré medir el movimiento de estas
membranas con camaras de alta resolucion, comprobando empiricamente la pertinencia del

modelo (Elemans et al., 2015).

2.1.2 De fuentes y tractos

Existe una enorme diversidad morfoldgica en las siringes de las aves. En algunas especies,
incluidas palomas y loros, la siringe consta de anillos cartilaginosos modificados cerca del
extremo inferior de la traquea (Figura 2.Ab). En otras especies, como pingiliinos, muchos buhos
y algunos cucos, la siringe consiste en dos semi-siringes localizadas en los bronquios primarios
(Figura 2.Ac). Por otro lado, en muchas aves, que incluyen pero que no se limitan a las aves
oscinas, la siringe se encuentra en la unién donde los dos bronquios primarios se unen para
formar la traquea (Figura 2.Aa). Esta siringe, conocida como fraqueobronquial, incluye
cartilagos modificados tanto del extremo superior de cada bronquio como del extremo inferior

de la traquea (P. Marler & Slabbekoorn, 2004; R A Suthers, 2001).
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Figura 2.A: Se muestran las secciones ventrales de los 3 tipos de siringes descriptas. (a)
Siringe traqueobronquial, con dos fuentes sonoras. Cada una de estas fuentes sonoras esta
compuesta por un par de labios, labio lateral (LL) y labio medio (ML) y se ubican en la
juntura entre los bronquios y la traquea. Las letras T y B representan los anillos
traqueales y bronquiales respectivamente; SY, representa un misculo siringeo intrinseco
y P, el pessulus; MTM es la membrana timpanoforme media. (b) Siringe traqueal, la
constriccion del limen traqueal debido a la membrana lateral timpanoforme (LTM)
genera la unica fuente sonora. Las letras TL y ST representan los misculos siringeos
Traqueolateralis y sternotraquealis, respectivamente. (¢) Siringe bronquial, las fuentes se

ubican en los bronquios. Figura adaptada de Mindlin & Laje, 2005.

Esta variedad de formatos que presentan las siringes trae aparejada grandes diferencias
anatomicas y fisiologicas. Por ejemplo, si consideramos las fuentes de sonido, observaremos
que hay diferencias tanto en términos de cudles son las membranas que oscilan, como en la
posicién de las mismas: En las siringes traqueales, las membranas timpaniformes laterales

(MTM) son las encargadas de producir los sonidos, por lo que las aves que poseen este tipo de
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siringe tienen s6lo una fuente de sonido. En las siringes bronquiales, las fuentes sonoras
conformadas por las membranas timpaniformes laterales y mediales se ubican sobre los
bronquios a distintas alturas respecto de la juntura con la trdquea. Finalmente, las siringes
traqueobronquiales se caracterizan por tener dos pares de membranas fonatorias llamados labios
lateral (LL) y medial (LM) (R A Suthers, 2001). Este grupo de aves tiene la habilidad de
controlar en forma independiente las dos fuentes sonoras, aumentando la riqueza de las

vocalizaciones que pueden generar.

Otra diferencia importante se encuentra en la inervacion muscular. Existen dos tipos de
musculos siringeos: los llamados intrinsecos, que se originan e insertan en la siringe, y los
extrinsecos, con al menos un extremo asociado a otra porcion del tracto vocal. En las aves, la
diversidad de musculatura siringea va desde un par de musculos extrinsecos y ningiin musculo
intrinseco en los vencejos (Familia Apodidae), a una compleja configuracion muscular de 5
pares de musculos intrinsecos y 6 pares de musculos extrinsecos, en las siringes de las aves

oscinas (R A Suthers, 2001).

En general, un mayor numero de musculos permite tener més grados de libertad en la
configuracion de la siringe para producir diferentes sonidos. Y, de hecho, hay una correlacion
positiva (leve) entre complejidad acustica del canto y la cantidad de musculos siringeos (Gaunt,
1983). Sin embargo, existen muchos contraegjemplos, siendo el caso més paradigmatico el de los
loros que con sélo un par de musculos siringeos consiguen reproducir vocalizaciones de gran

complejidad (R A Suthers, 2001).

Por otro lado, la posicion de las fuentes, asi como el largo de la traquea, la apertura del pico o el
volumen de la cavidad oroesofaringea, dejardn su impronta en la naturaleza de las
vocalizaciones. Estas cavidades forman parte del tracto vocal superior que filtra el sonido
producido. La configuracién de estos tractos (largo, volumen, etc.) determinan frecuencias de
resonancia, que permiten amplificar o atenuar ciertas frecuencias del espectro del sonido
(Arneodo & Mindlin, 2009; Perl, Arneodo, Amador, Goller, & Mindlin, 2011). En general,
estas propiedades son estaticas y estdn determinadas por las dimensiones corporales de las aves.
Sin embargo, en algunos casos las aves modifican dindmicamente el volumen de estas
cavidades durante el canto, resaltando asi la frecuencia fundamental de las vocalizaciones

(Riede, Suthers, Fletcher, Blevins, & Marler, 2006).

2.1.3 Control motor y propiedades acusticas de las vocalizaciones

El inicio y el tempo de la cancién estd determinado principalmente por los ciclos respiratorios.
Estos se inician cuando los musculos expiratorios comprimen los sacos aéreos toraxicos,
aumentando la presion de manera que el aire fluya a través de la siringe hacia la traquea (David

S Vicario, 1991). Luego, los musculos inspiratorios expanden el téorax y el abdomen,
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reduciendo la presion e invirtiendo la direccidon del flujo de aire (P. Marler & Slabbekoorn,

2004).

La mayoria de las especies vocalizan durante la fase exhalatoria del ciclo respiratorio, en la cual
el flujo de aire induce oscilaciones en los labios, aunque existen algunos ejemplos que también
vocalizan en el ciclo inspiratorio (Franz Goller & Daley, 2001). Sumado a esto, las aves oscinas
tienen un mecanismo adicional que permite controlar el inicio y finalizacion de las
vocalizaciones aun cuando el flujo respiratorio supera el umbral de fonacion (F Goller &
Suthers, 1996). Estas aves pueden controlar de forma independiente la musculatura de cada lado
de la siringe a través del nervio hipogloso, pudiendo asi generar sonidos diferentes con ambas

fuentes (F Goller & Suthers, 1996; R A Suthers, 2001).

Los trabajos de Goller y Suthers, han proporcionado evidencias contundentes acerca del rol de
distintos musculos siringeos en este proceso. Los investigadores monitorearon el flujo de aire en
ambos lados de la siringe junto con la presion de los sacos aéreos y la actividad
electromiografica (EMG) de distintos musculos durante el canto del cuitlacoche rojizo
(Toxostoma rufum). Los resultados arrojados indicaron que los musculos efectores de este
mecanismo son el siringealis dorsalis (dS) y el tracheobronchialis dorsalis (dTB), cuya
contraccion aduce los labios; y el traqueobronquialis ventralis (vIB), junto con el
traqueolateralis (TL), que abducen las membranas (F Goller & Suthers, 1996) (Figura 2.B).
Cabe aclarar que en términos del control de las vocalizaciones, la contraccion de los distintos
musculos producen el mismo efecto, es decir, impedir la fonaciéon del lado correspondiente,
aunque el modo en que esto ocurre es diametralmente opuesto (F Goller & Suthers, 1996;

Gabriel B. Mindlin & Laje, 2005).

Figura 2.B: Esquema ventro-lateral de la siringe mostrando los musculos siringeos. El
musculo siringealis ventralis (vS) controla en gran parte la frecuencia fundamental de las

vocalizaciones; los musculos siringealis dorsalis (dS) y el dorsal traquobronquial (dTB) se
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encargan de la adduccion del Ilimen siringeo de los labios; los musculos
traqueobronquialis ventralis (vIB) y el traqueolateralis (TL) se encargan de la abduccién
del limen; el otro musculo extrinseco es el sternotraquialis (ST); las letras T y B
representan la traquea y los bronquios respectivamente. Figura adaptada de Goller &

Suthers, 1996.

Otra caracteristica por demas notoria de las vocalizaciones de las aves, es su sorprendente
capacidad de modulacién de la frecuencia fundamental (o tono) del sonido. Esta propiedad esta
vinculada tanto a parametros fijos que dependen de caracteristicas anatdomicas del animal, como
las propiedades viscoelasticas de las membranas o las dimensiones del tracto vocal, asi como a
parametros dindmicos como la tension labial y la presion de los sacos aéreos (R. Alonso, Goller,

& Mindlin, 2014; Franz Goller & Riede, 2013; Riede & Goller, 2010).

El rol de los musculos siringeos en el control de la frecuencia fundamental también fue
explorado en los trabajos seminales de Goller y Suthers. En estos estudios, los investigadores
encontraron que la frecuencia fundamental de las vocalizaciones del cuitlacoche rojizo se
correlaciona positivamente con la actividad electromiografica del musculo siringealis ventralis
(vS) (Figura 2.B) (Franz Goller & Suthers, 1996). De esta forma, la contraccion del muasculo vS
podria estar modificando la distancia entre los anillos cartilaginosos sobre los cuales se insertan
las membranas fonatorias, aumentando la tension de las mismas (Gabriel B. Mindlin & Laje,

2005).

Por otro lado, el estudio de las vocalizaciones del benteveo (Pitangus sulfuratus) proporciond
un claro ejemplo de un mecanismo alternativo de control de frecuencia fundamental en la
produccién de canto de los pdjaros. El benteveo es un suboscino, grupo evolutivamente
emparentado con las aves oscinas. El drgano vocal de los benteveos es traqueobronquial con
dos fuentes sonoras, pero cuenta con solo cuatro pares de musculos siringeos, en comparacion
con los seis pares en las aves oscinas. En esta especie, las modulaciones de la frecuencia
fundamental estan altamente correlacionadas con la presion de los sacos aéreos. Por otra parte,
al denervar los musculos de la siringe, la fuerte correlacion entre la frecuencia fundamental y
los patrones de presion del saco aéreo se mantiene sin cambios. Esta sorprendente falta de
control de frecuencia por los musculos siringeos (y gran correlaciéon con la presion) en los
benteveos contrasta fuertemente con lo reportado en las aves oscinas (A Amador, Goller, &

Mindlin, 2008).

Recapitulando, se puede decir que el control motor de las vocalizaciones es un proceso
sumamente complejo que requiere de la coordinacion de una gran cantidad de musculos
siringeos y respiratorios, cuyos roles y contribuciones a distintas propiedades actsticas pueden

diferir en distintas especies (P. Marler & Slabbekoorn, 2004).
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2.2 Biomecanica Cuantitativa

En la seccion anterior, introdujimos de manera cualitativa los mecanismos basicos por los
cuales se producen las distintas vocalizaciones en las aves oscinas. Resumidamente, el sonido
se produce cuando un gesto respiratorio establece un flujo de aire que induce oscilaciones en las
membranas fonatorias. Al mismo tiempo, la contraccion de los musculos siringeos modificara la
configuracion de estas membranas dando lugar a cambios en las propiedades acusticas del
canto. Finalmente, las mismas seran filtradas cuando el sonido atraviese el tracto superior hacia

el pico (Gabriel B. Mindlin, 2017a).

No obstante, para entender en profundidad cudles son los mecanismos involucrados en la
generacion del canto, una descripcion cualitativa de la biomecénica resulta, al menos, limitada.
El motivo es sencillo, la dindmica de la siringe y en particular de las membranas fonatorias, es
altamente no-lineal. Por esta razdn, resulta sumamente dificil predecir qué caracteristicas
acusticas tendra el sonido producido aun conociendo la actividad de un conjunto de musculos
involucrados en el control motor de las vocalizaciones (Gabriel B. Mindlin, 2017a). Ahora bien,
,como podemos discernir qué caracteristicas actsticas estdn explicitamente codificadas en las
instrucciones neuronales que comandan la produccion vocal? O, dicho de otro modo, jcoémo
podemos determinar cudnta de la complejidad actstica observada emerge de instrucciones

neuronales simples que operan sobre un dispositivo altamente nolineal?

El abordaje de este tipo de preguntas requiere del pasaje de una representacion conceptual del
funcionamiento del aparato fonador motivada por estudios anatémicos y fisiolégicos, a una
descripcion cuantitativa de la biomecanica involucrada. El lenguaje natural para este tipo de
enfoque es el de la dindmica no lineal. Por tal motivo, en el Laboratorio de Sistemas
Dinamicos, se han desarrollado distintos Modelos Dindmicos de Fonacion. Los mismos fueron
propuestos tanto para humanos como para aves con el objetivo de estudiar los mecanismos
involucrados en la generacion de sonidos complejos y de caracterizar el rol del aparato
periférico en este proceso (Arneodo & Mindlin, 2009; Assaneo & Trevisan, 2013; Assaneo,
Trevisan, & Mindlin, 2013; Gardner et al., 2001; Laje & Mindlin, 2005; G B Mindlin, Gardner,
Goller, & Suthers, 2003; Gabriel B. Mindlin, 2017a).

En el marco de esta tesis, estudiamos el aparato fonador del canario doméstico (Serinus
canaria); y en particular, las contribuciones de algunos parametros fisioloégicos (como la
presion de los sacos aéreos y la tension del musculo siringealis ventralis) en el control de la
frecuencia fundamental del canto. Para ello, en este capitulo, presentaré un modelo dinamico de
fonacion que describe el funcionamiento de la siringe. Luego, describiré los resultados de este
modelo en términos de isofrecuencias y, finalmente, propondré un método para testear la

pertinencia de este modelo con mediciones experimentales de presion de los sacos aéreos.
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2.2.1 Modelos Dindmicos de Fonacion
En las aves oscinas, los sonidos se producen debido a la inyeccion periddica de aire hacia la
traquea ejercida por gestos respiratorios. Este flujo se puede describir matematicamente de la

siguiente manera:
q = pAv,

donde el término g representa el flujo de aire, p la densidad, 4 el 4rea del lumen y v la velocidad
del aire. Asimismo, la dindmica de las fluctuaciones de densidad del aire inducida por el flujo
inyectado a la traquea, estara dada por:

02 0

2P _ vy =22,

ot? ot
Esta ecuacion describe la propagacion de una onda de sonido en un fluido. El término ¢ es la

velocidad del sonido, V es el vector gradiente, que indica en qué direccidon varia mas
rapidamente el campo de densidades; finalmente, el término a—(tl da cuenta de la variacion

temporal del flujo de aire que atraviesa la siringe hacia la traquea. Esta dinamica depende del
area del lumen (A4), que es el producto de la longitud transversal de las membranas fonatorias
(constante) y una variable que describe el movimiento de estas membranas. Debido a esto, el
modelo que se describe a continuacion, se centrara en describir las oscilaciones de las
membranas fonatorias que actiian como fuente sonora (Gardner et al., 2001; Gabriel B. Mindlin,

2017a; Titze, 1988).

Uno de los primeros modelos dindmicos de membranas fonatorias fue propuesto por Ingo Titze
a fines de la década de los 80 (Titze, 1988). Alli, en el marco del estudio de las cuerdas vocales
humanas, el autor describié dos tipos de oscilaciones: una oscilacion lateral (perpendicular a la
direccion del flujo de aire) y una oscilacion vertical sobre los bordes de las membranas (paralela
al flujo). La particularidad de estos modos oscilatorios es que no son independientes, sino que
actiian de manera coordinada permitiendo la transferencia de energia del flujo de aire hacia las
membranas; lo que produce oscilaciones autosostenidas (Titze, 1988) (Figura 2.C). Este
modelo se conocido como el “modelo de aleteo” (o flapping model) por la similitud con el
movimiento de las alas de un ave. Sorprendentemente, este tipo de oscilaciones también fue
observada experimentalmente en las siringes de las aves (Elemans et al., 2015; F Goller &
Larsen, 1997), por lo cual se ha podido extrapolar estos modelos a vocalizaciones de oscinos

(R. Alonso et al., 2014; Gardner et al., 2001; Gabriel B. Mindlin, 2017b).

En su version mas elemental, el modelo de alefeo describe a cada membrana como una masa
sujeta a un resorte que se encuentra embebida en un medio viscoso. De este modo, si aplicamos

las ecuaciones correspondientes a las leyes de Newton para cada una de estas masas, y
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llamamos x a la posicion media de una masa respecto al centro de separacidon entre ambas
membranas, obtenemos lo siguiente:

mi + k(t)x + Bx = f(x,x,t) ()

donde m representa a la masa, k(¢) a la fuerza de restitucion elastica y B el coeficiente de
disipacion viscosa; x, x y X corresponden al desplazamiento medio de la masa, la velocidad y la

aceleracion, respectivamente, fun forzante y ¢ al tiempo (Titze, 1988).
| 3 ‘_' « »
» €
< B » ¢
« >
Figura 2.C. Modelo de aleteo (flapping model) (a) Oscilacion lateral y (b) Oscilacién
vertical. Extraido de Mindlin & Laje, 2005.

(@) (b)

Ahora bien, una caracteristica fundamental de estos modelos es la existencia de oscilaciones
autosostenidas. {Como ocurre la transferencia de energia necesaria para que se produzca este

fendmeno? jcomo es la coordinacion entre ambos modos oscilatorios?

Veremos mas adelante que la naturaleza del forzante sera la responsable de este efecto. Sin
embargo, como primera aproximacion, podemos hacer una descripcion cualitativa de lo que
sucede: cuando expiramos, la presion en los bronquios es mayor a la presion atmosférica, lo
cual establece un flujo de aire hacia el exterior. En esta situacion, si las membranas forman un
perfil convergente, la presion promedio entre las membranas serd esencialmente la presion
bronquial, y la presion por encima de las membranas la atmosférica (Gardner et al., 2001; Titze,
1988). Entonces, si los dos modos estdn coordinados de manera tal que cuando las membranas
se alejan presentan un perfil convergente; habra una fuerza, ejercida por la presion interlabial,
actuando en la direccion del movimiento lateral de las membranas. En tal caso, si la presion
bronquial es lo suficientemente grande, el flujo podra ejercer un trabajo sobre las membranas

que supere la pérdida por disipacidn, generando oscilaciones autosostenidas.

Esta descripcion intuitiva puede formalizarse con la ayuda de modelos matemadticos de la
biomecéanica fonatoria. Como mencioné anteriormente, en estos modelos, se propone una
descripcion de la dindmica de las cuerdas vocales a través de la posicion media de los labios
(x(2)), respecto a la mitad de la separacion entre las membranas. Esta variable permite describir

el modo de oscilacion lateral, pero no captura el movimiento de la onda vertical. Por lo tanto,
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para poder caracterizar el complejo movimiento de alefeo se propone explicitamente, una

restriccion sobre la cinematica de los labios (Titze, 1988).

En efecto, si consideramos a los labios como una masa unitaria y describimos la posicion de los
extremos superior e inferior de las membranas (también respecto a la mitad de la separacion de
los labios) como a4 y a,, respectivamente, podemos escribir esta restriccion de la siguiente
manera:
a; = aq9 +x + 1%
a, = azo+x—1x ()
donde las constantes aqg y @, representan la configuracion de los labios cuando estan
. , . .. . . dx

relajados, el parametro t el tiempo que tarda en viajar la onda vertical y la variable T la
velocidad de la posicion media de los labios.

Dada esta condicion, cuando los labios se estan separando (x > 0), el extremo inferior se aleja
mas del valor medio que el superior (a;>a,) entonces, si esto sucede en ambos labios el perfil
que se forma en el espacio interlabial serd convergente. Contrariamente, cuando los labios se
acercan (x < 0), la posicion de los extremos sera la opuesta (a;<a,), por lo que el perfil sera

divergente. En la Figura 2.D(c), se muestra una representacion de ambos modos actuando

coordinadamente.

Basandonos en esta configuracion de las membranas, podemos calcular la presion interlabial

promedio como:
a;
Pinter = Psup (1 - _) (11)
a;

dénde Py, corresponde a la presion de los sacos aéreos por debajo de los labios (Gardner et al.,
2001). Asimismo, la fuerza que ejerce la presion va a estar dada por el producto de la presion

interlabial promedio y el &rea transversal de las membranas fonatorias (@pia):

finter = Pinter Qabiar (IV)
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tiempo creciente

Figura 2.D: Diagrama de siringe y movimientos de los labios. (a) Esquema de seccién
transversal de siringe traqueobronquial, el recuadro marca la juntura entre los bronquios
y la traquea, donde se encuentran las membranas fonatorias. (b) Diagrama de una de las
membranas fonatorias, con las variables utilizadas en los modelos de fonacién. (c)
Dinamica que presentan las membranas fonatorias cuando se encuentran oscilando. Se
observan los dos modos oscilatorios actuando coordinadamente. El gradiente de color gris

representa la variacion de presion de aire. Adaptado de Gardner et al., 2001.

Entonces, utilizando (II) y (III), podemos calcular P;,,, cuando los labios se estan alejando con
perfil convergente, o acercando con perfil divergente. Luego, dada una cierta area labial
(constante) obtenemos la fuerza que ejerce dicha presion en cada caso (IV). Finalmente,
valiéndonos de lo anterior, podremos verificar que la fuerza ejercida por la presion interlabial
actiia en la direccion del movimiento (x). Asi pues, si consideramos a esta magnitud como el
forzante (f) de la ecuacion (I), cuando ésta fuerza supere a la fuerza de disipacion viscosa (>B)
se producira una transferencia de energia del flujo a las membranas, dando lugar a oscilaciones

autosostenidas.

Recapitulando, si agregamos a la expresion (I) la fuerza interlabial como forzante, tendremos:

a
m# + k(£)x + Bx = a;qpPsyp (1 - a—z) )
1

Si aproximamos (1 —%) ~x y llamamos B(t) = a;qpPsup, podemos incorporar la fuerza
1
interlabial al término disipativo constante, obteniendo:

mi = —k(t)x + (B(t) — B)x (V)
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Este sistema presenta soluciones oscilatorias siempre que k(#)>0 y (B(t) —B) > 0. No
obstante, para reproducir el tipo de oscilaciones observadas en la siringe necesitaremos
incorporar a esta descripcion otras fuerzas que actian sobre las membranas fonatorias de las

aves oscinas.

2.3 Modelo con Restitucion No-Lineal

En esta seccion, exploramos la dindmica de un modelo fisico propuesto para un labio siringeo,
donde diferentes fuerzas impulsan una masa unitaria (m=1) que representa el labio (R. Alonso
et al., 2014; Ana Amador & Mindlin, 2008; G B Mindlin et al., 2003; Titze, 1988). Las fuerzas
son: (i) la restituciéon elastica, que depende del desplazamiento del labio de su posicion de
equilibrio, (ii) la disipaciéon lineal (proporcional a la velocidad labial), que incluye una
contribucién negativa que representa la transferencia de energia desde el flujo de aire a la masa,
(ii1) la disipacion no lineal, que es responsable de delimitar las oscilaciones y representa el
colapso de los labios contra las paredes o el uno contra el otro, y (iv) fuerzas que representan la

abduccion y aduccion activa .

Este modelo se diferencia de versiones previas para vocalizaciones de canarios (Gardner et al.,
2001; Laje, Gardner, & Mindlin, 2002; G B Mindlin et al., 2003) principalmente, en la
inclusion de un término no lineal en la restitucion elastica. Esta nolinealidad ha sido utilizada en
modelos de fonacidn en otras especies como el benteveo (Pitangus sulfuratus), para dar cuenta
de la correlacion observada entre la frecuencia fundamental y la presion (Ana Amador, Goller,
& Mindlin, 2008); o en modelos de vocalizaciones de Diamante Mandarin (7aeniopygia
guttata), para explicar la relacion existente entre el contenido espectral y la frecuencia
fundamental de las vocalizaciones (J. D. Sitt, Amador, Goller, & Mindlin, 2008). Como
veremos a continuacion, esta incorporacidon modifica notablemente la estructura de las
soluciones y, por tanto, genera una serie de predicciones que se diferencian de los modelos

previos utilizados en canarios.

Dicho esto, si describimos la dinamica de la posicién media de los labios como un todo (x),
consideramos el fenémeno de aleteo en la expresion de la disipacion lineal y agregamos las
otras fuerzas involucradas, podemos escribir el sistema dindmico propuesto para las membranas

fonatorias de la siguiente manera:
xX=y
y=—k@®y?(x — ex®) = [B(&) = Blyy — cx*vy +v*faaa(t) = v*fapa(®) .

En este conjunto de ecuaciones, x(?) representa el coeficiente de restitucion elastica y [P (t) — B]
el coeficiente de disipacidon negativa. El modelo incluye un término cubico en la restitucion
(ex3), un término de disipacion no lineal (cx’y) y dos fuerzas independientes de la posicion (x)

y de la velocidad (y): la fuerza de aduccion (f.4) v la fuerza de abduccion (f.s4). El coeficiente y
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es un factor de escala de tiempo. En este modelo, hay dos escalas de tiempo bien separadas. Los
parametros x(?) y [B(¢) — B] fluctiian en las escalas de tiempo de las silabas (en el orden de 100

ms), mientras que x=x(t) presentaran oscilaciones con frecuencias en el rango de kHz.

El término de disipacidon negativa producto de la fuerza que ejerce el flujo de aire sobre los
labios, es proporcional a la presion de los sacos aéreos (Laje & Mindlin, 2005) y debe superar
un umbral para que comiencen las oscilaciones. Por otro lado, al aumentar el valor de la
restitucion elastica (k(?)), aumenta la frecuencia de las oscilaciones. Entonces, dado que la
restitucion elastica dependera de la tension de los labios siringeos, los cuales se estiran al
contraerse el musculo siringealis ventralis (vS) (ver seccidon 2.1.3), uno se inclina a pensar en su
actividad como un control analdgico de la frecuencia fundamental de las vocalizaciones. De
igual manera, la presion de los sacos aéreos puede considerarse como un interruptor digital de
encendido y apagado para el inicio de cada vocalizacion (Franz Goller & Suthers, 1996). A su
vez, las fuerzas de aduccion (f,q4(t)) y abduccion (f,p4(t)), representan la accién de musculos
siringeos que controlan la apertura del lumen interlabial, como el musculo traqueobronquialis
ventralis (VIb) y tranqueobronquialis dorsalis (dTb), respectivamente. Los cuales actian como
un control del inicio y finalizacion de las vocalizaciones, independiente a la actividad de los

otros gestos motores (ver seccion 2.1.3) (F Goller & Suthers, 1996).

Las no linealidades, por otro lado, son inevitables en un modelo operacional para la produccion
de canto en aves. Una vez que la posicion de equilibrio pierde estabilidad, las oscilaciones
labiales estan limitadas. Los labios laterales y medial pueden colisionar entre si o con las
paredes que los contienen, perdiendo energia, ya que la salida de la posicion de equilibrio es lo
suficientemente grande (y el término aumenta con el cuadrado de la distancia). El término de
disipacion no lineal en nuestro modelo es el término de orden mas bajo capaz de describir ese
efecto (Laje & Mindlin, 2005; Lucero & Schoentgen, 2013). Hay otras no linealidades que
pueden desempefiar un papel en el funcionamiento de la siringe. En el modelo presentado
anteriormente, utilizamos un término no lineal para la restitucién. La restitucion debe ser
modelada como una funcién impar de la variable que describe la salida del cuerpo oscilante del
equilibrio. Por lo tanto, incluimos un término no lineal en la restituciéon para explicar la

saturacion de las oscilaciones.

Una vez que se incluye la no linealidad en nuestro modelo, no es posible separar los roles de la
presion del saco aéreo y la tension labial en la determinacion de la frecuencia fundamental de la

fonacion. Ambos participan sinérgicamente para lograr una caracteristica acustica determinada.
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2.3.1 Curvas de Isofrecuencia
Para develar como la tension k y la presion § participan en la determinacion de la frecuencia
fundamental, trazamos curvas de isofrecuencia: curvas en el espacio de parametros (k, B) tales

que el modelo da lugar a oscilaciones de una dada frecuencia.

Comenzando con el caso € = 0, ¢ = 1, es posible encontrar un régimen en el cual las lineas de
isofrecuencias puedan calcularse analiticamente. En efecto, si despreciamos los términos de

aduccion y la abduccion activa, nuestro modelo puede escribirse como

d?x dx dx

— + Ky’ x —By—+yx: —=0.
dt? yx ﬁydt vx dt

Para fy » 1y %y« 1, la ecuacién describe la dinamica de un oscilador de relajacion.

. . . dx x3 o
Entonces, si hacemos un cambio de variables, v = pries ﬁy(g— x), podemos reescribir el

sistema de la siguiente manera:

dx v <x3 )
@~ Py s ]

d /v Ky
(=)= Xy
dt \By B
Para caracterizar la dinamica de un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias, suele ser util

calcular las curvas en las cuales las derivadas temporales de las variables son nulas; las

llamadas nulclinas. En un sistema bidimensional como el anterior, estas curvas estaran dadas

d d . . s, . ,
por Z=0 —(L) = 0. Entonces si definimos V = L, la dinamica del sistema estara
dt dt \By By

3
determinada por la estructura de la nulclina V. = (;C—ﬁ - x)

En este caso, cualquier condicion inicial (excepto el origen) convergera rapidamente, casi
horizontalmente hacia la nulclina. Luego, lentamente se arrastrard cerca de ella hasta que llegue
a uno de sus puntos de inflexion, para saltar rapidamente a la otra rama de esta nulclina cubica.
Si despreciamos los tiempos necesarios para los saltos, el periodo de oscilacion se puede
aproximar al doble del tiempo que el sistema se arrastra cerca de cualquiera de las ramas

(Strogatz, 1994). Entonces, obtenemos:

r=b (3 — 2In2),

y

por lo que la frecuencia de las oscilaciones puede aproximarse por @ =

==

Por lo tanto, las curvas de isofrecuencia en el espacio (f, x) son lineas rectas con pendiente
positiva. Entonces, dada esta estructura de isofrecuencias, los gestos de presion y tension

necesarios para lograr una caracteristica acustica determinada deben coordinarse de manera
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precisa. Por ejemplo, si un pdjaro canta una silaba de frecuencia fundamental constante
. L ., dB o ., . g

mientras disminuye la presion (E < 0), necesitard que la tension labial también disminuya

adecuadamente de forma tal de mantenerse dentro de una misma isofrecuencia (en el espacio f,

K).

El analisis anterior es valido para valores altos de presion, ya que la separacion de escalas de

Ky
B

sistema para valores bajos de presion se debe realizar un enfoque diferente. El motivo es el

tiempo lentas y rdpidas requiere que —- <« 1. De hecho, para comprender el comportamiento del

siguiente: para valores de f—0, el sistema deja de oscilar. Entonces, a medida que
disminuimos la presion, el sistema se acerca a lo que llamamos una bifurcacion. Es decir, una
zona del espacio de pardmetros en la que ocurren cambios cualitativos en las soluciones del

sistema.

Este tipo de bifurcacidon se conoce como bifurcacion de Hopf (o Andronov-Hopf) y se produce
cuando cambia la estabilidad del sistema de manera tal que pasa de tener un punto fijo atractor a
uno repulsor junto a un ciclo limite, generandose Orbitas periddicas. En este caso, las

oscilaciones nacen con amplitud cero y frecuencia bien definida (Strogatz, 1994).

Dicho esto, para un sistema dinamico en la proximidad de una bifurcacion, es posible realizar
una serie de cambios de coordenadas, que eliminan todos los términos no resonantes, llevando
al sistema a una versidon “simplificada”, cuya dindmica es conocida. Este procedimiento
algoritmico se conoce como reduccion a la forma normal (Guckenheimer & Holmes, 2013). A
continuacion, utilizaremos este algoritmo para obtener la frecuencia de las oscilaciones para el

sistema cerca de la bifurcacion.

Recapitulando, si tomamos el sistema dindmico propuesto sin las fuerzas de aducciéon y
abduccion, tendremos:
d*x

dx
W-I_ ky?(x —ex3) — ﬂyE + yx?

dx

— =0.
dt

Si entonces, re-escaleamos el tiempo t = I't, con T = 1/(yVk), el sistema quedara de la

siguiente manera:

dx

ar
dy B 1
— = —(x+ex3) +—=y ——=x?%y.
It ( ) NN

Por otro lado, si definimos las siguientes variables complejas (z,z*) como
(x) _ (1 1 )(Z)
y) \i =i/ \z*/’
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podemos realizar un cambio de variables de manera de conservar so6lo los términos resonantes,

lo que lleva a escribir el sistema como

%— (£+i)z+(§6i—i)z|22|.

dr ~ \Vx 27 2Vk
que en términos de un mddulo y una fase puede expresarse de la siguiente manera:
dp 1
DAL — —vp3
ac VB —5ve7,

dp 3 2)
dt —Y\/E(1+2€p .

. . . . ., . . . 2
Esto nos permite describir las curvas de isofrecuencia. La dinamica oscilatoria ocurre cuando p

= B, vy, por lo tanto, para un valor dado de la frecuencia (®), la isofrecuencia correspondiente

sera
w = yVr(1l + 3€p).

Esto implica que en el espacio (f, ) cerca de la bifurcacion en la que nacen las oscilaciones, las
isofrecuencias comienzan con una pendiente negativa siempre que € # 0; cuanto mayor es el
valor de frecuencia, mayor es la pendiente en valor absoluto. Si por el contrario € = 0, las

isofrecuencias nacerdn con pendiente nula, es decir dependeran so6lo del valor de «.

Los dos regimenes discutidos anteriormente son cualitativamente diferentes (Figura 2.E). El
cambio en la pendiente conlleva diferencias importantes en el control motor. Por ejemplo, si la
tension se mantiene constante durante la fonacién en el primer caso la frecuencia de las
vocalizaciones disminuird a medida que aumente la presion. En el segundo caso, la frecuencia
fundamental de las vocalizaciones se correlacionara positivamente con la presion. Las distintas
no linealidades presentes en el sistema son responsables de diferentes efectos. Por lo que,
dependiendo de las regiones del espacio de parametros en que esté operando el ave tiene que
coordinar delicadamente las instrucciones del sistema motor para lograr una caracteristica

acustica determinada.

Para verificar estas predicciones acerca de las pendientes de las isofrecuencias realizamos una
integracion numérica del modelo con restitucion lineal (¢=0) y con restitucion no-lineal (¢=0.3),
para un amplio rango de los parametros k y . El resultado de esta integracion se puede observar

en la Figura 2.E, a continuacion.

38



Capitulo 2: Periferia

e=0

® 500<F<1500
® 1500<F<2500

2500<F<3500
3500<F<4500
4500<F<5500
5500<F<6500

k(1)

10

® 500<F<1500
®  1500<F<2500
1759 2500<F<3500

3500<F<4500

4500<F<5500
1501 5500<F<6500

k(?)

10

"

Figura 2.E: Diagramas de Isofrecuencia. (Panel superior) Modelo con Restituciéon Lineal
(e=0,c=2,y=27000). (Panel inferior) Modelo con Restitucion No Lineal ((€ =
0.3,c=2,y=27000))

2.4 Predicciones y Observables

Una caracteristica notable de los modelos cuantitativos es su capacidad predictiva. Incluso, en
algunos casos es posible calcular de manera analitica las soluciones del sistema dando lugar a
predicciones concretas. En este sentido, en la seccion anterior calculamos el efecto del agregado
de un término cubico (ex3) en el término de restitucion elastica, lo cual da lugar a cambios
dramaéticos en la estructura de las isofrecuencias (Figura 2.E). Estos diagramas dan cuenta de la
relacion existente entre los pares (B(t) y k(t)) y la frecuencia del sonido producido. Este
vinculo es cualitativamente distinto para cada modelo; en el primero, la presién correlaciona
negativamente con la frecuencia (manteniendo la tensién constante), mientras que en el segundo

ocurre lo contrario.

Abhora bien, dado que s6lo podemos obtener mediciones directas de uno de estos parametros (la
presion de los sacos aéreos), para poder dilucidar cudl de estos modelos es mas adecuado para
describir la produccion vocal en canarios serd necesario encontrar variables experimentales que
reflejen algliin aspecto de las predicciones de los mismos. Dicho de otro modo, necesitaremos
contrastar las predicciones de cada modelo con propiedades del sistema que puedan ser

medidas; los observables.
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2.4.1 Rol de la Presion de los sacos aéreos en el control de la Frecuencia
Fundamental

La presion de los sacos aéreos puede ser adquirida mediante una serie de procedimientos
quirurgicos que se detallan en el Apéndice 1. Brevemente, la presion del saco aéreo se registra
mediante la insercion de una cénula flexible en el saco aéreo ventral del ave. El extremo libre de
la canula se conecta a un transductor de presion, que se monta sobre la espalda del ave. Por su
parte, el sonido de las vocalizaciones se registra por un micréfono direccional ubicado en frente
a la jaula, dentro de una caja de aislacion actstica. Luego, ambas sefiales son amplificadas de

manera tal de poder ser adquiridas por una placa de conversion analdgico-digital.

A modo ilustrativo, en la Figura 2.F se muestra un ejemplo prototipico de una sefial de presion

asociada a un canto particular de un canario, junto con el sonograma correspondiente.
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Figura 2.F: Gestos de Presion de los Sacos Aéreos de canarios (Serinus canaria). (Panel
superior) Sonograma de canto de canario. Las llaves de colores corresponden a distintas
silabas (a-f). (Panel inferior) Gestos de presion de los sacos aéreos, mientras el ave
vocaliza. Las barras de color corresponden a distintos tipos de gestos: pulsatiles (verde),
P2 (amarillo), P1(rojo) y P2(rojo oscuro). Notar que un mismo gesto de presion puede dar

lugar a silabas diferentes (llaves c y d).

Una caracteristica particular de los canarios es que generan una enorme diversidad de silabas
con gestos respiratorios que se pueden clasificar en cuatro patrones basicos (Alliende, Méndez,
Goller, & Mindlin, 2010; Marcos A. Trevisan, Mindlin, & Goller, 2006): Los patrones
pulsatiles (Figura 2.F, lineas verdes) consisten en pulsos de presion expiratoria sostenida, que
muestran pequefias modulaciones donde cada pico se corresponde con una silaba. La secuencia
que llamamos de periodo 1 (P1), consiste en oscilaciones que son de naturaleza cuasi armoénica
(Figura 2.F, linea roja clara). A su vez, un periodo 2 (P2) es un patrén en el que los pulsos son
aproximadamente dos veces mas largos que los de P1 y en los que cada pulso expiratorio
tipicamente muestra una modulacion de presion con un minimo relativo (Figura 2.F, linea
amarilla). Finalmente, los patrones del periodo 0 (P0) son expiraciones sostenidas que utilizan

para generar silbidos tonales; Son gestos expiratorios que generalmente contienen un pico de
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presion breve seguido de un segundo pulso expiratorio largo casi constante hasta el final, donde

la amplitud disminuye abruptamente (Figura 2.F, linea roja oscura).

El canto de un canario esta compuesto por distintas frases (Figura 2.F). Cada frase se forma por
un mismo tipo de silaba que el ave repite un cierto nimero de veces. La diversidad de silabas
presentes en el repertorio tipico de esta especie se caracteriza por una variedad de modulaciones
de frecuencia (barridos ascendentes, barridos descendentes, sonidos de frecuencia constante,
etc.). Se ha propuesto que dicha diversidad podria generarse por distintas diferencias de fase

entre los gestos de presion de los sacos aéreos y de tension labial (Gardner et al., 2001).

Por su parte, la tension labial puede obtenerse a partir de la medicion de electromiogramas del
musculo siringealis ventralis (Apéndice 1) (Doppler, Bush, Goller, & Mindlin, 2018; Franz
Goller & Suthers, 1996).

No obstante, dada la gran complejidad de las mediciones, la adquisicion de ambos parametros
(presion - tension) de manera simultdnea es sumamente dificil, por lo que la caracterizacion y
cuantificacion precisa de las contribuciones de cada gesto motor en la modulacion de la
frecuencia fundamental permanece atn sin resolverse (Elemans et al., 2015). Por lo pronto, para
intentar develar la estructura de isofrecuencias subyacente a la produccion vocal de esta especie
a partir de los gestos de presion, necesitaremos valernos de otra caracteristica sobresaliente del

canto de los canarios: la repeticion de silabas.

Para replicar una misma silaba, el ave reproduce de manera estereotipada los mismos gestos
motores. Sin embargo, en cada iterada introduce pequeflas variaciones en los mismos (Figura
2.F, panel inferior). Entonces, si estas minimas variaciones de los pardmetros correspondientes
a la presion y la tensidn no estan correlacionadas, las mismas se traduciran en pequefios
cambios en propiedades acusticas que podremos cuantificar. La hipotesis implicita en esta
afirmacion, es que el ave no compensa las pequefias variaciones de un pardmetro con cambios
en otros gestos de manera de mantener una cierta caracteristica acustica. Por lo tanto, si estas
variaciones son inherentes a la ejecucion de un programa motor, se traducirdn en variaciones

leves en el sonido producido.

Entonces, si asumimos que estas variaciones son independientes, podemos usar las
fluctuaciones presentes en los gestos respiratorios para develar la organizacion de las
isofrecuencias mediante la exploracion de distintas areas del espacio de parametros alrededor de

valores especificos, cuyas isofrecuencias tengan pendientes distintas en ambos modelos.

En consecuencia, construimos tres conjuntos de trayectorias en el espacio de parametros del
Modelo con Restitucion No Lineal, que se muestran en la Figura 2.G. Cada conjunto estd
compuesto por seis subconjuntos de 19 trayectorias. Cada subconjunto supone una diferencia de

fase promedio entre la tensidon y la presion (es decir, una trayectoria eliptica en el espacio de
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parametros). Las 19 trayectorias del subconjunto se generan cuando se agrega ruido a las

componentes de presion y de tension de la elipse basica.
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Figura 2.G: Curvas de Isofrecuencia del Modelo con Restitucion No Lineal en el espacio
de parametro (B,k), junto con 3 conjuntos de trayectorias utilizadas para general silabas
sintéticas. Observe que cada conjunto penetra en regiones cualitativamente diferentes del
espacio de parametros donde las isofrecuencias tienen pendientes negativas, cero o
positivas. Las isofrecuencias y trayectorias se calcularon utilizando el modelo presentado
previamente (seccion 2.3) con € = 0.3, ¢ = 2 y y=27000. Para cada conjunto generamos seis
subconjuntos diferentes con 19 repeticiones cada uno, lo que lleva a los mismos Bmax Y Kmax.
Cada trayectoria se genera utilizando funciones peridédicas con una diferencia de fase
entre (1) y x(t) de 0, -n/4, -nt/2, /2, m, y 3/4m, respectivamente. Dentro de cada trayectoria,
se agregaron fluctuaciones aleatorias (hasta 20% de su amplitud) a f(?) y x(). Para
producir silabas sintéticas con valores de f grandes, como los conjuntos (b) y (c¢),
agregamos una funcién cuadrada periédica f,,; = 1.0 para los valores de £<0.6 y f<1.8,
respectivamente. Este parametro representa la accion de los musculos que previenen la
fonacion mediante la aduccion de los labios. Parametros de las trayectorias: (a)
p=0.3+0.7cos(207), Kk = Ko,1+0.05c0s(207 + 0); (b) p=0,6+0,7cos(207), k=Ko, +0,05c0s(207 +
0); (c) p=1.8+0.7cos(207), k=K(+0.05c0s(207 + 0). Ko,y Kop Y Ko SON ligeramente diferentes

dentro de los subconjuntos para alcanzar el mismo Buax, Kmax-

De esta manera, generamos con cada una de las trayectorias en el espacio de parametros, un
sonido que corresponde a una silaba sintética. Luego identificamos para cada silaba el tiempo
en que el parametro f alcanz6 su maximo (f,.,.) € inspeccionamos las propiedades espectrales

del segmento de sonido de 1024 puntos alrededor de este tiempo, para registrar la frecuencia
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fundamental. Debido al ruido introducido, el maximo de presion sera ligeramente diferente para
cada trayectoria dentro de un subconjunto. Esto, junto con las fluctuaciones en la tension,
simula la variacion bioldgica de los parametros fisioldgicos en el proceso de repetir un tipo de
silaba. Bajo la hipotesis de que las fluctuaciones de la tension son aleatorias, trazar la frecuencia
fundamental de los segmentos seleccionados en funcion de la presion maxima, reflejard la
naturaleza de las isofrecuencias. Este par de medidas teoricas (f,.., - Frecuencia Fundamental)
pueden ser registradas en mediciones experimentales de presiéon y canto, por lo que seran

nuestros observables.

Abhora bien, las predicciones del modelo dependeran de la zona del espacio de parametros. De
hecho, en una region donde las isofrecuencias presentan una pendiente negativa en el espacio
(B, %), la correlacion entre frecuencia y presion debe ser positiva ya que las exploraciones mas
grandes en la presion se intersectaran con las frecuencias correspondientes a valores mayores.
De manera similar, en una region del espacio de fases que presenta isofrecuencias de pendiente

positiva, la correlacion entre frecuencia y presion debe ser negativa.

En la Figura 2.H, se muestra la frecuencia fundamental en funcién de los méximos del
parametro Pma, para los distintos conjuntos de trayectorias presentadas en la Figura 2.G. Para
cada conjunto, los 6 subconjuntos de trayectorias fueron analizado de manera independiente.
Como era de esperarse, de acuerdo a la zona del espacio de parametros que se despliegan las

distintas trayectorias, las pendientes de las rectas podran ser positivas, negativas o nulas.

7
(a)
~
T __oessmm—
N
©
(6)
C
(0]
§ (b)
= —Aeaseas
(c)
—wTe—
1
0 3

B max (u- arbitrarias)

Figura 2.H: Predicciones y Observables del modelo. Frecuencia fundamental vs. B,,. de

los tres conjuntos de trayectorias expuesto en la Figura 2.G. Regresiones Lineales: (a)
f(x) =379.03x + 4992.66, 0 = 47.781; (b) g(x) = 27.61x + 3310.85, 0 = 43.24;
(¢c) h(x) = —69.79x + 2586.43, 0 = 62.55.
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2.5 Datos Experimentales: Signaturas de modelo dinamico
subyacente

Para develar la estructura de las isofrecuencias que subyacen a la produccion vocal en canarios,
registramos la presion de los sacos aéreos en tres individuos mientras realizaban el canto. Una
vez que obtuvimos grabaciones simultaneas de presion y canto, seleccionamos silabas repetidas
dentro de frases que presentaran un numero constante de maximos de presion. La razon para
restringir nuestro andlisis a estos patrones es que los patrones de presion en los canarios
presentan una estructura mas rica que una simple oscilacion armoénica. De hecho, se ha
demostrado que poseen las mismas caracteristicas topoldgicas que las de un sistema no lineal
forzado periédicamente (L. M. Alonso, Alliende, Goller, & Mindlin, 2009; M A Trevisan,
Mendez, & Mindlin, 2006). Por lo tanto, en algunos casos la variabilidad puede traducirse en la
desaparicién de un méximo en el gesto de presion. Al requerir que el nimero de maximos en un
patrén de presion permanezca constante, determinamos que estamos explorando la vecindad de
una region especifica del espacio de parametros. En la Figura 2.1, resumimos los métodos
experimentales utilizados. Para cada ave, utilizamos grabaciones de presion y sonido del
repertorio silabico completo, grabadas el mismo dia. En cada una de estas grabaciones, las
silabas se caracterizaron en términos de frecuencia inicial, frecuencia final y frecuencia silébica.
Para cada méximo de presidn, seleccionamos una ventana temporal de 1024 puntos alrededor
del tiempo del méximo y computamos la frecuencia fundamental. Luego para cada segmento
analizado graficamos la frecuencia fundamental contra la presion maxima. Finalmente, para
cada tipo de silaba, usamos un analisis de regresion lineal para describir la relacion entre

presion maxima y frecuencia fundamental.
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Figura 2.1. Ejemplos de datos experimentales de registros simultineos de canto y presion
en un canario doméstico (Serinus canaria). (a) (Primer panel) Sonograma de una silaba de
tipo P2. (Segundo panel) Gesto de presion de la silaba correspondiente. Las lineas
punteadas denota el rango en que pueden variar los maximos de presion. (b)
Representacion esquematica de los métodos experimentales. (Tercer panel) Sonograma de
una silaba de tipo P1. (Cuarto panel) Gesto de presion. El punto rojo indica un maximo de
presion, el recuadro rojo muestra la ventana temporal en la cual se calcul6 la frecuencia

fundamental (1024 puntos alrededor del tiempo en que se registra el maximo de presion).

Analizamos 1555 silabas, correspondientes a 31 tipos de silabas, producidas por tres pajaros.
Los resultados se resumen en la Tabla 1. En la Figura 2.J, mostramos los resultados de los tres

canarios.

Encontramos que, para las frecuencias altas, hubo una pendiente positiva sistemdtica en la
relacion entre la frecuencia fundamental y la presion maxima del saco aéreo, consistente con la
signatura de las pendientes negativas de las curvas de isofrecuencia en esa region del espacio de
parametros (ver Figura 2.E(b)). En el Canario numero 1 (Figura 2.J(a)), no hubo ningtn tipo de
silaba que presentara un ajuste con una pendiente negativa significativa (5%). Lo mismo ocurre
con el Canario 2 (Figura 2.J(b)), donde los dos tipos de silabas con pendiente negativa
corresponden a ajustes no significativos. En cambio, el Canario 3 (Figura 2.J(c)) presenta dos
tipos de silabas con regresiones lineales significativas de pendientes negativas, ambas de baja

frecuencia fundamental.

Por otro lado, si inspeccionamos las isofrecuencias de la Figura 2.G podemos ver que, para
frecuencias comparables, las pendientes pueden ser diferentes. Por ejemplo, a 4 kHz,
encontramos pendientes negativas para f < 2, mientras que para valores mayores de £ las
pendientes son cercanas a cero. Las pendientes pueden ser positivas para valores pequenos de la
frecuencia si los valores de f son lo suficientemente grandes (este es el caso de la isofrecuencia

correspondiente a 2 kHz si £>0.5).

En relacion a los datos experimentales, s6lo una de las aves analizadas (Canario 1) presentod
tanto silabas de alta frecuencia y baja presion, asi como una silaba a baja frecuencia y alta
presion, cubriendo una amplia gama de pendientes. Esto nos permite probar la hipotesis de que
las pendientes se correlacionan positivamente con la presion promedio. En la Figura 2.K,
mostramos para el Canario 1 las pendientes en funcién de la frecuencia promedio. Los valores

de la regresion se describen en el pie de figura.
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Figura 2.J: Resultados experimentales: Frecuencia Fundamental vs. Presién maxima. (a)

Canario 1, (b) Canario 2 y (c) Canario 3. Los valores de las regresiones y los parametros

estadisticos se resumen en la Tabla 1.

Pendiente (u. arbitrarias)

50000

-10000

Frecuencia media (kHz)

4.5
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Figura 2.K: Correlacién positiva entre pendiente y frecuencia promedio para las
vocalizaciones del Canario 1. Los ejes verticales muestran las pendientes (frecuencia /
presion) del ajuste lineal presentado en la Figura 2.J(a) (ver la Tabla 1 para mas detalles).
Ejes horizontales: frecuencia fundamental promedio de las silabas. Cada punto rojo
corresponde a una silaba particular. La linea verde ilustra la regresion lineal. Parametros

de ajuste: f(x) = 18.42x - 41 304.8, R’ =0.4319.

En resumen, en el caso de vocalizaciones tonales como las de los canarios, se ha sugerido que
los sonidos se generan cuando los labios comienzan a oscilar en una bifurcaciéon de Hopf
(Gardner et al., 2001; G B Mindlin et al., 2003; Gabriel B. Mindlin, 2017a). Hemos visto que un
modelo simple de fonacion con disipacion no lineal y restitucion no lineal se puede llevar a una
forma normal de Hopf. Este analisis permite caracterizar las curvas de isofrecuencia en la

vecindad de las bifurcaciones.

Para un amplio rango de «, las curvas de isofrecuencia tienen pendientes negativas. Sin
embargo, para valores finitos del pardmetro B cerca de la bifurcacion, y para valores de «
suficientemente bajos, las pendientes de isofrecuencia son positivas, lo que refleja la

importancia relativa de los términos no lineales en el problema (véase la Figura 2.E).

Como las pendientes negativas (positivas) de las curvas de isofrecuencia implican pendientes
positivas (negativas) en los ajustes de los graficos de frecuencia fundamental vs. presion,
concluimos que nuestros datos de los canarios son consistentes con un mecanismo de fonacion

no lineal en el que esta presente una restitucion no lineal.
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Canario 1 Silaba Simbolo Color Pendiente Significancia R’ n
1 Circulo negro 9140 0.0086 0.14 49
2 Cuadrado cian 25094 <0.0001 0.35 61
3 Triangulo rojo 19021 0.0003 0.44 25
4 Hexagono verde claro 19553 0.0065 0.07 99
5 Diamante azul 11784 <0.0001 0.15 101
6 Triangulo verde oscuro 22047 <0.0006 0.24 45
7 Hexagono rojo oscuro 22776 0.0556 0.13 19
8 Cuadrado Azul oscuro 4790 0.0055 0.13 29
9 Triangulo cian oscuro -7991 0.36 0.07 14
10 Hexagono gris 2608 0.74 0.01 14
11 Triangulo amarillo oscuro 45633 0.23 0.43 5
12 Hexagono violeta 39344 0.19 0.91 3
13 Cuadrado azul 8151 0.095 0.17 17

Canario 2
1 Circulo negro 1359 0.0088 0.11 63
2 Cuadrado cian 1040 0.163 0.05 39
3 Triangulo rojo 2085 <0.0001 0.78 137
4 Hexagono verde claro -4.9 0.978 0 111
5 Diamante azul 297.9 0.0008 0.06 174
6 Triangulo verde oscuro -513.4 0.7 0.02 11
7 Circulo rojo oscuro 306.3 0.043 0.28 15
8 Cuadrado amarillo oscuro 1368 0.0059 0.68 9
9 Triangulo gris 814 <0.0001 0.18 159
10 Hexagono rosa 921 0.33 0.05 21
Canario 3
1 Circulo negro 2.5 <0.0001 0.45 71
2 Cuadrado cian 1.42 0.0005 0.21 55
3 Triangulo rojo -0.21 0.66 0.006 33
4 Hexagono verde claro -1.83 0.0526 0.13 29
5 Diamante azul -1.14 0.011 0.1 64
6 Cuadrado verde oscuro 0.44 0.6 0.008 34
7 Diamante rojo oscuro -0.53 0.61 0.006 43
8 Triangulo verde oscuro 0.6 0.74 0.03 6

Tabla 1: Regresiones Lineales de datos experimentales de Presion maxima y Frecuencia

Fundamental.

2.6 Consideraciones finales
Comenzamos este capitulo introduciendo de manera cualitativa el funcionamiento de la siringe
de las aves oscinas. Esta descripcion tiene grandes limitaciones a la hora de intentar comprender

como interactuan distintos gestos fisioldgicos para controlar algunas propiedades acusticas del
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canto, como la frecuencia fundamental. Debido a esto avanzamos hacia una descripcion
cuantitativa de la biomecanica, proponiendo un modelo dindmico de baja dimension capaz de
describir el comportamiento de las membranas fonatorias en las aves oscinas. Este modelo tiene
predicciones especificas acerca del rol de distintos parametros fisioldgicos en el control de

propiedades acusticas del canto.

En primer lugar, estudiamos estas predicciones de manera teérica, calculando analiticamente las
pendientes de las curvas de isofrecuencia (seccion 2.3.1) y luego numéricamente, integrando
para un amplio rango de parametros las ecuaciones del modelo (Figura 2.E). Ambos modelos se
diferencian sustancialmente de los propuestos originalmente por Goller y Suthers, ya que
proponen que la frecuencia fundamental de las vocalizaciones emerge de la accion sinérgica de
(al menos) dos parametros fisioldgicos: la tension labial y la presion de los sacos aéreos. A su
vez, las predicciones de cada uno de estos modelos difieren significativamente. En el modelo
con restitucion lineal (¢=0) las isofrecuencias nacen con pendiente nula y luego adquieren una
pendiente positiva. En cambio, en el modelo con restitucion no-lineal (e#0) las isofrecuencias

nacen con pendiente negativa y a medida que aumenta el pardmetro 3 se vuelven positivas.

Ahora bien, para poder testear estas predicciones experimentalmente fue necesario, por un lado,

realizar un conjunto de experimentos para medir la presion de los sacos aéreos (ver Apéndice 1)
@ . . : .

y por otro, “construir” un observable que permita develar la estructura de las isofrecuencias.

Utilizando este observable pudimos construir confianza sobre la pertinencia del modelo con

restitucion no lineal, cuyas predicciones se correspondieron con los resultados experimentales

obtenidos (Figura 2.J y Figura 2.K, Tabla 1).

En su conjunto, lo expuesto hasta aqui muestra como a partir de la interaccion entre el
modelado tedrico y la experimentacion podemos estudiar procesos bioldgicos complejos donde
distintos pardmetros fisiolégicos interactian de manera no-trivial. Este abordaje es
interdisciplinario por naturaleza y, como veremos en los proximos capitulos, puede ser
implementado para estudiar problemas biolégicos en distintas escalas como, por ejemplo, en el

estudio de circuitos neuronales involucrados en la produccion vocal.
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SISTEMA NERVIOSO

Independientemente de la historia evolutiva de cada especie, todos los vertebrados comparten
una organizacién general del cerebro que consta de cinco regiones basicas: (i) la médula espinal
dentro de la columna vertebral, (ii) el rombencéfalo enfrente de ella, (iii) el mesencéfalo, (iv) el
talamo y (v) el cerebro anterior, con el cerebelo ubicado en la parte superior del rombencéfalo
(P. Marler & Slabbekoorn, 2004). A su vez, en lo que se refiere a la l6gica de codificacion de la
informacion, y a pesar de las obvias diferencias en cuanto a capacidades cognitivas, todos ellos
poseen un plan de conectividad basica comun. La informacion sensorial tanto del mundo
exterior como la informacién propioceptiva, viaja rio arriba desde las células sensoriales hacia
la médula espinal y el tallo cerebral hasta el cerebro anterior, donde esta informacion es
procesada. En contraparte, las neuronas que comandan el movimiento forman una red cuya

informacion es transmitida en el sentido opuesto (“rio abajo”)(P. Marler & Slabbekoorn, 2004).

Estos vinculos, asi como tantos otros, permiten conocer caracteristicas que son transversales a
varios grupos evolutivos (Goldman & Nottebohm, 1983; Yartsev, 2017). La biologia, y la
neuroetologia en particular, se nutre de esta propiedad de la naturaleza para el estudio del

comportamiento animal (Yartsev, 2017).

En este sentido, las aves ofrecen una gran ventaja para quienes estudiamos control motor dado
que en todas estas estructuras las neuronas se encuentran agrupadas formando nucleos
anatdmicamente distinguibles (Nottebohm, Stokes, & Leonard, 1976). Esto permitié realizar un
mapa de conectividad que sirve como “hoja de ruta” para entender la funcionalidad de los
distintos circuitos y como estos interactiian para llevar adelante un programa motor complejo y

aprendido, como es el canto.
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El sistema del Canto

En los afios 70s, los trabajos de Fernando Nottebohm y colaboradores comenzaron a develar la
compleja red de nticleos neuronales involucrados en la produccion vocal (Nottebohm et al.,
1976). Desde ese entonces (y sostenidamente en el tiempo) se han producido descubrimientos

fascinantes en cuanto a estructura, funcion y evolucion del cerebro de las aves.

2.7 Descripcion Anatdmica

En lo que respecta a la anatomia podemos distinguir tres circuitos involucrados en la
produccién vocal en las aves oscinas: la Via Auditiva, la Via Motora y el circuito AFP (de las
siglas Anterior Forebrain Pathway). En la Figura 0.A se muestra un esquema de la seccion

sagital de un cerebro oscino junto con los nucleos que forman parte de los distintos circuitos.

CEREBRO ANTERIOR CEREBRO ANTERIOR

CEREBELO CEREBELO

ROMBENCEFALO

GANGLIO

MOTONEURONAS COCLEAR ,
MUSCULATURA W5 o o1sTEMA A ceruias
DELA /o CILIADAS
RESPIRATORIO

TRAQUEAY - f§

SIRINGE ) peroloo

Figura 0.A: Esquema de seccién sagital de cerebro de un ave oscina. (a.) Las flechas rojas
marcan las conexiones entre los nucleos involucrados en el control motor (via motora).
Las flechas blancas corresponden al circuito AFP. Las lineas punteadas muestran las
conexiones entre ambos circuitos. (b.) Las flechas verdes denotan las conexiones entre los
ntcleos involucrados en la audicién (via Auditiva). Adaptado de (Reiner, Perkel, Mello, &

Jarvis, 2004).

2.7.1 El circuito AFP

Este circuito estd asociado al aprendizaje vocal. Esta integrado por los nucleos Area X y el

nucleo Magnocelular del Nidopallium Anterior o MAN del telencéfalo (ubicado en el cerebro
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anterior), y por el nucleo dorsolateral de la porcion medial de Talamo o DLM, ubicado en el

Talamo.

El circuito tiene por un lado una organizacion ciclica donde la informacion circula en el sentido
MAN - Area X - DLM — MAN (Figura 0.A- flechas blancas). Por otro lado, proyecta sobre el
circuito de la Via Motora. Este vinculo se da por medio de una via aferente, con proyecciones
que van desde IMAN (porcion lateral de MAN) a RA (nucleo Robusto del Arcopallium), y por
una via eferente que recibe sinapsis del nucleo HVC (utilizado como nombre propio) hacia el

Area X (Reiner et al., 2004) (Figura 0.A- flechas punteadas).

El vinculo con el aprendizaje vocal se describié a partir de lesiones bilaterales en distintos
nucleos en aves juveniles y adultas. En estos estudios se observo que independientemente de la
edad, las aves podian cantar algunas de las vocalizaciones ya adquiridas pero que el proceso de

aprendizaje se veia interrumpido (P. Marler & Slabbekoorn, 2004; Nottebohm et al., 1976).

Por ejemplo, al lesionar la porcién lateral del nucleo Area X (/Area X) durante el periodo
sensitivo del aprendizaje en diamantes mandarines, observaron que las aves mantenian el canto
plastico. Por otro lado, al lesionar la porcion lateral de MAN (/IMAN), el canto se volvia
estereotipado rapidamente, y las aves no conseguian aprender nuevos cantos. Si, por el
contrario, se lesionaba /MAN o /AreaX en aves adultas, el canto ya adquirido no se veia

alterado (P. Marler & Slabbekoorn, 2004).

2.7.2 Via Motora

Como su nombre lo indica esta via es la encargada de generar y coordinar los distintos gestos
motores que actian sobre la musculatura de la periferia para producir las distintas
vocalizaciones, ya sean aprendidas o innatas. Los experimentos fundacionales del 4rea sobre los
nucleos de la via motora han sido concluyentes respecto al rol de los mismos. En estos
estudios, se realizaron lesiones bilaterales (es decir, en ambos hemisferios) en diversos nucleos
que hoy conforman la via motora y luego se analiz6 el impacto de estas lesiones en la

produccién vocal.

Brevemente, cuando se lesiond tanto HVC como RA, las aves fueron incapaces de producir las
vocalizaciones aprendidas (Nottebohm et al, 1976). Cuando se lesion6 Uva (ntcleo
Uvaeforme) o NIf (Nucleo Interfacial del Nidopalium), las aves lograron vocalizar varias de las
silabas aprendidas pero el orden (o sintaxis) se veia modificada (H. Williams & Vicario, 1993).
Por ultimo, luego de las lesiones en nticleos del DM (nticleo Dorsomedial) y en nXIl (nucleo
XII), las aves perdieron completamente la capacidad de vocalizar (Nottebohm et al., 1976).
Estos experimentos muestran que existe una diferencia en la organizacion de los ntcleos;
algunos de ellos estan involucrados en la generacion de vocalizaciones innatas y otro subgrupo

es responsable de las vocalizaciones aprendidas. En particular, las vocalizaciones innatas
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podrian ser procesadas solo por estructuras basales mientras que las aprendidas requieren de la

accion de la mayoria de los nucleos de la via motora.

En la Figura 0.A se muestran en rojo las conexiones de los distintos nucleos de esta via.

2.7.3 Via Auditiva

El procesamiento del sonido comienza en las células ciliadas del oido (o hair cells) donde los
estimulos sonoros son traducidos a sefiales eléctricas. Las células ciliadas estan organizadas
formando un mapa tonotdpico a lo largo del epitelio sensorial de la cdclea (Hudspeth, 1997) y

proyectan hacia nticleos sensoriales del rombencéfalo (CNy LL).

Luego la informacion se transmite, con distinto grado de procesamiento, a través de distintos
nucleos en el mesencéfalo (MLd), del tdlamo (Ov), hasta el telencéfalo (L1, L2,L3, llamado en
conjunto Field L) (Reiner et al., 2004). Field L inerva otros nucleos auditivos y actiia como
entrada a los circuitos del sistema del canto a través de la inervacion a HVC (Kelley &

Nottebohm, 1979).

2.7.4 Un vinculo entre los Circuitos: Selectividad al canto propio

De todos los nticleos involucrados en alguno de los tres circuitos, HVC ha sido seguramente el
mas estudiado. Los motivos son varios. Por un lado, su posicion en el cerebro es muy accesible;
estd situado en el extremo superior del telencéfalo y tiene gran tamaio, por lo que resulta ideal
para realizar registros electrofisioldgicos. Por otro lado, y quizas la razén mas importante, HVC
forma parte de los tres circuitos (Kelley & Nottebohm, 1979; Nottebohm et al., 1976; Reiner et
al., 2004; Stokes, Leonard, & Nottebohm, 1974). En este sitio converge la informacién auditiva
con las representaciones motoras del canto. En efecto, sus neuronas tienen actividad motora
asociada a la produccion del canto y a su vez, su actividad puede ser licitada por estimulos
auditivos de su propio canto (o BOS del inglés Bird’s Own Song ) (Margoliash, 1986;
McCasland & Konishi, 1981; Yu & Margoliash, 1996). Esta selectividad al canto propio,
emerge durante el aprendizaje y se mantiene durante la adultez (Nick & Konishi, 2005; Solis &
Doupe, 1997). Més aun, se ha observado que las neuronas de HVC tienen los mismos patrones
de actividad cuando el ave esta cantando y o escuchando su propio canto (Prather, Peters,

Nowicki, & Mooney, 2008).

Debido a todas estas propiedades, algunas compartidas con otros nucleos de la via motora, HVC
se ha convertido en el nucleo preferido para estudiar la integracion sensorimotora (Ana
Amador, Boari, & Mindlin, 2017). Finalmente, he de destacar otra singularidad de gran
importancia para el desarrollo de esta tesis: la selectividad al canto propio en el nicleo HVC se

observa también en animales anestesiados (Margoliash, 1986).
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2.8 Fisiologia

Esta seccion describe el funcionamiento de la Via Motora asociado al control de las
vocalizaciones. Para ello, en la seccion anterior, hemos mencionado los distintos nucleos que
participan de este comportamiento; Una red que ha sido caracterizada en los afios 70 y de la
cual hemos aprendido mucho mediante lesiones bilaterales en los distintos nticleos y la

posterior pérdida de ciertas caracteristicas del canto.

Sin embargo, entender el codigo por el cual estos nlicleos generan los patrones motores
necesarios para vocalizar, requiere de procedimientos experimentales mas sofisticados. Debido
a esto, el conocimiento en este tema se ha nutrido del desarrollo de novedosas técnicas
experimentales que fueron aplicadas, en primer lugar, en los nucleos del telencéfalo. Esto ha
generado un sesgo en la interpretacion de los datos, asignando jerarquias en el funcionamiento
de la Via Motora. Con todo, si bien existe un modelo bastante establecido, su veracidad y

precision esta atin en discusion.

A continuacidon, haré una resefa acerca del modelo mds establecido con sus virtudes y
debilidades. Luego, continuaré por proponer un tipo de modelado de la actividad neuronal y
discutir su pertinencia para este problema en particular, y para finalizar, describiré un modelo

alternativo con sus predicciones y algunos datos experimentales que lo soportan.

2.8.1 Modelo del reloj

El modelo del reloj fue desarrollado fundamentalmente a partir de observaciones hechas en
Diamantes Mandarines (7aeniopygia guttata). La construccion del modelo en cuestion se valid
de dos grandes innovaciones experimentales: el desarrollo de micromotores para realizar
mediciones cronicas de actividad de neuronas individuales (single-units) en aves cantando, y el
enfriamiento localizado de nucleos (cooling), en particular en HVC y RA. Ambas técnicas
fueron desarrolladas y utilizadas en primer lugar sobre el niicleo HVC, lo cual ha generado una

tendencia a asignarle un rol fundamental al mismo.

Los registros de neurona unica en HVC revelaron que, en el canto de los Diamantes
Mandarines, las neuronas que proyectaban a RA disparaban rdfagas (burst) de actividad de
manera estereotipada, temporalmente asociados a motivos. Estas neuronas se encontraban
activas so6lo una vez durante el canto y sin relacion aparente con caracteristicas acusticas y/o

motoras. En la Figura 0.B(a) se muestra un ejemplo de estas mediciones.

55



Capitulo 0: Sistema Nervioso

a. b.

motivo | Il d

3

mayor temperatura - > [

control - >f

Frecuencia (kHz)
°

menor temperatura - |

HVC,,
CeNo o s e o

o

control -
(canto estirado [&28
artificialmente)

chlmameumna:
N

Figura 0.B: Experimentos fundacionales del Modelo del Reloj. (a) Actividad de neuronas
unicas del nicleo HVC en Diamantes mandarines cantando. El esquema superior muestra
un sonograma del canto. Debajo se muestra el sonido (presion acustica) y luego los spikes
de distintas neuronas de HVC que proyectan a RA (HVC,)) e interneuronas (HVC
inter), alineadas con el canto. Extraido de Hahnloser, Kozhevnikov, & Fee, 2002. (b)
Experimentos de enfriamiento en HVC. Se muestran sonogramas representativos del
canto de un individuo para distintas condiciones en las cuales se manipula la temperatura

de HVC. Extraido de (Long & Fee, 2008).

La actividad registrada en HVC, los llevo a hipotetizar que este nticleo actuaba como un Reloj,
generando con cada rdfaga una representacion rala del tiempo sobre el nucleo RA y los

subsiguientes ntcleos rio abajo en la via motora (Fee, Kozhevnikov, & Hahnloser, 2004).

Tiempo después, Long y colaboradores desarrollaron la técnica de enfriamiento. Nuevamente,
realizaron sus experimentos en Diamantes mandarines, manipulando la temperatura del nacleo
HVC. La racionalidad de este experimento residia en que, si HVC controlaba todas las escalas
temporales del canto, enfriar este nticleo implicaria que el canto ocurriera mas lento. En efecto,
eso fue lo que observaron (Figura 0.B(b)): al enfriar HVC bilateralmente, el canto se estiraba. A
su vez, si lo calentaban ligeramente, el canto se aceleraba. Estos resultados le dieron soporte al
Modelo del Reloj, ya que las observaciones eran congruentes con las predicciones del modelo

(Long & Fee, 2008).

Resumidamente, el modelo postula que existe una jerarquia establecida entre los distintos
nucleos involucrados en el control motor. En este modelo, HVC actia como un reloj cuya
unidad de tiempo esta dada por disparos de sus neuronas proyectoras a RA cada 10ms. Luego,
en RA se activarian ciertos circuitos que finalmente van a proyectar hacia los nucleo del
rombencéfalo para inervar a los musculos de la periferia (Fee et al., 2004; Hahnloser et al.,

2002b; Troyer, 2013).
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Este enfoque de arriba hacia abajo del control motor, es coherente con una mirada tradicional de
la neurociencia, donde se considera al cerebro (y mas precisamente al telencéfalo) como un
especie de “director de orquesta”, dejando a la periferia el rol de ejecutar sus comandos para
producir la “pieza musical”. En la Figura 0.C, se muestra una representacion conceptual de este

modelo.
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Figura 0.C: Modelo del reloj. (A) Cada neurona HVC(RA) dispara por unica vez durante
el motivo, activando a una serie de neuronas en el nicleo RA (aproximadamente un 10%
de las neuronas de RA). Luego esta actividad converge en un patrén motor. (B) Una
representacion de los patrones de actividad durante la generacion de un tipo de silaba en

particular (arbitraria). Extraido de (Fee et al., 2004)

2.8.2 Evidencias y modelos alternativos

Con el correr de los afios fueron surgiendo evidencias experimentales que irian en contra del
Modelo del Reloj. Muchos de estos experimentos involucraron la utilizacion de las mismas
tecnologias de medicion/manipulacion de la actividad de HVC, pero utilizada en otros nucleos o

en otras especies de oscinos.
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Por ejemplo, en los experimentos de Schmidt y colaboradores se utilizaron electrodos de baja
impedancia para medir actividad de varias neuronas (multi-unit) de HVC en ambos hemisferios
mientras las aves cantaban. En estos estudios, encontraron que la actividad de HVC no s6lo se
encontraba altamente sincronizada en ambos hemisferios, sino que estaba temporalmente
asociada al comienzo de silabas y a los silencios entre silabas (M. F. Schmidt, 2003) (Figura

0.D).
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Figura 0.D: Sincronizacion en HVC en Diamantes Mandarines. (A) Esquema de (parte)
del circuito de la Via Motora. (B) Sonograma del canto de un Diamante Mandarin.
Debajo, registro de actividad de varias neuronas (multi-units) en HVC bilateral, en

Diamantes Mandarines cantando. Extraido de (M. F. Schmidt, 2003).

Esto se diferencia del modelo del reloj en dos cuestiones: 1) Se observan heterogeneidades en
los patrones de actividad en HVC, asociados a transiciones acusticas, y 2) Muestran
sincronizacion entre ambos nucleos lo cual, dado que HVC no proyecta de manera directa a su
contraparte en el otro hemisferio, requiere que la sincronizacion deba producirse por entradas

comunes a HVC.

58



Capitulo 0: Sistema Nervioso

Tiempo después, Schmidt y colaboradores encontraron que esta sincronizacion interhemisférica
se produce a partir de una ruta ascendente que va de nucleos del rombencéfalo y mesencéfalo
(en particular Pam y DM), a través del nucleo taldmico Uva, hacia el nucleo HVC contralateral
(Ashmore, 2005; Ashmore, Renk, & Schmidt, 2008; M. F. Schmidt, 2003; Marc F. Schmidt,
2008). En su conjunto, estos trabajos proponen una mirada donde la periferia interviene en el

control motor de las vocalizaciones, lo cual se contrapone con el modelo del reloj.

Asimismo, en relacion a la primera observacion, los trabajos de Amador y colaboradores
profundizaron sobre la idea de la existencia de heterogeneidades en HVC. En estos trabajos se
realizaron mediciones crénicas de actividad tipo single-units (neurona unica) en HVC en
Diamantes Mandarines tanto en aves comportandose como en aves dormidas, donde se evalud
la respuesta selectiva al canto propio (Ana Amador, Perl, Mindlin, & Margoliash, 2013). La
ventaja de poder hacer este experimento en ambas condiciones es que ahora podian registrar la
actividad mientras el ave cantaba y compararla con la selectividad asociada a estimulos
auditivos. Estos estimulos fueron el canto propio del animal y una version sintética del mismo,
producida con modelos biomecanicos del aparato vocal (como los que se detallan en la seccion

2.3).

En este trabajo, los investigadores observaron que las aves respondian al canto sintético con
aproximadamente la misma intensidad que al canto propio (Ana Amador et al., 2013). Esto fue
un resultado novedoso, ya que se trataba de una validacion experimental al modelado dinamico
de la periferia. Por otro lado, dado que estos modelos se construyen a partir de pardmetros
dindmicos, en particular de la presion de los sacos aéreos y la tension de los musculos siringeos,
pudieron interpretar las heterogeneidades de los patrones de actividad neuronal en términos de
estos gestos motores. De hecho observaron que las neuronas proyectoras se excitaban y las
interneuronas eran suprimidas a unos pocos milisegundos de un extremo de la trayectoria de los

gestos motores (GTEs) (Ana Amador et al., 2013).

En la Figura 0.E se muestran dos ejemplos extraidos del trabajo de Amador y colaboradores. En
ellos se muestran los cantos sintéticos generados a partir de modelo biomecénico, alimentado
por gestos motores, junto con la actividad de neuronas proyectoras o interneuronas. Como se
puede ver en la figura los disparos de las neuronas proyectoras y los minimos de la actividad de
interneuronas se encuentran alineados con instancias significativas de los gestos motores

(méximos, minimos o transiciones).
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Figura 0.E: Actividad de Neuronas Proyectoras e Interneuronas y su relacion con los
gestos motores. (a.) Paneles superiores, sonograma (I) y oscilograma de canto sintético (II)
de Diamante mandarin. (III y IV) Gestos motores utilizados para generar el canto
sintétic; tension y presion respectivamente. (V) Raster plots de la actividad de neuronas
proyectoras. Cada cruz corresponde a un tren de disparos, los colores indican neuronas
distintas. Las lineas verticales marcan los GTEs (extremos de la trayectoria de los gestos
motores) en los que disparan estas células. (VI) Distribucion de diferencias de tiempo entre
cada disparo (7s) y el tiempo del GTE mas cercano (TcGTE) (n=14 HVC,, 5 aves). (VII)
Mismo andlisis, pero para aves cantando (n=5 HVC,, 2 aves). (b.) Sonograma (I),
oscilograma (II) y gestos motores (III y IV), idem panel (a). (V) Nimero de disparos para
una interneurona HVC; (Bin de 10ms, 20 repeticiones; linea verde), suavizada. Los
cuadrados rojos indican los minimos de las interneuronas y las lineas verticales la posicion
del GTE mas cercano. (VI) Distribucién de diferencias de tiempo entre cada minimo
(Tigmimy) y el tiempo del GTE mas cercano (TcGTE) (n=15 HVC; 5 pajaros). (VII) Mismo
analisis, pero para aves cantando (n=10 HVC;, 3 aves). Extraido de (Ana Amador et al.,

2013).
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Esta heterogeneidad observada por Amador y colaboradores, ademés de cuestionar la hipdtesis
de que HVC dispara uniformemente, cuestiona el rol premotor de HVC. De hecho, en el modelo
del reloj se propone que los disparos en HVC controlan la generacion de los gestos motores
(Figura 0.C), por lo que se requiere que exista un retraso (delay) entre la actividad de HVC y el
gesto motor (Fee et al., 2004; Troyer, 2013), lo cual es incompatible con lo observado por

Amador et al, 2013.

Otro cuestionamiento al modelo vino de revisitar los experimentos de enfriamiento, ya que se
observo que si el tempo de la cancion fuera controlado por una cadena de disparos en HVC, el
enfriamiento local del ntcleo deberia haber causado un mayor estiramiento que el observado
experimentalmente (Hamaguchi, Tanaka, & Mooney, 2016). A su vez, al enfriar el nicleo Uva
el tempo también se hace mas lento (Hamaguchi et al., 2016), lo cual es compatible con un
escenario donde el control de los tiempos se da de manera distribuida entre distintos ntucleos de

la via motora y no esta s6lo codificado por la actividad de HVC (Ana Amador et al., 2017).

En esta direccion, en el Laboratorio de Sistemas Dinamicos, se aplic6 la técnica de enfriamiento
local del nucleo HVC, pero en canarios domésticos (Serinus canaria). Estos experimentos
mostraron que al enfriar HVC, el tempo de la cancion se enlentece a medida que disminuye la
temperatura hasta un valor critico a partir del cual el canto sufre cambios cualitativos como el
rompimiento de ciertas silabas (Goldin et al., 2013). Como he mencionado anteriormente
(seccion 2.4), los canarios tienen gestos motores simples que repiten varias veces formando
frases. En particular, los gestos de presion pueden ser clasificados en 4 categorias con
topologias diferentes (Marcos A. Trevisan et al., 2006). Sorprendentemente, los experimentos
de enfriamiento mostraron que a partir de un valor critico de temperatura, se produce un
rompimiento de las silabas (y del gesto de presion) preferentemente en silabas de tipo P2 y PO

(Goldin et al., 2013).

En resumen, estos experimentos ponen en evidencia algunas falencias del modelo del reloj. No
obstante, ninguno de los trabajos anteriormente mencionados propone un modelo operacional
capaz de reproducir los datos fisioldgicos recopilados. Esto nos llevd a construir un modelo
computacional que represente la actividad de los distintos nucleos involucrados en la
produccién vocal cuyas predicciones fueran compatibles con las observaciones anteriormente

mencionadas.

Con esta motivacion en mente describiré a continuaciéon, céOmo construir un modelo
computacional cuyas variables representen la actividad media de distintos nticleos involucrados
en la produccidén vocal, capaz de reproducir los distintos gestos de presion de canarios. La
importancia de este modelo es que, por un lado, refleja una conectividad integrada donde los
nucleos del tronco cerebral interactiian con los nucleos telencefalicos

para dar lugar a los distintos gestos motores (Ashmore et al., 2008; M. F. Schmidt, 2003; Marc
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F. Schmidt, Ashmore, & Vu, 2004) . Por otro lado, retoma la idea de la existencia de
heterogeneidades en la actividad de HVC, permite tener simultaneidad entre HVC y las
transiciones de gestos motores (Ana Amador et al., 2013) y reproduce los patrones de

rompimiento de los gestos de presion al enfriar HVC (Goldin et al., 2013).

2.9 ;Como podemos modelar la actividad neuronal?

En primer lugar, he de notar que la filosofia detras de esta pregunta implica que a pesar de la
enorme complejidad del cerebro existen mecanismos dindmicos que describen propiedades
generales del cerebro. Por ejemplo, se ha estimado que el cerebro humano tiene del orden de
10" neuronas cuyos axones cubren una distancia de unos 10000km (Murre & Sturdy, 1995); En
una neurona pueden converger estimulos de muchas otras, y a su vez, algunas neuronas mandan
informacion a otras tantas (divergencia) (Hoppensteadt & Izhikevich, 1997); Existen distintos
tipos de neuronas, con morfologias completamente diferentes (Cajal, 1995), y también con
funcionamientos disimiles. Algunas estan funcionalmente polarizadas e integran la informacion
que reciben a través de las dendritas, la procesan en el soma y responden a esos estimulos a
través de potenciales de accion que viajan por sus axones. Asi como también hay neuronas que

carecen de dendritas o axones, 0 que no generan potenciales de accion.

Sin embargo, a pesar de esta enorme complejidad, el cerebro es también un sistema redundante
y robusto (Aerts, Fias, Caeyenberghs, & Marinazzo, 2016; Alstott, Breakspear, Hagmann,
Cammoun, & Sporns, 2009); Con propiedades que son transversales a distintos organismos
como por ejemplo, la existencia de ritmos neuronales (Buzsdki & Watson, 2012), o los
mecanismos de plasticidad neuronal que subyacen a los procesos de aprendizaje (M. A. Lynch,
2004). Son este tipo de propiedades generales las que permiten construir modelos de actividad
neuronal. Aunque, la eleccion de qué caracteristicas del sistema debemos tener en cuenta y qué

detalles podremos obviar, no es trivial.

El modelado matematico propone una metodologia para entender los distintos procesos que
ocurren en la naturaleza y asi pasar de las meras descripciones a modelos predictivos con
observables, que puedan testearse experimentalmente. Aunque no existe una separacion estricta
entre los distintos tipos de modelos, en general podremos distinguir entre modelos empiricos o

fenomenologicos y modelos detallados o exhaustivos.

En los ultimos, se intenta realizar una caracterizacion rigurosa de un proceso, utilizando toda la
informacién neurofisiologica disponible. Las predicciones de estos modelos suelen ser muy
precisas. No obstante, cuanto mas se caracteriza el sistema, mas sofisticado y matematicamente
complejo se volverd el modelo (Hoppensteadt & Izhikevich, 1997). Los modelos empiricos,

por su parte, intentan reflejar un pufiado de caracteristicas neurofisioldgicas relevantes para el
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problema en cuestion. Suelen estar motivados por observaciones empiricas y, a diferencia de los

modelos detallados, intentan ser lo mas simples posibles (Hoppensteadt & Izhikevich, 1997).

En el marco de esta tesis utilizaremos modelos fenomenologicos para describir el
funcionamiento de la via motora en el control de las vocalizaciones de aves oscinas. Las
predicciones de estos modelos seran las actividades medias de distintos nucleos, algunas de las

cuales se traducirdn en gestos motores que actiian sobre el sistema periférico.

2.9.1.1 Primeros Principios vs. Fenomenologia

La escala desde la cual se pueden describir los procesos es otra cuestion que debe analizarse
antes de construir un modelo. Un camino posible es construir modelos de wvariables
microscopicas, como ser la dindmica de las corrientes idnicas involucradas en la generacion de
un potencial de accion (Hodgkin & Huxley, 1952). O, en el otro extremo, los modelos de
variables macroscopicas como los de actividad neuronal de larga escala, que describen la

actividad colectiva de millones de neuronas (Breakspear, 2017).

Ahora bien, es evidente que la actividad macroscopica que registramos por resonancia
magnética funcional (fMRI) o electroencefalogramas (EEG), emerge de los potenciales
eléctricos de neuronas individuales. Sin embargo, atin falta un camino analitico para derivar

modelos de actividad colectiva desde los potenciales de neuronas individuales.

A pesar de avances recientes en teorias de campo medio (L. M. Alonso et al., 2009; Ott &
Antonsen, 2008; Roulet & Mindlin, 2016), aun no existe una teoria que dé cuenta de la
mecanica estadistica de los sistemas fuera del equilibrio. Esto afecta particularmente a la
neuroetologia, cuyo objetivo es entender cuales son las bases neurofisioldgicas subyacentes al
comportamiento animal. El cual es producto de la actividad colectiva de miles de neuronas y de

su interaccion con la biomecanica periférica y el ambiente.

El desafio es entonces, construir modelos empiricos de actividad media de muchas neuronas,
cuyas predicciones puedan ser testeadas experimentalmente, quedando a la espera del desarrollo

de una teoria que permita ir desde primeros principios a la fenomenologia.

2.9.2 Modelos Aditivos de Redes Neuronales

Los modelos neuronales propuestos en esta tesis fueron construidos a partir de “bloques”. Cada
uno de estos bloques representa la actividad promedio de una poblacion de neuronas, expresada

matematicamente de la siguiente manera:

xl = —X; +S(pl + 211_121 Cij x]'), Xi (S R, i= 1, ., n, (1)

X; representa la tasa de variacion temporal de la actividad promedio de la i-ésima poblacion de

. . . . . dx; .
neuronas (cantidad promedio de disparos) en el tiempo ( X; = f); p; denota el input externo
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que recibe el ntcleo en cuestion; los coeficientes ¢;; describen el peso de las sinapsis que recibe
del nucleo j-ésimo. La funcidn de saturacion S, es una funcién sigmoidea con la forma:

1
1+e~Y

S(y) = (2)

Esta funcion tiende a 0 cuando y - —oo y cuando y — +oo la funcién tiende a 1. De esta
manera, si el argumento de la funcidon S es positivo, X; aumenta. Contrariamente, si el

argumento es negativo, x; disminuye (Hoppensteadt & Izhikevich, 1997).

Abhora bien, jcual es el vinculo fenomenologico de estas ecuaciones dindmicas con la actividad

real de un grupo de neuronas? Intentaré dar una respuesta intuitiva primero.

Cuando una neurona recibe una entrada (o input) excitatoria lo suficientemente potente (supra
umbral), ocurre una depolarizacion y se produce un potencial de acciéon (o un tren de
potenciales de accidon) que viaja hacia los axones terminales. Si, por el contrario, la entrada no
es lo suficientemente fuerte (sub umbral), la excitacion no logra superar el umbral de disparo y
el potencial decae. Por otro lado, si recibe un estimulo inhibitorio, la neurona se hyperpolariza e

impide que se produzcan potenciales de accion.

Esta caracterizacion, que es sin dudas incompleta y en algunos casos falsa, ilustra una propiedad
ubicua en el sistema nervioso: la existencia de neuronas excitatorias e inhibitorias, cuya
comunicacién se da mediante un codigo binario de la presencia o ausencia de disparos. Esta es

una de las propiedades fenomenologicas que ilustran estos modelos aditivos.

Formalmente, la dindmica de estas poblaciones estd regida por las soluciones estacionarias del
sistema (puntos fijos) en las cuales los valores de x (presencia/ausencia de disparos) se
mantienen constantes, es decir donde x = 0. Si describimos esto para una poblacion particular,

tendremos
x=S8({p+cx) 3)

Notamos que existen un conjunto de valores de x, p y ¢ para los cuales se cumple esta igualdad.
Si consideramos que x estd acotada entre 0 y 1 (ausencia o presencia de disparos) y fijamos ¢ #

0, podemos analizar qué sucede al variar p.

Sip — —oo, la actividad va a tender a 0 (x — 0), contrariamente si p— +oo la actividad va a
tender a 1 (x = 1). Si bien esto es cierto, corresponde a los valores extremos de input
excitatorio o inhibitorio, quedando por estudiar la dindmica para valores intermedios de p, que

€s mas interesante.

Podemos expresar esta igualdad graficamente (Figura 0.F) tomando la interseccion entre las

para 0<x<I, el parametro c¢>0 fijo y variando el parametro p.

1
curvasy =x ey = Tte-(ptcn)’
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Figura 0.F: Puntos estacionarios del modelo aditivo. Paneles superiores muestran las

1 .
T—Groo» Para valores decrecientes de p. Los

intersecciones entre las curvasy = xey = oo

paneles inferiores muestran el espacio de fases del modelo aditivo para los distintos

valores de p (Extraido de (Hoppensteadt & Izhikevich, 1997).

Notamos que hay valores intermedios de p para los cuales existen mas de un punto fijo. Para
ilustrar esto, en los paneles inferiores de la Figura 0.F, se muestra el espacio de fases, diagramas

en los cuales se plotea x en funcion de X.

En los extremos p>>1 y p<<-1, tenemos que las soluciones (x) tienden a los puntos fijos
atractores (x — 1, o, x = 0 respectivamente). En los casos intermedios (p; < p < p,) para los
cuales hay 3 puntos fijos, los valores de x a los cuales tiende el sistema, dependeran de las
condiciones iniciales: Para cada caso el signo de x (+/-) refleja el punto fijo al cual van a tender

las soluciones (flechas sobre la linea horizontal).

Por otro lado, podemos observar que a medida que p decrece, dos puntos fijos se acercan hasta
que colisionan y se “destruyen” (si p aumenta, “nacen”), quedando un solo punto fijo atractor.
Estos cambios cualitativos en las soluciones del sistema se llaman bifurcaciones, siendo esta en

particular una bifurcacion nodo-silla (saddle-node).

Abhora bien, en este ejemplo el coeficiente ¢, que representa el peso de la conectividad, esta fijo.
Si permitimos que este parametro varie (al igual que el parametro p) tendremos un conjunto de
soluciones para los cuales ocurre esta bifurcacién. Es decir, los valores de c(x) y p(x) para los

cuales nacen o se destruyen dos puntos fijos.
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Figura 0.G: Diagrama de bifurcaciones del modelo aditivo. En la zona sombreada (area
gris) existe una coexistencia de 3 puntos fijos. Las lineas negras denotan las bifurcaciones
nodo-silla. El vértice que se forma cuando ambas curvas se unen, se llama bifurcacién

cuspide (cusp bifurcation).

En este tipo de bifurcaciones, se cumple la ecuacion (3) y la condicion de tangencia entre las
dos curvas (por ejemplo, en la Figura 0.F p=p; y p=p»), es decir que sus derivadas tengan la
misma pendiente en el entorno al punto estacionario:

Cc

- (1+e~(ptcx)y2 e~(pre) “)

De (3) y (4) podemos despejar p(x) y ¢(x)

1
x(1-x)

c(x) =

©)

() =In () - ©

Si graficamos (5) y (6) para valores de x entre 0 y 1, podremos construir el diagrama de
bifurcaciones de la Figura 0.G. La gracia de este diagrama es que permite visualizar las distintas
soluciones del sistema y mas aun, sirve para hipotetizar distintas trayectorias de los parametros
(c y p) para los cuales ocurren cambios cualitativos en las soluciones del sistema. Por ejemplo,
supongamos que tenemos una poblacidon que se encuentra inicialmente en reposo en el punto
fijo de x — 0 (margen superior izquierdo) y aumenta el pardmetro p. Al cruzar la bifurcacion
saddle-node (4rea gris), surgen dos soluciones estacionarias mas, pero dadas las condiciones
iniciales, la solucion estd en un punto fijo atractor y no cambiard de estado. Sin embargo, si el
parametro p aumenta lo suficiente como para volver a cruzar la bifurcacion saddle-node, el

punto fijo atractor se destruye y el sistema va a tender al otro punto fijo atractor y comenzard a
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disparar (x — 1). De igual manera, si decrece el input p, el sistema continuara “prendido” hasta

tanto cruce la segunda bifurcacion, retornando al estado inicial, en un proceso de histéresis.

Por otro lado, podemos notar en la Figura 0.G, que las curvas se unen en un punto donde

p(x) = c(x) en el cual hay un solo punto fijo atractor. Esta bifurcacion se conoce como ctspide

(o cusp).

Como mencioné anteriormente, los modelos fenomenoldgicos estdn motivados por algunas de
las propiedades de un sistema neuronal, siendo en parte caricaturas de un sistema con una
dinamica mas compleja. En este sentido, los modelos aditivos ilustran la existencia o ausencia
de actividad neuronal. Sin embargo, si se agregan otros “bloques” con las mismas
caracteristicas, las propiedades dindmicas del sistema son mas ricas, apareciendo por ejemplo,

oscilaciones.

Si agregamos a la ecuacién (1), un nuevo blogue obtenemos un oscilador neuronal de Wilson-

Cowan:

{951 = e (=x; + S(pxi + Xy aijx; — X7y byjy;) %.7: € R o

Vi = wy(=yi + S(pyi + Xy cijxg — 2o dyy;))’

Tenemos entonces dos poblaciones de neuronas acopladas, con una distincion implicita: estan
separadas en excitatorias (xX) e inhibitorias (y). A su vez, por completitud, agregamos los
parametros U, y U, que representan las (distintas) escalas temporales que pueden afectar la

dinamica de cada poblacion.

Al aumentar la dimensionalidad del sistema (f{x) — f(x,))), incrementamos la complejidad de
las soluciones. En este sentido, la dinamica de estos sistemas tendra, ademas de las
bifurcaciones anteriores (nodo-silla y cuspide), otras que involucran el surgimiento o la

destruccidn de orbitas periodicas (Strogatz, 1994).

Procediendo de manera similar al caso 1D, podemos calcular las bifurcaciones de este sistema
bi-dimensional. En la Figura 0.H, se muestra un diagrama de bifurcaciones del modelo de

Wilson-Cowan para las variables py y p,,.
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Figura 0.H: Diagrama de bifurcaciones del modelo de Wilson-Cowan. Las flechas
representan las curvas o puntos en los cuales ocurren las distintas bifurcaciones. Extraido

de (Hoppensteadt & Izhikevich, 1997).

Podemos observar que existen distintos tipos de bifurcaciones. Sin embargo, a los fines de esta
tesis, nos centraremos en la bifurcacion de Andronov-Hopf (para una discusion exhaustiva de la

Figura 0.H, leer Borisyuk & Kirillov, 1992).

La bifurcacion de Andronov-Hopf (o Hopf), se corresponde con el surgimiento de un ciclo
limite (una orbita periddica en el espacio de fases), a partir de la pérdida de estabilidad de un
punto fijo. Las oscilaciones que surgen de esta bifurcacion nacen con amplitud cero y
frecuencia fija. En el diagrama de la Figura 0.H, las soluciones periodicas se dardn cuando los
parametros p, y p, se encuentren en la zona comprendida entre las dos bifurcaciones de Hopf
y las de nodo-silla. Del mismo modo, por debajo (y por arriba) de las bifurcaciones de Hopf las
soluciones tendran las mismas caracteristicas que las discutidas para el modelo de una

dimension (Ecuacion (1)).

Fenomenoldgicamente, esta bifurcacion representa la emergencia de actividad periddica en una
red neuronal compuesta por neuronas excitatorias e inhibitorias. Lo cual es, en definitiva, otra
caracteristica ubicua en la dindmica del cerebro. El modelo presentado a continuacion, estd
compuesto por una serie de “bloques”, que representan la actividad promedio de distintos

nucleos de la Via Motora.

2.10 Un modelo Circular para el control Motor del canto
El modelo que presento a continuacion fue disefiado de manera tal que fuera compatible con
distintas observaciones experimentales tanto a nivel neuronal como a nivel de los gestos

motores. A su vez, se requirié que la arquitectura neuronal del modelo fuera compatible con las
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conexiones anatdmicas reportadas para las aves oscinas (Ashmore, 2005; M. F. Schmidt, 2003;

Marc F Schmidt, 2009).

2.10.1 Arquitectura neuronal

El modelo se apoya en los trabajos de Trevisan y colaboradores en los cuales muestran que un
modelo neuronal simple puede reproducir los patrones de presion utilizados por los canarios
durante la produccion del canto (Marcos A. Trevisan et al., 2006). Este modelo consiste en un
oscilador neuronal (de Wilson-Cowan) con una poblacion excitatoria, una poblacion inhibidora
y una entrada periddica (forzante). Siguiendo este trabajo, el primer componente de nuestro
modelo es una poblacion excitatoria acoplada a una inhibitoria, y requerimos que la actividad
de la poblacion excitatoria se ajuste a los patrones de presion medidos (L. Alonso, Alliende,
Goller, & Mindlin, 2009; Marcos A. Trevisan et al., 2006). Esta poblacion excitatoria
representa la actividad de un conjunto de neuronas motoras que proyectan sobre los musculos
expiratorios. Sin embargo, la dificultad para obtener mediciones electrofisiologicas durante el
canto de los nucleos del rombencéfalo como Ram, que controla el impulso expiratorio, nos
impide establecer asociaciones mas especificas con estas areas y, por lo tanto, en nuestro
modelo lo definimos como un area genérica relacionada con la expiracion o ER (del inglés
expiratory related). En la Figura 0.I se muestra un patréon de presion tipico del canario

doméstico, junto con las soluciones del sistema dinamico propuesto.
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Figura 0.I: Origen dinamico de los patrones de presion de los canarios. (a) Serie temporal
de presion de los sacos aéreos del canto producida durante el canto de un canario. (b)
Diagrama de oscilador neuronal propuesto para reproducir los gestos de presion. Debajo,
el diagrama de bifurcaciones del modelo. ER representa una poblacién excitatoria

acoplada a una poblacion inhibitoria. (c) Soluciones del modelo propuesto. Las barras de
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colores representan los distintos tipos de patrones de presion, generados por distintas

incursiones en el espacio de parametros (flechas de colores en Diagrama de Bifurcacion).

Otra observacion experimental sobre la cual se construyd este modelo, fue la existencia de
actividad en el nucleo telencefalico HVC (en particular de neuronas proyectoras a RA)
coincidente con el inicio de las silabas (Ana Amador et al., 2013). La manera en que obtuvimos
esta simultaneidad fue a partir de incluir en el modelo un nucleo que proyecta tanto hacia HVC
como hacia los nucleos respiratorios. Llamamos a este nucleo area iniciadora o IA (initiating
area). Nuevamente, la falta de registros electrofisioldogicos de nucleos del tronco encefélico
impide la asociacion directa con un nucleo de la via motora. Sin embargo, existen evidencias
indirectas que indicarian que IA podria corresponderse con la actividad del nucleo DM de la via
motora. La racionalidad de esta hipotesis se basa en que, en aves no oscinas, que carecen de los
nucleos telencefélicos tanto de la via motora como del circuito AFP, el niicleo DM esté presente
y proyecta sobre los nucleos respiratorios (Pam y Ram). En estas aves (que no producen cantos
complejos y aprendidos), DM est4 involucrado en la generacion de vocalizaciones innatas (Liu
et al., 2013). A su vez, estimulaciones en el nucleo DM licitan la produccion vocalizaciones

simples en diamantes mandarines (D S Vicario & Simpson, 1995).

En nuestro modelo, la actividad de IA consiste de rafagas de disparos, que representamos
matematicamente como una funcidén cuadrada de unos pocos milisegundos de duraciéon. Esta
actividad “estimula” directamente al area ER y manda una copia eferente hacia el telencéfalo a
través del nucleo talamico Uva, rumbo a HVC. El tiempo que tarda en viajar hasta HVC esta
expresado matematicamente con un refardo respecto al estimulo que llega a ER. De esta
manera la actividad de HVC ocurre de manera simultanea a la actividad de ER, que representa

la presion de los sacos aéreos.

Finalmente, el estimulo iniciado en IA, llega al nticleo RA. Al igual que ER, RA estd
representado por una poblacién de neuronas excitatorias e inhibitorias. En este nucleo la sefial
de HVC es procesada, para luego proyectar hacia el nucleo ER, cerrando el circuito. En la

Figura 0.J se muestra la arquitectura neuronal propuesta.

Cabe destacar que la construccion de este modelo fenomenoldgico tuvo como objetivo
reproducir los patrones de presion observados en canarios. Debido a esto, incluimos en la
descripcion el menor nimero de niicleos necesarios para reproducir estos gestos y requerimos
que su actividad fuera compatible con las observaciones mencionadas anteriormente (seccion

2.8.2).

70



Capitulo 0: Sistema Nervioso

Figura 0.J: Arquitectura neuronal propuesta para el modelo circular propuesto. Cada
circulo representa un nicleo. IA, area iniciadora; ER_e subpoblacion de neuronas
excitatorias del drea expiratoria, ER_i subpoblacion de neuronas inhibitorias; HVC_p,
neuronas proyectoras a RA; RA_e y RA_i subpoblacion excitatoria e inhibitoria de RA,

respectivamente.

Matematicamente, el modelo se describe de la siguiente manera:

deer .
" 149.5(—eor + S(=7.5 + Qeerrara + QeerpF + 10eg, — 10i,))
dier . .

T 149.5(—ipr + S(—11.5 + @iorrara + 10€e, + 2iey))
dera

dt = 20(_era + S(pe,ra + aera,FdFd + aera,FdZFdZ + Qeraralra + ﬁera,raira))

dira , .
dt = 20(_lra + S(pi,ra + aira,FdFd + aira,FszdZ + aira,raera + ﬁira,ralra))

donde las variables e,y ipr, €rg, IrgCoOrresponden a la actividad promedio de las neuronas

excitatorias e inhibitorias de los nucleos ER y RA, respectivamente.

Los parametros a; ; y f8; jrepresentan el peso sindptico de la conexion excitatoria entre el ntcleo
i-¢simo y el j-ésimo. De igual forma, f; ; representa el peso sindptico de la conexion inhibitoria.
Estos parametros dan cuenta de la intensidad de interaccion entre los distintos nucleos, por lo

tanto un valor mayor de a; j (0 f; ;) representa un acople mayor entre ambas poblaciones. En
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términos bioldgicos esta medida estaria reflejando la cantidad de proyecciones entre cada

nucleo que se licitan, lo cual puede variar para cada gesto fisiolégico.

F es una funcion cuadrada que describe la actividad del nucleo IA. Esta actividad constituye
una de las entradas al nicleo ER. F; es también una funciéon cuadrada con un retraso (o delay)
respecto de F. En nuestras simulaciones F; y F;, representan las rafagas de actividad en el
nucleo HVC. El retraso de la actividad de estas variables representa el tiempo que tarda en
llegar el impulso F de IA hacia HVC. Estos pulsos representan rafagas de actividad y la

amplitud de la funcion cuadrada se fij6 en 10 (unidades arbitrarias).

El pardmetro p representa una componente continua de actividad basal del nucleo HVC que
afecta la dinamica de RA. Esta componente continua representa la actividad homogénea
propuesta para las neuronas proyectoras de HVC (Fee et al., 2004; Hahnloser et al., 2002b; G.
F. Lynch, Okubo, Hanuschkin, Hahnloser, & Fee, 2016), a su vez los pulsos de actividad (F,; y
F;5) reflejan las heterogeneidades observadas en transiciones de los gestos motores (Ana

Amador et al., 2013; M. F. Schmidt, 2003).

Al integrar numéricamente estas ecuaciones obtendremos sefales temporales que representan la

actividad promedio de cada uno de los nticleos propuestos.

2.10.2 Resultados tedricos

Los canarios generan diferentes silabas utilizando patrones de presion que pueden ser
separados en 4 categorias: i) Pulsatiles, ii) Periodos 1, iii) Periodos 2 y iv) Periodos 0 (ver
capitulo 2) (Alliende et al., 2010; Marcos A. Trevisan et al., 2006). Los patrones pulsatiles
consisten de pulsos expiratorios sostenidos con pequefias modulaciones montadas sobre un
nivel de flujo continuo (Figura 0.1, linea verde). Cada una de estas modulaciones genera un
pulso de sonido. Estos gestos son generados para las vocalizaciones de mayor frecuencia
silabica (>30Hz). Los gestos de este tipo suelen estar seguidos de patrones de menor frecuencia
silabica (entre 15 y 25Hz), que llamamos P1 (o de Periodo 1). Estos ultimos se caracterizan por
tener una dindmica similar a las oscilaciones armonicas (Figura 0.1, linea naranja). El tercer
patrén caracteristico son las oscilaciones tipo P2 (o de Periodo 2). Estos patrones tienen el
doble del largo de los P1 y se reconocen por poseer un minimo local entre dos maximos, aunque
la altura relativa de los méximos puede cambiar. La frecuencia silabica de estas oscilaciones
ronda entre los 6 y 12 Hz (Figura 0.1, linea amarilla). Finalmente, las soluciones llamadas PO
(Periodo 0) son los gestos de presion de mayor duracion (frecuencia silabica <6Hz), se
distinguen por ser pulsos expiratorios largos (del orden de los 200ms). Tipicamente contienen
un pequeio pulso, seguido de un gesto expiratorio largo casi constante (aunque suele tener un

pequefio decaimiento) hasta que decrece abruptamente hacia el final de la silaba. Los canarios

72



Capitulo 0: Sistema Nervioso

utilizan este tipo de gestos para reproducir sonidos tonales como silbidos (Figura 0.1, linea roja

oscura).

En la Figura 0.K se muestran las soluciones del modelo circular para algunos de los nucleos que
forman parte de la arquitectura minimal propuesta. El modelo fue construido de manera tal que

la actividad de los nticleos expiratorios (ER), reproduzca los gestos de presion.

! [
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Figura 0.K: Resultados tedricos de las actividades de los distintos nicleos.

2.10.2.1 PO

En nuestro modelo, las soluciones de tipo PO se pueden reproducir de la siguiente manera: La
poblacion excitatoria del area ER recibe primeramente un pulso breve de actividad de 20 ms
(representada por F) del area IA (circulo azul en la Figura 0.J). Este pulso, también se envia rio
arriba hacia el telencéfalo, llegando a HVC (Figura 0.J, circulo verde). Este pulso activa HVC
para luego transmitirse a RA con un retraso de 10 ms, a través de neuronas proyectoras HVC-

RA. En el modelo, este retraso esta representado por Fdelayed.

El nucleo RA tiene un subconjunto de poblaciones excitatorias e inhibitorias que procesan el
input de HVC y generan una salida. Est4 salida constituye un segundo impulso que recibe el
area ER (e, dentro en el argumento de la funciéon sigmoidea, en la primera ecuacion del
modelo). Los parametros que definen la conectividad interna de RA y su conectividad con otras
regiones cerebrales se eligieron de modo tal que la actividad RA seguida al input de HVC,
consista en un crecimiento brusco seguido de un decaimiento exponencial (el trazo rojo en la
Figura 0.K). De esta forma, el 4rea ER recibe dos entradas: un estimulo directo y una copia

procesada de este estimulo desde el telencéfalo (RA).
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El estimulo directo (/) es responsable del primer pico en la actividad de ER y la copia
procesada por las estructuras telencefalicas (HVC-RA), produce la modulaciéon lenta

caracteristica de estos patrones (Figura 0.K, trazo negro).

Los parametros para los nticleos expiratorios ER son: (aeer_F, Qeer,ras (xier,ra) = (1,10,0). Los

parametros para las neuronas de RA son: (pe,ra:O‘era,Fd'aera,FdZ'aera,rav Bera’ra) =

(_3'5v0;6: _3) y

(pi,ra' O(ira,Fd: aira,FdZv O(ira,raJ Bira,ra) = (_670-05:0:6:6)'

2.10.2.2 Pulsatil

Estos gestos respiratorios consisten en rapidas oscilaciones de baja amplitud superpuestas a un
pulso de presion expiratorio sostenido. Para su iniciacion, el modelo requiere de un pulso del
area iniciadora IA de 50ms de duracion. Este pulso acta tanto como entrada a ER, como a los
nucleos telencefalicos. Sin embargo, para este tipo de gestos (a diferencia de los del tipo P0) el
acople entre IA y ER (aer ) s débil, por lo que esta actividad no se manifiesta de manera
inmediata en la dindmica de ER. Por otro lado, el pulso llega a la poblacion excitatoria de RA
(RA e, Figura 0.K, trazo rojo) con un cierto retardo (expresado en Fd). Este pulso excitatorio
activa a la poblacién de RA que a su vez proyecta sobre ER generando el pulso caracteristico de
tipo pulsatil. Un cierto tiempo después, se requiere que haya un segundo pico en HVC que
proyecte sobre la poblacion inhibitoria de RA (RA i), de manera que la actividad de RA e
decaiga y el gesto de presion finalice. En el modelo, este segundo pico de actividad estd

expresado en Fd2.

Cabe destacar que el segundo pulso (que actua como entrada en la poblacion inhibitoria de RA)
podria ser el resultado de la dindmica intrinseca de HVC, o podria ser una respuesta tardia a
actividad en el IA. En esta implementacion, ambos pulsos se originan en la IA. El intervalo de
tiempo entre Fd2 y Fd serd responsable de la duracion del segmento. A su vez, en estas
simulaciones, no estamos considerando actividad periédica adicional en HVC, aunque se
obtendrian soluciones similares siempre que su frecuencia sea del orden de la frecuencia de las

oscilaciones inducidas en la red respiratoria (Figura 0.K(E), lineas punteadas verdes).

Los parametros utilizados en las simulaciones fueron: (aeer,p, aeer_m,aier_m) = (0.25,10,6)

para las pOblaCiones expiratorias y (pe,ra' Qera,Fd» Xera,Fd2» Xeraras :Bera,ra) =

(—5.25,15,0,10,—-10) y

(pi,m, Qira Fd» Xira,Fdaz Yirara ﬁimrm) = (—12,0,25,10,2) para la red neuronal que representa

la actividad de RA.
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2.10.2.3 P2

El modelo también puede reproducir gestos de tipo P2 que son pulsos expiratorios que muestran
un minimo local, con una duracién aproximadamente dos veces mayor que la encontrada en los
patrones mas simples, cuasi-armoénicos (P1). La amplitud relativa de los méximos locales puede

variar en diferentes silabas generadas por los patrones tipo P2.

En nuestra implementacion de la solucion P2, el rapido crecimiento del pico es el resultado de
la activacion directa de ER desde IA, por un pulso de 20 ms. Después de este breve pulso, la
actividad decae hasta que llega la entrada proveniente del telencéfalo, 22 ms después de la
primera. La diferencia entre estas soluciones y las del tipo PO es que la actividad de RA no es lo
suficientemente fuerte como para conducir el area ER al punto fijo "encendido" y, por lo tanto,
su contribucion al patron expiratorio es una pequefia modulacién en presion (comparar las
trazas rojas para B y D en la Figura 0.K). Como antes, la clave para reproducir este patron es un

forzante dual que llega al 4rea ER, (1) el directo del IA y (2) el procesado por el telencéfalo.

En esta implementacion, utilizamos (aeerrp, Qeer ras aie”a) = (1,10,0) para el sistema
expiratorio. Por su parte, la red neuronal que describe al nicleo RA para la generacion de esta

silaba fue modelada utilizando los siguientes pardmetros:
(pe,ra' Xera,rd» Xera,Fd2, Xera,rar ﬁera,ra) = (_7:2:0:3-5' _5) y

(pi,rar C{ira,Fd: aira,FdZ: O(ira,ra: ﬁira,ra) = (_4‘-5:0-0 5,0,16,6).

Si cambiamos ligeramente estos parametros, modificaremos las formas del patron de presion,
lo que permite simular las diferencias observadas en la amplitud relativa entre los maximos en

los patrones de presion registrados.

2.10.2.4 P1

En un canto tipico de un canario, los gestos de presion de tipo P1 suelen seguir a gestos de tipo
pulsatil. Frecuentemente, las aves comienzan una frase cantando frases de alta frecuencia
silabica y la disminuyen progresivamente hasta producir silabas de tipo P1. Debido esto, a la
hora de simular estos gestos, intentamos buscar un mecanismo que representara una pequefa

desviacion del utilizado para generar los patrones pulsatiles.

En nuestras simulaciones el pulso iniciador de IA dura 40ms. Al igual que en los gestos
pulsatiles, el acople entre IA y ER es pequefio, por lo que no se observa una modulaciéon
inmediata de la actividad respiratoria. Luego, este pulso llega a HVC y activa el nticleo de
manera tal que genera un pulso de actividad de mayor duracion. Este tltimo activa la poblacion
excitatoria de RA con mayor intensidad que en los gestos pulsatiles, alcanzando una amplitud

que se mantiene constante. Esta actividad de RA genera oscilaciones en el area ER.
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Del mismo modo que en las soluciones pulsatiles, para detener las oscilaciones se necesita un
pulso que active a la poblacién de neuronas inhibitorias de RA, de manera que decaiga la
amplitud (F;;). Asimismo, una activacion peridodica de HVC permitiria tener mejor control
sobre la frecuencia sildbica de las oscilaciones, aunque su presencia no es necesaria para

generar este tipo de soluciones.

Para finalizar, notamos que, en el marco de este modelo, para pasar de soluciones pulsatiles a
las del tipo P1 so6lo se requiere de un aumento la activacion de RA. Por lo tanto, es
parsimonioso suponer que durante el canto se produce un proceso continuo que comienza con
soluciones pulsatiles y luego de un cambio menor en los pardmetros se produce una transicion

hacia soluciones de tipo P1(Figura 0.K (C-E), trazas rojas).

Los  parametros utilizados para estas simulaciones fueron los  siguientes:

ER: (Qeerpr Qoerrar Qierra) = (0.25,4.65,4.5)
RA: (pe,ra' aera,Fd: aera,FdZv aera,rar ﬁera,ra) = (_5-25;35.0;10. _10) y

(pi,rar C{ira,Fd: aira,FdZ: aira,ra' ﬁira,ra) = (_12'02 5;10;2)-

Los pulsos F,F,; y F4; fueron de 40,140 y 100 ms, respectivamente.

2.10.3 Experimentos de enfriamiento del nucleo HVC en canarios

Una caracteristica fundamental del modelo circular es que los gestos motores surgen a partir de
la accidn conjunta de los distintos nucleos de la via motora, los cuales estan distribuidos en las
distintas regiones del cerebro. En este modelo, no hay jerarquias entre los nucleos, por lo que es
necesaria la contribucion de cada uno de ellos para la generacién del patron de presion
adecuado. En este sentido, se diferencia sustancialmente del modelo del reloj, el cual postula
que HVC estd encargado de controlar todas las escalas temporales del canto. Esta idea fue
apoyada por los experimentos de enfriamiento del nucleo HVC realizados en Diamantes
mandarines (Taeniopygia guttata), en los cuales observaron que los cantos se estiraban al

enfriar el nucleo (ver seccion 2.8.1) (Long & Fee, 2008).

Estos experimentos fueron revisitados por Goldin y colaboradores en canarios domésticos
(Serinus canaria). Los resultados de estos experimentos fueron distintos a los predichos por el
modelo del reloj, ya que ademas de estiramiento los investigadores observaron la ruptura de

ciertas silabas (Goldin et al., 2013).

Ahora bien, en un modelo circular, el efecto de enfriar HVC no es trivial. En nuestras
simulaciones, asumimos que el efecto de la reduccion local de la temperatura en HVC tiene al
menos dos efectos. En primer lugar, ralentiza los procesos biofisicos que controlan la dindmica
dentro de HVC. Esto implica especificamente el estiramiento de las rafagas que se producen en

las neuronas de este nucleo (Goldin & Mindlin, 2017). En segundo lugar, ralentiza las entradas

76



Capitulo 0: Sistema Nervioso

que vienen de Uva a HVC. De esta forma, las simulaciones de patrones para temperaturas de
HVC normales y reducidas requeririan de los mismos parametros de los pesos sinapticos y se
iniciarian con pulsos idénticos del area de inicio (IA), pero en el segundo caso, los pulsos en
HVC serian mas largos (primer efecto) y comenzarian un poco mas tarde que en el caso de

temperatura normal (segundo efecto).

El efecto posterior es particularmente importante en aquellos patrones cuyas formas requieren
tanto del impulso directo del tronco cerebral (IA) como del impulso impuesto por el telencéfalo
(RA). Por esta razdn, discutiremos en detalle el resultado del enfriamiento sobre los patrones

PO.

La Figura 0.L ilustra el mecanismo de rompimiento de silaba de acuerdo con el modelo circular.
El primer panel (Figura 0.L(A)) muestra una simulacién para el caso de temperatura normal. EI
segundo panel (Figura 0.L(B)) muestra las simulaciones luego de enfriar HVC. En ambas
simulaciones la actividad de IA es idéntica. Sin embargo, utilizamos para la actividad de HVC
un pulso mas largo que en el caso de temperatura normal (15ms mas), comenzando un poco
mas tarde (5 ms). Este retraso adicional se representa en el ancho del segmento pequefio

delimitado por flechas (segundo panel).

En ambas simulaciones, un asterisco indica el minimo local. La disminucion del valor de la
presion en el minimo conduce a la "ruptura”" del patrén cuando el minimo alcanza el umbral de
la fonacion. Entonces, el patrén inicial se convierte en un conjunto de dos pulsos de presion
separados. Esta disminucidn se origina en el aumento en el tiempo de procesamiento en HVC
inducido por el enfriamiento. De hecho, las simulaciones que involucran solo el primer efecto
(estiramiento de la rafaga sin retardo de inicio) conducen al estiramiento sin romper los
patrones de presion. Es el segundo efecto (retraso de inicio) que genera la separacion entre el
primer pulso expiratorio producido por la estimulacion directa de IA a ER y la segunda parte
del pulso que es inducida por la actividad de RA. En nuestra simulacion, el pulso més largo en
HVC (primer efecto) también conduce a un periodo mas largo de actividad en RA, lo que da

como resultado un patrén que también se estira.

En el panel lateral (Figura 0.L, Panel C) se muestra un ejemplo experimental de cémo se
modifica el gesto de presion tipo PO a medida que disminuye la temperatura en HVC, hasta el

rompimiento del patron.
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Figura 0.L: Predicciones del modelo circular sobre el enfriamiento del nicleo HVC para
silabas del tipo P0. (A) Resultados tedricos para temperaturas normales. (B) Predicciones
del modelo para temperaturas inferiores a la normal. Los otros pariametros de estas
simulaciones son (Ocer, Fy Oeer, ras Qier, ra) = (1, 10, 0), (Pe, ras Oera, Fds Qera, Fd2s Qera, ras Pera, ra) = (-3,
5,0, 6, -3) y (Pi, ras Gira, Fd> Olira, Fa2o ira, ras Pira, ra) = (-6, 0.05, 0, 6, 6). (C) Ejemplo de
mediciones experimentales donde se produce la ruptura de un gesto de presion de tipo PO0.

(Cortesia de M.Goldin).

2.11 Predicciones y Observables

En la seccion anterior, presenté un modelo que propone un mecanismo neuronal por el cual se
pueden generar los distintos patrones de presion observados en el canto del canario doméstico.
Este modelo se apoya en el conocimiento recopilado acerca de la arquitectura neuronal
involucrada en el control motor de las vocalizaciones (Ashmore, 2005). Las variables del
modelo representan la actividad promedio de distintos nucleos. Algunos de ellos estan

explicitamente definidos (HVC, RA, Uva) y otros han quedado por determinar (IA, ER).

La ventaja de un modelo operacional implementado a través de ecuaciones diferenciales es que
permite realizar predicciones especificas sobre el tiempo en que ocurrirdn cambios cualitativos
en la actividad de los distintos nticleos. En el marco de esta tesis nos hemos centrado en el rol
de HVC en el control de las vocalizaciones. Motivo por el cual, las predicciones que se detallan

a continuaciodn estaran relacionadas a los patrones de actividad de éste nucleo.
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2.11.1 Heterogeneidades en la actividad de HVC

En el modelo propuesto, la actividad de HVC tiene dos componentes, una continua representada
por el parametro p, .., y una componente fasica (Fy y F,;). Esta tltima refleja la activacion del
nucleo HVC por la entrada de un impulso desde los nucleos del tronco cerebral, IA en el

modelo (putativamente DM).

Las predicciones sobre esta componente rala, dependeran del tipo de gesto de presion. Por un
lado, en los patrones oscilatorios tipo P1 o Pulsatiles, el modelo postula que HVC dispara
mayoritariamente en los comienzos y finales de un gesto respiratorio completo. Sin embargo, el
modelo no descarta la existencia de actividad oscilatoria en HVC sincronizada con los gestos de

presion (Figura 0.K, paneles C y E, lineas punteadas verdes).

Contrariamente, en el caso de las PO y P2, el modelo postula que la actividad de HVC sera
necesaria para la produccion de cada silaba individual. En este caso, los gestos respiratorios
requieren de la estimulacion directa de ER por parte de IA y luego la activacion modulada por
las estructuras telencefalicas. De esta manera, la prediccion del modelo es que se observaran
heterogeneidades en HVC luego del primer méximo en el gesto de presion (Figura 0.K, Paneles
B y D, linea verde). En general, estas silabas se producen con ambos lados de la siringe y el
minimo del gesto respiratorio esta asociado al cambio de la fuente sonora, por lo que la
actividad fasica de HVC podria asociarse a esta instancia significativa del control motor. Cabe
aclarar que las predicciones del modelo se refieren a la actividad de las neuronas proyectoras a

RA, las cuales forman parte de la via motora.

2.12 Observaciones preliminares de Actividad neuronal en HVC

Una parte importante de esta tesis consistié en recabar evidencia experimental contra la cual
contrastar las predicciones de los modelos teoéricos, en este caso actividad neuronal. En
particular, estudiamos la actividad del nucleo HVC licitada por estimulos auditivos del canto
propio del animal o BOS (del inglés Bird’s Own Song), como proxy de la actividad asociada a

la generacion de los gestos motores.

Como mencioné anteriormente, este nicleo forma parte de los tres circuitos del sistema del
canto; la via auditiva, la via motora y el circuito AFP (seccion 2.7), por lo que su actividad
estaria ligada a distintos procesos relacionados al aprendizaje vocal y a la produccion del canto
(P. Marler & Slabbekoorn, 2004). A su vez, se ha reportado para algunas aves oscinas que la
respuesta neuronal asociada al canto propio en aves dormidas o anestesiadas es similar a la
respuesta neuronal cuando las aves estan cantando (Margoliash, 1986; Prather et al., 2008;
David S. Vicario & Yohay, 1993). Cabe aclarar que si bien la respuesta al canto propio en aves
anestesiadas tiene mayores fluctuaciones temporales (jitter) y mayor actividad basal ya que hay

menos inhibicidn, la correlacion temporal con el canto es aproximadamente la misma (Dave &
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Margoliash, 2000). Asi pues, debido a esta similitud en la respuesta neuronal entre un estimulo
auditivo y durante la ejecucion de un programa motor, se ha propuesto que HVC tendria un rol

de integracion sensorimotora (Ana Amador et al., 2017).

En esta tesis nos hemos focalizado en estudiar la actividad extracelular de neurona tunica
(single-units) o de unas pocas neuronas (multi-unit) en el nicleo HVC, en aves anestesiadas con
Uretano. Resumidamente, el experimento consiste de dos cirugias independientes. En la
primera, se implanta una placa de sujecion (o PIN) en el craneo del ave y se realiza una serie de
incisiones sobre la cabeza dejando expuesta la calota. Esta cirugia se realiza bajo anestesia
gaseosa (isofluorano) y luego se deja el ave en reposo uno o dos dias. En la segunda
intervencion, se anestesia el ave con Uretano 20%, se la coloca en un dispositivo estereotaxico
sujeta del PIN y se realiza una nueva craneotomia sobre las coordenadas de HVC por la cual se
insertara el electrodo de registro (electrodos de Tungsteno de 1-3MQ). Luego se obtiene la
seflal de respuesta a estimulos auditivos (canto propio, canto de un conespecifico y canto
reverso) presentados de forma aleatoria. Las cirugias se detallan en el Anexo 1, seccién en la
cual se describen minuciosamente los distintos procedimientos experimentales realizados a lo

largo de la tesis.
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Figure 0.M: Diagrama de configuracion del instrumental utilizado para realizar las
mediciones neuronales. La actividad neuronal es registrada por un electrodo de
Tungsteno (de 1-3MQ), respecto a una sefial de referencia, mientras el ave escucha
estimulos auditivos. Luego es amplificada y adquirida por una placa de conversion
analdgico-digital (DAQ). La sefial neuronal es monitoreada visualmente (osciloscopio) y

auditivamente.

Antes de continuar, he de aclarar que al momento no se han reportado registros de actividad de
HVC en respuesta al canto propio en canarios domésticos (Serinus canaria) ya sea dormidos o
anestesiados, asi como tampoco se han realizado mediciones cronicas en canarios cantando.
Entonces, si bien es de esperarse que asi como en otras aves oscinas la respuesta auditiva y la
actividad motora sean similares, esta propiedad no ha sido validada atn para esta especie.

Debido a esto, los resultados experimentales que muestro a continuacion forman parte de un
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grupo de experimentos que exceden el alcance de esta tesis, en los cuales se medird no s6lo la
respuesta auditiva, sino también se realizardn mediciones crénicas. En su conjunto estos
experimentos, que se estdn realizando en el Laboratorio de Sistemas Dinamicos, apuntan a

testear las predicciones del modelo circular.

2.12.1 Actividad de varias neuronas (multi-unit)

En un experimento tipico de electrofisiologia, la impedancia de los electrodos determina el
volumen de registro y por lo tanto la cantidad aproximada de neuronas de las cuales censara su
actividad. Si bien esto depende de la densidad de neuronas en el sitio de insercion, en general, a
medida que se aumenta la impedancia disminuye el nimero de neuronas registradas. En esta
tesis utilicé electrodos de relativamente baja impedancia (entre 1 y 3 M(2), obteniendo la sefial

de varias neuronas (multi-unit).

En estos experimentos observamos que la actividad de HVC en respuesta al canto propio en
aves anestesiadas presentan caracteristicas que se condicen con las predicciones del modelo. En
la Figura 0.N se presenta un ejemplo donde se registrd actividad en ambos hemisferios. En la
figura se muestra en primer lugar un sonograma del canto propio del ave (BOS), debajo la
presion de sonido (rojo) seguida de la presion de los sacos aéreos (amarillo) registrada durante
la ejecucion del canto. Luego, se exhibe un histograma donde se cuantifica la cantidad de
disparos obtenidos en la sefial sin procesar agrupados en intervalos (bines) de 20 ms. Este tipo
de histograma se conoce como Histograma Temporal Post estimulo o PSTH (de sus siglas en

ingles Post Stimulus Time Histogram).

En primer lugar, notamos que existe una gran sincronizacion entre ambos hemisferios. Por otro
lado, si observamos en detalle donde ocurren los picos de los histogramas veremos que los
maximos de actividad se encuentran principalmente en transiciones entre silabas distintas
(lineas verdes punteadas). Estos picos en el PSTH se encuentran a unos pocos milisegundos
(entre 40 y 80ms) después de la transicién entre silabas. Notese que como los estimulos
utilizados en estos experimentos son auditivos, para que se registre actividad asociada a un
estimulo actstico en HVC es necesario que se produzca una activacion de varios ntcleos
localizados rio abajo en la via auditiva (al menos 3 sinapsis, ver Figura 0.A). Debido a esto, el
retraso observado en los histogramas es coherente con el tiempo de procesamiento tipico de un
estimulo auditivo. A su vez, podemos advertir que en el caso de las silabas de tipo PO, la

actividad tiene méximos luego del minimo local de presion, como predice el modelo circular.

Ahora bien, este tipo de sefiales representan la sumatoria de los disparos de varias neuronas y
nos dan una idea de la actividad general que puede tener un nucleo. Sin embargo, no nos
brindan informacién sobre la cantidad de neuronas, la identidad de las mismas y la forma en

que éstas contribuyen a la sefial.
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Figura 0.N: Actividad de varias neuronas de HVC, en respuesta a estimulos auditivos.

(Canario cG09-CyA)

2.12.2 Actividad de neurona tnica (single-unit)

Para poder separar las contribuciones de neuronas Unicas (single-units), una vez adquirida la
actividad neuronal utilizamos un programa de separacion de la sefal (clustereo), llamado wave
clus (Quiroga, Nadasdy, & Ben-Shaul, 2004). Este programa utiliza coeficientes wavelets para
caracterizar la sefial y asi poder separar disparos provenientes de neuronas distintas. El
programa permite realizar una separacion semi-automatica de la sefial, en la cual el usuario
puede seleccionar, en parte, los distintos grupos o clusteres. En la Figura 0.0 se muestra un
ejemplo de la sefial obtenida en un sitio de registro, luego de la separacioén en clisteres que

corresponden a neuronas diferentes.
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Figura 0.0: Respuesta al canto propio (BOS) o al canto reverso (REV) de distintos
clusteres de neuronas obtenidos simultineamente. Cada recuadro horizontal (a-d, lineas
punteadas) corresponde a un clister diferente. En cada uno de ellos, se muestran 4
paneles alineados de a pares. En los paneles superiores se muestra la presion del sonido
del estimulo correspondiente (BOS o REV), superpuesto a un histograma temporal post-
estimulo (PSTH). Este histograma se obtiene de sumar las cuentas (disparos de un mismo
clister) en bines de 20ms. El panel inferior corresponde al “raster plot” que muestra el
tiempo en que se encontraron disparos de las neuronas del clister correspondiente (cada
punto corresponde a un disparo). Finalmente, a la derecha se muestra la forma promedio
de los disparos de neuronas de un mismo clister. Como se puede ver, en este registro hay

4 cluster con formas cualitativamente distintas. (Canario cGo32-VyA)

En esta figura se destaca en primer lugar la diversidad de neuronas que son registradas

simultdneamente. Estas neuronas generan potenciales de accion con formas cualitativamente
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diferentes. A su vez, se observa que estas neuronas son selectivas al canto propio, debido a que
la tasa de disparo aumenta considerablemente respecto a lo que ocurre cuando el estimulo
auditivo es el canto reverso. Finalmente destacaremos que existen también diferencias en la

frecuencia de disparo entre los distintos clusteres.

En la Figura 0.P, se muestra la actividad de neuronas tinicas que forman parte de la sefial de tipo
multi-unit (varias neuronas) que se muestra en la Figura 0.N. En este caso notamos que si bien

la forma de los disparos difiere, las distintas neuronas estan sincronizadas.

Es importante destacar que si bien los dos casos presentados en esta seccion tienen
caracteristicas distintas, en todos ellos es evidente que al menos alguna de las neuronas
involucradas presenta heterogeneidades en relacion a su probabilidad de disparo. Dicho de otro
modo, en ningln caso las neuronas disparan uniformemente ante estimulos auditivos del canto
propio como predice el modelo del reloj. Estas heterogeneidades ocurren luego de unos pocos

milisegundos de transiciones acusticas como cambios de silabas o cambios en gestos motores.

2.12.3 Métodos para determinar la identidad de neuronas individuales en
un registro electrofisiologico

El nucleo HVC tiene 3 tipos neuronales: neuronas que proyectan a RA, neuronas que proyectan

a Area X e Interneuronas.

Las predicciones del modelo circular se refieren a la actividad media del conjunto de neuronas
de HVC que forman parte de la via motora, es decir, de aquellas que proyectan a RA. Entonces,
(como podemos distinguir el tipo de neurona que estamos registrando? Tipicamente una
interneurona se distingue de una neurona proyectora por poseer una mayor frecuencia de
disparo espontdneo. Sin embargo, la distincion entre tipos de neuronas proyectoras requiere de
experimentos adicionales que permitan asignar una identidad a cada neurona; los experimentos

de estimulacion antidromica.
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Figura 0.P: Ejemplo de respuesta al canto propio de neuronas unicas separadas por el
programa de separacion de actividad neuronal "wave clus". Para cada clister se muestra

el PSTH (cuentas\bin en el tiempo) y la forma del disparo del clister correspondiente.
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Estos clusteres fueron separados de las sefiales de varias neuronas (multiunits) que se
muestra en la Figura O0.N.Las lineas punteadas verticales fueron colocadas
arbitrariamente alineadas con picos en el histograma para ilustrar el grado de

sincronizacion de la sefial. (Canario cG09-CyA)

2.12.3.1 Experimentos de Estimulacién Antidromica

Como primera aproximacion realizamos un protocolo que se conoce como experimento de
estimulacion antidromica. Estos experimentos tienen por objetivo determinar si la sefial
adquirida por los electrodos corresponde a neuronas que proyectan a un nucleo ubicado rio
abajo en el circuito. Basicamente, el protocolo consiste en insertar dos electrodos; el electrodo
de registro en HVC y un electrodo bipolar (registro y estimulacion) en el nucleo RA. Una vez
verificada la correcta ubicacion de los electrodos, se estimula con pulsos cuadrados de 2ms de
duracion, 1Hz de frecuencia y amplitud entre 50 y 500pA (Figura 0.Q, recuadro A). En el

Apéndice 1 se detalla el instrumental utilizado y los protocolos quirurgicos realizados.

La estimulacion periddica de RA genera un artefacto que se distingue claramente del ruido
intrinseco de la sefial por tener una amplitud varios 6rdenes de magnitud mayor. En un
experimento exitoso, seguido al artefacto se observa una activacion que corresponde a la
conduccion del impulso eléctrico en sentido antidromico. En el recuadro B de la Figura 0.Q, se
muestran 20 fragmentos de la sefial registrada en HVC, alineados respecto al inicio de la

estimulacion.

A B

generador de funciones

U

artefacto
de estimulacién

electrodo de registro

‘ activacion
|

| s

Voltaje (u.a)

Estimulador

Figura 0.Q: Protocolo de Estimulacion Antidrémica. (A) Esquema conceptual de
experimento de estimulacion antidrémica. (B) Ejemplo de estimulacién antidromica. 20

segmentos de sefial registrada en HVC alineados al inicio del pulso de estimulacion.

Este experimento permite verificar que exista una conexion entre alguna de las neuronas que
estamos censando en HVC y el nticleo RA. Sin embargo, existe la posibilidad que el electrodo
de registro esté adquiriendo la actividad de una (o varias) interneurona que al estimular RA

reciba la excitaciéon de parte de una neurona proyectora alejada del sitio de registro. En el
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ejemplo de la Figura 0.0, el protocolo de estimulacién antidromica fue exitoso, por lo que al
menos una de las neuronas adquiridas proyecta directa o indirectamente a RA. Sin embargo, no

podemos asegurar cudl de los clusteres estd involucrado en este proceso.

Si bien la distincion entre interneuronas y neuronas proyectoras puede realizarse a partir de la
cuantificacion de la actividad espontdnea. En un registro de muchas neuronas no podremos

distinguir entre dos tipos de proyectoras.

2.12.3.2 Experimentos de Colision Antidromica

En los protocolos de Colision Antidromica, la estimulacion en el nticleo RA se da a unos pocos
milisegundos luego de ocurrido un disparo espontdneo en el nucleo ubicado rio arriba en el
circuito (HVC). De esta manera, si en HVC estamos registrando actividad de una neurona
proyectora (HVCga), €l pulso producto de la estimulacion colisiona con el potencial de accion
que viaja en direccion ortodromica y se pierde el efecto de la estimulacion antidrémica.
Contrariamente, si se estd registrando de una interneurona (HVCiyemewona), €1 efecto de la
estimulacion sobrevive debido a la activacion indirecta de la misma por parte de otra neurona

proyectora.

En la Figura 0.R(A) se muestra un esquema del circuito cerrado de estimulacion. Este circuito
cuenta con un detector de disparos que activa al estimulador para que genere un pulso 2ms
luego de ocurrido un disparo espontaneo (ver detalle en Apéndice 1). En el recuadro B, se
ilustra la diferencia entre el efecto de colision antidromica en neuronas proyectoras (HVCgra) y
en interneuronas (HV Cigereurona)- Para cada caso, se muestran 4 fragmentos de unos 500ms de
duracion, alineados con el inicio de la estimulacidn, separados en el eje vertical. Notamos que
en los fragmentos correspondientes a HVCrya, luego del artefacto de estimulacion el voltaje
vuelve a un valor medio, mientras que en las trazas de las HV Cigerneurona € Observa el patron de

activacion antidromica.

A B artefacto de estimulacion
m HvC,,

electrodo de registro

Voltaje (u.a)

Detector de

Disparos (spikes)

“ HVC

nterneurona

S

Estimulador

Voltaje (u.a)

2ms
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Figura 0.R: Protocolo es Colision Antidromica. (A) Esquema del circuito utilizado. (B)
Diferencias entre el efecto de colision antidrémica en neuronas proyectoras (HVCg,) y en

interneuronas (HV Ciyerneurona)-

Recapitulando, este experimento permitié discriminar entre neuronas proyectoras a RA
(Colisién Positiva) de neuronas proyectoras a Area X o interneuronas. Sumado a esto, se ha
reportado que los distintos tipos neuronales presentes en el nicleo HVC de Diamantes
Mandarines, pueden distinguirse por forma de sus disparos (Rauske, Shea, & Margoliash,
2003). En este trabajo los autores reportan que los distintos grupos neuronales (HVCra — HVCx
¥ HVCipemeurona) tienen caracteristicas distintivas en sus potenciales de accion. Valiéndonos de
esta caracterizacion, reprodujimos las mediciones para los distintos disparos de neuronas de las
cuales teniamos informacion sobre colision antidromica. En la Figura 0.S se muestran los
distintos parametros que calculamos. Luego, para cada categoria (colision positiva y colision
negativa), obtuvimos la probabilidad de que un disparo con un cierto valor de los parametros

(ancho 1, ancho 2, ancho 3) correspondiera a cada categoria (Figura 0.S, histogramas).

Los resultados obtenidos fueron congruentes con trabajos anteriores, donde se muestra que las
neuronas proyectoras tienen potenciales de accion de mayor duracidon que las interneuronas
(Mooney, 2000; Rauske et al., 2003). En nuestros datos esta tendencia se observa para todas las
longitudes calculadas, donde las neuronas identificadas como HVCgs tienden a tener
potenciales de accion de mayor duracion. En particular, el ancho 2 es el parametro que mejor

separa las dos categorias (Colision Positiva y Colision Negativa).

En resumen, los resultados indican que el 66% de las neuronas muestreadas, que proyectan a
RA, tienen potenciales de accion con un ancho2 mayor o igual a 0.6 ms; de igual manera, las
neuronas que no proyectan a RA (interneuronas y proyectoras a Area X) tienen solo un 12% de

probabilidades de poseer esta caracteristica en la forma de sus disparos.

2.12.4 Resumen final e Interpretacion de los registros de actividad
neuronal

Obtuvimos registros de actividad neuronal de 11 canarios, logrando separar un total de 141
neuronas que corresponden a clusteres diferentes; en 4 aves realizamos los protocolos de
estimulacion antidromica y en 1 de ellas conseguimos también realizar mediciones exitosas de

colisién antidromica.
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Figura 0.S: Cuantificacion de caracteristicas distintivas en los tipos neuronales. En el
panel central se muestra la forma del disparo de una neurona proyectora a RA (HVCga)
cuya amplitud fue normalizada entre 0 y 1. Para cada disparo registrado en los
experimentos de colision antidromica, calculamos distintos parametros que dan cuenta de
la forma del potencial de accion (anchol, ancho2 y ancho3). Luego, obtuvimos la
distribucion de estos parametros segin las distintas categorias (Colision Negativa y

Colision Positiva), que se ilustran en los histogramas.

Luego utilizamos la informacion obtenida por la cuantificacion de las formas de los potenciales
de accion (Figura 0.S), para hacer una clasificacion estimativa de los distintos clusteres
registrados en el total de los experimentos. En esta clasificacion, las neuronas cuya forma del
potencial de accidn se caracteriza por tener un ancho? mayor a 0.6ms fueron consideradas
putativamente proyectoras a RA (HVCga). Por otro lado, basandonos en los experimentos de

Rauske y colaboradores, clasificamos a los clisteres caracterizados por disparos de corta
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duracion (ancho2<0.3ms) como interneuronas. Quedando una poblacion sin identificar
(0.3<ancho02<0.6). Finalmente, distinguimos entre neuronas Selectivas y No Selectivas al canto

propio. La informacién se resume en la siguiente tabla:

Tipo Neuronal Selectivas No selectivas Total
HVCra 18 22 40

HV Cinterneurona 47 12 59
Indefinido 32 10 42
Total 97 44 141

Tabla 2: Resumen de la actividad de neuronas de HVC registradas.

Como se puede ver en la Tabla 2, aproximadamente un 30% de las neuronas registradas han
podido ser clasificadas como HVCra. A su vez, si tenemos en cuenta aquellas selectivas al

canto propio, la reduccion es aun mayor (=12%).

Ahora bien, en este capitulo presentamos un modelo neuronal alternativo al modelo del reloj
que se diferencia en varias cuestiones. Por ejemplo, plantea que en HVC se observan
heterogeneidades en la actividad de neuronas que proyectan a RA. Estos patrones de actividad
reflejan la influencia de la entrada de disparos provenientes de nticleos del rombencéfalo, los
cuales se manifiestan como una actividad rala en HVC que se suma a una actividad basal
homogénea (representada por los parametros constantes p). Si bien esta prediccion del modelo
indica que han de existir distintos patrones de actividad asociados a transiciones entre gestos de
tipo P1 y Pulsatiles, las heterogeneidades deberian ser mas evidentes en el caso de las silabas de
tipo PO, las cuales segin el modelo se generan a partir de la combinacion de una entrada directa
de parte de IA hacia los nucleos que controlan la expiraciéon y de la actividad procesada por
nucleos telencefalicos (HVC-RA). Debido a esto, nos hemos enfocado en cuantificar la

actividad de neuronas proyectoras de HVC a RA, con evidente selectividad a silabas de tipo PO.

En los distintos registros reportados aqui, asi como en una gran cantidad de los registros
obtenidos para varias neuronas o de neuronas Unicas, resulta evidente que existe una mayor
probabilidad de disparo de neuronas en las silabas de tipo PO, preferentemente luego del pulso
de sonido inicial (Figura O.N, Figura 0.0 y Figura 0.P). Sin embargo, como mencioné
anteriormente las predicciones del modelo se refieren sélo a aquellas neuronas que proyectan
rio abajo en la via motora (HVCgras). Debido a esto, independientemente del grado de
sincronizacion que pueda tener el niicleo (como se observa en la Figura 0.P), nos dedicamos a
cuantificar el tiempo en que disparan las neuronas (putativamente) proyectoras a RA. Al hacer

esto se redujo ain mas el nimero de neuronas obtenidas, ya que del conjunto de HVCgra
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selectivas al canto propio, estudiamos la respuesta selectiva a silabas de tipo PO. Para cada una
de ellas, obtuvimos los Histogramas Temporales Post- estimulo (o PSTH) y calculamos el
tiempo en que se obtiene un maximo, normalizando el tiempo al largo total de la silaba. De esta
manera, pudimos incluir en el anélisis 8 neuronas correspondientes a 6 canarios distintos, que
manifestaron respuesta selectiva a un total de 20 silabas de tipo PO. Al hacer esto obtuvimos
que el promedio de disparos se concentra en el primer tercio de la silaba (tiempo normalizado

promedio 0.33, desvio estdndar 0.16). En la Figura 0.T, se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 0.T. Respuesta selectiva de neuronas (putativamente) HVCga, a silabas de tipo PO.
(A. Primer Panel) Sonograma de una silaba de tipo PO candnica. (A. Segundo Panel) presion
acustica de la misma. (A. Tercer Panel) Gesto de presion de los sacos aéreos. (A. Cuarto Panel)
Histograma de cuentas/bin de los tiempos de disparo de las neuronas HVCg,, respecto al
tiempo normalizado al ancho de cada silaba (entre 0 y 1). Promedio: 0.33, desvio estandar:
0.16, moda:0.25 y mediana:0.29. La curva roja corresponde a un ajuste de los datos a una
distribucién de tipo beta, con parametros a=2.7778 y f=5.5503 (intervalo de confianza de 95%
de 0(1.3601;5.6.6734) y B(2.6400;11.6625). Esta curva se diferencia de una distribucion normal
(homogénea) cuyos parametros de ajuste son a=p=1 (intervalo de confianza de 95% de
a(0.5807;2.318) y pP(0.5836;2.3310), tiempo medio: 0.4993, desvio estandar:0.2871. (B)
Predicciones del modelo circular respecto a la actividad de los distintos niticleos en la

generacion de silabas de tipo P0 (extracto de Figura 0.K).
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2.13 Consideraciones finales

En este capitulo hemos descripto el modelo neuronal para el control de las vocalizaciones en
aves oscinas mds establecido en la literatura, conocido como modelo del reloj (Hahnloser,
Kozhevnikov, & Fee, 2002a; Long & Fee, 2008) (seccion 2.8.1). Luego, discutimos las
evidencias experimentales que lo soportan, asi como sus deficiencias y el conjunto de datos que
contradicen ciertas predicciones del modelo. Seguidamente, hemos propuesto un modelo
alternativo para el control motor, conocido como modelo circular (R. G. Alonso, Trevisan,

Amador, Goller, & Mindlin, 2015b) (seccion 2.10).

Este modelo fue construido basandose en una arquitectura neuronal minimal capaz de
reproducir los gestos de presion de los canarios. Como punto de partida, nos basamos en los
circuitos neuronales que son evolutivamente mas antiguos y se encuentran en todas las aves (es
decir, una red de nucleos del rombencéfalo como DM, Ram y Pam), que estdn involucrados

tanto en la generacion de cantos aprendidos como de vocalizaciones innatas (Liu et al., 2013).

A su vez, este modelo reconcilia muchas de las evidencias experimentales presentes en la
literatura (seccion 2.8.2) y plantea que el control motor del canto requiere de la accion conjunta
de varios nucleos presentes en la via motora (seccion 2.7.2). Como el modelo es operacional y
da cuenta de las actividades medias de los distintos nucleos presentes en el circuito vocal, tiene
predicciones especificas. En particular, el modelo es capaz de reproducir los resultados
obtenidos por Goldin y colaboradores en los experimentos de enfriamiento del nicleo HVC en
canarios cantando (Goldin et al., 2013; Goldin & Mindlin, 2017) (Figura 0.L). A su vez, genera
predicciones acerca de la actividad de las neuronas proyectoras de HVC a RA, durante la

ejecucion de los gestos motores (Figura 0.K).

Desde el punto de vista experimental, hemos implementado distintas técnicas de medicioén
neuronal: Mediciones de varias neuronas, experimentos de estimulacion Antidrémica y de
Colision Antidromica. En su conjunto, los resultados experimentales son coherentes con las
predicciones del modelo. Por ejemplo, en las sefiales de varias neuronas obtenidas, observamos
una alta sincronizacioén interhemisférica, asi como evidentes picos en los histogramas asociados
a transiciones entre gestos motores y, en particular, maximos en los histogramas ligados a

instancias significativas de los gestos de presion de tipo PO (Figura 0.N).

Finalmente, concluimos esta seccidon realizando una cuantificacioén de la probabilidad de disparo
de neuronas que fueron clasificadas como putativamente proyectoras a RA (HVCra), que
presentaron selectividad a cantos propios con silabas de tipo PO. Seglin el modelo, estas silabas
se generan por la accion mancomunada de una entrada directa por parte del area iniciadora (1A,
putativamente DM) hacia los nucleos que controlan los musculos expiratorios (ER) y una
entrada procesada por los nucleos telencefalicos (HVC-RA), de dindmica mas lenta. Entonces,

la actividad de las neuronas del tipo HVCra, presentaria heterogeneidades en la probabilidad de

92



Capitulo 0: Sistema Nervioso

disparo con un pico luego del primer méximo de presion. Cabe reiterar que, en un protocolo
auditivo, la actividad registrada tendrd un retraso de entre 15-30ms respecto del inicio del
estimulo. Debido a esto, es de esperarse que este pico en la actividad de HVC presente un cierto
retraso. Dicho esto, como se puede observar en la Figura 0.T, estas neuronas disparan
preferentemente en el primer tercio de la silaba, lo cual se condice con las predicciones del

modelo.
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3 MODELO INTEGRADO

En los capitulos anteriores exploramos por separado el funcionamiento del aparato periférico y
de los distintos circuitos neuronales asociados a la generacion de los gestos de presion. Por un
lado, vimos que para generar sonidos con caracteristicas acusticas especificas el ave debe
coordinar delicadamente distintas variables fisioldgicas como la presion de los sacos aéreos y la
tension de los labios (R. Alonso et al., 2014). Por otro lado, propusimos un modelo alternativo
para la via motora donde la actividad de distintos nucleo distribuidos por el cerebro contribuyen
a la generacion de los gestos de presion (R. G. Alonso, Trevisan, Amador, Goller, & Mindlin,

2015a).

En este capitulo describiré un modelo integrador en el cual ambas escalas del problema estan
representadas y cuya salida serd un canto sintético con caracteristicas acusticas similares a las
obtenidas experimentalmente. Es decir, completamos el modelo incluyendo los nucleos que
serdn responsables del control de la musculatura siringea (R. G. Alonso, Amador, & Mindlin,

2016).

En la construccion de este modelo, hemos utilizado la informacion recogida de la periferia a
través de las mediciones de tension del musculo vS y de la presion de los sacos aéreos, junto
con el modelo de fonacion propuesto en la seccion 2.3. A su vez, por lo que se refiere al control
neuronal, utilizamos como punto de partida el modelo circular (seccion 2.10) y agregamos a su
arquitectura el ntcleo nXII, encargado de controlar la tensiéon muscular en la siringe. Con esta
extension en el modelo circular, probamos la hipdtesis de que ajustando sélo los pesos relativos
de las entradas (input) al nucleo nXII, los patrones de actividad de los distintos nucleos
distribuidos asociados a cada gesto de presion, conducirdn a nXII a generar las soluciones
apropiadas (es decir, tension de los distintos musculos siringeos) para generar sonidos con una

modulacion temporal plausible de la frecuencia fundamental.
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3.1 Arquitectura neuronal

El circuito de produccién de canto en las aves oscinas incluye el niucleo dorsomedial (DM), que
se proyecta hacia el circuito respiratorio ventral (nucleo retroambigualis, RAm y nucleo
parambigualis, PAm) y el nucleo motor traqueosiringeo (nXII). Estas estructuras también se
encuentran en aves no oscinas (Wild, Li, & Eagleton, 1997). Lo que probablemente permite que
las aves oscinas generen vocalizaciones mdas complejas y ricas que las no oscinas, es un
conjunto adicional de nucleos neuronales. En oscinos, DM se conecta a través de nucleo
uvaeformis (Uva) en el talamo al ntcleo telencefalico HVC, que, a su vez, se conecta al robusto
nucleo arcopalium (RA). RA proyecta hacia el circuito respiratorio y nXII, cerrando una via
indirecta que atn no se ha encontrado en las aves no oscinas. La Figura 3.A resume esta
descripcion. Vale la pena mencionar que al igual que en el modelo circular, otros nucleos
neuronales podrian incluirse en esta descripcion (ver Figura 1 en Ashmore, 2005) pero aqui
consideramos la arquitectura neuronal minima que exhibe conectividad en forma de bucle y que

es capaz de generar el comportamiento apropiado, es decir, el canto.

En su conjunto la arquitectura propuesta se diferencia del modelo circular en la incorporacion
de los ntcleos nXIl 'y PAm y en la necesidad explicita de la bilateralidad. PAm es un nticleo del
rombencéfalo asociado a la inspiracion, activo durante periodos de silencio (Ashmore, 2005).
Por otro lado nXII es un nicleo cuyas proyecciones inervan la musculatura siringea. Este nticleo
controla la tension de los distintos musculos como el siringealis ventralis (vS), que participa en
la modulaciéon de la frecuencia fundamental del canto, asi como de los musculos
traqueobronquialis ventralis (vIB) y traqueobronquialis dorsalis (dTB), cuya funciéon permite
modificar la separacion de los labios siringeos. A su vez, la incorporacion de una representacion
bilateral del sistema del canto permite tener patrones de activacion muscular diferentes de

manera de poder emular el funcionamiento natural de la siringe.
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Hemisferio Izquierdo Hemisferio Derecho

Telencéfalo

Mesencéfalo
y

Rombencéfalo
—> C

S'R.'!“GE MUSCULOS SIRINGE
e INSPIRATORIOS & EXPIRATORIOS (lado
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Figura 3.A: Arquitectura neuronal de la via motora en las aves oscinas. Los circulos
representan los niicleos que participan en nuestra descripcién. Las flechas representan las
conexiones entre diferentes niicleos. Las abreviaturas corresponden a las del texto. Tenga
en cuenta la naturaleza bilateral y circular de la arquitectura del sistema de cancién, una

caracteristica central del modelo presentado en este capitulo.

3.2 Implementacion matematica del modelo neuronal

Las variables en nuestro modelo son las actividades promedio del conjunto de neuronas
proyectoras de cada nucleo representado en la Figura 3.A. Del mismo modo que en el modelo
circular (Seccién 2.10), la falta de informacion sobre la fisiologia de algunos de los nucleos del
tronco encefalico impide asociar directamente algunas de las variables del modelo a ciertos
nucleos: IA representa un 4area iniciadora (putativamente DM), ER e IR representan a los
nucleos del circuito respiratorio (probablemente RAm y PAm, respectivamente). A su vez,
nuevamente la dindmica de estas variables estara regida por modelos aditivos (Hoppensteadt &

Izhikevich, 1997).

Matematicamente, la actividad en el IA estd representada por una funciéon cuadrada de unos
milisegundos de longitud. El circulo azul en la Figura 3.A representa la IA y su actividad es una
de las dos entradas que llegan al area relacionada con la expiracion. Representamos el paso a

través del tdlamo (Uva) retrasando la activacion con respecto al pulso de actividad en el area de
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iniciacion. El circulo verde representa el nticleo HVC. En este caso, no escribimos un modelo
para la dindmica de HVC. En cambio, proponemos que su actividad consiste en un nivel
constante de actividad promedio (putativamente originada dentro del nucleo) y
heterogeneidades consecuencias de los pulsos de entrada desde el rombencéfalo. Estos ultimos
se expresan matematicamente como una funcién cuadrada de aproximadamente 20-40 ms de
ancho, retardada con respecto al pulso de actividad en el rombencéfalo. Para dos clases de
silabas (soluciones pulsatiles y P1), la amplitud de las fluctuaciones de presion final podria
ajustarse mejor si se incluyera una fluctuacion adicional en la actividad de HVC (lineas
discontinuas verdes, Figura 3.D y Figura 3.E). En términos de la descripcion matematica, la
dinamica de HVC, Uva e IA, fue incluida en los patrones de entrada de los nucleos a los cuales

estos proyectan.

Las actividades que se calcularon (explicitamente) como soluciones de un sistema dindmico
fueron las poblaciones excitatorias e inhibitorias en RA (e, i,,), las poblaciones excitatorias e
inhibitorias del area relacionada con la expiracion (e., i.;), la poblacion excitatoria en el area

relacionada con la inspiracion (e;) y las poblaciones excitatorias de nXII (euxins, €nxirdm, €nxirvb)-

Matematicamente, el modelo se escribe de la siguiente manera:

de,q
dt = 20(_era + S(pe,ra + aera,FdFd + aera,eraera + aera,iralra))
dira , ,
dt = 20(_Lra + S(pi,ra + aira,FdZFdZ + Xira,eraCra + aira,iralra))
deer .
dt = 250 (_eer + S(pe,er + XeerraCra + aeer,FF + Xeer,eerCer + Xeerierler ))
dier . .
dt =250 (_ ler + S(pi,er + aier,raera + aier,eereer + aier,ierler))
deir
dt =250 (_eir + S(pe,ir + aeir,raera + aeir,eereer))
denxis
dt = 250 (_enXIIvs + S(pe,nXII + anXIlvs,FnXIIFnXII + anXIIvs,eraera + anXIIvs,eereer + anXIIvs,eireir ))
dei,d
nXdth __ i,d i,d id
dt 250 (‘ enxirary + S (Penxi + Uyxiraeh,puxifaxin + anXIIdtb,eraeTa))
denximen

i 250 (—enxiwep + SPenxir + Xenxitn,eir€ir))

donde «;; representan la influencia de la j-ésima poblacién en la dindmica de la i-ésima
poblacion. Los parametros p dan cuenta de las entradas (input) constantes a las poblaciones

modeladas: Per y Pera representan la entrada de una componente continua a la poblacion
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excitatoria e inhibitoria de RA respectivamente, que proviene de HVC. Los pardmetros F
representan las entradas asociadas con la actividad originada en el IA. En particular, F'y F,xy
representan la entrada directa de IA al area relacionada con la expiracion y nXI/
respectivamente, mientras que F,; es el componente indirecto de la entrada a RA que llega a
través de HVC después de haberse originado en la IA. En nuestras simulaciones tanto F; como
F, representan rafagas de actividad en el drea que representa HVC. F se modela como una
funcion cuadrada. F,x; y F; también son funciones cuadradas, pero se retrasan con respecto a F.
Introducimos estas demoras para reflejar el tiempo necesario para que la actividad originada en
la /A4 viaje al nticleo objetivo; siendo 10ms para F,x; y 30ms para F,;. Observe que F, tiene que
viajar a través de Uva y HVC para alcanzar RA, mientras que F,y;activa una conexion directa
entre IA y nXII en el rombencéfalo (Figura 3.A). La altura de los pulsos se establecio en 10
(unidades arbitrarias) para todos los patrones simulados. El resultado de este sistema es la
actividad de nXllvs, la actividad de nXIldth, la actividad de nXIIvth y la actividad del area
relacionada con la expiracion (ER). La actividad de nXIlvs afectara la configuracion del 6érgano
vocal aviar a través de la activacion de los musculos intrinsecos que controlan la tension de las
membranas fonatorias. La actividad de nXIldtb y nXIIvtb afectard la configuracion del érgano
vocal aviar a través de la activacion de los musculos intrinsecos que controlan la separacion de
los labios siringeos. El area expiratoria genera pulsos de presion expiratoria necesarios para la
fonacidn (ver Seccion 2.1 para una descripcion completa de la siringe). La anatomia de esta via
es simétrica, con nucleos en el hemisferio izquierdo y derecho en el cerebro del ave. Para las
soluciones de este modelo las actividades izquierda y derecha podrian estar sincronizadas o no
para todos los nucleos, con la excepcion de las actividades de las partes izquierda y derecha del

nucleo nXIIdtb. Por este motivo, estan explicitamente etiquetados como izquierdo o derecho

id
(enxrratp)-

3.3 Integrando actividad neuronal y biomecanica

En el Capitulo 2 (Seccion 2.3) propuse un modelo dindmico de fonacion para canarios, donde la
tension de los labios y la presion de los sacos aéreos interactiian sinérgicamente para controlar
la frecuencia fundamental de las vocalizaciones. Este modelo propone que la dindmica

oscilatoria de las membranas fonatorias puede describirse de la siguiente manera:
xX=y
y =—k(@®)y*(x —ex®) = [BOlyy — cx*vy + ¥*faaa(®) = ¥*fapa (©) -

doénde x, x y y corresponden al desplazamiento medio del labio, la velocidad y la aceleracion,
respectivamente. El pardmetro k(?) da cuenta de la tension de las membranas y B(#) de la presion
de los sacos aéreos; los parametros f,;4 Y fapa corresponden a las fuerzas de abduccion y

aduccion que permiten controlar independientemente la fonacidon en cada lado de la siringe.
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Finalmente, y corresponde a un factor de rescaleo, ¢ a la constante de disipacion no lineal y € a

la constante de restitucion no lineal.

Ahora bien, las salidas del modelo neuronal son sefiales temporales correspondientes a la
actividad media del nucleo expiratorio ER (e.,) y de nXII, cuya actividad se desglosa en e,xus,
enxtam V enxinp, EStos nlicleos poseen neuronas motoras que inervan a los musculos expiratorios
y a la siringe. En este modelo asumimos que los patrones de contraccion de los distintos
musculos siguen pasivamente la actividad de los nucleos neuronales que los inervan.
Valiéndonos de esto, podemos vincular los parametros biomecénicos con las actividades

neuronales de la siguiente manera:
k(t) = enxirws
B(t) = eer
fada = enxnatp

faba = enximtp

La siringe es una estructura bipartita. Los lados izquierdo y derecho de la siringe tienen cada
uno un par de labios que se pueden poner en movimiento y controlar de forma independiente.
En el caso del canario, las vocalizaciones de alta frecuencia se generan con el lado derecho
(frecuencias fundamentales superiores a 3,5kHz, aproximadamente), y las vocalizaciones de
baja frecuencia se generan con el lado izquierdo (Roderick A Suthers, Vallet, Lie Tanvez, &
Kreutzer, 2004). Las ecuaciones anteriores describen la dindmica labial de un lado. Se supone
que ambos labios de cada lado tendran dindmicas opuestas y sincronizadas. Por lo tanto, para
cada lado de la siringe, solo se usa una variable para describir las modulaciones del flujo de aire
a través de ese lado de la siringe. En nuestras simulaciones, ambas fuentes de sonido estan a
priori activas. Por lo que, el lado de la siringe que esta realmente generando sonido depende de
los valores de la activacion de los musculos vIB y dTB. De esta forma, no solo intentamos

probar la hipotesis de que e,xmns y ER, con todas sus restricciones, son capaces de generar las
modulaciones de frecuencia correctas, sino que, €,/5;4cp ¥ Enxinvi, cON todas sus restricciones,

también son capaces de generar patrones de actividad acordes para generar vocalizaciones tanto

unilaterales como bilaterales.

3.4 Resultados

A continuacion, se muestran 4 ejemplos de silabas correspondientes a los distintos tipos de
patrones de presion caracteristicos de los canarios domésticos: PO, P2, Pulsatiles y P1. En cada
caso exploramos las soluciones del sistema dindmico comenzando con los valores de pesos

sinapticos («; ;) utilizados previamente en el modelo circular para reproducir los gestos de

presion (Seccidon 2.10). Luego, seleccionamos una silaba representativa (de cada gesto) e
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integramos el modelo variando los pardmetros (Olnxiivs,Fnxil, OnXilvsseras OnXilLeer Y ObnXiljer) €NLIE
(0,0,0,0) y (10,10,10,-10). Para cada set de Ouxivsj , integramos el modelo biomecanico y
usamos las sefiales temporales e., e.xins €wxmanw Y €wxivw, para generar canto sintético. Las
versiones sintéticas y experimentales fueron comparadas cualitativamente: una silaba era
considerada una buena copia sintética si compartia con su contraparte experimental la misma
duracién y modulacién temporal de la frecuencia fundamental. Luego hicimos una comparacion
cuantitativa utilizando un programa de andlisis de sefiales Sound Analysis Pro Software

(Tchernichovski, Nottebohm, Elizabeth, Pesaran, & Pratim Mitra, 2000).

Cabe destacar que los sistemas nolineales presentan soluciones cualitativamente distintas dentro
de regiones amplias del espacio de parametros. Por lo tanto, los parametros que se presentan en
esta seccion son cualitativos en el sentido de que representan soluciones con las caracteristicas

que quisimos reproducir.

3.4.1 PO

En los canarios domésticos las silabas con patrones de presion del tipo PO, se caracterizan por
tener un sonido de larga duracion (del orden de los 200ms) y frecuencia constante, precedido
por un pequefio pulso de sonido (asociado al primer pico del gesto de presion), generalmente de
alta frecuencia. Estas silabas son generadas bilateralmente: la modulacién rapida de alta
frecuencia se produce con el lado derecho de la siringe y el tono con el lado izquierdo
(Roderick A. Suthers, Vallet, Tanvez, & Kreutzer, 2004). En la Figura 3.B(a) mostramos el
sonograma de un archivo de sonido en el que se registr6 un conjunto de tres silabas. La
frecuencia sildbica es muy baja (alrededor de 2.85 Hz) y corresponde a patrones respiratorios

que clasificamos como soluciones PO (Alliende et al., 2010).

En el modelo circular, el gesto de presion de tipo PO se gesta a partir de la combinacion de la
estimulacion directa desde nucleos del rombencéfalo y del telencéfalo. El patron comienza con
la activacion directa de ER a partir de un pulso proveniente de IA. El area de iniciacion (IA)
también se proyecta hacia arriba a través del tdlamo (Uva) hacia el telencéfalo. Por lo tanto, el
mismo pulso es responsable de la actividad en HVC y RA en tiempos posteriores. RA proyecta
al area relacionada con la expiraciéon (ER). De esta forma, el patrén respiratorio consiste en una
rapida fluctuacion y una lenta modulacion, siendo esta ultima el resultado del procesamiento

telencefalico del pulso generado en la IA (Figura 3.B(b), trazas negras).

El mismo pulso en el area de inicio es responsable de los patrones de actividad en otros nucleos
de la via motora, como el nucleo nXII que afecta los pardmetros biofisicos que controlan la
siringe. En este modelo, suponemos que la variable e,x;s toma los mismos valores en los lados
izquierdo y derecho, y esta asociado a la tension de los labios (k(2)). Los valores de e,il’;”dtb y

ey corresponden a los patrones de actividad responsable de la aduccion y abduccioén activa
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de la siringe (fipa ¥ fada).- Aqui, los patrones e,il'gndtb de la izquierda y la derecha deben ser

diferentes para producir silabas bilaterales.

En este modelo, la actividad e,y emerge de las soluciones de un sistema dindmico forzado de
forma directa por un pulso excitatorio proveniente de IA, e indirectamente por la entrada de un
estimulo excitatorio proveniente de RA y por la actividad de neuronas excitatorias de los
nucleos IR y ER relacionados con la inspiracion y expiracion, respectivamente (Figura 3.B(b),
flechas que apuntan al nucleo nXIl). Esta representacion se fundamenta en conexiones
anatoémicas entre los nucleos del circuito respiratorio ventral, RA y el ntcleo nXI/ (Sturdy,

Wild, & Mooney, 2003). Las sefiales temporales obtenidas se muestran en la Figura 3.B(b).

Los patrones de activacion de los musculos asociados a la aduccion y abduccion activa de los
labios siringeos fueron generados de la siguiente manera: 1) en el caso de nXlldtb el pulso
inicial de actividad (F,xz) proveniente de IA, activa la subpoblacion e,ﬁX”dtb . Esto genera un
patron de activacion répido en el lado izquierdo de la siringe. Por otro lado, el mismo pulso
activa a la subpoblacion del lado contralateral (ey;;4¢, ) @ través de Uva, HVC, RA del
hemisferio derecho. De esta manera, el lado derecho de la siringe es capaz de producir el primer
fragmento de la silaba (modulacion de alta frecuencia fundamental), mientras que los labios del
lado izquierdo estan siendo aducidos por el musculo dTB correspondiente. De modo similar, en
la segunda parte de la silaba el lado derecho se encontrard silenciado por la actividad de la
subpoblacion ey 4¢p » 10 cual permite que el lado izquierdo produzca el largo tono de
frecuencia constante. 2) En el caso de nXIIvtb, la poblacion e, recibe una entrada excitatoria
de RA y del nucleo IR, que lleva a un patrén de activacion sincronizado con la inspiracion. Esta

activacion genera la abduccion activa de los labios, durante la fase inspiratoria entre cada silaba.

Cabe destacar que la generacion del patron respiratorio adecuado restringe dramdaticamente las
posibles soluciones de las poblaciones de nXIl. De hecho, la actividad de este nucleo estd
severamente restringida por todos sus aferentes y s6lo podemos ajustar el peso relativo de las
entradas a este nucleo. Lo interesante es que incluso con estas restricciones, el modelo es capaz
de reproducir patrones compatibles con las variables que controlan la tension de los labios y la

apertura/cierre del lumen siringeo.
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Figura 3.B: Silabas de tipo P0, reproducidas con el modelo integrado. (a) (Panel superior
izquierdo) Silabas experimentales de tipo P0. (Panel superior derecho) contenido espectral
de la porcion del sonograma indicada con la barra verde. (Panel inferior izquierdo)
Version sintética generada por el modelo integrado. (Panel inferior derecho), contenido
espectral del sonido producido, indicado con la barra verde. (b) (Izquierda) Sefiales
temporales de los distintos niicleos de la via motora involucrados en la generacion de estas
silabas. (Derecha) diagrama de los niicleos de la via motora. Las flechas indican las

conexiones entre los distintos nicleos.

Los parametros necesarios para reproducir estas simulaciones son los siguientes:

( Pera »Xera,Fdr Xeraera » Xerajira ) = (_3-4" 5' 6: _3)

(pi,rar aira,FdZ , aira,era , aira,ira) = (_7' O' 6: 3)

( Peer » Xeerrar Xeer,F » Xeer,eer » aeer,ier) = (_7-45' 10: 1: 10' _1-1)
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( pi,er , aier,ra' aier,eer ) aier,ier) = (_ 11-5: 0;10, 2)
( Peir » Xeir ra» Xeir eer ) = (0,10, _10)
(pe,nXII ’ anXIIvs,FnXIIv anXIIvs,era ) anXIIvs,eer ) anXIIvs,eir ) = (_3; 1: 0-5; 0-5; 0)
d d —
(Pe.nXII: Anx11dtb,FnXIl» “nXIIdtb,era) =(-3,0,10)
( a; a! ) = (-3,1,0)
pe,nXII' nXIldtb,FnXII» “nXIIdtb,era r

(pe,nXII: AenxIilvtb,eir ) = (_3: 10)

342P2

Las silabas de tipo P2 tienen una frecuencia sildbica que va desde los 5 a los 12Hz (Alliende et
al., 2010). Generalmente este tipo de silabas presentan amplias modulaciones de la frecuencia
fundamental y son producidas bilateralmente, aunque existen casos de P2 producidas por so6lo
un lado de la siringe. En la Figura 3.C, se muestra un registro de 8 repeticiones de una silaba
P2. En cada silaba, el primer sonido es generado por el lado derecho, seguido de un fragmento
donde la frecuencia fundamental decrece (downsweep) generado por el lado izquierdo. El gesto
de presion se caracteriza por tener un minimo local entre dos maximos (Figura 3.C (b), trazas

negras).

El modelo reproduce este tipo de silabas del mismo modo que en el caso de las PO. EIl
mecanismo es el siguiente: un pulso iniciador de IA genera un primer pico en el gesto
respiratorio y en la dindmica del ntcleo nXllvs. Luego, una copia eferente del impulso es
procesada por los nucleos del telencéfalo, produciendo la segunda modulacién en ER y nXIlvs
(modulacién lenta). Por otro lado, el patréon asociado a la aduccion de los labios tendrd una
componente rapida del lado izquierdo producto de la activacion directa (I4-nXIldth;), y una
modulacion lenta en el nucleo contralateral luego de activar los nucleos telencefalicos del
hemisferio derecho (I4-Uva,-HVC,-RA-nXIldtb,). De esta manera, los labios de la porcion
derecha de la siringe producen el primer fragmento del sonido y luego son aducidos por la
accion del miisculo dTB (eZy;;4¢p). Contrariamente, el lumen del lado izquierdo se encuentra
inicialmente cerrado por la contraccion rapida del musculo dTB generada por ey ;4. Luego,
¢ste musculo se relaja y el lado izquierdo produce el segundo fragmento de la silaba.
Finalmente, hacia el final de la silaba y en fase con la inspiracion, se produce la activacion de

nXIIvtb. En la Figura 3.C(b) se muestran las sefiales temporales de cada uno de estos nucleos.

Los pardmetros utilizados para las simulaciones se muestran en la siguiente lista:

( Pera »Xera,Fdr Xeraera » Xerajira ) = (—3.83, 1: 5' _10)

(pi,rav aira,FdZ , aira,era , aira,ira) = (_7' O, 10' 8)
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( Peer » Xeerrar Xeer,F » Xeer,eer » aeer,ier) = (_7-45' 91, 9-85' _5-25)
( pi,er , aier,ra' aier,eer ) aier,ier) = (_11-5' 9-4‘519' 1-6)
( Peir » Xeir ra» Xeir eer ) = (—2,10, _10)
(pe,nXII » Onx1ivs,Fnxil nXllvs,era » EnXllvs,eer » nXllvs,eir ) = (_3' 1: 3' 31 0)
d da —
(pe,nXII' Anxi1dtb,FnXxIl anXIIdtb,era) =(-3,0,10)
( a; a! ) = (-3,1,0)
pe,nXII' nXIldtb,FnXII» “nXIIdtb,era [t

(Penxin Xenximepeir ) = (—3,10)
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Figura 3.C: Soluciones de tipo P2 del modelo integrado. (a) (Panel superior izquierdo)
Silabas experimentales de tipo P0. (Panel superior derecho) contenido espectral de la
porcion del sonograma indicada con la barra verde. (Panel inferior izquierdo) Versiéon
sintética generada por el modelo integrado. (Panel inferior derecho), contenido espectral
del sonido producido, indicado con la barra verde. (b) (Izquierda) Sefiales temporales de
los distintos nicleos de la via motora involucrados en la generacion de estas silabas.
(Derecha) diagrama de los niicleos de la via motora. Las flechas indican las conexiones

entre los distintos nucleos.

343 Pl

Las silabas llamadas P1, son muy comunes en los repertorios de los canarios. Se caracterizan
por presentar un patron de presion con oscilaciones cuasi armonicas. Las silabas son
unilaterales y tienen una frecuencia silabica intermedia que va desde los 13 a los 25Hz. En la
Figura 3.D(a) se muestra un registro de 12 repeticiones de una silaba de tipo P1, con frecuencia

fundamental decreciente (downsweep).

La forma en que generamos versiones sintéticas de este tipo de silabas es cualitativamente
distinta a las silabas anteriores (PO y P2). En este caso los gestos de presion (e.,) se generan a
través de la actividad modulada por los nucleos del telencéfalo, mientras que la entrada directa
no es necesaria. Basicamente, el pulso iniciador viaja a través de Uva a HVC, hasta RA donde
licita un patréon de activacion tal que produce oscilaciones en las areas asociadas a la expiracion
(ER). Del mismo modo que en el modelo circular (Seccidon 2.10), oscilaciones adicionales en la
dinamica de HVC generan soluciones cualitativamente similares (ver Figura 3.D(b), lineas
verdes punteadas). Lo mismo ocurre con los patrones que modifican la tension labial (e,xzns).
Este niicleo recibe entradas excitatorias tanto de RA como de los nucleos del circuito

respiratorio (ER e IR), siendo innecesario el aporte directo de IA.

Por otro lado, dado que las silabas son unilaterales y que en este modelo suponemos que la
actividad de nXIlvs es simétrica, es necesario que el lado derecho de la siringe se encuentre
inactivo. Debido a esto, proponemos que la actividad del nucleo RA del hemisferio derecho
actia activando la subpoblacién del niicleo nXII asociada al musculo dTB (eZy;;4¢p), generando
un patrén de contraccion tal que los labios estén aducidos durante todo el gesto respiratorio.
Cabe destacar que, en este modelo, la actividad de RA es la misma en ambos hemisferios. Sin
embargo, en un hemisferio esta actividad induce oscilaciones en ER y e,y mientras que, del

lado contralateral, ocluye el lumen siringeo.

En la Figura 3.D(b) se muestran las soluciones del sistema dindmico propuesto para cada uno de

los nticleos. Los parametros que utilizamos en las simulaciones fueron los siguientes:

( Pera »Xera,Fdr Xeraera » Xerajira ) = (_3-5' 5. 10' _10)
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(pi,ra' aira,FdZ , aira,era , aira,ira) = (_12' 5' 10; 2)

( Pe,er » Xeerra Xeer,F » Xeer,eer » aeer,ier) = (_7-55' 4-5: 0,10, _4-5)

( Pier » Xjer rar Xier,eer aier,ier) = (_11-51 4-5'10' 2)

( Peir » Xeir ra» Xeir eer ) = (0'1' _10)

(pe,nXII ) anXIIvs,FnXII' anX[Ivs,era ) anXIIvs,eer ) anXIIvs,eir ) = (_3r 0: 1' 1-7' 6)
d d —

(pe,nXII' Anxi1dtb,FnXIl anXIIdtb,era) =(-3,0,1)

( a; a! ) = (-3,1,0)

pe,nXII' nXIldtb,FnXII» “nXIIdtb,era [t

(Penxin Xenximepeir ) = (—3,10)

a
Experimental ;
= 10 40,
S g
] "
3 NN I T T T ST S g R g §
= £
0 0
Tms Frecuencia (kHz) 10
Sintético
_ 10 40
E g
] 3
P NN ANANAANANRNRNRNANARN S ﬂ/\
w 0 = . /\
_1 m Frecuencia (kHz) 10
ms
b
: RN Hemisferio Hemisferio
HvC E H SRR REEE ﬂ 1 lzquierdo , Derecho
' Pera
H T I
RA, f AN |
i [
1A, J‘l |
: 1
: 1
R T ) !
E I
: I
IA1|XII -J-‘ I
nXilvs -
nXIlidtbiz
nXildtbéer | 7T .
nXllvtb W

Figura 3.D: Ejemplo de soluciones de tipo P1, con modulaciéon decreciente de la frecuencia

fundamental (downsweep). (a) (Panel superior izquierdo) Silabas experimentales de tipo
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PO. (Panel superior derecho) contenido espectral de la porcion del sonograma indicada
con la barra verde. (Panel inferior izquierdo) Version sintética generada por el modelo
integrado. (Panel inferior derecho), contenido espectral del sonido producido, indicado
con la barra verde. (b) (Izquierda) Sefiales temporales de los distintos niicleos de la via
motora involucrados en la generacion de estas silabas. (Derecha) diagrama de los niticleos

de la via motora. Las flechas indican las conexiones entre los distintos niicleos.

3.4.4 Pulsatil

Una caracteristica interesante del canto de los canarios domésticos es que poseen vocalizaciones
con un gran rango de frecuencias silabicas. Las silabas del tipo Pulsatil son las de mayor
frecuencia (de 25 hasta 40Hz). Este tipo de vocalizaciones presentan gestos respiratorios que se
caracterizan por tener fluctuaciones de alta frecuencia (y baja amplitud), montadas sobre un
valor constante de presion. En la Figura 3.E(a) se muestran 19 repeticiones de este tipo de

silabas.

El modo en que el modelo reproduce estas silabas es el mismo a lo que ocurre en las Pl1.
Resumidamente, los gestos expiratorios (ER) y del nucleo nXII no requieren de una entrada
directa desde IA, ya que la actividad licitada por RA genera soluciones oscilatorias en ambos
nucleos. Por otro lado, la subpoblacion nXIIdtb® presenta un patrén de activacion continuo que
mantiene ocluidos los labios del lado derecho, impidiendo la fonacién. A su vez, del mismo
modo que en las silabas P1, oscilaciones producto de la actividad intrinseca de HVC no
produciran cambios dramaticos en los perfiles de las demas variables del modelo siempre que la
frecuencia de estas oscilaciones sea del orden de la frecuencia silabica (Figura 3.E(b) lineas

verdes punteadas).

Cabe destacar que este tipo de patrones respiratorios, a diferencia de todos los anteriores, no
posee mini-respiraciones entre distintas silabas. Debido a esto, no se observan modulaciones en

la dinamica del nucleo que controla la contraccion del musculo vTB.

En la Figura 3.E(b) se muestran las soluciones del modelo. Los parametros utilizados fueron:

( Pera »Xera,Fdr Xeraera » Xerajira ) = (_5-25' 5: 10' _10)

(pi,rav aira,FdZ , aira,era , aira,ira) = (_12. 5: 10' 2)

( Pe,er » Xeerrar Xeer,F » Xeer,eer » aeer,ier) = (_7-5. 6, 0' 10: _6-2)

( pi,er , aier,ra' aier,eer ) aier,ier) = (_ 11-5: 6,10, 2)

( Peir » Xeir ra» Xeir eer ) = (0,0, _10)

(pe,nXII ’ anXIIvs,FnXIIr anXIIvs,era i anXIIvs,eer ) anXIIvs,eir ) = (_37 0' 1'5' 1.1, O)

d d _
(pe,nXIIwanXIIdtb,FnXIIranXIIdtb,era) =(-3,0,1)
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(pe,nXII'arLLXIIdtb,FnXII'a;lXIIdtb,era) =(-3,1,0)
(Penxin Xenximepeir ) = (—3,10)
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Figura 3.E: Simulaciones correspondientes a las silabas de tipo Pulsatiles. (a) (Panel
superior izquierdo) Silabas experimentales de tipo P0. (Panel superior derecho) contenido
espectral de la porcion del sonograma indicada con la barra verde. (Panel inferior
izquierdo) Version sintética generada por el modelo integrado. (Panel inferior derecho),
contenido espectral del sonido producido, indicado con la barra verde. (b) (Izquierda)
Sefales temporales de los distintos niicleos de la via motora involucrados en la generacion
de estas silabas. (Derecha) diagrama de los nicleos de la via motora. Las flechas indican

las conexiones entre los distintos nucleos.
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Finalmente, una vez que se integré el modelo para cada gesto, utilizamos las sefiales temporales
de €er, enxitws » €rxiary Y Enxivep Para alimentar al modelo biomecénico de la siringe y
generar sonido sintético. En nuestro modelo, la no-linealidad caracteristica de la activacion
neuronal, estd representada en la funcion sigmoidea y por lo tanto las soluciones estan
normalizadas a la unidad. Debido a esto, para poder traducir las actividades neuronales en
instrucciones fisiologicas que representen el grado de contraccion de cada musculo
id gid id . .
(B@), k)", f0a®) ¥ fipqa(t)), multiplicamos los valores de las variables por factores de

escala. Para todos los gestos, el parametro y fue fijado en 9000.

Notese que para que las modulaciones de frecuencia fundamental reproduzcan adecuadamente
lo observado en las silabas experimentales, los valores de tension del lado izquierdo y derecho
de la siringe seran multiplicados por distintos factores. A continuacion, se resumen los factores

de escala utilizados (Tabla 3).

PO P2 P1 Pulsatil

B() €or * 2 Cor * 2 eor 2 —0.85 eer — 0.25

k(t)! enxirvs * 29 enxirvs + 1.5 enxiws * 1.7 + 1.5 | enxypps * 30 — 9.7
faaa(®) | enxiaen * 40 enxraeh * 15 — 2 enxiar * 1 enxiap * 1
floa@® | enxien * 40 enximvep * 25 =3 | enxppep * 5 — 0.1 enxrvep * 0

k() | enxivs * 285 enxrvs * 3 + 0.7 enxis * 1+ 3 enxrrvs * 30
feaa(t) | efixiaen * 20 + 7 | efxrraey * 30 + 2.7 | efyyqen * 10 + 3 esxiiaen * 30
f adbd(t) enxivep * 0 enximtb * 5 enxrvep * 0 enxrvep * 0

Tabla 3: Resumen de los factores de escala utilizados para sintetizar canto

3.4.5 Instrucciones Bilaterales

El mecanismo subyacente a la generacion de los patrones de presion permite clasificarlos en dos
grupos. El primer grupo incluye las soluciones de tipo PO y P2 ya que en esos casos el area
relacionada con la expiracion (ER) recibe tanto una entrada directa desde IA como una segunda
entrada después de que la activacion inicial es procesada por el telencéfalo. El otro grupo abarca
las soluciones de tipo pulsatili y P1, que necesitan solo la segunda entrada descrita

anteriormente.

Para las soluciones del primer grupo se requiere que parte de los gestos motores necesarios para
sintetizar una silaba realice un viaje ascendente desde el rombencéfalo al telencéfalo a través

del nucleo talamico Uva. En los casos en que ambos lados de la siringe participan
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secuencialmente en la generacioén de la silaba serd necesario que los patrones de actividad de

ambos hemisferios no estén sincronizados, al menos para la generacion de las instrucciones que

. o . id
controlan la oclusion de los labios (e, y;q:p)-

En la Figura 3.F, mostramos coémo nuestro modelo genera los patrones bilaterales que controlan
la actividad del musculo dth, en un ejemplo de una silaba de tipo P2. En este caso, la activacion
directa de IA a nXII genera una modulacién rapida en la actividad de ey;;4.5- Luego, la copia
eferente de este pulso realiza un viaje a través de Uva hacia el telencéfalo del lado contralateral,
generando después el patron de activacion ely;qp (flechas de lineas punteadas). Este
mecanismo permite generar patrones de contraccion rapidos del lado derecho, ocluyendo los
labios siringeos de ese lado, asi como patrones de aduccidon més lentos en el lado izquierdo. Lo

cual permite alternancia en la fonacion de cada lado de la siringe.

3.5 Observaciones experimentales: Similitud entre gestos teoricos
y experimentales

Una caracteristica sobresaliente del modelo presentado en este capitulo es su capacidad de
reproducir gestos motores que a su vez consiguen alimentar un modelo biomecanico de la
siringe y recrear sonidos sintéticos realistas (Figura 3.B, Figura 3.C, Figura 3.D y Figura 3.E).
Ahora bien, el modelo se basa en la hipotesis de que la actividad media de los nucleos que
controlan el aparato periférico se traduce de manera lineal en el patrén de contracciéon muscular.
En este sentido, propone que, asi como la actividad de distintas neuronas contribuye a la
actividad promedio del nucleo en cuestion, la contraccion de distintas unidades motoras dentro
de un musculo genera un patréon de contraccidon que serd proporcional al nimero de unidades
activadas. Bajo esta hipotesis, el modelo consigue recrear gestos motores asociados a
parametros fisioldgicos como la presion de los sacos aéreos, la tension de los labios, patrones de

contraccion de musculos que ocluyen el lumen siringeo, etc.

A lo largo de esta tesis hemos intentado medir algunas de estas variables. En particular
medimos de manera directa la presion de los sacos aéreos e indirectamente la tension labial, a

través del electromiograma del musculo siringealis ventralis (vS) (ver capitulo 2).

La actividad electromiografica (o EMG) es un procedimiento por el cual se registra el voltaje
correspondiente a los potenciales de accion de unidades motoras en las fibras musculares. Esta
técnica registra de un pequefio numero de fibras en las inmediaciones del electrodo. Sin
embargo, se supone que la actividad promedio de las fibras musculares sera la misma, por lo
que tradicionalmente se ha propuesto que la envolvente de la sefial se correlaciona con la

actividad del musculo.
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Figura 3.F: Silabas bilaterales: ejemplo de patrones no sincronizados. (a) Sonograma de
una frase compuesta por la repeticion de 6 silabas bilaterales de tipo P2 (Panel Superior).
Sonograma correspondiente a la version sintética de las mismas silabas (Panel inferior).
(b) Esquema de representacién bilateral de los nicleos de la via motora junto con los
distintos gestos de Presion de los sacos aéreos (P(t)), Tension labial (T(t)) y patrones de

aduccion del lumen siringeo (f ;7 v (f%44)-
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Las técnicas experimentales utilizadas se detallan en el Apéndice 1. En resumen, para obtener
registros de EMG, se expone el musculo de la siringe mediante una incision en la piel y el saco
aéreo entre las claviculas. Luego, se inserta un par de electrodos monopolares en el musculo
siringealis ventralis (vS) izquierdo o derecho y se fijan con una gota de adhesivo quirurgico.
Seguido a esto, se conducen los cables subcutaneamente hasta el dorso del ave, y se conectan a
una placa de pre amplificacion. Transcurrido un tiempo después de la recuperacion del ave, tras

la cirugia, la actividad de EMG y la cancion se graban simultaneamente.

Ahora bien, en el modelo de fonacion presentado aqui (Capitulo 2), la tension labial se expresa
en el parametro k(z) y la presion de los sacos aéreos es proporcional al pardmetro (¢). Entonces,
si consideramos a la envolvente de la actividad electromiografica como un buen indicador de la
tension labial k(z), podremos comparar los gestos motores tedricos con mediciones

experimentales de presion y la envolvente del EMG del musculo siringealis ventralis.

Para finalizar esta seccion, utilizaremos algunos ejemplos de estos gestos motores registrados
en canarios vocalizando para ilustrar las similitudes entre los gestos teodricos y los
experimentales. En la Figura 3.G se muestran dos ejemplos de silabas bilaterales de tipo PO y
P2, junto con la sefial de EMG del vS, la presion de los sacos aéreos y su contraparte teodrica (e,
Y euxns). Del mismo modo en la Figura 3.H se muestran dos ejemplos de silabas de tipo P1 y
Pulsatil. Notese la similitud entre la envolvente del EMG y la traza correspondiente a la

actividad del ntucleo nXIIvs.
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Figura 3.H: Similitudes entre gestos Teodricos y Experimentales de silabas tipo P1 y

Pulsatil.

3.6 Consideraciones finales

En este capitulo presenté un modelo integrado para la produccion del canto en el canario
doméstico (Serinus canaria). E1 modelo es esencialmente operacional, ya que se trata de un
conjunto de ecuaciones diferenciales ordinarias cuyas variables representan las actividades
medias de diferentes areas de la via motora. Este modelo es capaz de generar tanto los patrones
respiratorios como los de tensiéon muscular para reproducir los sonidos observados en el canto
del canario doméstico. De hecho, probamos la hipotesis de que incluso con todas las

restricciones en los pesos sindpticos de todas las demas areas asociadas a un gesto respiratorio
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particular, la actividad del nucleo responsable del control de la siringe es capaz de generar
instrucciones realistas. Entendemos por "instrucciones realistas" a un conjunto de pardmetros
dependientes del tiempo que pueden alimentar al modelo de fonaciéon (seccion 2.3) para
sintetizar silabas realistas. Asi mismo, notamos que estas instrucciones teoricas se corresponden
con mediciones experimentales de presion de los sacos aéreos y de la envolvente del EMG de
vS como se puede observar en las Figura 3.G y Figura 3.H. Esta correspondencia entre los
gestos tedricos y experimentales representa una verificacion parcial de la pertinencia del

modelo.

Por otra parte, he de destacar que en este capitulo mostramos sélo algunos ejemplos de silabas
correspondientes a las cuatro clases de patrones de presion de los sacos aéreos. No obstante,
hemos explorado un amplio rango de pesos de las conexiones entre las diferentes areas que
interactian con el nucleo nXII (RA, ER, IR, IA) y para cada conjunto de pardmetros sintetizamos
sonidos. Como resultado de estas simulaciones numéricas, en todos los casos hemos podido
encontrar pesos sindpticos tales que los sonidos sintéticos finales fueran los adecuados. De esta
forma, podemos generar todo el repertorio acustico descrito para el canto del canario doméstico

(Serinus canaria).

Otro aspecto por demas relevante del modelo presentado aqui, es que las mismas sefiales
temporales necesarias para modular la frecuencia fundamental de las vocalizaciones cuando se
inyectan como k(t) en el modelo de fonacidén, son capaces de generar el patron de
apertura/cierre del lumen siringeo adecuado cuando se inyectan como fuu(t) Y fara(t). Este
resultado es particularmente notable, ya que no era obvio que los patrones que modulan las
frecuencias fundamentales fueran posibles de lograr, y menos atn los patrones asociados a la
apertura/cierre del lumen siringeo dado que para generar un gesto de presion particular, las
actividades de todas las areas estan restringidas. En este modelo mostramos no sélo que el
patron de tension apropiado puede generarse para un gesto de presion dado, sino que también se

obtiene el patron de “gating” requerido (apertura/cierre del [imen siringeo).

En este modelo asumimos que los patrones de actividad de e,x;s son iguales en ambos
hemisferios. Sin embargo, podria haber diferencias en las actividades de vS de derecha e
izquierda para silabas complejas que implican control bilateral. En ese caso, asi como en los
gestos de controlan la abduccidn y aduccion de las membranas fonatorias, la actividad seria el
resultado de una entrada directa de /4 que conduzca a una rapida modulacion de e,y en un
lado, y una modulacién talamica contralateral mas lenta de los e,x,s del otro lado. Esto daria
lugar a patrones secuenciales en ambos lados de la siringe y generaria diferentes actividades de

vS.

Para finalizar, he de destacar que en el modelo integrado propuesto en este capitulo mostramos

que, ajustando sélo los pesos relativos de las entradas a nXIl, los patrones de actividad
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distribuidos asociados a un gesto de presion conducirdn a nXII a generar las soluciones
apropiadas para producir el canto. Es interesante notar que los patrones de apertura/cierre del
lumen siringeo estan intimamente asociados con los patrones de tension labial: lo que controla
la tension de un lado, alimenta a los musculos de “gating” contralaterales, generando las
instrucciones minimas que requiere la siringe para sintetizar la silaba apropiada. Ademas, existe
una estrecha relacion entre los patrones de presion y los patrones de tension. Por lo que, este
modelo representa una situacion en la que instrucciones esencialmente similares, conducen un

dispositivo biomecanico para sintetizar canto realista en el canario doméstico.
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4 CONCLUSIONES

El canto de las aves es un comportamiento motor complejo, que emerge de la interaccion entre
el sistema nervioso, el sistema periférico y el ambiente. Como todo comportamiento adaptativo,
el mismo es consecuencia de un proceso evolutivo en el cual se han seleccionado una serie de
especializaciones morfolégicas periféricas y de mecanismos de control neuromuscular, que
actiian conjuntamente para producir las vocalizaciones adecuadas (Chiel & Beer, 1997; Garcia
et al., 2017). Estas interacciones no son necesariamente triviales. De hecho, no podemos
establecer a priori cuanta de la complejidad acustica observada pueda deberse a instrucciones
neuromusculares complejas que actuan sobre una periferia sencilla o si, por el contrario, son las
nolinealidades inherentes a la biomecanica de los drganos efectores, las responsables de generar
sonidos complejos (Ana Amador & Mindlin, 2008; Arneodo & Mindlin, 2009; J. Sitt, Amador,
Goller, & Mindlin, 2008; Tytell, Holmes, & Cohen, 2011).

En los ultimos afios esta disyuntiva fue permeando en la comunidad de canto de aves,
promoviendo un intenso debate donde se revisitaron distintos trabajos y técnicas
experimentales. Esto puso en evidencia la existencia de concepciones contrapuestas sobre el rol
de la biomecanica en el control motor de las vocalizaciones (Troyer, 2013). El Laboratorio de
Sistemas Dinamicos, forma parte activa en esta discusion cientifica, revalorizando la
importancia de la incorporacién de la dindmica del sistema periférico al entendimiento del

control motor a nivel central (Gabriel B. Mindlin, 2017b).

En el marco de esta tesis, nos propusimos abordar esta problemadtica desde el estudio de los
mecanismos subyacentes a la produccion vocal en canarios domésticos (Serinus canaria). Para
ello, estudiamos tanto el funcionamiento de los érganos efectores, como del sustrato neuronal

involucrado en la generacion de los patrones motores que actuan sobre la periferia.
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En primer lugar, examinamos los mecanismos que rigen la dindmica de las membranas
fonatorias. Para ello utilizamos herramientas propias de la dindmica no lineal tanto en la
construccion de modelos fenomenologicos de baja dimensiéon, asi como para estimar sus
predicciones. Realizamos simulaciones numéricas y contrastamos resultados tedricos con

mediciones experimentales de variables fisiologicas.

En el Laboratorio de Sistemas Dinamicos se han venido desarrollando desde hace mas de una
década, modelos de fonacidén en aves (Gardner et al., 2001; Laje et al., 2002). Estos modelos
logran capturar mecanismos dindmicos que subyacen a la produccion de las vocalizaciones,
reproduciendo caracteristicas importantes del sonido en cuestion (como la frecuencia
fundamental, las variaciones ritmicas, o el contenido espectral, etc.). Consiguiendo incluso
generar sonidos sintéticos tan similares a sus versiones experimentales, que licitan la misma
respuesta a nivel neuronal (Ana Amador et al., 2013). Valiéndonos de estos trabajos
construimos un modelo dinamico de baja dimension para las fuentes sonoras que incorpora
explicitamente términos no-lineales tanto en la restitucion elastica de los labios como en la
disipacion asociada a las restricciones fisicas del tracto vocal (R. Alonso et al., 2014). Este
modelo tiene predicciones especificas sobre las contribuciones de la presion de los sacos aéreos
y la tension labial en el control de la frecuencia fundamental del canto. Para poder testear estas
predicciones, medimos la presién de los sacos aéreos en canarios cantando. A partir de esto,
comprobamos que ambos pardmetros actian sinérgicamente para controlar la frecuencia

fundamental del canto (R. Alonso et al., 2014).

Este trabajo propone un escenario en el cual las nolinealidades propias del aparato fonador son
responsables de la existencia de un control conjunto de la frecuencia de las vocalizaciones. A
partir de esto, surgen otras preguntas acerca del control motor del canto. Por ejemplo, como
afectan otros parametros como la actividad de los musculos asociados al control de inicio/final
de las vocalizaciones (dTB y vTB) a la modulacién de la frecuencia fundamental. A su vez, esta
caracteristica del modelo tiene importantes implicancias en relacion al efecto Lombardo
(Brumm & Zollinger, 2011). Resumidamente, este efecto postula que en ambientes con un alto
grado de contaminacion acustica (tipicamente ruido antropogénico), las aves “adaptan” sus
vocalizaciones aumentando la amplitud y la frecuencia de los sonidos que producen (Nemeth et
al., 2012). En nuestro modelo, esta “adaptacion” podria ser producto de aumentar el volumen de
las vocalizaciones (y por consiguiente la presion de los sacos aéreos). Por lo que el efecto
pasaria a ser una consecuencia pasiva asociada a aumentar la presion, mas que un mecanismo

adaptativo de parte del ave.

En segundo lugar, nos propusimos estudiar tanto computacional como experimentalmente

algunos de los mecanismos neurofisioldgicos que estan involucrados en la generacion del canto.
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Como mencioné anteriormente, desde hace unos afos en la comunidad de canto de aves se ha
instalado un debate acerca de cudl es el rol de la biomecanica periférica en el control motor, en
el cual se puso en discusion ni mds ni menos que el modelo més establecido en el campo, el
modelo del reloj. Este modelo fue impulsado por los trabajos de Michale Fee y colaboradores
(Fee et al., 2004; Hahnloser et al., 2002a). El modelo tiene basicamente dos postulados respecto
del funcionamiento del sistema motor. El primer postulado plantea un funcionamiento “rio
abajo”, donde las instrucciones motoras del canto se generan inicialmente en HVC, primer
nucleo de la Via Motora, y luego se comunican “rio abajo” en el circuito hasta llegar a las
motoneuronas encargadas de controlar el movimiento de los musculos periféricos. El segundo
postulado, proclama que las neuronas de HVC disparan de forma rala, donde distintas neuronas
(o pequetias poblaciones de neuronas) disparan pulsos equiespaciados marcando el tempo de la

cancion, sin correlacion alguna con el canto.

Ahora bien, esta vision jerarquica del sistema del canto, donde HVC controla todas las escalas
temporales, no se condice con un gran numero de evidencias experimentales. Entre ellas
podemos incluir los trabajos de Amador y colaboradores, en los cuales reportaron que la
actividad motora en el nucleo telencefalico HVC esta asociada a transiciones en gestos motores
(Ana Amador et al., 2013). A su vez, varios trabajos del grupo liderado por Mark Schmidt han
reportado la existencia de sincronizacion en la actividad de HVC en ambos hemisferios, la cual
se produce a partir de una sefial que viaja “rio arriba” desde los nucleos del tronco encefilico, a
través del nucleo talamico Uva (Ashmore et al., 2008; M. F. Schmidt, 2003; Marc F. Schmidt et
al., 2004). Asimismo, los trabajos de Goldin y colaboradores, revisitaron la técnica de
enfriamiento del ntiicleo HVC, en canarios cantando. En estos trabajos se observo que al enfriar
HVC, no so6lo ocurria un estiramiento en las silabas sino que algunas de ellas se rompian,
indicando que el control del tempo de la cancion no puede explicarse sélo por la actividad de
HVC (Goldin et al., 2013). Algo similar ocurrié al enfriar otros nucleos de la via motora. En
estos experimentos Hamaguchi y coautores, mostraron que si enfriaban el nticleo Uva, los
Diamantes mandarines producian motivos de mayor duracion, lo cual indica que el control de
las escalas temporales del canto emerge de la accion conjunta de varios nucleos en un circuito
distribuido (Hamaguchi et al., 2016). En su conjunto, estos trabajos cuestionan el supuesto rol
jerarquico de HVC y proponen que éste nucleo no actua como un simple reloj, sino que en su
actividad podemos encontrar informacién en coordenadas motoras. Sin embargo, ninguno de

estos trabajos propone un modelo alternativo para el control motor.

El modelo circular propuesto en esta tesis representa, hasta el momento, el inico modelo
operacional alternativo al modelo del reloj (R. G. Alonso et al., 2015). A diferencia de éste
ultimo, el modelo circular fue construido de manera tal de poder reconciliar las distintas

evidencias experimentales. Y a su vez, pudiera reproducir los patrones de presion observados en
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los canarios domésticos, generando predicciones especificas acerca del control neuronal

asociado a estos gestos motores.

En relacion a las evidencias experimentales reportadas, el modelo requiere por un lado de una
componente de actividad basal en HVC que es compatible con la componente continua que
reportan M. Fee y colaboradores. Sumado a esta actividad necesita de la inclusion de
heterogeneidades en los patrones de disparo en las neuronas de HVC. Esta actividad rala
asociada a transiciones acusticas, que es compatible con los resultados de Amador y
colaboradores, surge de la entrada de pulsos de activaciéon provenientes del tronco encefalico.
Esta idea fue motivada por los registros de Schmidt y coautores, donde reportan que la
sincronizacion de la actividad de HVC en ambos hemisferios se produce gracias a un patron de
activacion que se da “rio arriba”, es decir del tronco encefalico hacia el telencéfalo. Cabe
destacar que este modelo es el primer ejemplo en el que las caracteristicas temporales
especificas de un patrén motor derivan de una copia eferente procesada como una entrada
secundaria. En términos de los experimentos de enfriamiento, el modelo es compatible con los
datos obtenidos por Goldin et al.,2013 en los cuales, por ejemplo, se observa que a medida que
disminuye la temperatura, también disminuye el minimo local en los gestos de presion de las
silabas de tipo PO. En el marco del modelo, enfriar HVC modifica la actividad intrinseca del
nucleo lo cual se manifiesta con una mayor duracién de la actividad rala en HVC y un mayor
retraso entre la actividad de IA y este pulso, lo cual fue verificado experimentalmente (Goldin

& Mindlin, 2017).

Desde la perspectiva del trabajo experimental, hemos conseguido realizar mediciones de
actividad de neuronas en el niicleo HVC en canarios anestesiados. Esto requiri6 de la
implementacion de distintas técnicas de medicion de actividad neuronal, como los experimentos
de estimulacion y colision antidromica. En su conjunto, estos experimentos resultaron
compatibles con las predicciones del modelo: 1) obtuvimos mediciones bilaterales en HVC con
gran sincronizacion entre ambos hemisferios; 2) en los registros de varias neuronas en
simultaneo se observan heterogeneidades en la ocurrencia de disparos asociadas a transiciones
entre gestos motores de distinto tipo, y 3) en el caso de las neuronas putativamente proyectoras

a RA observamos que disparan preferentemente en el primer tercio de las silabas de tipo PO.

No obstante, es importante destacar que éstos resultados no representan una verificacion
experimental completa del modelo. Si bien por trabajos anteriores realizados en diamantes
mandarines (Margoliash, 1986), uno esperaria que la actividad de HVC en canarios
anestesiados tenga las mismas propiedades temporales que la actividad motora, esto no se ha
verificado en canarios domésticos. Més atn, las neuronas registradas mediante los protocolos
detallados en esta tesis podrian formar parte de un subconjunto de neuronas con respuesta a
estimulos auditivos, pero sin correlacion con la actividad motora. Por este motivo, los registros

neuronales reportados aqui forman parte de un conjunto de experimentos que exceden el
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alcance de esta tesis. Estos experimentos, en los cuales también se esta registrando actividad en
canarios cantando, se estan realizando en el Laboratorio de Sistemas Dindmicos y apuntan a

testear las predicciones del modelo.

Concluimos esta tesis con un trabajo integrador que refleja el modo en que exploramos el
sistema motor (R. G. Alonso et al., 2016). Este modelo fue concebido como una consecuencia
natural de los objetivos que nos trazamos al comienzo del doctorado: estudiar el control motor

del canto como el emergente de la interrelacion entre la periferia y el sistema nervioso.

En las vocalizaciones de las aves oscinas el sonido se produce cuando la presiéon de los sacos
aéreos establece un flujo de aire que va desde los bronquios hacia la traquea atravesando ambas
fuentes sonoras. En principio, este flujo puede inducir oscilaciones en los labios de ambos
lados, obteniendo un sonido bilateral (simultdneo). No obstante, el canto de los canarios esta
caracterizado por presentar tanto silabas unilaterales como silabas compuestas, en las que
alterna secuencialmente la fonacién en cada una de las fuentes sonoras. Para ello, las aves
oscinas disponen de una serie de musculos que modifican la configuracion de la siringe de
manera tal de controlar la apertura del lumen siringeo de forma independiente, permitiendo que
la fonacion ocurra de forma unilateral. En general, las aves oscinas presentan algun grado de
especializacion de las fuentes a un rango de frecuencias, siendo el lado izquierdo el encargado
de producir vocalizaciones de baja frecuencia y el derecho las de alta frecuencia (Franz Goller

& Suthers, 1996).

En este sentido, el modelo integrado describe a las fuentes sonoras incorporando explicitamente
la bilateralidad presente en las siringes traqueobronquiales. Cada lado de la siringe esta
representado por un par de ecuaciones que describen el movimiento de sus membranas
fonatorias. En principio, ambos lados de la siringe estdn activos por lo que para generar
vocalizaciones unilaterales el modelo requiere de un patréon motor que controle la apertura del

lumen del lado opuesto.

En su conjunto, el aparato fonador, representado por el modelo biomecanico, requiere de (al
menos) siete variables para la generacion de sonidos sintéticos. Estas variables estan
estrechamente relacionadas con patrones de contraccidon muscular, lo cual supone un gran
desafio desde la perspectiva del control neuronal. Sin embargo, el modelo integrador propuesto
en esta tesis, consigue recuperar estas seflales temporales obteniendo vocalizaciones sintéticas

realistas (R. G. Alonso et al., 2016).

En el modelo integrado, construimos una representacion bilateral de la via motora. Para cada
hemisferio, propusimos como base los nticleos que integran el modelo circular, conectando los
circuitos de cada lado a través de proyecciones de IA (putativamente DM) hacia Uva del lado

contralateral. Agregamos a esta arquitectura basica, un nucleo asociado a la inspiracion (IR,
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putativamente PAm) y el nucleo nXIl. Al igual que en el modelo circular, construimos el
modelo de manera tal que en primer lugar consiga reproducir los gestos de presion de los
canarios. Al hacer esto fijamos los pesos sinapticos de todas las conexiones de la via motora,
excepto las entradas a los ntcleos nXIl derecho e izquierdo. Estos nucleos inervan la
musculatura siringea, por lo que su actividad actiia directamente sobre los patrones de
contraccion de los musculos siringeos. De esta manera, al integrar el modelo obtuvimos sefiales

temporales que representan un conjunto de gestos motores.

El modelo opera de manera similar al modelo circular. El inicio de las vocalizaciones estd
determinado por pulsos en IA. Estos pulsos actian de manera directa sobre los nucleos
respiratorios y sobre el nucleo nXII, produciendo una modulacién rdpida en los gestos motores.
Luego una copia eferente de estos pulsos iniciadores viaja hacia los nucleos telencefalicos HV'C
y RA a través del nacleo Uva. A partir de esta activacion, se produce una segunda modulacion

en los nticleos que controlan la generacion de los gestos motores (modulacion lenta).

Ahora bien, una caracteristica notable de este modelo es su capacidad para reproducir patrones
secuenciales de tension de los musculos asociados a la oclusiéon de las membranas fonatorias
(dTB izquierdo y derecho). Para ello el modelo se vale de la representacion simétrica de la via
motora, en la cual la actividad iniciadora puede generar patrones neuronales del lado
contralateral. En este sentido, la modulacion rapida (directa) produce un patrén de contraccion
del musculo dTB de un lado, impidiendo la fonacion (el sonido se genera en el lado opuesto).
Luego, la versiéon modulada por el telencéfalo del lado contralateral, afecta la dindmica de la
subpoblacion del nucleo nXII asociada a la contraccion del musculo dTB del lado opuesto. Esta
modulacion lenta (indirecta) aplaca las oscilaciones del lado que fona inicialmente, generando

una secuencia en la cual ambos lados producen fracciones diferentes en una silaba compuesta.

Desde el punto de vista experimental, podemos destacar que los gestos tedricos propuestos por
el modelo tanto para la presion de los sacos aéreos como para la tension del musculo vS, se

asemejan a las mediciones experimentales.

Finalmente, en el marco de la discusion general, el modelo integrador propone un escenario
donde gestos similares de tension muscular generan una salida compleja al estimular distintos
musculos siringeos. En este sentido, la riqueza acustica de las vocalizaciones de los canarios

estd dada por instrucciones neuronales simples, actuando sobre una periferia compleja.

Desde una perspectiva mas amplia, ésta tesis se fundamenta en un abordaje novedoso en el

estudio de la neuroetologia, en el cual se postula que para entender el codigo neuronal que rige
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un cierto comportamiento motor, es indispensable comprender la manera en que éstas

instrucciones interactiian con un aparato fisico (Tytell et al., 2011).

Esta nocién hace explicita la necesidad de estudiar el aparato periférico, cuya dinamica no
necesariamente es trivial. Segun este enfoque, la neurofisiologia y la biomecanica conforman
una sociedad indisoluble, por lo que un abordaje desmembrado va en desmedro de nuestra

posibilidad de entender en profundidad los mecanismos que originan un comportamiento.

A pesar de esto, la literatura cientifica estd colmada de trabajos en los cuales se estudia cada
escala del problema de forma aislada. Esta separacion artificial se arraiga en concepciones
aparentemente antagonicas en la forma en que se construye conocimiento en las distintas
disciplinas cientificas. Por ejemplo, la Fisica (en su concepcion mas tradicional) pregona por la
busqueda de principios fundamentales que rigen el comportamiento de la materia. Estos
principios son descriptos en términos matematicos por lo que la simpleza y generalidad de sus
premisas son caracteristicas valorables. En contrapartida, la Biologia se nutre de la diversidad y
las particularidades de cada organismo no deben ser despreciadas a priori. De hecho, la
existencia de una determinada caracteristica fenotipica en un individuo puede influir en el éxito
evolutivo de la especie. Debido a esto, la Biologia requiere del estudio minucioso de los detalles
de un problema. Si bien esta caricaturizacion plantea posiciones extremas dentro de cada

disciplina, ilustra aspectos importantes de discusiones entre fisicos y bidlogos.

Ahora bien, esta tesis se posiciona en la frontera entre ambas ciencias. Desde alli, se nutre de la
capacidad predictiva del modelado fisico, sin menospreciar la necesidad de preservar ciertos
detalles en un problema bioldgico. En este sentido, la dindmica no-lineal emerge como el
lenguaje natural a partir del cual describir este tipo de problemas, ya que consigue reproducir

procesos complejos a partir de sistemas de baja dimension.

En esta tesis, nos hemos propuesto integrar mediciones experimentales con modelos tedricos en
un problema complejo como es el control motor. Esta relaciéon entre experimentacion y teoria,
es parte fundamental del programa de investigacion que proponemos desde el Laboratorio de
Sistemas Dinamicos. Una metodologia que sugiere abordar las preguntas cientificas, en primer
lugar, desde la construccion de modelos operacionales capaces de proveer predicciones
cuantitativas especificas, las cuales puedan ser contrastadas experimentalmente. Luego, a partir

de estas mediciones reevaluar los modelos, y asi progresivamente construir conocimiento.

En este sentido, proponemos un camino posible para el avance de nuestra comprension de
ciertos aspectos de un problema bioldgico, a partir de un abordaje interdisciplinario e integrador

que trascienda las limitaciones propias de cada disciplina.
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APENDICE 1: PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

En esta seccion se describen los protocolos utilizados para registrar las distintas variables

fisiologicas reportadas en esta tesis.

Estos protocolos fueron evaluados y certificados por la Médica Veterinaria Maria de los
Angeles Suarez siguiendo las normas dispuestas por el Comité Institucional de Cuidado Animal
(CICUAL), e integran el Manual de Procedimientos y Buenas Practicas de Experimentacion del

Laboratorio de Sistemas Dinamicos.

6.1 Cuarentena y Control Sanitario

Las aves de experimentacion son adquiridas de criadores comerciales luego de una evaluacioén

de actitud, vocalizacion y robustez aparente.

Al momento del ingreso al laboratorio se registra en una ficha individual datos identificatorios
de cada ave y observaciones iniciales sobre el estado clinico del animal. Luego se colocan

anillos de colores que sirven para facilitar su identificacion dentro del aviario.

Durante los primeros 10 dias las aves son mantenidas en la “sala de cuarentena”, donde reciben
antiparasitarios internos y externos. Este protocolo tiene como objetivo asegurar un tratamiento
sanitario basico previo a que las aves se pongan en contacto con el resto de los individuos del
aviario asi como permitir la adaptacion de las aves al nuevo ambiente (Suarez, 2011). Una vez
finalizado este periodo, de no tener alguna patologia observable, las aves son trasportadas a la

sala de “aves en experimentacion”.

Durante el periodo comprendido entre la cuarentena y el cual un individuo comienza un
protocolo particular de experimentacion las aves son mantenidas en aviarios comunes donde
conviven con otros individuos. Al ingresar a un protocolo determinado, se los trasladada a
jaulas individuales, para tener un control preciso sobre el estado de salud de cada animal en

experimentacion.

Una vez concluido el experimento se evalua el estado de salud del animal y se decide si se

conserva para la realizacion de otros estudios o si se sacrifica (Suarez, 2011).

PERIFERIA

6.2 Presion de los sacos aéreos
La presion de los sacos aéreos se obtiene a partir de una cirugia en la cual se inserta una canula

(conectada a un transductor de presion) en uno de los sacos aéreos ventrales del ave.
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A continuacion, detallaré el desarrollo de la cirugia y describiré el instrumental utilizado para

esta medicion.

6.2.1 Procedimientos quirdrgicos

En primer lugar, se anestesia al ave con una inyeccioén intramuscular de una dilucién de
Ketamina y Midazolam (K-4:10, M-2:10). Se aplican 10 pul de solucion/g del ave en 3 o 4 dosis,
separadas por 10-15 minutos. Esta dilucién permite tener una anestesia general eficaz, ya que la
Ketamina produce disociacion funcional y un alto grado de analgesia, y el Midazolam produce

relajamiento muscular (Suarez, 201 1)1.

Una vez comprobado el plano anestésico’, se coloca el ave en posicion decubito dorsal sobre
una manta térmica y se procede a desinfectar el area quirargica: 15mm por encima del arco
costal y 10mm por debajo del lado del mismo, en que se introducira la canula. Posteriormente,
con ayuda de un forceps, se realiza un orificio de 3mm de didmetro, ubicado Smm hacia la
lateral de la prolongacion ventral de la quilla y 3mm en direccioén ventral del arco costal (ver

esquema en Figura 6.A).

Quilla

Linea de W \
prolongacién  / %& §

ventral Orificio de
\ insercion

Figura 6.A: Esquema de canario en posicion decibito dorsal con referencias para la

insercion de la caAnula de presion.

Luego se introduce una canula de silicona (AM-SYSTEMS Silicone Tubing 0.030" x 0.065" x
0.0175” CATALOG#807000) de 10cm de largo en el orificio (ver Figura 6.C),

aproximadamente 5mm dentro del saco aéreo ventral’.

' También puede realizarse con anestesia gaseosa utilizando Isofluorano. Ver detalle en seccion 6.4.1.1.
* Se evalua la respuesta defensiva a estimulacion nociceptiva; por ejemplo, una anestesia profunda se
corresponde con la ausencia de acto reflejo frente al punzamiento de las almohadillas plantares.

? Cuando la canula se encuentra en el interior del saco aéreo se suele observar condensacion dentro de la
canula en el extremo proximal al orificio producto de la respiracion del ave.
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Se fija la canula mediante un punto de anclaje a la ultima costilla y se coloca cianoacrilato

(adhesivo quirtrgico) sobre los bordes de la misma.

Finalmente, se conecta el extremo distal a un dispositivo transductor de presion, que se monta
sobre la "mochila” en el dorso del ave. Y se la deposita en una jaula individual sobre una manta

térmica para que el ave se recupere adecuadamente de la cirugia.

6.2.2 Setup

En la Figura 6.B se muestra un esquema general del Setup de adquisicidn, con las instancias de

monitoreo de la sefial.

Los gestos de presion de los sacos aéreos son censados por un traductor de presion, luego
reciben una instancia de Preamplificacion y una Amplificaciéon (con ganancia regulable) y son
digitalizados por una placa de conversion analdgico-digital (National Instruments BNC-2110).
Paralelamente se graba el canto con un microéfono direccional (TAKSTAR SGC568) y un
amplificador de sonido (Behringer Tube Ultragain MIC100). Finalmente, ambas sefiales son

adquiridas con MATLAB (ver cédigos en Apéndice 2).

caja de aislacién acustica

preamplificador osciloscopio

amplificador —>

de presion

Y

DAQ

micréfono T C —— )

—) I amplificador de sonido I

Figura 6.B: Esquema general del setup de adquisicion de presiéon. La seiial de presion
registrada es Preamplificada en las inmediaciones de la jaula, luego recibe una segunda
Amplificacion fuera de la caja de aislacion acistica donde puede ser monitoreada utilizando
un osciloscopio. Por otro lado, se dispone de un micréfono direccional para grabar el sonido de
las vocalizaciones y un amplificador comercial. Ambas sefiales son digitalizadas con una placa

de Conversion Analdgico-Digital (DAQ) y adquiridas con MATLAB.

Como parte de los dispositivos que utilizamos en el Laboratorio de Sistemas Dindmicos son
hechos "a medida", haré hincapié en su descripcion como parte de los setups experimentales

(secciones 6.2.2.2,6.2.2.3,6.3.2.2,6.6.1.1).
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En esta seccidon, describiré¢ el sensor de presion utilizado, los circuitos de Alimentacion,
Preamplificador y Amplificacion empleados para la adquisiciéon de los gestos de presion.

Construidos por Tatiana Alonso Amor y Ezequiel Arneodo.

6.2.2.1 Sensor de presion

Una pieza clave de cualquier Setup es logicamente el sensor utilizado. En este caso el traductor
de presion FHM 02PGR de Fujikura. Este sensor ha sido ampliamente utilizado para este tipo
de mediciones en animales pequefios ya que tiene un reducido peso (0.6g) y tamafo (14x8x10

mm’).

Basicamente, el sensor tiene un elemento piezorresistivo que al ser sometido a fuerzas producto
de las diferencias de presion, cambia ligeramente su conformacion y emite una diferencia de

voltaje proporcional a la fuerza ejercida.

En la Figura 6.C se muestra una foto del sensor utilizado (derecha) junto con el cable de

conexion trenzado y la canula de presion (izquierda).

cable trenzado

)
~
0

Fujikura

Fujikura FHM 02PGR

lcm

Figura 6.C: Sensor de Presién Fujikura FHM O2PGR. (Izquierda) Cable de alimentacion y
salida conectado al sensor de Presion y canula. (Derecha) Vistas del Fujikura FHM 02PGR.

6.2.2.2 Alimentacion y Preamplificacion
El sensor de presion requiere una alimentacion de 1.5mA entre las patas 5 y 2. Para ello, se
construy6 una fuente de corriente usando un regulador de tension (LM385) y un circuito

amplificador operacional (OP290). Ver Figura 6.D.b, llave “Fuente de corriente”.

El LM385 permite fijar un potencial de referencia en 1.24V, luego mediante el integrado OP290
y una resistencia de 820€) se obtiene la corriente de alimentacién, dada por [=Vref/R (=

1.51mA).
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Asociado al circuito de alimentacion, se agregd un circuito preamplificador que permite
acondicionar la sefal para mejorar la precision en las mediciones, al aumentar la relacion

sefial/ruido en la proximidad del sensor (dentro de la caja de aislacion acustica).

El preamplificador utiliza un amplificador diferencial AD620; Este circuito integrado permite
amplificar la diferencia entre las tensiones de entrada (en las patas 2 y 3) que, en este caso se

corresponden a la salida del Fujikura. La ganancia de esta amplificacion depende de una

49.4kQ
Rg

resistencia que se conecta entre los terminales 8 y 1 (¢ =1 + ). En este caso se utilizé

una resistencia de 820 Q lo cual da una ganancia de = 60.

Ambos circuitos tienen una alimentacion externa de +12V de continua y GND conectada a

tierra.

En la Figura 6.D.a se muestra un diagrama del sensor y del conector con las referencias de los
cables utilizados para conectar el sensor al Preamplificador. En la Figura 6.D.b se muestra el
circuito utilizado para la Alimentacion y la primera etapa de amplificacion (Preamplificacion).

En la Tabla 4 se detalla la disposicion (y los colores) de los cables que conectan el sensor al

circuito.

Conexién al Fujicura Ficha conectora de cable | Cable interno desde ficha del
trenzado externo (color) conector al circuito (color)

1 — 6 (conexion Puente) 4 (verde) C (marro6n)

2 1 (rojo) B (rojo)

3 3 (negro) D (negro)

5 2 (blanco) A (amarillo)

Tabla 4: Cédigo de colores de cables y conexiones. El cable trenzado es aquel que conecta el
Fujikura con la entrada del circuito de Alimentacion/Preamplificacion, el cable interno

corresponde a la conexion de la ficha de entrada al circuito.

6.2.2.3 Segunda etapa de amplificacion

Este circuito permite cambiar independientemente la tension de base (Offset) sobre la cual esta
montada la seflal de presion y realizar una segunda amplificacion de la misma. EI
acondicionamiento final de la sefial de presion permite controlar que la sefial no sature y que el
nivel de amplificacion sea el adecuado antes de adquirirla. En la Figura 6.D.c se muestra el

detalle del circuito.
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En primer lugar, se construyo el circuito que genera una tension de offset. En esta rama del
circuito primero se fija un potencial de referencia (Vref:1.24V) con un regulador de tension
(LM317) y una resistencia de 725kQ; luego se obtiene el potencial de referencia opuesto (-
Vref) utilizando un amplificador inversor de ganancia 1 (TL084). Seguidamente, se conecta a
un potencidmetro de 10kQ (Potenciometro Offset) que, al variar su resistencia interna genera
una salida en el rango de voltajes entre -Vref y Vref. Y al finalizar, se amplifica por 5,7

utilizando otra entrada del amplificador diferencial (TL084).

Por otro lado, tiene un circuito de amplificacion de amplitud variable donde se amplifica la
sefial de presion utilizando nuevamente el TL084, ésta vez con una resistencia variable

(potenciometro de 50kQ). Finalmente se suman la sefial de Offset y la senal amplificada.

6.3 Actividad electromiografica del musculo siringealis ventralis

En esta seccion se describen los procedimientos realizados para obtener la actividad
electromiografica (EMG) del musculo siringealis ventralis. Esta técnica consiste en insertar
electrodos en el musculo para registrar las diferencias de voltaje producto de la contraccion de

las fibras musculares durante las vocalizaciones.

6.3.1 Procedimientos quirrgicos

Al igual que en la seccion 6.2 se comienza por anestesiar el ave con una dilucion de Ketamina
y Midazolan. Una vez comprobado el plano anestésico se coloca y fija el ave en posicion
decubito dorsal sobre una plataforma movil que permite cambiar la inclinaciéon de manera

continua, lo cual ayuda a controlar el &ngulo de vision durante la intervencion.

La primera etapa de la cirugia consiste en preparar el acceso a la siringe. Para ello, se comienza
con la desinfeccion del area quirurgica (cuello, por linea media). Luego se realiza un corte de
unos 15mm por encima del extremo superior de la quilla, hasta llegar a la misma. Esta incision
permite acceder a la siringe a través del saco aéreo interclavicular. Luego, utilizando un par de

forceps, se extrae el tejido adiposo subcutaneo hasta visualizar claramente el saco.

Utilizando un forceps grueso (punta roma) se presiona ligeramente el saco intentando ver a
través de €l los anillos de la traquea y la siringe. Una vez comprobada la posicidn, se realiza un

~ . - 4 , . .
pequefio orificio” sobre la membrana del saco aéreo a la altura de la siringe.

* La membrana de los sacos aéreos es sumamente elastica por lo que se intenta hacer un orificio pequefio,
del menor tamafio posible que permita visualizar la siringe e insertar los electrodos. Cuanto mas grande el
orificio, por un lado, se obtienen una mayor visibilidad, pero por otro lado se dificulta el cerrado del
tejido posterior.
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En la siguiente etapa, se procede a implantar un par de electrodos en el musculo. Los
electrodos consisten de dos cables de 10-12cm de largo enrollados entre si, con los extremos
libres (ver Figura 6.F). Cada electrodo tiene en un extremo una “punta de insercion” de
aproximadamente Smm donde cada electrodo se encuentra fuertemente enrollado y sin el
recubrimiento del cable. Esto permite tener una superficie conductora, con la rigidez suficiente

como para penetrar el musculo.

Se sujetan los electrodos con un forceps, a unos 5-7mm de la punta de insercion y se los clava
en el musculo ejerciendo una leve presion. Ambos electrodos han de insertarse en el mismo

musculo dado que luego se registrara la diferencia de voltaje entre ellos.

Una vez que ambos electrodos fueron implantados, se coloca una gota de adhesivo quirargico

(Surgi-lock 20c) para anclar los electrodos’ al musculo.

La siguiente fase consiste en cerrar con adhesivo quirirgico el saco aéreo interclavicular. Los
sacos aéreos tienen un tejido muy delgado y sumamente elastico por lo que suele ser muy dificil
reconstruirlo. A su vez, dado que los electrodos emergen del saco, se debe dejar un pequefio
orificio para que no queden sujetos al saco aéreo, ya que se pueden soltar con los cambios de

volumen producto de la respiracion.

Para reconstruir el saco aéreo primero se toman dos porciones de tejido y se las sujeta en un
mismo forceps (para liberar una mano); luego se aplica una gota de adhesivo quirargico sobre la
unién, cuidando de mantenerlos unidos por unos segundos. Este proceso se repite de forma
iterativa adhiriendo de a pequefias porciones de tejido hasta que el saco se encuentra
completamente cerrado y se vuelven a observar las fluctuaciones de volumen producto de la

.6
respiracion’.

> Esta maniobra suele ser muy delicada ya que se puede derramar mucho adhesivo sobre el miisculo o
accidentalmente alguno de los electrodos ya que se manipula el adhesivo en un area muy pequeiia.

% Se puede utilizar restos de tejido adiposo extraido para tapar orificios en el saco. En particular, ayuda
utilizar una bola de tejido graso para tapar el orificio de salida de los electrodos.
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a. Conector Fujikura b. Alimentacion y Preamplificacion
ﬂ Fuente de corriente Amplificacion
—_— 00 R
3 00

Salida BNC
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c. Segunda etapa de Amplificacion

GND Tension de Offset

Potenciometro
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1
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Figura 6.D: Detalle de los circuitos de Alimentacion, Preamplificacién y Amplificacion de

la sefial de presion.

Seguido a esto, se introducen unos centimetros de electrodo en la incisiéon (espacio entre el

saco aéreo y la piel)’ y se sutura la piel.

La ultima etapa consiste en pasar subcutaneamente los electrodos entre la cabeza y el ala
haciéndolos emerger a nivel de la espalda, donde se los suelda a los terminales de una Placa de

Preamplificacion adherida a la "mochila".

7 , . .
Esto actiia como amortiguador para que los esfuerzos realizados sobre los electrodos por la
manipulacion en el resto de la cirugia, no consigan remover el anclaje al musculo.
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Al finalizar se coloca al ave en una jaula individual donde se recupera de la cirugia.

6.3.2 Setup

El Setup de adquisiciéon de EMG consiste en un par de electrodos (California Fine Wire), una
mochila de Preamplificacion, un Amplificador instrumental (BROWNLEE PRECISION Model
440), una placa de adquisicion (National Instruments BNC-2110), un micréfono direccional

(TAKSTAR SGC568) y un amplificador de sonido (Behringer Tube Ultragain MIC100).

En la Figura 6.E se muestra un diagrama de conexiones del setup utilizado. Béasicamente, la
seflal de EMG registrada por los electrodos (al igual que el sonido) recibe una serie de
amplificaciones mediante distintos dispositivos analdgicos, hasta ser digitalizada por la placa de

adquisicion DAQ y adquirida con MATLAB (ver cédigos en Apéndice 2).

A continuacion, haré una descripcion de la construccion de los electrodos intramusculares y de

la electronica desarrollada para este experimento (Placa de Preamplificacion para EMG).

6.3.2.1 Electrodos

Los electrodos de EMG tienen que cumplir principalmente con dos propiedades: 1) Deben ser
lo suficientemente delgados como para no lesionar demasiado los musculos y que el ave pueda
cantar normalmente. Y 2) tienen que poder penetrar el musculo, lo cual impone la necesidad de

que al menos la porcion de insercion del electrodo tenga una rigidez considerable.

caja de aislacién acustica

osciloscopio
) Amplificador _>
Instrumental
. AN\ VNN
jaula i
Placa de
Preamplificacion
DAQ PC

micréfono T ( — )

—> | amplificador de sonido |

Figura 6.E: Diagrama del Setup utilizado para la adquisicion de actividad

electromiografica.

A continuacion, detallaré el protocolo de construccion de electrodos a partir del cable
California Fine Wire (size:001, stainless steel 304 HML NATRL), que satisface las 2

caracteristicas anteriormente mencionadas.
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En la Figura 6.F se muestra: (a) una foto de un par de electrodos, (b) un esquema de los
mismos, con una serie de vifietas de referencia para su construccion y (c) el cable de

alimentacion/salida de la placa de Preamplificacion.
Como se observa en la Figura 6.F.b, la construccion puede resumirse en los siguientes 5 pasos:

(i) Primero hace un lazo con el cable de unos 15cm. Utilizando un forceps se retira el
recubrimiento en un extremo (xlcm) y se delimita la porcion de electrodo expuesta
con una gota de esmalte de color en los extremos. Se coloca un peso (o “buzo”) en
un extremo y se cuelga de una cruceta el otro extremo. Se enhebra el lazo con una
varilla delimitando el largo méximo de la punta a lcm (entre el buzo y la varilla)®.

(i1)) Se enciende el agitador magnético y, cuidando de que el buzo gire a bajas
revoluciones, se enrolla de forma bien compacta la punta de insercion. Luego, se
corta el extremo proximo al buzo.

(iii) Se coloca una gota de pegamento epoxi en el extremo superior de la zona enrollada,
para evitar que el electrodo se desenrolle. Se remueve la cinta de papel que une el
lazo’.

(iv) Se arma un nuevo lazo con los dos electrodos utilizando cinta de papel para atar los
mismos, dejando 2-3cm de electrodo libre en ambos extremos'’. Se cuelga el nuevo
lazo de la cruceta y se coloca el buzo sobre la cinta de papel que queda libre. Luego
se prende el agitador magnético y se enrolla levemente ambos electrodos entre si''.

(v) Finalmente se coloca pegamento epoxi en ambos extremos de la zona enrollada; se
remueven las cintas y se realiza el corte final de los extremos de insercion dejando

una punta de entre 3 y Smm.

6.3.2.2 Placa de Preamplificacion para EMG.
Como se puede observar en la Figura 6.G, la placa tiene dos circuitos de amplificacion en

paralelo, lo cual permite amplificar dos entradas de manera independiente.

Basicamente, cada circuito tiene un filtro para remover el ruido de linea (Fc = ﬁ) y luego

una etapa de amplificacion. Para ello se utiliza un AD620 (superficial) conectado en “Modo

comun”: La sefial filtrada entra en los pines 2 y 3; Entre los pines 1 y 8 se conectan 3

¥ La varilla y la cruceta se fijan al parante vertical de un Agitador Magnético.

El proceso i, ii, iii se repite con el otro electrodo.

' Esto permite insertar o soldar (extremo terminal) de a uno a la vez los electrodos.

"' Se cuida de que no se enrollen demasiado ya que aumenta la rigidez y dificulta la manipulacién durante
la cirugia.
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resistencias de 680€2 en paralelo. Esta configuracion tiene una ganancia de G= 219 (dada por

49.4kQ 1
G=1+——Rg=—).
Rg ’ 9 3(1/680))

Se alimenta el circuito con -12Vy +12V de baterias para evitar la contaminacion de la sefial y se
referencia la tierra al OV de las baterias. En la Figura 6.Fc se muestra una foto del cable de
alimentacion/salida de la placa de Preamplificacion, con las referencias para su conexioén a la

misma.

Placa de Preamplificacion
de 4 canales

Puntas de Insercion

—
Electrodos Tem
b’ 20-30mm
3-5mm
—
Puntas de Inserciéon extremos
e N
(enrollado compacto) terminales
enrollamiento leve
X2
I i. ii. . | iv. v. A
( ) |
{
- - A .
A3
‘ = = ‘ —-

C.

-12v

+12V

Salida1

Conexiones a Placa

GND de Preamplificacion

Salida2

Figura 6.F: Electrodo intramuscular para la medicion de actividad Electromiografica. (a)
Fotografia de par de electrodos intramusculares. En el recuadro rojo se muestra una

fotografia aumentada de las puntas de insercion. (b) Esquema de electrodo con vifietas de
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referencia para la construccion. (¢) Cable de alimentacion y salida conectado a Placa de

Preamplificacion.
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Figura 6.G: Detalle Circuito de Preamplificacion de actividad electromiografica.

SISTEMA NERVIOSO

6.4 Actividad single-unit & multi-units en el nucleo HVC

La actividad neuronal se puede medir insertando electrodos dentro del cerebro de un animal,
cerca de un ciimulo de neuronas (més precisamente, de los cuerpos neuronales). La impedancia
de los electrodos va a determinar el volumen de registro y, por tanto, la cantidad de neuronas
que podria registrar. Tipicamente, electrodos de baja impedancia (<2MQ) registran sefales
multi-unit, es decir de muchas neuronas. Cuanto mayor es la impedancia menor numero de

: 12
neuronas, dado que el volumen de registro es menor .

En esta tesis se utilizaron electrodos de Tungsteno de 2 o 3MQ, los que en muchos casos
obtuvieron registros de varias neuronas en simultaneo. Debido a esto, las sefiales registradas

fueron procesadas con un software de clasificacion de spikes (spike-sorting) que permite

2 Los valores son esencialmente estimativos. Para un mismo electrodo, la cantidad de neuronas que se
registren puede variar dependiendo de distintos factores como por ejemplo la densidad de neuronas en un
nucleo determinado.
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identificar spikes de una misma neurona (single-unit) en una sefial multi-unit (Quiroga et al.,

2004).

6.4.1 Procedimientos quirdrgicos

La intervencidon para realizar mediciones neuronales en aves requiere de dos cirugias
independientes: el implante de un PIN de fijacion y la craneotomia final de medicion. Ambas
intervenciones deben estar separadas por un tiempo no menor a 1 dia para permitir que el ave se

recupere completamente de la primera cirugia.

6.4.1.1 Implante de PIN de fijacion
Entre 10 y 15 minutos antes de comenzar la cirugia se administra una gota de Midazolam
(DOZILAM 5mg/ml) para sedar ligeramente al ave. Esto evita que el ave se estrese y facilita la

manipulacion posterior.

Una vez que el ave se encuentra parcialmente sedada, se le coloca un tubo en el pico y se
duerme al animal utilizando como anestesia inhalatoria Isofluorano (Baxter 100% Isofluorano).
La anestesia se administra utilizando un dosificador que regula la proporcion Isofluorano/aire
permitiendo controlar la profundidad anestésica. Al comienzo de la cirugia, se establece un
flujo de 2 litros/min. Una vez que el ave se encuentra anestesiada se reduce el flujo de
Isofluorano al valor minimo que mantenga un plano anestésico adecuado (usualmente entre
0.75 y 0.5 litros/min), evaluando la reactividad al estimulo doloroso y verificando en forma

continua que el ave presente ventilacion apropiada.

Seguidamente, se coloca una tela enrollando al ave a la altura del torax y alas, y se la deposita
sobre la cama de sujecion del estereotdxico (Figura 6.H) en posicidon decubito esternal, de frente
al experimentador. Luego se asegura la cabeza introduciendo las barras de sujecion en los
orificios del oido del animal" y se coloca una cénula de anestesia inhalatoria en el pico del
animal. Las barras de sujecion permiten controlar la inclinacién de la cabeza a 30° respecto de
la horizontal (inclinaciéon de las coordenadas estereotaxicas utilizadas) y, a su vez, permiten

posicionar una canula para mantener un flujo continuo de anestesia.

Luego se procede a quitar completamente las plumas de la parte superior del craneo liberando el
area quirurgica. Se desinfecta la zona con un gel antiséptico. Seguidamente se realiza un corte

en forma de "Y" sobre la piel, en direccion anteroposterior por la linea del plano sagital del

13 . . . i
Se presiona levemente la cabeza, cuidando de no lesionar los oidos.
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craneo (ver Figura 6.I). Luego, se separa bien la piel dejando expuesta la calota, se ubica el

., , . 14
Punto Y que marca la union de los huesos del craneo. Se desinfecta la zona nuevamente .

dosificador
deisofluorano

micromanipulador

sujetador de PIN

barras de sujecion

canula de anestesia
tubo de anestesia inhalatoria
inhalatoria

Figura 6.H: Estereotaxico utilizado para cirugias de implante de PIN de sujecién.

osciloscopio parlante

preamplificador )
“head stage” > ‘

LANNNANNAN

T

»| Amplificador

Y

DAQ —>( PC

(@€

parlante

Figura 6.1: Esquema de craneotomia y setup de adquisicion utilizado para medir actividad
neuronal. A la izquierda se observa un esquema de la vista superior del craneo del ave. El

circulo interior (blanco) marca el area de crianeo expuesta en la cirugia de Implante de PIN

'* Al cortar la piel suele haber sangrado, el cual se debe contener utilizando cotonetes o pequefios rollos
de papel tist.
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(seccion 6.4.1.1), delimitada por un borde de cemento dental. Las lineas que forman una "Y"
marcan la unién de los distintos huesos del craneo, cuya interseccion corresponde con el centro
de coordenadas estereotaxicas. Las lineas punteadas muestran las craneotomias. A la derecha
se muestra el setup utilizado para adquirir estas sefiales. Las flechas marcan el sentido en que
la sefial es procesada: Preamplificador, amplificador, DAQ (placa de adquisicion) y PC. Las

flechas rojas denotan las instancias de monitoreo de la sefial.

La siguiente fase de la cirugia consiste en extraer la capa superior del craneo de un area de
aproximadamente Smm de didmetro centrada en el Punto Y (ver Figura 6.I). Se remueven las

trabéculas y se limpia la zona con solucidn fisiologica.

Finalmente, con la ayuda del estereotaxico se posiciona el PIN de Fijacion sobre el extremo
posterior de la craneotomia y se fija utilizando cemento dental (Perm Reline / Repair Resin
Type 11, Class I, Cat. No. H00327). Luego se deposita cuidadosamente cemento dental sobre los
bordes de la craneotomia formando una "pileta". De esta manera, el implante se encontrara
firmemente adherido a la calota y se podra mantener hidratado el tejido durante la medicion,
colocando solucién fisiolégica'>. Luego se coloca superficialmente cianoacrilato sobre las

superficies de cemento dental para fortalecer las paredes y ayudar al fraguado del material.

Una vez que el implante se encuentra adherido y el cemento seco, se retira al animal del

estereotaxico y se lo coloca en una jaula de recuperacion.

6.4.1.2 Craneotomia final de medicion
Transcurrido el tiempo de recuperacion, se procedera a realizar la cirugia final en la cual se hara
una craneotomia en el area ubicada por encima del nicleo HVC, donde se insertardn los

electrodos de registro.

El siguiente experimento consiste en medir la selectividad de la respuesta neuronal a estimulos
auditivos. Para ello se necesita una anestesia general de larga duracion cuyo efecto disociativo
no afecte el sistema auditivo. Por esta razon, utilizamos una dilucion inyectable de Uretano en

agua [0.25g/ml], ya que preserva esta propiedad neuronal y garantiza una anestesia profunda.

El protocolo comienza con la aplicacion de un total de Syl de la dilucion por gramo del
animal'® en 3 dosis intramusculares (masculos toraxicos) a intervalos de 20 minutos. Luego se

evalua el plano anestésico, se enrolla al animal en una tela a la altura del torax, y se lo coloca en

"Se debe tener cuidado de no derramar cemento dental sobre la craneotomia, ya que dificultara la
siguiente cirugia de remocion de las capas inferiores de craneo.

' Notar que los volumenes utilizados para la anestesia son del orden de los pl por lo que se debe tener
mucho cuidado de no exceder el volumen requerido segtin el peso.

154



Capitulo 6: Apéndices

el estereotaxico, sobre una cama de goma-espuma fijando el PIN a la barra sujetadora (ver

Figura 6.J.a).

Seguidamente se determinan las coordenadas de referencia para hacer las craneotomias. Para
ello, en primer lugar, se posicionara un electrodo "fake" (electrodo no funcional) sobre el Punto
Y. Este punto serd el centro de un nuevo sistema de referencia que se utilizara para ubicar los
distintos nucleos. A continuacidn, utilizando el micromanipulador del estereotdxico, se mueve
2.4 mm en direccion lateral (eje x). Este punto se encuentra aproximadamente en el centro del
nicleo HVC. Tomando este punto como centro, se realiza una crancotomia de
aproximadamente 2mm de radio, en la cual se remueve la ultima capa de craneo y la duramadre.
Finalmente, se realiza una craneotomia adicional del lado contralateral a la anterior, donde se

inserta un electrodo de referencia que sera conectado a tierra (ver Figura 6.1).

Una vez terminadas las craneotomias, se ubica el electrodo de medicion en las coordenadas
correspondientes al centro de HVC, se hidrata el tejido con solucién fisioldgica, controlando
que la "pileta" esté llena; se cierra la jaula de Faraday y la caja de aislacion acustica y se penetra

lentamente el tejido valiéndose del micromanipulador hidraulico Narishige (sobre el eje z).

A partir de los 200-300 um de profundidad el electrodo ingresa al nucleo HVC, donde se

registra actividad neuronal con respuesta a distintos estimulos auditivos.

6.4.2 Setup

En la Figura 6.1 se muestra un esquema del Setup de adquisicion de actividad tipo single units
en el nacleo HVC. Las flechas negras marcan el sentido en que la sefial es procesada. Las
flechas rojas marcan las instancias de monitoreo de la sefial ya sea visualmente (osciloscopio) o
auditivamente (parlante). En la Figura 6.J.a se muestra una foto del estereotaxico utilizado para

las distintas mediciones de actividad neuronal (secciones 6.4, 6.5 y 6.6).

El proceso de adquisicion de single-units consiste de una primera amplificacion de la sefial
(x10) dentro de la jaula de Faraday por el preamplificador “head-stage”. Luego la sefial pasa por
un amplificador diferencial 4-M Systems (Microelectrode AC amplifier Model 1800) donde se
amplifica x100 y es filtrada (Pasa-Bajos 300Hz, Pasa-Altos 5Khz). Finalmente, la sefial es
digitalizada por una placa de adquisicion (National Instruments BNC-2110) y adquirida con
MATLAB (ver codigos en Apéndice 2). Durante todo el experimento se monitorea la sefial
visualmente con un osciloscopio (7ektronix TDS1012B) y auditivamente con un monitor

(Grass Technologies AM10 Audio Monitor).

Como se menciond en la seccidon 2.7.4, la importancia de las mediciones en HVC radica en que
muchas neuronas de éste nucleo tienen actividad selectiva al canto propio (incluso en aves
anestesiadas). Para registrar este fenomeno, se expone al ave con un protocolo de estimulos

auditivos con canto propio, canto conespecifico y canto reverso, 10-20 repeticiones de cada
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estimulo en orden aleatorio. Estos protocolos son generados por el software de adquisicion y

trasmitidos a través de un parlante colocado en el interior de la caja acustica.

Este circuito de adquisicion de single (o multi) units conforma la estructura basica para la
de toma de datos de actividad neuronal en los Setups del Experimento de Estimulacion

Antidromica y Experimento de Colisién Antidrémica (secciones 6.5y 6.6).

6.5 Estimulacion Antidromica

La estimulacion antidromica es una técnica que se utiliza para verificar si una neurona (o una
poblacién de neuronas) proyecta a un sitio de interés. Bésicamente, la técnica consiste en medir
actividad neuronal (tipo single-units) en un nucleo y estimular con pulsos de corriente el nucleo

al que esta neurona supuestamente proyecta.

La racionalidad de la técnica radica en que, si se inyecta corriente en el sitio de proyeccion los
estimulos se propagaran en el sentido opuesto a la transmision sindptica (antidromicamente) y
se observara un “hash” de estimulacion en la neurona de registro (ver ejemplos en la seccion

2.12.3).

En este caso, el experimento consiste en estimular en el nucleo RA y registrar en HVC el efecto

de la estimulacion.
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Micromanipulador
a. Hidraulico

sujetador
dePIN

Electrodo de Registro

Electrodo bipolar

Jaula de Faraday

Figura 6.J: Estereotaxico de dos brazos. (a) Foto del setup de registro de mediciones
neuronales. (b) (Izquierda) Esquema de los posibles movimientos de cada brazo del estereotaxico.

(Derecha) Ejes de referencia para coordenadas estereotaxicas. Rotacion de 20° del eje z.

6.5.1 Procedimientos quiriirgicos

Al igual que en los protocolos de medicion de single-units y multi-units en HVC
(seccion 6.4 ) el protocolo de estimulacion antidromica requiere de dos cirugias independientes.
En la primera etapa se implanta un PIN de fijacion y durante la segunda se realizan las

craneotomias finales y la insercion de los electrodos de registro y estimulacion.

6.5.1.1 Implante de PIN

Se procede de la misma forma que en la seccion 6.4.1.1, con las siguientes salvedades: 1) El
PIN se implanta en el extremo opuesto entonces, el ave se ubica en posicion decubito dorsal
“de espaldas” al experimentador. 2) Se realiza la craneotomia inicial de mayor tamafio
(aproximadamente 6mm de didmetro), llegando hasta la insercion de los musculos del cuello. 3)

Se coloca el PIN del lado opuesto (ver Figura 6.K).
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6.5.1.2 Craneotomias finales, Registro y Estimulacion Antidromica

Como se menciond anteriormente, el experimento de estimulacion antidromica requiere de la
medicion del niucleo HVC y la estimulacion del nucleo RA ipsilateral de manera simultanea.
Dado que ambos nucleos estan ubicados aproximadamente sobre el mismo eje vertical (RA por
debajo de HVC), se debe cuidar de insertar el electrodo de estimulaciéon en RA sin danar el
nucleo HVC. Esto requiere realizar una penetracion con una inclinacion de 20 grados respecto
de la vertical en direccion posterior, es decir, hacia el experimentador (ver Figura 6.J.b), hasta

llegar al nticleo RA.

En primer lugar, se ubica el centro de coordenadas en el Punto Y, utilizando un
electrodo "fake". Luego se ubican las coordenadas correspondientes a HVC (2.4 mm en
direccion lateral) y se realiza una craneotomia removiendo la capa del craneo restante y la

duramadre.

En segundo lugar, utilizando el otro brazo del estereotaxico con una inclinacién de 20
grados (eje z°), se posiciona el electrodo "fake" en el centro de coordenadas. Luego se ubica las
coordenadas de la segunda craneotomia, por la cual se insertara el electrodo de estimulacion
(ver Figura 6.K). El centro de esta craneotomia estard en 2.52 mm en direccion lateral (x) y
1.86mm en direccion posterior (y). Se realiza una craneotomia amplia removiendo la ultima
capa de craneo y la duramadre. Luego se realiza una craneotomia adicional del lado

contralateral para colocar el electrodo de referencia.

En tercer lugar, se insertaran los electrodos de registro y el electrodo bipolar de
registro/estimulacion. Primero, se inserta el electrodo de referencia en la craneotomia adicional.
Luego se coloca sobre el brazo inclinado del estereotixico el electrodo bipolar de
registro/estimulacion (FHC Concentric Bipolar Electrode, Lot \# 212242). Se posiciona
nuevamente sobre el Punto Y, cuidando de que el electrodo no toque el craneo. Luego, se
mueve el electrodo hasta las coordenadas del centro de la craneotomia de RA y se lo inserta
bajando suavemente con el micromanipulador del estereotdxico hasta que la punta penetra
ligeramente el tejido. Seguidamente, utilizando el brazo libre del estereotaxico, se posiciona el

electrodo de registro sobre las coordenadas de HVC y se lo inserta.

Finalmente, se hidrata el tejido con solucion fisioldgica, controlando que la "pileta"
esté llena; se cierra la jaula de Faraday y la caja de aislacién acustica. A continuacion,

valiéndose del micromanipulador hidraulico (Narishige) se bajan los electrodos muy despacio.
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Entre 1.7 y 2.0mm de profundidad (eje z') suele encontrarse RA, lo cual se verifica
por el patrén de disparos espontaneos de las neuronas'’. HVC en cambio se encuentra mas cerca

de la superficie (aproximadamente 0.3 mm).

6.5.2 Setup

El setup requerido para el protocolo de estimulacién antidromica se esquematiza en la Figura

6.K.

Al circuito de adquisicion de single-units (seccion 6.4.2) se le agrega un canal mas de
adquisicion para registrar la actividad en RA (con la misma configuracion): segundo
preamplificador (head-stage 2) y una amplificacion/filtro por el canal 2 del amplificador

diferencial 4-M Systems (Microelectrode AC amplifier Model 1800).

Por otro lado, se arma un circuito de estimulacién con un generador de funciones (Standford
Research Systems Model ds345) conectado como “trigger” al estimulador (Digitimer DS3

Isolated Current Stimulator) y a un osciloscopio.

El experimento consiste en estimular RA con pulsos de corriente de amplitud y frecuencia

constante durante 30 segundos.

Para llevar a cabo la estimulacion en RA primero se desconecta el electrodo bipolar del head-
stage 2 y se conecta al cable del estimulador. Esto abre el circuito de amplificacion y evita que

la corriente de estimulacion dafie los equipos.

Luego se configura el generador de funciones para una funcién cuadrada de frecuencia 1Hz.
Esta sefal acttia como disparador (“trigger”) sobre el estimulador que entrega pulsos de 2ms de

duracion por cada escalon positivo.

Se repite protocolo variando en cada caso la amplitud (30,50,100,150,300 y 500pA) dejando

~1min entre cada protocolo de estimulacion.

Se adquiere, ademas de la actividad de HVC, la salida del generador de funciones para poder

alinear las sefiales durante el procesamiento posterior.

"7 RA tiene un patrén de actividad caracteristico que consiste de una alta tasa de disparos espontaneos en
forma de trenes.
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Figura 6.K: Esquema de craneotomia y setup de adquisicion de single units y estimulacion

Antidromica.

6.6 Experimento de Colision antidromica

El experimento de Colision Antidromica es una version de Estimulacion Antidromica (seccion
6.5) en la cual la estimulacion en el nticleo que se encuentra rio abajo (RA) en la conexidn se
da a casi inmediatamente después de un disparo espontaneo de neuronas en el nucleo rio arriba
(HVC). El objetivo de esta técnica es determinar si las neuronas que se estan registrando en
HVC proyectan directamente RA. Si éste fuera el caso, al estimular a unos pocos ms de
ocurrido un spike espontaneo en HVC, la corriente eléctrica que viaja ortodromicamente
“colisiona” con la que viaja antidrémicamente. Esto se ve en un registro de single-units como la
ausencia del “hash” seguido a la estimulaciébn. Para comparar ambas sefales, estos

experimentos deben realizarse seguidos a los experimentos de estimulacion antidromica.

6.6.1 Setup

En la Figura 6.L se muestra el diagrama de conexiones del setup del experimento de colision

antidrémica.

El setup es basicamente el mismo al utilizado en la estimulacion antidrémica con la siguiente
salvedad: Se coloca un “detector de spikes” (detalle en la seccion 6.6.1.1) seguido a la salida del

canal 1 del amplificador (sefial de HVC).

El detector de spikes genera un pulso cuadrado cuando censa actividad supra-umbral en HVC y

triggerea al generador de funciones, esta vez seteado para que genere un pulso cuadrado de 4ms

160



Capitulo 6: Apéndices

de periodo. Este pulso tiene un escalon positivo a 2ms (1/2 periodo), lo cual triggerea al

estimulador, que entrega un escalon de corriente a través del electrodo bipolar a RA. En la

Tabla 5 se muestra la configuracion del generador de funciones utilizado.

En resumen, esta técnica se diferencia a la de Estimulacion Antidromica en que, en lugar de

estimular con una frecuencia constante, se estimula selectivamente 2ms después de un evento

supra-umbral en HVC (presuntamente un spike).

Trigger Sweep/ Burst
Function | Amplitude | Frequency | Phase sweep
Source | modulate | count
Positive-
Cuadrada | 5Vpp 250Hz 180° Burst 1 ON
In

Tabla 5: Configuracion de Generador de Funciones para Experimento de Colisién

Antidromica.

preamplificador
“head stage ”

preamplificador
“head stage 2"

osciloscopio

AN\ NN

M

?| Amplificador

parlante

— '1)))

Y

detector de
spikes

I
|
I
1 osciloscopio
I
|
I
]

e

—

generador de funciones

1
I

1

I

1

|

L ANV WY !
|

I

|

(_ |

1

I

I

<_

PC

Figura 6.L: Esquema de craneotomia y setup de adquisicion de single units

experimento de colisién antidréomica.
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6.6.1.1 Detector de Spikes

Como se mencion6 anteriormente, esta técnica requirié de la construccion de un detector de
spikes que funcione como trigger para la estimulacion. En la Figura 6.M se muestra una foto
del Detector de spikes. El circuito tiene una entrada (sefial de HVC) y una salida (¢rigger) junto

con una serie de llaves y potencidometros que permiten controlar las siguientes prestaciones:

- Amplificacion: cuenta con un selector de ganancia (llave) de 1-10k y control manual de
ganancia (potencidometro).

- Selector de Polaridad de la senial (llave)

- LED indicador de actividad supra-umbral

- Salida: Pulso de trigger para estimulador externo.

Estas prestaciones permiten seleccionar la polaridad del umbral de deteccion (positivo o
negativo), y controlar la amplitud minima de la sefial de entrada que genere un pulso de

estimulacion.

Alimentacion

<o LLision

Entrada <—— TesT

—) Salida

Figura 6.M: Vista superior del Detector de Spikes del Experimento de Colision

Antidromica.

El la Figura 6.N se muestra un detalle del Circuito.

En primer lugar, la sefial de entrada atraviesa una etapa de Amplificacion utilizando un
amplificador operacional TL082. Este integrado esta conectado como amplificador inversor'
cuya ganancia estd dada por la relacion entre dos resistencias: RI (Potencidometro 0-10k) y RF

(llave con dos Resistencias fijas 1-10k). La ganancia estd dada por G=-RF/RI.

' Configuracion que amplifica e invierte la polaridad de la sefial.
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Luego, la senal puede ser invertida nuevamente mediante una llave que permite conectar la
salida de sefial amplificada en la etapa anterior a otra entrada del TLO82 (Ganancia 1), o

“puentear” el integrado.

Seguido a esto se utiliza un chip inversor t17404 como umbral. Si la sefal supera un voltaje
determinado se prende el LED y un timer ICM7555 (en modo monoestable) que genera un

pulso de trigger.
Finalmente, la sefial de salida es filtrada con un filtro pasa-bajos.

Este circuito es alimentado con 2 baterias 9V.

ALIMENTACION
R o e e )

AMPLIFICACION R
o Tg TIMER

lave

.l

P e :
RI y & 3

T

'

;
b T < INVERTIR
.

Patenciometra
010K

Figura 6.N: Detalle de circuito del Detector del Spikes para experimento de Colision

Antidromica.
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APENDICE 2: CODIGOS

6.7 Simulaciones numéricas
A continuacion, se copian los codigos utilizados para simular la actividad promedio de los
distintos nucleos propuestos para el control de las vocalizaciones (integral-pX-resubmission.c),

para los distintos tipos de gestos (PO, P2, P1 y Pulsétiles).

De la misma manera, se copian los cddigos utilizados para simular la dinamica de las

membranas fonatorias (fona_circulo-PX-xxxxxx.c).

6.7.1 Codigos PO

integral-p0-resubmission.c
/I
#include <stdio.h>
#include <math.h>
#include "rk4.c"

/I
#define PI 3.1416

#define N_NAME1_AUX 30
#define IA 16807

#define IM 2147483647

#define AM (1.0/IM)

#define 1Q 127773

#define IR 2836

#define NTAB 32

#define NDIV (1+(IM-1)/NTAB)
#define EPS 1.2e-7

#define RNMX (1.0-EPS)

/1
struct Par {

double F; double Fdelayed; double F2; double FnXII; double rx; double ry; double rz; double rw;double rgo; double rpam;} aa;

/I
void takens(int n, double v[], double dv[], double t)

double x,y,z,w,20,202,g203,pam,vtb;
x=v[0]; y=v[1]; z=v[2]; w=v[3]; go=v[4];g02=V[5]; g03=V[6]; pam=V[7]; vtb=v[8];

dv[0] =250%(-x + 1/(1+exp(-(aa.rx +10*z+1.*aa.F+10*x -1.1*y )))); /RAm exc
dv[1] =250%(-y + 1/(1+exp(-(aa.ry +0*z+10.*x + 2*y +0.*pam)))); //RAm inh
dv[2] =20.%(-z + 1/(1+exp(-(aa.rz+5.*¥aa.Fdelayed +6.%z-3*w )))); //RA exc
dv[3] =20.%(-w + 1/(1+exp(-(aa.rw+.05%aa.Fdelayed+0*aa.F2+6*z+-3*w )))); /RA inh
dv[4] =250%(-go + 1/(1+exp(-(aa.rgo+0.1*aa.FnXII +10.%(.05*2+0.05%x-0.*y) )))); /nXII
dv[5] =250*(-go2 + 1/(1+exp(-(aa.rgo +10.*z) ))); //dtb derecho
dv[6] =250%(-go3 + 1/(1+exp(-(aa.rgo +1.*aa.FnXII) ))); /dtb izquierdo
dv[7] =250*(-pam + 1/(1+exp(-(aa.rpam +10.%z-10*x))));//PAM
dv[8] =250*(-vtb + 1/(1+exp(-(aa.rgo +10.*pam) ))); //vtb

return;

}

/I
int main() {

int 1,j;

double v[9],dt,t,phi1[3000];
/I
FILE *ptr, *ptr2;
ptr=fopen("presion-tension-dtb2-dtb-vtb.p0.dat","w");
ptr2=fopen("neuronas-p0.dat","w");

Vv[0] = 0.02; v[1] = 0.5; v[2] = 0.03; v[3]=0.01; v[4]=0.01; v[5]=0.01; v[6]=0.01; v[7]=0.01; v[8]=0.01;

aa.F=0; aa.Fdelayed=0;aa.F2=0; aa.FnXII=0;
aa.rx=-7.45;
aary=-11.5;

aa.rz=-3.4;

aa.rw=-7.;

aa.rgo=-3; // garantiza que empezamos apagado
aa.rpam=-0.;

dt=1/20000.0;
while(t <4){
aa.F=0;aa.Fdelayed=0;aa. FnX11=0;aa.F2=0.; )
//EN EL PAPER LOS FnXII Y Fdelayed ESTAN NORMALIZADOS A 1, ENTONCES LOS ALFAS FnXIl Y ALFA_Fd LOS VALORES LOS MULTIPLIQUE POR 4
DIRECTO EN LAS ECUACIONES
if((t>0.30)&&(t<0.32))aa.F=10;
if((t>0.31)&&(1<0.33))aa. FnXII=10;
if((t>0.33)&&(t<0.35))aa.Fdelayed=10;

If(£0.67)&&(t<0.69))aa.F=10;
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if(£>0.68)&&(t<0.70))aa. FuXII=10;
if((£>0.70)&&(1<0.72))aa.Fdelayed=10;

if(t>1.03)&&(t<1.05))aa.F=10;
if(t>1.04)&&(t<1.06))aa. FaXII=10;
if((t>1.06)&&(t<1.08))aa. Fdelayed=10;

rkd(takens, v, 9, t, dt);
t=t+dt;

// printf("%lg\t%lg\n",v[7],v[4]);

fprintf(ptr2,"%lg\t%lg\ %1 g\ 2elg\t%lg\%lg\ 1% g\ % Ig\t%l\ %l g\ %l g\t g\ t%lg\n" t,v 0],V 1],v[2],v[3].v[4],v[5].V[6],v[7],v[8], aa.F aa.Fdelayed,aa. FnXII);

fprintfiptr,"%lg\t%Ig\t%lg\t%lg\t%lg\n",v[0],v[4],v[5],v[6],v[8]);

}
I

fona_circulo-P0-bilateral.c
#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>

#define gamma 9000 //gamma 24000

#define P12 6.2831853

#define IA 16807

#define IM 2147483647

#define AM (1.0/IM)

#define 1Q 127773

#define IR 2836

#define NTAB 32

#define NDIV (1+(IM-1)/NTAB)
#define EPS 1.2e-7

#define RNMX (1.0-EPS)
#define Nforzante 100

#define Nforzados 100

#define N NAMEI_AUX 30
#define N NAME2_AUX 30
#define S(x) 1/(1+exp(-(x/0.015)))

#define ¢ 35000

struct Par {
double Al; double A2; double A3;
double Anchol; double Ancho2; double Ancho3;
double r;
double forcingl; double forcing2;

double RBoverLB; double sloverLG; double sloverLB; double sloverCH;
double LGoverLB; double RB;
double noise; double rdis; double kappa; double beta; double kappa2;
double vtb; double dtb;
double vtb2; double dtb2; double vs;
} aa;

void takens(int n,double v[],double dv[],double t) {
extern double PRESSURE presion,acople;
double x,y,i1,12,i3,w2,x2,y2, x3, y3;

x=v[0; y=v[1], i1=v[2], i2=V[3]; i3=v[4];x2=v[5].y2=v[6], w2=V[7];

// FUENTE 1
av[0]= y;

dv[1]= aa.beta*gamma*y-1.*gamma*(x-0.)*(x-0.)*y-aa. kappa*(x+.3*x*x*x)*gamma*gamma+gamma*gamma*aa.dtb-gamma*gamma*aa.vtb;

// FILTRO
dv[2]=i2;

dv[3]=-aa.sloverLG*aa.sloverCH*il-aa.rdis*(aa.sloverLB+aa.sloverLG)*i2+i3*(aa.sloverLG*aa.sloverCH-
aardis*aa.RB*aa.sloverLG*aa.sloverLB)+(aa.sloverLG)*aa.forcing2+aa.rdis*aa.sloverLG*aa.sloverLB*aa.forcing1;

dv[4]=-(1/aa.sloverLG)*aa.sloverLB*i2-aa.RB*aa.sloverLB*i3+aa.sloverLB*aa.forcingl;
// FUENTE 2
dv[5]=y2;

dv[6]= aa.beta*gamma*y2-1.*gamma*(x2-0.)*(x2-0.)*y2-aa. kappa2*(x2+.3*x2*x2*x2)*gamma*gamma+gamma*gamma*aa.dtb2-gamma*gamma*aa.vtb2;

av[7]=0.;

return;

}

float ranl(long *idum)

{ . .
int j;
long k;
static long iy=0;
static long iv[NTAB];
float temp;

if (*idum <= 0 || liy) {

if (-(*idum) < 1) *idum=1;

else *idum = -(*idum);

for (j=NTAB+7;j>=0;j--) {
k=(*idum)/1Q;
*idum=IA*(*idum-k*1Q)-IR*k;
if (*idum < 0) *idum += IM;
if (j <NTAB) iv[j] = *idum;

}
iy=iv[0];

)

k=(*idum)/1Q;
*idum=IA*(*idum-k*1Q)-IR*k;
if (*idum < 0) *idum += IM;
j=iy/NDIV;

iy=iv[j];
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iv[j] = *idum;
if ((temp=AM*iy) > RNMX) return RNMX;
else return temp;

void nombrarl_parl_par2(char *name_spacel ,int parl,int par2){
sprintf(name_spacel,"temp.%d.%d.dat" parl,par2);
return;

}
double PRESSURE=0.0; double presion, acople;

int main() {

long idum=(-1);

int 1,j,taux,iii, ik, ikp,kk;

int t,to,maxtau,taul tau2,tau3;

double r12,r23,r21,r32,t12,t21,t23,t32,r34,t34,tiempot,tnoise,tcount;
double *a,*bf,*bb, *cf, *cb, *df, *db;

double anchol,ancho2,ancho3,largol,largo2,largo3;

double dt, ddb,dbold,nada,atenua;

double v[10];

double preout;

FILE *ptr,*ptrl,*ptr2, *ptr3;
char nombre_archivol[N_NAME1 AUX];

for(ik=1;ik<2;ik++){
for(ikp=1;ikp<2;ikp++){

nombrarl_parl_par2(nombre_archivol,ik,ikp);
ptr1=fopen("salida-p0-bilateral.dat","w");
ptr2=fopen("presion-tension-dtb2-dtb-vtb.p0.dat","r");
//ptr3=fopen("RA.dat","r");
ptr=fopen("p0-bilateral.dat","w");

v[0]=.000000000005;v[1]=0.00000000001;
v[2]=.000000000001;v[3]=0.00000000001;
v[4]=.000000000001;
v[5]=.0000000000045;v[6]=.000000000000001;
v[7]=0.;

aa.forcing1=0.;

aa.forcing2=0.;
tiempot=0.;

aa.r=0.4;
aa.rdis=7000;
//atenua=ikp*5;
atenua=1;
dt=1./(882000.0);

t0=8000*600; // dos veces el tiempo de la silaba que quiero integrar (el dt es 20 veces la frecuencia de sampleo 44100 y aca esta por 40)

a=(double*) calloc(to,sizeof(double));

bf=(double*) calloc(to,sizeof(double));
bb=(double*) calloc(to,sizeof(double));
cf=(double*) calloc(to,sizeof(double));
cb=(double*) calloc(to,sizeof(double));

db=(double*) calloc(to,sizeof(double));
df=(double*) calloc(to,sizeof(double));

aa.Ancho1=0.2; aa.Ancho2=.2; aa.Ancho3=0.2;
anchol = aa.Anchol; ancho2 = aa.Ancho2; ancho3 = ancho2; largol = 1.5; largo2 =1.5;
largo3 = 1.0;

// largo de traquea de finch, cerca de 3.4 cm.

r12=(anchol-ancho2)/(anchol+ancho2);r21=-r12;
r23=(ancho2-ancho3)/(ancho2+ancho3);r32=-r23;
t12=1+r12;t21=1+121;
123=1+123;t32=1+132;

taul=rint(largo1/(c*dt+0.0));
tau2=rint(largo2/(c*dt+0.0));
tau3=rint(largo3/(c*dt+0.0));

fprintf(stderr,"T1,T2,T3 = %d,%d,%d \n" taul,tau2,tau3);

maxtau=tau3;

if(taul>=tau2& &taul>=tau3) maxtau=taul;

if(tau2>=taul & &tau2>=tau3) maxtau=tau2;

t=0;

for (j=0;j<=maxtau;j++) {
bi[j]=0:bb[j]=0:cf[j]=0;cb[j]=0:df[j]=0:db[j]=0;

}

t=maxtau;
taux=0;

//aa.sloverCH=1/Ch

aa.sloverCH=(36*2.5*2/25.)*1e09; //para cerca de 2000
aa.sloverLB=1.*1e-04; // con 7, 2000, con 14, 2700
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aa.sloverLG=(50*1e-03)/.5; //aqui entra, en el denominador, el parametro . 0.1 9000-0.5 4000-1 2900
aa.RB=1*1e07;

// ch, 1g y Ib adaptar un poco a canarios. lb, lenght beak, lg lenght glottis, Vh volume of helmholtz resonator
while ((t<to)&&(v[1]>-50000000)){

tcount=tcount+dt;
/Iprintf("%i\t%Ig\n" kk,tcount);

dbold=dblt];
a[t]= (.50)* (1.01*(1.*(aa. Al*v[1]+aa. A2*v[6])))+bb[t-taul];

// para usar una fuente, aa.Al <> 0 y las otras cero. Para usar
// dos fuentes, aa.Al y aa.A2 distinto de cero

bb[t]=r12*a[t-taul ]+t21*cb[t-tau2];
bf[t]=t12*a[t-taul]+r2 1 *cb[t-tau2];
cb[t]=r23*bf[t-tau2]+t32*db[t-tau3];
cf[t]=t23*bf[t-tau2]+r32*db[t-tau3];
db[t]=-aa.r*cf[t-tau3];

ddb=(db[t]-dbold)/dt;
aa.forcing1=db[t];
aa.forcing2=ddb;

PRESSURE=a][t];
tiempot=tiempot+dt;

anchol = aa.Anchol; ancho2 = aa.Ancho2;
r12=(anchol-ancho2)/(anchol+ancho2);r21=-r12;
r23=(ancho2-ancho3)/(ancho2+ancho3);r32=-r23;
t12=1+r12;t21=1+121;
123=1+123;t32=1+132;

rk4(takens,v,10,t+0.0,dt);
aa.noise=0;
preout=aa.RB*v[4];

if(taux==44) {

fprintf(ptr1,"%lg\t%lg\t%lg\t%Ig\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\n" tiempot,aa.beta,aa.kappa,preout,aa.dtb,aa.vtb,aa. kappa2,aa.dtb2 aa.vtb2);

fscanf(ptr2,"%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%Ig\n" ,&aa.beta,&aa.vs,&aa.dtb2,&aa.dtb,&aa.vtb);
aa.beta=aa.beta*2-0.;
aa.kappa=aa.vs*(7+22);
aa.dtb2=aa.dtb2*20.+7.;
aa.dtb=aa.dtb*40-0;
aa.kappa2=aa.vs*(8.5+20);
aa.vtb=aa.vtb*40+0;

/fscanf(ptr3,"%Ig\n",&aa.dtb);
// aa.dtb=aa.dtb*1.;
taux=0;

fprintf(ptr,"%lg\n",preout);

}

taux++;
fflush(NULL);

if((tiempot>0.)&&(tiempot<4.)){
aa.noise=.10*(ran1(&idum)-0.5);

aa.Al=1.;// low freq
aa.A2=1.; // high freq

// MISMOS PARAMETROS DE FILTRO QUE P2 //

aa.r=0.4;

aa.sloverCH=2.25¢10;//(350/0.8)*1e09; //para cerca de 2000

aa.sloverLB=1.*1e-04; // con 7, 2000, con 14, 2700

aa.sloverLG=(0.025); //aqui entra, en el denominador, el parametro . 0.1 9000-0.5 4000-1 2900
aa.RB=(.5)*1e07;

aa.rdis=(50./5.)*(10000.);

aa.noise=.0*(ran1(&idum)-0.5);

t++;

}

free(a);

free(bf);

free(bb);

free(cf);

free(cb);

free(df);

free(db);
} /el ciclo nuevo ikp
}//el ciclo nuevo ik
}

1/

6.7.2 Codigos P2

integral-p2-resubmission.c
I
#include <stdio.h>
#include <math.h>
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#include "rk4.c"

1/

#define P13.1416

#define N NAMEI_AUX 30
#define IA 16807

#define IM 2147483647
#define AM (1.0/IM)

#define 1Q 127773

#define IR 2836

#define NTAB 32

#define NDIV (1+(IM-1)/NTAB)
#define EPS 1.2e-7

#define RNMX (1.0-EPS)

1/

struct Par {

void takens(int n, double v[], double dv[], double t)

{

double F; double Fdelayed; double F2; double FnXII; double rx; double ry; double rz; double rw;double rgo; double rpam;} aa:

double x,y,z,w,20,202,g203,pam,vtb;

Capitulo 6: Apéndices

x=v[0]; y=v[1]; z=v[2]; w=v[3]; go=v[4];g02=V[5]; g03=V[6]; pam=V[7]; vtb=v[8];

dv[0] =250*(-x + 1/(1+exp(-(aa.rx +9*z+1.*aa.F+9.85*x -5.25*y )))); /RAm exc

dv[1] =250%(-y + 1/(1+exp(-(aa.ry +9.45%z+9.*%x + 1.6*y +0.*pam)))); //RAm inh

dv[2] =20.%(-z + 1/(1+exp(-(aa.rz+1.*aa.Fdelayed +5.%z-10*w )))); //RA exc

dv[3] =20.%(-w + 1/(1+exp(-(aa.rw+.0*aa.Fdelayed+0*aa.F2+10*z+8*w )))); /RA inh

dv[4] =250*(-go + 1/(1+exp(-(aa.rgo+1.*aa.FnXII +10.%(0.3*2z+0.3*x-0.*y+0.*pam) )))); /nXIL

dv[5] =250*(-go2 + 1/(1+exp(-(aa.rgo +10.*z) ))); //dtb derecho

dv[6] =250%(-go3 + 1/(1+exp(-(aa.rgo +1.*aa.FnXII) ))); /dtb izquierdo

dv[7] =250%(-pam + 1/(1+exp(-(aa.rpam +10.%z-10*x))));//PAM
dv[8] =250*(-vtb + 1/(1+exp(-(aa.rpam +10.*pam) ))); //vtb

return;

}

1/

int main() {
int 1,j;
double v[9],dt,t,phi1[3000];

1/

FILE *ptr, *ptr2;

ptr=fopen("presion-tension-dtb2-dtb-vtb.p2.dat","w");

ptr2=fopen("neuronas-p2-new.dat","w");

Vv[0] = 0.02; v[1] = 0.5; v[2] = 0.03; v[3]=0.01; v[4]=0.01; v[5]=0.01; v[6]=0.01; v[7]=0.01; v[8]=0.01;

aa.F=0.; aa.Fdelayed=0.;aa.F2=0.; aa. FnXI1=0.;

aa.rx=-7.45;
aary=-11.5;
aa.rz=-3.83;
aa.rw=-7.;

aa.rgo=-3; // garantiza que empezamos apagado

aa.rpam=-2.;

dt = 1/20000.0;

while(t < 4){

aa.F=0.;aa.Fdelayed=0.;aa. FnX11=0.;aa.F2=0.;

J/EN EL PAPER LOS FnXII Y Fdelayed ESTAN NORMALIZADOS A 1, ENTONCES LOS ALFAS FnXII Y ALFA_Fd LOS VALORES LOS MULTIPLIQUE POR 4
DIRECTO EN LAS ECUACIONES

if((£50.26)&&(t<0.285))aa.F=10;
if((£50.27)&&(t<0.285))aa. FnX1I=10;
if((£>0.29)&&(t<0.315))aa Fdelayed=10;
I/ if((t>0.35)&&(t<0.38))aa. F2=40;

if(£>0.38)&&(t<0.405))aa.F=10;
if((£>0.39)&&(t<0.405))aa FnX1I=10;
if((£>0.41)&&(t<0.435))aa Fdelayed=10;

if((£50.50)&&(t<0.525))aa.F=10;
if((£50.51)&&(t<0.525))aa. FnX1I=10;
if((£>0.53)&&(t<0.555))aa Fdelayed=10;

if((£50.62)&&(t<0.645))aa.F=10;
if((£>0.63)&&(t<0.645))aa FnX1I=10;
if((£>0.65)&&(t<0.675))aa Fdelayed=10;

if((£50.74)&&(t<0.765))aa.F=10;
if((£>0.75)&&(t<0.765))aa. FnX1I=10;
if((£>0.77)&&(t<0.795))aa Fdelayed=10;

if((£50.86)&&(t<0.885))aa.F=10;
if((£>0.87)&&(t<0.885))aa. FnX1I=10;
if((£>0.89)&&(t<0.915))aa Fdelayed=10;

if((£>0.98)&&(t<1.005))aa.F=10;
if((£>0.99)&&(t<1.005))aa. FnX1I=10;
if((>1.01)&&(t<1.035))aa Fdelayed=10;

if((t>1.10)&&(t<1.125))aa.F=10;
if((>1.11)&&(t<1.125))aa FnX1I=10;
if((t>1.13)&&(t<1.155))aa Fdelayed=10;

if(t>1.22)&&(t<1.245))aa.F=10;
if((t>1.23)&&(t<1.245))aa FnX1I=10;
if((t>1.25)&&(t<1.275))aa Fdelayed=10;

rkd(takens, v, 9, t, dt);
t=t+dt;
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// printf("%lg\t%lg\n",v[7],v[4]);

fprintf(ptr2,"%lg\t%lg\ %1 g\ 2elg\t%lg\t%lg\ 1% g\ % g\ %I\ %l g\ %l g%l g\t%lg\n" t,v 0],V 1],v[2],V[3].V[4],v[5].V[6],v[7],v[8], aa.F aa.Fdelayed,aa. FnXII);

fprintf(ptr,"%lg\t%lg\%lg\t%lg\t%lg\n" V[0],v[4],v[S],v[6],v[8]):

fona_circulo.p2-bilateral.c
#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>

#define gamma 9000 //gamma 9000

#define P12 6.2831853

#define IA 16807

#define IM 2147483647

#define AM (1.0/IM)

#define 1Q 127773

#define IR 2836

#define NTAB 32

#define NDIV (1+(IM-1)/NTAB)
#define EPS 1.2e-7

#define RNMX (1.0-EPS)
#define Nforzante 100

#define Nforzados 100

#define N NAMEI_AUX 30
#define N. NAME2_AUX 30
#define S(x) 1/(1+exp(-(x/0.015)))

#define ¢ 35000

struct Par {
double A1; double A2; double A3;
double Anchol; double Ancho2; double Ancho3;
double r;
double forcingl; double forcing2;
double RBoverLB; double sloverLG; double sloverLB; double sloverCH;
double LGoverLB; double RB;

double noise; double rdis; double kappa; double beta; double kappa2;

double vtb; double dtb;
double vtb2; double dtb2; double vs;
} aa;

void takens(int n,double v[],double dv[],double t) {
extern double PRESSURE presion,acople;
double x,y,i1,12,i3,w2,x2,y2, x3, y3;

x=v[0; y=v[1], i1=v[2], i2=V[3]; i3=v[4];x2=v[5].y2=v[6], w2=V[7];

// FUENTE 1
av[0]= y;

dv[1]= aa.beta*gamma*y-1.*gamma*(x-0.)*(x-0.)*y-aa. kappa*(x+.3*x*x*x)*gamma*gamma+gamma*gamma*aa.dtb-gamma*gamma*aa.vtb;

// FILTRO
dv[2]=i2;

dv[3]=-aa.sloverLG*aa.sloverCH*il-aa.rdis*(aa.sloverLB+aa.sloverLG)*i2+i3*(aa.sloverLG*aa.sloverCH-
aardis*aa.RB*aa.sloverLG*aa.sloverLB)+(aa.sloverLG)*aa.forcing2+aa.rdis*aa.sloverLG*aa.sloverLB*aa.forcing1;

dv[4]=-(1/aa.sloverLG)*aa.sloverLB*i2-aa.RB*aa.sloverLB*i3+aa.sloverLB*aa.forcingl;
// FUENTE 2
dv[5]=y2;

dv[6]= aa.beta*gamma*y2-1.*gamma*(x2-0.)*(x2-0.)*y2-aa. kappa2*(x2+.3*x2*x2*x2)*gamma*gamma+gamma*gamma*aa.dtb2-gamma*gamma*aa.vtb2;

av[7]=0.;

return;

}

float ranl(long *idum)

{ . .
int j;
long k;
static long iy=0;
static long iv[NTAB];
float temp;

if (*idum <= 0 || liy) {
if (-(*idum) < 1) *idum=1;
else *idum = -(*idum);
for (j=NTAB+7;j>=0;j--) {
k=(*idum)/1Q;
*idum=IA*(*idum-k*1Q)-IR*k;
if (*idum < 0) *idum += IM;
if (j <NTAB) iv[j] = *idum;
}
iy=iv[0];
}
k=(*idum)/1Q;
*idum=IA*(*idum-k*IQ)-IR*k;
if (*idum < 0) *idum += IM;
j=iy/NDIV;
iy=iv[j];
iv[j] = *idum;
if ((temp=AM*iy) > RNMX) return RNMX;
else return temp;

void nombrarl_parl_par2(char *name_spacel ,int parl,int par2){
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sprintf(name_spacel,"temp.%d.%d.dat" parl,par2);
return;

}

double PRESSURE=0.0; double presion, acople;

int main() {

long idum=(-1);

int 1,j,taux,iii, ik, ikp,kk;

int t,to,maxtau,taul tau2,tau3;

double r12,r23,r21,r32,t12,t21,t23,t32,r34,t34,tiempot,tnoise,tcount;
double *a,*bf,*bb, *cf, *cb, *df, *db;

double anchol,ancho2,ancho3,largol,largo2,largo3;

double dt, ddb,dbold,nada,atenua;

double v[10];

double preout;

FILE *ptr,*ptrl,*ptr2, *ptr3;
char nombre_archivol[N_NAME1 AUX];

for(ik=1;ik<2;ik++){
for(ikp=1;ikp<2;ikp++){

nombrarl_parl_par2(nombre_archivol,ik,ikp);
ptrl=fopen("salida-p2-bilateral2.dat","w");
ptr2=fopen("presion-tension-dtb2-dtb-vtb.p2.dat","r");
//ptr3=fopen("vtb.dat","r");
ptr=fopen("p2-bilateral0.dat","w");

v[0]=.000000000005;v[1]=0.00000000001;
v[2]=.000000000001;v[3]=0.00000000001;
v[4]=.000000000001;
v[5]=.0000000000045;v[6]=.000000000000001;

V[7]=0.;

aa.forcing1=0.;
aa.forcing2=0.;

aa.rdis=7000;

//atenua=ikp*5;

atenua=1;
dt=1./(882000.0);

t0=8000*400; // dos veces el tiempo de la silaba que quiero integrar (el dt es 20 veces la frecuencia de sampleo 44100 y aca esta por 40)

a=(double*) calloc(to,sizeof(double));

bf=(double*) calloc(to,sizeof(double));
bb=(double*) calloc(to,sizeof(double));
cf=(double*) calloc(to,sizeof(double));
cb=(double*) calloc(to,sizeof(double));

db=(double*) calloc(to,sizeof(double));
df=(double*) calloc(to,sizeof(double));

aa.Ancho1=0.2; aa.Ancho2=.2; aa.Ancho3=0.2;

anchol = aa.Anchol; ancho2 = aa.Ancho2; ancho3 = ancho2; largol = 1.5; largo2 =1.5;

largo3 = 1.0;
// largo de traquea de finch, cerca de 3.4 cm.

r12=(anchol-ancho2)/(anchol+ancho2);r21=-r12;
r23=(ancho2-ancho3)/(ancho2+ancho3);r32=-r23;
t12=1+r12;t21=1+121;
123=1+123;t32=1+132;

taul=rint(largo1/(c*dt+0.0));
tau2=rint(largo2/(c*dt+0.0
tau3=rint(largo3/(c*dt+0.0));

fprintf(stderr,"T1,T2,T3 = %d,%d,%d \n" taul,tau2,tau3);
maxtau=tau3;

if(taul>=tau2& &taul>=tau3) maxtau=taul;
if(tau2>=taul & &tau2>=tau3) maxtau=tau2;

t=0;

for (j=0;j<=maxtau;j++) {
bi[j]=0:bb[j]=0:cf[j]=0;cb[j]=0:df[j]=0:db[j]=0;
}

t=maxtau;
taux=0;

//aa.sloverCH=1/Ch

aa.sloverCH=(36*2.5*2/25.)*1e09; //para cerca de 2000
aa.sloverLB=1.*1e-04; // con 7, 2000, con 14, 2700

Capitulo 6

Apéndices

aa.sloverLG=(50*1e-03)/.5; //aqui entra, en el denominador, el parametro . 0.1 9000-0.5 4000-1 2900

aa.RB=1*1e07;

// ch, 1g y Ib adaptar un poco a canarios. lb, lenght beak, lg lenght glottis, Vh volume of helmholtz resonator

while ((t<to)&&(v[1]>-5000000)){
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//for(kk=0;kk<500000;kk++) { //kk=tiempo -> 1/2f*44100

tcount=tcount+dt;
/lprintf("%i\t%Ig\n" kk,tcount);

dbold=dblt];

aft]= (.50)* (1.01*%(1.*(aa.A1*v[1]+aa. A2*v[6])))+bb[t-taul];
// para usar una fuente, aa.Al <> 0 y las otras cero. Para usar
// dos fuentes, aa.Al y aa.A2 distinto de cero

bb[t]=r12*a[t-taul ]+t21*cb[t-tau2];
bf[t]=t12*a[t-taul]+r2 1 *cb[t-tau2];
cb[t]=r23*bf[t-tau2]+t32*db[t-tau3];
cf[t]=t23*bf[t-tau2]+r32*db[t-tau3];
db[t]=-aa.r*cf[t-tau3];

ddb=(db[t]-dbold)/dt;
aa.forcing1=db[t];
aa.forcing2=ddb;

PRESSURE=a[t];
tiempot=tiempot+dt;

anchol = aa.Anchol; ancho2 = aa.Ancho2;
r12=(anchol-ancho2)/(anchol+ancho2);r21=-r12;
r23=(ancho2-ancho3)/(ancho2+ancho3);r32=-r23;
t12=1+r12;t21=1+121;
123=1+123;t32=1+132;

rk4(takens,v,10,t+0.0,dt);
aa.noise=0;
preout=aa.RB*v[4];

if(taux==44) {

fprintf(ptr1,"%lg\t%lg\t%lg\t%Ig\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\n" tiempot,aa.beta,aa.kappa,preout,aa.dtb,aa.vtb,aa. kappa2,aa.dtb2,aa.vtb2);

fscanf(ptr2,"%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%Ilg\n" &aa.beta,&aa.vs,&aa.dtb2,&aa.dtb,&aa.vtb);

aa.beta=aa.beta*2.-0.;

aa.kappa=aa.vs*1.+1.5;

aa.dtb2=aa.dtb2*30.+2.7;//18000.-900;//800.-6;

aa.dtb=aa.dtb*15.-2.;

aa.kappa2=aa.vs*3.+0.7;

aa.vtb=aa.vtb*25.-3;

aa.vtb2=aa.vtb*5.;

taux=0;
fprintf(ptr,"%lg\n",preout);

}

taux++;
fflush(NULL);

if((tiempot>0.096)&&(tiempot<0.31)){
aa.noise=.10*(ran1(&idum)-0.5);

aa.sloverCH=2.25¢10;//(350/0.8)*1e09; //para cerca de 2000
aa.sloverLB=1.*1e-04; // con 7, 2000, con 14, 2700
aa.sloverLG=(0.025); //aqui entra, en el denominador, el parametro . 0.1 9000-0.5 4000-1 2900

aa:noise:.O*(ran1(&idum)-0.5);

}
I/ kk++;
t++;
}
11y

free(a);

free(bf);
free(bb);
free(cf);
free(cb);
free(df);
free(db);

} /el ciclo nuevo ikp
}//el ciclo nuevo ik

6.7.3 Codigos P1

integral-p1-resubmision.c
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/1
#include <stdio.h>
#include <math.h>
#include "rk4.c"

/I
#define P13.1416

#define N NAMEI_AUX 30
#define IA 16807

#define IM 2147483647

#define AM (1.0/IM)

#define 1Q 127773

#define IR 2836

#define NTAB 32

#define NDIV (1+(IM-1)/NTAB)
#define EPS 1.2e-7

#define RNMX (1.0-EPS)

1/
struct Par {

double F; double Fdelayed; double F2; double FnXII; double rx; double ry; double rz; double rw;double rgo; double rpam;} aa:

/1
void takens(int n, double v[], double dv[], double t)

{
double x,y,z,w,g0,202,g203,pam,vtb;

x=v[0]; y=v[1]; z=v[2]; w=v[3]; go=v[4];g02=V[5]; g03=V[6]; pam=V[7]; vtb=v[8];

dv[0] =250%(-x + 1/(1+exp(-(aa.rx +4.5*z+0.*aa.F+10.¥x -4.5*y )))); //RAm exc

dv[1] =250*(-y + 1/(1+exp(-(aa.ry +4.5*z+10.%x + 2*y +0.*pam)))); //RAm inh

dv[2] =20.%(-z + 1/(1+exp(-(aa.rz+35.*aa.Fdelayed +10%z-10*w )))); //RA exc

dv[3] =20.%(-w + 1/(1+exp(-(aa.rw+.0*aa.Fdelayed+25*aa.F2+10*z+2*w )))); //RA inh

dv[4] =250*%(-go + 1/(1+exp(-(aa.rgo+0.*aa.FnXII +10.*(.1¥2+0.17*x-0.*y+0.6*pam) )))); /nXII
dv[5] =250*(-go2 + 1/(1+exp(-(aa.rgo +1.*z) ))); //dtb derecho

dv[6] =250%(-go3 + 1/(1+exp(-(aa.rgo +0.*aa.FnXII) ))); /dtb izquierdo

dv[7] =250*(-pam + 1/(1+exp(-(aa.rpam +1.¥z-10%x))));//PAM

dv[8] =250*(-vtb + 1/(1+exp(-(aa.rgo +10.*pam) ))); //vtb

return;

}

/I
int main() {

int 1,j;

double v[9],dt,t,phi1[3000];
/1
FILE *ptr, *ptr2;
ptr=fopen("presion-tension-dtb2-dtb-vtb.p1-down.dat","w");
ptr2=fopen("neuronas-pl_down.dat","w")

Vv[0] = 0.02; v[1] = 0.5; v[2] = 0.03; v[3]=0.01; v[4]=0.01; v[5]=0.01; V[6]=0.01; v[7]=0.01; v[8]=0.01;

aa.F=0; aa.Fdelayed=0;aa.F2=0; aa.FnXII=0;
aa.rx=-7.55;
aa.ry:

// garantiza que empezamos apagado
aa.rpam=-0.;

dt = 1/20000.0;

while(t <4){
aa.F=0;aa.Fdelayed=0;aa.F2=0;aa.FnXII=0;
if((t>1.)&&(t<1.04))aa.F=10;
if((t>1.01)&&(t<1.05))aa. FnXII=10;
if((t>1.06)&&(t<1.1))aa.Fdelayed=10;
if((£>2.00)&&(t<2.04))aa.F2=10;

I if((£2)&8&(t<2.01))aa.F=50;
/I if((52.01)&&(1<2.02))aa. Fdelayed=50;

rkd(takens, v, 9, t, dt);
t=t+dt;

// printf("%lg\t%lg\n",v[7],v[4]);

fprintf(ptr2,"%Ig\t%lg\ %1 g\ 2slg\t%lg\t%lg 1% g% g\ %I\ t%lg\ %l g%l g\t%lg\n" t,v 0] V[ 1], v[2].V[3T.V[4] VISV 7],

aa.F,aa.F2,aa Fdelayed,aa.FnXII);
fprintfiptr,"%lg\t%Ig\t%lg\t%lg\t%lg\n",v[0],v[4],v[5],v[6],v[8]);
}

1/

}
I

fona_circulo_p1_down.c
#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <math.h>

#include "rk4.c"

#define gamma 9000 /24000

#define P12 6.2831853

#define IA 16807

#define IM 2147483647

#define AM (1.0/IM)

#define 1Q 127773

#define IR 2836

#define NTAB 32

#define NDIV (1+(IM-1)/NTAB)
#define EPS 1.2e-7

v[8],
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#define RNMX (1.0-EPS)

#define Nforzante 100

#define Nforzados 100

#define N NAMEI_AUX 30
#define N. NAME2_AUX 30
#define S(x) 1/(1+exp(-(x/0.015)))
#define ¢ 35000

struct Par {
double A1; double A2; double A3; double dum;
double Anchol; double Ancho2; double Ancho3;
double r;
double forcingl; double forcing2;

double RBoverLB; double sloverLG; double sloverLB; double sloverCH;

double LGoverLB; double RB;

double noise; double rdis; double kappa; double beta; double kappa2;

double vtb; double dtb;
double vtb2; double dtb2; double env; double vs;
} aa;
void takens(int n,double v[],double dv[],double t) {
extern double PRESSURE presion,acople;
double x,y,i1,i2,i3,w2,x2,y2, x3,y3 ;

x=v[0]; y=v[1], i1=v[2], i2=V[3]; i3=v[4];:x2=v[5].y2=v[6], w2=v[7],

// FUENTE 1
av[0]= y;

dv[1]= aa.beta*gamma*y-1.*gamma*(x-0.1)*(x-0.1)*y-aa kappa*(x+.3*x*x*x)*gamma*gamma+gamma*gamma*aa.dtb-gamma*gamma*aa.vtb;

// FILTRO
dv[2]=i2;

dv[3]=-aa.sloverLG*aa.sloverCH*il-aa.rdis*(aa.sloverLB+aa.sloverLG)*i2+i3*(aa.sloverLG*aa.sloverCH-
aardis*aa.RB*aa.sloverLG*aa.sloverLB)+(aa.sloverLG)*aa.forcing2+aa.rdis*aa.sloverLG*aa.sloverLB*aa.forcing1;
dv[4]=-(1/aa.sloverLG)*aa.sloverLB*i2-aa.RB*aa.sloverLB*i3+aa.sloverLB*aa.forcingl;

// FUENTE 2
dv[5]=y2;

dv[6]= aa.beta*gamma*y2-1.*gamma*(x2-0.1)*(x2-0.1)*y2-aa kappa2*(x2+.3*x2*x2*x2)*gamma*gamma+gamma*gamma*aa.dtb2-gamma*gamma*aa.vtb2;

av[7]=0.;

return;

}

float ranl(long *idum)

{ . .
int j;
long k;
static long iy=0;
static long iv[NTAB];
float temp;

if (*idum <= 0 || liy) {

if (-(*idum) < 1) *idum=1;

else *idum = -(*idum);

for (j=NTAB+7;j>=0;j--) {
k=(*idum)/1Q;
*idum=IA*(*idum-k*1Q)-IR*k;
if (*idum < 0) *idum += IM;
if (j <NTAB) iv[j] = *idum;

}
iy=iv[0];

}

k=(*idum)/1Q;
*idum=IA*(*idum-k*IQ)-IR*k;

if (*idum < 0) *idum += IM;

j=iy/NDIV;

iy=iv[j];

iv[j] = *idum;

if ((temp=AM*iy) > RNMX) return RNMX;
else return temp;

}

void nombrarl_parl_par2(char *name_spacel int parl,int par2){
sprintf(name_spacel,"d3-suavetemp.%d.%d.dat" parl,par2);
return;

}

double PRESSURE=0.0; double presion, acople;

int main() {

long idum=(-1);

int 1,j,taux,iii, ik, ikp,kk;

int t,to,maxtau,taul tau2,tau3;

double r12,r23,r21,r32,t12,t21,t23,t32,r34,t34,tiempot,tnoise,tcount;
double *a,*bf,*bb, *cf, *cb, *df, *db;

double anchol,ancho2,ancho3,largol,largo2,largo3;

double dt, ddb,dbold,nada,atenua;

double v[15];

double preout;

double dum;

FILE *ptr,*ptrl,*ptr2, *ptr3;
char nombre_archivol[N_NAME1 AUX];

for(ik=1;ik<2;ik++){
for(ikp=1;ikp<2;ikp++){

nombrarl_parl_par2(nombre_archivol,ik,ikp);
ptrl=fopen("salida-p1-down2.dat","w");
ptr2=fopen("presion-tension-dtb2-dtb-vtb.p1-down.dat","r");
//ptr3=fopen("vtb.dat","r");
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ptr=fopen("pl-down2.dat","w");

v[0]=.000000000005;v[1]=0.00000000001;
v[2]=.000000000001;v[3]=0.00000000001;
v[4]=.000000000001;
v[5]=.000000000005;v[6]=.000000000000001;

aa.forcing1=0.;
aa.forcing2=0.;
tiempot=0.;
tcount=0.;
aa.noise=0;
tnoise=0;

//atenua=ikp*5;
atenua=1;
dt=1./(882000.0);

t0=8000*1600; //441000; // tiempo*dt (en este caso 882000)

a=(double*) calloc(to,sizeof(double));

bf=(double*) calloc(to,sizeof(double));
bb=(double*) calloc(to,sizeof(double));
cf=(double*) calloc(to,sizeof(double));
cb=(double*) calloc(to,sizeof(double));
db=(double*) calloc(to,sizeof(double));
df=(double*) calloc(to,sizeof(double));

aa.Ancho1=0.2; aa.Ancho2=.2; aa.Ancho3=0.2;
anchol = aa.Anchol; ancho2 = aa.Ancho2; ancho3 = ancho2; largol = 1.5; largo2 =1.5;
largo3 = 1.0;

// largo de traquea de finch, cerca de 3.4 cm.

r12=(anchol-ancho2)/(anchol+ancho2);r21=-r12;
r23=(ancho2-ancho3)/(ancho2+ancho3);r32=-r23;
t12=1+r12;t21=1+121;
123=1+123;t32=1+132;

taul=rint(largo1/(c*dt+0.0));
tau2=rint(largo2/(c*dt+0.0));
tau3=rint(largo3/(c*dt+0.0));

fprintf(stderr,"caminando--->T1,T2,T3 = %d,%d,%d \n",taul tau2,tau3);
maxtau=tau3;

if(taul>=tau2& &taul>=tau3) maxtau=taul;
if(tau2>=taul & &tau2>=tau3) maxtau=tau2;

t=0;

for (j=0;j<=maxtau;j++) {
bi[j]=0:bb[j]=0:cf[j]=0;cb[j]=0:df[j]=0:db[j]=0;
}

t=maxtau;
taux=0;

//aa.sloverCH=1/Ch

aa.sloverCH=1.4;
aa.sloverLG=1.8;
aa.rdis=10000;
aa.r=0.2;
aa.sloverLB=1.%1e-04;

// ch, 1g y Ib adaptar un poco a canarios. lb, lenght beak, lg lenght glottis, Vh volume of helmholtz resonator
while ((t<to)&&(v[1]>-5000000)){

dbold=db[t];

aft]= (.50)* (1.01*(1.*(aa.A1*v[1]+aa. A2*v[6])))+bb[t-taul];

// para usar una fuente, aa.Al <> 0 y las otras cero. Para usar
// dos fuentes, aa.Al y aa.A2 distinto de cero

bb[t]=r12*a[t-taul ]+t21*cb[t-tau2];
bf[t]=t12*a[t-taul]+r2 1 *cb[t-tau2];
cb[t]=r23*bf[t-tau2]+t32*db[t-tau3];
cf[t]=t23*bf[t-tau2]+r32*db[t-tau3];
db[t]=-aa.r*cf[t-tau3];

ddb=(db[t]-dbold)/dt;
aa.forcing1=db[t];
aa.forcing2=ddb;

PRESSURE=a[t];

tiempot=tiempot+dt;

anchol = aa.Anchol; ancho2 = aa.Ancho2;

r12=(anchol-ancho2)/(anchol+ancho2);r21=-r12;
r23=(ancho2-ancho3)/(ancho2+ancho3);r32=-r23;

t12=1+r12;t21=1+121;
123=1+123;t32=1+132;

rk4(takens,v,16,t+0.0,dt);
aa.noise=0;
preout=aa.RB*v[4];//*aa.env;//*aa.env;

if(taux==44) {
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fprintfptr1,"%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\n" tiempot,aa.beta,aa.kappa,preout,aa.dtb,aa.vtb,aa. kappa2,aa.dtb2 aa.vtb2);

fscanf(ptr2,"%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%Ig\n" ,&aa.beta,&aa.vs,&aa.dtb2,&aa.dtb, &aa.vtb);

aa.beta=aa.beta*2-0.85;
aa.kappa=aa.vs*1.5-0.;
aa.dtb=aa.dtb*1;//100;
aa.kappa2=aa.vs*1+3;
aa.dtb2=aa.dtb2*10+3;//8000+0;

aa.vtb=aa.vtb*5-0.1;

taux=0;
fprintf(ptr,"%lg\n",preout);
}

taux++;

fflush(NULL);

if((tiempot>1.25)&&(tiempot<=2.4)) {
aa.noise=.10*(ran1(&idum)-0.5);

aa.Al=1.;
aa.kappa=aa.vs*1.7+1.5;

//[FILTRO

aa.r=0.2;

aa.sloverCH=(1.5)*1el1; //para cerca de 2000

aa.sloverLB=1.*1e-04; // con 7, 2000, con 14, 2700

aa.sloverLG=(0.0014); //aqui entra, en el denominador, el parametro . 0.1 9000-0.5 4000-1 2900
aa.RB=(.5)*1e07;

aa.rdis=(30)*(100000.);

aa.noise=.3*(ranl(&idum)-0.5);

/*

aa.r=0.0000001;
aa.sloverLB=1.%1e-03;
aa.RB=(.5)*1e07;
aa.noise=1.*(ran1(&idum)-0.5);
*/

}

tH

}

fprintf(stderr,"samporote\n");

free(a);

free(bf);
free(bb);
free(cf);
free(cb);
free(df);
free(db);

} /el ciclo nuevo ikp
}//el ciclo nuevo ik

6.7.4 Codigos PULSATIL

Integral-pulsatil-resubmission.c

/I
#include <stdio.h>
#include <math.h>
#include "rk4.c"

/I
#define PI 3.1416

#define N_NAME1_AUX 30
#define IA 16807

#define IM 2147483647

#define AM (1.0/IM)

#define 1Q 127773

#define IR 2836

#define NTAB 32

#define NDIV (1+(IM-1)/NTAB)
#define EPS 1.2e-7

#define RNMX (1.0-EPS)

/I
struct Par {

double F; double Fdelayed; double F2; double FnXII; double rx; double ry; double rz; double rw; double rgo;double rpam;} aa;

/I
void takens(int n, double v[], double dv[], double t)
{

double x,y,z,w,g0,202,203,pam,vtb;

x=v[0]; y=v[1]; z=v[2]; w=v[3]; go=v[4];g02=V[5]; g03=V[6]; pam=V[7]; vtb=v[8];

dv[0] =250%(-x + 1/(1+exp(-(aa.rx+6.0%*z+0.*aa.F+10.*x -6.2*y )))); //RAm exc

dv[1] =250*(-y + 1/(1+exp(-(aa.ry+6.0*z+10.*x + 2*y +0.*pam)))); //RAm inh

dv[2] =20.%(-z + 1/(1+exp(-(aa.rz+5.*aa.Fdelayed+0.*aa.F2 +10*z-10*w )))); //RA exc

dv[3] =20.%(-w + 1/(1+exp(-(aa.rw+.0*aa.Fdelayed+5*aa. F2+10*z+2*w )))); /RA inh

dv[4] =250*%(-go + 1/(1+exp(-(aa.rgo+1.*aa.FnXII +10.*(.15*z+.11*x-0.*y+0.*pam) )))); /nXIL
dv[5] =250*(-go2 + 1/(1+exp(-(aa.rgo +1.*z) ))); //dtb derecho
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dv[6] =250*(-go3 + 1/(1+exp(-(aa.rgo +1.*aa.FnXII) ))); /dtb izquierdo
dv[7] =250%(-pam + 1/(1+exp(-(aa.rpam +0.¥z-10.%x))));//PAM
dv[8] =250*(-vtb + 1/(1+exp(-(aa.rpam +10.*pam) ))); //vtb

return;

}

1/
int main() {

int 1,j;

double v[9],dt,t,phi1[3000];
/I

FILE *ptr, *ptr2;
ptr=fopen("presion-tension-dtb2-dtb-vtb.pulsatil-up.dat","w");
ptr2=fopen("neuronas-pulsatil_up.dat","w");

v[0] = 0.02; v[1] = 0.5; v[2] = 0.03; v[3]=0.01; v[4]=0.01; v[5]=0.01; v[6]=0.01; v[7]=0.01; v[8]=0.1;

aa.F=0; aa.Fdelayed=0;aa.F2=0; aa.FnXII=0;
5;

dt = 1/20000.0;

while(t <4){
aa.F=0;aa.Fdelayed=0;aa.F2=0;aa.FnXII=0;
if((t>1.)&&(t<1.04))aa.F=10;
if((t>1.01)&&(t<1.05))aa. FnX11=0;
if((t>1.06)&&(t<1.1))aa.Fdelayed=10;
if((t>1.76)&&(t<1.8))aa.F2=10;

I i((2)&8&(t<2.01))aa.F=50;
/I if((52.01)&&(1<2.02))aa. Fdelayed=50;

rkd(takens, v, 9, t, dt);
t= t+dt;

// printf("%lg\t%lg\n" v 7],v[4]);
fprintf(ptr2,"%lg\t%lg\ %l Vel g\t %I\ %lg\ % g\l g\tlg\t%lg\ %l g 1%l g\l g\t%lg\n" t,v 0], V[ 1],v[2],V3].v[4].V[S].V[6],v[7],v[8], aa.F aa.F2,aa Fdelayed,aa. FnXII);
fprintf(ptr,"%lg\t%lg\1%slg\t%lg\t%lg\n" v[0],v[4],v[S].v[6],V[8]):

fona_circulo_pulsatil_up.c

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>
#include "rk4.c"

#define gamma 9000//24000

#define P12 6.2831853

#define IA 16807

#define IM 2147483647

#define AM (1.0/IM)

#define 1Q 127773

#define IR 2836

#define NTAB 32

#define NDIV (1+(IM-1)/NTAB)
#define EPS 1.2e-7

#define RNMX (1.0-EPS)
#define Nforzante 100

#define Nforzados 100

#define N NAMEI_AUX 30
#define N NAME2_AUX 30
#define S(x) 1/(1+exp(-(x/0.015)))

#define ¢ 35000

struct Par {
double Al; double A2; double A3; double dum;
double Anchol; double Ancho2; double Ancho3;
double r;
double forcingl; double forcing2;
double RBoverLB; double sloverLG; double sloverLB; double sloverCH;
double LGoverLB; double RB;
double noise; double rdis; double kappa; double beta; double kappa2;
double vtb; double dtb;
double vtb2; double dtb2; double env; double vs;
} aa;

void takens(int n,double v[],double dv[],double t) {
extern double PRESSURE presion,acople;
double x,y,i1,i2,i3,w2,x2,y2, x3,y3 ;

x=v[0]; y=v[1], i1=v[2], i2=V[3]; i3=v[4];x2=v[5].y2=v[6], w2=v[7],

// FUENTE 1

dv[0]= y;

dv[1]= aa.beta*gamma*y-1.*gamma*(x-0.)*(x-0.)*y-aa. kappa*(x+.3*x*x*x)*gamma*gamma+gamma*gamma*aa.dtb-gamma*gamma*aa.vtb;
// FILTRO

dv[2]=i2;

dv[3]=-aa.sloverLG*aa.sloverCH*il-aa.rdis*(aa.sloverLB+aa.sloverLG)*i2+i3*(aa.sloverLG*aa.sloverCH-
aardis*aa.RB*aa.sloverLG*aa.sloverLB)+(aa.sloverLG)*aa.forcing2+aa.rdis*aa.sloverLG*aa.sloverLB*aa.forcing1;
dv[4]=-(1/aa.sloverLG)*aa.sloverLB*i2-aa.RB*aa.sloverLB*i3+aa.sloverLB*aa.forcingl;

// FUENTE 2
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av[5]=y2;
dv[6]= aa.beta*gamma*y2-1.*gamma*(x2-0.)*(x2-0.)*y2-aa kappa2*(x2+.3*x2*x2*x2)*gamma*gamma+gamma*gamma*aa.dtb2-gamma*gamma*aa.vtb2;

av[7]=0.;

return;

}

float ranl(long *idum)

{ . .
int j;
long k;
static long iy=0;
static long iv[NTAB];
float temp;

if (*idum <= 0 || liy) {

if (-(*idum) < 1) *idum=1;

else *idum = -(*idum);

for j=NTAB+7:j>=0;j--) {
k=(*idum)/1Q;
*idum=IA*(*idum-k*1Q)-IR*k;
if (*idum < 0) *idum += IM;
if (j <NTAB) iv[j] = *idum;

}

iy=iv[0];

}

k=(*idum)/1Q;
*idum=IA*(*idum-k*IQ)-IR*k;

if (*idum < 0) *idum += IM;

j=iy/NDIV;

iy=iv[j];

iv[j] = *idum;

if ((temp=AM*iy) > RNMX) return RNMX;
else return temp;

}

void nombrarl_parl_par2(char *name_spacel int parl,int par2){
sprintf(name_spacel,"d3-suavetemp.%d.%d.dat" parl,par2);
return;

}

double PRESSURE=0.0; double presion, acople;

int main() {

long idum=(-1);

int 1,j,taux,iii,ik,ikp,kk;

int t,to,maxtau,taul tau2,tau3;

double r12,r23,r21,r32,t12,t21,t23,t32,r34,t34,tiempot,tnoise,tcount;
double *a,*bf,*bb, *cf, *cb, *df, *db;

double anchol,ancho2,ancho3,largol,largo2,largo3;

double dt, ddb,dbold,nada,atenua;

double v[15];

double preout;

double dum;

FILE *ptr,*ptrl,*ptr2, *ptr3;
char nombre_archivol[N_NAME1 AUX];

for(ik=1;ik<2;ik++){
for(ikp=1;ikp<2;ikp++){

nombrarl_parl_par2(nombre_archivol,ik,ikp);
ptrl=fopen("salida-pulsatil-up.dat","w");
ptr2=fopen("presion-tension-dtb2-dtb-vtb.pulsatil-up.dat","r");
//ptr3=fopen("vtb.dat","r");

ptr=fopen("pulsatil-up.dat","w");

v[0]=.000000000005;v[1]=0.00000000001;
v[2]=.000000000001;v[3]=0.00000000001;
v[4]=.000000000001;
v[5]=.000000000005;v[6]=.000000000000001;

aa.forcing1=0.;
aa.forcing2=0.;
tiempot=0.;
tcount=0.;
aa.noise=0;
tnoise=0;

//atenua=ikp*5;

dt=1./(882000.0);
t0=8000*800; //441000; // tiempo*dt (en este caso 882000)

a=(double*) calloc(to,sizeof(double));

bf=(double*) calloc(to,sizeof(double));
bb=(double*) calloc(to,sizeof(double));
cf=(double*) calloc(to,sizeof(double));
cb=(double*) calloc(to,sizeof(double));
db=(double*) calloc(to,sizeof(double));
df=(double*) calloc(to,sizeof(double));

aa.Ancho1=0.2; aa.Ancho2=.2; aa.Ancho3=0.2;
anchol = aa.Anchol; ancho2 = aa.Ancho2; ancho3 = ancho2; largol = 1.5; largo2 =1.5;
largo3 = 1.0;

// largo de traquea de finch, cerca de 3.4 cm.
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r12=(anchol-ancho2)/(anchol+ancho2);r21=-r12;
r23=(ancho2-ancho3)/(ancho2+ancho3);r32=-r23;
t12=1+r12;t21=1+121;
123=1+123;t32=1+132;

taul=rint(largo1/(c*dt+0.0));
tau2=rint(largo2/(c*dt+0.0));
tau3=rint(largo3/(c*dt+0.0));

fprintf(stderr,"caminando--->T1,T2,T3 = %d,%d,%d \n",taul tau2,tau3);
maxtau=tau3;

if(taul>=tau2& &taul>=tau3) maxtau=taul;
if(tau2>=taul & &tau2>=tau3) maxtau=tau2;

t=0;

for (j=0;j<=maxtau;j++) {
bi[j]=0:bb[j]=0:cf[j]=0;cb[j]=0:df[j]=0:db[j]=0;
}

t=maxtau;
taux=0;

//aa.sloverCH=1/Ch

aa.sloverCH=1.4;
aa.sloverLG=1.8;
aa.rdis=10000;
aa.r=0.2;
aa.sloverLB=1.%1e-04;

// ch, 1g y Ib adaptar un poco a canarios. lb, lenght beak, lg lenght glottis, Vh volume of helmholtz resonator

while ((t<to)&&(v[1]>-5000000)){
dbold=dblt];
a[t]= (.50)* (1.01*(1.*(aa. Al*v[1]+aa. A2*v[6])))+bb[t-taul];

// para usar una fuente, aa.Al <> 0 y las otras cero. Para usar
// dos fuentes, aa.Al y aa.A2 distinto de cero

bb[t]=r12*a[t-taul ]+t21*cb[t-tau2];
bf[t]=t12*a[t-taul]+r2 1 *cb[t-tau2];
cb[t]=r23*bf[t-tau2]+t32*db[t-tau3];
cf[t]=t23*bf[t-tau2]+r32*db[t-tau3];
db[t]=-aa.r*cf[t-tau3];

ddb=(db[t]-dbold)/dt;
aa.forcing1=db[t];
aa.forcing2=ddb;

PRESSURE=a[t];
tiempot=tiempot+dt;

anchol = aa.Anchol; ancho2 = aa.Ancho2;
r12=(anchol-ancho2)/(anchol+ancho2);r21=-r12;
r23=(ancho2-ancho3)/(ancho2+ancho3);r32=-r23;
t12=1+r12;t21=1+121;
123=1+123;t32=1+132;

rk4(takens,v,16,t+0.0,dt);
aa.noise=0;
preout=aa.RB*v[4];//*aa.env;//*aa.env;

if(taux==44) {

fprintfiptr1,"%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%lg\n" tiempot,aa.beta,aa.kappa,preout,aa.dtb,aa.vtb,aa. kappa2,aa.dtb2,aa.vtb2);
fscanf(ptr2,"%lg\t%lg\t%lg\t%lg\t%Ig\n" ,&aa.beta,&aa.vs,&aa.dtb,&aa.dtb2,&aa.vtb);

aa.beta=aa.beta*1-0.25;
aa.kappa=aa.vs*1.6+0.1;
aa.dtb=aa.dtb*1.;//10-4.7,//100;
aa.kappa2=aa.vs*30.-0.;
aa.dtb2=aa.dtb2*1;//8000+0;
aa.vtb2=aa.vtb*0.-0.;

taux=0;
fprintf(ptr,"%lg\n",preout);
}

taux++;

fflush(NULL);

if((tiempot>1.23)&&(tiempot<=1.79)){
aa.noise=.10*(ran1(&idum)-0.5);
aa.A2=1.;

aa.A1=0.;

aa.kappa2=aa. kappa2-0.22;

//aa.r=0.000005;

aa.r=0.9;
//aa.sloverLB=1.*1e-03;

/faa. RB=(.5)*1e07;
/faa.noise=1.*(ranl(&idum)-0.5);

aa.sloverCH=(3.0)*lel1; //para cerca de 2000
aa.sloverLB=1.*1e-04; // con 7, 2000, con 14, 2700

aa.sloverLG=(0.0018); //aqui entra, en el denominador, el parametro . 0.1 9000-0.5 4000-1 2900

aa.RB=(.9)*1e07;
aa.rdis=(5)*(100000.);
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aa.noise=.7*(ranl(&idum)-0.5);

}

fprintf(stderr,"samporote\n");

free(a);

free(bf);
free(bb);
free(cf);
free(cb);
free(df);
free(db);

} /el ciclo nuevo ikp
}//el ciclo nuevo ik

6.8 Programas de Adquisicion de MATLAB

En esta seccion se copian los programas de adquisicion de las distintas variables fisiologicas

reportadas en esta tesis.

6.8.1 Adquisicion de Presion y actividad electromiografica (EMG)

AVIMAT v2017_01_3.m
YooY %% %6 %% % Y6 a %% Yoo %% Yoo %% Yo e %% Yoo %% Yoo %% Yo Yo %% Yo Yo %% Yo YoY% Yo YoY% Yoo %% oo Yo% Yo Yo %% e YoY% Yoo Yo% o Yo %% Yo Yo %% e %o %% %o %%

%GRABO SONIDO, vS izq, vS der y PRESION

% AVIMAT Gogui versién Enero 2017
% AVIMAT Gogui versién Octubre 2014
% AVIMAT Goldin versién Septiembre 2012

% AVIMAT Alliende Arneodo (y el help de Matlab) versién 10-06-2010

clear all

dagreset

fin=2;

%DE DONDE GRABAR Y TODO ESO

%carpeta base (sin la / al final): es donde va a generar carpetas con la fecha

carpeta_base='C:\Users\usuario\Desktop\Gogui.2017\presion-tension';

nombreave='test3' %identificacién del pajaro a grabar

%trigger con sonido

tiempo_medir=3600*72; %segundos totales que se va a medir

tiempo_file=10; %segundos de medida por cada trigger

umbral_trigger=0.2;%umbral de disparo. para setearlo uso dataagauxnew.m

canal_trigger=1; %canal que se usa para trigger

tiempo_ventana=1; %tiempo en segundos de la ventana en la geu se fija si hay canto o no

umbralventana=500;%3000; %umbral sonido del tiempo de la ventana para setearlo uso dataagauxnew.m
gun segundo sin ruido tipicamente da una integral de 200

SampleRate= 44150 % en Samples/sec (S/s);

SamplesVentana=ceil (SampleRate*tiempo_ventana) %el nimero de muestras por ventana

t_start=clock; %da Current date and time as date vector

seguir=1;

n=1;

SamplesPerTrigger = ceil(tiempo_file * SampleRate); % number of total Samples

%En general de aqui para abajo no es necesario modificaciones

while(seguir)

%seteo
AI = analoginput('nidaq', 'Devl’'); % set the device
ch = addchannel(AI, [1 2 3 4], {'sound',6 'vsl',6 'vs2', 'pressure'}); % set four channels on the board

set(AI, 'SampleRate',SampleRate)
set(AI, 'SamplesPerTrigger', SamplesPerTrigger)

set(AI, 'TriggerChannel', ch(canal_trigger)); %sets which channel is the trigger

set(AI, 'TriggerType', 'software'); % sets type of trigger

set(AI, 'TriggerRepeat', 0); % number of triggers 0 just once

set(AI, 'TriggerCondition', 'rising'); %

set(AI, 'TriggerConditionValue',umbral_trigger); % level of trigger

set(AI, 'TriggerDelay', -1); % time recording before the trigger set(in, 'TriggerDelayUnits', 'seconds');

set(AI, 'TimeOut', tiempo_medir+l); % %espera como mucho una hora. esto es para que no se quede colgada y haga los
otros checks
%

start(AI) %starts data adquisiton

i=1;

kk=0;

while AI.SamplesAcquired < AI.SamplesPerTrigger
while AI.SamplesAcquired < SamplesVentana*i

end
data = peekdata(AI,SamplesVentana);
S=sum(abs(data)); %integral de la ventana

if (S<umbralventana & kk==0) % Si la intregral es menor que el umbral
fin=AI.SamplesAvailable; % solo graba hasta las SamplesAvailable
kk=1;

elseif S>umbralventana
fin=AI.SamplesAvailable;
kk=0;
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end

end

%
(o}
s

wait(AI,tiempo_file+l) %espera que que se termine la adquisicién
hannels=getdata(AI); %guarda los datos en la variable
top (AI)

vsl
vs2

= channels(1l:fin,2);
= channels(1l:fin,3);

pressure = channels(l:fin,4); %me quedo con los datos que sirven
sound = channels(1l:fin,1);

del

ete(AI);

clear AI channels;

%

para dar nombre a los archivos

n=n+1;

cuando=fix(clock);

fecha=[num2str(cuando(1l), '%02i'),'-"',num2str(cuando(2),'%02i'), " '-"',num2str(cuando(3),'%02i')];
hora=[num2str(cuando(4),'%02i') ' num2str(cuando(5),'%02i') '.' num2str(cuando(6),'%02i')]
carpeta=[carpeta_base,'\"',fechal;

if (length(dir(carpeta))==0)

mkdir (carpeta);
end
name_s=[carpeta '\' 's_' nombreave '_' fecha '_' hora
name_p=[carpeta '\' 'p_' nombreave '_' fecha '_
name_vsl=[carpeta '\' 'vsl_' nombreave '_' fecha
name_vs2=[carpeta '\' 'vs2_' nombreave '_' fecha
grab=[nombreave '_' hora]
s=int2str(n); $pase de numero a string
filename_s=[name_s,num2str(s, '%03i'),"'.wav']; %genera el nombre del archivo de sonido
filename_p=[name_p,s,'.wav']; %genera el nombre del archivo de presion
filename_vsl=[name_vsl,s,'.wav']; %genera el nombre del archivo de vsl
filename_vs2=[name_vs2,s,'.wav']; %genera el nombre del archivo de vs2
%filenamed s=[name_s,s,'.dat'];
%filenamed p=[name_p,s,'.dat'];

if length(sound)>SampleRate*1.5 %para que grabe files de mas de 1.5 seg

end

% en

%che
if (e
else
end

end
beep

wavwrite(normalizaruncanal(sound),SampleRate,filename_s); % saves as .wav files

wavwrite(normalizaruncanal (pressure),44150,filename_p); %normalized
wavwrite(normalizaruncanal(vsl),44150,filename vsl); %normalized
wavwrite(normalizaruncanal(vs2),44150,filename vs2); %normalized
%dlmwrite(filenamed_s,son, 'delimiter','\t', 'precision’',6)
%dlmwrite(filenamed_s,pre, 'delimiter','\t', 'precision’',6)

d

quea si ya termind el tiempo maximo que se puso para madir
time(clock,t_start)<=tiempo_medir)

seguir=1;

seguir=0;

%0%%%%0%%0%0%%%%%%0%6%%%%6%0%0%% %% %% %0%%%6% %% %% %% % %% %% %% % %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% % %% %% %% %

dataaw:

X.m

%0%%%%0%%0%0%%%%%0%0%6%%%%6%0%0%% %% %% %0%%%6% %% %0%%%6% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %6% %% %% % %% %% %% % %% %% % %% %% %% %

close all

clear all

%uso este para ver los valores de umbral y para calibrar el trigger
%y el umbral para dejar de grabar

duration =10; %tiempo que se quiere monitorear
ventana=1;%tiempo de la ventana a analizar si hay silencio

Al = analoginput('nidaq','Dev1');

chan =
set(AL'

addchannel(AL[1 2]);
SampleRate',44150);

ActualRate = floor(get(AL'SampleRate'));

set(AL'

SamplesPerTrigger',ceil(duration*ActualRate))

blocksize = get(Al,'SamplesPerTrigger');
tiempo_ventana=1 %tiempo en segundos de la ventana en la qeu se fija si hay canto o no
o

start(Al)

%wait(Al,duration + 1)

[data time] = getdata(Al);

delete(Al)

clear Al

%hace un plot de los datos, para ver a ojo cual es el umbral
max(data) %este es el umbral a lo cuadrado
Y%wavwrite(data,44150,'prusonffso.wav');

subplotf
subplotf

(311),plot(time,data(:,1)); %plotea canal 1
(312),plot(time,data(:,2)); %plotea canal 2

%emg=data(:,1);
son=data(:,1);
N=length(son)/(ActualRate*tiempo_ventana);

for i=1:

S(i)=

end

N
sum(abs(son(1+(i-1)*ActualRate*tiempo_ventana:i*ActualRate*tiempo_ventana)));

subplot(313),plot(S,'.") % de este plot se elegir el umbral de la ventana apropiado
wavwrite(normalizaruncanal(data),ActualRate,'pru.wav');

%0%%%%6%%0%0%%%%%%0%6%%%%6%%0% %% % %% %% %% % %% %0%6%%6% %% %% %% % %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %

isInIntervals.m

function [ belongs ] = isInIntervals(x, intervals)
%UNTITLED checks if x is in the intervales
belongs=0;

:(length(intervals)/2)

if x>=intervals(2*i-1) && x<intervals(2*i), belongs=1; end

end
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end
96%%%%%%%%%% % %% %% %6 %% %%%% %% % %% % %% %% % %0 % % %% %0 % % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% %% %6 %% %% % %6 % % %% % % % Yo

normalizaruncanal.m

function [normalizada]=normalizar(entrada)
normalizada=1.998*(entrada-(max(entrada)+min(entrada))/2.)/(max(entrada)-min(entrada));

%0%%%%6%%0%0%0%%%%%0%6%%%%6%%0%% %% %% %% %% % %% %0%6%%6% %% %% %% % %% %% % %% %0%0 %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %

6.8.2 Adquisicion de actividad neuronal (tipo single-units) de HVC y RA

Programa.m

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
% Esta es una GUI simple pensada para llevar a cabo los experimentos de %

% selectividad en HVC con animal dormido/anestesiado. Puede ajustarse fa- %

% cilmente a otras necesidades. %

% Autor: Santiago Boari. Version 1.0: Enero 2015.

%

% Version 2.0 Septiembre 2015

%

% - Se Agrega funcion para adquirir actividad mientras se estimula con

% electrodo bipolar para experimentos de Antidromic Stimulation.

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%%6 %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %

function varargout = Programa(varargin)

% Programa MATLAB countitlde for Programa.fig

%  Programa, by itself, creates a new Programa or raises the existing

%  singleton*.

%  H = Programa returns the handle to a new Programa or the handle to

%  the existing singleton*.

%  Programa('CALLBACK'hObject,eventData,handles,...) calls the local

%  function named CALLBACK in Programa.M with the given input arguments.
%  Programa('Property','Value',...) creates a new Programa or raises the

%  existing singleton*. Starting from the left, property value pairs are

%  applied to the GUI before Programa_OpeningFcn gets called. An

%  unrecognized property name or invalid value makes property application

%  stop. All inputs are passed to Programa_OpeningFcn via varargin.

%  *See GUI Options on GUIDE's Tools menu. Choose "GUI allows only one
%  instance to run (singleton)".

% See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES
% Edit the above text to modify the response to help Programa
% Last Modified by GUIDE v2.5 29-Sep-2015 16:24:44

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

gui_Singleton = 1;

gui_State = struct('gui_Name', mfilename, ...
'gui_Singleton', gui_Singleton, ...
'gui_OpeningFen', @Programa_OpeningFen, ...
'gui_OutputFen', @Programa_OutputFen, ...
'gui_LayoutFen', [], ...
'gui_Callback', []);

if nargin && ischar(varargin{1})

gui_State.gui_Callback = str2func(varargin{1});
end

if nargout
[varargout{1:nargout}] = gui_mainfcn(gui_State, varargin{:});
else
gui_mainfen(gui_State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%%6 %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %6 % % %% %6 %% %% %6 %% % %% % % % %% % % % % % %
% --- Codigos a ejecutar antes de que aparezca el programa. %

% NOTA: aca creo los 'objetos' necesarios que puedo llamar desde los %

% distintos botones y funciones. P.¢j, el objeto de video que generael %

% archivo 'create_vidobj.m' crea un elemento de video 'winvideo' para usar%

% con la camara. %

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % % %6 % % % %% % % % % % %

function Programa_OpeningFcen(hObject, eventdata, handles, varargin)
% This function has no output args, see OutputFcn.

% hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

% varargin command line arguments to Programa (see VARARGIN)

% Choose default command line output for Programa

handles.output = hObject;

96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %% %6 %0 %% %% %0 %% %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % % %6 % % % %% % % % %% %
% Esta seccion es la que contiene todas las variables 'de fondo' que %

% se almacenen para mandar a los distintos scripts o funciones. %

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %0 %% %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
[handles.vid,handles.hImage] = create_vidobj(handles.axPreview);

set(handles.axPreview,"Y TickLabel',[]);

set(handles.axPreview,'X TickLabel',[]);

currentfolder=pwd;

set(handles.txt_basefolder,'String',currentfolder);

% Update handles structure

guidata(hObject, handles);

% UIWAIT makes Programa wait for user response (see UIRESUME)
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% uiwait(handles.figurel);

% --- Outputs from this function are returned to the command line.
function varargout = Programa_OutputFen(hObject, eventdata, handles)
% varargout cell array for returning output args (see VARARGOUT);
% hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Get default command line output from handles structure
varargout{1} = handles.output;

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
% CALLBACKS SECTION: En la seccion que sigue estan listadas todas las %

% funciones 'callback' para cada uno de los elementos de la GUL En caso %

% de tener que modificar alguno, usar Ctrl+F y buscarlo por su nombre en %

% GUIDE (o por su nombre, todos tienen nombres relacionados con lo que %

% hacen. %

% NOTA: Muchas callbacks llaman a otros .m que estan en el mismo %

% directorio, esto lo hice asi para que cada subrutina no quedara nesteada%

% en medio de todas las callbacks. %

96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% % % % %% % % % %% %

96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
% --- tbOnOff es un 'toggle button', que significa que puede tener %
% comportamientos distintos si esta presionado o no. Uso este tipode %
% boton para el boton de encendido/apagado de la webcam. %
96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% %6 %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% % % % %% % % % % % %
function tbOnOff Callback(hObject, eventdata, handles)
button_state = get(hObject,'Value'); % Se fija en que estado esta el boton
if button_state == get(hObject,'Max') % Si el boton esta presionado...
set(handles.tbOnOff,'String','ON'); % Cambia el texto a 'ON?
set(handles.tbOnOff,'BackgroundColor', [0 1 0]); % pone color verde
preview(handles.vid, handles.hImage); % Empieza el preview de la webcam
elseif button_state == get(hObject,'Min') % Si el boton no esta ON.
set(handles.tbOnOff,'String','OFF"); % Cambia el texto a 'OFF'
set(handles.tbOnOff,'BackgroundColor', [1 0 0]); % pone color rojo
stoppreview(handles.vid); % Termina la preview
%!NOTA: Por algun motivo se queda congelada la imagen en el ultimo
%frame que habia antes de stoppreview. Todavia no se como hacer
%para que vuelva a poner una imagen en negro.
end
% hObject  handle to tbOnOff (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hint: get(hObject,'Value') returns toggle state of tbOnOff

function txt_basefolder Callback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to txt_basefolder (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get(hObject,'String') returns contents of txt_basefolder as text
% str2double(get(hObject,'String')) returns contents of txt_basefolder as a double

% --- Executes during object creation, after setting all properties.
function txt_basefolder CreateFen(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to txt_basefolder (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.

%  See ISPC and COMPUTER.

if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set(hObject,'BackgroundColor','white');

end

% --- Executes on button press in pbBrowse.
function pbBrowse_Callback(hObject, eventdata, handles)
indir=uigetdir;
if indir ~= 0
set(handles.txt_basefolder,'string',indir)
else
currentfolder=pwd;
set(handles.txt_basefolder,'string',currentfolder)
end

% hObject handle to pbBrowse (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

function txt_repet_Callback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to txt_repet (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get(hObject,'String') returns contents of txt_repet as text
% str2double(get(hObject,'String')) returns contents of txt_repet as a double

% --- Executes during object creation, after setting all properties.
function txt_repet_CreateFen(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to txt_repet (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns called
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% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.

%  See ISPC and COMPUTER.

if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set(hObject,'BackgroundColor','white');

end

function txt Nrep_Callback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to txt_Nrep (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get(hObject,'String') returns contents of txt_Nrep as text
% str2double(get(hObject,'String')) returns contents of txt_Nrep as a double

% --- Executes during object creation, after setting all properties.
function txt Nrep_CreateFen(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to txt_Nrep (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.

%  See ISPC and COMPUTER.

if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set(hObject,'BackgroundColor','white');

end

function txt_tiempo_file Callback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to txt_tiempo_file (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: get(hObject,'String') returns contents of txt_tiempo_file as text
% str2double(get(hObject,'String")) returns contents of txt_tiempo_file as a double

% --- Executes during object creation, after setting all properties.
function txt_tiempo_file CreateFcn(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to txt_tiempo_file (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns called

% Hint: edit controls usually have a white background on Windows.

%  See ISPC and COMPUTER.

if ispc && isequal(get(hObject,'BackgroundColor'), get(0,'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set(hObject,'BackgroundColor','white');

end

% --- Ejecuta el llamado para hacer las mediciones en el experimento.
% Utiliza las variables 'txt_basefolder' para determinar la carpeta base,
% 'txt_repet', para obtener el numero de repeticion, 'txt_Nrep' para
% obtener el numero de veces de repeticion de cada estimulo y
% 'txt_tiempo_file' para el tiempo de cada file. Con eso, llama a cada uno
% de los subscripts que hacen cada parte:
% * namegen.m -> toma las variables y genera el nombre de la carpeta
% * crealista.m -> generador de la lista de estimulos a presentar y
% 'estimulos.txt'. INOTA: esta version quedo igual que estaba antes, me
% estoy centrando en poner todo en la GUI antes de modificar mucho las
% subrutinas involucradas.
%
function pbGo_Callback(hObject, eventdata, handles)
%if isempty(daq.getDevices)==
% msgbox('No se detectaron dispositivos DAQ en el sistema’, 'Error’, 'error')
% return
% end
par.base_folder=get(handles.txt_basefolder,'String');
par.repeticion=str2double(get(handles.txt_repet,'String'));
par.Nrep=str2double(get(handles.txt Nrep,'String'));
par.tiempo_file=str2double(get(handles.txt_tiempo_file,'String'));
[status,exp.foldername]=namegen(par);
% Chequeo si se pudo crear el directorio nuevo o no
if status==0 % Si no se creo....

return % No ejecuta nada mas
end
[par.stimulus_folder,exp.estimulos,exp.lista]=crealista(par,exp.foldername);
acquiredata(par,exp,handles);
% hObject handle to pbGo (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

% --- Executes on button press in pbTest.

function pbTest_Callback(hObject, eventdata, handles)

%if isempty(daq.getDevices)==

% msgbox('No se detectaron dispositivos DAQ en el sistema’, 'Error’, 'error')
% return

% end

par.base_folder=get(handles.txt_basefolder,'String');

par.Nrep=1;

[par.stimulus_folder,exp.estimulos,exp.lista]=crealista_test(par);
presentdata(par,exp);

% hObject handle to pbTest (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)
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% --- Executes on button press in pbEspontanea.

function pbEspontanea_Callback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to pbEspontanea (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB

% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

%if isempty(daq.getDevices)==1 || isempty(daghwinfo.InstalledAdaptors)==
% msgbox('No se detectaron dispositivos DAQ en el sistema’, 'Error’, 'error')
% return

par.base_folder=get(handles.txt_basefolder,'String');
par.repeticion=str2double(get(handles.txt_repet,'String'));
par.tiempo_file=str2double(get(handles.txt_tiempo_file,'String'));
acquirespdata(par,handles)

% --- Executes on button press in pbAbort.

function pbAbort_Callback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to pbAbort (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)

% --- Executes on button press in aquirestimuli.

function aquirestimuli_Callback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to aquirestimuli (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles  structure with handles and user data (see GUIDATA)
par.base_folder=get(handles.txt_basefolder,'String');
par.repeticion=str2double(get(handles.txt_repet,'String'));
par.tiempo_file=str2double(get(handles.txt_tiempo_file,'String'));
acquirestimuli(par,handles)

%0%%%%0%%0%0%%%%%%0%6%%%%6%0%0%% %% %% %% % %% %% %0%6%%6% %% %% % %% %0%0%0%% %% %% %% % %% %% % %% %% %% %% % %% %0

adquieredata.m

function [] = acquiredata(par,exp,handles)
% Esta funcion se encarga de todo lo relacionado con la DAQ (presentacion
% de estimulos y Adquisicion de datos).

% INPUTS:

% OUTPUTS:

96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
% Setea los parametros de las mediciones %

96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %% %6 %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% % % % %% % % % % % %
t_start=clock;
n=1;
set(handles.txt_presden,'String',num2str(length(exp.estimulos)));
% pone cantidad de estimulos totales a presentar.
daqreset % Importante resetear la daq antes de arrancar.
while(n<length(exp.estimulos)+1) %Da el numero de archivos totales a grabar
set(handles.txt_presnum,'String',;num2str(n)); % actualiza el contador
ai = analoginput('nidaq','Devl'); % Inicializo el dispositivo
% !NOTA: El address 'Dev2' puede
% cambiar de maquina a maquina
Duration = par.tiempo_file;
SampleRate =20000; % en samples/sec (S/s)
SamplesPerTrigger = Duration * SampleRate; % numero de samples/trigger

addchannel(ai,[0,3]);
set(ai, 'SampleRate', SampleRate);
set(ai, 'SamplesPerTrigger', SamplesPerTrigger);
ai. TriggerType = 'Immediate'; % asegura que el input empiece
% cuando se manda el comando START
ai.External TriggerDriveLine = 'RTSI0'"; % Al inicializa con RTSIO

Yoai;
%%%%%%%%%%% %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% % %6 % %% %% % %6 % %% %% % % % %% %% % %6 % %% %% % %% %% % % % %% %
% Setea el output %

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
nombre_estimulo=exp.lista(exp.estimulos(n)).name; % Lee el archivo
% que corresponda
set(handles.txt_stimulus,'string',;nombre_estimulo);
cd(par.stimulus_folder);
[output_signal,fs]=wavread(nombre_estimulo);
cd(par.base_folder);
% Setea parametros (canales, trigger, samplerate)
ao=analogoutput('nidaq','Dev1');
addchannel(ao,0);
ao.SampleRate = fs;
%ao
ao.TriggerType = 'HwDigital'; % Recibe el trigger del hardware (RTSI0)
ao.HwDigital TriggerSource = 'RTSIO0";
ao.TriggerCondition = 'PositiveEdge'; % triggerea al comienzo del pulso
96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% %6 %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %0 % % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
% Arranca la placa, notar que el output se arranca antes que el input %
96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
%Primero : asegurarse que el output arranca en 0
putsample(ao,0)
%Segundo : mando la senal al buffer de salida
putdata(ao,output_signal)
% Tercero: comienza la adquisicion
start(ao)
start(ai)

[data, time] = getdata(ai);
wait([ai,a0],2) % espera a que termine
stop(ai)
stop(ao)
96%%%%%%%%%% %% %%% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 % % %% %6 %% % %% % % % %% % % % % % %
channel0 = data(:,1);
channell = data(:,2);
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delete(ai);

clear ai ao;
96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
% Escribo el archivo %

96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %% %6 %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
a=int2str(exp.estimulos(n));
s=int2str(n); %paso de numero a string
nombrearchiv=["trigger','n_',s,' estimulo_',a,".dat'];
nombrearchiv2=['trigger','n_',s,' estimulo_',a,'“RA',".dat'];
cd(exp.foldername)
file=fopen(nombrearchiv,'w');
file2=fopen(nombrearchiv2,'w');
for i=1:SamplesPerTrigger
fprintf(file,'%d\n',channel0(i));
fprintf(file2,'%d\n',channel 1(i));
end
felose(file);
cd(par.base_folder)

n=n+1;

%chequea si aborte

if get(handles.pbAbort,'Value') == 1
return

end

beep

end

%0%%%%0%%0%0%%%%0%%0%6%%%%6%0%0%% %% %% %% % %% %% %% %%6% %% %% % %% %0%0%0%% %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %0

crealista.m

function [carpeta_estimulos,estimulos,lista] = crealista(par,carpeta)
96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %% %% %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 % % %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
% Genera la cadena al azar de la presentacion de estimulos. %
% Busco los archivos de estimulo en carpeta_base\estimulos. %
96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %6 % % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
carpeta_estimulos= [par.base_folder '\' 'estimulos'];
lista=dir(fullfile(carpeta_estimulos,"*.wav')); % listo los archivos.
n=length(lista); %cantidad de estimulos que se encuentran
%en la carpeta al momento de empezar el exp

N=zeros(1,n);
Ntot=0; %Ntot=contador de cuAntos estAmulos se van presentando en la cadena
while(Ntot<(n*par.Nrep)) % !!!! acAj cambio la cantidad de estAmulos que quiera presentar
for i=1:(n+1)
intervalo(i)=(i-1)/n;
end
r=rand; % Nos quedamos con rand nomA s?
j=n+1;
while(r<intervalo(j))

=1
end
if(N(j)<par.Nrep)
estimulo_selec(Ntot+1)=j; % aca habria que abrir el archivo respectivo
NG=NGH;
else

NG=NG):
end
Ntot=sum(N);
end
%N %chequeo el N
%estimulo_selec %chequeo la cadena al azar
cd(carpeta)
fin=fopen(‘estimulos.txt','w");
for i=1:Ntot

fprintf(fin, '%d\t %s\n',estimulo_selec(i), lista(estimulo_selec(i)).name);
end
felose(fin);
clear n j; %libero variables
cd..;

estimulos=estimulo_selec; % Guardo el vector de numeros que representa cada
% estimulo en la variable de salida 'lista’.
end

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
create_vidobj.m

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %6 % % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
% Esta funcion genera el objeto de video que va a renderizar el input

% de la webcam. USA 'winvideo', habria que cambiar en caso de que se cambie

% el OS de medicion. El formato 'YUY2_640x480' deberia soportarlo cualquier

% webcam moderna. El trigger manual es para poder prender y apagar con un

% boton desde la GUIL.

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% %6 %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
function [video imagen] = create_vidobj(ejes)

video = videoinput('winvideo', 1, 'YUY2_640x480");

% only capture one frame per trigger, we are not recording a video

triggerconfig(video, 'manual’);
% we need this to know the image height and width

vidRes = get(video, 'VideoResolution');
% image width

imWidth = vidRes(1);
% image height

imHeight = vidRes(2);
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% number of bands of our image (should be 3 because it's RGB)

nBands = get(video, "NumberOfBands');
% create an empty image container and show it on axPreview

imagen = image(zeros(imHeight, imWidth, nBands), 'parent’, ejes);
%UNTITLED Summary of this function goes here

% Detailed explanation goes here

end

%0%%%%0%%0%0%%%%%%0%%%6%%6%0%0%% %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % % % %0

presentdata.m

function [] = presentdata(par,exp)
% Esta funcion se encarga de todo lo relacionado con la DAQ (presentacion
% de estimulos y Adquisicion de datos).

% INPUTS:

% OUTPUTS:

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
% Setea los parametros de las mediciones %

96%%%%%%%%%% %% %%% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
t_start=clock;
n=1;
daqreset % Importante resetear la daq antes de arrancar.
while(n<length(exp.estimulos)+1) %Da el numero de archivos totales a grabar
96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
% Setea el output %
96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% %6 %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %0 % % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% % % % %% % % % %% %
nombre_estimulo=exp.lista(exp.estimulos(n)).name; % Lee el archivo
% que corresponda

cd(par.stimulus_folder);
[output_signal,fs]=wavread(nombre_estimulo);
cd(par.base_folder);
% Setea parametros (canales, trigger, samplerate)
ao=analogoutput('nidaq','Dev1');
addchannel(ao,0);
ao.SampleRate = fs;
%ao
a0.TriggerType = 'Immediate';
96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% % %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% % % % %% % % % %% %
% Arranca la placa, notar que el output se arranca antes que el input %
96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %% %6 %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% % % % %% % % % % % %
%Primero : asegurarse que el output arranca en 0
putsample(ao,0)
%Segundo : mando la senal al buffer de salida
putdata(ao,output_signal)
% Tercero: comienza la adquisicion
start(ao)

wait([a0],30) % espera a que termine

stop(ao)
96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
clear ao;
96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %

n=n+1;
pause(3);
end

beep

end
96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %6 % % %% %6 %% %% %6 %% %% %6 %% % %% % % % %% %
Presenter.m

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
% Programa para experimentos de selectividad - v2 %

96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %%% %0 %% %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % %% %
% Changelog v2, 21/01/2015: cambie la logica del programa un

% poco, optimice algunas operaciones y genere archivos .m aparte para las

% distintas subrutinas.

% - Nuevos archivos .m:

% * namegen.m: rutina de varias lineas para generar el nombre de la carpeta

% donde se van a guardar las mediciones de esa repeticion.

% *

% - Esto deja a este programa mas limpio y que aca solo pueda editarse las

% cosas que se necesitan para el experimento.

96%%%%%6%%%%% % %% %% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
clear all;

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% %% %6 %% % %% % % % %% %
par.base_folder=pwd;

Y%par.base_folder="C:\Users\usuario\Desktop\Santi.2014\Experimentos';

96%%%%%6%%%%% %% %%% % %% %%% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
%Carpeta base: es donde genera las carpetas con la fecha

par.repeticion=1; %Nro de repeticion del experimento durante el dia

par.Nrep=20; %cantidad de veces que se quiere repetir cada estimulo (default=20)

par.tiempo_file=10; %define la cantidad de tiempo de cada archivo

96%%%%%%%%%% % %% %% % %% %%% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 %% %% %6 %% % %% %% % %% % % % % % %
% Crea el directorio donde guardar las mediciones o tira un warning en caso

% de que el directorio ya exista

exp.foldername=namegen(par);

96%%%%%%%%%% %% %%% % %% %% % %0 %% %% %% % %% %% % %% %6 %% % %% %% % %% %% % %% %6 % % %% %6 %% % %% % % % %% % % % % % %

o,

% 1. Genero la cadena al azar de la presentaciA®n de estAmulos. %
% Busco los archivos de estAmulo en carpeta_base\estimulos. %

187



Capitulo 6: Apéndices

o,

carpeta_estimulos= [carpeta_base "\' 'estimulos']; % defino la subcarpeta donde se encuentran los estimulos
lista=dir(fullfile(carpeta_estimulos,"*.wav')); %chequea por estimulos en formato 'txt'y los lista
n=length(lista); %cantidad de estimulos que se encuentran en la carpeta al momento de empezar el exp
N=zeros(1,n);
Ntot=0; %Ntot=contador de cuAntos estAmulos se van presentando en la cadena
while(Ntot<(n*Nrep)) % !!!! acAj cambio la cantidad de estAmulos que quiera presentar
for i=1:(n+1)
intervalo(i)=(i-1)/n;
end
r=rand; % Nos quedamos con rand nomA s?
j=n+1;
while(r<intervalo(j))
=
end
if(N(j)<Nrep)
estimulo_selec(Ntot+1)=j; % aca habria que abrir el archivo respectivo
NG=NGH;
else
NG=NG):
end
Ntot=sum(N);
end
%N %chequeo el N
%estimulo_selec %chequeo la cadena al azar
cd(carpeta_mediciones)
fin=fopen(‘estimulos.txt','w");
for i=1:Ntot
fprintf(fin, '%d\t %s\n',estimulo_selec(i), lista(estimulo_selec(i)).name);
end
felose(fin);
clear n j; %libero variables
cd(carpeta_base)
o

% Listo generaciA’n de cadena %
)

o,

% 2. Seteo los parAjmetros de las mediciones %
)

t_start=clock;
n=1;

daqreset % Importante resetear el daq antes de arrancar.

o,

% Seteo el input
)

while(n<Ntot+1) %DA EL Ni;2aMERO DE ARCHIVOS TOTALES A GRABAR
ai = analoginput('nidaq','Dev1'); % set the device
Duration = tiempo_file;

SampleRate =20000; % en Samples/sec (S/s)
SamplesPerTrigger = Duration * SampleRate; % number of total Samples

addchannel(ai, 0);

set(ai, 'SampleRate’, SampleRate);

set(ai, 'SamplesPerTrigger', SamplesPerTrigger);

ai. TriggerType = 'Immediate'; %asegura que el input empiece cuando se manda el comando START

ai.External TriggerDriveLine = 'RTSI0"; %Set the analog input system to signal on RTSI line 0 when it starts.
% serAj 0 porque el ejemplo usa
% canal 0?

ai

o

% Seteo el output
)

Yommmmmmmmem Leo el archivo que corresponda
nombre_estimulo=lista(estimulo_selec(n)).name;

cd(carpeta_estimulos);

[output_signal,fs]=wavread(nombre_estimulo);

cd(carpeta_base);

Yommmmmmmmaam Seteo parAjmetros (canales, trigger, samplerate)
ao=analogoutput('nidaq','Dev2');

addchannel(ao,0);

ao.SampleRate = fs;

ao

a0.TriggerType = 'HwDigital'; % Recibe el trigger de una 1Anea de hardware (RTSIO)
ao.HwDigital TriggerSource = 'RTSIO0";

ao.TriggerCondition = 'PositiveEdge'; % triggerea al comienzo del pulso
o

% Arranco la placa, notar que el output se arranca antes que el input
)

%Primero : asegurarse que el output arranca en 0
putsample(ao,0)

%Segundo : mando la seA+al al buffer de salida
putdata(ao,output_signal)

% Tercero: comienza la adquisiciA’n

start(ao)

start(ai)

[data, time] = getdata(ai);
Y%[data2, time2] = getdata(ao); esto queda para ver como testeamos
wait([ai,a0],2) % espera a que termine
stop(ai)
stop(ao)
o

channel0 = data(:,1);
delete(ai);

clear ai ao;
o

% Escribo el archivo
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a=int2str(estimulo_selec(n));

s=int2str(n); %pase de numeri a string
nombrearchiv=["trigger','n_',s,' estimulo_',a,".dat']
cd(carpeta_mediciones)
file=fopen(nombrearchiv,'w');

for i=1:SamplesPerTrigger
fprintf(file,'%d\n',channel0(i));

end

felose(file)

cd(carpeta_base)

n=n+1;
end

beep

%0%%%%0%%0%0%%%%%%0%%%6%%6%0%0%% %% %% %% % %% %% %0%6%%6% %% %% % %% %0%0%0%% %% %% %% % %% %% %% % %% %% %% % %% %0
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