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Resumo

O canto é uma importante forma de comunicagdo entre as aves, usado tanto na escolha
de par como em interacdes agonisticas entre machos. A competicdo agressiva de canto
entre machos pode envolver a sobreposicao de can¢des, mudangas de tipo de cang¢do ou
mudangas no ritmo. Estudos anteriores realizados com machos de milheirinha (Serinus
serinus) mostraram que can¢des mais rdpidas sdo um sinal de agressividade. Em estudos
recentes mostrou-se que os machos aumentam a velocidade do canto quando desafiados,
revelando comportamentos agressivos. Tanto em milheirinhas, como em estudos com
outras espécies, foi proposto que as can¢des mais rapidas sao percebidas como um sinal de
ameaca, afastando os machos, uma vez que, segundo os resultados desses estudos, os
machos se aproximaram menos de estimulos mais rapidos.

O objetivo do presente estudo é determinar se, de facto, cancbes mais rdpidas sao
percebidas como agressivas e can¢des mais lentas como menos ou nao agressivas de todo,
reproduzindo “playbacks” interativos a machos com os dois tipos de estimulo. A velocidade
das cangdes foi aumentada ou diminuida através da remocado ou adi¢do de siléncios entre as
silabas, dentro da variacdo normal da espécie. Quarenta e seis machos foram testados,
metade sob cada condicdo, as suas canc¢des foram gravadas antes, durante e depois do
“playback”, e foi ainda registado quando eles se aproximaram ou voaram em redor da
coluna. Os machos responderam de forma diferente perante os dois estimulos, aumentando
a velocidade das suas cangdes em resposta a estimulos lentos, mas ndo face a estimulos
rapidos. Foi também possivel verificar que em presenca de estimulos lentos, os machos
aproximaram-se mais rapidamente da coluna. Estes resultados sugerem que cang¢des mais

rapidas sdo um sinal de agressividade que os machos de milheirinha tentam evitar.

Palavras-chave: Canto, “playback” interativo, Serinus serinus, taxa silabica, agressividade
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Abstract

Birdsong is a very important way of communication in birds, used both in mate choice
and agonistic interactions between males. The aggressive singing competition between
males may involve song overlapping, changing of song types or alterations in the rhythm.
Previous studies performed with male Serins (Serinus serinus) showed that faster songs are a
sign of aggressiveness. Previous studies showed that males increase the speed of the songs
when challenged, revealing an aggressive behavior. Both in Serins, as in studies with another
species, it is suggested that faster songs are perceived as a threat signal, repelling the males,
since according to the results of these studies, males approached less to faster stimulus.

The aim of this study is to determine if, indeed, faster songs are perceived as aggressive
and slower songs as less or not aggressive, by performing interactive playbacks to males with
the two types of stimuli. The speed of the song stimuli was increased or decreased by
removing or adding silences between syllables, within the normal range of variation. Forty-
six males were tested, half under each condition, and their songs were recorded before,
during and after the playbacks. We also recorded whether they approached or flew around
the speaker. Males did respond differently in face of the two stimuli, increasing their song
speed against slow stimuli, but not against fast stimuli. It was also possible to check that in
face of slow stimuli the males approach faster to the speaker. These results suggest that

faster songs are an aggressive signal that male Serins try to avoid.

Keywords: Birdsong, interactive playback, Serinus serinus, syllable rate, aggressiveness
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Capitulo 1 — Introducgdo
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Comunicag¢ao Animal

A comunicagdo é fundamental na compreensdo dos comportamentos sociais entre os
animais, como a escolha de par, o comportamento de acasalamento, a defesa do territdrio, a
competicao por recursos (Todt & Naguib 2000), a defesa contra predadores e o
reconhecimento individual (Catchpole & Slater 2008).

Comunicagao consiste no envio de informagdo através de sinais. Existe um emissor que
envia um sinal que modifica o comportamento de um recetor. Quando o envio do sinal nao é
em beneficio do emissor da-se o nome de pista (Catchpole & Slater 2008). Teorias anteriores
sugeriam que a evolucdo da comunicacdo ocorre, pois é benéfica para ambos os
intervenientes (Smith 1977). Atualmente os etélogos veem a comunicagao, ndo s6 como um
resultado da cooperagdo, mas também como um resultado do conflito (Catchpole & Slater
2008). Segundo a teoria de Zahavi (1975, 1980, 1987), conhecida como o principio do
“handicap”, apenas sinais honestos, ou seja, que indiqguem a real condicdo do emissor,
conseguem evoluir, uma vez que estes sdo custosos de produzir (Grafen 1990). Estes custos
podem estar associados a um maior dispéndio de tempo e energia, tal como a possibilidade
de correrem maiores riscos, ao serem mais desafiados, por apresentarem determinado sinal.
Assim, estes sinais podem sinalizar a qualidade do seu portador em termos fisicos,
nutricionais, condicdo imunitdria, condicdo motivacional ou capacidade de defesa (Zahavi &
Zahavi 1997). No entanto, sabe-se agora que um sinal ndo tem necessariamente que ser
custoso para ser honesto, o que é necessario € uma boa correlacdo entre o sinal e a
caracteristica que é sinalizada. Por exemplo, para um sinal de alarme ser honesto é
necessario que os conspecificos reajam a ele e que a presenca do predador seja real (Grose
2011).

A comunicacdo animal pode ser realizada através de sinais visuais, quimicos, acusticos e
tacteis, sendo muitas vezes concretizada através de uma combinacdo destes. Para as aves o0s
sinais mais importantes sdo, sem duvida, os visuais (como provam as suas plumagens
coloridas) e os acusticos. O som viaja em todas as dire¢Ges, atravessa objetos e alcanca
largas distancias, sendo um método de comunicacdo entre aves extremamente eficaz

(Catchpole & Slater 2008).
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Vocalizagdes nas Aves

O canto das aves é uma das formas mais interessantes da comunica¢do animal, pelo que
tem vindo a ser bastante estudado, sobretudo desde que os avancos tecnoldgicos ao nivel
de equipamentos de gravagdo e de analise permitem o seu estudo mais aprofundado
(Catchpole & Slater 2008). As aves tém vindo, inclusive, a ser utilizadas como modelo de
estudo na comunicagdo vocal em humanos, nomeadamente na questdo da aprendizagem
relacionada com a estrutura cerebral. Para desenvolver a capacidade de canto, as aves
necessitam de ouvir adultos a cantar durante o seu periodo sensitivo, e de se ouvirem a elas
proprias, tal como em humanos os bebés necessitam de ouvir adultos e a si proprios para
desenvolver a sua linguagem (Brainard & Doupe 2002).

O canto pode ser inato ou aprendido. O canto inato é tipico de ndo-passeriformes e
suboscineos, caraterizado pela sua simplicidade e estrutura estereotipada (Slater 1997). Por
outro lado a aprendizagem tem um papel fundamental no desenvolvimento das cangdes
complexas em oscineos, que devido ao nimero e complexidade dos seus musculos da siringe
(6rgdo das aves que permite a producdo e emissdao do som), bem como a sua estrutura
cerebral, sdo capazes de produzir sons bastante mais complexos, tendo ficado conhecidos
como os verdadeiros “pdssaros cantores” (Catchpole & Slater 2008, Kroodsma & Byers
1991).

Vocalizagbes podem ser divididas em chamamentos e cang¢des. Os chamamentos sdo
vocalizac6es normalmente curtas, monossilabicas, produzidas por ambos os sexos durante
todo o ano, estando associadas a contextos particulares como alarme, alimentacdo ou
outras situagdes especificas. As can¢des sao normalmente produzidas por machos durante a
época reprodutiva (Catchpole & Slater 2008), no entanto, existem espécies tropicais onde as
fémeas também cantam, geralmente espécies em que ha duetos (Grafe & Bitz 2004,
Langmore 1998, Sethi et al 2012). S3o vocalizagbes mais longas e acusticamente mais
complexas, envolvendo uma maior variedade de silabas e elementos, e n3ao estando
associadas a situacoes especificas (Catchpole & Slater 2008, Marler 2004). Na maioria das
espécies o canto contém informacdo sobre a espécie ou a populacdo a que o individuo
pertence assim como a sua propria identidade. Existem espécies onde ha apenas um tipo de
cancgdo, outras onde o repertério de cada individuo é constituido por uma grande variedade

de cangdes e silabas diferentes (Todt & Naguib 2000). As cang¢des sdo compostas por frases
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ou seccdes que, por sua vez, sdao constituidas por silabas, que ocorrem num padrdo
especifico. As silabas mais complexas podem ainda ser constituidas por varios elementos.
Cancdes, silabas e elementos podem também ser definidas pelos intervalos entre elas (Mota
& Cardoso 2001).

Muita informacdo pode estar contida no canto, como a condicdo do individuo, a
dominancia, a idade e a habilidade de luta, uma vez que certos sinais sdo custosos do ponto
de vista da performance, pois requerem uma boa capacidade de controlo motor fino
(Catchpole & Slater 2008). E aceite que a evolucdo das caracteristicas do canto se devem a
duas formas de pressdo seletiva: sele¢cdo intersexual e intrasexual (Searcy & Andersson
1986). Assim, o canto assume trés funcdes principais, sendo elas, a atracdo de fémeas,
estimulacdo reprodutiva da fémea e afastamento de machos rivais (Kroodsma & Byers
1991).

O canto deverda ser um sinal honesto da qualidade dos machos, uma vez que o
desenvolvimento do nucleo cerebral responsavel pela aprendizagem do canto ocorre num
periodo em que os juvenis passam por stress nutricional, sendo, deste modo, um indicador
do histérico de desenvolvimento e genética do individuo (Nowicki et al 1998). Além disso o
canto requer uma boa coordenacdo respiratdria, do 6rgao vocal e dos musculos
craniomandibulares (Suthers et al 1999). O ritmo respiratério determina o padrdo temporal
das cancdes pois o som é produzido durante as expiracdes, sendo que, normalmente, cada
silaba é seguida de uma pequena inspiracdo, exceto durante os trilos (parte repetitiva da
cancdo) (Suthers et al 1999). Podos (1996) mostrou que existem constrangimentos na
producao do som aquando de uma taxa mais elevada de repeticdo silabica em “swamp
sparrow” (Melospiza georgiana). ldentificou também um “tradeoff” entre a taxa de trilos e a
banda de frequéncias em diversas espécies de Passeriformes (Emberizidea), ou seja, quando
uma aumenta a outra diminui. Representando graficamente estes valores, eles irdo formar
um triangulo, conhecido como Tridangulo de Podos (Podos 1997) (figura 1). O lado desse
triangulo representa performances que se encontram no limite das capacidades fisicas,
sendo que a selecdo natural favorece essas cancoes (Vallet et al 1998). Para além destes
aspetos de controlo motor, existem constrangimentos fisicos, pois certos sons podem
depender do tamanho corporal, uma vez que este limita o tamanho da caixa de ressonancia

(Ryan & Brenowitz 1985).
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Figura 1 — Representacao do triangulo de Podos (adaptado de Podos et al 2004).

Sinais de Agressividade

Para além da variacdo nas silabas e elementos que as constituem, as can¢des podem
variar em parametros como a sequéncia em que estes sao apresentados, a duragao, o
numero de trilos (silabas repetitivas), a consisténcia sildbica, a taxa silabica (rapidez da
cancdo), a frequéncia e a amplitude. A complexidade da sua estrutura permite que haja uma
grande variedade de cangbes, assim como uma grande variedade de func¢des, tendo vindo a
ser estudado se um tipo particular de cangdo corresponde a uma mensagem em particular
(Todt & Naguib 2000). Os sinais de agressividade sdo bastante importantes na comunicacao
animal pois permitem confrontos sem necessidade de luta, uma vez que podem transmitir
informacdo como a habilidade de luta do seu emissor. Desta feita, haveria vantagem para o
emissor em defraudar estes sinais. Foi, no entanto, proposto que a sua honestidade é
garantida pois os individuos que os possuem s3do mais desafiados, assim, apenas machos
com maiores capacidades de luta os podem suportar (Rohwer & Ewald 1981). As cancdes
das aves também podem conter sinais de estatuto, como a presenca de silabas especificas
(Rehsteiner et al 1998), e apresentar outras caracteristicas que podem ser sinais de

agressividade, como a taxa sildbica, o tamanho do repertério, a correspondéncia de cancdes,
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a correspondéncia de frequéncias, a sobreposicao de cang¢des, a mudanca de tipo de cancao,
e cangodes de baixa frequéncia (Gil & Gahr 2002, Searcy & Andersson 1986). Também a
elevada quantidade de trilos na cancdo sera um sinal de agressividade (llles et al 2006, Neves
2013). Segundo Searcy and Beecher (2009), para um sinal ser considerado agressivo, deve
ter-se em conta trés requisitos: se o sinal aumenta em contextos agressivos, se o sinal prevé
um aumento da agressividade por parte do emissor e se 0s recetores respondem ao sinal.
Verificando-se estes trés requisitos, o sinal pode ser considerado agressivo.

“Playback” é uma técnica para retransmitir sinais naturais ou sintéticos a animais e
observar a sua resposta. O “playback” de sinais sonoros é o mais utilizado no estudo do
comportamento animal, mas também podem ser usados “playbacks” de sinais elétricos e
visuais através de video (McGregor et al 1992). Os “playbacks” sonoros tém vindo a ser
bastante usados em estudos com aves para simular a presenca de outro individuo, de modo
a testar, por exemplo, comportamentos territoriais (Dabelsteen & Pedersen 1990), o efeito
determinados parametros do canto (Cardoso et al 2007) ou a capacidade de reconhecimento
individual (Botero et al 2007). Uma vantagem do uso de “playbacks” é que o estimulo que é
transmitido pode ser manipulado, permitindo estudar a relacdo entre parametros do canto e
determinados comportamentos (Slater 1997). Um “playback” interativo, consiste na emissdo
de um estimulo que comeca, neste caso, antes do final da can¢do do individuo em estudo.
Naguib and Mennill (2010), através da revisao e discussdo de outros estudos, sugeriram que
a sobreposicao de cangdes é um sinal de agressividade, ja que as aves respondem de forma

diferenciada e bastante mais acentuada a canc¢des sobrepostas as suas.

Espécie em Estudo

A espécie considerada neste estudo foi o Serinus serinus (Linnaeus, 1766), conhecida
vulgarmente como milheirinha. Trata-se de um pequeno passeriforme da familia Fringillidae,
subfamilia Carduelinae, que apresenta uma plumagem malhada de amarelo e castanho,
sendo uma das suas caracteristicas distintivas as bandas amarelas nas asas. Nesta espécie
existe dimorfismo sexual, os machos apresentam coloracdo amarela também no peito,
abdémen, babete e coroa, enquanto as fémeas sdo mais acastanhadas (figura 2). Esta

coloracdo dos machos é resultante da incorporacdo de carotenoides através da dieta e é
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uma caracteristica sexualmente selecionada pelas fémeas, sendo que estas preferem

machos mais amarelos (Leitdo et al 2014).

Figura 2 — Fémea (a esquerda, foto cedida por Eliana Soukiazes) e macho (a direita)
de milheirinha (Serinus serinus).

E muito comum em toda a Europa, mas apenas é residente durante todo o ano na zona
Mediterranica, nas zonas mais a norte apenas ¢é nidificante. Os machos cantam
intensivamente durante a época reprodutiva que ocorre entre finais de Fevereiro e inicios de
Julho, o que tem um importante impacto na estimulacdo das fémeas, na guarda do par
(Mota 1999) e na proépria escolha de par (Cardoso et al 2007). Pode ser encontrada em
plantacGes, terrenos cultivados, mas também em zonas urbanas. Alimenta-se
principalmente de sementes, rebentos de gramineas e outras pequenas plantas horticolas,
embora também se possam alimentar de pequenos invertebrados (Cramp & Perrins 1994). E

uma espécie monogamica, ndo territorial e gregaria (Mota 1995).

O Canto na Milheirinha

Esta espécie apresenta dois modos de canto: o modo repetitivo e o modo sequencial
(figura 3). O modo repetitivo consiste na repeticdo rapida de uma mesma silaba - partes
chamadas trilos (A, figura 3). O modo sequencial é formado por um conjunto de diferentes

silabas que se sucedem numa ordem determinada e normalmente corresponde a maior
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parte da cancdo (B, figura 3). Algumas silabas neste modo incluem a repeti¢cdo de elementos

muito simples, (ex. figura 3, apds 1,8s) (Mota & Cardoso 2001).
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Figura 3 — Espectrograma de uma canc¢do de milheirinha, com representagdo do modo
repetitivo constituido por um trilo (A), seguindo-se o modo sequencial (B).

Em geral as cancdes dos oscineos apresentam uma grande variedade na organizacao
sintatica, desde espécies com canc¢des simples e curtas até outras com repertorios sildbicos
organizados em longas sequéncias numa cancdo (Catchpole & Slater 2008). A milheirinha
nao apresenta diferentes tipos de cangao, sendo que a organizacdao das mesmas é realizada
de forma circular, isto é, existe um numero limitado de frases iniciais e as restantes repetem-
se numa sequéncia determinada, podendo acabar o ciclo em qualquer ponto (Mota &
Cardoso 2001). Assim as suas cancdes tém uma duragdo muito variavel, entre 1 e 18
segundos (sendo a média de 3s) e o seu repertdrio sildbico varia entre 40 e 87 silabas
medidas (Mamede & Mota 2012). Num estudo realizado por Mamede & Mota (2012), foi
demonstrado que a complexidade das can¢bes e o tamanho do repertério ndo aumentam
com a idade.

O canto desta espécie é percebido pelo ouvido humano como uma sucessdo rapida de
diferentes elementos de alta frequéncia, o que contrasta com o canto mais suave e
repetitivo dos canarios (Serinus canaria) e outros carduelinos. Abrange uma ampla gama de
frequéncias, entre os 2,02 e os 10,74 kHz. A frequéncia de intensidade maxima é, em média,
6,30 kHz (aproximadamente a meio da sua gama de frequéncias) (Mota & Cardoso 2001).

Tratam-se de frequéncias muito elevadas para o que seria de esperar tendo em conta o seu
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tamanho corporal, sendo a espécie com a frequéncia mais alta dentro do seu género
(Cardoso & Mota 2007).

Ao cantar grupos de elementos relativamente longos a uma taxa muito rapida é
necessario coordenar o canto com a respiragdo e em muitas espécies os intervalos sdo
usados para inspirar (Suthers & Goller 1997). Esta espécie apresenta uma taxa sildbica muito
rapida, sendo mesmo a espécie do seu género com intervalos intersilabicos de menor
duracdo (cerca de 20 ms) (Cardoso & Mota 2007). O coeficiente de variacdo da mesma
sequéncia de silabas é muito baixo, uma média de 1,63% e um maximo medido de 2,33%
(Mota & Cardoso 2001). Num trabalho de Cardoso et al (2007) com Serinus serinus a taxa
silabica foi aumentada e verificou-se que isto inibia a resposta em ambos os sexos, sugerindo
ser um sinal de agressividade. No mesmo trabalho, verificou-se que havia uma preferéncia
das fémeas por sons de elevada frequéncia. Assim, concluiram que a alta frequéncia e a
rapida taxa sildbica caracteristicas do canto desta espécie ndo sao resultado do mesmo
processo evolutivo. Enquanto a elevada frequéncia podera resultar de selecdo intersexual, a
elevada taxa silabica podera resultar de um processo de sele¢do intrasexual. Verificou-se
gue em diferentes espécies os individuos aumentam a taxa silabica quando se comportam
de forma agressiva (DuBois et al 2009, Geberzahn & Aubin 2014, Linhart et al 2013,
Vehrencamp et al 2013) ou respondem a uma elevada taxa silabica com um comportamento
agressivo (llles et al 2006). Num trabalho de 2015, de Funghi et al, utilizou-se um “playback”
interativo para sobrepor o canto dos machos de milheirinha, de forma a incitar uma resposta
agressiva, com o objetivo de avaliar que caracteristicas do canto se alteram. Verificou-se que
nos machos que responderam de forma mais agressiva, aproximando-se da coluna, a taxa
sildbica aumentou, enquanto que nos machos que responderam de forma menos agressiva,

ndo se aproximando da coluna, a taxa silabica ndo se alterou.

Objetivos

Uma vez que a taxa silabica aumenta em contextos agressivos leva a crer que seja um
sinal de agressividade, abrindo caminho para outros estudos, nomeadamente de forma a
observar a resposta dos machos a cancbes com a taxa silabica ja de si acelerada. Assim

sendo, o principal objetivo deste trabalho foi determinar se variagcbes na taxa silabica
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representam expressdes de comportamento agressivo entre os machos de milheirinha
(Serinus serinus). Esta investigacao foi feita através da realizagdo de desafios em campo, da
observacdo da resposta comportamental e das alteracdes nos parametros do canto no
individuo desafiado.
As hipdteses colocadas foram:
*  Os machos de milheirinha reagem de forma mais agressiva em resposta
a um aumento na taxa silabica das can¢des do que a uma reducdo?

* Asalteragdes comportamentais mantém-se apds o desafio?
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos
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Producao dos Estimulos

Para produzir os estimulos as can¢des foram aceleradas ou desaceleradas procedendo ao
corte ou acrescento de porg¢des de 10ms nos mesmos intervalos intersilabicos. Apenas foram
manipulados os intervalos superiores a 20ms, de modo a manter as cang¢des dentro da
variacdo natural desta espécie (Mota & Cardoso 2001). Foram produzidos 25 pares de
estimulos, sendo cada par produzido a partir de uma mesma cang¢do original, a qual foi
acelerada num caso e retardada no outro.

De modo a evitar pseudo-replicagdo, cada macho foi sujeito a um “playback” diferente,
gerado a partir de uma gravacdo de um ano anterior. Cada “playback” constituiu um
estimulo diferente que consistiu em apenas uma cang¢ao com durac¢do entre 3 a 5 segundos,
volume normalizado a 90% e filtro para frequéncias até 2kHz para remover ruido. Para tal foi
utilizado o software Avisoft-SAS Lab Pro (versdo 5.2.04), com recurso a uma janela FlatTop,
FFT = 512Hz, “Frame size” = 100% e “Overlap” de 93,75%, o que resulta numa largura de

banda de 162 Hz, resolucdo de frequéncia de 43 Hz e um tempo de resolucdo de 1,4512 ms.

Trabalho de Campo

As gravacdes foram realizadas de margo a junho de 2017, entre as 8h e as 15h, em dias
com boas condi¢des meteoroldgicas, em zonas dos arredores de Coimbra como Taveiro,
Arzila, Pereira, zonas agricolas do Baixo Mondego, na Escola Superior Agraria e no Choupal
(figura 4). De modo a evitar a inclusdo de machos repetidos, as gravacées foram realizadas
em locais diferentes e mantendo uma distancia nao inferior a 500m entre elas. Para além
disso, foi feita a andlise comparada dos espectrogramas das cang¢des, que permitem uma
identificacdo individual, uma vez que a estrutura das can¢bes e repertério sdo Unicos (Mota

& Cardoso 2001).
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Figura 4 — Locais de gravacdo. (A) Taveiro, (B) Venda da Luisa, (C) e (D) Adémia.

Para a realizacdo dos “playbacks” foram usadas uma coluna JBL Flip 3 e uma coluna Sony
SRS-A57 conectadas por Bluetooth ou através de um cabo, respetivamente, a um iPod
(Apple) nano 6G ou 7G. Os volumes dos “playbacks” foram ajustados para produzir um nivel
de som de 70 dB a 1 m de distancia, utilizando um sondmetro RS-232 72-860A Tenma Test
Equipment. Sempre que se encontrou um macho em atividade de canto, a coluna foi
colocada a ndo mais de cerca de 30m do mesmo e comecgou-se a gravar posicionando-se de
forma a obter um tridngulo entre o microfone, a coluna e a ave (figura 6). A gravacdo foi
feita com recurso a um microfone direcional Sennheiser MKH 70 ligado a um gravador
Marantz Pro PMD660, com uma frequéncia de amostragem de 48KHz. A gravacdo consistiu
em 3 minutos, divididos em 3 partes: um minuto de canto ndo condicionado do macho
(minuto controlo), seguindo-se um minuto de desafio em que todas as can¢Ges do macho
foram sobrepostas com o “playback” (figura 5) e, por fim, mais um minuto apenas do canto
do macho para medir a persisténcia do efeito do “playback”. A estas trés fases
denominamos de fase antes, durante e depois, respetivamente. Foram utilizadas 46

gravacgdes, das quais 6 sem o minuto final, por a ave se ter afastado ou parado de cantar.
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Simultaneamente a gravacao foi realizado um registo de comportamentos, bem como outras
informagdes relevantes (como local, data, hora, tipo de vegetacdo, condicdes

meteoroldgicas), através do segundo canal do gravador, com recurso a um microfone de

lapela.
L 1 L 1 [ 1]
[ I [

3 - Canto do individuo I - “Playback”

Figura 5 — Esquema de um “playback” interativo de sobreposicdo (adaptado de Naguib 1999).

Figura 6 — Representagdo da gravagao em campo.
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Analise comportamental

Para efeitos de analise comportamental, foram tidos em conta os seguintes aspetos:

- Voo durante o “playback” — voo em direc¢do a coluna durante o minuto de desafio;

- Laténcia — tempo que a ave demorou a realizar o primeiro voo em dire¢do a coluna
desde o inicio do “playback”, medido em segundos; caso ndo tenha voado assumiu-se a
laténcia maxima de 60s;

- Distancia — distancia minima a que a ave pousou da coluna; medido em intervalos de
valores de 5 m (1-5, 6-10,... 26-30); caso ndo tenha havido aproximagdo assumiu-se a
distancia maxima de 30m;

- “Flyovers” —voo em redor da coluna;

- Voo depois do “playback” — qualquer tipo de voo no minuto apds o desafio.

E necessario utilizar um dado comportamental que garanta que os machos analisados
efetivamente identificaram o desafio do “playback”, ja que existe a possibilidade de estes o
ignorarem, visto as milheirinhas ndo serem territoriais, estando habituadas a cantar em
proximidade com outros machos sem desencadear necessariamente interacdes agressivas
entre eles. No entanto é de esperar que, estando na época reprodutiva, reajam de forma
agressiva perante a presenca de outro macho, uma vez que nesta espécie sdo comuns as
tentativas de cdpulas extra-par, e existe guarda do par (Mota 1995). Assim, para este estudo
so foram considerados os testes em que os machos se aproximaram da coluna durante o
“playback”, reduzindo a amostra a 22 individuos, havendo, no entanto, parametros que nao

foi possivel medir para todos.

Analise das Cangoes

As canc¢Ges foram analisadas através do software Avisoft-SAS Lab Pro (versdo 5.2.04), com
as mesmas configura¢des referidas para a criagcdo dos estimulos. Em cada gravacdo foram
analisadas todas as canc¢bes percetiveis do individuo em questdo, sendo utilizado um valor

médio dos seguintes parametros para cada fase (antes/durante/depois), medidos
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manualmente através de inspecdo dos espectrogramas ou no caso da frequéncia de
intensidade maxima através do “power spectrum”:

- Duracao de seccdo da cang¢ao — dado que a duracdo das silabas em milheirinhas é muito
varidvel, em vez de se considerar a taxa silabica como numero de silabas/tempo, para cada
individuo foi selecionada uma seccdo da cancdo que se repetia nas varias canc¢ées (figura 7,
sec¢do assinalada a vermelho) e foi comparada a duragdo média dessa mesma secg¢ao nas
trés fases do desafio (antes, durante e depois), seguindo o mesmo procedimento utilizado
em Funghi et al (2015). Uma menor duracdo dessa sec¢do significa que existiu uma
aceleragdo da cang¢do, uma maior duragao significa que ocorreu uma desaceleragao;

- Frequéncia de intensidade maxima — frequéncia correspondente ao maior pico de
energia na cangao;

- Trilos — foi contabilizado o nimero de silabas no(s) trilo(s) inicial(ais), o nimero de trilos

na cang¢ao e o numero total de silabas no conjunto de trilos da cancao.

(@)

104(b)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 16 1.8 2.0 s

Figura 7 — Espectrograma de duas can¢des do mesmo macho com a sec¢do que se repete
assinalada a vermelho (adaptado de Funghi et al 2015).
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Analise Estatistica

A anadlise estatistica iniciou-se com uma inspecdo as varidveis para determinar a sua
distribuicdo e “outliers”, tendo-se procedido a transformacdo ou adotando a distribuicdo
mais adequada para cada uma, como indicado mais a frente no texto.

Todos os parametros comportamentais foram analisados através de um Modelo
Generalizado Linear (GzLM). Para a laténcia de aproxima¢dao a coluna foi utilizada uma
transformacdo logaritmica, considerando uma distribuicdo normal e “link function”
identidade. Para a distancia minima a coluna, tal como o comportamento de “flyover” e a
ocorréncia de voo depois do “playback” foi considerada uma distribuicdo Poisson e uma
“link function” logaritmica. Em todos os casos foi considerando o tipo de estimulo
(rapido/lento) como fator.

Foram utilizadas analises de medidas repetidas para a duracdo de seccdo, a frequéncia de
intensidade maxima e todos os parametros relacionados com os trilos.

Tanto a duracdo de seccdo como a frequéncia de intensidade maxima foram analisadas
através de uma ANOVA, com a fase do desafio e o tipo de estimulo como fatores, sendo fase
o fator repetido. Relativamente a duracdo de seccao, as comparacoes entre categorias para
fase e para a interacdo significativa por contrastes foram feitas usando o método de
diferenca e o teste a-posteriori usado para testar as diferencas foi o Tukey-B.

Os parametros relacionados com os trilos ndo apresentam uma distribuicdo normal, pelo
que foi feita uma analise através de um Modelo Generalizado de Equagdes Estimadas (GEE)
para uma distribuicdo binomial negativa com “link function” logaritmica.

A andlise dos dados foi feita com recurso ao programa SPSS (versdao 22.00, IBM SPSS

Statistics®, Armonk, New York, USA).
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Variaveis Comportamentais

Verificou-se uma diferenca significativa na laténcia de aproximag¢do a coluna para aves
sujeitas ao tipo de estimulo rapido ou lento (P=0,033), sendo que os machos se
aproximaram mais rapidamente do estimulo lento (figura 8). Ndo existem diferencas
significativas nas respostas aos estimulos, quanto a distdncia minima a que pousaram da
coluna, ao comportamento de “flyover”, ou ao voo depois do “playback” (tabela 1). O dia de

gravacao ndo tem influéncia em nenhuma das variaveis.
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Figura 8 — Laténcia média de aproximacgdo a coluna (em segundos) desde o inicio do “playback”, com
erros padrao, para o estimulo rapido e para o estimulo lento.
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Tabela 1 — Valores de médias, erros padrdo e nimero de individuos sujeitos a cada tipo de
estimulo (rdpido/lento) incluidos na anélise e valor da significincia para cada comportamento.

Comportamento Estimulo Média Erro padrao N P

rapido 1,40 0,068 10

Laténcia de voo (log) 0,033
lento 1,20 0,065 11
rapido 3,30 0,575 10

Distancia minima a coluna 0,271
lento 2,50 0,456 12
rapido 0,50 0,224 10

“Flyover” 0,792
lento 0,58 0,220 12
rapido 0,44 0,222 9

Voo depois do “playback” 0,567
lento 0,54 0,241 11

Variaveis do Canto

Foram 22 as aves que voaram em resposta ao “playback”. No entanto 3 abandonaram o
local antes do ultimo minuto, pelo que ndo ha registos para a fase depois. Assim, para as 3

fases do desafio temos N=9 para o desafio rapido e N=10 para o desafio lento.

Relativamente a duragao de secgao, existem diferencas significativas entre as 3 fases do
desafio (P<0,0001) e também entre a fase e o tipo de estimulo (P=0,016) (tabela 2). Devido a
existéncia de uma interacao significativa, procedeu-se a andlise para cada tipo de estimulo
separadamente. As aves sujeitas a um estimulo rdpido ndo apresentam diferencas
significativas entre as fases (P=0,193), ja as aves sujeitas ao estimulo lento apresentam uma
diferenca significativa (P<0,0001) (tabela 3), com uma acentuada aceleracdo das cancées
durante e apds o “playback” (contrastes significativos sendo as suas significancias de

P=0,001 e P=0,002, respetivamente, tabela 4). Através dos valores de médias e erros padrdo

foi possivel construir o grafico da figura 9.
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Tabela 2 — Teste de efeitos dentro das amostras relativamente a duracdo de secgdo.

Tipo Ill Soma dos _
Fonte GL Média Quadrada F P
Quadrados

Fase 0,004 2 0,002 12,1 | 0,000
Fase * tipo de

) 0,001 2 0,001 4,7 | 0,016
estimulo
Erro (fase) 0,005 34 0,000

Tabela 3 - Teste de efeitos dentro das amostras relativamente a duragdo de secgdo para o estimulo

lento.
Tipo Il Soma dos
Fonte . GL Média Quadrada F P
Quadrados
Fase 0,005 2 0,002 12,1 | 0,000
Erro (fase) 0,004 18 0,000

Tabela 4 — Teste de contrastes dentro das amostras relativamente a duragao de sec¢Ges para o

estimulo lento.

Tipo Il _
Média
Fonte Fases Soma dos GL F P
Quadrada
Quadrados
. fase durante vs. fase antes 0,007 1 0,007 22,1 | 0,001
ase
fase depois vs. anteriores 0,008 1 0,008 18,8 | 0,002
fase durante vs. fase antes 0,003 9 0,000
Erro (fase) - -
fase depois vs. anteriores 0,004 9 0,000
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Figura 9 — Representacdo dos valores médios e respetivos erros padrao para a
duracdo de secgdo, por tipo de estimulo, para cada fase do desafio.

A frequéncia de intensidade maxima nao apresenta diferencas significativas, nem entre
as fases do desafio (P=0,741), nem relativamente ao tipo de estimulo (P=0,712). A partir dos

valores de médias e erros padrao foi possivel construir o grafico da figura 10.
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Figura 10 — Valores de médias e erros padrdo para a frequéncia de intensidade
maxima (em Hertz), por tipo de estimulo, para cada fase do desafio.
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Quanto aos parametros relacionados com os trilos, os machos de milheirinha nao

apresentam alteragGes significativas no nimero de silabas em trilos iniciais, no nimero de

trilos na cancdo, nem no numero total de silabas em trilos na cancdo (tabela 5), parametros

para o qual foi construido o grafico da figura 11.

Tabela 5 — Valores de médias, erro padrao e significancia para os parametros do canto relacionados

com os trilos.

Parametro Estimulo | Fase Média | Erro padrao P

antes 3,10 1,441
rapido | durante 3,70 1,599
depois 2,56 1,248

Trilos no inicio da cangao 0,859
antes 3,92 1,612
lento durante 3,25 1,074
depois 3,00 1,135
antes 0,80 0,249
rapido | durante 0,70 0,213
depois 0,89 0,455

Trilos diferentes na cancao 0,367
antes 1,17 0,322
lento durante 1,08 0,358
depois 1,10 0,348
antes 4,60 1,579
rapido | durante 4,40 1,572

Total de silabas em trilos na depois 3,89 2,091 0,634
cangao antes 5,42 1,790
lento durante 4,83 1,723
depois 5,60 1,956
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Figura 11 — “Box plot” para o numero total de silabas em trilos na can¢ao, para cada fase do desafio,
para o estimulo rdpido e lento. As linhas horizontais dentro das caixas representam as medianas, os
limites das caixas sdo os percentis de 25% e 75%, as linhas referem-se aos percentis de 5% e 95% e os
pontos mostram os “outliers”.
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Resposta aos Desafios

Apds o estudo em questdo verificou-se que os machos de milheirinha respondem,
efetivamente, de forma diferente a estimulos acusticos rapidos ou lentos. Em termos vocais
aumentam a taxa sildbica em resposta a estimulos lentos (dura¢dao de sec¢do da cangao
diminuiu), ndo alterando em resposta a estimulos rdpidos. Em termos comportamentais,
estes aproximam-se mais depressa da coluna quando o estimulo é lento.

Relativamente a taxa sildbica, um estudo de Funghi et al (2015) em milheirinhas, assim
como outros estudos em outras espécies (DuBois et al 2009, Geberzahn & Aubin 2014,
Linhart et al 2013, Vehrencamp et al 2013), mostrou que os machos respondem com um
aumento da taxa sildbica quando desafiados por um “playback” interativo com can¢des nao
manipuladas. Em Linhart et al (2013) s3o também apresentados estimulos
acelerados/desacelerados artificialmente, tal como no presente trabalho, no entanto, nesse
estudo em felosa-comum (Phylloscopus collybita), as aves aumentaram a sua taxa sildbica
em resposta a estimulos rapidos e ndo alteraram em resposta a estimulos lentos. Tendo em
conta este estudo, seria de esperar que as milheirinhas aumentassem a sua taxa sildbica em
resposta aos estimulos rdpidos e que mantivessem em resposta a estimulos lentos, o que
nao se verificou. Aparentemente os machos de milheirinha agem de forma mais agressiva
em resposta a um estimulo de velocidade normal ou desacelerado, mas, no entanto, evitam
uma escalada do conflito quando expostas a cancGes mais agressivas por parte do oponente,
nao intensificando elas préprias a velocidade das suas cangdes.

No caso da milheirinha, uma vez que ndo aumentaram a taxa sildbica em resposta a
estimulos rapidos, pode significar que estes ja estdo no limite da sua performance ou que
guerem evitar uma escalada do conflito, ja que as can¢des mais rapidas podem ser um sinal
de agressividade. Esta hipdtese esta de acordo com o facto da laténcia de aproximacao ser
menor nestes casos, uma vez que estudos anteriores, tanto em milheirinhas (Cardoso et al
2007) como em “banded wrens” (Thryothorus pleurostictus) (llles et al 2006), sugerem que
as cancdes mais rapidas sdo percebidas como um sinal de ameaca e afastam os machos, pois
segundo os resultados desses estudos, os machos aproximaram-se menos de estimulos mais

rapidos.
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Ao nivel do canto todas as alteracBes ocorrem na taxa sildbica, ndo se verificando
alteragbes na frequéncia, o que ja seria de esperar uma vez que para esta espécie este é um
traco com funcdo intersexual (Cardoso et al 2007). Também ndo ocorrem alteracdes na
composi¢cao em termos de trilos na cangao, o que estd de acordo com Neves (2013), onde se
mostrou que embora um elevado nimero de trilos na cancdo gere um comportamento mais
agressivo, em termos de resposta vocal ndo ha uma variagdo consistente em numero de
trilos.

Quanto a resposta comportamental, excluindo a laténcia de aproximagdo ja aqui
debatida, ndo foram encontradas diferengas na resposta a estimulos rapidos ou lentos. Uma
possibilidade sera o facto de ndo ser uma espécie territorial, ndo agindo de forma agressiva
perante a presenga de outros machos nas proximidades que ndo tentem uma maior
aproximacao. Designou-se “flyover” quando um macho voou de poleiro em poleiro ou sobre
a coluna. Este é um comportamento ndo tanto de ameaga, comparativamente a uma
aproximacao direta a coluna, mas como que um comportamento de demarcacdo de espaco
ou defesa do par, ja que durante a época reprodutiva € comum o macho seguir a fémea de
modo a evitar a aproximacao de outros machos (Mota 1999). Contrariamente a este estudo
em milheirinhas, um trabalho recente em “white-crowned sparrow” (Zonotrichia
leucophrys), mostrou que os machos dessa espécie respondem com uma maior aproximacgao
a estimulos de alta performance, consistindo estes em elevadas taxas de trilos e bandas de
frequéncia mais largas, do que a estimulos de baixa performance, com baixa taxa de trilos e

estreita banda de frequéncias (Phillips & Derryberry 2017).

Consideragoes Metodologicas

Relativamente aos métodos utilizados neste trabalho, o uso de “playbacks” interativos é
um método comum no estudo da comunicacdo entre as aves (McGregor et al 1992), sendo
assim um método fiavel que possibilita simular a presenca de outro individuo com a
vantagem de poder manipular as cancdes e 0 momento em que o desafio ocorre. Ainda que
dentro da variacdo natural da espécie (Mota & Cardoso 2001), foram usadas cancOes
diferentes para a producdo de cada estimulo, tendo, portanto, duragGes e taxas silabicas

diferentes de origem. Ao acelerar uma cancgao originalmente mais lenta, esta deu origem a
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um estimulo ndo tdo rdpido quanto a aceleragao de uma cangao originalmente mais rapida.
Este facto pode ter tido influéncia na resposta das aves ao desafio, apesar da mesma cangao
ter sido usada para a producdo de um estimulo de cada tipo, o que resulta numa clara
separag¢do entre os estimulos rapidos e lentos. Futuramente pretendemos medir a
aceleracdo/desaceleracdo de cada estimulo produzido e ter isso em conta na andlise dos
dados.

A gravagdo de um minuto anterior ao desafio permitiu-nos ter uma fase controlo (fase
antes) de modo a conseguir avaliar as alteracGes dentro de cada individuo, uma técnica
usada pela primeira vez no trabalho de Funghi et al (2015).

O trabalho de campo foi realizado sempre durante o mesmo periodo do dia,
maioritariamente de manha, em dias com boa condi¢cdao atmosférica e apenas durante a

época reprodutiva de modo a evitar efeitos dessas variaveis.

Conclusao

O canto é uma forma fundamental de comunicacdo entre as aves, podendo transmitir
muitas informacdes acerca das caracteristicas e condi¢cdo do individuo. Os resultados deste
trabalho sugerem que a elevada taxa silabica em milheirinhas seja um sinal de agressividade,

uma vez que inibe a aproximacao dos individuos a coluna.
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Anexo 1 — Informacdo sobre local e data de cada gravacdo e respetivos comportamentos registados para cada individuo.

rapido Escola Agraria 15/05/2017 22,7

- lento Choupal 28/03/2017 sim 14 5 sim nio
- rapido Escola Agréria 15/05/2017 nao 60 30 nio n3o
- lento Pereira 18/05/2017 sim 5,9 10 sim -

- rapido Vale de Canas 21/05/2017 n3o 60 30 n3o n3o
- lento Estrada do Campo 30/03/2017 sim 16 10 sim nio
- rapido Condeixa-a-Nova/Gorgulhdo 12/06/2017 nio 60 30 nao -

- lento Carvalhosas 21/04/2017 nio 60 30 nio nio
| 05a | répido Rio Velho 04/04/2017 nio 60 30 nio sim
- lento Rio Velho 04/04/2017 sim 30 1 sim sim
- rapido Pereira 05/04/2017 sim 38 2 n3o sim
- lento Arzila 24/05/2017 nio 60 30 nio n3o
- rapido Pereira 05/04/2017 n3o 60 30 n3o n3o
- lento Sebal 18/05/2017 nio 60 30 nio sim
- répido Taveiro 06/04/2017 nio 60 30 nio nio
- lento Escola Agréria 15/05/2017 sim ? 20 n3o sim
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09a
09b
10a
10b
11a
11b
12a
12b
13a
13b
14a
14b
15a
15b
16a
16b
17a
17b
18a
18b
19a

rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento

rapido

Corujeira
Corujeira
Ribeira de Frades
Arzila
S. Jodo do Campo
S. Jodo do Campo
Alcarraques
Inclua
Adémia
Adémia
Adémia
Adémia
Dianteiro
Covoes
Venda da Luisa
Escola Agraria
Fornos

Casal Seco

Vila Pouca do Campo

Arzila

Rapoila

06/04/2017
06/04/2017
22/05/2017
24/05/2017
16/05/2017
16/05/2017
20/04/2017
24/05/2017
24/04/2017
24/04/2017
24/04/2017
24/04/2017
25/04/2017
04/05/2017
12/06/2017
04/05/2017
09/05/2017
24/05/2017
22/05/2017
22/05/2017
16/06/2017

sim
sim
sim

sim

sim
sim

sim

sim

sim

60
60
60
20
12
60
60
15
60
6,5
37
12
27
60
24
38
21
60
60
7,6
25

30
30
30
20
15
30
30
10
30
20
30
10
20
30

10
15
30
30
15
25

sim

sim



lento

rapido
lento

rapido
lento
rapido
lento
rapido

lento

Redonda
Campos da Agraria - Gorgulhdo
Montes de Cima
Estrada do Campo
Montes de Cima
Sao Facundo
Pévoa
Casal do Minhoto

S3do Facundo

23/06/2017
15/05/2017
14/06/2017
15/05/2017
14/06/2017
22/06/2017
22/06/2017
16/06/2017
22/06/2017

sim

sim

41
22
60
60
60
30
60
60
60

15
20
30
30
30
20
30
30
30
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Anexo 2 — Valores de duracgdo de seccdo e frequéncia de intensidade maxima para as fases antes, durante e depois do desafio.

_ rapido sim 1,374 1,353 1,343 6359 6170 6115
_ lento sim 1,946 1,944 1,899 6551 6630 6516
_ rapido ndo 2,136 2,142 2,101 6834 6247 6170
_ lento sim 1,802 1,809 - 6274 6253 -

_ rapido ndo 1,238 1,229 1,219 6601 6283 6510
_ lento sim 1,032 0980 1,014 6416 6110 5696
_ rapido n3o 2,443 2,441 - 6956 6397 -

_ lento ndo 1,646 1,658 1,652 6327 6413 6421
_ rapido ndo 0872 0871 0,881 6555 6318 6587
_ lento sim 1,431 1,391 1,384 6438 6718 6406
_ rapido sim 1,049 1,060 1,041 6558 6503 6320
_ lento n3o 0,956 0,960 0,959 6191 5957 6215
_ rapido ndo 1,116 1,114 1,130 5960 6240 7010
_ lento ndo 0921 0933 0,931 6390 6240 6155
_ rapido ndo 1,297 1,295 1,298 5438 5472 5498
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08b
09a
09b
10a
10b
11a
11b
123
12b
13a
13b
14a
14b
15a
15b
16a
16b
17a
17b
18a
18b

lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido

lento

sim
sim
sim

sim

1,416
1,336
0,793
1,274
1,059
1,620
1,111
0,934
2,393
1,281
1,884
1,440
1,544
1,763
0,790
1,421
0,645
0,931
0,789
0,776
2,269

1,389
1,329
0,795
1,251
1,044
1,627
1,115
0,950
2,355
1,286
1,858
1,439
1,514
1,760
0,785
1,391
0,628
0,932
0,752
0,776
2,224

1,377
1,346
0,789

1,054

1,124
0,939

1,863
1,446
1,534
1,744
0,785
1,394
0,613
0,932
0,741
0,792
2,203

7203

6189
6455
6589
6329

6340
7189
6145
6975
6088
6079
6448
6050
6479
6411
6404
6911
5555

6572

6328
6378
6540
6274

6410
7149
6527
6738
6048
6666
6410
6317
6721
6053
6722
6884
6863

7328

6359

6755

6095
6692
5998
6613
6485
6471
6637
6249
6204
6513
6683
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rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido
lento
rapido

lento

sim
sim

sim

0,948
0,240
1,798
1,131
1,163
1,063
2,474
1,274
0,492
1,493

0,940
0,238
1,799
1,138
1,161
1,061
2,491
1,288
0,488
1,525

0,952
0,238
1,796
1,124
1,166
1,068
2,472
1,310
0,484
1,510

6455
6659
6406
7003
6342
5981
6156
6456
6264
5818

6518
6574
6475
7415
6560
6023
5958
6563
6070
6478

6528
6495
6358
7107
6053
6268
6073
6289
6280
6195



Anexo 3 — Médias e erros padrdo por tipo de estimulo e
fase do desafio para a duragdo de seccgao.

Estimulo Fase

Média

Erro Padrao

Antes | 1,4816445 | 0,14817331

iElelleleor Durante | 1,4790549 | 0,14973111
Depois | 1,4577981 | 0,16448552

Antes | 1,4716690 | 0,18591598

Durante | 1,4476492 | 0,18461266

Depois | 1,3179326 | 0,19143975

Anexo 4 — Médias e erros padrao por tipo de estimulo e
fase do desafio para a frequéncia de intensidade méaxima.

Estimulo Fase

Média

Erro Padrao

Antes | 6383,2536 | 283,68375
Durante | 6377,5012 | 270,40628
Depois | 6379,8333 | 214,23438
Antes | 6398,8655 | 424,39964
Durante | 6514,1104 | 263,68449
Depois | 6421,1778 | 443,10675
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