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RESUMEN

El comportamiento es uno de los rasgos mas variables dentro del reino animal. Sin
embargo, aun hay poca claridad sobre cudles son los factores que inciden en su
variabilidad. En muchas especies se sabe que con el inicio de las actividades reproductivas,
el comportamiento se ve influenciado por la produccion de hormonas, que hace que los
individuos adopten estrategias como el reconocimiento y atraccion de posibles parejas
reproductivas, y que aumenten sus probabilidades de apareamiento. Entre las distintas
sefiales que emplean los individuos para la transmision de informacion relevante se
encuentran las sefiales acusticas, que permiten obtener informacion sobre como realizar una
identificacion individual o grupal, identificar el sexo y el estado reproductivo de un
individuo. Thyroptera tricolor es una especie reconocida por realizar un intercambio
acustico de llamadas sociales que facilita el contacto con individuos cercanos y el
reclutamiento a sitios de descanso. Esta investigacion tiene como objetivo evaluar la
importancia del sexo y los estados reproductivos en los procesos de comunicacion acustica

en T. tricolor.

En nuestro primer capitulo evaluamos si el sexo y la época reproductiva inciden en las
vocalizaciones emitidas por T. tricolor. Para esto, se registraron las llamadas de respuesta
en diferentes épocas reproductivas. Mediante un modelo lineal generalizado con
distribucion de Poisson encontramos una diferencia significativa en las vocalizaciones
emitidas entre machos y hembras durante diferentes épocas reproductivas, siendo los
machos quienes hicieron un mayor numero de vocalizaciones cuando estan activos
reproductivamente, pues emitieron en promedio 5.8 llamadas de respuestas (+ 3 desviacion
estandar), mientras que el resto de los individuos produjo entre 2 y 2.6 llamadas de
respuesta. No encontramos una diferencia significativa en la vocalizacion de las hembras
entre épocas reproductivas pero si encontramos una diferencia significativa a la hora de

comparar a los machos entre épocas reproductivas.

En el segundo capitulo, evaluamos si existe preferencia por responder a algin sexo
determinado y si hay diferencias en los parametros acusticos en las llamadas de consulta
que permitan diferenciar entre sexos durante diferentes épocas reproductivas. Grabamos las

Ilamadas de respuesta emitidas en diferentes épocas reproductivas, tanto por machos como



hembras. Para evaluar el efecto del sexo y el estado reproductivo en las tasas de llamadas
de respuestas, se aplicé un modelo de regresion de efectos mixtos multinomial Bayesiano.
La distribucion posterior del estimado del modelo Bayesiano determind que, en el caso de
los machos, hay una mayor probabilidad de que estos respondan ante cualquier llamada de
consulta cuando se encuentran activos. Por otra parte, son también los machos los que
mostraron una mayor probabilidad de respuesta al sexo opuesto. En cuanto a evaluacion de
parametros acusticos, encontramos mediante un analisis de Bosques Aleatorios (Random
Forest) un error de prediccion del 10.61% para asignar si un llamado pertenecia a machos o
hembras, lo cual indica que existe una sefial acustica que nos permite diferenciar a machos

y hembras a partir de sus llamadas de consulta.

ABSTRACT

Behaviour is one of the most variable traits within the animal kingdom. However, there is
still little clarity about the factors that influence its variability. In many species, it is known
that with the onset of reproductive activities, behaviour is influenced by a series of
hormonal outputs, which cause individuals to adopt different strategies such as recognition
and attraction of potential mating partners to increase their chances of mating. Among the
different signals used by individuals to obtain relevant information are acoustic signals,
which provide information such as individual or group identification, sex and reproductive
status. Thyroptera tricolor is a species known to perform an acoustic exchange of social
calls that facilitates contact with nearby individuals and recruitment to roosting sites. This
research aims to assess the importance of sex and reproductive stages in acoustic

communication processes in T. tricolor.

In our first chapter we assessed whether sex and breeding season influence the
vocalisations emitted by T. tricolor. For this purpose, response calls were recorded at
different breeding seasons. Using a generalized linear model with Poisson distribution we
found a significant difference in vocalizations emitted between males and females during
different breeding seasons, with males emitting the highest number of vocalizations when

reproductively active, emitting on average 5.8 response calls (x 3 standard deviation), while

Vi



the rest of individuals produced between 2 and 2.6 response calls. We did not find a
significant difference in the vocalisation of females between breeding seasons but we did

find a significant difference when comparing males between breeding seasons.

In the second chapter, we evaluated whether there is a preference to respond to a particular
sex and whether there are differences in acoustic parameters in inquiry calls that allow us to
differentiate between sexes during different breeding seasons. We recorded response calls
issued by both males and females in different reproductive seasons. To assess the effect of
sex and reproductive status on calling rates, a Bayesian multinomial mixed-effects
regression model was applied. The posterior distribution of the Bayesian model estimate
determined that males are more likely to respond to inquiry calls of both males and females
when they are reproductively active. On the other hand, it is also males that showed a
higher probability of responding to the opposite sex. We applied a Random Forest analysis
to determine if inquiry calls could be correctly assigned to each sex, and found a prediction
error of 10.61%. This indicates that there is an acoustic signal that allows us to differentiate

males and females from their inquiry calls.
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INTRODUCCION GENERAL

En todas aquellas especies que son sociales, los individuos que permanecen asociados por
largos periodos tienen una mayor probabilidad de desarrollar interacciones cooperativas
(Nowak, 2012) que les permiten obtener beneficios de manera individual (Huang, 2009).
En el macaco japonés (Macaca fuscata), para facilitar la unién del grupo, los miembros
deben emplear diferentes estrategias para identificar con mayor precision a aquellos
individuos que pertenecen a su grupo (Sugiura et al., 2011; Foster et al., 2012). Una clara
muestra de este comportamiento lo evidencian los murciélagos, los cuales son animales
altamente sociales y muchas de las especies viven en grupos estables (McCracken y
Wilkinson, 2000). Para mantener contacto con su grupo, los murciélagos utilizan una
variedad de sefiales (Bradbury y Vehrencamp, 2011), la mayoria de las cuales son de origen
acustico (Gillam y Fenton, 2016). Entre las distintas sefiales acuUsticas que producen los
murciélagos, las llamadas sociales han recibido considerablemente menos atencion en
comparacion a la ecolocalizacion. Sin embargo, muchas especies producen un diverso
repertorio de llamadas que facilitan diversas interacciones sociales (Barclay et al., 1979;
Melendez et al., 2006; Bohn et al., 2008; Gillam y Chaverri, 2012).

En una variedad de taxones se ha demostrado que las sefiales acusticas permiten transmitir
informacion como el sexo o la condicién reproductiva de cada individuo, ademas de la
identidad individual y grupal (Clayton y Emery, 2007; Rendall y Owren, 2002; Vignal et
al., 2008). El reconocimiento individual permite que los miembros de un grupo logren
mantenerse unidos a pesar de separarse temporalmente para diferentes actividades
(Chaverri et al., 2010, 2013). Sin embargo, esta capacidad de codificar informacion que
permita la identificacion grupal o individual va a depender de las caracteristicas de la sefial
acustica y el sitio donde se emita (Hiryu et al., 2006). Las sefiales acusticas experimentan
pérdidas de sus caracteristicas temporales y espectrales, como duracion o frecuencia de
mayor amplitud, por fendmenos como la reverberacion y la atenuacion dependiente de la
frecuencia (Bradbury y Vehrencamp, 2011). Lo anterior podria impedir a los receptores

extraer la informacion que les permita identificar a los miembros de su grupo.



Hay otros factores que posiblemente puedan incidir en los procesos de comunicacion
acustica. Por ejemplo, se sabe que en babuinos, las hembras responden con mayor
frecuencia a las llamadas de sus propias crias (Rendall et al., 2000). Esto mismo se
comprobo en lobos (Charrier et al., 2003). Esta preferencia de respuesta entre padres e hijos
esta dada particularmente durante la época de lactancia en donde las crias son dependientes
de sus madres para alimentarse. Otro factor que puede afectar los procesos de
comunicacion es la reproduccion. Por ejemplo, se sabe que en especies como el mono
ardilla (Saimiri sciureus) las interacciones vocales pueden verse afectadas por el periodo
reproductivo y el sexo del individuo receptor de la sefial actstica (Smith et al., 1983).

Una de las especies de murciélagos en las que mas se ha analizado la comunicacion
acustica es Thyroptera tricolor, especialmente sobre los llamados sociales y su relacion con
la cohesion de grupo. Esta especie realiza un intercambio de Ilamadas sociales que facilitan
el contacto con individuos cercanos y el reclutamiento a sitios de descanso. Se han
identificado dos tipos de Ilamadas que T. tricolor utiliza en este contexto: (1) la llamada de
consulta realizada por individuos que se encuentran volando en busqueda de un refugio, y
(2) la llamada de respuesta emitida al percibir llamadas de consulta por individuos dentro
de un refugio ya localizado y ocupado (Chaverri y Gillam, 2012 ). Por otra parte, también
se ha evidenciado que los individuos pueden discriminar entre las llamadas de los
miembros de su grupo y los miembros de otros grupos, y separarlas de otros grupos
basandose en algunos de los rasgos acusticos de estas llamadas (Gillam y Chaverri, 2012).
Los individuos que emiten una llamada de busqueda podrian tener preferencia por

individuos de su mismo grupo (Chaverri et al., 2013).

Thyroptera tricolor es un pequefio murciélago insectivoro (34 g) que se encuentra en los
bosques neotropicales de tierras bajas desde el sur de México hasta el sureste de Brasil
(Wilson y Findley, 1977). Esta especie nos permite comprender la importancia que tienen
los llamados sociales en la cohesion de grupo, ya que se enfrenta a la dificil tarea de buscar
un sitio de refugio constantemente. Estos murciélagos estan morfolégicamente
especializados para posarse por medio de unas ventosas que tienen en sus extremidades
anteriores y posteriores en las hojas enrolladas en desarrollo de los miembros del orden

Zingiberales (principalmente en los géneros Heliconia y Calathea), los cuales son un tipo



De refugio extremadamente efimero, ya que estan disponibles por periodos que van desde 5
a 31 h (Vonhof y Fenton, 2004) donde posteriormente estas hojas de abren por completo. A
pesar de cambiar de refugio diariamente, T. tricolor forma grupos sociales mixtos (machos
y hembras) compuestos normalmente por unos 5 individuos (rango 1-11; Chaverri y Kunz,
2011b). Estos grupos son muy estables, ya que su composicién permanece sin cambios
incluso durante varios afios (Chaverri y Gillam, 2010; Vonhof et al., 2004). La estabilidad
grupal seguramente se explica en gran medida gracias a la emision constante de los dos
tipos de sonidos sociales descritos anteriormente, al reconocimiento acustico de individuos
del mismo grupo y quizas también por el uso de &mbitos de refugio relativamente pequefios
(Chaverri y Kunz, 2011a).

Es importante comprender la importancia que tienen los refugios en los procesos de
comunicacion acustica, puesto que T. tricolor es un organismo adaptado a un refugio
especifico (Chaverri y Kunz, 2011a) y la incidencia que este pueda tener en la
discriminacion acustica va a ser vital en la cohesion del grupo. Asi mismo, entender el
papel que cumplen las etapas reproductivas y el reconocimiento vocal en estos procesos de
comunicacion mediante llamadas de contacto nos proporcionard una informacién valiosa
para comprender si la discriminacion acustica se da en funcion de los procesos
reproductivos o del sexo del individuo vocal. En un estudio desarrollado por Buchalski y
colaboradores (2014), se observé que las parejas reproductivas en Thyroptera tricolor
pertenecen a grupos distintos y relativamente distantes. Esto sugiere que la comunicacion
vocal puede jugar un importante papel en el proceso de localizacion, atraccion y/o
reconocimiento de potenciales parejas, especialmente durante la época de apareamiento. El
objetivo principal de este trabajo consiste en evaluar el papel que tienen las etapas

reproductivas y el sexo en la comunicacion acustica en T. tricolor.
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CAPITULO 1.

Seasonality in the Emission of Contact Calls in Spix's Disc-Winged Bats (Thyroptera
tricolor) suggests a Potential Role in Mate Attraction

(Publicado en la revista Acta Chiropterologica)

ABSTRACT: Multiple studies show that animals exhibit consistent individual differences
in behavior, but they also experience short-term changes in their behavioral responses
associated with seasonal events, most notably reproduction. We compare calling rates
between the breeding and non-breeding seasons, and between males and females, in Spix's
disk-winged bats (Thyroptera tricolor). This species performs an exchange of inquiry and
response calls in a context of social coordination and these vocalizations are used by
individuals to signal roost location. Our results indicate that during the breeding season all
males vocalize and also emit a greater number of response calls. In females, we found that
there is no significant difference in their vocal behavior during the breeding and non-
breeding seasons. Even though being vocal leads to greater energy costs and risk of
predation, males were more vocal and emitted more vocalizations when females are known
to be ovulating. Therefore, our results suggest that response calls may not only facilitate

group cohesion, as found in previous studies, but that it may also play a role in courtship.

KEYWORDS: acoustics, communication, mating season, social calls, Thyroptera tricolor



INTRODUCTION

Compared to morphological traits, behavior is a highly variable phenotypic trait, allowing
individuals to respond quickly and adaptively to external stimuli (Briffa et al., 2008; Kight
et al., 2013; Dall et al., 2004). Despite this flexibility, multiple studies show that there are
consistent behavioral differences in many contexts, thus animals have personalities (Wolf
and Weissing, 2012). For example, some individuals are consistently more exploratory than
others (Mettke-Hofmann et al., 2006), shyer or bolder (Wilson and Stevens, 2005), and
more aggressive or voracious (Pintor et al., 2008). These consistent differences in
behavioral traits among conspecifics may be explained by shared ancestry (Yurk et al.,
2002), learning (Crockford et al., 2004), social en - vironment (Gros-Louis et al., 2008) and
parental effects (Carter et al., 2012). Despite mounting evidence of consistent individual
differences in behavior, animals also experience short and long-term changes in their
behavioral responses. An individual’s behavior often changes with age (Riopelle and
Rogers, 1965; Bartus et al., 1978; Van Horn et al., 2003), or with its position within the
group’s hierarchy (Engh et al., 2000; Johnson-Ulrich and Holekamp, 2020). Some of the
factors that cause intra-individual differences in behavior, especially in relation to seasonal
phenomena, are rarely studied in natural populations because recapturing the same

individuals over long periods of time is often not possible.

One of the factors known to be responsible for seasonal changes in behavior is the onset of
reproductive activities, as these affect the production of hormones known to influence
various aspects of an individual’s behavior (Stacey, 2003; Adkins-Regan, 2005). For
example, it is known that during the reproductive season, warblers (Protonotaria citrea)
exhibit intersexual variation in foraging behavior (Petit et al., 1990). In ring-tailed lemurs
(Lemur catta), males exhibit higher degrees of aggressiveness during the reproductive
season (Cavigelli and Pereira, 2000). In other animals, such as the squirrel monkey (Saimiri
sciureus), it is known that during the reproductive season males vary their call production,
specifically increasing their vocalization rates (Smith et al., 1983). Therefore, despite an
overall consistency in behavioral differences, we still often see variation in behaviors

within and between individuals over time, which demonstrates the need to incorporate
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seasonality in our studies of animal behavior to get a more comprehensive view of animal

personalities (Briffa et al., 2008; Rieucau et al., 2010; Dingemanse et al., 2012).

We study the effect of seasonality, specifically focusing on the mating and non-mating
seasons, on social call production in Spix’s disc-winged bat, Thyroptera tricolor. This
Neotropical insectivorous species forms small and cohesive groups composed of highly
philopatric and, thus, related males and females that mate once a year outside their social
group (Chaverri, 2010; Chaverri and Kunz, 2011; Buchalski et al., 2014). Individuals
perform an exchange of social calls that facilitate contact with group members and
recruitment to roosting sites. Two types of calls have been identified: (1) the inquiry call
emitted by those individuals who are flying in search of a roost, and (2) the response call
emitted by those individuals that have already located and occupied a roost (Chaverri et al.,
2010). To date, there is evidence that a greater proportion of males, both reproductively
active and inactive, produce response calls compared to females (Chaverri and Gillam,
2015; Sagot et al., 2018), and that they also produce a larger number of calls (Chaverri et
al., 2020). Previous studies also indicate that lactating females are less likely to respond
compared to non-reproductive females (Chaverri and Gillam, 2015). However, we do not
yet know if there are differences in response calling rates between males and females

during the mating period compared to the non-mating period.

Although T. tricolor response calls are not known to be used in a context other than
maintaining group cohesion, demonstrating that there are differences in response calling
rates according to the reproductive season would allow us to determine if these signals
could play a role during mate attraction and/or copulation, perhaps as a courtship signal.
Therefore, the objective of this study is to evaluate the role that sex and reproductive
condition have in the production of response calls in T. tricolor. Our hypothesis is that
contact calls play a role in mate attraction. We expect to find that males will emit a greater
number of contact calls during the mating season, as has been observed in other groups of
mam mals such as deer (De Vos et al., 1967), walruses (Sjare et al., 2003), whales (Darling
et al., 2006), and primates (Delgado, 2006).



11

MATERIALS AND METHODS

Study Area

Study Area This study was done at the Baru Biological Station, which is located in the
southern Pacific coastal region of Costa Rica in the Paso de la Danta Biological Corridor
(9°15°42.88”N, 83°52°16.85”W) at 12 m a.s.l. (meters above sea level) in the province of
Puntarenas. The refuge is 1.5 km from the Baru river located in the city of Dominical and
has about 330 ha of protected areas, including 3 km of beach and 1 km of riverbanks. This
place has tropical rainforest, swamp forests, mangroves, estuaries, riverbanks and sea
shores, on which large patches of Heliconia spp. and Calathea spp. are common. These
patches are used as roosts by our study species, T. tricolor. Field data collection was carried

out between August and December 2018.
Capturing and Tagging Bats

It is assumed that all individuals within the same roost (i.e., developing tubular leaves in
plants such as Heliconia spp. or Calathea spp.) form the same social group (Chaverri and
Gillam, 2013). All individuals living in the same roost were captured by obstructing the top
of the leaf to prevent their escape and inserting the leaf into a plastic bag. The animals were
then placed in a cloth bag, in which they were kept in shaded and ventilated areas within
the Baru Biological Station. For all individuals, sex, age and reproductive condition were
evaluated (Chaverri and Vonhof, 2011). A small PIT tag (passive integrated transponder),
measuring 8.4 mm in length, was inserted subcutaneously in the mid dorsal area of all bats
captured (Mini HPT8 model — Biomark, Boise, Idaho, USA). This allow ed us to identify
each individual by means of a unique code carried by each transponder. An electronic
reader (HPR Plus — Bio mark) was used to read the trans - ponders and to confirm whether
or not individuals had been subject to any previous experiment. All capture locations were

recorded and stored in the reader.
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Recording of Response Calls

We evaluated whether the vocal behavior of males and females differed between the mating
and non-mating seasons. Previous studies show that female T. tricolor ovulate in August
(Findley and Wilson, 1974), which coincides with observations of scrotal males that have
swollen and descended testicles (Chaverri and VVonhof, 2011) indicative of spermatogenesis
(Racey, 1988). Therefore, from August to September, both males and females were
classified as sexually active (mating season), where - as from October to December they
were classified as inactive as males were no longer scrotal (non-mating season). As estrous
cannot be established from external morphological characteristics in females, it is possible
that some of them were recorded during early gestation; however, none showed signs of
pregnancy (i.e., enlarged abdomen). Because bats only produce response calls after an
inquiry call has been emitted (Chaverri et al., 2010), inquiry calls that were previously
recorded during the non-mating season (Fig. 1.1) were played back through an
UltraSoundGate Player (model 216H — Avisoft Bioacoustics, Glienike/Nordbahn,
Germany) with an omnidirectional ultrasonic speaker (Vifa, Avisoft Bioacoustics). Inquiry
calls were recorded using a con - denser microphone (model CM16 — Auvisoft
Bioacoustics) through an Avisoft UltraSoundGate 116HmM connected to a laptop computer

running Avisoft-Recorder software (sampling rate of 375 kHz, 16-bit amplitude resolution).

Able inquiry calls (i.e., those with good signal-to-noise ratios) from 36 individuals to create
10 playback sequences. These 1-minute sequences were composed of eight inquiry calls
from different groups with four from females and four from males. The order in which
these calls were presented was randomized, but we used the same eight calls to prompt
response calling for each test subject. Each experimental bat was tested a total of three

times, each time with the same calls presented in different orders (Fig. 1.2).

For the response calling experiment, we placed each experimental bat inside a plastic
tubular structure where it could roost in a normal position, and covered the entrance with
mesh to prevent the bat’s escape. After the bat had time to settle, we started our playback
experiments by broadcasting the three sequences; each new sequence was broadcast
immediately after the previous one (Fig. 1.3). A total of 79 individuals were tested to gauge

response calling and we counted the number of response calls emitted using SASLab Pro
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(Avisoft Bioacoustics) software. We used the maximum number of calls given in a single
session for further analyses. At the end of the experiments, individuals were fed Tenebrio

molitor mealworm larvae and given water. Bats were released at their capture site.
Statistical Analyses

The maximum number of calls were analyzed using a generalized linear model with a
Poisson distribution. We evaluated whether sex and reproductive status affected the
maximum number of response calls emitted. Response call rate was used as a dependent
variable in the model, whereas reproductive condition and sex were the independent
variables. We did not add group as a random variable in the model because an ANOVA
done separately for males and females showed no differences in the number of calls emitted
among these groups (9 Q: F12, 25 =1.55,P =0.17; 23: F9, 31 = 1.06, P = 0.41). A chi-
square test was also performed to evaluate whether the proportion of vocal (i.e., producing
at least one response call) or non-vocal animals was different between males and females
during the reproductive and non-reproductive seasons. All statistical analyses were
performed in InfoStat (Di Rienzo et al., 2018).

Ethical Note

All sampling protocols followed guidelines approved by the American Society of
Mammalogists for capture, handling and care of mammals (Sikes et al., 2016) and the
ASAB/ABS Guidelines for the Use of Animals in Research. This study was conducted in
accordance with the ethical standards for animal welfare of the Costa Rican Ministry of
Environment and Energy, Sistema Nacional de Areas de Conservacion, permit no. SINAC-
ACOPAC-RES-INV-008-2017 (Decree No. 32553-MINAE). Protocols were also approved
by the University of Costa Rica’s Institutional Animal Care and Use Committee (CICUA -
42-2018).
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Fig. 1. Summary of the procedures used during playback experiments on T. tricolor. 1 —
We first recorded inquiry calls from bats flying in a flight cage; 2 — Those inquiry calls
were then used to create three 1-min playback sequences with eight different calls from
four males and four females; 3 — Playback experiments were done by placing the
experimental bat individually in a plastic tube, and then we broadcast the three sequences

and recorded the response calls emitted by the roosting bat.

RESULTS

General Behavior

We tested 15 individuals on different occasions separated by 3—11 days. Based on these
initial experiments we found that performing successive repetitions of the playback test to a

given individual quickly decreased the number of response calls emitted. A generalized
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linear model with a negative binomial distribution was applied to explain the variation in
the number of response calls through an increased number of tests per individual. The
response variable was the maximum number of calls recorded, whereas test number (1, 2, 3
or 4) and bat identity were used as the fixed and random variables, respectively. We found
that there was a significant decrease in the production of response calls as we increased the
number of tests in a single bat (F2, 14 = 7.68, P < 0.01). After two consecutive tests
performed over short time periods of approximately three days, we found that individuals
stopped responding (Fig. 2). Therefore, the 15 individuals captured during the initial stages
of our project were not used for the experiments on response calling during the mating and

non-mating Seasons.

1,34
8
E
O 90 ]
o
-
[
.g b
= 0,6
o
£
=3
E 03
>
©
=
-0,1 T T .I T 1
1 2 3 4

Test number

Fig. 2. Maximum number of response calls emitted by the same individuals of T. tricolor,

with increasing number of replicate tests.

Response Calling During the Mating and Nonmating Seasons
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We analyzed a total of 42 individuals that were classified as reproductively active (24
males and 18 females captured during the mating season) and a total of 37 individuals
classified as inactive (17 males and 20 females captured during the nonmating season). Our
generalized linear model, to explain the variation in the maximum number of response calls
produced, shows that the interaction between sex and reproductive status is significant (F1,
75 = 20.55, P < 0.01). Reproductively active males produced more calls than inactive
males; the latter produced a similar number of calls as both reproductively active and
inactive females (Fig. 3). Active males produced an average of 5.8 response calls, while the
remaining individuals produced between 2 and 2.6 response calls. We found that in the
mating season, 67% of the females were non-vocal, whereas in the non-mating season 60%
were non-vocal, but there was no significant statistical difference between the seasons (x* =
0.18, d.f. =1, P = 0.67). We found that only 35% of males were vocal in the non-mating
season; however, in the mating season, 100% of males vocalized. There was a significant
difference in the percentage of vocal and non-vocal males between both periods (2 =
21.22,d.f. =1, P<0.001).

DISCUSSION

We tested whether sex and reproductive condition affected the number of vocalizations
emitted by T. tricolor in the context of social coordination. We found that males emitted a
greater number of response calls during the mating season, corroborating our initial
hypothesis. This trend, that males vocalize more during the mating season, has been
observed in birds such as brown-headed cowbirds (Molothrus ater — West et al., 1998)
and in mammals such as lemurs (Microcebus murinus — Zimmermann and Lerch, 1993),
primates (e.g., orangutan Pongo pygmaeus — Mitani, 1985), howler monkeys (Alouatta
spp. — Carpenter, 1935), and seals (Erignathus barbabus — Van Parjis et al., 2003). Even
in other bat species, such as the common pipistrelle (Pipistrellus pipistrellus — Budenz et
al., 2009), hammer-headed bat (Hypsignathus monstrosus — Bradbury, 1977), sheath-
tailed bat (Coleura seychellensis — Gerlach, 2009), and greater sac-winged bat
(Saccopteryx bilineata — Behr and von Helversen, 2004), it has been shown that males

emit a greater number of vocalizations during the mating season.
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Fig. 3. Box plots showing the number of response calls emitted according to the sex and
reproductive condition (active or inactive) of individuals of T. tricolor. Black dots on the

right of each box show the distribution of values

In T. tricolor, social groups are composed of a combination of vocal and non-vocal
individuals in the context of response calling (Chaverri et al., 2020). Consequently, about
50% of individuals respond when hearing an inquiry call, whereas the remainder do not
vocalize (Chaverri and Gillam, 2015; Sagot et al., 2018). However, our results indicate that,

during the reproductive season when females are known to be owvulating (Findley and
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Wilson, 1974), all males produce response calls, while males in the non-reproductive
season responded in a similar proportion to reproductively active and inactive females. The
emission of contact calls is an energetically costly activity in T. tricolor and other taxa
((Ryan, 1988; Prestwich, 1994; Noren et al., 2013; Chaverri et al., 2021), and it has been
shown that the energetic demand can be up to eight times higher in animals that vocalize
compared to those that remain silent (Ophir et al., 2010). For example, vocalizations
emitted by amphibians such as gray treefrogs (Hyla versicolor) are one of the most
energetically expensive activities in vertebra tes (Taigen and Wells, 1985). In some mam
mals such as rock hyrax (Procavia capensis), the vocalizations emitted by males require a
significant energy expenditure (llany et al., 2013), and in birds the production of songs
carries a significant metabolic cost (Ober weger and Goller, 2001). Vocalizing also puts
individuals at greater risk of being detected by predators (Mougeot and Bretagnolle, 2000;
Krams, 2001). The latter explains why some individuals do not vocalize more frequently,
and indicates that sound production should be focused on activities that represent a clear
fitness benefit (Amorim et al., 2002). Our results provide the first evidence that response
calls of T. tricolor may not only serve the social functions of recruitment and group
cohesion (Chaverri et al., 2013), but also carry importance in a reproductive context, as

these energetically costly calls are produced more often in the mating season.

Males may be vocal and produce a larger number of calls during the mating season as this
might increase their chances of attracting potential partners. In other mammals, such as
deer, it has been found that males that begin vocal activity earlier and emit more
vocalizations during the reproductive season are more likely to mate successfully
(Mcelligott et al., 1999). Similarly, it has been found that in some primates, males that
vocalize more during the mating season are the most likely to reproduce (Delgado, 2006).
In other bat species, such as S. bilineata, males have a greater vocal repertoire, emit a
greater number of vocalizations during the mating season, and have a greater number of
females in their territories (Davidson and Wilkinson, 2004). This suggests that for T.
tricolor males, being vocal, but also emitting a greater number of vocalizations, might
ensure greater reproductive success. This is something that should be tested in future
studies to reinforce our hypothesis of the potential role of response calls as courtship

signals in T. tricolor.
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To test the effect of reproductive season on the production of response calls, our initial
objective was to compare how the same individuals responded at different reproductive
stages. However, we found that individuals who were recaptured and tested several times in
close succession (three days) failed to respond. It has been reported that successive
repetitions of a stimulus can decrease an individual’s response to it (Henderson, 1990;
Kabadayi et al., 2017), since learning and habituation to a test that has been replicated
several times can decrease the novelty of the stimulus (Greenberg and MettkeHofmann,
2001; Wahlsten, 2001). This meant that after individuals stopped responding, we needed to
perform our tests only with previously untested individuals. Therefore, no recaptures were
possible to compare an individual’s vocal behavior in different breeding seasons, which
would have strengthened our conclusions. Despite the latter, our work provides strong
evidence for our main conclusion, that vocal behavior for response calling differs
significantly among males and females for the mating and non-mating seasons, particularly
in light of previous findings on calling rates in T. tricolor (Chaverri and Gillam, 2010;
Chaverri et al., 2020).

In conclusion, our study provides the first evidence that response calls can have a function
in reproduction in T. tricolor. Many studies to date have begun to shed light into the
behavioral contexts in which specific acoustic signals are emitted in bats, but this is often
accomplished with great difficulty given the nocturnal and mobile nature of these
mammals. By studying how calling rates differ by season, we are providing new evidence
that a call with an already well-established role in maintaining contact between group
members may have another role during the mating season. In others mammals, studies have
shown similar trends. In coyotes (Canis latrans), individuals typically vocalize year-round
to maintain territory boundaries, but calling rates increase during the mating season.
Vocalizations increase most likely to facilitate pair-bonding (Gese and Ruff, 1998), and
changes could be attributed to seasonal fluctuations in estrogen or testosterone levels
(Terkel et al., 1976). In our study, we have chosen to evaluate differences in emission rates
only for response calls, but it could also be of interest to evaluate seasonal differences in
the emission of inquiry calls because T. tricolor does not produce response calls without a
previous inquiry call (Chaverri et al., 2010). For example, if response calls allow males to

attract females, do the latter modify their inquiry call parameters during the mating season
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to more strongly prompt responses from males? An answer to this and other questions will
continue to strengthen our understanding of acoustic communication in general, and more

specifically in bats.
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CAPITULO 2. Sefales sexuales en las llamadas de contacto en Thyroptera tricolor y su

funcidn en los procesos de discriminacion segun estado reproductivo.
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RESUMEN

Para lograr un mayor éxito reproductivo, los individuos deben emplear distintas estrategias
que les permitan aumentar sus probabilidades de apareamiento. En este contexto, el
intercambio de sefiales acusticas, como las llamadas sociales, permitiria que los individuos
puedan obtener informacion para localizar posibles parejas de apareamiento, especialmente
durante la época reproductiva. En este estudio evaluamos la importancia que tienen la
época reproductiva y el sexo en la emision de llamadas sociales en el murciélago de
ventosas (Thyroptera tricolor). Ademas, evaluamos si existen sefiales sexuales en las
Ilamadas de consulta mediante el andlisis de diferentes parametros acusticos espectrales y
Coeficientes Cepstrales en las Frecuencias de Mel. Esta es una especie que es reconocida
por realizar un intercambio de llamadas de consulta y respuesta en un contexto de
coordinacion social. Encontramos que se pueden discriminar las llamadas de consulta entre
hembras y machos mediante los diferentes pardmetros acusticos evaluados. Mediante
nuestro modelo de regresion de efectos mixtos multinomial Bayesiano también
encontramos una tendencia a que los machos siempre respondan cuando estan
reproductivamente activos. Sin embargo, no se observé una mayor probabilidad de que los
machos activos respondieran a hembras en comparacién con la respuesta hacia otros
machos. Se encontré una mayor probabilidad de que un macho responda ante el llamado de
consulta de una hembra cuando este se encuentra reproductivamente activo que cuando no
lo estd. En la comparacion de la actividad vocal de machos activos y hembras activas,
encontramos que hay una mayor probabilidad de que sean los machos activos quienes

respondan cuando escuchan un llamado de consulta del sexo opuesto. .

Palabras clave: comunicacion acustica, parametros acusticos, llamadas sociales, época

reproductiva, Thyroptera tricolor

ABSTRACT
In order to achieve greater reproductive success, individuals must employ different
strategies to increase their chances of mating. In this context, the exchange of acoustic
signals, such as social calls, would allow individuals to obtain information to locate

potential mating partners, especially during the breeding season. In this study, we assessed
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the importance of breeding season and sex on the emission of social calls in Spix’s disc-
winged bat (Thyroptera tricolor). In addition, we evaluated whether by analysing different
spectral acoustic parameters and Ceptral Coefficients at Mel frequencies, we can
differentiate between sexes in their inquiry calls. This is a species that is known to perform
an exchange of inquiry and response calls in a context of social coordination. We found that
inquiry calls can be accurately discriminated by sex by means of the different acoustic
parameters evaluated. Using a Bayesian multinomial mixed-effects regression model, we
found a tendency for males to always respond when reproductively active. However, we
did not observe an increased likelihood of active males responding to females compared to
responding to other males. A male was more likely to respond to a female's inquiry call
when he was reproductively active than when he was not. Comparing the vocal activity of
active males and active females, we found that active males are more likely to respond
when they hear an inquiry call from the opposite sex.

Keywords: acoustic communication, acoustic parameters, social calls, breeding season,

Thyroptera tricolor
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INTRODUCCION

Las sefiales acusticas son el mecanismo de comunicacion mas importante para la
interaccion de muchas especies (Bradbury y Vehrencamp, 1998). Como en otros rasgos de
comportamiento, los animales modifican su comportamiento vocal en respuesta a multiples
factores. Por ejemplo, en el caso de tities cabeciblancos (Saguinus oedipus; Hotchkin et al.,
2013) y las belugas (Delphinapterus leucas) se ha demostrado que el comportamiento vocal
se ve modificado por factores externos como el ruido (Lesage et al., 1999). En otras
especies como el pinzon cebra (Taeniopygia guttata) se ha observado una variacion en el

comportamiento vocal a causa del estrés (Perez, 2013).

La actividad reproductiva puede ser una fuente importante de variacion intraindividual en el
comportamiento vocal, ya que se sabe que muchas especies modifican su comportamiento
debido a cambios hormonales (Darling et al., 2006; Delgado, 2006). Por ejemplo, se sabe
que en algunas aves, ademas de existir un reconocimiento individual en el intercambio de
Ilamadas sociales, también presentan una respuesta selectiva hacia las llamadas emitidas
por compareros de apareamiento (Vignal et al., 2004), lo cual puede ser generado por la
alteracion de sefiales en las Ilamadas emitidas durante esta época. En otras especies de
mamiferos como Iémures se ha comprobado que durante la época reproductiva, los machos
que se encuentran reproductivamente activos producen una serie de llamadas que permiten
diferenciarlos ante las hembras, lo cual facilita una posible seleccion de pareja
(Zimmermann y Lerch, 1993). Esta diferencia en el comportamiento vocal también es
evidente en el niumero de vocalizaciones, ya que también se ha observado que los machos
reproductivamente activos son quienes emiten un mayor nimero de vocalizaciones para
atraer hembras (Rasoloharijaona et al., 2006). Al igual que en estos mamiferos, en el
murciélago marron (Eptesicus fuscus) se ha evidenciado que hay un dimorfismo sexual en
las vocalizaciones acusticas durante la temporada reproductiva, (Grilliot et al., 2014). Esto
altimo sugiere que la época reproductiva tiene una incidencia en el comportamiento

acustico en algunas especies.

Una de las especies en la que mas se han realizado estudios de comunicacion acustica es el

murciélago de ventosas de Spix, Thyroptera tricolor, reconocida por emplear un sistema de
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comunicacion unico entre las aproximadas 1.400 especies de murciélagos reportadas a la
fecha (Chaverri et al., 2010). Esta especie realiza un intercambio de llamadas sociales que
facilita el contacto con individuos cercanos y de su mismo grupo y su reclutamiento a sitios
de descanso. En esta especie se han logrado identificar de manera clara dos tipos de
llamadas: (1) la llamada de consulta emitida por aquellos individuos que se encuentran
volando en basqueda de un sitio para refugiarse, y (2) la llamada de respuesta generada por
aquellos individuos dentro de un refugio ya ocupado (Chaverri et al., 2010). En esta especie
se ha demostrado que no se genera una llamada de respuesta sin que previamente se haya
emitido una llamada de consulta que estimule su respuesta (Chaverri et al., 2010). Este
sistema de comunicacion en T. tricolor ha sido ampliamente estudiado en un contexto
social. Sin embargo, a la fecha hay pocas investigaciones que nos permitan entender si este
sistema de comunicacidn tan eficiente en un &mbito social, tambien juega algin papel en un
ambito reproductivo. Tampoco sabemos si este comportamiento se modifica entre distintas

etapas reproductivas de acuerdo a las relaciones entre emisor y receptor.

Hernandez-Pinson et al. (2021) reportaron que en T. tricolor hay una variacion en su
comportamiento vocal con el inicio de las actividades reproductivas en machos, pero no en
hembras. Se observd que los machos son quienes emiten un mayor nimero de llamadas de
respuesta en la época de apareamiento (cuando se sabe que las hembras estan ovulando),
pero tienen una tasa de emision de llamadas similar a la de las hembras durante la época no
reproductiva. Por lo tanto, este estudio determind que existe una relacion significativa entre
el sexo y el estado reproductivo con respecto a la variacién en el comportamiento vocal, y
sugiere por primera vez que este intercambio de llamadas emitidas por T. tricolor puede

tener, ademas de una funcién social, una funcion reproductiva.

El objetivo de este estudio fue evaluar si existen diferencias en parametros acusticos en las
llamadas de consulta de T. tricolor de acuerdo con el sexo. Queremos determinar si los
individuos responden de manera selectiva dependiendo del sexo del emisor y la época
reproductiva. De haber diferencias significativas en los pardmetros acusticos de las
Illamadas de consulta entre hembras y machos, predecimos que los individuos responderan
méas a las llamadas de consulta de individuos del sexo opuesto durante la época

reproductiva, como ocurre en otras especies (Curé et al., 2012; Yorzinski et al., 2006).
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Estudios anteriores (Araya-Salas et al., 2020; Gillam y Chaverri, 2012) han demostrado que
en T. tricolor existen fuertes firmas individuales tanto en las Ilamadas de consulta como en
las Ilamadas de respuesta. Lo que no se sabe hasta el momento es si los llamados puedan
codificar informacion confiable sobre el sexo. En algunas especies de murciélagos, las
frecuencias empleadas en la comunicacion acustica son sexualmente dimdrficas,
generalmente las hembras emplean frecuencias mas altas que los machos en sus llamadas
(Yoshino et al., 2006). Por esta razén, nuestro estudio cobra relevancia en términos de
evaluar la importancia que tienen los llamados utilizados para mantener cohesion
intragrupal en los procesos de reconocimiento intersexual, que en T. tricolor se dan a nivel
intergrupal ya que se sabe que esta especie busca parejas reproductivas fuera de su grupo
social (Buchalski et al., 2014).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Esta investigacion fue realizada en el Refugio Nacional de Vida Silvestre Hacienda Baru
(RNVSHB). Este refugio forma parte del Corredor Bioldgico Paso de la Danta (CBPD),
ubicado en el Pacifico Sur de Costa Rica (9°15°42.88"N, 83°52°16.85"0), provincia de
Puntarenas a 12 msnm. Dentro del refugio se encuentran diferentes ecosistemas que van
desde bosque tropical lluvioso, bosques pantanosos, manglares, estuarios, bordes de rio y
orilla de mar. En los sitios boscosos hay grandes parches de Heliconia spp. y Calathea spp.,
los cuales representan los principales sitios de refugio empleados por T. tricolor. La toma
de datos fue realizada entre agosto y diciembre del 2018.

Captura de individuos

En el refugio se buscé hojas tubulares en desarrollo donde pudiera refugiarse T. tricolor. Se
ha establecido que todos aquellos individuos que habitan dentro de un refugio (hojas en
desarrollo de heliconias o calateas) conforman un mismo grupo social (Chaverri y Gillam,
2013). Por esta razon, se procedio a capturar a todos aquellos individuos que habitaran un
mismo refugio obstruyendo la parte superior de la hoja cuidadosamente, evitando cualquier

posibilidad de escape, e inmediatamente se introdujo una bolsa plastica tubular para extraer
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todos los individuos. Posteriormente, los murciélagos fueron introducidos en bolsas de tela
e inmediatamente fueron trasladados al Centro de Investigacion del RNVSHB. Para todos
los individuos se determino su sexo, edad y condicion reproductiva. Todos los individuos
capturados de agosto a septiembre fueron clasificados como reproductivamente activos ya
que en esta época es mas probable encontrar a los machos con los testiculos escrotados
(hinchados y descendidos, Chaverri y Vonhof, 2011), lo que coincide a su vez, con el
momento en que las hembras empiezan a ovular (Findley y Wilson, 1974). Los individuos
capturados de octubre a diciembre fueron clasificados como reproductivamente inactivos
(los machos ya no evidenciaban sus testiculos escrotados).

Marcaje con transpondedores

Cada individuo fue marcado con un transpondedor, el cual es un microchip que emite una
sefial de radiofrecuencia de corto alcance (Modelo Mini HPT8; Biomark, Boise, Idaho,
USA; ISO 11784/11785; Peddy-Mark, UK) que mide 84 mm de largo. Estos
transpondedores se introdujeron de manera subcutanea mediante una diminuta incision en
la parte dorsal de cada individuo capturado. Con la ayuda del lector electronico modelo
HPR plus 1.15 (Biomark), se llevd a cabo la lectura de los transpondedores instalados en
cada individuo, lo que nos permitié diferenciar cada individuo y confirmar si ya se habian

realizado experimentos previos en este individuo particular o no.

Grabacion de llamadas de respuesta

Se reprodujeron llamadas de consulta (Chaverri et al., 2010) previamente grabadas para
evocar llamadas de respuesta. Las llamadas de consulta se grabaron liberando a un
individuo dentro de una jaula de vuelo portatil (10 x 4 x 3m), mientras el resto de los
individuos permanecian guardados en una bolsa de tela con al menos 20 m de distancia de
la jaula para evitar interferencia acustica. Las Ilamadas de consulta fueron grabadas
mediante un micréfono de condensador Avisoft (CM16, Avisoft Bioacoustics, Berlin,
Alemania), conectado a un UltraSoundGate Recorder modelo 116Hme en un computador

portatil con el software Avisoft Recorder (Chaverri et al., 2010). Este proceso se repitié con
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cada miembro del grupo, los cuales volaron por un maximo de 5 min dentro de la jaula de

vuelo.

Una vez grabadas las llamadas de consulta, estas fueron reproducidas a través de un
UltraSoundGate Player (modelo 216H, Avisoft Bioacoustics), con un altavoz ultrasénico
omnidireccional (Vifa, Avisoft Bioacoustics). Para esto, introdujimos a cada individuo
dentro de una hoja tubular, sobre la cual colocamos una pequefia malla para evitar su
escape. A continuacion, fueron reproducidas tres secuencias conformadas por ocho
llamadas de consulta (cuatro llamadas de hembras y cuatro Ilamadas de machos), de
individuos de distintos grupos sociales (Chaverri et al., 2010; Chaverri y Kunz, 2011).
Cada una de estas tres grabaciones contenia un orden diferente generado de forma aleatoria
(se generaron en total tres secuencias para evitar la pseudoreplicacion). Cada secuencia
tenia una duracion de 1 min y el tiempo gque pasaba entre la reproduccion de cada una de las
secuencias fue de 15 s. En este experimento evaluamos un total de 79 individuos, 42
clasificados como reproductivamente activos (24 machos, 18 hembras) y 37 inactivos (17
machos, 20 hembras). Luego del experimento, cada individuo fue alimentado con larvas de
Tenebrio molitor y se les brind6 agua ad libitum; posteriormente fueron liberados en sus

mismos sitios de captura.

Preferencia por responder segun sexo

En cada experimento se contd el namero de llamadas de respuesta emitidas en respuesta a
cada llamada de consulta en el programa SASLab Pro (Avisoft Bioacoustics). El efecto del
sexo Yy el estado reproductivo en las tasas de las llamadas se evalu6 con un modelo de
regresion de efectos mixtos multinomial Bayesiano en el paquete de R MCMCglmm
(Hadfield, 2010), el cual incluyd una interaccidn de tres niveles entre las variables del sexo
de la llamada de consulta, sexo de la Ilamada de respuesta y el estado reproductivo de cada
individuo como variables independientes. La variable dependiente en el modelo fue si el
animal emitié llamadas de respuesta o no. Se incluyé la identificacion del individuo focal
como una variable aleatoria en el modelo. Todos los analisis fueron hechos con el paquete

MCMCglmm (Hadfield 2010), en la plataforma de programacién R (v 4.0). Los intervalos
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de credibilidad del 95% de la distribucion posterior de los estimados del modelo fueron
usados para la prueba de hipdtesis. Aquellos que no contenian cero fueron identificados

como efectos significativos.

Sefiales sexuales en la estructura de las llamadas de consulta

Para evaluar las diferencias en los parametros acusticos entre las llamadas de consulta de
machos y hembras cuantificamos la estructura de las llamadas utilizando pardmetros
espectrales y coeficientes cepstrales de las Frecuencias de Mel (CCFM). Estos ultimos
parametros se emplean para cuantificar sefiales a lo largo de una escala logaritmica que se
asemeja a la percepcion del tono en mamiferos, incluidos los murciélagos (Grinnell, 1995).
Los CCFM han sido exitosamente utilizados para cuantificar la variacion de la estructura de
la sefial acustica en murciélagos (Mirzaei et al., 2012; Prat et al., 2016), incluyendo T.
tricolor (Araya-Salas et al., 2020) y varios otros mamiferos (Clemins y Johnson, 2013;
Fedurek et al., 2016; Mouy et al., 2008). Posteriormente se construyé un modelo para
discriminar las llamadas entre sexos utilizando el algoritmo de aprendizaje de maquina
(“machine learning”) de Bosques Aleatorios (“Random Forest”, Breiman, 2001). Para esto
se entrenaron dos modelos, uno para cada conjunto de variables predictoras (parametros
espectrales y MFCC), usando el paquete de R ‘ranger' (Wright y Ziegler, 2017; namero de
arboles =10.000, importancia= "impureza”). Finalmente, se crearon modelos nulos
aleatorizando las posiciones de las etiquetas de machos y hembras y se estimé el porcentaje
de error para cada modelo. Esto con el fin de estimar el porcentaje de discriminacion
esperado en ausencia de una estructura acustica diferencial entre sexos. Todos los
parametros acusticos se midieron usando las funciones “spectro analysis" (parametros
espectrograficos) y “mfcc_stats” (descriptores de los coeficientes cepstrales) del paquete R
‘warbleR' en R v.1.1.16. Las grabaciones fueron anotadas en Raven Pro (Cornell
Laboratorio de Ornitologia, Ithaca, NY, U.S.A.) y posteriormente importadas a R usando el

paquete 'Rraven’ v.1.0.6 (Araya-Salas, 2017).
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RESULTADOS

Sefales sexuales en la estructura de las llamadas de consulta

El andlisis de parametros espectrales para establecer diferencias en pardmetros acusticos
entre machos y hembras determinaron una prediccion de error del 23%, mientras que los
CCFM arrojaron un error de prediccion del 11% basado en los 25 Coeficientes Ceptrales.
Por esta razon, se decidio hacer un analisis en conjunto con estos dos parametros acusticos
(parametros espectrales y Coeficientes Cepstrales). Para lo anterior se us6 un analisis de
Bosques Aleatorios. Este andlisis determin6 un error de prediccion del 10.61% para asignar
si un llamado pertenecia a machos o hembras, utilizando pardmetros acusticos. Finalmente,
los valores del modelo nulo fueron significativamente mayores que los valores reales en
cuanto a su error de prediccion, el cual fue del 43%. Todo lo anterior indica que existen
claras diferencias estructurales entre las llamadas de consulta que nos permite diferenciar a

machos y hembras.

Preferencia por responder seguin sexo

evaluamos un total de 79 individuos, de los cuales 43 emitieron al menos una llamada de
respuesta para las tres réplicas de llamadas de consulta empleadas y 36 no emitieron
ninguna llamada de respuesta (registrandose en total 2.444 llamadas de respuestas).
Encontramos una tendencia significativa en machos activos a responder a las llamadas de
consulta, lo que indica que hay una tendencia a que los machos siempre respondan cuando
estan activos (p= 0.023; Fig. 1a) en comparacion a cuando no lo estan (Fig. 1b). Sin
embargo, no se observd un aumento en la probabilidad de que los machos activos

respondan a hembras en comparacion de machos (p=0.97).

Se encontré una mayor probabilidad de que un macho responda ante la llamada de consulta
de una hembra cuando este se encuentra reproductivamente activo que cuando no lo esta
(p=0.03; Fig. 1b). En la comparacion de la actividad vocal de machos activos y hembras

activas, encontramos que hay una mayor probabilidad (p=0.01) de que sean los machos



38

activos quienes respondan cuando escuchan una llamada de consulta del sexo opuesto (Fig.
1c). En cuanto a las hembras, cuando estas estan activas, no tuvieron una preferencia por
responder a llamadas de consulta de un sexo en particular (p= 0.39; Fig. 1d). Aun cuando
no se observd una diferencia en la distribucion posterior de los estimados en hembras
inactivas respondiendo ante machos y hembras (p=0.96), en el caso de las hembras
inactivas hubo una mayor probabilidad de que respondieran ante una llamada de consulta
de machos, ya que el mayor porcentaje de la distribucion de posteriores no traslapa con 0
(Fig. le). Sin embargo, si hubo un traslape de la distribucion de posteriores cuando las

hembras inactivas responden ante una llamada de una hembra (Fig. 1d).
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Fig.1. Distribuciones posteriores de los estimados del modelo de regresion Bayesiano para
comparar la probabilidad de que un individuo (M: macho, H: hembra) en diferentes estados
reproductivos (A: activo, I: inactivo) responda de acuerdo al sexo del emisor de la llamada
de consulta (emisor es hembra: —H, o emisor es macho: —M). La linea roja discontinua
sobre el punto cero marca un punto de neutralidad en la probabilidad de respuesta. Las
pendientes hacia la derecha del cero determinan una mayor probabilidad de respuesta hacia
ese sexo determinado, los puntos cercanos o a la izquierda del cero denotan una minima o

probabilidad contraria a que respondan a ese sexo determinado.
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DISCUSION

Nuestra prediccion establecia que en caso de encontrar diferencias en los distintos
parametros acusticos de las llamadas de consulta entre hembras y machos en T. tricolor, los
individuos emitirian un mayor nimero de llamadas de respuesta al sexo opuesto durante la
época reproductiva en comparacion a la época no reproductiva. Bajo esta prediccion,
nuestros resultados demostraron diferencias en los pardmetros acusticos que permiten
discriminar entre machos y hembras en las Ilamadas de consulta en esta especie. Esto
demuestra preferencia por responder a un sexo determinado, ya que se ha demostrado que
el intercambio de Ilamadas de contacto proporciona informacién relevante sobre el
remitente (Kondo y Watanabe, 2009) y las respuestas que emiten los animales a las
Ilamadas de diferentes individuos preceden su comportamiento. Por ello, la informacién
que obtienen los receptores de estas sefiales codifican una gran cantidad de informacion lo
cual determina la respuesta (Seyfath et al., 2010). Comprobar que hay pardmetros acusticos
que permiten la discriminacion de sexos en T. tricolor demuestra la importancia de las

Ilamadas de consulta durante la época reproductiva en la seleccién de pareja.

Nuestro segundo objetivo fue evaluar si existia una preferencia por responder a un sexo
determinado de acuerdo con la época reproductiva. Encontramos que para los machos
activos si existié una incidencia en su comportamiento vocal, aun cuando no parecen tener
preferencia por responder a un sexo determinado (Fig. 1a), ya que hubo una mayor
probabilidad de que respondieran cuando estan activos (Fig. 1b). La mayor actividad vocal
de los machos durante la época de apareamiento sugiere que este comportamiento se da
debido a una posibilidad minima de apareamiento (Carpenter, 1935; Van Parjis et al.,
2003), ya que se sabe que en esta misma época las hembras se encuentran en proceso de
ovulacion (Findley y Wilson, 1974). A diferencia de los machos, cuando las hembras estan
activas no evidencian una tendencia a responder a la llamada de consulta de un sexo
particular (Fig. 1d), pero cuando se encuentran inactivas, estas muestran una mayor
tendencia a responder a los machos (Fig. 1e). Estos resultados pueden estar relacionados
con costos energéticos, ya que se sabe que la emision de sonidos puede ser una actividad

realmente costosa energéticamente hablando (Speakman et al., 1989; Noren et al., 2013),
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especialmente la emisién de llamadas de respuesta en T. tricolor (Chaverri et al., 2021).
Entonces, cuando las hembras estan en etapas reproductivas que requieren una alta
inversion energética, como ovulacion, gestacion, lactacion (Kurta et al., 1989; Thompson,
1993), producir llamadas de respuesta les puede resultar dificil. Por lo tanto, disminuir
cualquier otra actividad que demande costos energéticos adicionales puede ser una

prioridad.

Nuestros resultados de variacion en distintos parametros acusticos en las Ilamadas de
consulta que permiten discriminar entre sexos se ven apoyados por lo evidenciado en otros
taxones como la gaviota tridactila (Rissa tridactyla), en la cual se ha comprobado que
existen firmas acusticas que permiten determinar el sexo y la individualidad del emisor a
través de la emision de llamadas de contacto (Aubin et al., 2007). De igual manera, la
variacion vocal reflejada por los machos de acuerdo al contexto reproductivo en que estos
se encontraban en nuestro estudio, se ha visto en algunos primates no humanos como el
bonobo (Pan paniscus), en los cuales se ha comprobado que el contexto social en el que
surge el intercambio de llamadas entre emisor y receptor incide en el comportamiento vocal
(Schamberg et al., 2016). Por otra parte, en el pez sapo (Opsanus tau), los machos poseen
firmas acusticas en las vocalizaciones emitidas como cortejo durante la época de
apareamiento, y pueden alterar sus vocalizaciones con respecto a la época reproductiva, lo
cual permite que haya un reconocimiento y aumenta sus probabilidades de apareamiento
(Van Wert y Mensinger 2019). La variacion en los parametros acusticos en T. tricolor es de
vital importancia para procesos de discriminacion de sexos durante diferentes épocas
reproductivas y nos permiten aclarar como su comportamiento vocal puede variar entre

diferentes épocas de acuerdo con sus intereses reproductivos.

En conclusion, nuestra investigacion revela informacion novedosa y relevante sobre como
la variacion en el comportamiento vocal en T. tricolor es el resultado de una interaccion
compleja de factores sociales y reproductivos, facilitados por la transmison de informacion
que permiten las sefiales acusticas en las Ilamadas de consulta. Lo anterior permite ampliar
el panorama sobre la importancia que tiene este sistema de intercambio de llamadas
sociales en T. tricolor en un contexto social, que ya se ha estudiado ampliamente, pero

ademas reproductivo.
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NOTA ETICA

Todos los protocolos de muestreos estaban fundamentados en las directrices aprobadas por
la Sociedad Americana de Mastozoologia para la captura, manejo y cuidado de los
mamiferos (Sikes et al., 2016) y los lineamientos ASAB/ABS para el uso de animales con
fines de investigacion. Finalmente, este estudio fue llevado a cabo en concordancia con las
normas éticas de bienestar animal del Ministerio de Ambiente y Energia de Costa Rica, el
Sistema Nacional de Areas de Conservacion, permiso No. SINAC-ACOPAC-RES-INV-
008-2017 (Decreto No. 32553-MINAE). Los protocolos fueron ademéas aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de la Universidad de Costa
Rica (CICUA-42-2018).
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