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RESUMO

O nimero crescente de estudos em bioacustica trouxe a luz comportamentos anteriormente
desconhecidos para vdrios grupos animais, tais como a capacidade dos beija-flores (Aves:
Trochilidae) de vocalizarem em frequéncias altas (i.e., frequéncia pico >10kHz). Por se tratar
de uma descoberta recente, os estudos sobre o tema ainda sdo escassos, sendo possivel que
outras espécies desta familia tenham esta mesma capacidade, cuja origem evolutiva e
manutencdo no grupo ainda sdo pouco conhecidas. Assim, este estudo visou responder: 1)
Quantas e quais espécies de beija-flor sdo capazes de produzir vocaliza¢des de alta frequéncia?
2) As frequéncias de vocalizacdo, hédbitat e massa corporal das espécies sdo fatores que
apresentam sinal filogenético em Trochilidae? 3) Qual foi a origem e o0 modo de evolugdo da
vocalizacdo de alta frequéncia e o tipo de hébitat associado as vocalizacdes de alta frequéncia
em Trochilidae (“hipotese de adaptagdo acustica™)? 4) Existe uma relagdo entre a morfologia
das espécies e os seus parametros acusticos? Determinamos as frequéncias de vocalizacdo de
82% das espécies da familia. Em seguida, analisamos o sinal filogenético e efetuamos a
reconstru¢do do estado ancestral para 81% das espécies de Trochilidae, com base na mais
recente e ampla hipétese filogenética para o grupo. Os resultados do nosso estudo expandem o
nimero de espécies de beija-flor capazes de vocalizar em frequéncias elevadas de cinco para
29, além de ndo ter encontrado fatores evolutivos que relacionem hébitat e massa corporal com
a frequéncia de vocalizagdo. Os resultados sugerem que a evolucdo da vocalizacdo em altas
frequéncias em beija-flores pode estar relacionada com fatores comportamentais € ndo
ambientais, sendo importante que estudos em curso e futuros investiguem (i) a influéncia do
contexto comportamental na vocalizacdo de individuos e espécies de Trochilidae e (i1) a
capacidade neurolégica de processar sinais acusticos a alta frequéncia pelos beija-flores. A
ampla escala taxondmica do nosso estudo em Trochilidae € pioneira e foi possivel por meio de
dados de ciéncia cidada. As nossas descobertas podem ser revistas com a inclusao de sequéncias
moleculares nas bases de dados dos representantes de Trochilidae que ainda ndo foram
caracterizados molecularmente expandindo a inferéncia de um cenério macroevolutivo acustico

ainda mais robusto para Trochilidae.

Palavras-chave: bioacustica, frequéncia pico, hipdtese de adaptacao actstica, sinal filogenético,

reconstrucao do estado ancestral, evolugdo fenotipica.



ABSTRACT

The growing number of studies in bioacoustics has brought to light previously unknown
behaviors for several animal groups, such as the ability of hummingbirds (Aves: Trochilidae)
to vocalize at high frequencies (i.e., peak frequency >10kHz). Due to this recent finding, studies
are scarce, and it is possible that other species of this family have this same ability, whose
evolutionary origin and maintenance in the group are still poorly known. Thus, this study aimed
to answer: 1) How many and which hummingbird species are able to produce high-frequency
vocalizations? 2) Are vocalization frequencies, habitat and species mass factors that present a
phylogenetic signal in Trochilidae? 3) What was the origin and mode of evolution of high-
frequency vocalization and the type of habitat associated with high-frequency vocalizations in
Trochilidae (acoustic adaptation hypothesis)? 4) Is there a relationship between species
morphology and acoustic parameters? We determined the vocalization frequencies of 82% of
the species in the family. Then, w subsequently analyzed the phylogenetic signal and performed
ancestral state reconstruction for 81% of Trochilidae species, based on the most recent and
broad phylogenetic hypothesis for the group. Our study expanded the number of hummingbird
species able to vocalize at high frequencies from five to 29 and found no evolutionary factors
that relate habitat and mass to vocalization frequency. The results suggest that the evolution of
vocalization at high frequencies in hummingbirds may be related to behavioral rather than
environmental factors, and it is important that ongoing and future studies investigate (i) the
influence of behavioral context on the vocalization of Trochilidae individuals and species and
(i1) the neurological ability to process acoustic signals at high frequency. The taxonomic scale
of our study in Trochilidae is pioneer and was possible through citizen science data. Our
findings may be revisited with the inclusion of molecular sequences in databases of those
representatives of Trochilidae that have not yet been molecularly characterized expanding the

inference of an even more robust acoustic macroevolutionary scenario for Trochilidae.

Keywords: bioacoustics, peak frequency, acoustic adaptation hypothesis, phylogenetic signal,

ancestral state reconstruction, phenotypic evolution.



RESUMO PARA DIVULGACAO

Os beija-flores sdo aves bastante chamativas e que cativam as pessoas. No entanto, até o
presente ha poucos estudos sobre os cantos dessas aves tdo dgeis. Além das belas cores da
plumagem, o canto é uma das principais formas de comunicacdo entre as aves, podendo
sinalizar desde agressividade até comunicar alertas a outros individuos da espécie ou atrair
parceiras e parceiros para a reproducdo. A maioria das aves € capaz de cantar em frequéncias
entre 0,5 e 6kHz, mas recentemente foi descoberto que cinco espécies de beija-flores
conseguem cantar em frequéncias muito além de 10kHz, podendo chegar a até pouco mais de
13kHz. As teorias sugerem que aves de menor porte tendem a apresentar cantos mais agudos,
uma limitacdo morfoldgica, portanto. Entretanto, esta habilidade também pode ter evoluido
entre os beija-flores para contornar o ruido do ambiente, a chamada “hipétese de adaptacdo
acustica”. Neste sentido, em locais de vegetagdo aberta e com muito vento, por exemplo, os
ancestrais dos beija-flores viventes devem ter sido selecionados para desenvolverem cantos
mais agudos e, desse modo, comunicar-se de modo mais eficiente, contornando os ruidos
ambientais que, em geral, possuem frequéncias mais graves (i.e., baixas). Como hd, no mundo,
cerca de 340 espécies de beija-flores, este estudo ampliou as buscas por espécies capazes de
cantar em frequéncias mais agudas (>10kHz), avaliando se esta habilidade dos beija-flores
atuais estd de algum modo associado ao tamanho corporal dessas aves e/ou aos tipos de
ambientes (i.e., florestal, arbustivo, bosque ou campo) em que viviam seus ancestrais. Apos
analisar os cantos de 82% das espécies de beija-flores do mundo, identificamos 29 capazes de
cantar em frequéncias mais agudas, portanto sextuplicando o nimero conhecido até entdo de
espécies com esta habilidade. Entretanto, ndo encontramos uma relacdo entre esta habilidade e
o tamanho corporal das aves, nem ao tipo de ambiente em que viveram seus ancestrais. Assim,
€ plausivel que os cantos em frequéncias mais altas sejam consequéncia de contextos
comportamentais em que as aves se encontrem. Por exemplo, este tipo de canto talvez seja mais
frequente em contextos de brigas entre individuos, com a possibilidade de que cantar em
frequéncias mais altas possa ser mais efetivo para negociar com os rivais. Assim avanga a

ciéncia: propondo e respondendo algumas perguntas, que geram novas questdes € sugestdes

para novos caminhos a serem trilhados.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 COMUNICACAO ENTRE OS ANIMAIS

A comunica¢do € uma estratégia evolutiva pela qual os organismos transmitem e recebem
as mais diversas informacdes, sendo fundamental, ainda que ndo exclusivo (e.g., fungos;
Bouwmeester et al., 2007), para os mais diversos grupos animais, desde organismos
unicelulares (Timsit et al., 2021) a invertebrados (O Connell, 1986) e vertebrados (Chen &
Wiens, 2020). Entre os animais, existem diversos modos de comunicacdo, alguns restritos a
poucos grupos (p.ex., sinalizacdo elétrica; Carlson & Hopkins, 2003), mas outros comuns a
varios grupos e bastante frequentes. Dentre estes ultimos, destacam-se as sinalizacdes quimicas,
visuais e sonoras. A comunicacao realizada por sinais quimicos é observada, por exemplo, entre
0s insetos sociais e utilizadas para identificar um integrante da colonia ou sinalizar os caminhos
até uma fonte de alimento para outros individuos (Jackson & Ratnieks, 2006). A segunda
modalidade de sinalizacdo, a comunicagao visual, € bastante desenvolvida em vérios grupos de
invertebrados, como Hymenoptera (e.g., formigas; Yilmaz & Spaethe, 2022), e vertebrados
como as aves (Martin, 2022). Alguns sinais visuais t€ém fungdes de alerta, como as coloragdes
aposemadticas indicativas de potencial toxicidade em invertebrados, anfibios e répteis (Caro &
Ruxton, 2019), as sinalizagdes motoras que podem ser usadas para indicar a eventuais
competidores conspecificos um maior tamanho corporal (Vanderbilt, 2019), ou entdo
demonstrar agressividade ou risco potencial a eventuais predadores (e.g., Whiting & Miles,
2019). Sinalizacdes vibracionais (ou sismicas) também sio emitidas por virios grupos animais
para as mais diversas finalidades, como a atragdo de parceiros, disputa intraespecifica (e.g.,
Eberhard et al., 2020) ou sinaliza¢do de alerta para conspecificos (e.g., O’Connell-Rodwell,
2007). A sinalizac@o acustica completa esta lista de formas de comunicacdo mais frequentes
entre os animais, em alguns casos podendo ser emitida e recebida a varios quildmetros de
distancia (Fisher et al., 2017; Garstang, 2004; Lengagne et al., 1999).

Em ambientes cujas condi¢des ambientais restringem a propagacdo luminosa e, por
conseguinte, a habilidade visual dos animais, outros meios de comunica¢do tornam-se mais
eficientes e recorrentes entre os organismos que ali habitam, como ocorre, por exemplo, entre
os cetdceos (Parks et al., 2014). O som se propaga melhor na 4gua do que no ar, ao contrario
do que acontece com a luz, gerando condi¢cdes ambientais especificas que favoreceram a selecao

de vocalizagdes singulares e complexas nos mamiferos marinhos, incluindo a emissao de sons



em frequéncias ultrassdonicas que sdo capazes de percorrer grandes distancias (Dawson, 1991;
Reidenberg e Laitman, 2018).

Uma estratégia de comunicacao eficiente é importante, por diversas razdes, para qualquer
que seja a espécie. Na natureza, poupar energia € essencial para a sobrevivéncia, portanto uma
comunicacdo eficiente pode evitar que o individuo tenha um gasto energético desnecessario.
Ao encontrar um potencial rival ou uma possivel ameaca, uma comunicacdo eficiente entre os
individuos pode evitar um conflito fisico potencialmente nocivo. Além disso, o maior
investimento energético em uma comunicagdo eficiente pode aumentar as chances no sucesso
reprodutivo do individuo, estratégia notdvel nas aves que possuem dimorfismos sexuais
marcantes.

Quando se trata de comunicagao, as aves se destacam da maioria dos outros grupos animais,
especialmente em relacdo a comunicacao associada as estratégias reprodutivas. Muitas espécies
se destacam por apresentar os mais marcantes dicromatismos sexuais na natureza, em que
macho e fémea podem ter coloragdes tdo diferentes que podem ser considerados por leigos
como espécies diferentes (Owens & Hartley, 1998). Em alguns casos, o dicromatismo é
complementado por ornamentos que demandam investimento energético do macho para a
sintese e manutengdo, especialmente no caso de penas pouco aerodindmicas (p.ex. as caudas
longas em Alectrurus risora, Alectrurus tricolor, Tyrannus savana, Chiroxiphia caudata,
Discosura longicaudus, Hydropsalis torquata e H. forcipata) ou em cores vivas, chamativas ou
contrastantes com o ambiente, 0 que em muitos casos pode tornar os machos mais conspicuos
para o ataque por predadores (Gotmark et al., 1997; Promislow et al., 1992). Ainda que alguns
ornamentos e colora¢cdes ndo necessariamente representem sinalizacdes honestas (Hill &
Yasukawa, 2014), é recorrente a fun¢io dos ornamentos dos machos em comunicar uma melhor
condicdo corporal a fémea e a competidores conspecificos, por vezes as custas de modificagdes
morfoldgicas que podem, por exemplo, aumentar os custos energéticos do voo (Bostwick et al.,
2012). Essa comunicacdo visual € funcional apenas quando o emissor e o receptor estao
proximos, entretanto, as aves também se destacam na comunicagdo acustica, a qual pode se
manter efetiva em maiores distincias, além de ser produzida de forma ndo-vocal, como a
estridulacdo e a sonagdo de penas (Clark, 2021) e o tamborilado (Moody et al., 2022). Por
exemplo, algumas espécies de pica-pau alertam outros machos préximo ao seu territorio
bicando ritmicamente troncos de drvores ocas, produzindo um som que pode ser ouvido a
grandes distancias. Outro exemplo sdo os sons produzidos pelo bater das penas da asa, como
ocorre nas exibi¢des reprodutivas da rendeira (Manacus manacus) e do alerta em voo emitido

por Columbina squammata (Amorim & Dias, 2019). Entretanto, o que se destaca nas aves sao



suas sinalizacOes acusticas vocais (i.e., vocaliza¢Oes), possibilitados pela acdo de 6rgao
especializado, a siringe (Nowicki & Marler, 1988; Wild, 1997). Diferentemente de outros
invertebrados, como algumas mariposas (Barber et al., 2021) e vertebrados, como alguns
cetdceos e morcegos, cuja comunicacdo acustica inclui frequéncias ultrassonica, a vocaliza¢ao
das aves geralmente varia entre 0,5 e 6,0kHz (Dooling et al., 2000). Por vezes, essa
comunicacdo envolve sinais simples como os chamados, com fungdes variadas como o alerta
da presenca de um predador ou um filhote chamando pela mae, ou sinais mais complexos como

nos cantos, em grande parte com funcdo territorialista e de atracdo de fémeas.

1.2 Comunicacao em beija-flores (Aves: Trochilidae)

Dentre as mais de dez mil espécies viventes de aves, os beija-flores apresentam todos
esses tipos de comunicacdo caracteristicos das aves: coloracdes exuberantes, ornamentos na
plumagem e producdo de sons ndo-vocais e vocais (Gruson et al., 2021; Hogan & Stoddard,
2018; Hunter, 2008; Olson et al., 2018; Duque et al., 2018). Os beija-flores sdo aves
pertencentes a familia Trochilidae, que apresentam caracteristicas morfolégicas e
comportamentais Unicas entre as aves. Sao extremamente bem adaptados a uma dieta quase
exclusivamente nectarivora, possuindo importantissimo papel na polinizacao de flores (Kessler
et al., 2019; Waser, 1978). Além do bico adaptado primariamente para a coleta do néctar, os
beija-flores apresentam um estilo de voo pairado Unico entre as aves por conseguirem voar
inclusive para tras, permitindo que se posicionem para se alimentar em flores pouco acessiveis
a outras aves (Warrick et al., 2012). Esse estilo de voo e pequeno tamanho corporal em relagdo
as demais aves culmina em um metabolismo acelerado e que demanda constante reposi¢ao
energética (Suarez & Gass, 2022). Trochilidae € um grupo de espécies exclusivas das Américas,
se distribuindo desde o Alasca até a Terra do Fogo. De acordo com McGuire (2014), esse grupo
se separou dos outros representantes Apodiformes mais proximos, os andorinhdes, ha cerca de
40 milhdes de anos. Em um estudo com menor representatividade taxondmica para o grupo,
esta estimativa de separacdo € de aproximadamente 55 milhoes de anos (Prum et al. 2015).
Ainda de acordo com McGuire (2014), o fossil do representante ancestral mais antigo da familia
na América do Sul tem entre 20 e 24 milhdes de anos e entre 34 e 28 milhdes de anos para o
ancestral mais antigo, na Europa, sugerindo que esta é uma familia evolutivamente recente em
relacio a outras aves. A Cordilheira dos Andes pode ter sido um fator importante na
diversificacdo, ja que a maior parte da diversidade de beija-flores encontra-se na América do

Sul, com presenga marcante nos Andes (Benham & Witt, 2016; Bleiweiss, 1998; McGuire et



al. 2014). Apesar da origem recente do grupo, existem aproximadamente 340 espécies de beija-
flor distribuidas pelo continente, com marcada diversificacdo e adaptacdo do grupo aos mais
diferentes habitats (Winkler et al. 2020).

Em relagdo as vocalizagdes dos beija-flores, estudos recentes demonstram que algumas
espécies sao capazes de emitir sons em frequéncias mais altas do que o usualmente feito pela
maioria das aves. Olson et al. (2018) relatou, pela primeira vez para a familia Trochilidae, que
o beija-flor-preto (Apodiformes, Trochilidae: Florisuga fusca) é capaz de produzir vocalizagdes
de ~11.8 kHz, bem acima do usual para aves. Posteriormente, Duque et al. (2018) também
relatou vocalizagdes em altas frequéncias em quatro espécies andinas desta familia. Uma das
espécies estudada (Oreotrochilus chimborazo) habitava ambientes campestres e apresentou
uma vocalizacdo em frequéncia pouco acima de 13.0 kHz, maior do que qualquer outra ave ji
estudada. Ja as outras trés espécies (Boissonneaua flavescens, Adelomyia melanogenys,
Aglaiocercus coelestis), habitantes de florestas nebulares, apresentaram vocalizacdes em
frequéncias inferiores aos sons produzidos por insetos (11.0 kHZ), mas superiores a média de
frequéncias emitidas por outras aves (0,5-6,0kHz; Duque et al., 2018). Entretanto, o fato de um
animal vocalizar em altas frequéncias ndo significa necessariamente que conseguem ouvir esses
sons. E comum que os 6rgdos vocais dos animais possam emitir sons involuntdrios em
frequéncias acima da capacidade auditiva daquele animal, de modo que esse som, portanto, nao
apresenta fun¢do de comunicag¢do intraespecifica (Brumm, 2013). Com uma abordagem
experimental e andlises neurolégicas, Duque et al. (2020) observaram que O. chimborazo é
capaz de ouvir e reagir metabolicamente a altas frequéncias, sendo um forte indicio do uso
dessas frequéncias na comunicagdo da espécie. Nesse contexto, os autores sustentam a hipdtese
de que essas espécies de beija-flores capazes de vocalizar em altas frequéncia o fazem para (1)
minimizar a competicao acustica com outras espécies (Duque et al., 2018), mas também como
(i1) uma possivel resposta evolutiva que os permitiu contornar os ruidos ambientais e barreiras
impostas pela estrutura do habitat (Duque et al., 2021).

A habilidade de vocalizar em altas frequéncias pode estar relacionada com modificacdes
evolutivas na estrutura mais complexa da siringe em beija-flores, apresentando caracteristicas
convergentes as de aves canoras (i.e., aves de cantos elaborados) e distanciando-os de outros
Apodiformes, como os andorinhdes, cujas vocalizagdes e siringe sdo menos complexas (Riede
& Olson, 2020). No entanto, os poucos estudos acerca desse tema limitam a clara compreensao
de como essa habilidade surgiu e se manteve em beija-flores, isto €, se ha fatores evolutivos
subjacentes a esse comportamento. Nesse contexto, é premente identificar se outras espécies de

beija-flor também apresentam a capacidade de vocalizar em altas frequéncias, permitindo



identificar se essa € uma caracteristica exclusiva de algumas poucas espécies ou se € recorrente
no grupo, bem como compreender melhor o papel e peso de diferentes pressdes (fatores
ambientais e competicdo acustica) e de respostas comportamentais (Brumm & Zollinger, 2011)
na origem e manutengdo desta estratégia incomum de comunicacdo neste grupo peculiar e
especioso dentre as aves.

O presente estudo estd estruturado em um capitulo central, no qual buscamos identificar
o comportamento de vocalizacdo em altas frequéncias em outras espécies de beija-flores, bem
como avaliar a evolugcdo deste comportamento frente a hipétese da adaptacdo acustica (i.e.,

hébitat) e do tamanho corporal das espécies.
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Ocorréncia e evolucao de vocalizacoes em altas frequéncias em beija-flores (Aves:

Trochilidae)

O crescimento de estudos em bioactstica trouxe a tona comportamentos antes
desconhecidos para diversos grupos animais, como a capacidade de vocalizacio
em altas frequéncias em alguns beija-flores (Aves: Trochilidae). Devido ao caréter
recente dessa descoberta, os estudos sdo escassos, sendo possivel que outras
espécies dessa familia apresentem essa mesma capacidade, cuja origem e
manuten¢do no grupo ainda sdo pouco conhecidas. Assim, o presente estudo teve
como objetivos responder as seguintes questdes: 1) Quantas e quais espécies de
beija-flor sdo capazes de produzir vocalizacdes em altas frequéncias? 2) As
frequéncias de vocalizagdo, hdbitat e massa das espécies sdo fatores que
apresentam sinal filogenético em Trochilidae? 3) Qual foi a origem e o modo de
evolucdo da vocalizagdo em alta frequéncia e do tipo de hébitat associados as
vocalizagdes de alta frequéncia em Trochilidae (hip6tese da adaptagdo actstica)?
4) Existe uma relagdo entre a morfologia das espécies e os parametros acusticos?
Determinamos as frequéncias das vocaliza¢des de 82% das espécies da familia,
em que posteriormente analisamos o sinal filogenético e realizamos a
reconstru¢ao de estado ancestral para 81% das espécies de Trochilidae, com base
na mais recente e ampla hipétese filogenética do grupo. Nosso estudo expandiu
de cinco para 29 o nimero de espécies de beija-flores capazes de vocalizar em
frequéncias altas (i.e., frequéncia pico >10kHz), sendo que nao foram encontrados
fatores evolutivos que relacionem habitat e massa com a frequéncia da
vocalizagdo. Os resultados sugerem que a evolug¢do da vocalizacdo em altas
frequéncias em beija-flores pode estar mais relacionada a fatores
comportamentais do que ambientais, sendo importante que estudos em andamento
e futuros investiguem (i) a influéncia do contexto comportamental sobre a
vocalizacdo dos individuos e espécies de Trochilidae e (ii) a capacidade
neurologica de processamento dos sinais acusticos em alta frequéncia.
Exploramos aqui uma temdtica da acustica em beija-flores em uma escala
taxonOmica pioneira e viabilizada pela ci€ncia cidada. Tais resultados ainda
podem ser revisitados com a inclusdao de sequéncias moleculares em bancos de

dados daqueles representantes de Trochilidae que ainda nao foram caracterizados



do ponto de vista molecular, ampliando a inferéncia de um cendrio

macroevolutivo acustico ainda mais robusto para Trochilidae.

Keywords: bioacustica, frequéncia pico, hipétese da adaptacdo actstica, sinal

filogenético, reconstrucdo de estado ancestral, evolugdo fenotipica

Introducao

Andlises quantitativas em bioacustica s@o relativamente recentes na Ciéncia e viabilizaram
estudos aprofundados que nos permitem compreender melhor, por exemplo, a complexa
comunicacdo entre as espécies animais (Slater 2003). Diversos grupos animais tém sido
estudados e novas perguntas t€m sido feitas a medida que essa drea do conhecimento e as
tecnologias associadas aos métodos bioacusticos avancam. Ilustra esse aspecto a recente
descoberta da capacidade de algumas aves vocalizarem em grandes amplitudes (Podos e Cohn-
Haft 2019) e até mesmo em altas frequéncias (Olson et al. 2018).

Os membros da classe Aves sao os que mais chamam a atencdo em relagdo a
comunicacdo sonora, sendo suas vocalizagdes muitas vezes predominantes na paisagem
acustica dos ambientes naturais terrestres, principalmente nos mais biodiversos como as
florestas tropicais. A vocalizagdo em Aves apresenta importantes fungcdes na obtencdo e
delimitacdo de territorio, aviso contra predadores e atracdo de parceiros (Brumm 2013).
Entretanto, estas comunicacdes ocorrem em um ambiente acustico ndo-exclusivo e diferentes
fatores podem prejudicar a qualidade da informacgdo transmitida pelo emissor aos seus
receptores. Um exemplo de ambiente acustico disputado € o coro matutino em aves, em que
diversas espécies vocalizam ao mesmo tempo nas primeiras horas do dia, influenciados por
disputas territoriais, fertilidade das fémeas, menor investimento em forrageamento devido a
pouca luz e até melhores condi¢cOes atmosféricas (e.g., maior umidade relativa) para a

propagacdo do sinal sonoro (Kacelnik e Krebs 1983; Mace 1987). Em termos de paisagem, a



10

eficiéncia da comunicagio acustica das aves depende da capacidade das espécies contornarem
as diversas barreiras impostas a propagacdo do som pelo ambiente que as cercam (Brumm e
Naguib 2009). Além da competicdo acustica, cada hibitat também apresenta diferentes padrdes
de ruidos abidticos que podem interferir na comunicacao eficiente entre as aves, como o vento,
quedas d’agua e, mais recentemente na historia evolutiva das aves, ruidos antropogénicos
(Brumm e Naguib 2009; Walters et al. 2019). O ruido ambiental interfere tanto na percep¢ao
do sinal sonoro em si quanto na compreensao da mensagem que aquele sinal transmite (Wiley
e Richards 1982; Wiley 1994, 2006). Em contextos mais ruidosos, pode emergir o “Efeito
Lombard”, por meio do qual os individuos de uma dada espécie asseguram sua comunicagao
aumentando sua amplitude vocal em resposta proporcional ao ruido ambiental (Brumm e
Zollinger 2011). Alternativamente, os individuos podem ajustar a banda de frequéncia da sua
vocaliza¢do, minimizando o mascaramento pelo ruido de fundo e/ou a competi¢do acustica
interespecifica (“hipotese do nicho actstico”; Krause 1993; Lohr et al. 2003; Luther e Gentry
2013).

A audi¢do das aves é, em geral, mais eficiente nas frequéncias entre 1 e 5 kHz, enquanto
sua capacidade vocal vai de 0.5 kHz a 6 kHz (Dooling et al. 2000). Entretanto, Olson et al.
(2018) relataram pela primeira vez para a familia Trochilidae que o beija-flor-preto
(Apodiformes, Trochilidae: Florisuga fusca) € capaz de produzir vocaliza¢des de ~11.8 kHz,
bem acima do que se conhecia para a maioria das aves (Dooling et al. 2000). Posteriormente,
Duque et al. (2018) também relataram vocalizagdes em frequéncias igualmente elevadas em
quatro espécies andinas desta familia. Uma das espécies estudadas foi Oreotrochilus
chimborazo, habitante de ambientes campestres e que apresentou uma vocalizacdo com
frequéncia de ~13.0 kHz, acima de qualquer outra ave ja estudada. Ja as outras trés espécies
deste estudo - Boissonneaua flavescens (Fo=9.7 kHz), Adelomyia melanogenys (Fo=11.7 kHz),

e Aglaiocercus coelestis (Fo=11.9 kHz), - sao habitantes de florestas nebulares e vocalizam em
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frequéncias inferiores aos sons produzidos por insetos (12.5-15.0 kHz), mas superiores a média
de frequéncias emitidas por outras aves (3.0-9.0 kHz; Duque et al., 2018). Ainda que a literatura
ndo defina um limiar a partir do qual uma vocalizacdo pode ser considerada de alta frequéncia
em Aves, esta definicdo € arbitrariamente e usualmente aplicada quando uma dada vocalizacao
tem frequéncia fundamental que extrapola o valor médio usual das espécies dessa classe,
podendo ser razoavelmente assumido em 10kHz para Aves. Todavia, o fato de um animal
vocalizar em altas frequéncias ndo significa necessariamente que conseguem ouvir esses sons.
E comum que os 6rgdos vocais produzam sons involuntdrios em frequéncias acima da
capacidade auditiva daquele animal, de modo que esse som ndo apresente funcdo de
comunicacdo (Brumm 2013). Com uma abordagem experimental e andlises neuroldgicas,
Dugque et al. (2020) observaram que O. chimborazo é capaz de ouvir e reagir a altas frequéncias,
sendo este um forte indicio do seu uso na comunicacao da espécie. Nesse contexto, os autores
reforcam a hipotese da adaptacdo acustica (Morton 1975) como alternativa ao “Efeito
Lombard”, sugerindo que espécies de beija-flores capazes de vocalizar em altas frequéncia o
fazem como uma possivel resposta evolutiva para contornar os ruidos ambientais e barreiras
impostas pela estrutura do héabitat (Duque et al. 2018; Duque et al. 2021). Ambientes mais
abertos geralmente tém mais ruido de fundo em frequéncias mais baixas (e.g., ventos), portanto
€ plausivel que vocalizagdes em altas frequéncias fossem positivamente selecionadas em aves
que vivem primariamente em hdbitats desse tipo (Wiley e Richards 1982; Padgham 2004).
Entretanto, trabalhos com outros grupos de aves, como os Passeriformes, indicam que essas
variacOes nas frequéncias das vocalizagdes podem estar mais relacionadas com fatores
morfoldgicos e comportamentais do que a pressdoes ambientais. Por exemplo, o tamanho
corporal do animal pode alterar a frequéncia pico da vocalizacdo do animal, sendo que
geralmente individuos maiores, i.e., com maior massa corporal, tendem a vocalizar em

frequéncias mais baixas (Demery et al. 2021). Além disso, alteracOes na vocalizacdo ocorrem
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durante disputas territoriais entre os individuos ou em exibi¢des de acasalamento, em que tais
alteracdes podem ser um indicativo de vigor fisico e agressividade do animal (Mikula et
al.,2021).

Outra hipétese também plausivel pode ndo ter relacdo com nenhum dos fatores citados
anteriormente. As frequéncias das vocalizagdes dos beija-flores podem resultar de modificag¢des
evolutivas na estrutura da sua siringe, a qual apresenta caracteristicas convergentes as de aves
canoras (i.e., Passeriformes) e distancia-se de outros Apodiformes, como os andorinhdes (Riede
e Olson 2020). No entanto, os estudos acerca desse tema sdo insuficientes para que se possa
compreender com clareza como essa habilidade surgiu em beija-flores e os fatores evolutivos
que influenciam as manifestagdes desse comportamento (Duque et al., 2018; Duque et al., 2020;
Duque et al., 2021; Olson et al., 2018). Subjacente as hipdteses associadas a vocalizagdo em
altas frequéncias por Trochilidae, residem incertezas sobre quantas e quais outras espécies de
beija-flor também apresentam a capacidade de realizar estas vocalizacdes. Somente apds
compreender holisticamente como essa habilidade surgiu e se manteve no grupo serao possiveis
avancos consistentes sobre o papel e peso de diferentes pressdes evolutivas (e.g., fatores
ambientais e competicdo acustica) e de respostas comportamentais (Brumm e Zollinger 2011)
sobre esta habilidade vocal incomum nas aves. Porém, € importante atentar que o processo
evolutivo desse grupo vai muito além da sua vocalizac@o e os pardmetros actsticos sdo apenas
um dos fatores que podem ter norteado a evolugdo dos beija-flores dentro dos mais variados
hébitats e comportamentos.

O presente trabalho teve como objetivo explorar mais profundamente a habilidade de
alguns membros da familia Trochilidae vocalizarem em frequéncias superiores a de outras aves,
testando hipoteses evolutivas associadas a esse parametro vocal. Especificamente, buscamos
responder: 1) Quantas e quais espécies de beija-flor sdo capazes de produzir vocalizacbes em

altas frequéncias, i.e., acima de 10 kHz, frequéncia acima do limite da capacidade de
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vocalizacdo da maioria das aves? 2) H& sinal filogenético para vocalizagcdes em altas
frequéncias e para o principal habitat utilizado pelas espécies de Trochilidae? 3) A origem e o
modo de evolucdo da vocalizagdo em alta frequéncia em Trochilidae apresenta relagdo com o
modo de evolugdo do tipo de habitat (hipotese da adaptacdo actstica)? 4) A morfologia das

espécies de Trochilidae (i.e., massa corporal) € um preditor de seus parametros vocais?

Material e Métodos

Coleta de dados de vocalizacdo, habitat e morfologia das espécies

Para identificar, dentre o total de espécies da familia Trochilidae (349 espécies; Winkler et al.
2020), outras espécies capazes de vocalizar em alta frequéncia, além das ja descritas por Duque
et al. (2018) e Olson et al. (2018), foi feita uma compilagc@o das gravagdes disponiveis no banco
de dados online de ciéncia cidada xeno-canto (www.xeno-canto.org). Foi selecionada uma
gravacdo por espécie disponivel na plataforma, tendo como critério inicial aquelas gravagdes
de melhor qualidade (classificadas como ‘A’ ou ‘B’ pelos moderadores da plataforma). Assim,
foram rejeitadas aquelas gravacdes ruidosas, com baixo volume, com sobreposicdo de
vocalizacdo de individuos ou espécies e aquelas cuja identidade da espécie emissora era incerta
ou duvidosa. Dentre o total de espécies com registros vocais na plataforma (n=338; 97% do
total da familia), foram analisadas gravacOes para 287 espécies (82% do total).
Complementarmente, compilamos o hébitat primario e a medida média da massa corporal

descrita de cada espécie em Tobias et al. (2022) e Winkler et al. (2022).
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Andlise dos dados de vocalizagdo

As andlises acusticas descritivas dos cantos e chamados compilados foram feitas utilizando o
software Raven Pro 1.6 (Cornell Laboratory of Ornithology, Ithaca, NY, USA). Para cada
gravacdo, foram selecionadas as trés notas com a maior frequéncia aparente, independente de
se tratar de um chamado ou canto. Foram selecionadas trés notas para cada espécie, evitando
notas sobrepostas a ruidos, a outras vocalizagdes, a outras notas e a harmonicos distintos do
fundamental. Cada selecdo foi salva em um arquivo em formato wave 16 bits. Para cada nota,
foram extraidas a frequéncia pico (i.e., frequéncia em que se concentrou a maior energia da
vocalizacdo), a frequéncia minima, a frequéncia maxima e a frequéncia média, em ambiente R
v.4.2.1 (R Core Team 2020), utilizando fun¢des dos pacotes dudio (Urbanek 2020), seewave
(Sueur et al. 2008) e tuneR (Ligges et al. 2018). Utilizamos a frequéncia pico como parametro
determinante do uso de alta frequéncia na vocalizagcdo das espécies analisadas por ser o
parametro acustico que descreve a maior energia investida pela ave na vocalizacdo. Através do
Power Spectrum da nota selecionada, foi possivel analisar como se distribuiu a energia da
daquela vocalizacgdo (eixo y) ao longo dessa paisagem sonora, ou paisagem de frequéncia (eixo
x). Foi assumido 10 kHz como valor de corte minimo para delimitar emissdes em alta
frequéncia, um valor conservador, tendo em conta que nao existe uma definicdo exata do valor
que € considerado vocalizagdo de alta frequéncia em Aves. Este valor se aproxima do limiar
anteriormente sugerido para a frequéncia superior emitida pelas aves (Dooling 2004) e um valor
proximo da menor frequéncia dominante média entre quatro espécies de beija-flores
previamente registrados emitindo vocalizacdes consideradas de altas frequéncias (Duque et al.

2018).
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Hipotese filogenética

Para a realizacdo das andlises macroevolutivas foi feita uma Inferéncia Filogenética a partir da
filogenia datada mais recente e com maior amostragem para o grupo, composta por 284 espécies
de beija-flores e seis marcadores moleculares (McGuire et al. 2014), portanto considerando
81% da diversidade de Trochilidae. Estes dados foram obtidos mediante solicitacdo ao autor. A
partir dos dados do xeno-canto foi possivel obter o parametro acustico de 97% (n=274) dos taxa

representados na hipétese filogenética de McGuire et al. (2014).

Sinal filogenético

A andlise de sinal filogenético foi utilizada para verificar se os cardteres acusticos, de habitat e
de morfologia (i.e., massa corporal) apresentados pelas espécies da familia Trochilidae podem
refletir a histéria evolutiva do grupo. Para o cdlculo do sinal filogenético foi utilizado o indice
de A de Pagel (Pagel 1999), o que tem sido sugerido entre outros indices, o mais satisfatorio
(Miinkemiiller et al. 2012). Além disso, o indice de A de Pagel permite utilizar dados ausentes,
o que no presente estudo foi adequado. O indice de A de Pagel utiliza o0 método de maxima
verossimilhanga, e os valores de A podem variar de zero a um, sendo que zero resulta em
nenhum sinal filogenético, e valores de A > 0 mostram a existéncia de sinal, sendo valores mais
proximos de um indicativo de sinal filogenético mais forte (Pagel 1999). Este indice foi
calculado utilizando os pacotes phylosignal (Keck et al. 2016), phylobase (Hackathon et al.
2013) e ape (Paradis et al. 2004) na plataforma R a partir das quatro medidas de frequéncia
extraidas para cada espécie, do seu tipo de habitat primério e do valor médio de sua massa

corporal (Tobias et al. 2022).
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Reconstrugdo de estado ancestral

A reconstrugdo de estado ancestral foi inferida de modo a obter um cendrio macroevolutivo
completo para os tragos bioacusticos, ecoldgicos e morfoldgicos citados no tépico anterior para
a familia Trochilidae. A 4rvore datada segundo McGuire et al. (2014) foi utilizada para
reconstruir os estados ancestrais de cardter utilizando o pacote Phytools v. 0.6-99 (Revell
2012). Para isso, foi utilizado a funcdo “ace” com dados discretos para o tipo de hébitat e com
dados continuos para as quatro frequéncias analisadas (minima, pico, mdxima e média) e para
a massa média de cada espécie. Os estados de cardter utilizados para o tipo de hébitat foram
"Florestal", "Arbustivo", "Bosque" e "Campestre" e o modelo utilizado foi o “ER”, o qual

assume mesmo peso para todas as possiveis transi¢des de estado de caréter.

Resultados

As vocalizacdes analisadas (n=287) se distribuiram de forma desigual entre os tipos de hdbitat,
sendo maior o nimero de espécies habitantes de ambientes florestais (71% do total de espécies)
e arbustivos (20%; Figura 1). As andlises indicaram ocorréncia de vocalizacdo em altas
frequéncias (Frequéncia pico >10kHz) em 28 espécies, ndo se restringindo aquelas que ocorrem
primariamente em ambientes abertos (campestres/arbustivos; Figura 1 e 2). Considerando a
riqueza da familia Trochilidae analisada (n=287), a propor¢do de espécies capazes de
vocalizarem em altas frequéncias se distribuiu de modo similar entre os habitats de vegetacao
lenhosa (i.e., florestal e bosque; ~9%) e os habitats de vegetacdo arbustiva e campestre (~12%),
mas dentre este grupo seleto de espécies, a sua maioria se concentrou nos ambientes florestal e
de bosque (71%; n=20; Figura 1 e 2). Além das cinco espécies reconhecidamente capazes de
vocalizar em frequéncia superior a 10 kHz (F. fusca, O. chimborazo, B. flavescens, A.

melanogenys e A. [coelestis] kingii; Duque et al. 2018), nossas andlises revelaram outras 23
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espécies capazes de emitir vocalizacdes em alta frequéncia (Figura 1 e 2), portanto totalizando

28 espécies. Dentre as 28 espécies para as quais registramos vocalizacdo em alta frequéncia,

detectamos 16 capazes de vocalizar em frequéncias acima de 11 kHz, sendo cinco espécies

capazes de vocalizar acima da frequéncia pico de 12 kHz (Figura 2).
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Figura 1. Abundincia de espécies de beija-flores por habitat (barras) e distribuicdo das

frequéncias pico das vocalizagdes das espécies (pontos coloridos: altas frequéncias, 1.e.,

frequéncia pico >10kHz). Hébitats sensu Tobias et al. (2022) e Winkler et al. (2022).
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Figura 2. Frequéncias pico (kHz) de vocalizacdes (n = 3) de 28 espécies de beija-flores para as
quais foram registradas vocaliza¢des em alta frequéncia (>10kHz) no presente estudo. Linhas
cinza delimitam a banda média + EP da frequéncia pico das cinco espécies ja registradas na
literatura com vocalizacdo de alta frequéncia, incluindo Boissonneaua flavescens (Duque et al.

2018; Olson et al. 2018).

Em relacdo as andlises macroevolutivas, ha evidéncias de sinal filogenético para o tipo
de habitat e para a massa média das espécies, o que demonstra que, ao longo da evolu¢do de
Trochilidae, a escolha do habitat e o tamanho corporal refletem divergéncias evolutivas nas
espécies (Tabela 1, figura S1). Dentre os parametros vocais considerados, apenas a frequéncia

minima apresentou sinal filogenético (Tabela 1). Holisticamente, as reconstrucoes de estado
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ancestral revelam inexisténcia de uma correlacdo qualitativa clara entre o tipo de habitat, e a
frequéncia pico de vocalizacdo em beija-flores (Figura 3A e 3B). De maneira geral, as
mudancas observadas nos quatro parametros de frequéncia considerados ndo se associaram a
mudancas nos hébitats ocupados pelos beija-flores ao longo da evolucdo do grupo. A anélise
de reconstrucdo do estado ancestral sugeriu que o ancestral comum de Trochilidae
provavelmente ocupava hébitats florestais e continuou dominando este ambiente ao longo da
evolucdo do grupo (Figura 3A). De acordo com os resultados, a transicdo para os demais
hébitats ocorreu, no minimo, 73 vezes e de forma independente em diferentes grupos ao longo
do tempo (figura 3A). As transi¢cdes mais frequentes foram recuperadas a partir do ambiente
florestal para o arbustivo (n=38 vezes), para bosques (n=18) e para campos (n=8). Além disso,
as andlises sugerem poucos eventos de regressao para o habitat ancestral florestal, como ocorre
para as transi¢des oriundas de dreas arbustivas (n=2), de bosques (n=1) e campos (n=1). A
reconstrucao de estado ancestral com relagcdo a massa corporal também nao demonstrou uma
relacdo direta com as frequéncias de vocalizacdo, indicando que esse fator morfolégico foi
pouco relevante para a evolug@o dos parametros acusticos do grupo considerados neste estudo.
Entretanto, o fato de a massa apresentar sinal filogenético é um indicativo de que ela pode ndo
ter relacdo com a actstica, mas ainda assim ter relacdo com a evolucao do grupo, possivelmente

influenciando outros parametros dentro dele.
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Tabela 1. Sinal filogenético atribuido aos pardmetros de frequéncia de vocalizagdo, ao hébitat
principal e a massa média das espécies de beija-flores (Trochilidae; n=294 espécies). Habitats

e massa sensu Tobias et al. (2022) e Winkler et al. (2022).

Parametro A de Pagel p-valor
Frequéncia minima 0.1035 0.010%*
Frequéncia pico 0.0635 0.113
Frequéncia mixima 0.0387 0.406
Frequéncia média 0.0703 0.069
Habitat 0.3245 0.001%*
Massa 0.8961 0.001*

*p-valor significativo, assumindo a=0.05.

Em relacdo ao modo de evolu¢do da frequéncia da vocalizacdo em beija-flores, a
reconstrucdo de estado ancestral sugere um ancestral comum com uma capacidade de emitir
frequéncias relativamente altas, com frequéncias pico superiores ao que ocorre na maioria das
Aves (Figura 3B). A ocorréncia de vocalizacdes em frequéncias mais altas se mostrou difusa
ao longo da filogenia, apresentando caracteristicas bioacusticas similares em grupos
filogenéticos distantes. Esse padrdo sugere que a evolu¢do dos parametros de frequéncia de
vocalizacdo em beija-flores considerados neste estudo pode advir de convergéncia adaptativa
(i.e., evolucdo independente), inclusive entre as espécies cuja vocalizagdo apresenta altas

frequéncias pico (i.e., >10kHz; Figura 3B).
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Figura 3. Reconstrugdo do estado ancestral para a familia Trochilidae, com &€nfase nas principais
transicdes entre habitats (A) e frequéncia pico (B). Marcas em vermelho ao lado do nome das
espécies na coluna central da figura sinalizam todas as 28 espécies para as quais identificamos
vocalizagdo de alta frequéncia (frequéncia pico >10kHz), além de Boissoneaua flavescens
(Duque et al. 2018). (A) As cores dos ramos mostram a maior probabilidade relativa de
ocorréncia ancestral de cada hébitat. (B) As cores nos ramos representam a maior probabilidade

relativa de ocorréncia ancestral de cada frequéncia pico.

Discussao

Estudar aspectos acusticos de uma familia de aves com 349 espécies que se distribuem de um
tropico ao outro das Américas € um desafio mais facilmente superavel quando se tem acesso
aos registros de cientistas cidaddos em escala continental. O registro de vocalizacdes de beija-

flores no banco de dados online xeno-canto nos permitiu expandir o conhecimento que se tinha
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acerca da capacidade de vocalizagdo em beija-flores, antes limitados a estudos geograficamente
restritos. O presente estudo permitiu quase sextuplicar, de cinco para 29, a lista de espécies de
beija-flores capazes de vocalizar em altas frequéncias, ainda que tenhamos assumido um valor

de corte arbitrdrio e conservador para este carater (frequéncia pico >10kHz).

Buscando entender alguns motivos que podem ter levado algumas espécies a
apresentarem esse tipo de vocalizacdo, relacionamos as 29 espécies com seus respectivos
habitats e também com seu tamanho corporal (i.e., massa média da espécie). Segundo a hipbtese
de adaptacdo acustica proposta por Morton (1975), espécies de florestas vocalizariam em
frequéncias menores que espécies de ambientes abertos, deste modo conseguindo sobrepor sua
comunicacdo as barreiras fisicas impostas pelo ambiente a propagacdo sonora. Andlises
taxonomicamente amplas identificaram resposta da frequéncia pico em Aves em relacao ao tipo
de ambiente e seu ruido associado (Boncoraglio 2007). Contudo, e em linha com outro estudo
focado em Thraupidae (Mason e Burns 2015), nossos resultados refutaram esta hipdtese
classica para Trochilidae, demonstrando que as espécies de beija-flores capazes de vocalizar
em altas frequéncias se distribuem de modo proporcionalmente similar entre os diferentes
habitats. Nesta mesma linha, as andlises de reconstrucdo de estado ancestral revelaram
inexisténcia de uma clara correlagdo qualitativa entre o tipo de hébitat e a frequéncia pico de
vocalizacdo em beija-flores. Outra hipdtese levantada seria uma relacdo de que os aspectos
morfoldgicos também sao fatores que podem influenciar a frequéncia de vocalizacdo. Nesse
contexto, espécies maiores € mais pesadas tenderiam a vocalizar mais grave devido a estrutura
do seu aparelho vocal, consequentemente apresentando frequéncias mais baixas (Demery et al.,
2021). Entretanto, tal hipotese ndo foi confirmada em nosso estudo. Espécies do género
Florisuga, por exemplo, sdo espécies de beija-flor particularmente grandes quando comparadas

a outras, tendo a caracteristica de serem animais dominantes e bastante territorialistas
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(Observacao pessoal), sendo aqui mencionadas como duas das espécies com as maiores

frequéncias pico de vocalizacdo em Trochilidae.

O acentuado incremento promovido pelo nosso estudo no nimero de espécies capazes
de vocalizar em altas frequéncias evidencia a escassez de estudos de histdria natural de aves
Neotropicais (Xiao et al. 2017). Nesse contexto, destaca-se a importancia e potencial das
plataformas de ciéncia cidada (e.g., xeno-canto, Wikiaves, eBird) para viabilizarem o avanco
dessa e de outras dreas da ciéncia, uma vez que disponibilizam dados que, em situagdes
convencionais, podem ser extremamente desafiadores de serem coletados devido as eventuais
limitagdes geograficas, de infraestrutura, logistica e financeira dos pesquisadores (e.g., Jaric et
al. 2020; Sugai et al. 2019; Jiménez-Valverde et al. 2019). Entretanto, é evidente que as
pesquisas derivadas de dados de ciéncia cidada devem respeitar e reconhecer as limitagdes
inerentes a este método de coleta e armazenamento de dados. Estruturar desenhos amostrais
adequados para explorar estas plataformas é um grande desafio aos pesquisadores,
especialmente pelo grande volume e qualidade varidvel de certos tipos de dados (Schubert et
al. 2019). Para ser possivel englobar o0 maximo de espécies de Trochilidae (~80%) e realizar
andlises acustica e evolutiva de amplitude taxondmica pioneira para a familia, nosso estudo se
limitou a trés amostras de vocalizacdo com boa qualidade por espécie, ainda que registradas em
contextos comportamentais nao controlados. Considerando que o contexto deve influenciar o
padrdo vocal dos individuos (Medina e Francis 2012; Smith et al. 2013), é possivel que outras
espécies de beija-flores além daquelas 28 identificadas em nossos resultados emitam
vocalizacOes em alta frequéncia. Além disso, nossos dados revelaram frequéncias pico das
vocalizacOes ligeiramente inferiores as descricoes prévias das vocalizacOes de alta frequéncia

para estas espécies (Figura 2; Duque et al. 2018).

Nossa metodologia foi capaz de replicar frequéncias pico acima de 10 kHz para quatro

das cinco espécies de beija-flores para as quais este comportamento ja era conhecido (Duque et
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al. 2018; Olson et al. 2018), sendo B. flavescens a excecdo. Neste caso em particular, Duque et
al. (2018) concluem que a espécie vocaliza em alta frequéncia (média+SE: 9.70+0.04 kHz) sem
explicitar um limite inferior para a categorizacdo deste comportamento. Aparentemente, as
amostras disponiveis em plataformas de ciéncia cidada e aqui analisadas para esta espécie
possuem tendéncia de valores médios de frequéncia pico ligeiramente inferiores as amostras
obtidas por cientistas em campo. Portanto, novas gravagdes sistematizadas de vocalizagdes de
Trochilidae em campo podem ampliar ainda mais o limite superior da banda de frequéncia das
vocalizagdes nao apenas para esta espécie, mas para outros Trochilidae. Um estudo desta
natureza vem sendo conduzido desde 2021 e deve, além de refinar a presente lista de espécies
de beija-flores capazes de vocalizar em altas frequéncias, confirmar a hipdtese da influéncia
contextual comportamental na frequéncia pico da vocaliza¢io de beija-flores (Morgado et al.
dados ndo publicados). Por exemplo, Olson et al. (2018) relataram que as vocalizacdes em altas
frequéncias de F. fusca sao emitidas principalmente durante o voo e em momentos de interagdes
agonisticas com outros individuos. Isso pode sugerir que um dos fatores que apresenta
influéncia na evolugdo de vocalizagdes em frequéncias mais altas seja a necessidade do macho
se impor comportamentalmente em relacdo a outro, além de sinalizar vigor durante exibi¢des
para atracdo de fémeas (Olson et al. 2018). Assim, tornam-se justificdveis e essenciais futuros
estudos neuroldgicos e experimentos de campo (e.g., Duque et al. 2020) de ampla abrangéncia
taxonOmica para confirmar também a capacidade de captacao e interpretacdo dos sinais de alta

frequéncia emitidos pelas espécies de Trochilidae.

Ainda que as espécies viventes de beija-flores se distribuam pelos mais diversos hébitats
(Winkler et al. 2022), nossos dados demonstram predominancia florestal dentre as 287 espécies
analisadas (Figura 3A). Entretanto, ndo detectamos desvio marcado para a ocorréncia de
espécies que vocalizam em altas frequéncias em ambientes florestais (~9% do total de espécies

florestais vs. ~12% das espécies de ambientes abertos). Deste modo, o tipo de habitat (i.e.,
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aberto vs. fechado) ndo influencia na selecdo de vocalizagdes em alta frequéncia em beija-
flores. Este resultado refuta, para Trochilidae, a hipdtese da adaptacdo actstica (Morton 1975;
Rothstein e Fleischer 1987), isto €, das vocaliza¢des em alta frequéncia resultarem de sele¢ao
sobre as espécies mediada pelo ambiente, seja como resultado evolutivo associado a menores
atenuacgdes por barreiras fisicas em ambientes abertos (Wiley e Richards 1982; Ey e Fischer
2009; Padgham 2004) ou a minimizacdo da sobreposicdo acustica com ruidos abidticos (e.g.,
vento; Brumm e Slabbekoorn 2005) e minimizacdo da competi¢do acustica (e.g., com outras
aves e insetos; Lohr et al. 2003; Luther e Gentry 2013), em linha com as cautelas levantadas
por Duque et al. (2018). Resultado semelhante foi observado para Passeriformes por Mikula et
al. (2021), em estratégia amostral semelhante a do presente estudo. Novamente, como 0s
contextos em que as vocalizacOes gravadas foram emitidas geralmente ndo constam nas bases
de dados de ciéncia cidadd, reforcamos aqui a necessidade de aprimoramento destas
plataformas para solicitar aos colaboradores a contextualizacdo comportamental dos emissores

das vocaliza¢des amostradas (Mikula et al. 2021).

Nosso estudo € pioneiro em inferir um cendrio macroevolutivo bioacustico para
Trochilidae suportado na hipétese evolutiva com mais extensa representatividade taxondmica
da familia (McGuire et al. 2014). Até o momento, os estudos evolutivos envolvendo a familia
Trochilidae enfocaram na plumagem (e.g., Eliason et al. 2020), na evolu¢dao de comunidades
(e.g., Roy et al. 1998) e de espécies (e.g., Rodriguez-Gomez et al. 2021; Hernandez-Bafios
2020). No contexto bioacustico, os estudos evolutivos sdo numerosos € de espectros tedricos
amplos, propondo compreender desde a capacidade de producdo, a percepg¢ao e a selecdo sexual
de sinais vocais em invertebrados (e.g., Orthoptera: Nattier et al. 2011) e vertebrados (e.g.,
anfibios: Bezerra et al. 2021; peixes: Parmentier et al. 2022), incluindo as aves (e.g., Podos et
al. 2022). Ainda que paralelo ao estudo de Mason & Burns (2015) para Thraupidae, este estudo

¢ inédito em utilizar andlises macroevolutivas para inferir um cendrio completo para o modo de
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evolucdo acustica em Trochilidae e os fatores ambientais e morfolégicos a que ela pode estar
relacionada. Adicionalmente, detectamos espécies que ndo foram contempladas na arvore
filogenética de McGuire et al. (2014) para as quais hd dados actsticos disponiveis online.
Assim, é importante que sejam feitos novos depdsitos de sequéncias moleculares para atualizar

a filogenia do grupo e o consequente maior refinamento dos resultados do presente estudo.

A andlise de sinal filogenético mostrou que o tipo de hdbitat € um fator importante na
histéria evolutiva do grupo, com uma marcada divergéncia evolutiva a partir de um ancestral
florestal para colonizar outros ambientes (i.e., arbustivo, bosques e campos), com raros eventos
de regressdo para o hdbitat ancestral. Visto que os tipos de hdbitats refletem divergéncia
evolutiva em Trochilidae, é possivel ainda que estudos futuros possam predizer habitats de
espécies filogeneticamente proximas que ainda nao foram caracterizadas ou coletadas. Da
mesma forma, o tamanho corporal de cada espécie também € um fator que norteou a histéria
evolutiva em beija-flores, apesar de, no presente estudo, ndo parecer estar diretamente
relacionado a forma como vocalizam esses animais (figura S1). No entanto, s6 com uma
filogenia completa e dados em bancos de dados acusticos e de biodiversidade mais robustos,
poderemos validar tais informagdes. Ja a frequéncia pico de vocalizacdo nao mostrou sinal
filogenético, o que pode indicar uma convergéncia adaptativa em que as emissOes em altas
frequéncias podem, por exemplo, ter evoluido de forma independente, levando os beija-flores
a se adequarem as diferentes condi¢Oes ecoldgicas encontradas ao longo da evolugdo da sua
distribuicdo espacial. Nesse sentido, reforcamos novamente a relevancia do contexto
comportamental (e.g., defesa territorial e selecdo sexual) como norteador do surgimento e

selecdo de altas frequéncias em Trochilidae.

O presente estudo revelou que as frequéncias das vocalizacOes dos beija-flores que
destoam do que se conhece para Aves em geral inclui muito mais espécies do que se havia

observado e descrito anteriormente. Nossos dados expandiram de cinco para 29 o niimero de
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espécies descritas capazes de apresentar vocalizagdes com altas frequéncias (i.e., frequéncia
pico > 10 kHz). Considerando as eventuais limitacdes da metodologia para a coleta e andlises
de dados a partir de plataformas de ciéncia cidada, reforcamos que esse nimero pode ser ainda
maior. Além disso, nossas andlises evolutivas refutaram uma relagcdo entre o tipo de hébitat e
as altas frequéncias pico de vocalizacdo, assim como entre a frequéncia e o tamanho corporal
das espécies. Assim, nossos dados indicam que a evolucdo deste comportamento vocal em
beija-flores estd mais relacionada a fatores comportamentais do que ambientais e morfolégicos.
Andlises preliminares de dados coletados em campo com Phaethornis pretrei sugerem suporte
para a relacdo entre a frequéncia da vocalizacdo com fatores de disputa territorial e sele¢ao
sexual (Morgado et al., dados ndo publicados). Exploramos aqui uma temética da acustica em
beija-flores em uma escala taxondmica pioneira e viabilizada pela ciéncia cidada. Ainda que o
uso destes dados esteja sujeito a limitacdes, seu valor a histéria natural e evolucdo da
vocalizagdo em Trochilidae ficam evidentes em nossos resultados e abrem portas para estudos

futuros mais refinados em Aves como um todo.
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Material suplementar

0 trait value 20.2

length=15.67

Figura S1. Reconstrugdo do estado ancestral para a familia Trochilidae mostrando a massa
média (g) por espécie ao longo do periodo evolutivo, sendo a coloragdo em vermelho um

indicativo de espécies mais leves e a coloragdo azulada as espécies mais pesadas.
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3 Consideracoes finais

3.1 Avancgos

Ao explorar os dados de ciéncia cidada, estratégia que vem ganhando cada vez mais
relevancia e confiabilidade, fomos capazes de explorar as vocaliza¢des dos beija-flores de uma
forma inédita para a familia, abrangendo mais de 80% das espécies. Aliado as andlises
evolutivas, este € um estudo macroevolutivo com amplitude taxondmica e escopo pioneiros
para inferir o cendrio mais completo possivel para a evolu¢do da vocalizacdo em altas
frequéncias em Trochilidae e os eventuais fatores ambientais subjacentes. Explorando as
gravacdes de diversas espécies de troquilideos disponiveis nos bancos de dados online,
descobrimos que as vocalizagdes em altas frequéncias em beija-flores sdo ainda mais comuns
do que se tinha conhecimento anteriormente, expandindo de cinco para 29 o ndimero de espécies
descritas com essa habilidade. Além disso, descobrimos também que a evolugdo deste
comportamento vocal em beija-flores ndo sofreu influéncia da estrutura do ambiente,
estimulando testes futuros da hipdtese de relevancia de fatores comportamentais (e.g.,

competicdo intra- e interespecifica) nesse comportamento.

3.2 Limitacoes

Apesar dos avangos, nosso estudo enfrentou certas limitacdes que, agora identificadas,
podem orientar estudos futuros que visem explorar mais profundamente os resultados que
encontramos. O exemplo mais evidente € a limitacdo da prdpria base explorada de dados de
ciéncia cidada, que, apesar da crescente relevancia dentro do meio cientifico, ainda carece de
melhorias para fornecer dados de melhor qualidade para estudos refinados de bioacustica em
ampla escala taxondmica. Conseguimos obter na base de dados utilizada (i.e., Xeno-canto),
vocaliza¢Oes para mais de 80% das espécies da familia Trochilidae. Todavia, o cenario ideal
seria de fato obter a vocalizagdo de todas as espécies da familia ou o mais proximo possivel
desse quantitativo. Além disso, muitas das espécies contempladas na base de dados possuiam
poucas gravagdes disponiveis ou de baixa qualidade. Nesta estratégia amostral, os dados

analisados sdo extraidos de gravacdes produzidas por pessoas diferentes, utilizando
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equipamentos e principalmente configuragdes diferentes. Padronizar estes parametros na
plataforma seria de grande relevancia para ampliar as possibilidades e rigor analiticos dos dados
ali disponibilizados. Outro fator € a falta de experiéncia de muitos dos autores dessas gravagoes,
j& que cientistas cidaddo ndo sdo necessariamente cientistas de formagao. Com isso, erros ou
incertezas na identificacdo das espécies podem comprometer a qualidade e/ou o tamanho
amostral dos estudos derivados destes dados. Por fim, nosso estudo sugere que o contexto em
que as vocaliza¢des ocorrem sdo importantes para a estrutura acustica dos sons emitidos, sendo,
portanto, relevante que a plataforma estimule que seus usudrios informem corretamente nao
apenas o tipo de vocalizacdo registrado (i.e., canto, chamado), como as condi¢des ambientais

(i.e., clima, ruido) e o contexto comportamental dos animais no momento da gravagao.

Restri¢des para uma andlise integral da familia também foram notados do ponto de vista
evolutivo. Algumas espécies que nao foram contempladas na arvore filogenética de McGuire
et al. (2014) possuem bons registros de vocalizagcdo, os quais tiveram que ser descartados nas
nossas andlises evolutivas. Muitas dessas espécies sdo muito raras, com uma distribuicao
geografica muito limitada, como em algumas ilhas do Caribe, ou entdo estdo ameagadas de
extingdo. E compreensivel que dados genéticos sejam de mais dificil obtencio para estes casos,
mas esfor¢os podem ser direcionados no futuro para preencher estas lacunas e permitir andlises

bioacusticas evolutivas mais refinadas e abrangentes para a familia.

3.3 Futuro

Os resultados desse estudo abrem caminho para se aprofundar ainda mais os estudos
acerca da vocalizacdo dos beija-flores, ndo s6 com relagdo as altas frequéncias, mas também a
todos os aspectos da comunicacdo entre esses animais (chamados de alerta, vocalizagdes
territoriais, agonisticas e durante o forrageio). Porém, também € necessario que haja maiores
investimentos na quantidade e qualidade dos dados fornecidos para os bancos de dados de
ciéncia cidada. Além disso, € importante que sejam feitos novos depodsitos de sequéncias

moleculares para atualizar a filogenia do grupo e o consequente refinamento dos resultados que

encontramos nesse estudo.

Ao contrario das predi¢des iniciais deste estudo, o habitat ndo foi o fator norteador da

evolucdo de vocalizagdo em alta frequéncia pelos beija-flores, sugerindo que questdes
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comportamentais possam ser mais relevantes nesse sentido. Por isso € importante que sejam
feitos estudos em campo com miultiplas espécies, explorando a influéncia do contexto
comportamental sobre a frequéncia das vocaliza¢des emitidas pelos individuos. Levantamentos
e andlises preliminares realizadas ao longo do periodo da execucdo desse estudo, indicam, por
exemplo, que em Phaethornis pretrei ha suporte para a relacdo entre a frequéncia da
vocalizacdo com fatores de disputa territorial e selecdo sexual (Morgado et al., dados nao
publicados). Esses dados estdo atualmente em andlise e em breve devem expandir nossa
compreensdo da influéncia do contexto comportamental sobre os parametros acusticos das

vocaliza¢des em beija-flores.
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Occurrence and evolution of high-frequency vocalizations in hummingbirds (Aves:
Trochilidae)

The growing number bioacoustics studies has been unveiling interesting
behaviours, such as the ability of hummingbirds (Trochilidae) to vocalize at high
frequencies. This is such a recent finding, thus its taxonomic spread, evolutionary
origin and maintenance in Trochilidae are still uncertain. Thus, this study asked:
1) How many and which hummingbirds can produce high-frequency
vocalizations? 2) Do vocalization frequencies, habitat, and species mass present a
phylogenetic signal in Trochilidae? 3) What was the origin and mode of evolution
of high-frequency vocalization and the type of habitat associated with high-
frequency vocalizations in Trochilidae? 4) Is there a relationship between species
morphology and acoustic parameters? We determined the vocalization
frequencies of 82% of the species in the family and analysed the phylogenetic
signal and performed ancestral state reconstruction for 81% of Trochilidae
species. Our study six-folded (five to 29) the number of hummingbird species able
to vocalize at high frequencies, concluding that the evolution of vocalization at
high frequencies in hummingbirds may relate to behavioural rather than
morphological and environmental factors. Our findings may be revisited with the
inclusion of molecular sequences in databases for Trochilidae species not yet
molecularly characterized, thus expanding the inference to a more robust acoustic
macroevolutionary scenario.

Keywords: bioacoustics, peak frequency, acoustic adaptation hypothesis,

phylogenetic signal, ancestral state reconstruction, phenotypic evolution
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Introduction

Quantitative analyses in bioacoustics are relatively new in science and have enabled in-
depth studies that allow us to better understand, for example, the complex communication
between animal species (Slater 2003). Several animal groups have been studied and new
questions have been asked as this area of knowledge and the technologies associated with
bioacoustic methods advance. This is exemplified by the recent discovery of the ability of some
birds to vocalize at high amplitudes (Podos and Cohn-Haft 2019) and at high frequencies (Olson
et al. 2018).

Members of the class Aves are the most noteworthy in relation to sound communication,
and their vocalizations are often predominant in the acoustic landscape of terrestrial natural
environments, especially in the most biodiverse ones such as tropical forests. Vocalization in
birds has important functions in obtaining and delimiting territory, warning against predators,
and mate attraction (Brumm 2013). However, these communications occur in a non-exclusive
acoustic environment and different factors can impair the quality of the information transmitted
by the sender to its receivers. An example of a contested acoustic environment is the morning
chorus in birds, in which several species vocalize at the same time early in the day, likely
influenced by territorial disputes, female fertility, lower foraging investment due to low light
conditions, and even better atmospheric conditions (e.g., higher relative humidity) for sound
signal propagation (Kacelnik and Krebs 1983; Mace 1987). In terms of landscape, the efficiency
of acoustic communication by birds depends on the ability of species to circumvent the various
barriers imposed on sound propagation by their surroundings (Brumm and Naguib 2009). In
addition to acoustic competition, each habitat also presents different abiotic noise patterns that
can interfere with efficient communication among birds, such as wind, waterfalls, and, more

recently in the evolutionary history of birds, anthropogenic noises (Brumm and Naguib 2009;
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Walters et al. 2019). Environmental noise interferes with both the perception of the sound signal
itself and the understanding of the message that the signal conveys (Wiley and Richards 1982;
Wiley 1994, 2006). In noisier contexts, the ‘Lombard Effect’ may emerge, whereby individuals
of a given species secure their communication by increasing their vocal amplitude in
proportionate response to environmental noise (Brumm and Zollinger 2011). Alternatively,
individuals may adjust the frequency band of their vocalization, reducing masking by
background noise and/or interspecific acoustic competition (‘acoustic niche hypothesis’;
Krause 1993; Lohr et al. 2003; Luther and Gentry 2013).

Bird hearing is generally most efficient at frequencies between 1 and 5 kHz, while their
vocal capacity ranges from 0.5 kHz to 6 kHz (Dooling et al. 2000). However, Olson et al. (2018)
reported, for the first time for the family Trochilidae, that the black hummingbird
(Apodiformes, Trochilidae: Florisuga fusca) can produce vocalizations of ~11.8 kHz, thus well
above what was known for most birds (Dooling et al. 2000). Subsequently, Duque et al. (2018)
also reported vocalizations at similarly high frequencies in four Andean species of this family.
One of the species studied was Oreotrochilus chimborazo, which is an inhabitant of grassland
environments and showed a vocalization with a frequency of ~13.0 kHz, higher than any other
ever studied bird species. On the other hand, the other three species in this study - Boissonneaua
flavescens (F0=9.7 kHz), Adelomyia melanogenys (FO=11.7 kHz), and Aglaiocercus coelestis
(FO=11.9 kHz)-, are inhabitants of cloud forests and vocalize at frequencies lower than sounds
produced by insects (12.5-15.0 kHz), but higher than the average frequency emitted by other
birds (3.0-9.0 kHz; Duque et al, 2018). Although the literature does not define a threshold
beyond which a vocalization can be considered high frequency in birds, this definition is
arbitrarily and usually applied when a given vocalization has a fundamental peak frequency that
extrapolates the usual average value of species in this class and can be reasonably assumed to

be 10kHz for birds. However, the fact that an animal vocalizes at high frequencies does not
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necessarily mean that it can hear these sounds. It is common for the vocal organs to produce
involuntary sounds at frequencies above the hearing capacity of that animal, so that this sound
has no communication function (Brumm 2013). With an experimental approach and
neurological analyses, Duque et al. (2020) observed that O. chimborazo can hear and react to
high frequencies, this being a strong indication of its use in the species' communication. In this
context, the authors reinforce the acoustic adaptation hypothesis (Morton 1975) as an
alternative to the ‘Lombard Effect,” suggesting that hummingbird species able to vocalize at
high frequencies do so as a possible evolutionary response to circumvent environmental noise
and natural barriers in the habitat (Duque et al. 2018; Duque et al. 2021). More open
environments generally have more background noise at lower frequencies (e.g., winds), so it is
plausible that vocalizations at high frequencies would be positively selected in birds that
primarily live in such habitats (Wiley and Richards 1982; Padgham 2004). However, work with
other groups of birds, such as Passerines, indicates that these variations in vocalization
frequencies may be related to morphological and behavioural factors rather than to
environmental pressures. For example, the body size of an animal can relate to its peak
vocalization frequency, with larger individuals generally tending to vocalize at lower
frequencies (Demery et al. 2021). In addition, changes in vocalization occur during territorial
disputes between individuals or in mating displays, where such changes may be an indication
of physical vigour and aggressiveness of the individual (Mikula et al.,2021).

Another plausible hypothesis may be unrelated to any of the factors cited above and
states that the frequencies of hummingbird vocalizations may result from evolutionary
modifications in the structure of their siring, which characteristics converge to those of
songbirds (i.e., Passeriformes) instead of the more closely related Apodiformes, such as swifts
(Riede and Olson 2020). However, this topic is too understudied to clearly enlighten how this

ability arose in hummingbirds and the evolutionary factors influencing manifestations of this
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behavior (Duque et al., 2018; Duque et al., 2020; Duque et al., 2021; Olson et al., 2018).
Underlying the hypotheses associated with vocalization at high frequencies by Trochilidae lie
uncertainties about how many and which other hummingbird species also exhibit the ability to
perform these vocalizations. Only after holistically understanding how this ability emerged and
was maintained in this family one will be able to advance on the role of different evolutionary
pressures (e.g., environmental factors and acoustic competition) and behavioural responses
(Brumm and Zollinger 2011) on this unusual vocal ability in birds. It is noteworthy that the
evolutionary complexity of this family goes far beyond its vocalization, and acoustic parameters
are only one of the factors that may have guided the evolution of hummingbirds within a variety
of habitats and behavior.

The present work sought to further explore the ability of some members of Trochilidae
to vocalize at higher frequencies than other birds, testing evolutionary hypotheses associated
with this vocal parameter. Specifically, we asked: 1) How many and which hummingbird
species are capable of producing vocalizations at high frequencies, i.e., above 10 kHz, thus
above the usual upper limit of most birds? 2) Are there phylogenetic signals for vocalizations
at high frequencies and the main habitat used by Trochilidae species? 3) Is the origin and the
mode of evolution of high-frequency vocalization in Trochilidae related to the mode of
evolution of habitat type (i.e., the acoustic adaptation hypothesis)? 4) Is the morphology of
Trochilidae species a predictor of their vocal parameters?

Methods

Data collection on species vocalization, habitat, and morphology

We selected recordings available on the online citizen science database xeno-song (Www.xeno-
canto.org) to identify, among the Trochilidae (349 species; Winkler et al. 2020) and in addition
to those already described by Duque et al. (2018) and Olson et al. (2018), the species able of

vocalizing at high frequency. We selected one recording per species available on the platform,
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1e. those classified as high-quality recordings by the platform moderators, with little
background noise and high volume, as well as with no overlapping vocalizations of individuals
or species, and those whose identity of the emitting species was undoubtful. Among all
Trochilidae species recordings on the platform (n=338; 97% of the family total), we analysed
recordings for 287 species (82% of the total). In addition, we compiled the primary habitat and
mean body mass measurement for each species from Tobias et al. (2022) and, where necessary,

from Winkler et al. (2022).

Vocalization data analysis

We run the descriptive acoustic analyses of the compiled songs and calls using Raven Pro 1.6
software (Cornell Laboratory of Ornithology, Ithaca, NY, USA). For each recording, we
selected each of the three notes and saved in a 16-bit wave file. For each note, we extracted the
peak frequency (i.e., frequency at which the highest energy of the vocalization was
concentrated), the minimum frequency, the maximum frequency, and the average frequency in
R environment v. 4.2.1 (R Core Team 2020) using functions from the audio (Urbanek 2020),
seewave (Sueur et al. 2008), and tuneR (Ligges et al. 2018) packages. We used peak frequency
as the parameter determining the use of high frequency in the vocalization of the analysed
species because it is the acoustic parameter that describes the highest energy invested by the
bird in vocalization. Through the Power Spectrum of the selected note, it was possible to
analyse how the energy of that vocalization was distributed (y-axis) along that soundscape, or
frequency landscape (x-axis). We considered 10 kHz as the threshold value for delimiting high
frequency emissions, thus a conservative value given that there is no exact definition of what is
considered a high frequency vocalization in birds. This value is close to the previously
suggested threshold for the higher usual frequency emitted by birds (Dooling 2004) and a value

close to the lowest average dominant frequency among the four hummingbird species
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previously recorded emitting vocalizations considered to be of high frequency (Duque et al.

2018).

Phylogenetic analysis

To perform the macroevolutionary analyses, we did a Phylogenetic Inference from the most
recent and dated phylogeny, based on the largest sampling for the family that consists of a six
molecular markers for 284 hummingbird species (McGuire et al. 2014), thus 81% of the
Trochilidae diversity. To run the analysis, we obtained the acoustic parameters of 97% (n=274)
of the taxa represented in the phylogenetic hypothesis of McGuire et al. (2014) from the xeno-
song data.

Phylogenetic signal

We run a phylogenetic signal analysis to verify whether the acoustic, habitat, and morphology
(i.e., body mass) displayed by the Trochilidae species can reflect the evolutionary history of the
group. We considered the Pagel's A index (Pagel 1999) to calculate the phylogenetic signal,
which has been suggested among other indices to be the most satisfactory (Miinkemiiller et al.
2012). Furthermore, Pagel's A index allows using missing data, which was adequate to the
present dataset. Pagel's A index uses the maximum likelihood method and can range from zero
(no signal) to one (strongest signal; Pagel 1999). This index was calculated using the
phylosignal (Keck et al. 2016), phylobase (Hackathon et al. 2013), and ape (Paradis et al. 2004)
packages on the R platform from the four frequency measures extracted for each species, its
primary habitat type, and its mean body mass value (Tobias et al. 2022).

Ancestral state reconstruction

We inferred the ancestral state reconstruction to obtain a complete macroevolutionary scenario
for the bioacoustic, ecological, and morphological traits mentioned in the previous topic for the

Trochilidae. We used the dated tree from McGuire et al. (2014) to reconstruct the ancestral
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character states through the Phytools v. 0.6-99 package (Revell 2012). Specifically, we used
the function ace with discrete data for habitat type and continuous data for the four analysed
frequencies (minimum, peak, maximum and mean), as well as for the species' mean mass. The
character states used for the habitat type were ‘Forest’, ‘Shrub’, ‘Woodland’, and ‘Grassland’
and the model used was the ‘ER’, which assumes the same weight for all possible character
state transitions.
Results

The analysed vocalizations (n=287) were unevenly distributed among habitat types,
with more species inhabiting forest (71% of total species) and shrub habitats (20%; Figure 1).
The analysis indicated the occurrence of vocalization in high frequencies (i.e., peak frequency
>10kHz) in 28 species, not limited to those primarily living in open environments (i.e.,
field/shrub; Figures 1 and 2). Considering the analysed Trochilidae species (n=287), the
proportion of those able to vocalize in high frequencies was similarly distributed between
woody (i.e., forest and woodland; ~9%) and shrub and field habitats (~12%), but among this
select group of high frequency vocalizers, most were forest and woodland inhabitants (71%;
n=20; Figure 1 and 2). In addition to the five species known to vocalize in frequencies above
10 kHz (F. fusca, O. chimborazo, B. flavescens, A. melanogenys, and A. [coelestis] kingii;
Duque et al. 2018), our analyses revealed another 23 species (Figure 1 and 2), therefore totalling
28 species. Among the 28 species for which we recorded high-frequency vocalization, we
detected 16 capable of vocalizing in frequencies above 11 kHz, five of them capable of
vocalizing even above a peak frequency of 12 kHz (Figure 2).

[figure 1 here]
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Figure 1. Abundance of hummingbird species by habitat (bars) and distribution of peak

frequencies of species' vocalizations (coloured dots: high frequencies, i.e., peak frequency

>10kHz). Habitats sensu Tobias et al. (2022) and Winkler et al. (2022).

[figure 2 here]
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Figure 2. Peak frequencies (kHz) of vocalizations (n = 3) of 28 hummingbird species
for which high frequency vocalizations (>10kHz) were recorded in the present study. Gray lines
signal the mean + SE band of the peak frequency of the five species already recorded in the
literature with high frequency vocalization, including Boissonneaua flavescens (Duque et al.

2018; Olson et al. 2018).

Regarding the macroevolutionary analyses, we found evidence of phylogenetic signal
for habitat type and mean species mass, which demonstrates that, throughout the evolution of
Trochilidae, habitat and body size reflect evolutionary divergences (Table 1, figure S1). Among
the considered vocal parameters, only the minimum frequency showed phylogenetic signal
(Table 1). Holistically, ancestral state reconstructions revealed no clear qualitative correlation
between habitat type and peak vocalization frequency in hummingbirds (Figure 3A and 3B).

Overall, the observed changes in the four considered frequency parameters were not associated
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with changes in the habitats occupied by hummingbirds throughout the group evolution. The
ancestral state reconstruction analysis suggested that the Trochilidae common ancestor
probably occupied forest habitats and continued to dominate this environment throughout its
evolution (Figure 3A). According to the results, the transition to the other habitats occurred
independently in different groups and at least 73 times over time (Figure 3A). The most frequent
transitions were recovered from the forest to shrub habitats (n=38 times), to woodlands (n=18),
and to grasslands (n=8). Furthermore, the analyses suggest few regression events to the
ancestral forest habitat, those originating from shrubland (n=2), woodland (n=1), and grassland
(n=1). With respect to body mass, the ancestral state reconstruction also showed no direct
relationship with vocalization frequencies, indicating that this morphological trait was of little
relevance to the evolution of the acoustic parameters of the considered group species in this
study. However, the fact that mass showed phylogenetic signal is an indication that it may be
unrelated to acoustic parameters, but still related to the evolution of the group, possibly

influencing other parameters within it.

[Table 1 here]
Table 1. Phylogenetic signals assigned to vocalization frequency parameters, primary habitat,
and mean mass of hummingbird species (Trochilidae; n=294 species). Habitats and mass sensu

Tobias et al. (2022) and Winkler et al. (2022).

Parameter Pagel’s A p-value
Minimum frequency 0.1035 0.010%*
Peak frequency 0.0635 0.113
Maximum frequency 0.0387 0.406
Average frequency 0.0703 0.069

Habitat 0.3245 0.001*
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Mass 0.8961 0.001*

*Significant p-value, considering a=0.05.

Regarding the evolution mode of vocalization frequency in hummingbirds, the ancestral
state reconstruction suggests a common ancestor capable of emitting relatively high
frequencies, with peak frequencies higher than those emitted by most birds (Figure 3B). The
vocalizations in higher frequencies were shown to be diffuse throughout the Trochilidae
phylogeny, showing similar bioacoustic characteristics in phylogenetically distant groups. This
pattern suggests that the evolution of vocalization frequency parameters in the hummingbirds
considered in this study may arise from adaptive convergence (i.e., independent evolution;

Figure 3B).

[figure 3 here]

o Trait value 12.403

Length=15.67
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Figure 3. Ancestral state reconstruction for the Trochilidae, with emphasis on major transitions
between habitats (A) and peak frequency (B). Red marks next to species names in the centre
column of the figure signal all 28 species for which we identified high frequency vocalization
(i.e., peak frequency >10kHz), in addition to Boissoneaua flavescens (Duque et al. 2018). (A)
The colours on the branches show the highest relative probability of ancestral occurrence in
each habitat. (B) The colours on the branches represent the highest relative probability of each

ancestral peak frequency.

Discussion

Studying acoustic aspects of a bird family with 349 species that are distributed from one
tropic to the other of the Americas becomes more manageable when one has access to citizen
scientist’s records on a continental scale. Recording hummingbird vocalizations in the online
database xeno-canto has allowed us to expand the knowledge about the vocalization ability in
hummingbirds, which was previously limited to geographically restricted studies. This study
allowed us to almost sixfold, from five to 29, the list of hummingbird species able to vocalize
in high frequencies, even though we assumed an arbitrary and conservative threshold value for
this character (i.e., peak frequency >10kHz).

Looking to understand what may have led some species to present this type of
vocalization, we related the 29 species to their respective habitats and body masses. According
to the ‘acoustic adaptation hypothesis’ by Morton (1975), forest species vocalize in lower
frequencies than those inhabitant of open habitats as a strategy that results in their
communication overcome the physical barriers imposed to sound propagation by the
environment. Extensive taxonomic analyses have identified that birds shift to higher peak
frequencies as a response to the type of environment and its associated noise (Boncoraglio

2007). However, and in line with another study focused on Thraupidae (Mason and Burns
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2015), our results refuted this classical hypothesis for Trochilidae, demonstrating that
hummingbird species capable of vocalizing in high frequencies are proportionally similarly
distributed among different (i.e., open and closed) habitats. Moreover, ancestral state
reconstruction analyses revealed no clear qualitative correlation between habitat type and
hummingbird peak frequency vocalization. An alternative hypothesis would be that
morphological aspects can also influence vocalization frequency. In this context, larger and
heavier species would tend to vocalize lower due to the structure of their vocal apparatus,
consequently presenting lower frequencies (Demery et al., 2021). Such a hypothesis was also
refuted in our study. For instance, species of the genus Florisuga are particularly large and
territorial hummingbirds in comparison to other species, but our analysis revealed them as two
of the species with the highest peak vocalization frequencies in Trochilidae.

The sharp increase promoted by our study in the number of species able to vocalize at
high frequencies highlights the scarcity of natural history studies of Neotropical birds (Xiao et
al. 2017). In that respect, we highlight the importance and potential of citizen science platforms
(e.g., xeno-song, Wikiaves, eBird) to enable the progress of this and other science areas, as they
make available data that, in conventional situations, may be extremely challenging to collect
by researchers' due to geographical, infrastructure, logistical, and financial limitations (e.g.,
Jaric et al. 2020; Sugai et al. 2019; Jiménez-Valverde et al. 2019). However, it is clear that
research derived from citizen science data must respect and acknowledge the inherent
limitations of this method of data collection and storage. Structuring appropriate sampling
designs to explore these platforms is a major challenge for researchers, especially given the
large volume and variable quality of certain types of data (Schubert et al. 2019). To encompass
the maximum number of Trochilidae species (~80%) and perform acoustic and evolutionary
analyses of pioneering taxonomic breadth for the family, our study was limited to three

vocalization samples with good quality per species, even if recorded in uncontrolled
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behavioural contexts. Considering that context should influence the vocal pattern of individuals
(Medina and Francis 2012; Smith et al. 2013), it is possible that other hummingbird species
besides those 28 identified in our results emit vocalizations in high frequency. Furthermore, our
data revealed vocalizations peak frequencies that were slightly lower than previous descriptions
of high-frequency vocalizations for these species (see B. flavescens in Figure 2; Duque et al.
2018).

Our methodology could replicate peak frequencies above 10 kHz for four of the five
hummingbird species already known for this behavior (Duque et al. 2018; Olson et al. 2018),
with B. flavescens being the exception. In this case, Duque et al. (2018) concluded that this
species vocalizes at high frequency (mean + SE: 9.70 £ 0.04 kHz) but failed to clearly state a
frequency threshold to categorize this behavior. Apparently, the samples available on citizen
science platforms and analysed here for this species tend to have slightly lower mean peak
frequency values than samples obtained by scientists in the field. This raises the question
whether systematized recordings of Trochilidae vocalizations in the field may further extend
the upper limit of the frequency band of vocalizations not only for this species, but for other
Trochilidae. A study of this nature has been conducted since 2021 and should, in addition to
refining the present list of hummingbird species able of vocalizing in high frequencies, check
for the hypothesis of a behavioural context influence on the peak frequency of hummingbird
vocalization (Morgado et al., Unpublished data). For example, Olson et al. (2018) reported that
vocalizations in high frequencies of F. fusca are mainly emitted during flight and at times of
agonistic interactions with other individuals. This may suggest that one of the factors presenting
an influence on the evolution of vocalizations at higher frequencies is the individual's need to
behaviourally impose itself over another, in addition to signalling vigour during displays for
attracting partners (Olson et al. 2018). Thus, future neurological studies and field experiments

such as the one run by Duque et al. (2020), but of broader taxonomic scope, seems to be
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essential to confirm the ability to receive and process the high-frequency signals emitted by
Trochilidae species.

Although living hummingbird species are distributed across a wide range of habitats
(Winkler et al. 2022), our data demonstrated forest dominance among the 287 species analysed
(Figure 3A). However, we detected no marked deviation for the occurrence of species that
vocalize in high frequencies in forest environments (~9% of total forest species vs. ~12% of
open environment species). Thus, habitat type (i.e., open vs. closed) does not influence the
selection of high frequency vocalizations in hummingbirds. This result refutes, for Trochilidae,
the ‘acoustic adaptation hypothesis’ (Morton 1975; Rothstein and Fleischer 1987), i.e., of high-
frequency vocalizations resulting from selection mediated by the environment, either as an
evolutionary outcome associated with lower attenuation by physical barriers in open
environments (Wiley and Richards 1982; Ey and Fischer 2009; Padgham 2004), with
minimizing acoustic overlap with abiotic noises (e.g., wind; Brumm and Slabbekoorn 2005),
and/or minimizing acoustic interspecific competition (e.g., with other birds and insects; Lohr et
al. 2003; Luther and Gentry 2013), in line with the cautions raised by Duque et al. (2018). A
similar result was observed for Passeriformes by Mikula et al. (2021), after a sampling design
similar to the present study. Again, as the contexts in which the recorded vocalizations were
emitted are often omitted in citizen science databases, we reinforce here the need for the
enhancement of these platforms to request collaborators to provide, whenever it is possible, the
behavioural contextualization of the emitters of the sampled vocalizations (Mikula et al. 2021).

Our study pioneers in inferring a macroevolutionary bioacoustic scenario for
Trochilidae supported by the evolutionary hypothesis that considered the most extensive
taxonomic representation of the family (McGuire et al. 2014). To date, evolutionary studies
involving the family Trochilidae have focused on plumage (e.g., Eliason et al. 2020),

community (e.g., Roy et al. 1998), and species evolution (e.g., Rodriguez-Gémez et al. 2021;
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Herndndez-Bafios 2020). In the bioacoustic context, evolutionary studies are numerous and of
broad theoretical spectrums, proposing to understand from production capacity to perception
and sexual selection of vocal signals in invertebrates (e.g., Orthoptera: Nattier et al. 2011) and
vertebrates (e.g., amphibians: Bezerra et al. 2021; fish: Parmentier et al. 2022), including birds
(e.g., Podos et al. 2022). While parallel to Mason & Burns' (2015) study on Thraupidae, our
study is unprecedented in using macroevolutionary analyses to infer a complete scenario for the
mode of acoustic evolution in Trochilidae and the environmental and morphological factors to
which it may be related. Additionally, we detected species that were not contemplated in the
phylogenetic tree of McGuire et al. (2014) for which acoustic data are available online. Thus,
it is important that new molecular sequence deposits be made to update the phylogeny of the
group and the consequent further refinement of the results of the present study.

Phylogenetic signal analysis showed that habitat type is an important factor in the
Trochilidae evolutionary history, with a marked evolutionary divergence from a forest ancestor
to colonize other environments (i.e., shrub, woodland, and grassland), with rare regression
events to the ancestral habitat. Since habitat types reflect evolutionary divergence in
Trochilidae, it is also possible that future studies could predict habitats of phylogenetically close
species that have not yet been characterized or collected. Similarly, the body size of each
species is also a factor that has guided evolutionary history in hummingbirds, although our
analysis reveal that it does not seem to be directly related to how these animals vocalize (figure
S1). Only through a complete phylogeny of the family paralleled with a comprehensive acoustic
database will we be able to validate such information. The peak frequency of vocalization
showed no phylogenetic signal in Trochilidae, which may indicate an adaptive convergence in
which emissions in high frequencies may, for example, have evolved independently, leading
hummingbirds to adapt to different ecological conditions found throughout the evolution of

their spatial distribution. Thus, we reinforce the relevance of the behavioural context (e.g.,
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territorial defence and sexual selection) as guiding the emergence and selection of high
frequencies in Trochilidae.

Our study revealed that the number of hummingbird species that can vocalize in high
frequencies (i.e., peak frequency > 10 kHz) is way above what was thus far known, an almost
six-fold increase from five to 29 species). Considering the possible limitations of our sampling
and analytical methods based on citizen science platforms, we reinforce that this number may
be even higher. Furthermore, our evolutionary analyses refuted a relationship between habitat
type and high peak vocalization frequencies, as well as between frequency and species body
size. Thus, our data indicate that the evolution of this vocal behavior in hummingbirds is related
to behavioural rather than environmental and morphological factors. Preliminary analyses of
field data collected with Phaethornis pretrei suggest a support for a relationship between
vocalization frequency and factors of territorial dispute and sexual selection (Morgado et al.,
Unpublished data). We explored here a theme of hummingbird acoustics on a taxonomic scale
pioneered and made possible by citizen science. Although the use of these data is subject to
limitations, their value to the natural history and evolution of vocalization in Trochilidae is
evident in our results and shall open doors for more refined studies in birds.
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Figure S1. Reconstruction of the ancestral state for the family Trochilidae showing the average
mass (g) per species over the evolutionary period, with red coloration indicating lighter species

and blue colouration the heavier species.
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