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Resumen

La pimienta negra, Piper nigrum, es originaria de los bosques de Asia, y es una de las
especias de mayor valor en el mercado mundial. En paises como Colombia, los productores
no satisfacen la demanda nacional. Dados los requerimientos del cultivo, el piedemonte
llanero puede ser un potencial productor de pimienta negra. Por otra parte, se ha encontrado
una estrecha relacién entre los murciélagos frugivoros del género Carollia (familia
Phyllostomidae) y las plantas neotropicales del género Piper. Asi, surge la pregunta:
¢pueden ser los cultivos de pimienta negra atractivos para estos murciélagos, y por lo tanto
puedan causar efectos negativos a los cultivos? Los murciélagos del género Carollia son
atraidos por los aceites esenciales de especies neotropicales de Piper. Por ello, usé la
teoria de uso 6ptimo de parches para evaluar las preferencias de Carollia perspicillata por
alimentos con aceites esenciales de pimienta. Realicé los experimentos en el campus de la
Universidad de los Llanos en Villavicencio. Por 21 noches ofreci a los murciélagos como
alimento agua azucarada con y sin aceite esencial de pimienta negra en comederos
artificiales. Medi la densidad de abandono (DDA), i.e., la cantidad de alimento dejada luego
de que el murciélago finaliza su forrajeo. La adicion de los aceites esenciales de pimienta
negra en el alimento incrementé las DDA’s de los murciélagos, indicando que los
murciélagos no percibieron beneficios en el alimento con la presencia de los aceites
esenciales de pimienta negra. Es posible que los murciélagos asocien la presencia de los
aceites esenciales de P. nigrum en el alimento con la ingesta de toxinas. Ademas, el efecto
de los aceites esenciales sobre el forrajeo de los murciélagos dependié de la noche
experimental, el periodo de muestreo y la estacion de forrajeo. Nuestros resultados no
sugieren que C. perspicillata pueda ser un potencial riesgo para cultivos de pimienta negra

en el piedemonte llanero.

Palabras clave: Ecologia quimica, interacciones planta-animal, murciélagos frugivoros,
piedemonte llanero, uso éptimo de parches.



Abstract

Black pepper, Piper nigrum, is originally from Asian forest and is an highly priced spice in
the world market. In countries such as Colombia, the producers do not satisfy the domestic
demand. Given the requirements of black pepper crops, the Andean foothills of Colombia
could be used to produce this spice. Also, a close relationship between species of
frugivorous bats the genus Carollia (family: Phyllostomidae) and Neotropical plants of the
genus Piper (family: Piperaceae) has been detected. This rises the question: can pepper
crops be attractive for these bats, and therefore, can they have negative effects on the
crops? Carrollia bats are attracted by the essential oils of Netropical Piper. Therefore, | used
optimal path use theory to evaluate the preferences of Carollia perspicillata for food with and
without essential oils of black pepper. | did experiments on the campus of the Universidad
de los Llanos in Villavicencio. During 21 nights, i offered the bats sucrose-water mixtures
with and without of the essential oils in artificial feeders, and measured the giving up
densities (GUD), i.e., the amount of food left after the bats finished foraging. The addition of
the essentials oils to the food increased the bats’ GUDs, indicating that they did no perceive
benefits from the presence of the essentials oils of black pepper in the food. In fact, it is
possible that the bats associated the presence of the essentials oils with a toxin. Also, the
effect of the essential oils on the bats’ foraging depended on the experimental night,
sampling period, and foraging station. Our results suggest that C. perspicillata does not

threaten potential black pepper crops in the Andean foothills.

Keywords. Andean foothills, chemical ecology, frugivorous bats, plant-animal interactions,

optimal patch use.
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Planteamiento del problema

En el neotropico los murciélagos herbivoros pertenecen a la familia Phyllostomidae
(Muscarella y Fleming, 2007; Rojas et al., 2011; Fenton et al., 2014). Estos murciélagos
participan en la dindmica de los ecosistemas neotropicales a través de la polinizacion y
dispersion de semillas de al menos 360 y 549 especies de plantas, respectivamente
(Muscarella y Fleming, 2007; Fleming et al., 2009; Lobova et al., 2009; Kunz et al., 2011).
Por ello, aquellas especies polinizadas o dispersadas por murciélagos tienen con frecuencia
flores o frutos que producen sefiales quimicas volatiles para atraer animales que buscan
alimento en la noche (Thies et al., 1998; Hodgkison et al., 2013; Gonzalez-Terrazas et al.,
2016). Por ejemplo, géneros de la familia Phyllostomidae como Artibeus, Carollia y Sturnira,
que son principalmente frugivoros (Bianconi et al., 2007), usan sefales olfativas para
localizar los frutos de su preferencia (Fleming, 1987; Laska, 1990; Thies et al.,1998). En
particular, algunos compuestos aromaticos en los aceites esenciales de los frutos de Piper
neotropicales funcionan como atrayentes para especies del género Carollia y estos
murciélagos parecen ser habiles en la deteccidon de parches alimentarios de plantas de este
género (Fleming, 1987; Mikich et al., 2003).

Por otra parte, una de las especies de Piper con mayor valor comercial es la pimienta negra,
P. nigrum (Thangaselvabal et al., 2008). Destacada como “la reina de las especias”, la
pimienta es nativa de los bosques de la India, pero se cultiva en varios continentes y su
produccion neta deja ganancias superiores a US$ 500.000 alrededor del mundo (Ravindran,
2005). En la actualidad, en Colombia hay pocas areas donde se cultiva P. nigrum,
incluyendo zonas del piedemonte amazénico (Agencia de Noticias UN, 2016). En el
piedemonte del Departamento del Meta las condiciones térmicas calidas y pluviométricas
son similares a las requeridas para el cultivo de pimienta (Jaramillo, 2016). Sin embargo,
dichos cultivos podrian encontrar dificultades por la presencia de potenciales especies

consumidoras de los frutos de Piper.

Se ha reconocido que los murciélagos del género Carollia son avidos consumidores de
Piper neotropicales, y al forrajear, no consumen la infrutescencia directamente en la planta,
si no que la retiran para consumirla en una percha (Fleming, 1988). Adicionalmente, se ha
reportado que C. brevicauda en Venezuela incluye en su dieta frutos de P. nigrum (Oria y
Machado, 2007). Con base en lo anterior, y dado que la pimienta pertenece al género Piper

y es originaria de otro continente surge la pregunta: ¢pueden los murciélagos frugivoros



como Carollia perspicillata ser potenciales consumidores de Piper nigrum y asi afectar

negativamente los cultivos?

Para resolver esa pregunta usé los principios de la teoria de uso éptimo de parches (Brown,
1988). De acuerdo con la teoria, un forrajeador debe dejar de explotar un parche cuando
los costos y beneficios asociados a la explotacién del parche sean iguales. Los costos por
parte del forrajeador se relacionan con la percepcién del riesgo de depredacién, los gastos
energéticos y los costos asociados a oportunidades perdidas por estar explotando el parche
alimentario (Brown 1988, 1992). La densidad de abandono (DDA), i.e., la cantidad de
alimento dejada por un forrajeador luego de alimentarse, se relaciona con la tasa de
cosecha de abandono y se puede usar para estimar el valor marginal de un parche
alimentario, y asi evaluar las preferencias alimentarias de un forrajeador cuando éste

experimenta ganancias decrecientes en su tasa de cosecha (Brown, 1988).

Hipodtesis

Se ha demostrado que los aceites esenciales de frutos de P. hispidum y P.
gaudichaudianum, atraen principalmente a los murciélagos frugivoros del género Carollia
(Mikich et al., 2003; Bianconi et al., 2007, 2012; Parolin et al., 2015). También, se ha
reportado que C. brevicauda en Venezuela incluye en su dieta una considerable proporcion
de frutos de Piper nigrum (Oria y Machado, 2007). Por lo tanto, propongo como hipétesis
que los aceites escenciales de P. nigrum, afectan el valor marginal del alimento consumido
por murciélagos frugivoros como Carollia perspicillata. Propongo evaluar esta hipétesis con
C. perspicillata, porque en el piedemonte llanero alrededor de Villavicencio, donde se
realizaran los experimentos, esta especie parece ser mas abundante que C. brevicauda (F.
Sanchez, datos sin publicar). Ademds, estas dos especies estan cercanamente
emparentadas, son muy similares morfolégicamente y en su ecologia (Baker et al., 1976,
2002; Gardner, 1977; Zurc y Velasco, 2010; Ruelas, 2017), por lo que se esperarian

respuestas comportamentales similares.

Objetivo
e Evaluar, con base en la teoria de uso 6ptimo de parches, si el murciélago Carollia
perspicillata puede causar efectos negativos en futuros cultivos de pimienta del

Departamento del Meta.



Justificacion

La composiciéon quimica de frutos carnosos generalmente se relaciona con la atraccion de
dispersores de semillas, ya que dependiendo de cuales componentes y en qué proporcion
estan presentes, los vertebrados frugivoros pueden encontrar los alimentos y elegir cuales
consumir (Hodgkison et al., 2013; Whitehead et al., 2015). El género Piper se ha usado
como modelo para realizar estudios ecolégicos, evolutivos y fitoquimicos (Dyer y Palmer,
2004). Piper es un género diverso taxonémicamente con mas de 1000 especies lo que se
relaciona con una alta variabilidad de compuestos quimicos en sus 6rganos (Dyer et al.,
2004). En particular, los aceites esenciales del género Piper se han usado en ensayos de
actividad bioldgica como fungicidas (Navickiene et al., 2000), insecticidas (Bernard et al.,
1995; Autran et al., 2009) y acaricidas (Araujo et al., 2012). También, se ha planteado el
uso de los aceites esenciales de P. gaudichaudianum para la regeneraciéon de bosques
intervenidos, ya que aumentan la actividad de murciélagos frugivoros y la probabilidad que
las semillas sean dispersadas en las coberturas vegetales intervenidas (Bianconi et al.,
2007, 2012). Sin embargo, hasta donde mi revision de la literatura lo indica, no se ha
evaluado la posibilidad de que los murciélagos neotropicales afecten a los cultivos de
pimienta negra, y tampoco se ha evaluado si los aceites esenciales de Piper spp. afectan

el valor marginal del alimento para murciélagos del género Carollia.

La pimienta negra en América Latina es producida principalmente por Brasil, México y
Ecuador con 44610, 3453 y 2234 t/afo, respectivamente (Ravindran, 2005). Estados
Unidos es el mayor importador de pimienta en el mundo (FAO, 2011). Colombia también
importa este producto, ya que en pocas areas del territorio se cultiva la pimienta (Rodriguez-
Hoyos, 2013). En el Neotrdpico, las plantaciones de pimienta negra estan asociadas a areas
calidas y humedas (Jaramillo, 2016). Asi, zonas del piedemonte llanero del Departamento
del Meta podrian ser usadas para la plantacién de cultivos de pimienta. En el marco de la
era del postconflicto se inicié un programa de sustitucién de cultivos ilicitos por cultivos de
pimienta en el Departamento del Putumayo (ODC, 2015). Por lo tanto, puede ser una

especie potencial para el fortalecimiento de la agricultura en Colombia.

Por otra parte, en el pais en general y en el piedemonte llanero colombiano en particular,
es comun encontrar el murciélago frugivoro C. perspicillata. Esta especie al forrajear usa la
ecolocalizacion, su memoria y sefiales olfativas para ubicar los parches de frutos y
discriminar frutos (Thies et al., 1998). Por lo tanto, para C. perspicillata los olores en el

ambiente son clave para evaluar la calidad de los frutos. Este murciélago consume con



frecuencia frutos de plantas pioneras como Piper spp., que son clave en la regeneracion de
los bosques (Fleming, 1988; Thies y Kalko, 2004). Estudios previos han determinado que
mas del 50% de la dieta del murciélago puede consistir en frutos de Piper spp., y el tiempo
de fructificacion de los frutos de Piper influyen sobre la reproduccion de C. perspicillata
(Mello et al., 2004; Thies y Kalko, 2004). Asimismo, se ha reportado que hembras en estado
de lactancia consumen en mayor proporcion frutos de P. aduncum que frutos de la familia
Moraceae (Bohlender et al., 2018). Por lo anterior, se ha sugerido una estrecha interaccion
mutualista entre especies de Piper y especies de Carollia (Fleming 1988, 2004). Incluso se
ha sugerido que la alta diversidad de especies del género Piper en el nuevo mundo es un
producto coevolutivo de la aparicion de murciélagos del género Carollia (Fleming y Kress,
2011).

Con base en todo lo anterior, y dada la estrecha relacion entre frutos del género Piper y
murciélagos del género Carollia, es relevante identificar si futuros cultivos de pimienta negra
en el piedemonte del Departamento del Meta pueden convertirse en alimento para el
murciélago C. perspicillata. Esto para determinar amenazas para los posibles futuros

cultivos en el piedemonte llanero colombiano.

Marco tedrico

La teoria de uso 6ptimo de parches propuesta por Brown (1988) relaciona los costos y
beneficios asociados a la explotacion de un recurso en parches alimentarios. Un recurso es
definido como una sustancia o factor que es consumido por un organismo y que incrementa
su eficacia bioldgica a medida que aumenta su disponibilidad en el ambiente (Tilman, 1982).
Brown (1988) propone la técnica de densidad de abandono, que es la cantidad de alimento
dejada por un forrajeador luego de alimentarse, para analizar la seleccion de habitat, de
alimento y uso del tiempo de los animales (Brown et al., 1994; Brown, 2000). La técnica
original utiliza parches artificiales con alimento mezclado en una matriz no comestible,
donde el forrajeador decide cuanto tiempo debe permanecer explotandolo. Brown asume
que los recursos estan distribuidos en parches discretos y los forrajeadores acaban el
alimento en proporcion a la cantidad de recurso aprovechado. También asume que la
distribucion de recursos en el parche no es constante, ya que en el ambiente los recursos
disminuyen; por lo tanto, cuando un individuo incrementa la tasa de energia ganada, se
maximiza su eficacia bioldgica (“fithess”). La teoria de Brown deriva del teorema de valor
marginal propuesto por Charnov (1976), que predice que un individuo explotara un parche

hasta que la disminucién de la tasa de cosecha sea igual a la tasa de cosecha promedio



del ambiente, y se basa so6lo en consideraciones energéticas. Brown (1988) relajé los
supuestos del teorema del valor marginal para permitir la inclusién de otros costos
asociados al forrajeo, como el costo de explotacion del parche, el riesgo percibido de
depredacion y el tiempo invertido, para hacer comparaciones de la importancia de éstos
para el forrajeador. Para el estudio de preferencias alimentarias la densidad de abandono
es una técnica mas sensible que el consumo de alimento, ya que implica el incremento de
los costos de forrajeo en el parche alimentario. Asi, la teoria de uso 6ptimo de parches se
puede utilizar para evaluar si los aceites esenciales de pimienta pueden elevar o disminuir
los costos asociados a la explotacién de un parche alimentario para el murciélago C.
perspicillata.

Materiales y métodos

Area de estudio. Realicé el experimento en el campus de la Universidad de los Llanos,
Municipio de Villavicencio, Departamento del Meta; 4° 4’ 23.2" N, 73° 35’ 04” W; ~400 m
s.n.m. El campus de la Universidad esta ubicado sobre el piedemonte llanero de la cordillera
oriental colombiana. El campus tiene un promedio de precipitacién anual de 3643.4 mm y
temperatura promedio del aire de 25,6°C; la temporada de lluvias esta entre marzo y
noviembre, y la temporada seca inicia entre diciembre y febrero (Minorta-Cely y Rangel-Ch
2014; WWO 2018).

Animales de estudio y captura. Carollia perspicillata pertenece a la familia
Phyllostomidae, subfamilia Carollinae. Tiene una masa corporal de ~18.5 g y esta
ampliamente distribuida en América (Cloutier y Thomas, 1992). Este murciélago es
conocido por consumir principalmente frutos de plantas pioneras como Piper spp., las
cuales son claves para la regeneraciéon del bosque (Heithaus et al.,1975; Fleming, 1988;
Muscarella y Fleming, 2007). También se sabe que puede incluir en su dieta insectos y
recursos florales (Gardner, 1977; Fleming, 1988; Bohlender et al., 2018). Ademas, su
funcion dispersora de semillas, ayuda a mantener la diversidad de plantas en bosques

neotropicales (Janzen, 1970).

Usé dos redes de niebla (12 x 2.5 m) para capturar 9 machos adultos de C. perspicillata
para cada experimento para reducir posibles variaciones debidas al sexo y estado
reproductivo de los individuos. Tatué y pesé todos los murciélagos capturados con el fin de

identificar cambios en la masa corporal de cada individuo al iniciar y finalizar cada



experimento. Liberé todos los murciélagos capturados al terminar cada experimento en los

lugares donde fueron capturados.

Experimentos de forrajeo. Realicé los experimentos con base en los métodos aplicados
en C. perspicillata presentados por Bernal y Sdnchez (2018). Usé una jaula de vuelo de
forma cuboide (160 x 124 x 185 cm) hecha de polisombra comercial. Ubiqué la jaula de
vuelo en el interior de un cuarto sin ventanas, para protegerlo de iluminacién artificial y de
la lluvia. Dentro de la jaula, ubiqué cuatro estaciones de forrajeo con comederos artificiales.
Cada comedero tenia una forma cilindrica (alto = 67 mm; diametro = 35 mm), con la parte
superior abierta para que el murciélago beba el alimento liquido (Figura 1). Cada comedero
contenia 30 mL de agua con azucar (30% p/p). Los comederos tenian 250 esferas de cristal
(diametro 3,867 + 0,0305 mm) para interferir con el comportamiento de forrajeo del
murciélago y generar ganancias decrecientes en su tasa de cosecha, y cumplir con los
requerimientos del modelo de uso 6ptimo de parches (Brown, 1988; Sanchez et al., 2006).
Habitué los murciélagos a la jaula de vuelo y a los comederos artificales por dos o tres dias;
durante este tiempo ofreci piezas pequefias de banano para atraer a los murciélagos a los
comederos. Luego del periodo de habituacion, el unico alimento fue una mezcla de agua
con sacarosa. Durante el experimento cada estacién tenia dos comederos, cada uno con
30 mL de agua con sacarosa pero soélo uno de los comederos tenia 0,33 mL de extracto de
aceite esencial de P. nigrum, mientras el otro no. Preparé alimento nuevo para cada dia de
experimento. Defini al azar la ubicacion de los comederos con extracto de aceite esencial
en cada estacion. Obtuve el aceite esencial de manera comercial en la tienda de aceites
esenciales y aromas Al-kimia y calculé el volumen del extracto con base en los valores
maximos de aceite esencial por gramo en frutos de P. nigrum (Jirovetz et al., 2002). Ofreci
los comederos a los murciélagos en tres réplicas de siete dias, para un total de 21 dias,
desde las 17:00 h hasta las 07:00 h del dia siguiente. Pesé los comederos con y sin alimento
antes y después de iniciar cada noche de experimento, para obtener la cantidad de alimento
no consumido en los comederos artificiales, i.e., la DDA. Lavé los comederos al finalizar
cada experimento para evitar contaminacion por microorganismos (Harrison et al. 2007;
Pujol et al. 2008). Realizé este estudio bajo el permiso 0375, 06 Abril 2016 del ANLA.
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Figura 1. Jaula de vuelo y comedero usado durante los experimentos. La jaula de vuelo
tuvo una forma cuboide (A). El material de la jaula de vuelo era polisombra comercial (B).
El comedero artificial es cilindrico (C) con la tapa superior libre para que el murciélago
pueda entrar a consumir el alimento. El comedero tenia esferas de cristal que dificultaron
el consumo de alimento. Las estaciones (D) se hicieron con marcos de madera forrados

con polisombra para colgar los comederos artificiales.

Andlisis estadisticos. Usé las DDA’s como variable dependiente, mientras el tratamiento
con aceites esenciales, la estacién de forrajeo, la noche de experimento y el periodo de
muestreo fueron agregadas al modelo como variables independientes. Apliqué un analisis
bayesiano de varianza para seleccionar el modelo con mayor efecto sobre las DDAs y
calculé los factores de Bayes (Marsman y Wagenmakers, 2017; Rouder et al., 2017) usando
JASP software v. 0.9.01 (JASP Team 2018, disponible en: https://jasp-stats.org).

Adicionalmente, usé un modelo lineal general (MLG) con base en el modelo seleccionado
(zar, 2010) usando IBM SPSS 22. Analicé los residuales para evaluar los supuestos del
modelo lineal, (Kuehl, 2000) y usé a = 0,05 como nivel de significancia. También usé el eta
parcial cuadrado (n?,) como medicién del tamafio de efecto, ya que permite permite una

medicion de la proporcion del total de la varianza en una variable dependiente que se


https://jasp-stats.org/

relaciona con una variable independiente, mientras remueve el efecto de otros factores
(Richardson, 2011).

Resultados

De acuerdo al analisis Bayesiano, el mejor modelo (P(M)= 0.006; P(M|data= 0.388; BF10=
2.142e"®) incluye los siguientes factores: tratamiento con aceite esencial, periodo de
muestreo, noche experimental, estacion de forrajeo, periodo de muestreoxestacion de
forrajeo, periodo de muestreoxtratamiento con aceite  esencial, noche
experimentalxtratamiento con aceite esencial, y periodo de muestreoxestacion de
forrajeoxtratamiento con aceites esenciales. Ademas, en el modelo los factores con mayor
impacto sobre la probabilidades de que el modelo fuera apoyado fueron el tratamiento con
aceite esencial, el periodo de muestreo, la interaccion entre estos factores y la noche
experimental (Table 1). Todos los factores del mejor modelo tuvieron un efecto significativo
en el GLM (Table 2). Ademas, el tratamiento con aceite esencial, el periodo de muestreo,
la noche experimental y la interacion periodo de muestreoxtratamiento con aceite esencial
tuvieron tamafios de efecto altos, mentras que los demas factores tuvieron tamafios de

efectos moderados (Table 2).

Tabla 1. Factores de Bayes para los predictores incluidos en el mejor modelo del analisis
Bayesiano de varianza usado para evaluar el efecto de los aceites esenciales de Piper

nigrum sobre la densidad de abandono de Carollia perspicillata.

Efectos P(incl) P(incl|data) BF inciusion
Periodo de muestreo 0.886 1.000 3.854e*14
Noche experimental 0.886 1.000 3.716e*®
Estacién de forrajeo 0.886 1.000 1.347.777
Aceite esencial 0.886 1.000 1.156e*%
Periodo de muestreo x Estacién de forrajeo 0.503 0.999 876.186
Periodo de muestreo x Aceite esencial 0.503 1.000 3.856e*°
Noche experimental x Aceite esencial 0.503 1.000 4.019.703

Periodo de muestreo x Estaciéon de forrajeo

) . 0.120 0.979 350.489
xAceite esencial

Tabla 2. Modelo lineal general para evaluar el efecto de los aceites esenciales de Piper
nigrum sobre las densidades de abandono de Carollia perspicillata. MS = promedio de

cuadrados, gl = grados de libertad, n?, = Eta parcial cuadrado.



Factores PC g F P n%
Periodo de muestreo 208.70 2 4180 <0.001 0.436
Noche experimenetal 68.14 6 13.65 <0.001 0431
Estacion de forrajeo estation 35.39 3 7.09 <0.001 0.165
Aceite esencial 14980.15 1  3000.17 <0.001 0.965
Periodo de muestreo x Aceite esencial 185.34 2 37.12 <0.001 0.407
Noche experimental x Aceite esencial 36.19 6 7.25 <0.001 0.287
Periodo de muestreo x Estacion de forrajeo 24.98 6 5.00 <0.001 0.217
Periodo de muestreo x Estacion de forrajeo

< Acoite esencial ) 2169 9 434  <0.001 0.266
Error 4.69 108

La adicién de los aceites esenciales en el alimento tuvieron un alto tamafo de efecto sobre

las DDAs (Tabla 1), y los murciélagos dejaron mas alimento cuando éste contenia los

aceites esenciales de pimienta negra (Figura 1). Sin embargo, el efecto de los aceites

esenciales de pimienta negra fueron modulados por el periodo de muestreo, y por ejemplo

la diferencia entre DDAs del alimento con y sin aceite esencial tendié a ser menor en el

primer periodo de muestreo que en el segundo y tercer periodo (Figura 1). También, el valor

del alimento para los murciélagos tendi6é a decrecer a través de las noches de experimento,

particularmente por el alimento sin aceite esencial (Figure 1).
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Figura 2. Relacion entre la densidad de abandono (DDA) del forrajeo de Carollia
perspicillata sobre alimento con (barras negras) o sin (barras blancas) aceites esenciales
de Piper nigrum durante siete noches de experimento en tres periodos de muestreo. Los

murciélagos significativamente prefirieron el alimento sin los aceites esenciales, pero el



efecto fue modulado por efectos temporales. Barras representan el promedio ajustado de

cuadrados minimos, y las barras de erros es la desviacion estandar.

Discusion

Dado que algunos aceites esenciales de frutos de Piper neotropicales atraen a murciélagos
del género Carollia (Mikich et al., 2003; Parolin et al., 2015), esperaba que los comederos
con aceites esenciales de P. nigrum tendrian un mayor valor para C. perspicillata que
comederos con sin ellos. Sin embargo, los aceites esenciales de pimienta negra tuvieron
un efecto opuesto sobre el forrajeo de los murciélagos, y las DDAs fueron mas altas en
comederos con aceites esenciales. Estos resultados indican que los murciélagos no
percibieron beneficios en el alimento con la presencia de aceites esenciales de pimienta
negra. En experimentos de preferencia como este, altas DDAs indican una reduccién en el
valor marginal del alimento que se debe a que el forrajeador percibe el alimento con alguna
toxina (Schmidt, 2010). Ratclife et al., (2003) sugieren que los murciélagos frugivoros
regularmente encuentran toxinas en su alimento, y generan facilmente un gusto adverso
por éstos. De acuerdo a los resultados, C. perspicillata tuvo un muy bajo consumo del
alimento con aceites esenciales y por lo tanto los resultados indican que el murciélago C.

perspicillata percibio el alimento con aceites esenciales como toxicos.

Se ha reportado que P. nigrum es uno de los principales frutos consumidos por C.
brevicauda en los Andes de Venezuela (Oria y Machado 2007). Este reporte claramente
contradice nuestros resultados. Es posible que el comportamiento de forrajeo de C.
brevicauda en ese sitio de estudio es un caso aislado. Otra posible explicacion es que las
semillas de Piper en la dieta de C. brevicauda hayan sido mal identificadas, y en realidad
no pertenecian a P. nigrum. Probablemente esta Ultima explicacion tenga mas peso, ya que
en la descripcion del sitio de estudio hecha por Oria y Machado (2007), la presencia de
cultivos de P. nigrum no fue mencionada y en los resultados no hay mencion de semillas
de Piper nativos en las heces de ninguna las siete especies de murciélagos frugivoros
capturados. La ausencia de frutos nativos de Piper en la dieta de todos murciélago
frugivoros de un ensamblaje neotropical no es una respuesta tipica de esta region
biogeografica (Heithaus et al., 1975; Mello et al., 2004; Thies y Kalko, 2004; Barboza-
Marquez y Aguirre, 2010; Suérez-Castro y Montenegro, 2015). Futuros estudios deberian

re-examinar el aparente alto consumo de P. nigrum por C. brevicauda en Venezuela.



Este estudio también confirma que el tipo de comedero utilizado aqui puede ser usado para
detectar el efecto de varios factores involucrados en el forrajeo de murciélagos
neotropicales (Bernal-Paez y Sanchez, 2018). Detecté efectos espaciales y temporales que
modularon por la preferencia de los alimentos ofrecidos a los murciélagos. Los efectos
espaciales estan relacionados a la estacion de forrajeo, e indican que la jaula de vuelo no
fue homogénea para los murciélagos. Concordante con este resultado, observé que durante
los experimentos todos los murciélagos se ubicaron en una esquina de la jaula. Ademas,
escogi s6lo machos adultos para reducir efectos del estado reproductivo sobre la dieta de
los murciélagos (Bohlender et al., 2018). También se ha identificado una variaciéon temporal
durante el afio en la dieta de estos murciélagos (Fleming y Heithaus, 1986; Mello et al.,
2004), por lo tanto esta relacién temporal podria afectar nuestros resultados ya que los

experimentos los realizamos en los diferentes periodos de muestreo.

Presiones evolutivas han modelado las caracteristicas quimicas de los frutos (Eriksson y
Ehrl, 2014), por ejemplo, las plantas producen compuestos quimicos en frutos carnosos con
el objetivo de atraer dispersores de semillas y/o repeler depredadores de semillas (Cipollini
y Levey, 1997; Mack, 2000). Asi, se esperaria una variacién en los compuestos quimicos
presentes en los frutos de las especies del mismo género con diferentes dispersores de
semillas, y por extension, de diferentes partes del mundo (Hodgkison et al. 2013). Asi,
especies de Piper del viejo mundo, como P. nigrum no atraerian animales frugivoros que si
son atraidos y dispersan especies de Piper del nuevo mundo, debido a diferencias en el

perfil de compuestos quimicos presentes en los frutos (Dyer et al., 2004).

Murciélagos frugivoros tienen algunos mecanismos para encontrar y evaluar la calidad del
alimento (Korine y Kalko, 2005; Sanchez et al., 2008; Kalko y Condon, 2009). Por ejemplo,
murciélagos del género Carollia usan la ecolocalizacion para ubicar los parches de
alimento, reconocen texturas y usan sefales olfativas para seleccionar los frutos de
preferencia (Thies et al., 1998). Asi, murciélagos del género Carollia tienen un amplio grupo
de herramientas sensoriales, para evaluar la calidad del alimento, y por lo tanto la presencia
de los aceites esenciales de pimienta negra probablemente fueron detectados por varios
sensores de los murciélagos. Fleming (1988) indica que murciélagos del género Carollia
han desarrollado una particular predileccion por frutos que permanecen constantemente

disponibles en el &rea de forrajeo durante el afio. Asi, que esta puede ser otra razon por la



cual C. perspicillata no fue atraida por el aroma exético de los aceites esenciales de

pimienta negra, el cual seria un recurso raro en ambientes naturales del neotrépico.

Conclusion

A pesar de la estrecha relacion entre los Piper Neotropicales y C. perspicillata, los
resultados indican que los frutos de P. nigrum probablemente no atraen a estos
murciélagos. Por lo tanto, es poco probable que estos murciélagos causen dafios negativos
en cultivos de pimienta, ya que el valor marginal del alimento con los aceites esenciales es
menor respecto al alimento sin aceite esencial. Es necesario evaluar si otros mamiferos
frugivoros, incluyendo otras especies del género Carollia presentes en el piedemonte de la
cordillera oriental tienen la misma respuesta de C. perspicillata con los aceites esenciales

de pimienta negra.
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Abstract

Black pepper, Piper nigrum, is originally from Asia and is an important spice in the world
market. In regions such as the Andean foothills of Colombia, growing black pepper has been
considered. However, Neotropical fruit bats of the genus Carollia regularly consume the
fruits of Neotropical Piper plants. Consequently, we ask the question: are black pepper crops
attractive to these bats, thus negatively affecting the crops? Since Carollia bats are attracted
to the essential oils of Neotropical Piper species, we used optimal patch use theory to study
the food preferences of captive C. perspicillata for food with or without black pepper
essential oils. We offered captive bats sucrose-water mixtures with and without the essential
oils of P. nigrum and we measured giving-up densities (GUD), i.e., the amount of food left
after the bats finished foraging. The addition of the essential oils increased the bats’ GUD,
indicating that they treated this food as containing a toxin. Also, the effect of the essential
oils on the bats’ foraging depended on the experimental night, sampling period, and foraging
station. Our results suggest that C. perspicillata does not threaten potential black pepper
crops in the Andean foothills.

Keywords. Andean foothills, chemical ecology, frugivorous bats, plant-animal interactions,

optimal patch use.



Introduction
Black pepper, Piper nigrum, is an economically important spice that belongs to the family

Piperaceae (Thangaselvabal et al. 2008). The species is originally from Indian forests, but it
is currently grown in several continents, and its production generates more than US$500
million per year (Ravindran 2005). Brazil, Mexico and Ecuador are the main producers of
black pepper in Latin America with 44610, 3453 and 2234 tons per year, respectively. The
United States is the largest importer of this spice in the world (FAO 2011). Colombia has to
import black pepper too, and a few areas of its Putumayo department are devoted to
commercial crops (Rodriguez 2013). However, an increase in the area of crops in the country
IS expected, since it is one of the economical options planned to replace illegal crops during
the post-conflict era, after the dismantling of a Colombian guerrilla (ODC 2015). In the
Neotropics, black pepper plantations are associated with hot and wet areas, such as Putumayo
(Jaramillo 2016). Therefore, this suggests that areas on the Andean foothills could be used

for future additional black pepper crops.

In the Neotropics, several species of Piper have a close relationship with bats of the genus
Carollia (Fleming 1987, 1988). For instance, more than 50% of the diet of C. perspicillata
may consist of Piper fruits (Thies and Kalko 2004), and phenology of Piper plants may also
influence the reproductive activity of this bat species (Mello et al. 2004). Also, Carollia bats
appear to forage more in areas abundant in Piper than in areas abundant in Ficus (Kalko et
al. 1996; Bianconi 2007; Parolin and Mikich 2015). Carollia bats are amongst the most
common bats in rural areas of the Neotropics, including Colombia (Suarez-Castro and
Montenegro 2015; Casallas et al. 2017). Also, it has been reported that C. brevicauda in
Venezuela feeds on P. nigrum fruit (Oria and Machado 2007). In the light of the above, it is
possible that these bats may threaten the productivity of black pepper plantations. We

examined this idea by using optimal patch use theory.

An optimal forager should exploit a feeding patch as long as benefits are greater than the
costs (Brown 1988). The foraging costs are associated to the energy used to obtain food, the
perceived costs of predation, and the opportunities missed while exploiting the patch,

whereas the benefits are linked to the harvest rate (Brown 1988, 1992). According to the



model, in a patch where a forager experiences diminishing returns, the harvest rate at which
the forager decides to abandon the patch can be estimated from the amount of food left in the
patch after foraging, i.e., the giving-up density (GUD). Thus, the GUD relates to the
perception of costs and benefits experienced by the forager in a food patch, and can be used
to determine food preferences (Brown 1988; Hochman and Kotler 2006). Since Carollia bats
use aromatic compounds of essential oils of Neotropical Piper plants to find fruit (Mikich et
al. 2003; Bianconi et al. 2007; Parolin et al. 2015), we hypothesize that the essential oils of
black pepper fruit in food affects the foraging behavior of C. perspicillata. Therefore, we
expected differences in GUDs of the bats foraging on food with or without essential oils of

black pepper.

Materials and methods

Study area. We did the experiments on the campus of the Universidad de los Llanos, km 12
via Pueto Lopez, municipality of Villavicencio, Meta department; 4° 4> 23.2” N, 73° 35° 04”
W; ~400 m a.s.l. The University campus is on the Eastern Cordillera foothills, with an
average annual precipitation of 3643.4 mm; rainy season is between March and November,
and a dry season between December and February (Minorta and Rangel 2014). Annual
average air temperature is 295.82 K (WWO 2018).

Study animals and capture. Carollia perspicillata belongs to the familly Phyllostomidae,
subfamilly Carollinae. It has a body mass of ~18.5 g and is widely distributed in Neotropical
America (Cloutier and Thomas 1992; McLellan and Koopman 2007). This bat is known to
consume mainly fruits of pioneer plants, which are key to forest regeneration (Heithaus et al.
1975; Fleming 1988; Muscarella and Fleming 2007), and help maintaining plant diversity in

Neotropical forests (Janzen 1970).

We used two mist nests (12 x 2.5 m) to capture adult males of C. perspicillata on campus.
We captured nine different animals for each one of the sampling periods (see below). We
tattooed and took standard measurments of the bats to allow individual identifications (Kunz
and Parson 2009), and also weighed all captured bats at the beginning and end of the

experiments to monitor their physical condition. After the experiments, all bats were released



back at the site of capture. We did the study under permit 0375, 06.Apr. 2016, of the
Colombian Authority for Environmental Licenses. We followed the Guidelines for the
Procedure of Obtaining Mammal Specimens as Approved by the Mammal Society of Japan.
In addition, animal care and use was approved by a bioethics committee appointed by the

Research Office of the Universidad de los Llanos.

Foraging experiments. We did the experiments in a flight cage of rectangular, cuboid shape
(160 x 124 x 185 cm). In the cage, there were four foraging stations, each one with two
artificial feeders placed beside each other. The distance between adjacent stations was about
80 cm. Each feeder was a cylindrical, plastic container (height = 67 mm; diameter = 35 mm),
with the top open allowing the bats to drink liquid food from them. These feeder has already
been used to study the foraging behavior of C. perspicillata (Bernal-Paez and Sanchez 2018).
Each feeder contined 30 mL of sugar water (30% w/w) mixed with 250 glass beads (3,867 +
0,0305 mm diameter) to interfere with the bats’ feeding behavior and generate diminishing
returns in their harvest rate (Sanchez 2006). We habituated the bats to the cage and the
artificial feeders for two or three days; during that time we used small banana pieces to atract
the bats to the feeders. After the habituation period, sucrose-water mixtures were the only
food for the bats. During the experiments, the feeders contained 30 mL of the sucrose-water
mixture, and at a station only one of them also had 0.33 mL of essential oil extract of P.
nigrum, whereas the other one did not. The feeder with the extract at each station was choosen
randomly. We used commercial essential oil and calculated the amount of extract added
based on the maximum amount recorded per gram in the fruit of P. nigrum (Jirovetz et al.
2002). We offered the feeders to the bats in three sampling periods, each one of seven days
for a total of twenty one nights of experiments. During every experimental night, we offered
the feeders from 17:00 h until 07:00 h of the next day. We weighed the feeders with and
without food before the beginning, and at the end of each experimental night to obtain the
amount of food left in each artificial feeder, i.e., the GUDs. We washed the feeders at the end

of every experimental night.

Statistical analyses. For the analyses, we assigned GUDs as the dependent variable, whereas

the essential oil treatment, the foraging station, experimental night, and sampling period were



entered as fixed factors. We applied Bayesian analyses of variance to select the model with
major effect on the GUDs and calculated Bayes factors (Marsman and Wagenmakers 2017,
Rouder et al. 2017) using JASP software v. 0.9.01 (JASP Team 2018, available at https://jasp-
stats.org). Additionally, we ran a general linear model (GLM) based on the selected model
(Zar 2010) using IBM SPSS 22. We analyzed residuals to test the assumptions of the GLM
(Kuehl 2000), and used o= 0.05 as significance level. We also used the partial eta squared
(n?p) as measurement of effect size, because it provides a measure of the proportion of the
total variance in a dependent variable that is related with an independent variable, while

removing the effect of other factors (Richardson 2011).

Results

According to the Bayesian analyses, the major model (P(M)=0.006; P(M|data= 0.388; BF10=
2.142e"®) included the following factors: essential oils treatment, sampling period,
experimental night, foraging station, sampling periodxforaging station, sampling
periodxessential oil treatment, experimental nightxessential oil treatment, and sampling
periodxforaging stationxessential oil treatment. Also, the factors with the highest impact on
the odds in favor of models that included them were the essential oil treatment, the sampling
period, the interaction between these to factors, and the experimental night (Table 1). All the
factors of the major model proved to have significant effects in the GLM (Table 2).
Furthermore, the essential oil treatment, sampling period, experimental night and the
interaction sampling periodxessential oil treatment had the largest effect sizes, whereas the
other factors had moderate effect sizes (Table 2). The addition of the essential oils to the food
had the largest size effect on the GUD’s, and the bats left most of the food when it contained
the essential oils (Figure 1). Nevertheless, the effect of the essential oils was modulated by
the sampling periods, and for example the difference between GUDs of food with and without
essential oils tended to be lower in the the first sampling period than in the second and third
periods (Fig 1). Also, the value of food for the bats tended to decreased throughout

experimental nights, particularly for the food without essential oils (Figure 1).

Discussion


https://jasp-stats.org/
https://jasp-stats.org/

Since essential oils of several Neotropical Piper species attract Carollia bats (Mikich et al.
2003; Parolin et al. 2015), it could be expected that feeders with essential oils of P. nigrum
would be more valuable for C. perspicillata than feeders without them. However, the
essential oils of black pepper had the opposite effect on the bats, and the GUD’s were higher
in feeders with essential oils. These results indicate that bats did not perceive benefits from
the essential oils presence in the food. In fact, high GUD’s in preference experiments such
as ours indicate a reduction in the marginal value of food, and that the forager treats the food
as containing a toxin (Schmidt 2000). Our results agree with those from Ratclife et al. (2003),
who have suggested that frugivorous bats, which may regularly find toxins in food, quickly
learn taste aversions, and consequently C. perspicillata had a very low consumption of the
food with essential oils.

It has been reported that P. nigrum is one of the main fruits consumed by C. brevicauda in
Central Andes of Venezuela (Oria and Machado 2007). This report clearly contradicts our
results. It is possible that the foraging behavior of C. brevicauda in that study site is an
isolated case. An alternative explanation is that the seeds of Piper in the diet of C. brevicauda
were misidentified, and they did not actually belong to P. nigrum. We are inclined to think
that it is the later, since in the description of the study site by Oria and Machado (2007), the
presence of P. nigrum crops is not mentioned and in the results there is no mention of any
native Piper seeds in the feces of any of the seven frugivorous bats examined. The absence
of native Piper fruits in the diet of any of the bats of a Neotropical assemblage is definitely
not typical (Heithaus et al. 1975; Mello et al. 2004; Thies and Kalko 2004; Barboza-Marquez
and Aguirre 2010; Suérez-Castro and Montenegro 2015). We suggest that future studies
should re-examine the apparent high consumption of P. nigrum by C. brevicauda in

Venezuela.

Our results also confirm that the type of feeder used here can be used to detect the effect of
various factors involved in the foraging of Neotropical bats (Bernal-Paez & Sanchez 2018).
We detected both spatial and temporal effects modulating the preference for the foods offered
to the bats. The spatial effects are associated to the feeding stations, and indicate the flight

cage was not homogeneous for the bats, and in accordance with that, we observed during the



experiments that the bats placed themselves together in only one of the corners of cage. Also,
we chose only adult males to reduce effects in reproductive state, but seasonal changes in the
diet of this bat have been recorded (Fleming and Heithaus 1986; Bohlender et al. 2018), and
there could have been physiological differences in the individuals which were not obvious
during our inspections that could affect our results in different sampling periods. Since we
used different individuals during each sampling period, and we only used nine individuals
each time, a small sample size effect may also be responsible for the pattern found.

Evolutionary pressures have modeled the chemical characteristics of fruits (Eriksson and
Ehrl 2014), and for instance, plants produce chemical compounds in fleshy fruits that are
meant to attract seed dispersers and/or repel seed predators (Cipollini and Levey 1997; Mack
2000). Thus, it is expected variation in the chemical compounds present in the fruits plant
species of the same genus with different seed dispersers, and by extension, from different
parts of the world (Hodgkison et al. 2013). Hence, Old World Piper species, such as P.
nigrum may not attract the frugivorous animals which are attracted and disperse Piper species
of the New World due to differences in the profile of chemical compounds present in the
fruits (Dyer et al. 2004). Frugivorous bats have several mechanisms to find and assess food
quality (Korine and Kalko 2005; Sanchez et al. 2008; Kalko and Condon 2009). For instance,
Carollia bats use echolocation to locate food patches, recognize textures and then use
olfactory signals to select the preferred fruit (Thies et al. 1998). This means that Carollia bats
have a wide set of sensory tools, besides taste, to evaluate food quality, and the presence of
the black pepper oils could have been detected by various sensors in the bats. Also, Fleming
(1988) indicates that Carollia bats have developed a particular predilection for fruits that
remain constantly available during the year in foraging areas. Thus, this may be another
reason why C. perspicillata was not attracted by the exotic aroma and taste of the black

pepper essential oils, which is a novel resource in the Neotropics.

In conclusion, despite the close relationship between the Neotropical Piper and C.
perspicillata, our results indicate that P. nigrum fruit will probably not attract these bats.
Therefore, it appears unlikely that the bats would eat considerable amounts from black pepper

crops, if at all, due to the action of essential oils. Several species of frugivorous mammals,



including at least two more Carollia species inhabits the Eastern Cordillera foothills (Solari
et al. 2013), and future experiments should consider testing whether these species have the
same response of C. perspicillata to black pepper essential oils.
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Figure legend

Figure 1. Relationship between the giving-up densities (GUD) of Carollia perspicillata

feeding on foods with (black bars) or without (white bars) essential oils of Piper nigrum

during seven experimental nights in three sampling periods. Bats significantly preferred the

food without the essential oils, but this effect was modulated by temporal effects. Bars

represent adjusted least-squared means, and the error bars are SE.
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Table 1. Bayes factors for the predictors included in the major model of a Bayesian analysis

of variance used to test the effect of the essential oils of Piper nigrum on the giving-up

densities of Carollia perspicillata.

Effects P(incl)  P(incl|data) BF inclusion
Sampling period 0.886 1.000 3.854¢*14
Experimental night 0.886 1.000 3.716e"®
Foraging station 0.886 1.000 1.347.777
Essential oil 0.886 1.000 1.156e*1
Sampling periodxForaging station 0.503 0.999 876.186
Sampling periodxEssential oil 0.503 1.000 3.856e"°
Experimental nightxEssential oil 0.503 1.000 4.019.703
Sampling periodxForaging stationxEssential oil  0.120 0.979 350.489

Table 2. General linear model to test the effect of the essential oils of Piper nigrum on the

giving-up densities of Carollia perspicillata. MS = mean squares. df = degrees of freedom.

n?p = Parcial eta squared.

Factors MS df F P n%p
Sampling period 208.70 2 4180 <0.001 0.436
Experimental night 68.14 6 1365 <0.001 0.431
Food station 35.39 3 7.09 <0.001 0.165
Essential oil 14980.15 1  3000.17 <0.001 0.965
Sampling periodxEssential oil 185.34 2 3712 <0.001 0.407
Experimental nightxEssential oil 36.19 6 7.25 <0.001 0.287
Sampling periodxFood station 24.98 6 5.00 <0.001 0.217
Sampling periodxForaging stationxEssential oil  21.69 9 434 <0.001 0.266
Error 4.69 108




