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RESUMO

VACCANI, Amanda do Carmo. Biofluorescéncia do cavalo-marinho Hippocampus
reidi Ginsburg, 1933: uma abordagem geografica, metodologica e comportamental.
2024. 92 f. Tese (Doutorado em Ecologia e Evolucéo) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Esta tese aborda a biofluorescéncia em diferentes contextos, utilizando a
espécie Hippocampus reidi como modelo. A pesquisa foi dividida em trés capitulos
principais, onde no primeiro buscou-se por meio de uma pesquisa bibliografica
avaliar a relacdo entre a distribuicdo de espécies de peixes 0sseos e suas cores de
biofluorescéncia, com énfase na ordem Syngnathiformes. Os resultados indicaram a
distribuicdo dos padrdoes biofluorescentes, especialmente a predominancia no
Oceano Pacifico e a ocorréncia de um gradiente latitudinal, com a concentracdo de
espécies biofluorescentes na zona tropical. No capitulo dois, avaliamos trés técnicas
como ferramentas de andlise de imagens de biofluorescéncia, visando a sugestao
de um método para padronizacdo das andlises de imagens de biofluorescéncia para
cavalos-marinhos e outros grupos de animais. Nos resultados apresentamos
vantagens e desvantagens para cada software testados, levando em consideragéo o
objetivo da andlise, o objeto de estudo, e o ambiente onde as imagens sao
realizadas. Além disso recomendamos um novo script elaborado no software Python
para analise de biofluorescéncia. J& no terceiro capitulo, utilizamos o método de
andlise indicado no capitulo anterior para investigar experimentalmente se a
biofluorescéncia exibida pelo cavalo-marinho H. reidi funciona como uma resposta
para dois contextos com diferentes niveis de ameaca: a inser¢do de um objeto novo
relacionado as diferentes personalidades, e a predacdo. Nossos resultados nao
encontraram relacdo entre o padrdo da biofluorescéncia para as diferentes
personalidades de cavalos-marinhos, e nem para o comportamento em relacdo ao
objeto novo, porém nossas descobertas indicam que individuos de cavalo-marinho
da espécie H. reidi utilizam a biofluorescéncia como resposta ao estresse na
predacdo, onde a cor vermelha ocupa uma maior area de cobertura no corpo do
animal. Os resultados obtidos por meio dessa tese nos permitiram compilar dados
existentes na literatura sobre biofluorescéncia até o momento, identificando lacunas
e sugerindo que a evolugdo da biofluorescéncia pode estar diretamente ligada a
evolugcdo das espécies. ldentificamos a necessidade de padronizacdo de métodos
de analises e recomendamos métodos para futuros estudos. Além disso, dados
experimentais revelaram que a biofluorescéncia pode funcionar como resposta aos
niveis de estresse de cavalos-marinhos, e nossos resultados podem servir como
material de referéncia para novos estudos experimentais ndo s6 com cavalos-
marinhos, mas com outros grupos taxonémicos.

Palavras-chave: comunicacdo Bioldgica; emissdo de luz; métodos de andlise;

comportamento Animal; Syngnathiformes.



ABSTRACT

VACCANI, Amanda do Carmo. Biofluorescence of the seahorse Hippocampus reidi

Ginsburg, 1933: a geographic, methodological, and behavioral approach. 2024. 92 f.
Tese (Doutorado em Ecologia e Evolugcao) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

This thesis addresses biofluorescence in different contexts, using the species
Hippocampus reidi as a model. The research was divided into three main chapters.
The first chapter aims to evaluate, through a bibliographic review, the relationship
between the distribution of bony fish species and their biofluorescent hues, with an
emphasis on the order Syngnathiformes. The results indicated the distribution of
biofluorescent patterns, particularly the predominance of these patterns in the Pacific
Ocean and along the latitudinal gradient, with a concentration of biofluorescent
species in the tropical zone. In the second chapter, we evaluated three techniques as
tools for biofluorescence image analysis, aiming to propose a method for
standardizing biofluorescence image analyses for seahorses and other animal
groups. In the results, we presented the advantages and disadvantages of each
software tested, considering the analysis objectives, the study subject, and the
environment in which the images were captured. Additionally, we proposed a new
script in Python for biofluorescence analysis. In the third chapter, we utilized the
methodod suggested in the previous chapter to experimentally investigate whether
the biofluorescence exhibited by the seahorse H. reidi serves as a response to two
contexts with different levels of threat: the introduction of a novel object related to
varying personalities and predation. Our results did not find a relationship between
the biofluorescence patterns and the different personalities of seahorses, nor in
relation to behavior towards the novel object. However, our findings indicate that
individuals of the seahorse species H. reidi utilize biofluorescence as a response to
stress during predation, with the red hue covering a larger area of the animal's body.
The data obtained from this thesis allowed us to compile existing literature on
biofluorescence, identifying gaps and suggesting that the evolution of
biofluorescence may be directly linked to species evolution. We identified the need
for standardization of analytical methods and proposed methods for future studies.
Furthermore, experimental data revealed that biofluorescence may function as a
response to stress levels in seahorses, and our findings can serve as a reference
material for new experimental studies, not only with seahorses but also with other
taxonomic groups.

Keywords: analysis methods; animal behavior; biological communication. light
emission; scientific methodology; Syngnathiformes.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Numero de artigos publicados por ano sobre
biofluorescéncia em peixes 0sseos
MANNNOS. ...
Relacéo entre as cores de biofluorescéncia e o numero de

espécies de peixes 0sseos nos diferentes mares do

Distribuicdo das cores de biofluorescéncia em diferentes
espécies de peixes ao longo do gradiente
lAtitUdINGAL........ooo e
Distribuicdo das espécies com biofluorescéncia por ordem
Distribuicdo das espécies de Syngnathiformes com
biofluorescéncia por oceano e cor de biofluorescéncia
(0 =2 ] - USSP
Distribuicdo das espécies com biofluorescéncia da ordem
Syngnathiformes no gradiente latitudinal e suas
(o0] (0] = Toto =S R
Relacao entre o total de espécies descritas e espécies
com e sem registros de biofluorescéncia para as familias
da ordem Syngnathiformes ..............oooviiiiiiiiiiiiiie e,
Relacéo entre as espécies descritas e espécies com
biofluorescéncia para o grupo de Syngnathideos ................
Mapa da area de estudo onde foram amostrados
individuos de cavalos-marinhos Hippocampus reidi.............
Proporcado média da cor vermelha de biofluorescéncia para
os diferentes niumeros de pontos analisados no cavalo-
marinho Hippocampus reidi..........ccooevvviiieeeeiiiiiieeeeeeeii e
Proporcado média da cor verde de biofluorescéncia para os
diferentes numeros de pontos analisados no cavalo-

marinho Hippocampus reidi............coovviiviiiiiiiiiiiiineeeeeeeeeeeee

23

24

25

26

27

27

28

29

41

45



Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Analise no software PhotoQuad para quantificar a
biofluorescéncia no cavalo-marinho Hippocampus reidi....... 46
Imagem com RGB da cor vermelha para quatro individuos

de cavalos-marinhos analisados quanto a biofluorescéncia
através do software RStudio com o pacote patternize......... 47
Imagem final com méascaras de identificacdo geradas pelo
software Python, para visualizagédo da biofluorescéncia no
cavalo-marinhos Hippocampus reidi.........cccoeeeeeeeeeeeiiieiininnnn, 48
Mapa da area de estudo onde foram amostrados

individuos do cavalo-marinho Hippocampus reidi................ 59
Experimento de identificacdo da personalidade dos
cavalos-marinhos Hippocampus reidi em contexto

(230 (o1 =1 (o] £ o F SRR 61
Identificacdo da personalidade dos cavalos-marinhos
Hippocampus reidi no contexto de neofilia/neofobia............ 61
Identificacdo da personalidade dos cavalos-marinhos
Hippocampus reidi para avaliacdo de comportamento
ANLPredatOrio. ... ....ueeiee e 62
Experimento de Biofluorescéncia versus Personalidade em
cavalos-marinhos Hippocampus reidi .............cccoevvevvviivnnnnnn. 63
Tratamento do experimento agonistico com cavalos-

marinhos Hippocampus reidi..........ccccceeeerreriiriniiiiciiiiee 64
Média de biofluorescéncia vermelha exibida pelos cavalos-
marinhos Hippocampus reidi durante os experimentos

controle, objeto novo (T1) e de predagéo (T2) .........cceeenn 69
Média de biofluorescéncia verde exibida pelos cavalos-
marinhos Hippocampus reidi durante os experimentos

controle, objeto novo (T1) e de predagéo (T2) .........ceeenne 70



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 -

Tabela 4 -

LISTA DE TABELAS

Area de cobertura de cada cor de biofluorescéncia do cavalo-
marinho Hippocampus reidi, comparando as trés ferramentas
€ ANANISE ...
Resultados da ANOVA para a cor vermelha de
biofluorescéncia do cavalo-marinho Hippocampus reidi, entre
0S Softwares amoStrados..........ccociviiiiiiiiiiiiiiieeee e
Resultados da ANOVA de medida repetida para a cor
vermelha entre o experimento controle e os dois tratamentos.
TO: controle, T1: tratamento objeto novo, T2: tratamento
AQONISHICO ..uiiii i ————————
Resultados da ANOVA de medida repetida para a cor verde
entre o experimento controle e os dois tratamentos. TO:
controle, T1: tratamento objeto novo, T2: tratamento agonistico

48

49

69

70



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ICMBIO Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
IUCN Unido Internacional para a Conservacao da Natureza
MMA Ministério do Meio Ambiente

ANOVA Anadlise de Variancia



11
1.2
1.3
13.1
1.3.2
1.3.3
1.4

2.1
2.2
221
2.2.2
2.2.3
2.2.4
2.3
2.4

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3.25
3.3
3.4

SUMARIO

INTRODUCAO 15
VARIACAO GEOGRAFICA NOS PADROES DE
BIOFLUORESCENCIA ENTRE PEIXES OSSEOS MARINHOS DA

ORDEM SYNGNATHIFORMES: UMA REVISAO......cccoioeieeeieereeann. 19
INTFOTUGED ...ttt e e e e 19
Material € MELOUOS.......oii it eeeeees 21
ST V] = To Lo 1= OO 22
Distribuicdo da biofluorescéncia N0OS 0CEAN0OS .........cccvvveevvviieeririneeennnn. 24
Biofluorescéncia e o gradiente latitudinal ............ccccoveiiiiiiiiiiiiineeeennnnn. 25
Biofluorescéncia em Syngnathiformes...........ccoeeevveiiieiiiieeeee e, 26
IS CUSSAO .. uttui e iiiieiie ettt e e e e e e e e b e e e e e a e e e e e e ar s 29
REFERENCIAS..... .ottt ettt ve st aenn e 33

O USO DE DIFERENTES FERRAMENTAS PARA ANALISE DE
BIOFLUORESCENCIA: CALIBRANDO OS METODOS DE

N I =S 38
INTFOTUGED ..ttt e e e e e e e e e e e 38
Material € MELtOUOS ...uuuiiiiiiiiiie e 40
ATEE A8 ESTUAOD ...t ettt 40
AQUISICA0 € IMAGEIM ...cvviiiiiieeeite e e e e e e e e e e e e eeeraeeeees 41
ANALISE dAS IMAGENS ....cevveieieiieieeee e e e e e e e e e 42
PN =1 YW e [0 F= T [0 43
ST V] = To Lo 1= OO PPTRRR 44
DL o1 U ET Y (o PSP 49
REFERENCIAS . .....oi oottt ettt ettt 53

BIOFLUORESCENCIA COMO RESPOSTA COMPORTAMENTAL
EM CAVALOS-MARINHOS: RELACAO ENTRE PERSONALIDADE

E DIFERENTES CONTEXTOS ....cooiiiiiieeeeeee e 56
INEFOTAUGEO ...ttt 56
Material € MELOUOS ..vvuiiiiiiiiee e eeeeeaaes 58
ATEA AE ESTUAOD ...ttt e ettt e e e 58
Captura dOS ANIMAIS ..vuueeeeeeeee e e e era s 59
Experimento para identificacdo da personalidade ...............cccceeeeeennenin 60
Experimentos de biofluoreSCENCIa ...........covvveveeiiieeiiiiiieeeeeie e, 62
ANALISE dE AAUOS .......oevviiieeieeecee et 65
LYY 11 = 1o o 1R 66
DY od U ET Y- (o PRSP 70
REFERENCIAS..... oottt ve st eaenn e 74

DISCUSSAD . ..ottt e e, 78



REFERENCIAS. ...ttt et e et e e et e e e eiiaa e

APENDICE A - Lista de referéncias obtidas por meio da pesquisa
eletrdnica sobre a biofluorescéncia em peixes O0sseos. Material
suplementar do Capitulo 1 “Variagdo geografica nos padrées de
biofluorescéncia entre peixes 0sseos marinhos da ordem
Syngnathiformes: uma revisao” ............oovviiiiiiiiiii e

APENDICE B - Script R. Material suplementar do Capitulo 2 “O uso
de diferentes ferramentas para analise de biofluorescéncia:
calibrando a confianca de métodos de analise” ...............ccccevvvvvnnnnnne

APENDICE C - Script Python. Material suplementar do Capitulo 2
“O uso de diferentes ferramentas para analise de biofluorescéncia:
calibrando a confianca de métodos de analise” ................cccceevvveenen

84

87



15

INTRODUCAO

Os animais frequentemente utilizam displays elaborados para se comunicar
com individuos da mesma espécie e de espécies diferentes em uma variedade de
contextos e por diversas razdes. Essas interacdes intra e interespecificas podem ser
baseadas em troca de informac6es, o que faz da comunicacdo uma area essencial
do comportamento animal. E amplamente aceito que os sinais animais modulam a
tomada de decisdo dos receptores das informacdes (DAWKINS; KREBS, 1978;
DAWKINS, 1993; HASSON, 1994; WILEY, 1994; GUILFORD; DAWKINS, 1995;
HURD, 1995; HAUSER, 1996; JOHNSTONE, 1997; BRADBURY; VEHRENCAMP,
1998; OWINGS; MORTON, 1998). A comunicagao visual possui vantagens por ter
propagacéo instantanea e alta direcionalidade (BRADBURY; VEHRENCAMP, 1998),
podendo ser utilizada em diversas situacdes, como defesa contra predadores,
identificagdo e selegdo de parceiros reprodutivos e reconhecimento de individuos
intraespecificos (DUSENBERY, 1992; BUCHANAN-SMITH, 2005). Porém, a
intensidade e a distribuicdo do espectro da luz encontrada por um organismo
estabelecem limites para a geracao e recep¢ao de sinais visuais, fato que se torna
especialmente relevantes para organismos aquaticos, pois ambientes aquaticos
modificam as caracteristicas da luz que penetra nesses sistemas (CHIAO et al.,
2000). O ambiente fotico subaquético oferece uma oportunidade Unica para
examinar as respostas evolutivas em receptores visuais e variagcbes nas cores
corporais em resposta a qualidade espectral da luz do ambiente, especialmente no
que tange a utilizacdo dessas estratégias como ferramentas para maximizar os
atributos de histéria de vida das espécies (LEVINE et al., 1980).

Os peixes teledsteos sdo bons modelos para o estudo de cores e
pigmentacdes, pois abrigam um grande numero de células pigmentares, o que pode
explicar sua diversidade de cores e padrdes (SALIS et al., 2019). Os padrdes de
cores sdao um excelente modelo de sistema para entender a evolucdo, pois séo
usados durante as interacées com parceiros sexuais, sociais, predadores, presas, e
ajudam na termorregulacdo (ENDLER; MAPPES, 2017). Essas cores variam de
acordo com cada sistema visual. O espectro visivel para humanos esta restrito a
uma faixa de 380 a 700 nm, porém outros animais sdo capazes de perceber cores

em outras faixas espectrais (PINTO, 2013).
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A biofluorescéncia € um fendmeno n&o visivel para humanos, porém
perceptivel para muitas espécies de peixes e outros organismos (SIEBECK;
MARSHALL, 2000). Este fendmeno é resultante da absorcdo de radiagédo
eletromagnética em um comprimento de onda, seguido da sua reemissdo em um
comprimento de onda mais curto ou longo, gerando a emissdo de diversas
coloracdes, sendo verde, vermelha e laranja as cores descritas até 0 momento para
0s organismos marinhos, podendo ser encontradas em diferentes tonalidades
(SPARKS et al., 2014).

Apesar de ser um tema relatado primeiramente para lepidopteros nos anos de
1920 (MOTTRAM; COCKAYNE, 1920; COCKAYNE, 1924), os estudos sobre
fendbmenos biofluorescentes ndo se consolidaram até o inicio da década de 1990, e
sé recentemente este assunto esta sendo reconhecido para determinar a taxonomia
em diversos grupos, incluindo plantas (IRIEL; LAGORIO, 2010), corais (SALIH et al.,
2000), insetos (VUKUSIC; HOOPER, 2005), anfibios (LAMB; DAVIS, 2020), e tem
sido amplamente difundido para espécies de peixes 6sseos (SPARKS et al., 2014).
Ainda assim existem muitas lacunas a serem preenchidas sobre a biofluorescéncia,
nao somente em relacao a histéria evolutiva, como também sobre o espectro visual,
funcado e outros propositos associados ao fenémeno (GRAY; KARLSSON, 2022). Até
o momento a biofluorescéncia continua sendo uma parte negligenciada das
informacdes da histéria natural dos taxons (BRECKO; PAUWELS, 2024).

A biofluorescéncia pode ser um fendmeno fisiolégico e/ou ecologicamente
adaptativo em algumas espécies, com impactos especificos, desconhecidos ou
insignificantes na aptidao individual (MARSHAL; JOHNSEN, 2017). Essas questfes
em aberto mostram que a biofluorescéncia tem grande potencial de investigacao
(ENDLER; MAPPES, 2017), sendo um dos campos em aberto para conhecimento a
biofluorescéncia em cavalos-marinhos.

O cavalo-marinho é um peixe 0sseo da ordem dos Syngnathiformes, que
possui diversas caracteristicas peculiares, incluindo a mudanca nos padrbes de
coloracdo durante a comunicacdo. S&o animais sedentarios, cripticos, e os machos
realizam a incubacédo dos filhotes (LOURIE et al., 1999). Ocupam uma diversidade
de habitats e se distribuem globalmente, exceto pelos continentes Artico e Antartico
(LOURIE et al., 1999). A espécie Hippocampus reidi Ginsburg 1933 apresenta alto
grau de vulnerabilidade sendo categorizado como “vulneravel” na Lista Vermelha de

Espécies Ameacadas do governo brasileiro (ICMBIO 2018), e categorizada
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globalmente como “quase ameacada” pela lista vermelha da IUCN (OLIVEIRA;
POLLOM, 2017). Essa espécie possui relatos de biofluorescéncia (VACCANI et al.,
2019) e, por serem animais sedentarios, e pequenos, ha viabilidade de captura para
experimentacdo e possiveis testes em ambiente controlado, se tornando um bom
modelo para elucidar possiveis lacunas levantadas.

Aléem das lacunas existentes sobre a tematica da biofluorescéncia, a
complexidade para registrar (fotograficamente ou por meio de videos) diferentes
comprimentos de onda, dificulta ainda mais a realizagdo das pesquisas. O registro
de imagens € crucial para essa documentacdo e para dar robustez aos resultados
obtidos nos estudos realizados sobre o tema. Além disso, a forma como esses
dados fotogréficos sdo analisados também ¢é importante para gerar dados
quantitativos e documentar a biofluorescéncia com precisdo. De acordo com
Hakanson et al. (2022), alguns protocolos ja foram padronizados para essa
documentacdo, porém ainda ndo foram amplamente adotados pela comunidade
cientifica. Uma discussdo sobre os métodos existentes, assim como suas
aplicabilidades se fazem necessarias para uma maior aceitacdo da comunidade e
para facilitar a escolha do método adotado.

Identificar os padrbes de coloracdo dos peixes marinhos € importante para
ampliar o conhecimento relativo a sua ecologia comportamental, padrées de
distribuicdo, bem como para o desenvolvimento de estratégias eficazes para a
conservacao destes animais. Desta forma, a presente tese foi elaborada com o
intuito de preencher parte das lacunas de conhecimento acerca da biofluorescéncia,
utilizando o cavalo-marinho da espécie Hippocampus reidi, como modelo de estudo.
No primeiro capitulo utilizamos dados disponiveis na literatura cientifica
especializada para avaliar a relagdo entre a distribuicdo das espécies de peixes
0sseos e a biofluorescéncia. Nosso objetivo foi investigar a relagdo entre a
distribuicdo de espécies de peixes e suas cores de biofluorescéncia, com énfase na
ordem Syngnathiformes, esperando uma maior variedade de padrbes
biofluorescentes nas espécies encontradas no Oceano Pacifico e na Zona Tropical.
No segundo capitulo, buscamos comparar métodos utilizados para analisar a
biofluorescéncia a fim de investigar os melhores usos para cada método e sugerir
um novo script para avaliar a area de cobertura da biofluorescéncia em animais
Vivos e aquaticos, com potencial de aplicacdo para outros grupos de animais. Por

altimo, no terceiro capitulo investigamos experimentalmente a biofluorescéncia como
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um fator de resposta para dois diferentes contextos apresentados ao cavalo-
marinho-do-focinho-longo H. reidi. Com base nessas informacfes, esperamos
contribuir para o conhecimento da biofluorescéncia de maneira geral, sugerindo
métodos efetivos para sua avaliagdo, assim como contribuir para o melhor
entendimento de uma funcdo possivelmente explorada ndo somente pelo cavalo-
marinho, mas por diversos outros taxons, ampliando também o conhecimento sobre

a biologia e ecologia do cavalo-marinho H. reidi.
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1. VARIACAO GEOGRAFICA NOS PADROES DE BIOFLUORESCENCIA
ENTRE PEIXES OSSEOS MARINHOS DA ORDEM SYNGNATHIFORMES: UMA
REVISAO

1.1 Introducéo

Compreender como e por que as espécies estao distribuidas em uma regido é
um dos temas mais intrigantes na ecologia e biogeografia, sendo frequentemente
investigado por pesquisas ecoldgicas. Além disso, a distribuicdo das espécies esta
diretamente ligada as suas caracteristicas fisicas e biolégicas. Em escalas
geograficas mais amplas, a distribuicdo dos organismos resulta de efeitos sinérgicos
da adaptacao das espécies ao ambiente (NEKOLA; WHITE, 1999; TUOMISTO et al.,
2003), e de sua diversificacdo, dependendo de sua capacidade de disperséo
(HUBBELL, 2011; WARREN et al., 2014). Reconhece-se que comportamentos
adaptativos e a evolucdo de -caracteristicas podem influenciar diretamente a
dindmica demogréfica da diversificacdo (BOLKER et al., 2003; FLETCHER, 2006;
PRICE, 2008).

No ambiente marinho, espera-se que persista um alto nivel de homogeneidade
genética em grandes areas, dado que o fluxo génico é facilitado pela auséncia de
barreiras a dispersdo, em comparacdo com ambientes terrestres, e pelo enorme
potencial de muitas espécies se dispersarem como larvas pelagicas a deriva
(PALUMBI, 1992; 1994). Apesar dessas expectativas, uma estruturacdo genética
marcada foi descrita em populagbes de varios organismos marinhos, mesmo em
pequenas distancias geogréficas, e em espécies com larvas pelagicas (COWEN et
al., 2006), incluindo espécies de peixes recifais (JONES et al., 1999; TAYLOR,;
HELLBERG, 2003).

Os peixes recifais constituem um grupo geologicamente recente, cujas
principais funcbes ecoldgicas foram estabelecidas aproximadamente ha 65 milhdes
de anos, durante o periodo Cretaceo (RABOSK et al., 2018). As linhagens de peixes
recifais tém se diversificado continuamente desde entdo (FIUZA, 2020), e o
consenso atual é de que os peixes recifais marinhos tropicais se originaram no

Oceano Pacifico, antes de se espalharem pelo mundo (BARBER; BELLWOOD,
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2005; COWMAN; BELLWOOD, 2012; BELLWOOD et al.,, 2017). Essa radiacao
adaptativa foi impulsionada e influenciada por uma série de processos e barreiras
geograficas, como o evento Terminal Thetiano (BOWEN et al., 2006), que reduziu a
dispersao entre os oceanos Pacifico e Atlantico, o fechamento do Istmo do Panama,
que separou o Pacifico Oriental do Atlantico (LESSIOS, 2008), e a Barreira do
Pacifico Oriental, que separou o Pacifico Oriental do Indo-Pacifico. Esses processos
resultaram em diferencas marcantes na riqueza e na diversidade de espécies de
peixes que podem ser observadas entre esses oceanos. O gradiente latitudinal € um
padrdo que também influencia padrées de diversidade em muitos grupos, incluindo
peixes recifais. A diminuicdo da riqueza de espécies encontrada do equador aos
polos, conhecida como gradiente de diversidade latitudinal, € um dos padrbes
espaciais mais conhecidos da biodiversidade, exibido pelos principais clados de
organismos (BUCKLEY et al., 2010; ECONOMO et al.,, 2018; RABOSKY et al.,
2018). As hipdteses "fora dos tropicos” e "velocidade evolutiva” (SIQUEIRA et al.,
2016) parecem ser consistentes com o0s padroes de evolugcdo dos peixes,
destacando os trGpicos como bons preditores para a diversificacdo dos peixes.

A grande diversidade de peixes recifais encontrada nos tropicos também se
reflete em uma enorme variedade de adaptacfes, formas e padrées de coloracao.
Além do espectro de cores visiveis, Michiels et al. (2008) descobriram que alguns
peixes marinhos possuem um componente tonal que é visivel apenas para outros
peixes, um fendmeno conhecido como biofluorescéncia. Trés diferentes cores
biofluorescentes, categorizadas de acordo com as cores visiveis aos humanos -
vermelho, verde e laranja - foram identificadas até o momento, sendo encontradas
individualmente ou em diferentes combinacdes para diversas espécies. A
biofluorescéncia parece ser um fendébmeno difundido tanto em peixes cartilaginosos
guanto 6sseos (SPARKS et al, 2014), sendo mais comum e variavel
fenotipicamente em espécies marinhas cripticas. Algumas caracteristicas especificas
do espectro de luz visivel em ambientes marinhos podem explicar o uso da
biofluorescéncia por certas espécies de peixes. Como os comprimentos de onda
mais longos tém menos energia, eles tendem a ser absorvidos nos primeiros metros
da coluna d'agua, onde a biofluorescéncia pode ajudar a produzir contrastes visuais
por um organismo (SPARKS et al., 2014). A biofluorescéncia € visivel para muitas

espécies de peixes que possuem um filtro intraocular amarelo (HEINERMANN,
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1984), que potencialmente atua como um filtro de passagem longa, permitindo a
visualizacao de diferentes comprimentos de onda (GRUBER; SPARKS, 2021).

A fluorescéncia vermelha irregular em todo o corpo € comum em peixes
predatérios cripticos que habitam o fundo marinho e permanecem imoveis para
emboscar suas presas (ANTHES et al., 2016). A ordem Syngnathiformes engloba
uma variedade de peixes que se diversificaram durante o periodo Cenozoico
(STILLER et al., 2022), possuem distribuicao circunglobal, com excecao das regides
polares (BRAY, 2018), e caracteristicas de coloracdo bem descritas, incluindo
biofluorescéncia em varias espécies (ANTHES et al., 2016; DE BRAUWER et al.,
2018; VACCANI et al.,, 2019). A ordem Syngnathiformes € composta por peixes
altamente modificados, distribuidos em dez familias - Pegasidae, Callionymidae,
Dactylopteridae, Draconettidae, Mullidae, Centriscidae, Fistulariidae, Aulostomidae,
Solenostomidae e Syngnathidae (STILLER et al., 2022). Neste contexto, o presente
estudo avaliou a relacéo entre a distribuicdo de espécies de peixes 6sseos e suas
cores de biofluorescéncia, com énfase na ordem Syngnathiformes, esperando uma
maior variedade de padrbes biofluorescentes nas espécies encontradas no Oceano

Pacifico e dentro da Zona Tropical.

1.2 Material e Métodos

O presente estudo baseou-se em uma pesquisa bibliogréfica sistematica da
literatura nas bases de dados Google Scholar, Web of Science e Scopus, que foram
utilizadas para identificar todas as publicacbes sobre biofluorescéncia em peixes
0sseos marinhos publicadas até 2022, sem restricdo de ano de inicio. As referéncias
encontradas nesses artigos também foram analisadas, na tentativa de identificar
publicacdes adicionais que possam nao ter sido incluidas na busca primaria.

A busca na literatura foi realizada em dezembro de 2022, utilizando as
palavras-chave em inglés "fluorescence" e "fish", com todos os artigos identificados
durante a busca sendo avaliados detalhadamente. A pesquisa concentrou-se em
todos os artigos que mencionavam a ocorréncia de biofluorescéncia em espécies de
peixes 6sseos marinhos. Foram excluidos os artigos que néo se referiam a espécies

de peixes 0sseos, ou quando ndo era sobre biofluorescéncia. As espécies foram
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classificadas de acordo com o tipo de coloracdo de biofluorescéncia relatada em
cada artigo, e quando diferentes estudos relataram padrdes de coloracdo distintos
na mesma espécie, mais de um espectro biofluorescente foi considerado. Uma vez
que o banco de dados foi completo, as espécies foram classificadas por sua ordem
taxondmica, distribuicdo por oceano e pelo gradiente latitudinal de sua distribuicéo, e
zona de ocorréncia de acordo com a plataforma Fishbase.

Como a biofluorescéncia s6 €& perceptivel aos humanos sob condigcbes
especificas com o auxilio de ferramentas apropriadas, os diferentes tons sé&o
classificados aqui no espectro visivel, ou seja, de 400 a 700 nm. Neste caso,
comprimentos de onda curtos foram classificados como verde (495-570 nm), a
emissao de comprimentos de onda intermediarios como laranja (590-620 nm), e
comprimentos de onda longos como vermelho (620-750 nm).

1.3 Resultados

Na pesquisa bibliografica foram identificados 331 artigos, porém apenas 26
dessas publicacbes continham informacfes necessarias para 0s objetivos do
presente estudo. O primeiro relato de biofluorescéncia em peixes 0Osseos foi
publicado em 2008, e nenhum artigo adicional foi publicado até 2013. A partir deste
ano, novos artigos tém sido publicados regularmente, com pelo menos um, e até

quatro artigos sendo publicados por ano até 2022 (Figura 1.1).
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Figura 1 — Numero de artigos publicados por ano sobre biofluorescéncia em peixes
0sseos marinhos.
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Legenda: Numero de artigos sobre biofluorescéncia em peixes 6ésseos marinhos publicados por ano
entre 2008 e 2022, com base nos resultados da busca na literatura realizada no presente
estudo.

Os 26 artigos aqui analisados detalhadamente relataram biofluorescéncia,
incluindo tons verde, vermelho e laranja, em um total de 370 espécies diferentes de
peixes. No total, 142 dessas espécies foram mencionadas em mais de um artigo.
Quatro artigos analisaram a biofluorescéncia em espécimes mortos e vinte e dois
artigos a observaram em espécimes vivos.

O vermelho foi a cor de biofluorescéncia relatada com mais frequéncia, em
63,24% das espécies (n = 234), seguida pelo verde (23,51%, n = 87), combinacéo
de vermelho-verde (10,81%, n = 40), laranja (1,08%, n = 4), e combinacdes laranja-
verde e laranja-vermelho, cada uma relatada em uma unica espécie (0,27%). A cor

de biofluorescéncia néo foi identificada em trés espécies (0,81%).
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A maioria (76,76%) das espécies de peixes biofluorescentes registradas até o

momento esta localizada no Oceano Pacifico (Figura 1.2), seguido pelos oceanos
Atlantico (13,51%) e indico (7,03%), e o Mar Mediterraneo (1,35%). Trés espécies
(0,81%) estdo distribuidas nos oceanos Atlantico Ocidental, Indo-Pacifico e Artico, e

duas (0,54%) no Atlantico Norte e Pacifico Norte. A biofluorescéncia vermelha e

verde foram as mais frequentes nos trés principais oceanos, representando 60,07%

(vermelho) e 26,50% (verde) no Oceano Pacifico, 68% e 20% no Oceano Atlantico,

e 98,15% e 3,85% no Oceano indico, respectivamente, enquanto apenas a

biofluorescéncia vermelha foi registrada no Mar Mediterraneo (Figura 1.2).

Figura 2 — Relacdo entre as cores de biofluorescéncia e o nimero de espécies de
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Legenda: Numero de espécies de peixes 0sseos com as diferentes cores de biofluorescéncia

por distribuicdo nos diferentes mares.
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1.3.2 Biofluorescéncia e o gradiente latitudinal

Ao longo do gradiente latitudinal (Figura 1.3), a maioria (80,81%) das espécies
de peixes biofluorescentes registradas nos artigos identificados no presente estudo é
encontrada na regido tropical, seguida pelas regies subtropical (12,97%),
temperada (4,32%) e polar (0,27%). A coloracdo de bioflurescéncia nao foi descrita
nos respectivos artigos para seis espécies (1,62%). Mais uma vez, os tons de
vermelho e verde predominaram nas diferentes regides, com a biofluorescéncia
vermelha variando de 61,88% das espécies de peixes na regido tropical, a 68,75%
na regido subtropical e 81,25% na zona temperada (Figura 1.3). A cor verde, por
outro lado, foi mais frequente na regido tropical (25,08% das espécies), declinando

para 4,17% na regido subtropical e 12,5% na zona temperada.

Figura 3 — Distribuicdo das cores de biofluorescéncia em diferentes espécies
de peixes ao longo do gradiente latitudinal.
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A biofluorescéncia foi registrada em 30 ordens diferentes de peixes 6sseos
(Figura 1.4), embora mais de 60% das espécies aqui identificadas pertencam a
quatro ordens principais: Eupercaria (n = 63 espécies), Gobiformes (n = 62),
Syngnathiformes (n = 54) e Perciformes/Scorpaenoidei (n = 45).

Figura 4 - Distribuicdo das espécies com biofluorescéncia por ordem.
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Legenda: Numero de espécies biofluorescentes identificadas no presente estudo por ordem de peixes
0sseos.

1.3.3 Biofluorescéncia em Syngnathiformes

A ordem Syngnathiformes & uma das ordens mais ricas em espécies
biofluorescentes registradas até o momento. A maioria (61,11%) dessas espécies &
encontrada no Oceano Pacifico, seguida pelos oceanos indico (29,63%) e Atlantico
(9,26%) (Figura 1.5).
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Figura 5 — Distribuicdo das espécies de Syngnathiformes com biofluorescéncia
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Legenda: Distribuicdo das espécies de Syngnathiformes biofluorescentes entre os trés principais
oceanos.

As espécies de peixes biofluorescentes da ordem Syngnathiformes (n = 54)
foram registradas principalmente (87,04%) na zona tropical (Figura 1.6), com apenas
algumas espécies encontradas nas zonas subtropical (7,41%) e temperada (5,56%).

Figura 6 - Distribuicdo das espécies com biofluorescéncia da ordem Syngnathiformes
no gradiente latitudinal e suas coloracoes.
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Legenda: Distribuicdo das espécies biofluorescentes da ordem Syngnathiformes ao longo do
gradiente latitudinal.
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A maioria (51,85%; n=28) das espécies biofluorescentes de Syngnathiformes
identificadas até o momento pertence a familia Syngnathidae (Figura 1.7), seguida
pela Callionymidae (24,07%; n= 13), Mullidae (7,41%; n= 4), Solenostomidae
(5,56%; n= 3) e Centriscidae (3,70%; n= 2), enquanto as familias Aulostomidae,
Dactylopteridae, Fistularidae e Pegasidae foram representadas por uma unica
espécie cada (1,85%; n=1 para cada familia). A Draconettidae é a Unica familia de

Syngnathiformes sem espécies com biofluorescéncia conhecidas até o momento.

Figura 7 — Relacdo entre o total de espécies descritas e espécies com e sem
registros de biofluorescéncia para as familias da ordem
Syngnathiformes.
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Legenda: Numero de espécies com e sem biofluorescéncia descrita por familia da ordem
Syngnathiformes.

A maioria (60,71%; n=17) das espécies biofluorescentes da familia

Syngnathidae é representada pelos peixes-cachimbo (Figura 1.8), enquanto pouco

mais de um terco (35,71%; n=10) corresponde aos cavalos-marinhos, e 3,57% (n=1)

aos pipehorses.
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Figura 8 — Relacdo entre as espécies descritas e espécies com biofluorescéncia
para o grupo de Syngnathideos
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Legenda: Numero de espécies biofluorescentes nos diferentes grupos da familia Syngnathidae.

1.4 Discussao

A biofluorescéncia foi descrita pela primeira vez para peixes 6sseos em 2008, e
desde entdo muito poucos estudos foram publicados sobre este tema. Claramente, a
tematica ainda é muito recente e requer mais pesquisas e investigacdes
sistematizadas. Como a percepcao de cor € um fendmeno subjetivo, o comprimento
de onda da fluorescéncia foi considerado em termos do espectro visivel aos
humanos no presente estudo, sendo que comprimentos de onda longos representam
a cor vermelha, comprimentos de onda intermediarios representam cores
alaranjadas e comprimentos de onda curtos representam a cor verde. Até agora,
essas trés cores - vermelha, verde e laranja - foram descritas em peixes 0sseos, as
quais sédo encontradas individualmente ou em combinagcdes de pares em diferentes
espécies (SPARKS et al., 2014).

Os resultados do presente estudo indicam que o vermelho é a cor de

biofluorescéncia mais comum em peixes 0sseos, embora em configuracbes
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variadas. Pistas importantes sobre a funcéo ecologica da cor vermelha podem ser
encontradas na anatomia e fisiologia dos peixes que apresentam essa caracteristica.
Por exemplo, alguns estudos identificaram que espécies de peixes possuem uma
retina com sensibilidade espectral a cor vermelha, incluindo algumas espécies da
ordem Syngnathiformes (MOSK et al., 2007). Wucherer e Michiels (2012) também
descobriram que algumas das células que emitem biofluorescéncia vermelha séo
controladas pelo sistema nervoso, e Kalb et al. (2015) mostraram que o peixe 6sseo
Tripterygion delaisi pode perceber sua propria fluorescéncia, o que permite o
reconhecimento intraespecifico. No entanto, o espectro de luz visivel equivalente ao
vermelho é de baixa energia e possui um comprimento de onda longo, 0 que
restringe sua penetracdo em ambientes marinhos abaixo de profundidades de 10 a
15 metros (MICHIELS et al., 2008). Essa caracteristica pode tornar as espécies com
tonalidades vermelhas mais facilmente identificAveis pelos pesquisadores, o que
pode ser a razdo para 0O numero relativamente grande de registros de
biofluorescéncia nesses peixes.

O verde é a segunda cor de biofluorescéncia mais comum em peixes 6sseos,
conforme relatado na literatura. Esta coloracdo possui um comprimento de onda
mais curto e se propaga melhor em maiores profundidades. O verde foi identificado
em areas especificas do corpo, como as nadadeiras e listras de alguns peixes,
embora em algumas espécies esteja restrito aos olhos. Sabe-se que a fluorescéncia
verde € usada por alguns peixes para atrair presas (HADDOCK et al., 2015), como
descrito no peixe-sapo estriado, Atennarius striatus, por De Brauwer e Hobbs (2016).
No entanto, a escassez de dados sobre biofluorescéncia limita o potencial para uma
analise mais conclusiva da funcdo da biofluorescéncia em diferentes grupos de
peixes. Neste caso, embora algumas funcdes tenham sido descritas e discutidas, a
presenca de biofluorescéncia em uma determinada espécie ndo necessariamente
implica em uma funcdo especifica, mas a confirmacdo dessas funcbes ecologicas
sugere que podem favorecer a evolucdo da coloracdo biofluorescente em muitas
espécies.

Os padrées de biofluorescéncia observados no presente estudo foram
amplamente semelhantes nos oceanos Pacifico, indico e Atlantico, sendo que
apenas a combinacédo laranja-vermelha é exclusiva do oceano Pacifico para todos
0S peixes Osseos. Era esperada uma maior diversificacdo de padrées de

biofluorescéncia no oceano Pacifico, devido a histéria evolutiva dos peixes recifais
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(COWMAN; BELLWOOD, 2013), embora a evolucédo de uma caracteristica dependa
de uma interacdo complexa de mecanismos que inclui fisiologia, anatomia e
comportamento, 0s quais podem se tornar mais ou menos vantajosos, dependendo
do contexto ecolégico. O fato de que a combinacdo de cores laranja-vermelha tenha
sido relatada exclusivamente no Pacifico pode fornecer uma visdo importante sobre
a evolucdo da biofluorescéncia, especialmente considerando que os resultados do
presente estudo apontam para um contexto evolutivo, com uma maior diversificagao
de cores e combinacdes encontrada na regido do Pacifico.

Até o momento, o maior numero de espécies de peixes 06sseos
biofluorescentes foi encontrado na regido tropical. Isso inclui combinacdes de cores
como laranja-verde e laranja-vermelho, o que indica que essa diversidade pode
estar relacionada com a maior diversificacdo de espécies encontradas na zona
tropical. A hipGtese da "velocidade evolutiva" apoia essa conclusdo, dado a relacéo
positiva observada entre a diversidade genética e a temperatura do mar, baseado no
pressuposto de que temperaturas mais elevadas promovem taxas metabdlicas e de
mutacdo mais altas, o que por sua vez promove a diversificacdo genética e
eventualmente, a especiacdo (FINE, 2015). A hipétese "fora dos tropicos"” também
sustenta que as linhagens tendem a se originar nos trépicos, onde se diversificam
em massa, e depois se dispersam para regides temperadas, o que explicaria a
presenca das cores vermelho e verde mais comuns em latitudes mais altas
(ROLLAND et al., 2014). Tittensor et al. (2010) e Chaudhary et al. (2016) relataram
que a temperatura do mar é um preditor significativo da biodiversidade marinha,
incluindo a diversidade de peixes. Os resultados do presente estudo apoiam a
hipotese de que os peixes 0sseos das regides tropicais passaram por uma maior
diversificacdo de estratégias de biofluorescéncia, o que € sustentado pelas duas
hipéteses mencionadas anteriormente.

As comunidades de peixes marinhos tropicais abrangem mudltiplas interacdes
ecologicas, que sao consideradas importantes impulsionadoras da diversificacdo de
espécies (STUART-SMITH et al., 2013; LOBATO et al.,, 2014). Algumas dessas
interacdes ja foram vinculadas a biofluorescéncia, como no caso das interagfes
entre machos da espécie Cirrhilabrus solorensis (WARRANT; LOCKET, 2004), ou no
caso de tubarGes que exibem padrdes corporais fluorescentes sexualmente
dimérficos (GRUBER et al, 2016). Esses achados destacam como a

biofluorescéncia pode desempenhar um papel importante na ecologia marinha, e
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como sua evolucéo pode estar ligada a diversificacdo e especializacao das espécies
em seus habitats. Vale ressaltar que a escassez de estudos nas regides polares
provavelmente esta relacionada aos desafios de amostragem nesses ambientes,
especialmente por mergulho em temperaturas extremamente baixas.

A biofluorescéncia € um fendmeno generalizado tanto em peixes 6sseos
guanto em peixes cartilaginosos (SPARKS et al., 2014). Os estudos identificados na
presente busca na literatura relatam a existéncia de espécies biofluorescentes em
30 ordens de peixes 0sseos. A fluorescéncia € mais facil de detectar em peixes
pequenos e criptobénticos, o que pode ter influenciado nos nimeros de espécies
registradas em algumas ordens. Os Syngnathiformes foram a ordem com o terceiro
maior nimero de espécies biofluorescentes. Syngnathiformes sdo encontrados em
todas as regides, exceto na zona polar (DAWSON, 1985). Esta ordem teve sua
origem no Mar Tétis (STILLER et al., 2022), antes da separacdo dos continentes
(HOU; LI, 2018), e se dispersou inicialmente para o Oceano indico-Pacifico Central
(RENEMA et al., 2008).

O presente estudo registrou espécies biofluorescentes de Syngnathiformes em
todos os oceanos onde essa ordem € encontrada, indicando uma ampla distribuicéo
de biofluorescéncia neste grupo. Mais uma vez, a maior diversidade de cores e a
predominéancia de registros no Oceano Pacifico sdo consistentes com a origem da
ordem e sua maior diversidade atual. Embora os Syngnathiformes sejam
encontrados em aguas tanto tropicais quanto temperadas, mais espécies
biofluorescentes foram relatadas em ambientes tropicais, onde a diversidade de
espécies € maior, o que também apoia as hip6teses da “velocidade evolutiva” e “fora
dos tropicos”.

A ordem Syngnathiformes é composta por dez familias, e espécies
biofluorescentes foram registradas em nove dessas familias. A familia Syngnathidae
€ a que possui 0 maior numero de espécies biofluorescentes. Os dragbes-do-mar
(Draconettidae) sdo o uUnico grupo de Syngnathiformes em que a biofluorescéncia
ainda nado foi registrada, possivelmente porque esses peixes sdo encontrados
apenas na Australia, onde os estudos com biofluorescéncia ainda séo escassos. Os
cavalos-marinhos (Syngnathidae) tém o maior nimero de espécies biofluorescentes,
embora o grupo dos peixes-cachimbo seja o mais diversificado em termos de

espécies.



33

Os achados do presente estudo reforcam a hipotese de que a evolucédo da
biofluorescéncia em peixes 6sseos reflete processos adaptativos. A distribuicdo dos
padrbes biofluorescentes, especialmente a predominancia no Oceano Pacifico e o
gradiente latitudinal, com a concentracdo de espécies biofluorescentes na zona
tropical, apoia as hipoteses "fora dos tropicos” e "velocidade evolutiva". No entanto,
€ necessario reconhecer as limitagdes do presente estudo, uma vez que a busca na
literatura ndo distinguia entre estudos nos quais a fluorescéncia era visivel sem
excitacao artificial e aqueles nos quais a excitacéo por meio de filtros e lanternas era
necessaria. Isso pode ter uma influéncia significativa na capacidade de distinguir
tons de cor em determinadas profundidades. Ja que a cor tem uma funcéo ecolégica
importante nos peixes (MARSHALL et al., 2015), a biofluorescéncia pode também
desempenhar papéis ecolégicos ou comportamentais fundamentais em diferentes
grupos de peixes, porém futuros estudos sdo necessarios para avaliar se a
biofluorescéncia desempenha um papel vantajoso para 0s organismos, ou se € um
sinal filogenético que foi mantido ao longo da evolugdo. O presente estudo também
mostrou que a ordem Syngnathiformes é um bom modelo para futuras pesquisas,
uma vez que compreende um grupo de pequenos peixes criptobénticos capazes de
detectar comprimentos de onda biofluorescentes, com um grande nimero de taxons

biofluorescentes conhecidos distribuidos em muitas regides costeiras.
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2. O USO DE DIFERENTES FERRAMENTAS PARA ANALISE DE
BIOFLUORESCENCIA: CALIBRANDO OS METODOS DE ANALISE

2.1 Introducéao

A coloragdo desempenha um papel importante na ecologia animal, e a forma
como os padrdes de cores sdo percebidos variam de acordo com cada sistema
visual, e com o ambiente onde é transmitido (ENDLER, 1978). O espectro visivel
para humanos esta restrito a uma faixa de 380 a 700 nm, porém outros animais sao
capazes de perceber cores em outras faixas espectrais, se tornando muitas vezes
um desafio para a ciéncia analisar e compreender essas coloracoes.

O uso da espectrometria para analisar a biofluorescéncia é comum,
identificando as tonalidades exibidas pelas diferentes espécies (JUHASZ-DORA et
al., 2024). Porém, como ja discutido em trabalhos anteriores (STEVENS et al., 2007,
STEVENS,; STODDARD; HIGHAM, 2009), esse método apresenta desvantagens
pois € capaz de analisar pontos amostrais pequenos, dificultando a deteccédo de
padrées e apresentando limitacfes para sua utilizacdo em campo. Com isso, novas
técnicas fotogréficas estdo surgindo para quantificar como 0s animais véem o
mundo (TROSCIANKO; STEVENS, 2015; TEDORE; NILSSON, 2019, 2021,
GLENSZCZYK et al., 2022).

Evidéncias fotograficas sdo ferramentas muito importantes para descrever a
biofluorescéncia, sendo a principal fonte de evidéncia e uma das formas mais
importantes de documentacéo, pois apresentam padrdes e tendéncias complexas de
forma clara. Além da qualidade e boa iluminagdo das imagens, Gray e Karlsson
(2022) destacam a importancia de uma estimativa percentual da cobertura
fluorescente nos individuos observados para estudos futuros, e muitas vezes
quantificar com precisado a variacdo de cores e tonalidades de biofluorescéncia se
torna um desafio.

Capturar imagens de organismos biofluorescentes é outro desafio, ja que as
imagens sdo realizadas em ambiente escuro, iluminado apenas pelas fontes de luz
com o espectro de excitacdo, onde normalmente sdo utilizadas lanternas como
pontos de iluminagdo (SPARKS et al., 2014; VACCANI et al., 2019). Além disso, a
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complexidade do organismo a ser estudado também pode ser um fator que dificulta
a realizacdo das imagens. Animais vivos e com grande mobilidade se tornam
modelos mais complexos para analise, e como solucdo alguns estudos utilizam
placas acrilicas para limitar a mobilidade do animal (GRUBER; SPARKS, 2021), e
outros utilizam animais mortos e fixados (LUDT, CLARDY, 2022). Essas duas
alternativas sé@o funcionais para pesquisas que descrevam a biofluorescéncia em
determinadas espécies, mas perdem sua eficiéncia em estudos comportamentais,
pois podem mascarar as respostas exibidas pelos animais. Experimentos
comportamentais exigem a utilizacdo de métodos que minimizem a influéncia do
observador, e uma padronizacdo nos métodos de analise se fazem necessarios para
agregar robustez aos resultados encontrados.

A biofluorescéncia foi descrita pela primeira vez para duas espécies de
cavalos-marinhos em 2014 (SPARKS et al.,, 2014), e depois mais nove espécies
foram registradas (ANTHES et al., 2016; DE BRAUWER et al., 2018). Contudo, os
registros eram apenas listas de espécies e descricbes de cores exibidas.
Posteriormente, Vaccani et al. (2019) descreveu pela primeira vez padrbes de
biofluorescéncia para a espécie Hippocampus reidi Ginsburg 1933 em ambiente
natural e laboratério. Além das cores de biofluorescéncia exibidas pelos animais, séo
observadas também variacdes de tonalidades, relacionadas principalmente a cor
vermelha para esta espécie de cavalo-marinho (VACCANI et al., 2019).

Em meio ao crescente nimero de estudos relacionados a biofluorescéncia,
surge a necessidade de padronizacdo de métodos de analise de imagens. A
padronizacdo € importante para garantir a confiabilidade, consisténcia,
replicabilidade, além de possibilitar a comparacédo de estudos. Até 0 momento dois
softwares foram utilizados para quantificar a biofluorescéncia por meio de imagens:
o software PhotoQuad (VACCANI et al.,, 2019), e um script utilizado no Python
(HAKANSON et al., 2022). Porém, de acordo com Gray e Karlsson (2022) ainda ndo
existem métodos padronizados adotados pela comunidade cientifica para quantificar
a biofluorescéncia.

No presente trabalho avaliamos trés ferramentas de andlise de imagens de
biofluorescéncia, utilizando o cavalo-marinho Hippocampus reidi como modelo, e
visando a sugestdo de um método para padronizacdo das analises de imagens de

biofluorescéncia de animais vivos.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Area de Estudo

Os animais utilizados para os experimentos foram coletados manualmente
através de mergulho livre em profundidade de até 4m, durante os anos de 2021,

2022 e 2023. Os mergulhos foram todos realizados na praia da Urca (22°56" 33” S
-43°09° 27" 0), localizada na boca da Baia de Guanabara (Figura 2.1). A Baia de

Guanabara é uma das maiores baias costeiras do Brasil, cobrindo cerca de 381 km?
de superficie (Mayr et al., 1989), e apresenta sérios problemas de poluicdo e
eutrofizacdo, nos quais o primeiro sinal de deterioracdo é a baixa transparéncia das
aguas (SEA/UEPSAM, 2012). A praia da Urca possui aproximadamente 150 m de
extensdo, possui baixa declividade, e devido a sua localizacéo geografica € um lugar
protegido da acado direta das ondas (SOLA, 2003). Apés a coleta, os animais foram
acondicionados em sacos plasticos com a prépria agua do local e levados para o
Laborat6rio de Comportamento Animal e Conservacéo da Universidade Santa Ursula
(Licenca SISBio 25663-6). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Santa Ursula (CEUAUSU00004) e seguiu todos os
procedimentos padrdes adotados pelos Principios Eticos em Pesquisa Animal do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo (CONCEA).
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Figura 9 — Mapa da area de estudo onde foram amostrados individuos de cavalos-

marinhos Hippocampus reidi
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Legenda: Localizacdo do ponto de coleta e devolugdo dos animais utilizados no experimento.

2.2.2 Aguisicao das Imagens:

Os animais foram aclimatados e mantidos em aquarios de vidro de 51 x 41 x
25,5 cm por quatro dias dentro de uma condicdo de agua estavel (salinidade = 30-
32, pH: 8.0-8,2, amdnia e nitrito = 0,0, temperatura: 22 — 24°C, fotoperiodo 12h), e
foram alimentados duas vezes por dia com misidaceos coletados semanalmente em
ambiente natural. Foram utilizados vinte e quatro individuos de cavalos-marinhos,
sendo 12 machos e 12 fémeas. Todos os individuos foram limpos manualmente 48 h
antes das imagens serem realizadas. Para a limpeza, um pesquisador passou
levemente o dedo por todo o corpo do animal para remover algas que
ocasionalmente se fixam no corpo dos animais e podem camuflar o resultado da

biofluorescéncia.
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Foram inseridas placas acrilicas pretas presas ao fundo e nas laterais do
aguario, de mesma dimenséao do aquario, para reduzir a area util de deslocamento
dos animais e tornar possivel a realizagdo das imagens com maior qualidade. Apos
a aclimatacdo ao aquario, os cavalos-marinhos foram iluminados por dois periodos
de 15 minutos nas 24 h que antecederam a realizacdo das imagens para habitua-los
a luz direcional e reduzir comportamento de estresse durante as observacoes. Apos
realizagdo das imagens, todos os animais foram devolvidos ao mesmo local onde
foram capturados, conforme licenca SisBio (25663-6).

Para deteccédo e registro da biofluorescéncia, as imagens foram realizadas em
camara escura, fotografados com camera Nikon D300 e Canon EF 100mm f/2.8LIS
USM Macro lens, e utilizadas duas lanternas de 1600 lumens acopladas com os
respectivos filtros de excitacdo e barreira NigthSea para permitir a observacéo da

biofluorescéncia.

2.2.3 Anélises das imagens:

Para andlise, o fundo das imagens foi removido utilizando o software Adobe
Photoshop, mantendo na imagem apenas o cavalo-marinho para ser analisado e um
fundo utilizando a coloracdo de preto absoluto, com valor de Red, Green, Blue
(0,0,0) (RGB). O mesmo software foi utilizado para converter todas as imagens para
o formato de arquivo PNG. A selecédo de valores de RGB foi realizada através da
selecéo de pixels no Microsoft Paint 3D.

Todas as imagens foram analisadas em trés softwares (Software PhotoQuad, R
Studio com o pacote Patternize e Python), utilizando o percentual de cobertura da
biofluorescéncia verde e vermelha em H. reidi, através de métodos diferentes de
analise, para comparacdo dos resultados e discussdo de métodos ja utilizados na
literatura. Foram utilizadas as cores verde e vermelha, pois sdo as cores de
biofluorescéncia descritas anteriormente por Vaccani et al. (2019) para a espécie H.
reidi. A regido da cauda foi excluida das andlises por ser uma parte do corpo
utilizada para fixacdo ao substrato e os dados poderiam ser imprecisos.

No software PhotoQuad, os dados das imagens foram amostrados utilizando a

distribuicdo de 50, 100, 150 e 200 pontos aleatérios em duas regides do corpo de
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cada animal (cabeca e tronco) de acordo com as cores apresentadas. Os pontos
aleatorios foram classificados individual e manualmente de acordo com a cor de
biofluorescéncia exibida, representando o percentual da area de cada cor no corpo
do animal.

O segundo software utilizado foi o0 R Studio, com o pacote Patternize (VAN
BELLEGHEM et al.,, 2018). Foram gerados 24 pontos de referéncia no software
Image J para alinhamento de cada imagem. Durante a andlise foram utilizados o
RGB 171,77,20 representando a cor vermelha e RGB 110,172,3 representando a cor
verde. Apés andlise obteve-se a média representada por cada cor de
biofluorescéncia equivalente a cada RGB utilizado recobrindo o corpo do animal.
Além disso, foi gerada uma imagem para cada individuo de cavalo-marinho
representando a area ocupada pela biofluorescéncia no corpo do animal (Apéndice
B).

O terceiro software utilizado para analise foi o Python através do
desenvolvimento de um script, visando a analise de biofluorescéncia de animais
vivos e aquaticos. Apos a remocédo do fundo, foi realizada uma pesquisa de valores
de RGB gque representasse a variacao da tonalidade de cada cor de biofluorescéncia
utilizando os pixels da imagem e selecionando um valor de RGB da tonalidade mais
escura e mais clara para o vermelho e verde. Utilizou-se o calculo dos pixels pretos
(0,0,0) para realizar o célculo do percentual de cada cor no corpo do cavalo-marinho
excluindo o restante da imagem, representado pelo preto absoluto através do

seguinte calculo (Apéndice C):

% verde = Pixels verdes
Pixels totais — Pixels Pretos

% vermelho = Pixels vermelhos
Pixels totais — Pixels Pretos

2.2.4 Analise dos dados

Apos a classificacdo nos softwares, foi realizada uma analise descritiva para

cada uma das duas cores de biofluorescéncia exibidas pelos animais, descrevendo
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a média e o desvio padrdo representados por X + DP. Todos os dados foram
transformados para o arcoseno da raiz quadrada. Posteriormente, foi realizada
Andlise de Variancia Multivariada com teste pds-hoc de Tukey utilizando o software
Instat para identificar se havia diferenca significativa na biofluorescéncia expressa,
considerando 50, 100, 150 e 200 pontos aleatérios em cada imagem no software
PhotoQuad.

Para comparar as areas de biofluorescéncia no cavalo-marinho entre os
softwares sugeridos, utilizamos a metodologia de 100 pontos aleat6rios em valores
de proporcao no PhotoQuad e a propor¢cao da area da biofluorescéncia identificada
pelo Patternize e Python para cada cor. Foi realizado uma ANOVA com pos teste de
Tukey comparando as propor¢des do numero de pontos representando a area de
cada cor encontrados pelos dois softwares para avaliar a existéncia de diferencas

significativas entre os resultados obtidos com os diferentes métodos de analise.

2.3 Resultados

Um total de 24 cavalos-marinhos foram analisados, representados por 24
imagens. Os individuos apresentaram as duas cores de biofluorescéncia ja descritas
para a H. reidi: vermelha e verde. Os resultados dos softwares utilizados indicaram a
proporcdo de cobertura de cada cor no tronco e cabeca dos cavalos-marinhos
observados.

No software PhotoQuad, a cor vermelha apresentou maior propor¢cado media
com 150 pontos, e menor com 50 pontos (Figura 2.2), enquanto a cor verde
apresentou maior propor¢cdo média com 150 e 200 pontos e menor com 50 pontos
(Figura 2.3). A analise de variancia da propor¢do de cores de biofluorescéncia
mostrou que nao existe diferenca significativa entre as proporc¢des de 50, 100, 150 e
200 pontos aleatorios para ambas as cores (F vermeiho = 0.05306, df vermelho = 95, p
vermelho = 0.9838; F verde = 0.09141, df verde = 95, p verde = 0.9646) analisadas no
software PhotoQuad (Figura 2.4).
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Figura 10 — Proporcdo média da cor vermelha de biofluorescéncia para os
diferentes numeros de pontos analisados no cavalo-
marinho Hippocampus reidi.
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Legenda: Propor¢do média da biofluorescéncia vermelha para 50, 100, 150 e 200 pontos analisados
no software PhotoQuad.

Figura 11 — Proporcdo média da cor verde de biofluorescéncia para os
diferentes numeros de pontos analisados no cavalo-marinho
Hippocampus reidi.
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Legenda: Proporcdo média da biofluorescéncia verde para 50, 100, 150 e 200 pontos analisados no
software PhotoQuad.
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Figura 12 — Analise no software PhotoQuad para quantificar a biofluorescéncia no

cavalo-marinho Hippocampus reidi.
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Legenda: Distribuicdo de 100 pontos aleatorios no corpo do cavalo-marinho para anélise no software
PhotoQuad. Linha vermelha circulando &rea do corpo onde os pontos (amarelos) sdo lancados

aleatoriamente para deteccdo do percentual de cobertura da biofluorescéncia.

A proporcdo media resultante das analises do software Patternize foi de 0,131
+ 0,101 para o vermelho e 0,285 * 0,273 para o verde. Apds a andlise, foi gerada
uma imagem representando a area com o RGB investigado para cada individuo de

cavalo-marinho (Figura 2.5).
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Figura 13 — Imagem com RGB da cor vermelha para quatro individuos de cavalos-
marinhos analisados quanto a biofluorescéncia através do software
RStudio com o pacote patternize

Legenda: imagens resultantes do RGB correspondente a biofluorescéncia no corpo de quatro
individuos diferentes.

Na analise utilizando o Python, o intervalo que melhor representou a variacdo
da tonalidade vermelha foi o RGB 68,22,0 — 255,141,78, ja para a tonalidade verde
foi o RGB 25,118,1 — 110,173,3. Obteve-se como resultado uma propor¢cao média de
0,290 + 0197 para a cor vermelha e 0,201 + 0,142 para a cor verde. Além do
percentual da area equivalente a cobertura de cada cor de biofluorescéncia, o
software exibiu como resultado, uma imagem mostrando a area representada por

cada cor (Figura 2.6)
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Figura 14 — Imagem final com mascaras de identificacdo geradas pelo software
Python, para visualizacdo da biofluorescéncia no cavalo-marinhos Hippocampus
reidi

Original Image Black mask

Green Mask Red Mask

Legenda: Imagem gerada pelo software Python exibindo a imagem analisada; a area de cobertura
analisada; area representada pela cor de biofluorescéncia verde; e area representada pela
cor de biofluorescéncia vermelha.

A média das cores no PhotoQuad foi padronizada em 100 pontos percentuais
para a comparacdo entre os trés softwares (Tabela 2.1), pois houve uma

estabilizacao dos valores.

Tabela 1 — Area de cobertura de cada cor de biofluorescéncia do cavalo-marinho
Hippocampus reidi, comparando as trés ferramentas de analise.

PhotoQuad Patternize Python

Médiavermelho 0,592 0,131 0,290
Desvio Padraovermelno 0,392 0,101 0,197
Médiaverde 0,187 0,285 0,201

Desvio Padraoverde 0,158 0,273 0,142
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A ANOVA mostrou que existe diferenca extremamente significativa para a cor
vermelha entre os trés programas (df = 71, p < 0.0001) (Tabela 2.2). Ja a cor verde

nao apresentou diferenca significativa (df = 71, p = 0,1952).

Tabela 2 — Resultados da ANOVA para a cor vermelha de biofluorescéncia do
cavalo-marinho Hippocampus reidi, entre os softwares amostrados.

Diferenca
média a P
PhotoQuad X Patternize 0.4612 10.460 p <0.001
PhotoQuad X Python 0.3021 6.852 p <0.001
Patternize X Python -0.1591 3.608 p <0.05

2.4 Discussao

O uso da fotografia como estratégia para coleta de dados para pesquisas tem
sido amplamente evidenciado, uma vez que seu uso aumenta a qualidade dos
dados adicionando validade (ALVES et al., 2021), e capturando amostras pontuais
de forma rapida e ndo invasiva. Porém, a forma como essas imagens séo analisadas
€ crucial para agregar robustez aos resultados obtidos. O registro adequado da
biofluorescéncia representa um desafio nos estudos sobre o tema, pois sao
necessarias condicdes especificas de iluminacdo e equipamentos capazes de filtrar
seu espectro, tornando dificil a realizacdo das imagens. Existem técnicas detalhadas
para quantificar a biofluorescéncia utilizando a espectroscopia, através da medicao
de energia ou calculo da luz que incide e depois é emitida (IRIEL; LAGORIO, 2010;
MAZEL, 2017), porém é necessaria uma padronizacdo dos métodos existentes
guando imagens sao utilizadas como conjunto de dados, onde é possivel obter a
relacdo entre a visualizagdo da expressao da fluorescéncia e o organismo estudado,
sendo fundamental para estudos adicionais de inferéncias sobre possiveis funcdes
ecoldgicas relacionadas.

Os resultados do presente estudo indicaram diferencas no calculo da
representacdo da cor no tronco e cabeca dos cavalos-marinhos, sugerindo

diferentes eficiéncias na deteccdo dos tons. O software PhotoQuad € uma
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ferramenta de processamento de imagens criada para atender analises rapidas e
precisas de fotografias digitais, com foco especial em amostras de quadrat
(TRYGONIS; SINI, 2012). Esse método € utilizado para avaliar a composicao,
abundancia e diversidade de espécies (BUSSOTTI et al., 2006), padrdes espaciais
(TEIXIDO et al., 2002), monitoramento de mudancas ambientais (ROGHI et al.,
2010), e foi utilizada recentemente para analisar a biofluorescéncia adquirindo o
percentual de cobertura das cores exibidas através de pontos aleat6rios no corpo do
animal (VACCANI et al., 2019).

Em sua esséncia, o PhotoQuad apresenta uma interface intuitiva, facilitando o
uso pelo pesquisador, porém como a categorizacdo dos pontos é feita de forma
manual, demanda de um tempo maior para a analise de imagens. Além disso, existe
uma subjetividade na categorizacdo: como a cor da biofluorescéncia é classificada
manualmente, no caso da iluminacdo ndo ser ampla e harménica em todo o corpo
do animal, é possivel que o pesquisador indique uma cor ndo representada pela
imagem. Nossos dados néo detectaram diferenca entre 50, 100, 150 e 200 pontos
aleatérios para andlise do percentual de cobertura da biofluorescéncia no cavalo-
marinho H. reidi, identificando que a classificacdo com 50 pontos aleatérios
representa a biofluorescéncia total do corpo do animal assim como 200 aleatérios,
tornando possivel o uso de menos pontos e consequentemente diminuindo o tempo
de analise das imagens. O estudo de caso relatou um percentual de pouco mais da
metade do corpo do animal com fluorescéncia vermelha e com 16% do recoberto por
fluorescéncia verde.

Ja o pacote Patternize € uma abordagem utilizada para quantificar a variacao
de padrdes de cores em imagens 2D fornecendo utilidades para extrair, transformar
e sobrepor padrdes de cores (VAN BELLEGHEM et al., 2018). Possui uma interface
menos intuitiva, porém uma avaliacdo automatizada e rapida das imagens
analisadas. Para a sobreposicédo das imagens, é necesséria a insercdo manual de
pontos de referéncias para cada imagem, e no caso dos cavalos-marinhos foi
necessario um maior numero de pontos quando comparado ao utilizado pelos
autores na descricdo do método. Isso ocorreu devido ao fato de que os animais
apresentaram diversas posturas diferentes nas imagens obtidas. Nao foi possivel
aplicar no script a variacdo entre as tonalidades para cada cor de biofluorescéncia,
sendo necessario um valor de RGB para cada cor de biofluorescéncia por imagem,

impossibilitando a geracdo de um mapa unico de calor representando a &rea comum
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de biofluorescéncia no corpo de todos os individuos analisados. Essa limitacdo do
uso de um conjunto Unico de tonalidades no script pode ter subestimado o
percentual de cobertura dos tons de fluorescéncia identificados que possuem maior
amplitude de variagéo, como o vermelho. Esse fator pode ter refletido na cobertura
subestimada de 17% de vermelho e, por outro lado, pode ter representado mais
precisamente o verde, que pouco teve variagdo em seus tons, tendo 28% de area
corporal.

O Python foi o terceiro software utilizado para comparar os métodos. O
software também apresenta uma interface pouco intuitiva, mas permite a
automatizacdo das analises e a possibilidade de inserir uma variacdo de RGB entre
as diferentes intensidades. Essa caracteristica é de fundamental importancia ja que
a biofluorescéncia € expressa com intensidades diferentes no corpo do animal
(WUCHERER; MICHIELS 2012). Ao final da analise, assim como o Patternize, o
script do Python gera uma imagem com a localizacdo da biofluorescéncia no corpo
do animal equivalente a cada cor, sendo possivel avaliar se a faixa de variacdo de
RGB utilizada representa de forma mais aproximada as variacbes da
biofluorescéncia nas imagens analisadas, indicando um percentual de cobertura de
29% de vermelho e de 20% de verde. O software Python foi sugerido anteriormente
como ferramenta para analise de biofluorescéncia (HAKANSON et al.,, 2022). Os
referidos autores analisaram uma espécie de esquilo voador (Glaucomys Volans),
sendo todos os individuos encontravam-se mortos e fixados. Para o ajuste das
coloracbes da imagem, os autores utilizaram um cartdo de correcdo de cor, e
aplicaram uma transformacédo do espaco de cor RGB para o espaco CIELAB, que
visa tornar a diferenga perceptivel pelo olho humano. Conforme os autores mesmo
citam, esse espaco de cores ainda nao € uniforme para tons de verde, 0 que seria
uma dificuldade para analisar a biofluorescéncia do cavalo-marinho. A utilizacdo do
cartdo de correcdo de cores € uma outra limitacdo para ser utilizado com animais
marinhos onde as imagens sado realizadas dentro da agua e com animal vivo. De
acordo com essas diferencas, recomendamos no presente trabalho um script
baseado nessas novas condicoes.

Todos os trés softwares aqui analisados possuem vantagens e desvantagens, e
0 objetivo da andlise, o objeto de estudo, e o ambiente onde as imagens sao
realizadas devem ser levados em consideracdo para a escolha do método mais

adequado. O PhotoQuad possui uma visdo mais subjetiva, jA que o pesquisador
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indica a cor da biofluorescéncia expressa; além de ser manual e demandar maior
tempo de andlise dos dados. Ele tem a vantagem de ter uma interface mais simples,
ndo sendo necessario nenhum conhecimento prévio de programacdo, quando
comparado aos outros dois programas. O pacote Patternize utilizado no software R,
apesar de possuir uma interface mais complexa, apresenta a vantagem da geracao
de um mapa de calor sendo uma boa aplicagcdo no caso de investigar a relacao da
biofluorescéncia e as partes do corpo do animal, detectando uma possivel resposta
a diferentes contextos, ou padrdes naturais. Porém, no script que utilizamos a
geracdo do mapa sO é possivel se as imagens possuirem um RGB Unico para cada
cor de biofluorescéncia. Para capturar as variacbes de RGB € necessaria uma
alteracdo no script que se torne capaz de representar as variagdes de tonalidades
para cada cor de biofluorescéncia. Sendo assim, o Patternize pode nao ser o melhor
meétodo para analisar individuos com muitas variacdes de tonalidades como o caso
do vermelho no cavalo-marinho, mas um bom modelo para o verde, que nao
apresenta tanta variacdo e é mais localizado em pequenas regides do corpo. Ja o
Python ndo apresenta uma interface tdo simples quando o PhotoQuad, porém
possui comandos mais simples do que o Patternize, além de representar bem as
tonalidades de biofluorescéncia por meio da variacdo de RGB. A Unica desvantagem
€ a necessidade de encontrar previamente as faixas de RGB limites que
representem bem cada tonalidade. Esse método se mostrou eficiente no caso do
cavalo-marinho, e acreditamos ser eficiente para ser aplicado a outros organismos
marinhos vivos, tanto em ambiente controlado como em ambiente natural.

Quando as imagens séao utilizadas como conjunto de dados, € necessario que
as condi¢des sejam iguais para todas as imagens, e no caso da biofluorescéncia, a
iluminacéo € um fator chave. O cavalo-marinho é um animal que possui 0 corpo com
muitas angulagdes, dificultando uma iluminagao uniforme com pouca fonte de luz. A
baixa iluminacdo gera pontos escuros no corpo do animal onde a biofluorescéncia
seria mais bem visualizada com melhor iluminacdo, o que pode fazer com que o
software escolhido para analise nédo represente uma relacéo correta com a area do
corpo. Minimizamos esse efeito com o uso de duas lanternas e deixando o feixe de
luz mais amplo possivel, porém cada caso deve ser analisado individualmente.
Trabalhar com o animal vivo ainda dificulta a homogeneizacao da iluminacéo, pois a
movimentacdo do organismo também podera influenciar na incidéncia de luz,

podendo refletir nos resultados das imagens captadas.
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De acordo com Hakanson et al. (2022) ainda ndo existem protocolos
padronizados para documentar e quantificar a biofluorescéncia, ainda mais para
documentar organismos vivos. No caso do cavalo-marinho, alvo do presente estudo.
o0 método com o script desenvolvido no software Python se mostrou mais apropriada,
produzindo resultados eficientes podendo ser uma alternativa importante para a
analise de biofluorescéncia. Portanto esperamos contribuir com as caracteristicas de
cada método avaliado, tornando possivel melhorar a aplicabilidade e sugerindo uma
possivel técnica para ser adotada por pesquisadores para padronizar esse tipo de

analise e contribuir para futuras analises.
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3. BIOFLUORESCENCIA COMO RESPOSTA COMPORTAMENTAL EM
CAVALOS-MARINHOS: RELACAO ENTRE PERSONALIDADE E DIFERENTES
CONTEXTOS

3.1 Introducéao

A comunicagao se baseia na transferéncia intencional de informagao entre um
emissor e um receptor (BRADBURY; VEHRENCAMP, 1998), e possui grande
importancia, pois desempenha um papel crucial na adaptacédo e sobrevivéncia das
espécies em seus ecossistemas. A principal ferramenta basica da comunicacédo sao
displays, que em diferentes sequéncias e combinagbes, sdo usados em muitas
interag@es intra e interespecificas (HEBETS; PAPAJ, 2005). Existe uma variedade de
displays envolvendo sistemas sensoriais e comportamentos de sinalizacao
(ENDLER, 1992), que evoluiram para que 0s animais possam tomar decisdes
baseadas na sinalizacdo de comportamento (ENDLER, 1993), podendo ajudar a
explicar a sobrevivéncia de determinadas espécies a condi¢cbes adversas.

Os individuos de uma populacdo apresentam ao longo do seu desenvolvimento
diferencas no comportamento conforme as diferentes experiéncias que vivenciaram
ao longo da vida. A variacdo individual em resposta a diversos contextos pode ser
explicada muitas vezes pela sindrome comportamental, também conhecida como
personalidade animal (SIH et al., 2004). Definimos aqui personalidade animal como
as diferencas individuais de comportamento que sao consistentes ao longo do tempo
e em diferentes contextos (STAMPS; GROOTHUIS, 2010). Esse comportamento
individual molda o comportamento populacional e consequentemente o
comportamento da espécie, ja que a variedade de personalidades, assim como a
plasticidade dos individuos pode afetar o sucesso das populagbes (RESENDE,
2020). Um exemplo é a existéncia de uma tendéncia a especializagédo de tarefas
dentro de uma populacdo baseada na personalidade individual, como no caso das
aranhas da espécie Anelosimus studiosus, onde as fémeas agressivas realizam a
funcdo de reparo da teia, captura de presas e defesa da colbnia, enquanto fémeas
‘timidas’ se especializaram no cuidado parental (GRINSTED et al., 2013; WRIGHT et

al., 2014). Varias respostas comportamentais sdo importantes para a classificacao
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da personalidade; assim, a personalidade ‘timida’ é geralmente representada por
animais mais cautelosos, sdo menos agressivos, tendem a ser neofdbicos
(KOOLHAAS et al.,, 2007) e tendem a nao sair dos grupos em busca de novos
recursos (PIKE et al., 2008; MICHELENA et al., 2009). Em contraste, animais
‘ousados’ possuem comportamentos mais ativos e exploratérios, tendem a ser
neofilos e agressivos com membros da mesma espécie (DOUGHERTY; GUILLETE,
2018), e essas caracteristicas podem resultar em maior sucesso reprodutivo e
menor sobrevivéncia (REALE et al., 2010).

O sucesso reprodutivo também esté relacionado a coloracbes exibidas pelos
animais, que também sdo uma caracteristica importante nas relacdes intra e
interespecificas, incluindo a comunicagéo entre varios grupos de animais (HOUDE;
ENDLER, 1990; CUTHILL et al., 2017). A cor do animal pode ter funcdo social e
estar associada a diversas estratégias comportamentais (CALSBEEK et al., 2010).
Uma grande variedade de vertebrados utiliza padrdo de cores para se comunicar e,
dentre eles, os peixes apresentam uma grande diversidade de comportamentos e
complexidades (KING et al., 2022). Muitas espécies de peixes utilizam a coloracéo
como importante ferramenta de comunicacado, incluindo mimetismo, camuflagem,
identificacdo intraespecifica e corte (HAYASHY et al., 2022).

Entre as espécies de peixes recifais, os cavalos-marinhos sdo conhecidos pela
sua notavel capacidade de mudar de coloragdo em contextos de comunicacao,
como durante o processo de corte e para camuflagem. O cavalo-marinho-do-
focinho-longo Hippocampus reidi Ginsburg 1933 € uma das trés espécies de
cavalos-marinhos encontradas ao longo da costa brasileira (LOURIE et al., 1999;
ROSA et al., 2007; FRERET-MEURER et al., 2018). Esses animais habitam aguas
costeiras rasas (ROSA et al.,, 2007), que constituem um ambiente complexo com
variagdo significativa na intensidade da luz e na penetragcdo do comprimento de
onda (KIRK, 1985).

O ambiente aquatico difere significativamente do ambiente terrestre no que diz
respeito a transferéncias de informagbes para comunicagdo (PITCHER, 2012).
Regides rasas e claras fornecem condigcbes para pistas visuais como fonte de
informacdes rapidas e confiaveis, enquanto regides de aguas turvas falham nesse
tipo de comunicacdo. Além disso, o0 aumento da profundidade influencia diretamente
na luminosidade, onde comprimentos de onda mais longos do espectro de luz séao

rapidamente absorvidos e espalhados nas primeiras camadas de agua, enquanto
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comprimentos mais curtos conseguem penetrar até maiores profundidades, podendo
passar de 60 metros (FROMMEN, 2019).

Essas caracteristicas do ambiente marinho favorecem o wuso da
biofluorescéncia por diversos animais. Este fendmeno ocorre quando organismos
sdo capazes de absorver comprimentos de onda de luz, transformar e reemitir em
um comprimento de onda maior ou menor, resultando visualmente em diferentes
cores (SPARKS et al.,, 2014). Diversas cores ja foram descritas em vertebrados
biofluorescentes: verde, vermelha, laranja (SPARKS et al., 2014), amarelo
(MCGRAW et al., 2007), rosa (KOHLER et al., 2019) e azul (TABOADA et al., 2017).

Os peixes sdo modelos eficientes para compreender melhor o uso da
biofluorescéncia pois sdo animais visuais e capazes de detectar a fluorescéncia
(HEINERMANN, 1984). Pouco se sabe sobre as func¢des da biofluorescéncia para
espécies marinhas, mas até o momento algumas funcgdes ja foram descobertas em
diversos grupos de vertebrados, sugerindo que a biofluorescéncia pode ter funcdes
ecolégicas importantes como na escolha do parceiro reprodutivo em papagaios
(ARNOLD et al.,, 2002), estratégia de defesa contra predadores em borboletas
(OLOFSSON et al, 2010), dimorfismo sexual em peixes (COHEN; SUMMERS, 2022)
e salamandras (ANTHONY et al., 2023) e reconhecimento intraespecifico em peixes
(KALB et al., 2015).

O objetivo do presente estudo foi investigar se a biofluorescéncia exibida pelo
cavalo-marinho H. reidi funciona como um fator de resposta para dois contextos

experimentais: a insercdo de um objeto novo e a predacao.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Area de estudo

A Baia de Guanabara é um estuério tropical (VALENTIN et al., 1999) localizado
na cidade do Rio de Janeiro o qual abriga uma série de ambientes como praias
arenosas, manguezais e costdes rochosos ao longo do seu gradiente marinho-

estuarino. Este estuario apresenta serios problemas de poluicdo e eutrofizacdo



59

(SEA/UEPSAM, 2012). A praia da Urca (22°56°33,71” S - 43°09°27,77” W) (Figura
3.1) € uma praia arenosa situada no lado oeste, proximo a entrada da Baia de

Guanabara, onde prevalecem as condi¢gdes marinhas (KJERFVE et al., 1997).

Figura 15 — Mapa da area de estudo onde foram amostrados individuos do cavalo-

marinho Hippocampus reidi.
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Legenda: Localizacdo do ponto de coleta e devolugao dos animais utilizados no experimento.

3.2.2 Captura dos Animais

Espécimes de cavalos-marinhos da espécie H. reidi foram capturados por meio
de mergulho livre na Praia da Urca durante os anos de 2021, 2022 e 2023 (Licenca
SISBio 56695-1). ApoOs a captura, 0os animais foram transportados em saco plastico
contendo agua do local até o Laboratério de Comportamento e Conservacdo Animal

da Universidade Santa Ursula, RJ. Eles foram entéo isolados por 72 horas antes do
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inicio dos experimentos para evitar respostas comportamentais ao estresse. Foram
realizadas coletas de modo a se obter o mesmo numero de individuos de cavalos-
marinhos de personalidade timida e ousada. Ap0s o0s experimentos, todos o0s
animais foram devolvidos ao local de captura original, de acordo com a licenca do
SisBio. Este estudo recebeu aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Santa Ursula (CEUAUSUO00004) e seguiu todos os procedimentos
padréo definidos pelos Principios Eticos em Pesquisa Animal do Conselho Nacional
de Controle de Experimentagéo (CONCEA).

Todos os individuos capturados foram aclimatados e isolados em aquarios de
vidro de 51 x 41 x 25,5 cm. Testes semanais foram realizados previamente para
avaliar as condicbes de temperatura, pH, salinidade, nitrito e amonia, sendo
mantidas em condi¢Oes ideais (pH entre 8,0 e 8,2, nitrito e amdnia de 0 a 0,25 ppm,
salinidade variando entre 30 e 34, temperatura entre 24 e 27°C). Os aquarios foram
mantidos com aeracdo constante e substrato artificial. Os cavalos-marinhos foram
alimentados diariamente com mysidaceos e mantidos isolados por mais 48 horas

antes dos procedimentos experimentais.

3.2.3 Experimento para identificacdo da personalidade

Inicialmente foram realizados experimentos para caracterizar a personalidade
dos cavalos-marinhos através de trés testes comportamentais. Esses testes foram
realizados individualmente e seguiram o protocolo proposto por Freret-Meurer e
Alves (2018). O protocolo envolveu submeter os individuos a trés contextos:
avaliacdo de comportamento exploratorio, onde o individuo de cavalo-marinho era
inserido em um aquario com novos substratos, e avaliado o comportamento de
exploragédo (quando o individuo nadava pela aquéario explorando o novo ambiente)
ou protecao (quando o animal se manteve em um unico ponto do aquario); avaliacéo
de neofilia/neofobia onde foi inserido um objeto novo (tubo vermelho) e analisado se
o0 animal se aproximava do objeto como forma de inspecdo, ou se se mantinha
afastado; e a avaliacdo de comportamento antipredatério, onde foi avaliado se
durante a captura e imobilizacdo o animal permanecia imovel ou apresentava o

comportamento de tentar retaliacdo (Figura 3.2 a 3.4). A personalidade foi
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classificada conforme matriz formada pelos resultados binarios dos trés contextos
aplicados. ApoOs a identificacdo da personalidade, os cavalos-marinhos foram
novamente isolados por 72 horas antes de prosseguirem com 0S experimentos de
biofluorescéncia

Figura 16 — Experimento de identificacdo da personalidade dos cavalos-marinhos
Hippocampus reidi em contexto exploratério

Legenda: Primeiro experimento de personalidade para identificar o comportamento de exploracdo ou
protecdo do cavalo-marinho.

Figura 17 — Identificacdo da personalidade dos cavalos-marinhos Hippocampus reidi

no contexto de neofilia/neofobia.
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Legenda: Segundo experimento para identificagcdo de personalidade, através da avaliacdo de
neofilia/neofobia com o tubo vermelho

Figura 18 — Identificacdo da personalidade dos cavalos-marinhos Hippocampus reidi
para avaliagdo de comportamento antipredatorio.

Legenda: Terceiro experimento para avaliacdo da personalidade, com o contexto de avaliar o
comportamento de retaliacdo ou ndo retaliagdo apds o animal ser imobilizado pela mao do
pesquisador.

3.2.4 Experimentos de Biofluorescéncia

Apés isolamento de 72 horas e auséncia de comportamentos relacionados ao
estresse, como movimentos estereotipados de natacdo ou frequéncia respiratoria
elevada (>40 batimentos operculares por minuto) (FRERET-MEURER et al., 2020),
foram realizados os experimentos de biofluorescéncia. Durante as 24 horas iniciais
anteriores aos experimentos, os cavalos-marinhos foram expostos as condi¢cdes
experimentais de luz para visualizacdo de biofluorescéncia durante duas sessfes de

15 minutos.
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Para realizar os experimentos de biofluorescéncia, cada cavalo-marinho foi
colocado em aquérios individuais e as imagens foram capturadas em uma camara
escura. A fotografia foi realizada usando uma camera Nikon D300 emparelhada com
uma lente Macro Canon EF 100mm f/2.8LIS USM. Duas lanternas de 1600 lumens
foram usadas com respectivos filtros de barreira (exposicdo azul royal: ~450 nm) e
um filtro de barreira amarelo que bloqueia completamente a excitacdo refletida dos
comprimentos de onda de 440-460 nm.

Antes de qualquer intervencao, foi tirada uma fotografia para registrar a
biofluorescéncia do animal sem nenhuma interferéncia, que foi utilizada como
controle em ambos 0s experimentos. Posteriormente, um novo objeto, representado
por uma caneca, foi inserido no local oposto do aquario ao cavalo-marinho (Figura
3.5). Durante a avaliagdo do comportamento de neofilia ou neofobia, foi tirada outra
fotografia da resposta de biofluorescéncia do cavalo marinho ao estimulo. A neofobia
foi considerada quando o cavalo-marinho permaneceu imével e/ou se distanciou do
objeto introduzido, enquanto a neofilia foi reconhecida quando o individuo se

aproximou do novo objeto.

Figura 19 — Experimento de Biofluorescéncia versus Personalidade em cavalos-
marinhos Hippocampus reidi



64

Legenda: (A) Individuo de cavalo-marinho H. reidi durante o controle; (B) individuo durante o
experimento com o objeto novo.

Logo apds o primeiro experimento com o objeto novo, o segundo experimento
foi conduzido e a fotografia foi tirada quando um pesquisador inseriu a mao no
aquario e segurou o0 cavalo-marinho, simulando uma predagdo por

aproximadamente 30 segundos (Figura 3.6).

Figura 20 — Tratamento do experimento agonistico com cavalos-marinhos
Hippocampus reidi
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Legenda: Biofluorescéncia exibida por um individuo de cavalo-marinho sendo imobilizado pela mé&o

do pesquisador durante o tratamento do experimento agonistico.

3.2.5 Andlise dos dados

Os resultados dos experimentos para identificacdo da personalidade foram
planilhados em uma matriz de dados e os animais foram classificados em timidos e
ousados.

As imagens foram tratadas com software Adobe Photoshop a partir da remocéao
do fundo de todas as imagens, mantendo apenas o cavalo-marinho e o resto da
imagem com fundo preto RGB (0,0,0). As partes do corpo incluidas na andlise foram
cabeca e tronco, ja que a cauda muitas vezes esta presa ao substrato
impossibilitando a realizacdo das imagens. Todas as imagens foram analisadas no
software Python utilizando script para analisar biofluorescéncia sugerido no capitulo
2, considerando a variagao para tonalidade vermelha o RGB (68,22,0 — 255,141,78),
e a variacdo da tonalidade verde o RGB (25,118,1 — 110,173,3).

Inicialmente foi realizada uma estatistica descritiva representada por média +
desvio padrdo do percentual de cobertura para cada cor de biofluorescéncia. Para
analisar se individuos ‘timidos’ e ‘ousados’ modificam o padrdo de biofluorescéncia
na presenca do objeto novo utilizou-se o teste t de Student com amostras pareadas
para ambas as cores de biofluorescéncia. A diferenca entre as personalidades e

cores de biofluorescéncia exibidas pelos cavalos-marinhos na resposta ao
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tratamento foram testadas através do teste t de Student para amostras
independentes, considerando que todos dados passaram no teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov.

A relacdo entre a resposta ao experimento com o objeto novo para ambas as
personalidades, assim como o comportamento de neofilia ou neofobia e os sexos,
foram testados com cores de biofluorescéncia exibidas pelos animais. Subtraimos o
valor da biofluorescéncia durante o tratamento pelo valor da biofluorescéncia exibida
durante o controle com as duas cores, e para verificar se houve diferenca entre as
personalidades e comportamentos foi utilizado o teste t de Student ndo pareado com
correlacédo Welch.

Para verificar se existiu diferenca entre o tratamento e o controle durante o
experimento agonistico foi realizado um teste t de Student pareado para ambas as
cores de biofluorescéncia.

Verificou-se se houve diferenca significativa entre o controle e os dois
tratamentos, representados por t1l (objeto novo) e t2 (agonistico) através de uma
ANOVA de medida repetida, seguida de teste pds-hoc de Tukey.

Para avaliar se os dados amostrais forneceram evidéncias robustas, foi
realizado uma andlise de poder estatistico com uso do G-Power, e o nivel de

significancia utilizado nas analises foi de 95%.

3.3 Resultados

Apos os experimentos de identificagdo de personalidade, foram selecionados e
utilizados doze individuos de cavalos-marinhos de cada personalidade, que foram
analisados de acordo com a expressao das cores de biofluorescéncia em relacéo ao
objeto novo para verificar se houve diferenca no padrdo das cores de
biofluorescéncia exibidos na presenca do objeto. Animais com personalidade
‘timida’, apresentaram uma média de 14,45 + 15,57% do corpo com a cor vermelha
no controle, e 29,06 + 22,23% no tratamento. J& a cor verde média representou 6,37
*+ 7,47% no controle e 9,05 + 10,52% no tratamento. Individuos de personalidade
‘ousada’ apresentaram meédia de 7,50 = 7,62% do corpo na cor vermelha no

controle, e no tratamento 14,63 + 15,72%. A cor verde representou um total de 5,11 +
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4,65% do corpo do animal no controle, enquanto o tratamento apresentou 2,87 +
2,87%. Foi encontrada uma diferenca significativa no padréo de biofluorescéncia dos
cavalos-marinhos ‘timidos’ em relacdo ao objeto novo e a biofluorescéncia na cor
vermelha (t = 2,700, df = 11, p = 0,02: Power test: 45,4%), porém a cor verde nao
apresentou diferenca significativa (t = 1,039, df = 11, p = 0,3213: Power test: 96,4%),
indicando que individuos de personalidade ‘timida’ ndo modificaram o padrédo de
biofluorescéncia na presenca do objeto novo. Os individuos de personalidade
‘ousada’ ndo apresentaram diferenca significativa para a cor vermelha (t = - 1,469, df
=11, p = 0,1698: Power test: 7,6%), nem para a cor verde (t = 1,575, df = 11, p =
0,1436: Power test: 90%).

Analisando a resposta dos individuos ao experimento, observamos que
individuos de personalidade ‘timida’ exibiram uma diferenga média entre o
tratamento e o controle de 14,61 + 23,20% para a cor vermelha, havendo um
aumento no percentual da area com biofluorescéncia vermelha na presenca do
objeto novo. Uma diferenca média 2,68 + 7,92% foi observada para a cor verde,
indicando um aumento no percentual da area com biofluorescéncia na presenca do
objeto novo. Ja os individuos de personalidade ‘ousada’ exibiram uma diferenca
média de 7,13 £ 13,59% para a cor vermelha, indicando um aumento no percentual
da area com biofluorescéncia vermelha na presenca do objeto novo e 2,24 + 4,34%
para a cor verde, indicando uma reducdo no percentual da é&rea com
biofluorescéncia na presenca do objeto novo. Os cavalos-marinhos com ambas as
personalidades nao diferiram significativamente na resposta ao tratamento com o
objeto novo para a cor vermelha de biofluorescéncia (0,9628, df = 17, p = 0,3491.
Power test: 13%) nem para cor verde (t = 1,888, df = 17, p = 0,0762: Power test:
10,7%).

Os animais que apresentaram o comportamento de neofilia apresentaram no
controle a média de 10,67 + 10,34% e no tratamento 25,13 + 21,07% de area do
corpo com biofluorescéncia vermelha. A diferenca média de 14,45 + 17,57% indicou
gue houve um aumento no percentual da area para animais que se aproximavam do
objeto novo. Os mesmos animais que apresentaram comportamento de neofilia,
apresentaram durante o controle a média de 3,01 + 3,31% e durante o tratamento,
3,78 + 5,75% de area do corpo com biofluorescéncia verde. A diferenca média de
0,77 + 5,22% indicou que também houve um aumento no percentual da area com

biofluorescéncia verde para animais que se aproximaram do objeto novo. Ja os
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animais que apresentaram o comportamento de neofobia em relacédo ao objeto novo
exibiram uma meédia de 11,40 + 15,64% de area de cobertura vermelha durante o
controle e 17,25 + 19,06% durante o tratamento. A diferenca média de 5,85 *
20,67% indicou o aumento no percentual da &rea com biofluorescéncia vermelha
nos animais que nao se aproximaram do objeto novo. Os mesmos animais com
comportamento neofobico apresentaram, durante o controle, 9,55 + 7,21% de area
do corpo com biofluorescéncia verde e durante o tratamento, 9,00 + 10,27. A
diferenca média de -0,55 + 8,68% indicou uma reducdo no percentual da area com
biofluorescéncia verde. Os comportamentos de neofilia e neofobia também néo
tiveram relacéo significativa com as cores vermelha (t = 1,069, df = 17, p = 0,3000:
Power test: 24,7%) e verde (t = 0,4298, df = 13, p = 0,6744: Power test: 18,37%).

Os cavalos-marinhos machos apresentaram uma média de biofluorescéncia
vermelha de 14,20 + 15,33% no controle e 24,83 + 18% no tratamento, exibindo um
aumento médio de sua area corporal com biofluorescéncia vermelha, de 10,64 *
19,43%. A biofluorescéncia verde nos machos teve uma média 3,39 * 3,98% durante
o controle e 5,21 + 8,40% ap0ds o tratamento, exibindo uma resposta média de 1,82 +
6,69% a mais na sua area corporal com a cor verde. As fémeas de cavalo-marinho
exibiram uma média de 7,75 = 8,31% para a biofluorescéncia vermelha durante o
controle e 18,85 * 22,62% durante o tratamento, com uma diferenca média de 11,10
+ 19,38% a mais na sua area de cobertura apdés o tratamento. Para a
biofluorescéncia verde, apresentaram uma média de 8,08 + 7,10% no controle e 6,71
*+ 8,25% no tratamento, com uma resposta média de reducdo de 1,37 £+ 6,67% ha
biofluorescéncia verde apés o tratamento. Nao houve diferenca entre 0s sexos em
relacdo a cor vermelha (t = 0,05827, df = 21, p = 0,9541: Power test: 8%), nem para
a cor verde (t = 1,169, df = 21, p = 0,2554: Power test: 6,7%).

Os vinte e quatro individuos de cavalo-marinho analisados durante o
experimento agonistico apresentaram uma média do percentual de area do corpo de
12,56 + 13,1% com a cor vermelha durante o controle e 30,63 + 21,95% durante o
tratamento. Ja a cor verde representou a média de 4,56 + 4,86% do corpo dos
animais durante o controle e 1,04 + 2,68% durante o tratamento. A biofluorescéncia
vermelha exibida pelos cavalos-marinhos durante o experimento agonistico
apresentou diferenca significativa entre o controle e tratamento (t = 4,891, df = 23, p
< 0,0001: Power test: 97%), assim como para a biofluorescéncia verde (t = 4,849, df
=23, p < 0,0001: Power test: 98,5%).



69

Considerando que os experimentos com o objeto novo e de predacao foram

sequenciais, realizamos uma ANOVA de medidas repetidas para verificar variagdes

significativas entre todos os tratamentos. Os resultados mostraram uma diferenca

significativa para a cor vermelha (p < 0,0001) (Figura 3.7) (Tabela 3.1) e para a cor
verde (p = 0,0002) (Figura 3.8) (Tabela 3.2).

Figura 21 — Média de biofluorescéncia vermelha exibida pelos cavalos-
marinhos Hippocampus reidi durante os experimentos controle,
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Legenda: Média de area corporal com biofluorescéncia vermelha durante o controle e os dois
tratamentos realizados. T1 — tratamento objeto novo e T2 — tratamento agonistico.

Tabela 3 — Resultados da ANOVA de medida repetida para a cor vermelha entre o
experimento controle e os dois tratamentos. TO: controle, T1: tratamento

objeto novo, T2: tratamento agonistico.

Diferenca
média g P
TOXT1 -0,1744 4,508 p <0,01
TOX T2 -0,2959 7,649 p < 0,001
T1XT2 -0,1215 3,141 p > 0,05
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Figura 22 — Média de biofluorescéncia verde exibida pelos cavalos-marinhos
Hippocampus reidi durante os experimentos controle, objeto
novo (T1) e de predacao (T2).
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Legenda: Média de &rea corporal com biofluorescéncia verde durante o controle e os dois
tratamentos realizados. T1 — tratamento objeto novo e T2 — tratamento agonistico.

Tabela 4 — Resultados da ANOVA de medida repetida para a cor verde entre o
experimento controle e os dois tratamentos. TO: controle, T1: tratamento
objeto novo, T2: tratamento agonistico.

3.4 Discussao

Diferenca
média a P
TOXTL -0,01600  0,6617 p > 0,05
TOXT2 0,1282 5,302 p <0,01
T1XT2 0,1442 5,964 p < 0,001

O presente trabalho analisou a biofluorescéncia expressa pelo cavalo-marinho

da espécie H. reidi, avaliando experimentalmente a relagdo entre a personalidade

dos animais e a biofluorescéncia expressa em um ambiente com um objeto
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desconhecido. Além disso verificamos a relacdo entre a biofluorescéncia expressa
pelos animais em dois contextos diferentes: a presenca de um objeto novo ao
ambiente onde o animal encontrava-se, representando uma possivel ameaca e uma
predacédo, através da captura pela mao do pesquisador representando uma ameaca
de nivel maior.

Nossos dados mostraram a biofluorescéncia verde e vermelha expressa pelo
cavalo-marinho H. reidi conforme j& descrito na literatura para a espécie (VACCANI
et al., 2019), sendo a cor vermelha representando maior area de cobertura corporal
do que o verde.

Animais de personalidade ‘timida’ exibiram um aumento significativo no
percentual de area do corpo com a biofluorescéncia vermelha na presenca do objeto
novo. Ja 0s animais com personalidade ‘ousada’ aumentaram a area do corpo
guando apresentados ao mesmo cenario. Animais com personalidade ‘timida’
tendem a ser mais reativos (SNEDDON, 2003) e, portanto, uma maior intensidade
de resposta era esperada no caso da biofluorescéncia ser uma resposta
comportamental ao contexto apresentado, conforme exibido pelos animais durante o
experimento.

Quando analisamos os dados descartando a personalidade e levando em
consideracao as respostas comportamentais de neofilia ou neofobia, os animais que
tiveram um comportamento neofébico em relacdo ao objeto novo tiveram uma
discreta reducdo na éarea de cobertura da biofluorescéncia verde, enquanto a
vermelha teve um pequeno aumento. O comportamento de neofilia também néo
apresentou nenhuma relacdo com as cores da biofluorescéncia. Esses dados
sugerem que o display comportamental em si ndo parece ter tido forte influéncia
sobre a biofluorescéncia, mas sim os processos fisioldgicos, possivelmente atrelados
a personalidade do animal, possam ter contribuido, ou ser apenas um artefato da
fisiologia. As diferentes personalidades de uma populagéo podem ser avaliadas por
diferentes contextos como a reacao diante de novidades, interacbes sociais,
oportunidades de reproducdo e exploracdo de habitat, e as respostas a essas
situacgdes sao classificadas dentro do continuum ‘timido-ousado’ (CORR et al., 2013;
FRERET-MEURER; ALVES, 2018). Nossos dados nao indicaram que a
biofluorescéncia funciona como resposta a novidades para diferentes

personalidades do cavalo-marinho H. reidi.
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Cavalos-marinhos machos ampliaram significativamente a sua area de
cobertura com biofluorescéncia vermelha, enquanto para a cor verde houve um
discreto aumento. Ja as fémeas também ampliaram a é&rea corporal com
biofluorescéncia vermelha, enquanto houve uma discreta reducdo da area de
cobertura da biofluorescéncia verde. Nao encontramos diferenca entre os padrbes
apresentados por machos e fémeas em resposta ao experimento com o objeto novo.
A biofluorescéncia também ndo variou entre 0s sexos para a espécie de caranguejo
Paralithodes camtschaticus diante de uma situagéo de estresse (JUHASZ-DORA et
al., 2024b). Padrbes biofluorescentes sexualmente dimérficos sdo conhecidos no
ambiente marinho para tubarbes (GRUBER et al., 2016), e em uma espécie de peixe
(JUHASZ-DORA et al., 2024a), porém ndo existem estudos que relacionem a
biofluorescéncia como resposta para os ambos 0s sexos.

Quando os animais foram imobilizados durante o experimento agonistico,
pode-se observar uma diferenca significativa entre a biofluorescéncia exibida entre o
controle e tratamento para ambas as cores. A biofluorescéncia na cor vermelha
aumentou durante a imobilizacdo do animal, enquanto a cor verde diminuiu
significativamente. Esses dados mostram que a biofluorescéncia responde ao
estresse a nivel de imobilizacdo para o cavalo-marinho da espécie H. reidi. Uma
resposta semelhante a um comportamento de estresse foi encontrada por
Juhasz-Dora et al. (2024a) observando que a biofluorescéncia respondeu a um
estressor terapéutico em um experimento controlado com uma espécie de peixe
(lumpfish) utilizando banhos de agua doce, porém, os autores ndo mediram as
modificacbes de coloracdo através de imagens, e sim de medicdes com
espectrofotometro. Esta espécie também possui biofluorescéncia nas cores
vermelha e verde, porém foi encontrado aumento para a cor verde, enquanto no
presente estudo o cavalo-marinho apresentou aumento na cor vermelha e reducao
da area verde. A biofluorescéncia também foi considerada respondendo ao estimulo
estressor de transporte para os caranguejos de cativeiro da espécie Paralithodes
camtschaticus, incluindo a mudanga de cores, onde individuos de caranguejo com
biofluorescéncia verde passaram a exibir fluorescéncia vermelha (JUHASZ-DORA et
al. 2024b). Esses dados sugerem que a biofluorescéncia pode estar intimamente
relacionada a processos fisioldgicos do estresse.

Quando comparamos os dois niveis de estresse ao qual o cavalo-marinho foi

submetido, encontramos em nossos dados uma diferenca significativa para a cor
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vermelha quando comparado o controle com o tratamento com o objeto novo e o
controle com a predacdo pela mao do pesquisador. Ja a cor verde apresentou
diferenca entre o controle e o experimento com a predacédo, assim como a diferenca
entre o tratamento com o objeto novo e a predagédo. Esses dados mostram que o
experimento de predacdo apresentou uma maior tendéncia a modificacdo na
resposta de biofluorescéncia. Esses dados sugerem que a biofluorescéncia
vermelha respondeu significativamente aos dois niveis de estresse, enquanto o
verde foi significativo apenas em relacdo a predacdo. Wucherer e Michiels (2012)
observaram que os cromatéforos, células responsaveis pela distribuicdo dos
pigmentos fluorescentes em peixes podem ser controlados por meio do sistema
nervoso e hormonal, corroborando a hipétese de que a biofluorescéncia pode ser
modificada de acordo com o nivel de estresse desses animais.

Ao comparar os dois tratamentos, houve uma maior diferenca durante a
predacdo para as duas cores de biofluorescéncia quando comparado ao objeto
novo. O nivel de energia de um animal € um fator importante, apresentando
influéncia significativa na capacidade de sobrevivéncia dos animais (ZHANG et al.,
2019), e o risco de predacdo pode comprometer o gerenciamento de energia
(PEREZ-TRIS et al., 2004). Acreditamos que nos experimentos realizados com 0s
cavalos-marinhos, a biofluorescéncia nao foi tdo significativa na presenca do objeto
novo pois o0 animal possuia outras alternativas frente a situa¢éo nova, como utilizar o
gasto energético para fugir, ou se camuflar, enquanto no experimento de predacéo,
COmo 0 risco era maior, por ja estar imobilizado pela méo do pesquisador, houve um
maior gasto energético no aumento da biofluorescéncia corporal vermelha.

Os resultados obtidos no presente estudo sustentaram a hipotese de diferenca
no padrdo da biofluorescéncia para individuos de cavalos-marinhos com
personalidade ‘timida’, porém, sem relagdo com o comportamento em relacdo ao
objeto novo. Encontramos também diferenca na resposta ao estresse de captura do
animal. Nossas descobertas indicam que individuos de cavalo-marinho da espécie
H. reidi utilizam a biofluorescéncia como resposta ao estresse, representado
principalmente pela biofluorescéncia vermelha. Esses dados sugerem que 0S
processos fisiologicos de estresse, incluindo a personalidade timida podem ter
relacdo com a biofluorescéncia expressa pelos animais. Como nossos experimentos
nao foram realizados de forma aleatéria e ndo houve intervalo de execucéo entre

eles, ndo podemos afirmar que o experimento agonistico apresentou uma maior
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resposta por ser um maior grau de ameaca, porém os dados indicam uma possivel
relacdo, que pode ser confirmada expondo os individuos de forma independente aos
dois tipos de estresse.

Nossas descobertas contribuem para a descoberta de uma funcdo da
biofluorescéncia para os cavalos-marinhos, sugerindo uma possivel ligacao direta

com o nivel de estresse e visando assim ampliar e contribuir com estudos futuros.
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DISCUSSAO

Os resultados gerais da tese demonstram que a evolucdo da biofluorescéncia
reflete processos adaptativos, onde a predominancia do numero de espécies
biofluorescentes e de diferentes padrées de cores suportam as hipoteses “fora dos
tropicos” (Capitulo 1), que sugere que os clados se originaram nos tropicos e
tendem a uma expansao da sua distribuicdo (JABLONSKI et al., 2006) e “velocidade
evolutiva” que propde que diferentes taxas de processos biolégicos resultam em
diferentes taxas de especiacao (ALLEN et al., 2007). A coloracao possui uma funcéo
ecologica importante nos peixes (MARSHALL et al, 2015), e o crescente
conhecimento acerca da biofluorescéncia sugere que esse fendmeno pode
desempenhar papéis ecoldgicos e comportamentais. A ordem Syngnathiformes
apresenta distribuicdo circunglobal, com ampla diversidade de formas corporais,
cores e habitos (STILLER et al., 2022) e se mostrou um bom modelo para estudos
com biofluorescéncia devido ao elevado numero de espécies ja descritas na
literatura.

Apesar do crescente numero de artigos publicados na literatura abordando o
tema, nossa revisdo bibliografica encontrou um numero reduzido de artigos
publicados, indicando que a biofluorescéncia ainda é pouco discutida, e existem
muitas lacunas. Vale ressaltar a importancia da realizacdo de imagens ndo s6 para
ilustrar a pesquisa, mas também para validar os dados, e facilitar a compreenséo de
outros pesquisadores.

As imagens sao ferramentas importantes pois também podem funcionar como
fonte de dados. A producdo do conhecimento cientifico possui pluralidade quanto as
técnicas gracas ao avanco tecnoldgico, e a fotografia € um recorte do real (Rios et
al., 2016), porém as imagens costumam ser passiveis de multiplas interpretacdes. A
fotografia pode ser utilizada na pesquisa cientifica de véarias formas, servindo como
objeto de pesquisa, resultado (DOS SANTOS, 2000), ou uma combinacdo dessas
categorias (WARREN, 2009). Porém, para ser utilizada com fins cientificos a forma
de analisar as imagens € tdo importante quanto a fotografia, e deve ser realizada

seguindo protocolos e planejamentos.
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A fotografia de biofluorescéncia possui condicbes especiais para serem
realizadas e a iluminacéo € peca fundamental para uma imagem fiel e eficiente para
uma boa analise. Alguns métodos cientificos foram utilizados para analisar a
biofluorescéncia, e a comparacdo desses métodos visando a padronizacdo de
metodologias (Capitulo 2) se faz necessario para que o método seja reconhecido
pela comunidade cientifica e utilizado de forma a ser comparado. Nossos resultados
compararam trés softwares como metodologias utilizadas para a analise de
imagens, assim evidenciamos 0s pontos positivos e negativos de cada software
elencando suas possiveis aplicagcdes. Um novo script do software Python foi
sugerido para as analises e esperamos contribuir para a padronizacdo de um
software aceito pela comunidade cientifica facilitando a andlise de imagens e
contribuindo para possiveis descobertas de padrées de biofluorescéncia e possiveis
funcdes para diversos grupos taxonémicos.

Algumas funcbes da biofluorescéncia estdo documentadas na literatura para
varios grupos taxondmicos, podendo funcionar para comunicacdo, atracdo de
presas, reconhecimento intraespecifico, diferenciacado sexual, entre outros (SPARKS
et al.,, 2014; KALB et al., 2015; GRUBER; SPARKS, 2021; COX; FITZPATRICK,
2023). Essas descobertas sdo fundamentais para o conhecimento da biologia das
espécies. Entre as espécies de peixes de recife, os cavalos-marinhos sé&o
conhecidos pela sua capacidade de mudar de coloracdo para comunicagdo e
camuflagem. Realizamos testes experimentais em cativeiro para verificar se a
biofluorescéncia pode ser uma resposta a diferentes niveis de estresse ao cavalo-
marinho da espécie Hippocampus reidi (Capitulo 3). Foi possivel observar que o0s
animais exibiram duas cores de biofluorescéncia ja descritas na literatura para a
espécie (VACCANI et al., 2019) e que os diferentes niveis de estresse produziram
diferentes respostas significativas na expressao da biofluorescéncia dos animais.

Os dados reunidos através do desenvolvimento desta tese nos permitiram
compilar dados existentes na literatura sobre biofluorescéncia até o momento,
identificando lacunas e sugerindo que a evolucdo da biofluorescéncia pode estar
diretamente ligada a evolucdo das espécies. Enfatizamos a ordem dos
Syngnathiformes como bons modelos para estudos relacionados a biofluorescéncia
e atraves da necessidade de padronizar métodos de analises para futuros estudos,
sugerimos metodologias para serem utilizadas em futuras observacdes. Além disso,

dados experimentais revelaram que a biofluorescéncia pode funcionar como
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resposta a niveis de estresse de cavalos-marinhos, e nossos dados podem servir
como material de referéncia para novos estudos experimentais ndo s6 com cavalos-
marinhos, mas com outros grupos taxondmicos. Embora ainda existam muitas
lacunas no conhecimento da biofluorescéncia, nossos dados representam um
material de referéncia para novos estudos. Os artigos cientificos derivados desta
tese contribuem, portanto para uma padronizacdo de analise de biofluorescéncia,
levantamento de lacunas ainda existentes e a descoberta de uma nova possivel
relacdo funcional da biofluorescéncia para cavalos-marinhos, podendo direcionar

futuros estudos e contribuir com o conhecimento da ecologia da espécie.
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APENDICE B - Script R. Material suplementar do Capitulo 2 “O uso de diferentes
ferramentas para analise de biofluorescéncia: calibrando a confianca de métodos de

andalise”.

# patternize registration/RGB analysis of Hippocampus
# load patternize library
library(patternize)
# make sure these dependencies are installed:
#install.packages("rgdal”","abind","raster","sp","RniftyReg")
library(devtools)
#install_github("zarquon42b/Morpho", local=FALSE)
library(Morpho)
library(rgdal)
# av <- available.packages(filters=list())
# avlav[, "Package"] == 'RNiftyReg’, ]
# View(av)
library(abind)
library(raster)
library(sp)
# library(RniftyReg) # RNiftyReg?
library(RNiftyReg)
# The viridis package provides colour blind friendly colour schemes
# install.packages("viridis")
library(viridis)
# Lists with samples
IDList <- ¢('DSC_0011_CF132',
'DSC_0020. CM110;,
'DSC_0039.CM111',
'DSC_0103.CF130',
'DSC_0231_CF137',
'DSC_0263.CM118;,
'DSC_0312.CM119;,



'DSC_0382.CM103/,
'DSC_0417.CM105/,
'DSC_0452.CF128',
'DSC_0572.CM115/,
'DSC_0592.CM113;,
'DSC_0613.CM114',
'DSC_0626.CM112',
'DSC_0644.CF133',
'DSC_0660_CF147',
'DSC_0688_CF134',
'DSC_0715.CM126,
'DSC_0845 CF151',
'DSC_0887_CF152',
'DSC_1016.CM135/,
'DSC_03342_CF138',
'DSC_03912_CF139',
'DSC_09892_FC156")

# make list with landmarks

prepath <- 'landmarks/CapMetodo

extension <- ".txt'

landmarkList <- makeList(IDList, 'landmark’, prepath, extension)

# make list with images

prepath <- 'images/CapMetodo’

extension <- ".jpg’

imageList <- makeList(IDList, 'image’, prepath, extension)

# tranformref

target <- landmarkList[[[DSC_0382.CM103']

# run alignment of color patterns

RGB <- ¢(171,77,20) # red

# RGB <- ¢(110,172,3) # verde

rasterList lanRGB <- patLanRGB(imagelList, landmarkList, RGB, transformRef
target, resampleFactor = 3, colOffset = 0.15, crop = TRUE, res = 200, adjustCoords

TRUE, plot = 'stack’)
# sum the colorpatterns
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summedRaster_lanRGB <- sumRaster(rasterList_|lanRGB, IDList, type = 'RGB")

# plot heatmap

outline_DSC 0124 CF131 <-
read.table('cartoon/DSC_0124 CF131 bold_outline.txt', h=F)

colfunc <- inferno(100)

plotHeat(summedRaster_|lanRGB, IDList, plotCartoon = TRUE, refShape = 'target’,
outline = outline_DSC 0124 CF131, landList = landmarkList, adjustCoords = TRUE,
imageList = imagelList, cartoonlD = 'DSC_0124 CF131 bold', cartoonFill = 'black’,
cartoonOrder = 'under’, colpalette = colfunc)

# Calculate colored areas

Area <- patArea(rasterList_lanRGB, IDList, refShape = 'target’, type = 'RGB’, outline
= outline_DSC_0124 CF131, landList = landmarkList, crop = ¢(0,5000,0,4000),
adjustCoords = TRUE, imageList = imageList, cartoonID = 'DSC_0124 CF131 bold’,
flipRaster = 'xy")

Area
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APENDICE C - Script Python. Material suplementar do Capitulo 2 “O uso de
diferentes ferramentas para analise de biofluorescéncia: calibrando a confianca de

métodos de analise”.

def calculate_color_percentage(image_path):
image = cv2.cvtColor(cv2.imread(image_path), cv2.COLOR_BGR2RGB)
# image = cv2.cvtColor(remove(cv2.imread(image_path)),
cv2.COLOR_BGR2RGB)

if image is None:

raise ValueError("Unable to read the image file. Please check the file path.")

lower_green = np.array([25,118,1])
upper_green = np.array([110,173,3])

lower_red = np.array([68,22,0])
upper_red = np.array([255,141,78])

mask_black = cv2.inRange(image, np.array([0, 0, 0]), np.array([O, 0O, 0]))
mask_green = cv2.inRange(image, lower_green, upper_green)

mask_red = cv2.inRange(image, lower_red, upper_red)

total_pixels = image.shape[0] * image.shape[1]

black_pixels = cv2.countNonZero(mask_black)

green_pixels = cv2.countNonZero(mask_green)

red_pixels = cv2.countNonZero(mask_red)

black percentage = (black_pixels / total_pixels ) * 100
green_percentage = (green_pixels / (total_pixels - black_pixels)) * 100
red_percentage = (red_pixels / (total_pixels - black_pixels)) * 100
plt.figure(figsize=(10, 5));

plt.subplot(2, 3, 1);

plt.imshow(cv2.cvtColor(cv2.imread(image_path), cv2.COLOR_BGR2RGB));
plt.title('Original Image');



91

plt.axis('off");

plt.subplot(2, 3, 2);

plt.imshow(image);

plt.title("Treated Image’);

plt.axis('off");

plt.subplot(2, 3, 3);

plt.imshow(mask_black, cmap='gray’);

plt.title('Black mask’);

plt.axis('off");

plt.subplot(2, 3, 4);

plt.imshow(mask_green, cmap='gray");

plt.title('Green Mask’);

plt.axis('off");

plt.subplot(2, 3, 5);

plt.imshow(mask_red, cmap='gray");

plt.title(Red Mask’);

plt.axis('off");

print(f'O percentual de pixels pretos na imagem é de {round(black_percentage,
2)}%")

print(f"O percentual de pixels verdes na imagem é de {round(green_percentage,
2)}%")

print(f'O percentual de pixels vermelhos na imagem € de {round(red_percentage,
2)}%")

print("™)

# return green_percentage, red_percentage, red_percentage_excel



