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RESUMEN

Las interacciones depredador-presa son de gran importancia para comprender las
dinamicas poblacionales y evolutivas de una especie, ya que los depredadores ejercen una
fuerte presion selectiva en sus presas, constituyendo una significativa fuente de mortalidad.
No obstante, para muchas especies no se tiene conocimiento acerca de cuales son sus
principales depredadores y hay poca informacion sobre los comportamientos asociados a la
evasion de depredadores, limitando la comprension de las dinamicas ecoldgicas y sociales
que moldean sus estrategias de supervivencia. Esta tesis tiene como objetivo evaluar como
el riesgo de depredacion y las relaciones sociales afectan al comportamiento actstico
cooperativo del murciélago de ventosas de Spix (Thyroptera tricolor), una especie altamente
social que usa un sistema de sefiales de contacto para mantener la cohesion grupal mientras
localiza refugios efimeros. El sistema de llamados de contacto consta de llamados de
“consulta” por parte de los murci¢lagos durante el vuelo. En respuesta a estas sefiales, los
murci¢lagos dentro del refugio producen llamados de “respuesta”, los cuales contribuyen a
la localizacion mas rapida del refugio por parte de los murciélagos en vuelo, pero para el
emisor estos llamados son energéticamente costosos y pueden atraer a depredadores que
escuchan a escondidas.

En el primer capitulo, se investigd si los llamados de respuesta de 7. tricolor
incrementan la probabilidad de deteccion del refugio por parte de otros murciélagos,
especificamente aquellos que potencialmente pueden depredar esta especie. Para ello, se
implementaron experimentos de campo con sefiuelos acusticos, tales como los llamados
respuesta de T. tricolor, ruido rosado y llamados de angustia de Dermanura spp., dentro de
hojas de Calathea lutea y se anotaron los eventos de revision. Evidenciamos que los llamados
de angustia de Dermanura spp. aumentan significativamente la probabilidad de revision por
parte de otros murciélagos. En contraposicion, los llamados de respuesta de 7. tricolor no
tuvieron un efecto significativo. Sin embargo, el amplio intervalo de confianza asociado con
este ultimo tratamiento refleja una elevada incertidumbre en la estimacion del efecto.

El segundo capitulo analiza si T. tricolor modula los llamados de respuesta en funcion
de las relaciones genéticas, sociales y el riesgo de depredacion. Se realizaron experimentos
de reproduccion de sonidos, presentando llamados de consulta provenientes de cuatro
categorias sociales: familiares-asociados, no familiares-asociados, no familiares-no
asociados y no familiares desconocidos, tanto de forma aislada como combinados con sefales
de ecolocacion de depredadores. Los resultados mostraron que en presencia de sefiales de
depredadores los murciélagos redujeron en un 61% la emisién de llamados de respuesta.
Ademas, en presencia de sefiales de depredadores, 7. tricolor pas6 de responder
indiscriminadamente a un patréon mas selectivo, mostrando preferencia por las parejas con
las que compartia parentesco y asociacion.
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ABSTRACT

The dynamics of predator-prey interactions are important for the comprehension of a
species' population and evolutionary dynamics, given the strong selective pressure predators
exert on their prey, thereby constituting a substantial source of mortality However, for many
species, their main predators are unknown and there is little information on the behaviours
associated with predator avoidance, limiting our understanding of the ecological and social
dynamics that shape their survival strategies. The present thesis aims to assess how predation
risk and social relationships affect the cooperative acoustic behaviour of the Spix's disc-
winged bat (Thyroptera tricolor), a highly social species that uses a system of contact signals
to maintain group cohesion while locating ephemeral roosts. The contact call system is
comprised of "inquiry" calls initiated by the bats during flight. In response to these signals,
bats within the roost produce "response" calls, which contribute to faster roost location by
bats in flight. However, for the sender, these calls are energetically costly and may attract
eavesdropping predators.

The primary chapter of the present study investigated the hypothesis that T. tricolor
response calls would increase the probability of shelter detection by other bats, specifically
those that could potentially prey on this species. To achieve this, field experiments were
conducted with the use of acoustic lures, including 7. tricolor response calls, pink noise and
Dermanura spp. distress calls, which were played inside Calathea lutea leaves. The number
of repeat events observed was subsequently scored. We found that Dermanura spp. distress
calls have been shown to have a significant impact on the probability of revisiting by other
bats. Conversely, the response calls of 7. tricolor exhibited no substantial impact. However,
the wide confidence interval associated with the latter treatment reflects high uncertainty in
the estimate of effect.

The second chapter of this study employs an analytical approach to investigate the
hypothesis that 7. tricolor modulates its response calls in accordance with genetic and social
relationships, as well as predation risk. Sound playback experiments were conducted,
presenting query calls from four social categories: kin-associated, non-kin-associated, kin-
not associated, and non-kin-not associated, both in isolation and combined with predator
echolocation signals. The findings demonstrated that in the presence of predator cues bats
exhibited a 61% reduction in the emission of response calls. Furthermore, in the presence of
predator signals, 7. tricolor shifted from responding indiscriminately to a more selective
pattern, showing preference for mates with which it shared kinship and association.
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INTRODUCCION GENERAL

Los comportamientos cooperativos pueden ejercer una influencia significativa en los
patrones de comunicacion, contribuyendo a la diversificacion y adaptacion de las senales
acusticas en funcion de los contextos sociales especificos (Salahshour, 2020). Por ejemplo,
en aves se asocia la reproduccion cooperativa con un repertorio mas extenso de llamadas de
contacto, alarma y comida (Leighton, 2017). En los chimpancés salvajes (Pan troglodytes),
el “lip-smacking” facilita la coordinacion y prolonga las interacciones cooperativas durante
el acicalamiento social (Fedurek et al., 2015). Asi mismo, se ha observado en delfines nariz
de botella (Tursiops truncatus) que las sefiales acusticas coordinadas y la sincronia motora
apoyan las estrategias basadas en la alianza para coordinar esfuerzos para reproducirse
(Moore et al., 2020).

No obstante, la produccion de sefiales vocales para fomentar la cooperacion conlleva
una serie de costos relacionados con el gasto implicito de vocalizar, pero estos costos pueden
variar dependiendo de la especie, el tipo de sefiales y las condiciones ambientales. Por
ejemplo, los grillos machos de Acheta domesticus aumentan su tasa metabolica en un 30%
cuando producen llamados de apareamiento (Hack, 1998). En T. truncatus, se ha observado
que el gasto energético asociado a vocalizar puede ser significativo cuando los individuos
aumentan la intensidad y duracion de sus llamadas en condiciones ruidosas (Holt et al.,
2015), mientras que los individuos invierten mucho menos energia en producir
vocalizaciones de baja intensidad en condiciones controladas (Pedersen etal., 2019).
Ademas, las vocalizaciones pueden incrementar el riesgo de que el emisor sea detectado por
depredadores oportunistas, como es el caso de los centinelas del Charlatan pio meridional
(Turdoides bicolor) que emiten llamados de vigilancia y tienen més probabilidad de ser
atacados por depredadores que los individuos que tnicamente forrajean (Ridley et al., 2013).

El murciélago de ventosas de Spix (Thyroptera tricolor) es reconocido por su sistema
cooperativo de llamadas de contacto, el cual utilizan para encontrar nuevos refugios de forma
colectiva. Esta especie se refugia en las hojas en desarrollo del orden Zingiberales, que estan
disponibles por periodos de 5 a 31 horas (Vonhof & Fenton, 2004). EI sistema de

comunicacion consiste en llamados de “conssaltolta” emitidos por los murcié¢lagos durante



el vuelo y, cuando uno de ellos encuentra un refugio, los individuos dentro de la hoja
responden con llamados de “respuesta” (Chaverri, 2010; Chaverri et al.,, 2013). Esta
interaccion vocal permite que los murciélagos en vuelo localicen mas rapidamente los
refugios ocupados (Sagot et al., 2018). No obstante, para el emisor, estos llamados resultan
energéticamente costosos, ya que emitir llamadas de respuesta podria aumentar la tasa
metabodlica del individuo sefialador en un 11% (Chaverri etal., 2021). Ademas, estos
llamados podrian aumentar el riesgo de depredacion. Se ha observado que T. fricolor
disminuye los llamados de respuesta cuando escucha llamados de ecolocalizacion del
murci¢lago espectral Vampyrum spectrum, un murciélago carnivoro que se alimenta
principalmente de aves, roedores y otros murciélagos (Gamba-Rios et al., 2025). Este patron
sugiere que la emision de llamados de respuesta por parte de 7. tricolor puede ser usada por
depredadores oportunistas para localizar y depredar a los murciélagos en sus refugios. Por lo
tanto, en el primer capitulo de esta tesis se evalia, mediante un experimento con sefiuelos
acusticos, si los llamados de respuesta de 7. tricolor incrementan la probabilidad de que otros
murci¢lagos —incluyendo potenciales depredadores— inspeccionen sus refugios.

A pesar de los posibles costos que conlleva vocalizar para cooperar, los
comportamientos cooperativos pueden evolucionar cuando los beneficios para los receptores
superan los costos para los emisores, especialmente si existe un vinculo de parentesco. De
acuerdo con la teoria clésica de seleccion de parentesco de Hamilton (1964), en condiciones
de alto riesgo, los animales tienden a dirigir sus esfuerzos cooperativos hacia individuos
genéticamente relacionados, maximizando su aptitud inclusiva. En grupos sociales estables,
la cooperacion también puede extenderse mas alld del parentesco a través de mecanismos
como la reciprocidad, donde un individuo ayuda a otro porque espera ayuda reciproca futura
(Trivers, 1971). Otros mecanismos, como la reciprocidad indirecta, la seleccion espacial y la
seleccion multinivel, han ampliado nuestra comprension de la evolucion de la cooperacion
(Nowak, 2012). Aunque las teorias cldsicas sobre cooperaciéon han sido ampliamente
exploradas mediante modelos y simulaciones, existen menos estudios empiricos que las
corroboren. Esta brecha en la literatura evidencia la necesidad de evaluar estas predicciones
en escenarios ecoldgicos y sociales complejos.

En este sentido, los grupos sociales de T. fricolor son un excelente modelo para

evaluar empiricamente las predicciones mencionadas anteriormente. Estos grupos se



caracterizan por tener altos niveles de parentesco (Wilkinson et al., 2019), una estructura
social estable (Chaverri, 2010) y variabilidad individual en la disposicion a cooperar
mediante sefales vocales (Chaverri et al., 2020). Dados los costos significativos para los
individuos vocales y los beneficios acumulados por los miembros del grupo, se esperaria que
los murciélagos de ventosas fueran selectivos sobre a quién le van a responder. Sin embargo,
estudios previos que utilizaron parejas dentro del grupo no encontraron relacion entre las
tasas de llamadas y el parentesco o la asociacion (Chaverri et al., 2024). Estos hallazgos
plantean la pregunta de si 7. tricolor, bajo condiciones de riesgo, modula su cooperacion
acustica de manera selectiva seglin sus relaciones sociales y genéticas. Por ello, en el segundo
capitulo de esta tesis se aborda la hipotesis de que, en situaciones de riesgo, donde el costo
de vocalizar aumenta, los murci¢lagos seran mas selectivos y tenderan a responder
preferencialmente a individuos genéticamente relacionados o con quienes mantienen
asociaciones mas frecuentes, alinedndose asi con las predicciones centrales de las teorias de
seleccion de parentesco y reciprocidad. Asi, esta investigacion aporta evidencia empirica
sobre como los factores sociales y ecologicos interactian para moldear la cooperacion

acustica en animales sociales.
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CAPITULO I. Atraccién de posibles depredadores mediante los llamados de

respuesta de Thyroptera tricolor

RESUMEN

Las interacciones entre los depredadores y los murciélagos han sido poco estudiadas,
lo que representa un vacio en la comprension de sus dinamicas de supervivencia. Por
ejemplo, se desconoce cuales son los depredadores de Thyroptera tricolor, pero se ha
observado que cesa sus llamados de respuesta al escuchar los chillidos de ecolocacion
de Vampyrum spectrum, un potencial depredador. Los llamados de respuesta son llamados
de contacto que cumplen un papel importante en la busqueda de refugio y en la cohesion
grupal. Por lo anterior, en este estudio se buscd determinar si los llamados de respuesta
aumentan la probabilidad de que el refugio sea revisado por parte de otros murci¢lagos. Se
realizaron experimentos en el campo emitiendo sefiuelos acusticos (llamados de respuesta
de T. tricolor, ruido rosado y llamados de angustia de Dermanura spp.) dentro de hojas
de Calathea lutea y se anotaron los eventos de revision del refugio. El analisis de datos
mediante un modelo de regresion lineal, evidencio que los llamados de angustia de
Dermanura spp. aumentan significativamente la probabilidad de revision por parte de otros
murci¢lagos, mientras que los llamados de respuesta de 7. tricolor no tienen un efecto
significativo. Sin embargo, el amplio intervalo de confianza asociado con este ultimo
tratamiento refleja una alta incertidumbre en la estimacion del efecto. En particular, la falta
de informacion sobre la composicion de la comunidad de murciélagos carnivoros en el
periodo y sitio de muestreo afecta la interpretacion de los resultados. Por lo tanto, se
recomienda ampliar las localidades y los periodos de muestreo para comprender mejor la

respuesta antidepredatoria de 7. tricolor.



INTRODUCCION

Los depredadores ejercen una fuerte presion selectiva en sus presas, siendo una
importante fuente de mortalidad (Anholt & Werner, 1995); por lo tanto, los rasgos y
estrategias que confieren mejor defensa contra los depredadores estan sujetos a una fuerte
seleccion natural (Abrams, 2000; Premate et al., 2021). En este contexto, escuchar a
escondidas las sefiales acusticas, tanto de los depredadores como de las presas, es una
estrategia fundamental en la carrera armamentista en estas interacciones. Por ejemplo, el
cazador puede detectar a sus presas escuchando las sefiales que esta emite para conseguir
pareja o para socializar con sus congéneres, mientras que la presa escucha los sonidos que el
depredador produce al acercarse a cazarla, lo que le permite implementar estrategias para
evitar ser depredado (Bernal & Page, 2023). Estos ejemplos resaltan el papel de la escucha
en procesos criticos para la sobrevivencia, incluyendo la alimentacion y evasion de

depredadores.

El comportamiento de escuchar a escondidas se ha descrito en murciélagos que
escuchan las sefales de sus presas (Jones et al., 2011; Page & Ryan, 2005; Rhebergen et al.,
2015). A su vez, algunas presas han evolucionado para detectar y evitar las sefiales de
ecolocalizacion de los murciélagos con el fin de evitar ser cazadas. Esto se ha observado
tanto en invertebrados (Acharya, 1998; Faure & Hoy, 2000; Greenfield & Baker, 2003;
Holderied et al., 2018; Spangler, 1984; Yack et al., 2020), como en vertebrados (Bernal et al.,
2007; Dapper etal., 2011; Page & Ryan, 2005; Rhebergen et al., 2015). En cuanto a la
respuesta de los murci¢lagos ante depredadores, Baxter et al. (2006) observaron que la
actividad de forrajeo de los murciélagos disminuye en respuesta a las llamadas de buhos
(depredadores potenciales de murciélagos). No obstante, los autores sugieren que esta
reduccién podria atribuirse a una evitacion por el ruido en general mas que a una respuesta
antidepredatoria. Por otro lado, en un experimento con Eptesicus fuscus, Boyles & Storm,
(2007) encontraron que los murciélagos no evitan las sefiales quimicas de depredadores, pero
tienden a evitar el area cuando el depredador esta presente y emite sefiales auditivas.
Finalmente, se ha observado que Dermanura watsoni utiliza sefiales auditivas como primer

filtro para evaluar el riesgo de depredacion y, ante un incremento en el riesgo, recurren a



senales visuales y fisicas para decidir si se aleja del area (Gamba-Rios, 2019). En conjunto,
estos estudios sugieren que las respuestas de los murcié¢lagos ante depredadores no son
uniformes y pueden depender tanto de la naturaleza de las sefiales percibidas como de las
caracteristicas ecologicas y conductuales de cada especie.

Los murci¢lagos de ventosas de Spix (Thyroptera tricolor) dejan de emitir llamados
de respuesta al escuchar llamados de ecolocacion de Vampyrum spectrum, un posible
depredador (Gamba-Rios, 2019). Los llamados de respuesta forman parte de las senales
cooperativas que usan estos murci¢lagos para encontrar refugios ocupados por miembros de
su grupo y asi mantienen la cohesion grupal. Estas sefiales cooperativas estan compuestas
por llamados de “consulta” que son emitidas por individuos durante el vuelo, las cuales
inducen la emision de llamados de “respuesta” de los individuos que se encuentran dentro
del refugio (Chaverri et al., 2010). Mientras estd volando, 7. tricolor puede discriminar entre
los llamados de consulta y de respuesta de individuos del mismo grupo (Chaverri et al.,
2013). Debido a lo anterior, dejar de emitir llamados de respuesta puede afectar la cohesion
del grupo.

Los estudios publicados de depredacion para algunas especies de murciélagos
representan anécdotas aisladas (Alencastre-Santos et al., 2022; Amal et al., 2022; Mikula,
2015; Mikula et al., 2013; Noronha et al., 2015; Silva et al., 2022; Szczygiel & Page, 2020;
Tapanes et al., 2016) y son pocos los datos sobre depredacion en murci¢lagos que se han
colectado de manera sistematica (Borkin et al., 2022; Mikula et al., 2013). Por este motivo,
aun no se sabe cudles son los depredadores para muchas especies de murciélagos, incluyendo
Thyroptera tricolor. Al ser un murciélago insectivoro pequefio (4g) que se refugia en hojas
enrolladas de las plantas del orden Zingiberales que son altamente efimeras (Chaverri et al.,
2010), se cree que estos pueden ser vulnerables a los monos capuchinos (Cebus capuchinus),
que aunque se alimentan principalmente de frutas e insectos (Gomez Romero, 2020), se les
ha visto comer lagartijas, aves y mamiferos pequefios (Rodriguez-Matamoros et al., 2012).
Ademas, T. tricolor podria ser presa de otros murciélagos carnivoros (Gual-Suarez &
Medellin, 2021). Esta hipotesis se refuerza por la evidencia de que 7. tricolor cesa los
llamados de respuesta al escuchar a V. spectrum (Gamba-Rios, 2019), un murciélago
carnivoro que se alimenta principalmente de aves, roedores y otros murciélagos. Aunque aun

no esté claro coémo V. spectrum caza a otros murciélagos (Martinez-Fonseca et al., 2022), es



posible que escuche a escondidas llamados de sus presas, asi como lo hace Trachops
cirrhosus (Tuttle & Ryan, 1981) que incluye a murciélagos y otros vertebrados pequefios en
su dieta (Arias et al., 2015).

Con base en la evidencia presentada, se hipotetiza que los llamados de respuesta de
T. tricolor aumentan la probabilidad de ser detectados por depredadores. Ademas, algunos
estudios sugieren que ciertos llamados sociales, como los de angustia, pueden atraer a
murci¢lagos conespecificos o de otras especies (Carter et al., 2015; Russ et al., 2004; Wu
et al., 2019) aunque esto no se ha descrito aun para los llamados de respuesta de T. tricolor.
Por lo tanto, en el presente estudio también se busco explorar la relacion entre la emision de
llamados de respuesta de T. tricolor y la probabilidad de que otros murciélagos se acerquen

a visitar su refugio.

METODOS

Este estudio se llevo a cabo en la estacion de investigacion “La Cherenga”, de la
Fundacion Universidad de Golfito, ubicado en el Pacifico sur de Costa Rica, en Golfito,
Puntarenas, a 30 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m). La estacion cuenta con 56 hectareas,
y segun el sistema de zonas de vida de Holdridge, esta drea se encuentra en la region de
Bosque Humedo Tropical (Holdridge, 1978). Se seleccionaron tres sitios de muestreo
separados por al menos 500 metros entre si (Figura 1). Debido a esta proximidad, los sitios
no se consideran completamente independientes, pero se utilizaron para capturar variabilidad
espacial dentro del area de muestreo. Para elegir los puntos, se considerd la presencia de
plantas del orden Zingiberales y que fueran parches potencialmente habitados por grupos de
T. tricolor. Ademas, se tuvo en cuenta el estado de conservacion del bosque, seleccionando
sitios ubicados en areas de bosque maduro con un dosel alto. Estas caracteristicas de habitat
han sido consideradas previamente como espacios de caza y descanso preferibles por V.
spectrum (Martinez-Fonseca et al., 2022). Debido a la accesibilidad del terreno, los sitios se
ubicaron cerca de senderos naturales dentro de la estacion de investigacion.

Los experimentos se realizaron del 3 al 11 de abril de 2024, al final de la temporada
seca, para evitar interrupciones por la lluvia, ya que se trabajé con equipos electronicos que
no son resistentes al agua. El 2 de abril se realiz6 un recorrido por todo el sendero y con un

GPS (modelo: GPSMAP64s, marca: GARMIN) se marcaron los sitios donde potencialmente
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se podian hacer los experimentos. Posteriormente, se seleccionaron los tres sitios mas
alejados entre si. Una vez seleccionados los puntos, se procedid a colocar el sefiuelo acustico
en la noche. El experimento se llevo a cabo durante nueve noches consecutivas en los tres
sitios; cada noche se ubico el sefiuelo y las cdmaras en uno de los sitios, y cada sitio se repitid
tres veces. El sefiuelo se coloco entre las 20:00 y las 23:00 horas, ya que son las horas en las

que V. spectrum suele buscar alimento (Martinez-Fonseca et al., 2022).

-83.082 -83.080 -83.076 -83.074 -83.072 -83.070

Costa Rica

Sitio 3

-83.084 -83.082 -83.080 -83.078 -83.076 -83.074 -83.072 -83.070 -83.068

Figura 1. Mapa de los sitios donde se realizaron los experimentos. El cuadro rojo representa la

ubicacion de la estacion de investigacion “La Cherenga”, de la Fundacion Universidad de Golfito.

Para reproducir los sefiuelos actsticos se us6 un reproductor Avisoft UltraSoundGate
(216H) conectado a un altavoz de banda ancha (Ultrasonic Omnidirectional Dynamic
Speaker Vifa; Avisoft Bioacoustics, Berlin, Alemania). Aunque este equipo viene con una
carcasa de aluminio resistente, esta fue removida para poder ubicarlo dentro del cono. El
parlante se ubico dentro de una hoja de Calathea lutea, enrollada en forma tubular y con una

malla para evitar la entrada de otros individuos de 7. tricolor (figura 2a y b). Ademas, se
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instald una cadmara de video Omnimaster (figura 2c) a aproximadamente cinco metros del
reproductor, con el objetivo de grabar si algun murciélago se acercaba a inspeccionar la hoja
que estaba reproduciendo el sefiuelo. La cdmara se configurd para que tomara videos con luz
infrarroja cada 10 min. En el mismo tripode, se coloc6 un Audiomoth para grabar los
llamados de ecolocacion de los murciélagos que se aproximaban (figura 2d), configurado con
una tasa de muestreo de 384 kHz (la tasa maxima del equipo) y una ganancia media-alta. El
grabador se utiliz6 en modo “CUSTOM?” para que grabara en los periodos de tiempo que
estaban sonando los sefiuelos. El computador conectado al reproductor estaba ubicado a 15
metros del parlante (largo total del cable) (Figura 2). Primero se usaron listas de audios de
nueve minutos de duracion que fueron reproducidos cada 11 min. Las listas estaban
compuestas por llamados de respuesta de diferentes individuos, ruido rosado y silencio
(Figura 3a). Considerando que los llamados de angustia pueden atraer a otros murciélagos,
incluyendo potencialmente a V. spectrum (Carter et al., 2015; IUCN, 2018), se decidi6 afiadir
un control positivo usando llamados de angustia de Dermanura spp. Por lo tanto, se generd
una segunda lista de 11 min que se reprodujo cada nueve minutos (figura 3b). Las listas de
reproduccion se iniciaron manualmente por el investigador y cada vez que se iniciaba una
prueba se aplaudia para marcar el comienzo y facilitar la identificacion del momento en que

ocurria algiin evento de interés en los diferentes tratamientos.
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Figura 2. Esquema del sefiuelo acustico. Las lineas roja y azul representan los cables que conectan
el altavoz con el reproductor (15 m) y el reproductor con el computador, respectivamente. a. Altavoz
de banda ancha Ultrasonic Omnidirectional Dynamic Speaker Vifa. b. Hoja en forma de cono de
Calathea luthea, cubierta con una malla. c. Camara de video OmniMaster. d. Grabadora de espectro
completo Audiomoth. e. Computadora con el software de reproduccion y grabacion. f. Reproductor

Avisoft UltraSoundGate (216H).

a.
1min Tmin Tmin 2min Tmin Tmin Tmin
Tmin Tmin 1min Tmin min Tmin 1min 1min 1min 1min 1min

Figura 3. Esquema de las listas de audios de reproduccion. Cada color representa un tratamiento;
Azul=llamados de respuesta, Rosa=Ruido rosado, Morado= llamados de angustia, Gris= silencio.
Cada tratamiento se colocé al azar dentro de la secuencia con excepcion de los silencios que se

pusieron entre cada tratamiento. a. Lista de 9 minutos de duracion. b. Lista de 11 minutos de duracion.
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Los videos de cada prueba se revisaron manualmente en el programa para videos VLC
(v3.5.6 ) a una velocidad normal (1.00x) y cuando se observé algin evento se revisaron en
Boris (v. 8.27.7 2024-08-23) (Friard & Gamba, 2016) para disminuir la velocidad del video
a 0.10x y poder hacer las anotaciones. Se anot6 la hora especifica del evento (hh:mm: ss) y
el comportamiento observado. Para esto se definieron dos comportamientos: transito y
revision. La pantalla del monitor se dividid en dos zonas mediante una circunferencia
centrada en la apertura de la hoja, con un radio de 2cm para mantener las observaciones
estandarizadas. Los eventos que ocurrieran dentro de esta circunferencia se clasificaron como
revision, una variable indicadora de que el murciélago mostraba interés por el sonido o el
objeto (figura 4a). Los eventos en los que el murciélago paso por dentro de la circunferencia,
pero de manera répida (dura menos de 0.5 s dentro de la circunferencia) y sin mostrar algtin
interés en la hoja, se clasificaron como transito. Igualmente, los eventos que ocurrieron fuera
de esta circunferencia se consideraron transito, es decir, el murciélago pasé sin aparente
interés en el sonido o el refugio (figura 4b). También se anot6 el tamano de los murcié¢lagos;
este se tomd en relacion con la hoja y con referencia al murciélago de ventosas. Los
murci¢lagos que tenian un tamano parecido al de un 7. tricolor o se veian pequefios con
relacion a la apertura de la hoja, se anotaron como “pequefios” y los murciélagos que se veian
mas grandes que la apertura de la hoja se anotaron como “grandes”. Adicionalmente, se
revisaron los audios registrados por el Audiomoth en los momentos que ocurrieron eventos
de interés para buscar llamados de ecolocacion y tener una aproximacion a la identificacion

del murciélago del evento.

Los eventos de interés fueron revisados por dos expertos quiropterdlogos y, en
aquellos eventos donde las anotaciones no coincidian entre los dos revisores, se pidid una
tercera opinidn a mas personas expertas en el tema, para llegar a un consenso. Las detecciones
fueron depositadas en una carpeta publica de drive, donde puedan ser revisadas por terceros
(Ver aqui). Una vez determinado el comportamiento y la clasificacion del tamafio de los

murci¢lagos se asigno el tratamiento que estaba sonando en ese momento.


https://drive.google.com/drive/u/3/folders/1c5n2hsCC3aTrvZ_HfrNjUdeYP2TXjMjs
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Figura 4. Ejemplo de dos tipos de comportamiento y tamafios registrados en los videos. a.
Comportamiento: revision, Tamafio: pequefio; la flecha sefiala al murciélago dentro de la
circunferencia revisando la entrada del refugio. b. Comportamiento: transito, Tamafio: grande; la

flecha senala al murciélago pasando por fuera de la circunferencia.

Se ajustd un modelo de regresion logistica, utilizando el enfoque bayesiano con el
software Stan (Stan Development Team 2021) a través del paquete brms (Biirkner, 2017) en
R. La variable de respuesta fue binaria, indicando si hubo (1) o no (0) revision del sefiuelo.
Para este modelo, se utilizdo una distribuciéon Bernoulli con enlace logit (Biirkner, 2017;
Carpenter etal., 2017). Ademas, se incluyd un efecto aleatorio correspondiente a un
identificador unico para cada experimento, que incluye la informacion combinada del sitio,
noche y lista de reproduccion, abarcando los tres sitios, nueve noches y las 54 listas de
reproduccion. El modelo se ajustd utilizando el algoritmo de muestreo Hamiltoniano No-
Utdpico (NUTS), con un control de adapt delta = 0.99 y max_treedepth = 15, para mejorar
la convergencia. A partir de los eventos donde hubo revision se hizo un modelo de regresion
donde la variable respuesta también fue binaria, siendo 1 los murci¢lagos grandes y 0 los
murcié¢lagos pequefios. Para ambos modelos la variable explicativa es el tratamiento que

estaba sonando en el momento.

RESULTADOS
Se registraron 20 eventos de interés en 18 videos correspondientes a 14 listas de
reproduccion. De estos, en nueve eventos se observaron comportamientos de revision, en 11
solo se detecto transito (figura 5a). No se observaron acercamientos de animales diferentes a
murci¢lagos. De los murciélagos que revisaron el refugio (nueve), siete fueron clasificados

como grandes y dos como pequefios (figura 5b).
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Figura 5. Numero de eventos para cada tratamiento acustico (a) segiin el comportamiento realizado

(b) seglin el tamafio de los murciélagos que realizaron una revision en el refugio.

Los llamados de angustia tuvieron un efecto positivo y significativo sobre la
probabilidad de que el refugio fuera revisado por un murciélago (Odds ratio=17.72, 1C95%:
2.19-294.80). En contraste, los llamados de respuesta (Odds ratio= 1.95, 1C95%: 0.06—
51.12) y el ruido rosado (Odds ratio = 8.26, 1C95%: 0,9— 144.41) no tuvieron un efecto
significativo sobre la probabilidad de que el refugio fuera revisado por un murciélago. No
obstante, todos los tratamientos presentaron intervalos de confianza muy amplios, lo cual

indica una alta incertidumbre en las estimaciones. En particular, el intervalo para el ruido
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rosa se encuentra muy cercano al umbral de significancia (limite inferior del IC cercano a 1),
lo que sugiere que no puede descartarse del todo un posible efecto. Esta incertidumbre
probablemente se relaciona con el tamafio reducido de muestra, lo que limita la precision y

el poder del modelo para detectar diferencias claras entre tratamientos (figura 6).

100.0

10.0

Odds-Ratio

0.1

Angustia Respuesta Ruido Rosa
Tratamiento

Figura 6. Efectos de los tratamientos acusticos en la probabilidad de revision del refugio, expresados
como Odds-ratios. Si el intervalo de confianza incluye el valor de 1, indica ausencia de efecto del

tratamiento.

El tamafio de los murciélagos que revisaron las hojas no fue analizado mediante un
modelo de regresion debido al tamaino reducido de la muestra lo cual generd problemas de
convergencia del modelo. Sin embargo, como se observa en la figura 5b, el tamafno del
murcié¢lago que se acercod a revisar el refugio cuando sond el tratamiento de llamados de
respuesta fue grande, por lo cual podemos descartar que sea un 7. tricolor intentando entrar
al refugio. Por otro lado, cuando sonaron los llamados de angustia, se observaron tanto

murci¢lagos grandes como pequetios (figura 5b).

DISCUSION
Los resultados refutan la hipotesis de que los llamados de respuesta de 7. tricolor

aumentan la probabilidad de que el refugio sea revisado por otros murciélagos. Aunque se
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observaron algunos eventos de revision y/o de transitos en presencia de los llamados de
respuesta, el tratamiento tiene un odds ratio centrado en 1, interpretado como ausencia de un
efecto claro, y no mostr6 un efecto significativamente mayor en la revision de los refugios
en comparacion con los controles (silencio o el ruido rosa). No obstante, el intervalo de
confianza amplio para los tres efectos fijos indica una alta incertidumbre, probablemente
atribuible al niumero reducido del tamafio de muestra, lo que afecta la precision de las

estimaciones del modelo.

Chaverri y Gilliam (2013) sugieren que las llamadas de respuesta de 7. tricolor por
ser sonidos de alta frecuencia y en ocasiones de alta intensidad, pueden hacer que la ubicacion
de los murcié¢lagos dentro de los refugios permanezca oculta para los depredadores cuyos
oidos no captan las frecuencias altas, como por ejemplo para los halcones, buhos y aguilas
que tienen rangos auditivos limitados a frecuencias bajas y medias. Sin embargo, otros
potenciales depredadores, como perros o gatos domésticos, coyotes o murcié¢lagos
carnivoros, tienen un rango de audicién mas alto (Arch & Narins, 2008), lo que podria
permitirles escuchar los llamados sociales de 7. tricolor. Aunque algunos depredadores son
sensibles a las altas frecuencias, la corta distancia de transmision y direccion limitada de los
sonidos ultrasonicos (Griffin, 1971), los hacen efectivos para minimizar la detecciéon por
parte de estos depredadores. Comparativamente, los llamados de angustia de Dermanura spp.
tienen frecuencias mas bajas (promedio de frecuencia pico 10,7 kHz, DE=16,8,n=11) que
los llamados de respuesta (promedio de frecuencia pico 69,2 kHz, DE= 7,9, n =16). Estas
frecuencias mas bajas les permitirian transmitirse a mayores distancias y, potencialmente, ser
escuchados por un rango mas amplio de depredadores. Por esta razon, se refuerza la idea de
que los llamados de respuesta de 7. tricolor estdn dirigidos principalmente para la
comunicacion entre miembros del grupo que vuelan cerca del refugio, asegurando que solo
los compafieros del grupo los escuchen.

No obstante, 7. tricolor disminuye los llamados de respuesta cuando escucha las
sefales de ecolocacion de V. spectrum (Gamba-Rios, 2019), un comportamiento que podria
deberse a la asociacion de estas sehales con eventos previos de depredacion. Aun no hay
certeza sobre las estrategias de caza de V. spectrum, pero se sabe que los murciélagos

carnivoros utilizan principalmente sefiales auditivas para localizar a sus presas, detectando



19

sonidos emitidos por estas, como movimientos o vocalizaciones, lo que ha sido documentado
en especies como Chrotopterus auritus, Macroderma gigas y Trachops chirrosus (Gual-
Sudrez & Medellin, 2021; Page & Ryan, 2005). La audicion, combinada con la vision en
condiciones de poca luz, parece ser fundamental para la caza en vuelo o desde perchas
cercanas. Sin embargo, en refugios donde las sefiales acusticas y visuales pueden ser menos
efectivas debido a la densidad del entorno o la falta de movimiento de las presas, es posible
que el olfato adquiera un papel mas importante. Vehrencamp et al. (1977) sugieren que el
olfato puede ser util en la caza de presas en refugios, y se plantea la hipotesis de que V.
spectrum podria recurrir a esta estrategia como complemento en contextos donde las sefiales

auditivas o visuales no sean suficientes para localizar a sus presas.

La identificacion precisa de los murciélagos observados durante los eventos de interés
fue limitada tanto por la falta de nitidez en las iméagenes de los videos como por la dificultad
de clasificar sefiales de ecolocacion captadas durante los experimentos. Incluso con imagenes
de mayor calidad, la identificacién taxonémica es complicada en ausencia de caracteres
distintivos evidentes, lo que dificultd determinar el género de los murciélagos o clasificarlos
a un gremio alimenticio. Las sefiales de ecolocacion detectadas en los eventos de revision
tampoco pudieron asignarse a nivel de género o especie, ya que correspondian a murciélagos
de la familia Phyllostomidae, conocidos por emitir sefales de baja intensidad que son
dificiles de identificar con precision (Yoh et al., 2020). Ante estas limitaciones, se decidio
trabajar unicamente con categorias de tamaio (grande y pequefio) en lugar de intentar una
identificacion taxondmica o asignar un riesgo especifico. En los casos donde se observaron
murci¢lagos pequetios, no puede descartarse la posibilidad de que el murci¢lago que revise
la hoja sea T. tricolor. Sin embargo, no se encontraron llamados sociales ni de ecolocacion
propios de esta especie en las grabaciones y estos eventos nicamente ocurrieron durante la
reproduccion de llamados de angustia de Dermanura spp., un género presente en la zona con
especies cuyo tamano se solapa con el de 7. tricolor. Esto plantea la posibilidad de que los
llamados hayan atraido a murciélagos conspecificos, lo que complica su interpretaciéon como
interacciones asociadas exclusivamente a riesgo. Por otro lado, los murciélagos grandes
podrian representar un riesgo potencial para T. tricolor, pero es posible que correspondan a

especies frugivoras de la subfamilia Stenodermatinae, como Artibeus, cuyo tamafio se solapa
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con el de murciélagos carnivoros de la subfamilia Phyllostominae, como los géneros
Trachops spp. o Phyllostomus spp. Esta superposicion en el tamafio entre especies carnivoras
y frugivoras hace que la identificacion del riesgo potencial sea poco confiable. Finalmente,
no se detectaron murciélagos de un tamafo comparable con V. spectrum, confirmando su

ausencia durante los experimentos.

En un estudio previo realizado en la estacion de investigacion “La Cherenga”, se
capturaron 215 murciélagos pertenecientes a 24 especies de diferentes gremios alimenticios,
incluidos insectivoros, frugivoros y nectarivoros, pero no se registraron murci¢lagos
carnivoros u omnivoros (Chaves-Ramirez et al., 2021). Por la distribucion geografica de
especies como V. spectrum y T. chirrosus (IUCN, 2015, 2018), se esperaba que estas
pudieran estar presentes en el area de estudio; sin embargo, hasta el momento no se han
capturado en esta localidad. La falta de confirmacion directa de la presencia de V. spectrum
u otros murciélagos carnivoros en el sitio de estudio y en el periodo de muestreo limita las
conclusiones sobre la interaccion depredador-presa de 7. tricolor porque, sin saber si los
murcié¢lagos carnivoros estan presentes, no es posible evaluar si estos podrian verse atraidos
por los llamados de respuesta. Esta limitacion, sumada al tamafio reducido del muestreo que
afecta la robustez estadistica de los modelos, resalta la necesidad de realizar muestreos mas
amplios que se lleven a cabo en areas donde la presencia de V. spectrum u otras especies
carnivoras como 7. chirrosus y la especie focal T. tricolor este confirmada, lo que permitiria

obtener datos mas robustos para comprender mejor estas interacciones ecologicas.
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CHAPTER 2: Risky conditions foster social selectivity during contact calling

ABSTRACT:
Cooperation buffers animals against harsh, rapidly changing environments, yet helping is a
valid strategy when its costs are outweighed by the benefits. The call-and-response system
of the disc-winged bat, Thyroptera tricolor, is a suitable system to study how costs modulate
helping. These bats produce “inquiry” calls in flight; in reply to these signals, bats within a
roost produce “response” call. Response calling helps group members find a new roost
quickly, even though it is energetically costly and may attract eavesdropping predators.
Given Hamilton's rule, which predicts that as the cost of helping rises individuals should help
only when the product of relatedness and benefits to the donor outweighs its cost, we tested
how donors (i.e., bats producing response calls) adjust their number of response calls to
various social partners in the presence of predator cues. Playback experiments were
conducted to present inquiry calls from four social categories, both individually and in
conjunction with predator or insectivorous echolocation signals, and the donors' vocal
responses were quantified. Predator signals resulted in a 61% reduction in response calls.
Bats were most likely to signal to partners with whom they shared both relatedness and social
bonds in risky contexts. The present study demonstrates that cooperative signalling in 7.
tricolor 1s highly context-dependent, emerging from the integration of ecological risk and

social relationships.

INTRODUCTION
Cooperation is a powerful defence against environmental hardship. Populations are
usually more resilient in deteriorating habitats when individuals help each other. This
demographic benefit has been confirmed by individual-based simulations: populations
containing more cooperators persist across a wider range of deteriorating conditions than
populations of defectors (Chen et al., 2022). Empirical examples support the results of these
simulations, with examples that span larval insects that forage communally (Dombrovski

et al., 2020) to vertebrate societies that defend, breed or migrate as units (De Dreu et al.,
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2016; Russell & Hatchwell, 2001; Venturino & Petrovskii, 2013). Nevertheless, cooperation
usually involves costs for individuals, which raises the question of how cooperative

behaviours evolve despite these costs.

In contexts of increased environmental risk, cooperative theory predicts that donors
will adjust their level of cooperation towards partners who maximize their inclusive fitness
or provide reciprocal benefits. According to Hamilton's rule (B > C), cooperation is
favoured primarily when genetic relatedness () or direct benefits (B) are high and the cost
or risk of helping (C) remains low. This promotes preferential assistance to closely related
individuals (Bourke, 2014; Hamilton, 1964). For example, common vampire bats (Desmodus
rotundus) dramatically reduced food sharing after a risky floor-feeding manipulation, yet the
few donations that still occurred, became markedly more nepotistic (Carter et al., 2017).
However, in stable social groups, cooperation often extends beyond kin through mechanisms
such as reciprocity. Trivers (1971) suggested that repeated interactions and mutual
dependence offset the costs of helping because they increase the likelihood of reciprocity and
the exclusion of cheaters. In support of this theory, superb starlings (Lamprotornis superbus)
frequently provided help with breeding to non-kin individuals with whom they had strong
social bonds. Such stable relationships likely increase the probability of future encounters
and reciprocal aid, rendering investments in non-kin partners evolutionarily profitable, even
in groups with low average relatedness (Earl et al., 2025). Similarly, Trinidadian guppies
(Poecilia reticulata) preferentially inspected predators alongside familiar shoal mates (Croft
et al.,, 2006). This behavioural bias likely arises because strong social bonds provide a
framework for repeated interactions, reducing uncertainty about partner reliability and
increasing the likelihood of reciprocation. Together, these findings illustrate how ecological
threats, and social stability can both bias cooperative efforts towards kin and strongly
associated partners, thereby highlighting the adaptive interplay between social bonds and

environmental risk.

The generation of some acoustic signals, especially signals that facilitate access to a
resource, are frequently regarded as cooperative behaviour, as it yields advantages to other
group members, including enhanced coordination and increased survival rates. For instance,

in meerkats (Suricata suricatta), sentinels emit vigilance calls that inform foragers about the
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presence of predators and allow them to feed more safely (Moran, 1984). Similarly, in the
pied babbler (Turdoides bicolor), sentinels produce watchman's songs that keep group
members updated on predation risk while they forage (Bell etal., 2009). In bottlenose
dolphins (Tursiops truncatus), male dolphins within alliances have been observed to
coordinate their acoustic signals in order to herd and coerce oestrus females (Moore et al.,
2020). The production of acoustic signals entails significant costs to signallers. Experimental
evidence in pied babblers has demonstrated that sentinels producing vigilance calls are more
likely to be attacked by predators than foraging group members (Ridley et al., 2013). Also,
in male field crickets (Gryllus campestris) increase their metabolic rate by 30% during the

emission of mating calls (Hack, 1998).

Spix's disc-winged bats rely on acoustic cooperation to maintain group cohesion in
ephemeral roosts (Chaverri & Gillam, 2016). These bats roost inside the developing tubular
leaves of the order Zingiberales, like Heliconia or Calatea, that unfold in less than 24 hours,
forcing bats to relocate daily to a new roost. They coordinate this process using an inquiry-
response system: flying bats emit "inquiry" calls and roosting individuals reply with
"response" calls to signal roost location (Chaverri etal., 2010, 2013). Groups are
characterized by high levels of kinship (Wilkinson et al., 2019), are socially stable (Chaverri,
2010) and, within groups, there may be vocal and non-vocal individuals (Chaverri et al.,
2020). Having a vocal individual in a roost, emitting response calls, decreases search time
for other group members, reducing the costs of flight and exposure to predators. However,
response calls are energetically costly; emitting response calls increases the metabolic rate
of the signalling individual by 11% (Chaverri et al., 2021). Moreover, it has been observed
that 7. tricolor ceases response calls when it hears echolocation calls from Vampyrum
spectrum, a possible predator (Gamba-Rios et al., 2025). This suggests that the emission of

response calls by bats in the roost may pose a potential threat to their own safety.

Given the significant costs to vocal individuals, and the benefits accrued by group
members, disc-winged bats may be expected to be selective about whom they vocalize to
within roosts. However, previous studies using within-group dyads found no link between
call rates and relatedness or co-roosting history (Chaverri et al., 2024). Here, we test whether

indiscriminate calling persists when we increase the perceived costs by simulating the
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presence of predators. We predict that under predation risk, bats will preferentially respond
to either close kin or to individuals with whom they have a stronger association history. By
modelling how kinship, association and predation risk influence the number of response calls,
we evaluate whether predation risk triggers selective cooperation. Our experimental
approach provides a robust test of how ecological pressures interact with social relationships

to shape cooperative signalling.

METHODS

2.1 Study population and experimental subjects

Our study used an ongoing, long-term monitoring programme of 7. tricolor at the
Hacienda Baru Biological Research Station in Puntarenas, Costa Rica. There, bats roost in
patches of Heliconia and Calathea within a 6-hectare core survey area. In January and June
2024, we captured the experimental subjects using the project's standardized protocol of
sealing active leaf roosts with plastic bags and transferring the bats to cotton holding bags.
All captured individuals (including those later used in experiments) were processed in
accordance with the long-term protocol. Juveniles (over 2 months old) and adults were fitted
with PIT tags (Biomark Mini HPTS, measuring 8.5 x 1.4 mm and weighing 0.09 g), and their
mass, forearm length, age class and reproductive status were recorded. The broader project
involved daily roost monitoring using digital readers (Biomark HPR Lite, Inc., Idaho, USA)
for one week per month. Our experimental bats were selected based on previous roost surveys
conducted during the study period and one year prior to this, ensuring that their recent activity
patterns were well understood. This capture methodology provided both the experimental

subjects and the contextual demographic data required for kinship/association analyses.

2.2 Kinship and association indices

To test how bats respond to different conspecifics with and without the risk of
predation, pairwise relatedness (r) was obtained from Chaverri et al. (2024) if data were
available. For individuals without genotypic data, preliminary classifications were made
based on birth records and maternal identity. These were later cross validated against genetic

information when it became available. In cases where mismatches were found, the social
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category was corrected accordingly, and only the updated classification was retained.
However, for a subset of individuals for whom genotyping results could not be obtained, we
retained the initial genealogical assignments based on maternal lineage. Dyads with r> 0.125
were classified as kin, and those with r < 0.125 as non-kin (Pereira et al., 2023).

Social associations were quantified using the Simple Ratio Index (SRI) with the
asnipe R package (Farine, 2013), calculated as the proportion of days two individuals shared
a roost over the total number of observation days. The index ranges from 0, indicating that
two individuals were never observed roosting together, to 1, indicating that they were always
found together. We used an SRI threshold of 0.5 to define associated dyads, aligning our
classification with the mean association strength reported by Chaverri et al. (2024) in T.
tricolor. Their analysis showed that within-group pairs had an average SRI of 0.51, making
this threshold both statistically representative and biologically conservative for identifying
strong co-roosting associations.

Individuals included in playback trials had inquiry calls for at least three of the four
kinship/association categories. These social categories were: (1) kin-associated (K-A), (2)
non-kin-associated (NK-A), (3) kin-not associated (K-NA), and (4) non-kin-not associated
(NK-NA). For the subjects selected for the experimental phase of the study, a series of

playback files were prepared, the details of which are outlined in the following section.

2.3 Experiments and playback design

2.3.1 Acoustic stimuli and playback assembly

2.3.1 Acoustic stimuli and playback assembly

To obtain inquiry calls, each group member was recorded once in the flight cage.
Two omnidirectional microphones were placed inside the flight cage to record calls using the
Avisoft UltraSoundGate 416(Avisoft Bioacoustics) connected to a laptop running Avisoft-
Recorder software (sampling rate: 500 kHz, 16-bit resolution). From these recordings, we
selected seven inquiry calls with the highest amplitude, which were used to construct 15-
second sequences used during playback trials. For the risk stimuli, we used echolocation
sequences from two different species: Rhogeessa bickhami (an insectivorous bat, low-risk

control) and Vampyrum spectrum (a carnivorous bat and potential predator, high-risk). All
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clips were edited in Avisoft SASLab Pro v5.3.2-36. All recordings were peak normalized
(75% amplitude) so the signal amplitude for each clip fell within the range of —40 dB to —30
dB full scale. Each inquiry track was triplicated to create three versions: one 'contact-only’,
one predator-risk and one insectivore-risk. These three versions formed two parallel sets of
stimuli for the experiment.

Each playback file lasted five minutes and contained three successive blocks. These
blocks differed in terms of the social categories involved and whether a risk cue accompanied
the inquiry calls (see Table 1). The first block (“Baseline’) consisted only of inquiry calls
with no risk cue and was used to measure general call response in the absence of external
stimuli. In the remaining two blocks (“Kinship” and “Association”), inquiry calls were
accompanied by a risk cue (either from a predator or insectivore), and a single social factor
was experimentally varied while the other was held constant. Specifically, in the Kinship
block, responses to calls from kin versus non-kin were compared, while keeping association
constant (A or NA); in the Association block, responses to calls from associated versus non-
associated individuals were compared, while keeping kinship constant (K or NK). The fixed
social category for each bat was predetermined and balanced across subjects to avoid
confounds (see coloured highlight in Table 1).

Within each block, four inquiry sequences of 15 seconds were broadcast, each
containing seven calls previously selected for their high amplitude. Each sequence was
followed by 15 seconds of silence to allow the bat to resettle, except in the Baseline block,
where sequences were continuous. In total, 28 calls were presented per block, yielding 84
inquiry calls per trial. To facilitate automated call classification (see section 2.4), pure tones
of 0.1 seconds duration were included at key moments of the playback: one tone at the start
of the file, one before each transition between blocks (“Tran1” and “Tran2”), and one at the

end of the playback.
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Table 1. Structure of the playback sequence used in trials. K: Kin, NK: Non-kin, A:
Associated, NA: Not-Associated.

Risk cue Social factor  Social factor Total block

Block (order) present varied fixed duration Example inquiry categories

K-A, NK-A, K-NA, NK-NA
Baseline (1)* No ALL — 1 min ok

(1) K-A, NK-A
Kinship (K vs = Association (A 2) K-NA, NK-NA
Kinship (2) Yes NK) or NA) 2 min oAk

(1)  K-AKNA

Association (A Kinship (K or 2) _

Association (3) Yes vs NA) NK) 2 min wkE

* This block was not included for replicates 3 to minimize the effect of habituation. ** If
calls for one category were unavailable for a focal bat, one available category was randomly
repeated to keep the baseline duration constant. *** According to the categories available for
each bat, the option of the social factor fixed, which was highlighted in a different colour,

was selected.

2.3.2 Acoustic Experiments

Experiments were run on 36 focal bats; a single individual was released into a mesh
flight cage (1.7 x 1.4 x 1.2 m; see Figure S1), which contained a freshly cut Calathea lutea
leaf that had been formed into a cone. If the bat failed to enter the cone within three minutes,
it was captured with a hand net and then placed within the roost; we then waited one minute
to start the playback sequence (Table 1). Most of the bats completed three replicate sequences
on non-consecutive days, with some completing four and others completing only two.
Different randomized playback sequences per individual were used to avoid
pseudoreplication. Once the sequence was complete, the bat was reunited with its roost mates
in a cotton holding bag. Once all individuals in the group had been tested, the full group was
offered mealworm larvae (Tenebrio molitor) and water ad libitum. The group was then

released at its original roosting site.
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2.4. Call annotation and treatment assignment

The recordings were annotated in Raven Pro 1.6.5 using a fixed spectrogram preset
(Hann window, 785-sample Fast Fourier Transform (FFT), 50% overlap and 50% contrast).
The transition tones (Start, Tranl, Tran2 and End) and every signal emitted (including
response calls, echolocation signals, and other types of signals) by the focal bat were tagged
using the selection tool and exported as text tables. All tables were then merged in R using
the Rraven package (Araya-Salas, 2020). A Python script was then used to match each call
to its treatment by reading the time-stamped transition tones and the known block structure.
A random 10% subset of files was visually inspected to confirm accuracy, and 100%
agreement was found between manual labels and automated assignments. This provided

confidence that the full dataset was correctly and objectively classified.

2.5. Statistical analysis

All analyses were carried out in R 4.4.0. To investigate the joint influence of predation
risk, kinship and association strength on response-call counts in 7. tricolor, we fitted a
Bayesian approach of zero-inflated negative binomial mixed model (ZINB). This approach
accounted for the overdispersion of the count data and the excess zeros (non-responses),
while also incorporating random effects. Previous studies have demonstrated that 7. tricolor
rapidly habituates to repeated acoustic stimuli (Hernandez-Pinson et al., 2022). We therefore
conducted two complementary analyses: (1) a full model incorporating all replicates (1-4),
with replicate as a fixed factor to quantify habituation and make the repeatability analysis;
and (2) a Replicate 1-only model to examine unhabituated responses. Both models included
fixed effects for kinship (kin/non-kin), association (associated/non-associated), predation
risk (control/insectivorous/predator), and their interactions, plus random intercepts for bat
identity (bat_id), playback sequence (playlist id).

We compared models using leave-one-out cross-validation (LOO). This showed that
the zero-inflated negative binomial (ZINB) model was better than the standard negative
binomial (NB) model. The difference between their expected log predictive densities (ELPD)
was 77.4 (SE = 12.2). Posterior predictive checks showed that the ZINB model was able to
capture data characteristics, including overdispersion and excess zeros. All models were

fitted using four Hamiltonian Monte Carlo chains (4 chains, 4000 iterations each, with 50%
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warm-up) and weakly informative priors ( Normal(0, 10) for fixed effects (b), Cauchy(0, 2)
for standard deviations of random effects (sd), Gamma(0.01, 0.01) for the shape parameter
of the negative binomial distribution (shape), and Logistic(0, 1) for the zero-inflation
parameter (zi) ). We checked that all R values were below 1.01 and that the trace plots for
chain mixing and stability were stable. This was done to verify convergence. For the full
model, we calculated intraclass correlation coefficients (ICC) by comparing the variance
attributed to bat id with the residual variance across posterior samples (see the
Supplementary Material for the formula).

For all hypothesis testing, we computed posterior contrasts through a two-stage
process using emmeans (Lenth, 2024) in the Replicate 1 Model. All contrasts were converted
to incidence-rate ratios (IRR = exp[Alog pn]), and 95% credible intervals were calculated from
8,000 posterior draws per contrast. First, we estimated the marginal means and conducted
Tukey-adjusted pairwise comparisons between the risk treatments (control/predator,
control/insectivorous and insectivorous/predator). We then compared the four kinship-by-
association combinations within the control and predator treatment contrasts. To visualize
the biologically most relevant context, we plotted the control and predator observations (668
records) as box plots. Contrasts for which the CI did not include one were highlighted with

bracket annotations above the plots.

RESULTS

Our experiments with 36 bats (31 vocal responders and five non-vocal) revealed rapid
habituation, with response calls declining sharply after the first trial. Compared to Replicate
1, the bats emitted 83% fewer calls in Replicate 2, 96% fewer in Replicate 3 and 71% fewer
in Replicate 4. Random effects accounted for a moderate proportion of the variability in the
responses. In replicate 1, the standard deviation (SD) for variability across playback playlists
(playlist_id, SD =0.91) was similar to the SD for differences between individual bats (bat _id,
SD = 0.89). In the full model, the random variation associated with bat identity and playlists
was more balanced (SD = 0.33 for both), with an intraclass correlation coefficient of 0.49 for
bat_id. This indicates that consistent individual differences account for around ~50% of call

rate variance, alongside variability associated with playback playlists. These results suggest
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that full model simulations may be affected by habituation effects. Because of this, we
decided to focus on the replicate 1 model to further examine response dynamics.

We found strong statistical evidence of a reduction in the expected number of calls
emitted by bats in response to inquiry calls when predator (IRR = 0.39, 95% CI = 0.28-0.54)
and insectivore (IRR = 0.54, 95% CI = 0.54-0.74) stimuli were present compared to controls
(Table S1). Specifically, bats emitted an estimated 70.5% fewer calls in response to the
inquiry calls when predators were present than in the control condition, and 57.3% fewer
when insectivorous stimuli were present. Furthermore, a direct comparison of the predator
and insectivore stimuli revealed that bats emitted approximately 31% fewer calls in response
to the inquiry calls with the predator stimulus added (see Figure 1 and for IRR and its CI see
Table S2). These results clearly demonstrate graded suppression of vocal responses

depending on the perceived level of threat.

{ { A 4

Control Control Predator”

Estimated Incidence Rate Ratio (IRR)
L e

Predator Insectivore Insectivore

N ~ ~F

Figure 1. Contrasts of the estimated Incidence Rate Ratio (IRR) under different acoustic risk
conditions for the Replicate 1 Model. The points represent the estimated mean, and the bars indicate
the 95% credible intervals. The dashed line at IRR = 1 represents the absence of an effect. The bat
illustrations outside the graph indicate the conditions being compared in each contrast, where an IRR

greater than 1 suggests a higher emission of response calls in the upper condition compared to the
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lower one. Illustrated bats represent 7. tricolor (control), V. spectrum (predator), and R. bickhami
(insectivore).

Kinship or association fixed effects by itself did not explain the variation of the response
calls (the confidence interval of the coefficients included zero, Table S1) but the interaction
between kinship and predator cues indicated a further decrease in the predicted number of
calls (IRR = 0.50, 95% CI: 0.39-0.74), implying that the presence of signals from kin did not
offset the inhibitory impact of predator stimuli. Similarly, the interaction between association
and predator cues predicted a lower expected rate of vocal responses (IRR = 0.58, 95% CI:
0.33-0.99). However, the three-way interaction between kinship, association and predator
cues showed a different pattern: the model predicted a substantially higher expected number
of calls in this combined social context (IRR = 3.67, 95% CI: 1.58-8.54) (Table S1). This
indicates that the presence of both kinship and association cues simultaneously may reduce

the suppression of vocal activity caused by predators.

During the control trial, bats responded with a similar number of calls to kin and non-kin,
and associated and non-associated conspecifics, showing no evidence of social bias under
low-risk conditions (Figure 2). However, under predator conditions, pairwise contrasts
indicated clear differences in bats’ vocal responses across social categories. Compared to
calls from K-A partners, responses to K-NA and NK-A individuals were predicted to
decrease by 56% and 53%, respectively. Additionally, calls from K-NA individuals were
associated with a 47% reduction in vocal responses relative to NK-NA partners, and calls
from NK-A individuals showed a 44% reduction relative to NK-NA (see Figure 2 and for
IRR and its CI see Table S3).



38

1.92 (1.23 - 3.06)
9 ° 1.79(1.19 - 2.82)
0.4 (0.26 — 0.75)
' 0.47 (0.29 - 0.76)
| —

SRR TONE

60

9| D o ¢
40 g

®

° 40

q 9

® °

°

o !;_ A o
— -

Mean number of response calls

—&

20

0 j i I. 0 L

K-A NK-A K-NA NK-NA K-A NK-A K-NA NK-NA
Social category

Figure 2. Response call patterns of T fricolor to social partners under control (left) and predator risk
(right) conditions, analysed from Replicate 1 data only. Four social categories are shown: kin-
associated (K-A), non-kin associated (NK-A), kin non-associated (K-NA), and non-kin non-
associated (NK-NA). Box plots represent medians and interquartile ranges, with individual data
points overlaid, with only the data of the first replicate. Violin plots illustrate data distributions. Lines
above the box plots represent significant incidence rate ratios (IRR) contrasts identified in the

Replicate 1 model.

DISCUSSION

Our playback experiment investigated if predation risk triggers selective cooperation.
Three patterns emerged. First, as predicted, the addition of heterospecific echolocation cues
reduced signalling: call emission decreased by 61% when bats were exposed to predator cues,
and by 46% when exposed to the insectivore, compared to the silent control. Second, under
no-risk control conditions, neither relatedness nor association altered calling rates, findings
that are consistent with previous results (Chaverri et al. 2024). Thirdly and most importantly,
predation risk revealed intricate social modulation.

The significant three-way interaction between predation risk, kinship, and association

highlights that the cooperative signalling decisions of bats are not influenced by a single
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social factor in isolation. Rather, these decisions emerge from the interplay of multiple social
and ecological factors. In the presence of predators, neither kinship nor association alone
counteracted the inhibitory effect of risk on calling. This suggests that the immediate cost of
signalling when bats perceive a threat outweighs the potential benefit of assisting close
partners when only one social cue is present. However, when both kinship and association
were present, bats markedly increased their response rates. This indicates that the dual
presence of these social cues provides a strong enough incentive to signal, even in risky
conditions. This pattern indicates that bats integrate information about genetic relatedness
and social familiarity to determine the most opportune moments for cooperation under threat.

The marked differences among social categories highlight the manner in which bats
prioritize signalling towards individuals with whom they share both genetic relations and a
history of social interactions. A higher probability of responding to kin-associated partners
under predation risk likely reflects the compounded benefits of inclusive fitness and
established reciprocal relationships, as we predicted based on kin selection and reciprocity
theory (Hamilton, 1964; Trivers, 1971). In contrast, the predicted reduction in responses to
kin-not-associated and non-kin-associated individuals suggest that a single social cue — either
kinship or association — might be insufficient to justify the cost of signalling in risky
conditions. For kin-not-associated individuals, kinship alone may not guarantee reciprocity
in the absence of prior or consistent social bonds, while for non-kin-associated individuals,
social familiarity without genetic relatedness might fail to offset predation risk. This
selectivity may be indicative of a conservative strategy, whereby bats reserve cooperative
signals for partners who combine both kinship and association, while minimizing responses
to ambiguous partners who provide only partial cooperative incentives.

Interestingly, and opposite to our predictions, bats did not reduce their responses to
non-kin-non-associated individuals relative to kin-associated partners under predation risk.
Why bats would make such a large investment responding to individuals with whom they
seldom or never interact, and who are also non-kin, is a puzzling result. One potential
explanation for this phenomenon is that bats may exhibit a generalized reduction in signalling
under predation risk yet maintain a baseline level of response to NK-NA individuals for
reasons unrelated to cooperation. For instance, these calls could function as deterrent signals,

passively advertising the presence of conspecifics within the roost to discourage entry by
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strangers, or as minimal contact cues to reduce potential competition. Alternatively, the
apparent similarity in response rates may be attributable to perceptual limitations in
distinguishing completely unfamiliar callers. These findings underscore the notion that
response calls may serve a variety of functions beyond cooperative recruitment. It is
recommended that future studies investigate whether changes in the structure or deployment
of response calls convey additional context-dependent information.

The findings of this study provide an important counterpoint to the hypothesis that
vocal recognition may be challenging for roosting bats (Chaverri et al., 2024). It has been
demonstrated that the acoustic properties of leaf roosts can distort incoming inquiry sounds
(Chaverri & Gillam, 2013). However, previous studies have demonstrated that inquiry calls
exhibit strong individual signatures and, to a lesser extent, group-level signatures (Gillam &
Chaverri, 2012). Furthermore, recent research demonstrates that 7. tricolor possesses the
capacity for advanced acoustic discrimination, including the ability to differentiate between
echolocation calls of predatory and non-predatory bats (Gamba-Rios et al., 2025). This
evidence suggests that 7. tricolor possesses the sensory and cognitive abilities required to
discriminate among relevant acoustic signals even within its roost. This challenges the notion
that the lack of selectivity observed in previous studies is indicative of an absolute constraint
for identification among conspecifics. Instead, in the context of predation risk, bats appear to
engage more actively in evaluating social cues and deciding whom to respond to.

Taken together, these results highlight how ecological and social factors interact to
influence cooperative decisions in complex animal societies. For instance, in the case of
purple-crowned fairy-wrens (Malurus coronatus), subordinates adjust anti-predator
behaviours depending on whether their own offspring or those of relatives are at risk,
suggesting that defence is deployed selectively according to contextual benefits (Kern, 2021;
Teunissen et al., 2021). Consistent with these findings, the present study demonstrates that,
in the presence of predator cues, bats transitioned from an indiscriminate response calling
behaviour to a more selective pattern, exhibiting a marked preference for partners with whom
they shared both kinship and association. This finding indicates that ecological context has
the capacity to unveil latent social modulation in cooperative signalling. In a broader sense,

the present study contributes to our understanding of how ecological pressures shape the


https://www.zotero.org/google-docs/?1230YJ
https://www.zotero.org/google-docs/?nA2Ex8
https://www.zotero.org/google-docs/?sMecxb
https://www.zotero.org/google-docs/?sMecxb
https://www.zotero.org/google-docs/?XirPuP
https://www.zotero.org/google-docs/?DLcK09
https://www.zotero.org/google-docs/?DLcK09

41

flexibility of cooperative communication systems, providing key insights into the dynamic

strategies animals use to balance social cohesion and predator avoidance.

SUPPLEMENTARY MATERIALS

Figure S1. Photograph of the flight cage where the experiments were conducted. The microphone (a)

and the speaker (b) were directed towards the entrance of the Calathea lutea leaf (c).

Table S1. Summary of posterior estimates from the two fitted models evaluating the
effects of kinship, association, risk context, and trial repetition on the number of response
calls. The table shows fixed effects (presented as both log-estimates and incidence rate ratios
[IRR]), standard errors, and 95% credible intervals. Significant effects (credible intervals not
overlapping IRR = 1) are highlighted in bold. Random effects standard deviations are
reported for individual identity (bat id) and playback identity (playlist id). Distributional

parameters for zero inflation (zi_mean) and dispersion (shape mean) are also included.

Section term Model estimate (95%CI) SD IRR (95%CI) % Effect Size
Full 2.29(1.86-2.79) NA NA NA
shape mean
Distributional Repl 3.20(2.34-425) NA NA NA
Parameters Full 0.23(0.19-0.14) NA NA NA
zi_mean
Repl 0.12(0.07-0.17) NA NA NA

Random Effects bat_id Full 1.98(1.42-2.71)  0.33 NA NA
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2.72 (1.82 - 3.60)
1.77 (0.84 — 2.66)

-0.14 (-0.48 — 0.20)

-0.04 (-0.35 —0.44)

-0.04 (-0.34 - 0.27)

-0.04 (-0.39 - 0.30)

-1.30 (-1.60— -1.00)

-0.93 (-1.27 — -0.61)

-0.94 (-1.22 - 0.66)

-0.61 (-0.93 — 0.30)

-1.78 (-2.60 — -0.99)

-3.30 (-4.29 - -2.40)

-1.22 (-2.13 - -0.32)

0.29(-0.21-0.79

0.11 (-0.27 - 0.43)

-0.25 (-0.79 — 0.30)

-0.69 (-1.27--0.11)

-0.24 (-0.79 — -0.25)

-0.40 (-0.93 — 0.13)

0.06 (-0.37 — 0.48)

-0.54 (-1.10 — -0.01)

-0.15 (-0.57 — 0.26)

-0.22 (-0.74 - 0.28)

0.89

0.33

0.91

0.44
0.46

0.17

0.20

0.16

0.18

0.15

0.17

0.14

0.16

0.41

0.48

0.46

0.26

0.28

0.28

0.29

0.28

0.27

0.22

0.28

0.21

0.26

NA

NA

NA

15.12 (6.16 — 36.6)
5.89 (2.31 - 14.32)

0.87 (0.62 — 1.23)

1.04 (0.70 — 1.55)

0.96 (0.71 - 1.31)

0.96 (0.68 — 1.36)

0.27 (0.20 — 0.37)

0.39 (0.28 — 0.54)

0.39 (0.29 - 0.51)

0.54 (0.40 - 0.74)

0.17 (0.07 — 0.36)

0.04 (0.01 - 0.09)

0.29 (0.12 - 0.72)

1.33 (0.81 —2.21)

1.12 (0.65-1.91)

0.78 (0.45 - 1.35)

0.50 (0.39 - 0.74)

0.78 (0.46 — 1.29)

0.67 (0.39-1.14)

1.06 (0.69 — 1.62)

0.58 (0.33 — 0.99)

0.86 (0.57 — 1.30)

0.80 (0.49 — 1.33)

42

NA

NA

NA

1412
489

-13

4
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Full 0.31(-0.40-1.02) 0.37 1.36(0.66—2.78) 36
Kin:Associated:Predator
Repl1 1.29(0.46-2.15) 0.43 3.65 (1.58 —8.54) 265
Full 0.31(-0.41-1.02) 0.37 1.37(0.66—-2.79) 37
Kin:Associated:Insectivorous
Repl 039(-0.41-1.12) 039 1.42(0.66-3.05) 42

Table S2. Posterior contrasts are presented for the number of response calls in
different risk contexts. Estimates are presented on the log scale as incidence rate ratios
(IRRs), alongside their corresponding 95% credible intervals. An IRR value greater than 1

indicates a higher number of calls in the first condition of the contrast.

Contrast estimate (95%CI) IRR (95%CI)
Control - Predator 1.22 (0.99 — 1.46) 3.39 (2.69-4.29)
Control - Insectivorous 0.84 (0.64 — 1.05) 2.34 (1.89 — 2.85)
Predator - Insectivorous -0.38 (-0.59 —-0.16) 0.69 (0.55 - 0.85)

Table S3. Posterior contrasts between social categories under two risk conditions:
Control and Predator. Values are presented as log estimates and incidence rate ratios (IRR),
each with 95% credible intervals. Percent changes (%1, %2) indicate the relative change in
the first and second categories, respectively. Statistically relevant contrasts (credible
intervals excluding 1) are highlighted in bold. C = Control, P = Predator, NK = non-kin, K

= kin, A = associated, NA = non-associated.

Risk contrast estimate (95%CI) IRR (95%CI) % 1 % 2
NK-NA vs. K-NA  -0.04 (-0.45—-0.34) 0.96 (0.64 — 1.40) -4 4.16
NK-NA vs. NK-A  0.04 (-0.29 - 0.39) 1.00 (0.75 — 1.50) 0 0
NK-NA vs. K-A  -0.11 (-0.44 - 0.20) 0.89 (0.65 — 1.20) -11 12.36
CvsC
K-NA vs. NK-A 0.08 (-0.36 — 0.54) 1.10 (0.70 — 1.70) 10 -9.09
K-NA vs. K-A -0.073 (-0.49 - 0.34) 0.93 (0.61 — 1.40) -7 7.53

NK-A vs. K-A -0.15 (-0.54 - 0.21) 0.86 (0.58 —1.20) -14 16.27



NK-NA vs. K-NA  0.65 (0.21 — 1.10)

NK-NA vs. NK-A  0.58 (0.17 - 1.00)

NK-NA vs. K-A  -0.18 (-0.59 — 0.25)

Pvs P
K-NA vs. NK-A  -0.07 (-0.60 — 0.45)
K-NA vs. K-A  -0.83 (-1.30 —-0.29)
NK-A vs. K-A  -0.76 (-1.20 — -0.28)
Supplementary

1.90 (1.20 - 3.10)

1.80 (1.20 - 2.80)

0.84 (0.56 — 1.30)

0.93 (0.55 — 1.60)

0.44 (0.26 — 0.75)

0.47 (0.29 — 0.76)

90

80

-16

-53

44

-47.37

-44.44

-16.28

7.53

127.27

112.77

text:

We based our starting ICC equation on Chaverri et al. (2024), extending it to incorporate the

zero-inflation component estimated in our models. For each posterior draw we then:

1. Extract variance components
From the posterior draws, extract:

- 0%_bat_id, o®_playlist_id: variances of random intercepts on the log scale.
- W: expected count (exp(intercept)) for each draw.

- 0: NB dispersion parameter (shape).
- : Zero-inflation probability (zi).
2. Convert to the count scale

Random-effect variances on the log scale (62) are converted to the count scale as:

o”_count = (exp(o?) - 1) * exp(2p + 62)

3. Compute residual variance for zero-inflated NB
The residual variance combines the NB variance and the zero-inflation component:

V.NB=p+p?/0

Vazi=p**n*(1-m)

V_resid=(1-m)*V_NB +V_zi
4. Calculate ICC for bat _id

For each posterior draw, the ICC for bat_id is:

ICC_bat_id = 6®_bat_id / (c%_bat_id + o2_playlist_id + V_resid)

and similarly for other random effects by substituting the numerator.

5. Summarize posterior

The posterior distribution of each ICC is summarized by its mean and 95% credible

interval:
Mean = mean(ICC_draws)

95% Crl = quantile(ICC_draws, c(0.025, 0.975))
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