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1) Resum

L’estudi individual dels organismes que formen una poblacié és molt important per coneixer
I’estat en el que aquesta es troba. Les técniques més habituals per obtenir informacié d’una
poblacié sén les de captura-marcatge-recaptura (CMR). Per poder estudiar els animals d’un
a un és imprescindible reconeixer-los, i les técniques més comunes per dur a terme el
reconeixement impliquen el marcatge artificial i relativament invasiu dels individus abans de
tornar-los a alliberar. Pero hi ha metodes no invasius que es poden utilitzar per realitzar
estudis de CMR. Aquests sén metodes de fotoidentificacié, els quals adquireixen gran
importancia a I’hora d’eliminar la manipulacio i els seus possibles efectes negatius. Moltes
especies presenten marques naturals que permeten la comparacié i diferenciacié entre
individus. Hi ha molts softwares informatics que fan possible la comparacié d'aquestes
marques a partir de fotografies.

El present treball pretén validar la fotoidentificacid, mitjancant el software gratuit
“Automatic Photo Identification Suite" (APHIS), com a metodologia valida per estudiar
poblacions d’Hippocampus guttulatus. Aquest cavallet de mar, present al mar mediterrani,
es troba catalogat com especie amb dades insuficients (DD) i espécie en régim de proteccid
especial. Per validar aquest metode per permetre obtenir més informacié d’aquesta espeécie,
s’estudien dos grups d’individus (control i salvatge) per poder demostrar que les marques
escollides sén permanents i individuals. Es realitzen dues metodologies per diferenciar els
cavallets segons les marques dels seus opercles, Spots Pattern Matching (SPM) i Image
template matching (ITM). Ambdues metodologies mostren bons resultats, afirmant
I'hipotesis de que es possible utilitzar aquest méetode amb H.guttulatus, tot i que la
metodologia ITM mostra facilitats per I'operador que es veuen reflectides amb reduccions
del temps de treball.

2) Abstract

The study of the organisms that form a population is important to know about how it is
made up, for example how many males, females that contribute to the population status.
One of the most common techniques to obtain information about a population is the
capture-mark-recapture(CMR) technics. In order to study animals one by one, it is important
to have a method that allows you to successfully recognise the same subject repeatedly.
The most common technique to carry out this recognition involves the artificial and relatively
invasive marking of individuals before releasing them again. But there are non-invasive
methods that can be used to carry out CMR studies. These are methods of photo
identification, which acquire great importance in eliminating manipulation and its possible
negative effects. Many species present natural marks that allow the comparison and
differentiation between individuals. There are many computer softwares that make possible
to compare these marks in photographies.

This paper aims to validate photo-identification through the free "Automatic Photo
Identification Suite" software (APHIS), as a valid methodology for studying populations of
Hippocampus guttulatus. This seahorse, present in the Mediterranean Sea, is cataloged as a
deficient data specie (DD) and also as an species in special regime of protection. To validate
this method and be able to know more about this species, two groups of individuals (control
and wild) are studied to be able to show that the chosen marks are permanent and different
in each subject. Two methodologies are used to differentiate seahorses according to the



marks of their cheeks, Spots Pattern Matching (SPM) and Image template matching (ITM).
Both methodologies show good results, supporting the inicial hypothesis that it is possible
to use this method with H .guttulatus, although the ITM methodology shows facilities for the
operator that are reflected with reductions of working time.

3) Introduccié

Dins un ecosistema trobam individus de diverses espécies que interactuen entre ells i amb
el medi que els envolta. Els individus d’'una mateixa especie s’estructuren i es relacionen
entre si formant poblacions d’organismes de diferent edat i sexe. La dinamica d’aquestes
poblacions determina al llarg del temps la distribucio i expansié o regressid de les especies.
A I’hora d’estudiar una espeécie, és imprescindible poder estimar la mida de la poblacid,
quines sén les classes d'edat i els percentatges de cadascun dels sexes. Aquesta
informacié permet a estimar parametres tals com les taxes de mortalitat o natalitat, de
migracié i fins hi tot diferenciar-los per sexes o edats, el que permet coneixer de forma més
precisa I’estat de conservacio en la qual es troba aquella espécie.

Hi ha diverses metodologies per recollir informacié sobre els individus d’una poblacié. Una
de les més emprades és la de captura-marcatge-recaptura. En aquest procés primer es
capturen els individus, es marquen de forma que puguin ser reconeguts, i després son
alliberats de nou. Si els individus marcats tornen a ser capturats, son reconeguts gracies a
la marca realitzada (Murray & Fuller, 2000). Tenint en compte que els individus marcats es
redistribueixen a I'atzar i de forma homogenia, la relacié entre els individus capturats i
recapturats (amb marca) és directament proporcional a la relacié entre la mida de la
poblacié i els individus marcats a I'inici. Aixi es pot obtenir una gran quantitat d'informacié
com per exemple sobre migracions, taxes de supervivencia o mortalitat.

Cada especie es pot marcar de diverses maneres tot i que s'intenta estandarditzar.
S’estableix un protocol, un codi per poder classificar i recongixer posteriorment el marcatge
a cada espécimen. Per exemple a les aus se les sol marcar amb una anella d'alumini a una
pota ( Marion & Shamis, 1977), es poden fer petits talls a certes escates de réptils (Pinya,
2011), es poden col-locar collarets (Caldwell et al.2011) o fins i tot se'ls pot marcar
internament amb elastomers (Penney, et al 2001). Aquestes técniques de marcatge
normalment intenten causar el menor impacte possible a l'individu, no fer variar el seu
comportament, o la seva taxa de reproduccid o supervivencia, ja que es volen obtenir
resultats fiables de I'especie (Murray and Fuller, 2000). Malauradament moltes vegades
aquests objectius no s'aconsegueixen, i s'acaba obtenint informacié d'una poblacié
d'animals que s'ha vist afectada perla interaccié amb I'home. Bons exemples en soén
teécniques com el "toe clipping”, metodologia per la qual es tallaven parts concretes dels
dits de certs tipus de llangardaixos per reconeixer-los posteriorment, que s'ha demostrat
que pot tenir efectes negatius sobre els individus marcats (Clarke, 1972). Un altre cas en
serien les infeccions de ferides degudes a les anelles d’alumini, la reduccié de la taxa
d'aparellament o l'increment de la depredacié degut al seu color (Zuberogoitia et al.,
2012; Calvo & Furness, 1992).

Hi ha altres inconvenients que poden presentar algunes tecniques de marcatge. Si una de
les marques artificials col-locades es despréen de 'individu i aquest és recapturat, llavors és



considerat com una nova captura, per tant pot induir errors numeérics als parametres
d’estudi (Petit & Valiere, 2006). Marcatges per anellament o collarets presenten certes
limitacions, I'individu marcat ha d’esser adult, siné al llarg del temps I’animal creix i la marca
li pot produir perjudicis (Gosselin et al,. 2007; Chilvers & MacKenzie, 2010). Fins hi tot quan
es marquen individus adults, hi ha riscs front a que les anelles produeixin una ferida a
I’animal que es pot infectar perjudicant-lo de forma severa. A més certes metodologies de
marcatge son intrusives ( talls a la pell o closca, introduccio d’elastomers a la pell) i poden
produir infeccions secundaries i creixement anormal de I'individu (Clarke, 1972).

Degut a n'aquests possibles inconvenients, una alternativa que es troba en alca és la
d'utilitzar marques naturals per dur a terme la identificacio. Aquest métode, es basa en el fet
que moltes espécies presenten taques, coloracions, formes o marques Uniques a certes
parts del seu cos, que si es comparen entre els individus de la poblacid, resulten ser
Uniques per cada individu. La fotoidentificacié és una tecnica que permet comparar els
individus mitjangant la captura fotografica d'un patré o marca diferenciadora. S’analitzen
fotografies d'una zona del cos concreta dels animals per recollir informacié sobre els
individus mitjancant paquets de software informatics ( Kitchen-Wheeler, 2010; Moya et al.,
2015). Aquesta tecnica no invasiva, pot evitar o reduir la manipulacié de I'animal,
minimitzant aixi el seu estrés i possibles efectes perjudicials del marcatge artificial.

Avui dia ja s'han duita terme molts estudis per validar la fotoidentificacié a partir de
marques naturals. S'han realitzat a grups d'espécies molt diferents: mamifers (Langtimm et
al., 2004), réptils (Dunbar et al., 2014; Nair, 2012), amfibis (Pinya & Pérez Mellado, 2009),
peixos (Bansemer & Bennett, 2008;Dudgeon et al., 2008), i fins i tot invertebrats ( Diaz-
Calafat et al., 2018). Hi ha exemples molt diversos respecte a la zona i taca de comparacié:
marques a la pell (Kitchen-Wheeler, 2010), coloraci6 del pelatge (Kelly, 2001), la disposicio
de les escates (Nair, 2012; Knox et al., 2013), el relleu d'una aleta (Kniest et al., 2010), etc.

Els estudis poblacionals sobretot d’especies marines impliquen una major dificultat logistica
i economica front la captura i marcatge d’espécies terrestres. A la mar, els marcatges
artificials tendeixen a curar de forma inapropiada degut al medi humit, i s’han vist casos on
produeixen complicacions greus pels individus (Dugger, K et al 2006; Broderick &
Godley.(1999)). Per aix0, de cara a I’estudi d’espécies de peixos, réptils i mamifers marins
s’han intentat utilitzar les técniques de fotoidentificacié. Exemples remarcables en sén els
estudis de cetacis (Beekmans et al., 2005; ), tortugues (Schofield, et al 2008; Jean, et al
2010), i especies de peixos tals com Manta alfredi (Kitchen-Wheeler, 2010) i Stegostoma
fasciatum (Dudgeon et al., 2008).

Un grup de peixos que ha mostrat particulars problemes de marcatge degut a la seva
morfologia i etologia és el dels signatids (Caldwell et al., 2011; Woods, 2005). Dins la familia
dels signatids trobam els cavallets de mar, podem trobar fins a 40 espécies de cavallet de
mar arreu del mén, distribuides per aiglies tropicals, subtropicals i temperades ( Lourie,
2016). Durant els darrers anys s'han duit a terme estudis de captura-marcatge-recaptura
amb moltes especies de signatids (Woods & Martin-Smith, 2004; Curtis & Vincent, 2006) i
algunes de les metodologies de marcatge han mostrat certs desavantatges pels individus
marcats. Problemes veterinaris deguts a I'estrés per manipulacié o infeccions veterinaries
(Morgan & Bull, 2005), per exemple la irritacié cutania severa deguda al marcatge subcutani
per pintura acrilica (Caldwellet al., 2011). Per aix0, s'han intentat



trobar métodes d'identificacié no invasiva per reconeixement de marques en algunes de les
seves especies. Exemples en els dragons de mar Phyllopteryx taeniolatus (Martin-Smith,
2011); en els peixos pipa, Sygnathus abaster ( Silva et al., 2010) i espécies similars a les
presents al Mediterrani tals com Hippocampus reidi (Freret-Meurer, et al 2013).

Al mar Mediterrani s'han descrit dues especies de cavallet de mar (Ballesteros & Llobet,
2015; Lourie, 2016): Hippocampus guttulatus (Cuvier, 1829) i Hippocampus
hippocampus (Linneaus,1758). Tot i que la seva fisiologia i etologia ha estat molt estudiada,
encara hi ha molts factors de la seva poblacié que estan per descobrir. De fet, es troben al
llistat vermell de la UICN (Apendix Il de la convencioé internacional del 2002) classificades
com espécie amb dades insuficients (DD); i per altra banda, també estan llistades al Cataleg
d'Espécies Amenacades de les llles Balears com espeécies en regim de proteccié especial
(Llistat RD 139/2011).

El present treball pretén validar el métode de la fotoidentificacio en cavallets de mar
mitjangant la comparacio d'imatges amb el software gratuit
"Automatic Photo Identification Suite" (APHIS)(Moya et al., 2015). Aquest software fou creat
inicialment per fotoidentificar espécies de llangardaix (Sacchi et al., 2007). Perdo ha estat
utilitzat posteriorment amb espécies de reptils, amfibis, invertebrats... (Pinya &
Pérez Mellado, 2009; Diaz-Calafat et al., 2018)). L'especie d'estudi
és Hippocampus guttulatus, concretament els individus presents a les costes de les llles
Balears. La zona corporal de I'animal amb la qual es va pretendre dur a terme la comparacio
entre individus és de part de l'opercle.

Aquesta especie com la resta de cavallets de mar presenta boca tubular succionadora, dos
ulls amb mobilitat independent, abséncia d'escates i una natacié vertical (Planas, 2011).
Presenta dimorfisme sexual marcat sobretot durant la temporada reproductora gracies al
caracteristic sac ovopositor present als mascles. Es diferencia de H.hipocampus, sobretot
per la llargaria del morro i per la corpuléncia del seu cos, H.hipocampus presenta un morro
més curt i cossos més prims. A més H.guttulatus presenta protuberancies cutanies damunt
el cap anomenades comunament com cabelleres o crins (Lourie, 2016). Aquestes
protubrancies li confereixen una gran capacitat per mimetitzar-se al seu ambient, el qual fa
dificil el seu avistament i observacio. Se’ls pot trobar tant a zones arenoses on hi hagui
fanaerdgames marines, com zones rocoses amb algues; presenten preferéncies per zones
on hi hagui vegetacio6 (Lourie, 2016).

H. guttulatus ha estat estudiada amb metodologies de captura-marcatge-recaptura (Curtis &
Vincent, 2006; Caldwell et al. 2011) i s’han vist canvis temporals en el comportament dels
individus marcats que podrien implicar desavantatges a individus salvatges. La natacié es
veia afectada durant varies hores, els individus quedaven en posicié encongida de durant
un temps significativament major als animals control (Woods & Martin-Smith, 2004). Per
aixo, la validacié d’aqguesta metodologia basada en la fotoidentificacié pot oferir la
possibilitat de I'estudi de poblacions d’aquesta espécie evitant les complicacions
associades a altres técniques.



4) Objectius
Objectiu general:

- Validar el metode de fotoidentificacid mitjancant el software APHIS a cavallets de mar
Hipocampus guttulatus, per establir la seva possible aplicacié per a estimar les poblacions
salvatges.

Objectius especifics

Per poder validar el metode és necessari comprovar que existeixen marques naturals
individuals a n’aquesta espécie animal. | en cas que es confirmi, s’ha de comprovar que les
marques escollides son permanents i no canvien amb el temps per tal de que no es puguin
confondre els individus. Per tant, els dos objectius especifics son:

- Demostracié de que les marques sén Uniques.

- Demostracié de que les marques escollides sén permanents.

5) Material i méetodes:
Marques naturals

Per poder validar el métode de fotoidentificacié mitjancant les marques naturals de I’espécie
és necessari tenir en compte dos factors.

El primer és la zona de comparacié escollida. Es important que la zona de comparacié sigui
una zona que no pugui mostrar pertorbacions degut al cicle vital o I'etologia de I'especie
d’estudi. Es a dir, per exemple H.guttulatus presenta les prolongacions al cap ( figura 1),
pero un individu es pot veure atacat per un depredador, i que aquest li rompi una o diverses
de les prolongacions durant I’atac. Podria ser que l'individu sobrevisques, per tant les
prolongacions presentaran canvis que podran induir errors a la metodologia.

Figura 1. Prolongacions cutanies que formen la cabellera a un individu salvatge.



Per altra banda, el segon factor que és important tenir en compte és la permanéncia de les
marques naturals i que no mostrin canvis durant el temps, ja que la pertorbacié o
desaparicié d’una marca podria induir a error. Per exemple es podrien considerar com
individus diferents a un mateix individu recapturat en un periode de temps llarg. Per altra
banda es sabut que els cavallets de mar poden canviar de coloracié depenent de certs
estimuls (Qin et al., 2012), per tant no es podria agafar com a referéncia el seu color per
identificar-los sense cérrer riscs metodologics.

Es important que aquestes marques presentin diferéncies entre els individus, que les
marques de cada individu siguin Uniques, perque sind la captura de dos individus amb la
mateixa marca podria induir a error, podriem pensar que és un mateix individu.

Es va decidir que la zona corporal d’estudi seria I'opercle de I'animal, ja que la pertorbacié
d’aquesta area degut a la depredacio i la supervivéncia de I'individu no eren compatibles.
Es decidi que es compararien les taques blanques intermitents que presenten els individus
arreu del cos de forma natural (Lourie, 2016). Els primers dies de I'experiment es va
comprovar al grup control que aquestes eren permanents tot i que I’'animal canvies de color
davant diferents lluminositats o estats animics.

Una vegada escollida la zona de comparacié fou necessari dur a terme dues demostracions
per separat respecte a la naturalesa de les marques:

a) Per demostrar que les marques naturals escollides no canvien amb el temps es
dugué a terme un estudi de seguiment amb una poblacié controlada.

b) Per demostrar que tots els individus presenten marques diferents es compararen les
marques de tots els individus salvatges possibles.

Metodologia
a) Demostracio de que les marques s6n permanents

El grup control comptava amb 9 exemplars de H.guttulatus, aquests es trobaven dins un
aquari de 60x70x55cm, al centre Palmaacuarium.

Cada dia de captura es realitzaven diverses fotografies dels dos costats de la cara de tots
els cavallets possibles i se n’emmagatzemaven dues de cada individu ( una de cada costat
del cap) amb la data de captura. Es va utilitzar una camera Canon D12. Es dugueren a
terme 4 captures dins un periode de deu mesos de diferéncia entre el primer mostreig i el
darrer. Una vegada recollides les fotografies es duia a terme la comparacié de les marques
mitjancant el software APHIS.

b) Demostracio de que les marques son Uniques

Per poder demostrar que les marques son individuals es van intentar recopilar totes les
fotografies possibles d’individus salvatges de les costes de l'illa de Mallorca. Per aquest
motiu es demana la col-laboracié ciutadana de bussejadors fotografs d’arreu de lilla
contactant amb diversos centres de busseig. Les fotografies emmagatzemades inicialment



foren totes aquelles de les que es tengues constancia de la localitzacié o zona de busseig i
que estiguessin datades (dd/mm/aa de la trobada).

Aixi un individu que es considerés recapturat degut a la disposicié de les seves marques
hauria de mostrar una mateixa localitat a totes les seves captures. Aquesta afirmacié es deu
a que aquests animals no tenen la capacitat de desplacar-se a grans distancies per la seva
capacitat de natacio (Lourie, 2016). De forma que si les fotografies comparades mostraven
resultats incoherents, es podria determinar que les marques no eren Uniques.

Fotografies

Les fotografies foren emmagatzemades primerament segons les dates de captura i la
localitzacié on es trobaren els individus. De cada dia de captura es va escollir la fotografia
més adient de cada un dels individus trobats. Es a dir, una fotografia per individu per dia.
Les definides com a fotografies adients eren les fotografies de major qualitat i tamany, que
mostrassin a més el perfil del cap de I'animal, és a dir que mostrassin amb claredat la zona
de 'opercle de cada individu i de cada costat del cap.

Una vegada escollides les fotografies més adients per la comparacié de les marques, es
separaren segons el costat del cap que mostrassin, conservant la data de captura (per ser
comparades de forma independent). Les fotografies dels individus salvatges i control es
tractaren i compararen per separat amb la fi de que els seus proposits fossin diferenciats
adequadament.

APHIS software

El programa APHIS és capac de comparar lots de cents d’imatges a partir d’unes
referéncies concretes introduides manualment per 'investigador. L’'operador pot escollir
entre dos procediments diferents: Spots Pattern Matching (SPM) i Image template
matching (ITM) en funcié del grau d’interaccidé que es vulgui establir entre I'operador i
I'ordinador. (Moya et al., 2015). Al nostre cas es va decidir que s’utilitzarien per separat els
dos procediments per poder comparar els resultats obtinguts.

El primer procediment necessita de I'interacci6 més activa de I'operador (Spots Pattern
Matching, SPM). S’han de marcar de forma sistematica totes les taques que es vulguin
comparar dins una zona delimitada per tres punts. Es a dir, es marquen tres punts de
referéncia per delimitar la zona i totes les taques naturals dels individus que hi hagui a dintre
han de ser referenciades de forma ordenada, precisa i clara.

Primer es va decidir que els tres punts per delimitar la zona serien: el comencament i
I’acabament de I'opercle i la zona posterior a I'ull. (Veure figura 2).

Després s’analitzaren totes les marques dels individus i es va descriure la metodologia de
marcatge per referenciar cada tipus de marca. Aixi per exemple, una taca natural circular es
marcaria amb un sol punt de referéncia al centre; en canvi una taca lineal es marcaria amb
dos punts de referéncia, un al comencament i I'altre a I'acabament. A més de seguir
aquests codis, totes les taques son marcades sistematicament per ordre d’esquerra a dreta
d’adalt a abaix. ( Veure Taula adjunta 1 amb el sistema de marcatge descrit per cada taca).



Figura 2. Individu salvatge amb les referéncies de delimitacié de la zona on es marquen les taques.

El segon procediment, Image template matching (ITM), compara les fotografies a partir dels
pixels que presenten dins un rang que ha de seleccionar préviament I’operador. El programa
necessita dos punts de referencia per delimitar la zona de comparacié. Aquests dos punts
de referéncia han de poder ser marcats per qualsevol operador de forma objectiva, per tant
van de ser fixats préviament a I'estudi. Es va decidir que s’utilitzarien dos patrons de
marcatge per poder comprovar quin era més eficient. El primer patré fou marcant el
comencament i acabament de I'opercle ( figura 3a) i el segon patré fou agafant com a
referéncia la part més basal de la primera antena i I’'espina de la galta (figura 3b).

Figura 3. Exemplar d’Hippocampus guttulatus amb les marques de referencia en negre dels dos procediments
APHIS.



En ambdds casos el software, una vegada marcats els punts de referéncia, compara les
imatges dels diferents lots de fotografies. Cada lot va ser definit com una data de captura i
es van anar emmagatzemant les imatges de tots els lots formant una base de dades. Una
vegada comparades les imatges, el programa ordena les primeres cent imatges segons les
semblances que tenguin amb la que es vol comparar, és a dir, produeix un llistat de les cent
imatges que més s’assemblen de la base de dades a la que es vol comparar amb un ordre
decreixent de semblanca. L’'operador una vegada té al seu abast el llistat és capac de
visualitzar les dues fotografies, la que es vol comparar i la que ell decideix del llistat
d’APHIS. (Figura 4)
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Figura 4.Captura de pantalla del programa APHIS (Procediment ITM) Recaptura d’individu salvatge en primera
posicioé. Fotografies del 4 i 28 de Setembre del 2016, 24 dies de diferencia entre captures.

Una vegada visualitza les fotografies és I'operador qui s’encarrega d’escollir quina d’elles
coincideix amb un individu capturat anteriorment o si no coincideix amb cap, és a dir,
decideix si és una recaptura o un nou individu. (Figura 5)

En el cas de ser una recaptura, hi ha dos valors a tenir en compte, el primer és la posicié del
llistat en la qual APHIS havia col-locat I'imatge del banc de dades coincident i el segon és
un valor numeric (Figura 5). Aquest valor numeric és un coeficient de similaritat que calcula
el programa APHIS (Moya et al,. 2015).

Aixi les imatges van ser introduides per ordre de captura al software APHIS, es dugueren a
terme les dues metodologies comentades anteriorment per separat i cada vegada que es
trobava una coincidéncia, és a dir una recaptura, s’anotaven la posicié del llistat i el valor
del coeficient de similaritat.

Els coeficients de similaritat sén diferents als dos procediments. Els valors a la metodologia
ITM representen similaritat directa, com major és el valor més s’assemblen les dues
fotografies comparades. En canvi amb la metodologia SPM és un valor de similaritat
inversa, és a dir, com més baix és el valor més s’assemblen les fotografies.
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Figura 5. Captures de pantalla del programa APHIS (Procediment SPM). Recaptura d’individu control en
primera posici6. Fotografies del 17 de Maig 2017 i 5 de Desembre del 2017, aproximadament vuit mesos de
diferencia entre captures. Llistat APHIS amb els coeficients de similaritat inversa. Panell de decisié per
I’operador recaptura/ nou individu.

Es tengueren en consideracio totes les posicions i coeficients de similaritat, i es marcaren
com bones comparacions aquelles que es trobassin dins les cinc primeres imatges del
llistat d’APHIS. També es consideraren com acceptables totes les recaptures que es
trobassin dins les deu primeres posicions del llistat per poder analitzar I'eficiencia de cada
metodologia. Tot i que cal remarcar que el fet de que la posicid del llistat sigui major no
implica que el programa no reconegui l'individu, sind que el reconeix de forma menys
eficient degut a caracteristiques de la imatge o a individus amb taques similars.

Analisi de dades

Una vegada anotats tots els valors de similaritat d’APHIS i totes les posicions de recaptura
es va calcular I'eficiencia de cada grup, metodologia i costat de I'opercle per separat.
També es va fer una mitjana dels valors de similaritat i es va calcular la seva desviacio
estandard. (Taula 1). A més es va dur a terme un analisis estadistic mitjancant el test de la
chi-quadrat (X?) per comprovar si hi havia diferencies significatives entre les metodologies
duites a terme a cada costat de la cara per separat (Taula 2). Finalment, del grup salvatge,
es va comprovar als casos de recaptura si la localitzacioé del primer mostreig de I'individu es
corresponia amb la del segon.

6) Resultats

a) Demostracio de que les marques son permanents

Es recolliren un total de 39 fotografies d’individus control, de les quals 21 foren recaptures.
Les captures foren el 4 de Maig, 6 d’Octubre i 5 de Desembre del 2017, i 15 de Febrer del
2018. Es tengueren fins a 3 recaptures d’un mateix individu, mostrant posicions al llistat
APHIS bones dels dos costats (d’entre les 5 primeres). (Veure figura 6).



Figura 6. Recaptures APHIS ordenades per data de captura de I'individu n°3 del grup Control- Costat Dret.

Durant I’estudi un dels individus del grup control (individu n°7) va morir per causes naturals,
no es va relacionar la seva mort amb I’estudi degut a que va ser durant el periode d’entre
mostrejos, allunyat de les captures fotografiques. Els professionals del centre
Palmaacuarium van realitzar una fotografia post-mortem de I’animal fora de I'aigua i es va
acceptar com a darrere recaptura de I'individu.

b) Demostracid de que les marques son Uniques

Es recolliren un total de 68 fotografies d’individus salvatges, 35 de les quals foren
recaptures, gracies a la col-laboracié d’onze bussejadors. Es reconegueren un total de 18
individus de perfil esquerra, i 16 del perfil dret. El periode de mostrejos utilitzat fou del 15
Juliol del 2012 al 25 octubre del 2017. Es tengueren fins a 5 recaptures d’un mateix individu
del costat esquerra, les captures mostraven quasi dos anys de diferencia (Figura 7).
Aquestes mostraven posicions al llistat APHIS bones (d’entre les 5 primeres) amb les
referencies de I'opercle i acceptables (d’entre les 10 primeres) amb les referéncies de la
mandibula.

La localitzacié de la zona de busseig de cada una de les recaptures va ser comprovada i la
seva totalitat va ser coincident, no hi va haver cap cas d’anomalia.

Figura 7. Fotografies de la primera i darrera captura (15 de Juliol del 2012 a I'esquerra, 14 Marg del 2014 a la
dreta) de I'individu n°1 del grup salvatge —Costat Esquerra.



c) APHIS

Taula 1a—

Percentatges d’eficiencia amb les diferents metodologies de captura, per les diferents
metodologies i costats de la cara del grup control (A la segona casella: mitjana + desviacié estandard / valors

extrems / n° de recaptures).

SPM IT™
Opercle Opercle Opercle Opercle Mandibula | Mandibula
Dret Esquerra Dret Esquerra Dret Esquerra
0,34+0,18 | 0,49+0,19 | 3,59+1,18 2,84+1,14 3,43+ 1,1 2,78+ 0,75
(0,15-0,75) | (0,29-0,89) (1,83-5) | (0,93-4,73) | (2,08-5,19) (1,60-4,28)
n=11 n=9 n=11 n=10 n=11 n=10
Posicid 90,90% 100% 90,90% 80% 100% 70%
1-5
Posicid 9,10% 0% 9,10% 20% 0% 30%
>5
Posicid 100% 100% 100% 90% 100% 100%
1-10
Posicid 0% 0% 0% 10% 0% 0%
>10

Considerant com a bones les fotografies posicionades entre la primera i la cinquena opcid
del llistat d’APHIS, es van obtenir: a partir de les referencies de I'opercle, eficiéncies que
oscil-laven entre el 80 i el 100%; i amb les referencies de la mandibula, d’entre el 70-100%.
Totes les fotografies excepte una entraren dins la categoria de posicions acceptables, cal
remarcar que la fotografia que va sortir amb posicié superior era la fotografia post-mortem
de I'individu n°7 que va morir setmanes abans del darrer mostreig, i va mostrar una posicié
14 al llistat APHIS.

Taula 1b— Percentatges d’eficiencia amb les diferents metodologies de captura, per les diferents
metodologies i costats de la cara del grup salvatge (A la segona casella: mitjana + desviacié estandard / valors

extrems / n° de recaptures).

SPM I™
Opercle Opercle Opercle Opercle Mandibula | Mandibula
Dret Esquerra Dret Esquerra Dret Esquerra
0,21+0,13 | 0,20+0,10 | 2,71+0,96 | 3,37+0,89 2,54+0,92 2,83+0,68
0,06-0,50 | 0,08-0,44 | 1,15-5,02 | 1,93-4,88 1,45-4,54 1,99-4,68
n=14 n=23 n=14 n=21 n=14 n=21
Posici6 1-5 95,65% 92,86% 100% 100% 78,60% 66,67%
Posicié >5 4,35% 7,14% 0% 0% 21,40% 33,33%
Posici6 1- 100% 92,86% 100% 100% 92,90% 90,48%
10
Posicié >1 0% 7,14% 0% 0% 7,10% 9,52%
0




Considerant com a bones les fotografies posicionades entre la primera i la cinquena opcid
del llistat d’APHIS es van obtenir: a partir de les referencies de I'opercle s’obteniren
eficiencies que oscil-laven entre el 95.65 i el 100%; i amb les referencies de la mandibula
d’entre el 66.67-78.60%. Tres fotografies en total mostraren una posicié major a deu, una
mateixa fotografia mitjancant la metodologia SPM i ITM de I'opercle i dues processades
amb les referencies de la mandibula.

Taula 2 — Matrius de valors X* del costat esquerra (E) i del costat dret (D). Comparacions entre individus
salvatges (S) i control (C); respecte les referencies de I'opercle (O) i la mandibula (M) amb les diferents
metodologies d’estudi (SPM/ ITM).

SPM | ITM | ITM | SPM |ITM | ITM SPM | ITM | ITM | SPM | ITM | ITM
C- |C |C |s- S- | s C- |C |C |Ss |Ss |s
E/O |E/O |E/M |E/O | E/O | E/M D/0 | D/0 | D/M|D/O | D/O | D/M

SPM 5/___| 1,02| 012,02 | SPM 1,66 | 102083 631

C-E/O C-D/O

ITM 14| 6,02 517,02 || ITM 0,82|1,02|083| 591

C-E/O C-D/0

ITM 10,02 | 921,02 || ITM 0,19 0| 5,08

C-E/M C-D/M

SPM 1,02 | 13,03 | | SPM 0,19 | 5,27

S-E/O S-D/0

ITM 12,02 || ITM 5,08

S-E/O S-D/0

ITM ITM

S-E/M S-D/M

**Les comparacions marcades amb groc soén les que presenten diferencies significatives entre les dues
metodologies amb un valor de confianga del 0.05.

De les comparacions duites a terme amb les fotografies del costat esquerra, onze presenten
diferencies significatives, de les quals set corresponen a la metodologia ITM amb
referéncies de la mandibula. Per altra banda les comparacions del costat dret presenten
només cinc diferéncies significatives, les quals totes relacionen la metodologia ITM amb
referéncies de la mandibula.

7) Discussid
Canvis en el temps i individualitat de les marques

Primer de tot, respecte a la permanéncia de les marques estudiades, cap dels individus del
grup control han presentat canvis al llarg dels deu mesos d’estudi, tots ells han mostrat
recaptures, i fins hi tot hi ha diversos exemplars, dels quals hi ha hagut recaptures a tots els
mostreigs.

Remarcar I’eficiéncia del programa APHIS, del que parlarem més endavant, per reconeixer
els individus tot i que no totes les fotografies presentassin gran qualitat per fer la
comparacio. De fet, es va incloure una fotografia d’un dels individus post-mortem de fora de



I’aigua i el programa, tot i presentar certes dificultats ( posicid del llistat major que en les
fotografies dels animals vius dins I"aigua), va reconeixer la fotografia i es va poder relacionar
amb l'individu.

Per altra banda a la individualitat de les marques s’han vist i comprovat una gran varietat i
quantitat de combinacions a les formes de les marques naturals d’aquesta especie. De les
37 recaptures totals cap va mostrar anomalies respecte a la possibilitat de trobar dos
individus a diferents localitats amb marques iguals o semblants.

APHIS

El programa APHIS no havia estat utilitzat previament amb cap espécie de signatid, pero ha
mostrat resultats positius amb ambdues metodologies, similars als valors mitjans obtenguts
a estudis fets a altres grups animals (Diaz-Calafat, et al. 2018). La metodologia ITM mostra
diferéncies significatives entre les dues zones d’estudi (taula 2). Es veuen eficiencies majors
al 95% amb les referencies de l'opercle i majors al 66% amb les referéncies de la
mandibula. La metodologia SPM mostra eficiencies totals majors al 90%.Tot i que ambdues
metodologies mostren bons resultats, cal remarcar que la metodologia ITM implica un
menor esfor¢ i temps de treball. Un dels beneficis d’aquesta opcid i de la metodologia
descrita en aquest treball en general, es que no és necessaria una gran quantitat de
treballadors per a dur a terme I’estudi de la poblacié. Un sol operador és capac de
comparar i analitzar les fotografies una vegada obtengudes.

Respecte els dos tipus de marcatges de referéncia, el que presenta millors resultats es el
dels dos punts, al principi i final de I'opercle (Veure figura 3a). Cal remarcar que als casos on
no mostraven bones posicions al llistat APHIS, es podien observar clarament peculiaritats a
les fotografies. Per exemple, la col-locacié del cap de I’'animal o la posicié de la galta de
’animal degut a la respiracié. Aquests animals quan deixen pasar I'aigua per les cavitats
bucals per alimentar-se o respirar mouen |'opercle (Lourie, 2016), fent més dificil el
reconeixement dels dos punts exactes de referéncia. Aquest factor es va comentar als
fotografs perque realitzesin més d’una fotografia a cada costat dels seglients individus. Aixi
I’operador pot escollir a quina fotografia es veu més clarament 'opercle i les posicions
mostren millores en I’eficiencia.

Per altra banda comentar que, probablement les referécies relacionades amb la mandibula
mostraren pitjors valors de reconeixement degut a que la base de I'antena, un dels punts de
referéncia, es veia afectada per la posicio de les protuberancies del cap de I’'animal.

Els metodes de fotoidentificacio a través de softwares informatics ja s’havien intentat aplicar
anteriorment amb altres espeécies de cavallet de mar. Hippocampus reidi és una espécie
tipica de les costes del Brazil amb la qual es realitzen estudis identificant individualment els
cavallets a través de la comparacio de la coroneta (Freret-Meurer & Andreata, 2008; Freret-
Meurer et al., 2012), estructura cutania que presenten al damunt del cap (veure figura 9). Per
realitzar les fotografies es capturen els individus, i han d’esser manipulats per poder
col-locar-los adequadament i fer-la amb la base de la coroneta amb un angle pla (Freret-
Meurer et al., 2013). Per tant el procediment que es duu a terme per fer les fotografies es
contradictori amb el propodsit d'aquests tipus de metodologies, evitar I’ efecte negatiu de la
manipulacié dels individus.



Coronet

Figura 9. Estructura cutania anomenada coroneta utilitzada a I’estudi d’Hippocampus reidi. (Freret-Meurer et
al., 2013)

Encanvi la metodologia utilitzada al present I'estudi no és invasiva, degut a que la
metodologia per la realitzacié de la fotografia és més practica, cap individu es manipulat per
realitzar les fotografies. A més és senzilla, la gran majoria de les fotografies emprades foren
obtengudes gracies a la col-laboracié ciutadana de bussejadors locals, gran part de les
quals foren realitzades molt abans del projecte. Es a dir, que no fou necessari cap tipus de
formacié, simplement se’ls hi va comentar quina part del cos era del nostre interés i que si
es realitzaven diverses fotografies de I’animal, totes les captures podrien ser incloses.

Per altra banda, la nostre metodologia ha mostrat recaptures dins periodes de temps llargs,
de deu mesos pel grup control i de vint mesos dins els individus salvatges. Que verifiquen
clarament que les marques no mostren canvis al llarg del temps. A altres estudis on s'han
estudiat poblacions de signatids s'han acceptat metodologies d’identificacié amb periodes
d'estudi de 12 mesos (Martin-Smith, 2011).A poblacions de cavallets també s’han acceptat
la metodologies estudiades dins periodes més reduits, tres mesos, i amb recaptures molt
inferiors en nombre a les nostres (Freret-Meurer et al., 2013).

8) Conclusions

- Les marques escollides sén permanents al llarg del temps, el qual implica que no
induiria a errors dins I’estudi.

- Les marques de l'opercle no presenten problemes de similaritat, tots els individus
presenten marques Uniques que fan possible la recolllida d’informacio individual.

- Dins la metodologia ITM les referéncies de I'opercle mostren millors eficiencies que
les de la mandibula.

- Les dues metodologies d’APHIS ( ITM i SPM) son compatibles amb I'estudi de
Hippocampus guttulatus. Tot i que es conclou que davant I'estudi de poblacions de
grans dimensions ITM menys temps per I’'operador.



- La fotoidentificaci6 com a métode d’estudi de poblacions d’Hippocampus guttulatus
és una metodologia no invasiva eficag, senzilla, practica i econdmica.

9) Agraiments

En primer lloc, voldria agrair al personal del Centre Palma Aquarium la seva ajuda i
col-laboracié perqué pogués dur a terme les fotografies a les seves instal-lacions. Després
agrair al Dr. Samuel Pinya i al Dr. Guillem Mateu Vicens, de I'area d’Ecologia i Zoologia
respectivament de la Universitat de les llles Balears, la seva ajuda, paciéncia i consell durant
tot el temps de I'estudi. | finalment agrair a tota la gent que m’ha acompanyat i ajudat
aportant el seu gra d’arena a aquest projecte... als bussejadors-fotografs, amics i familia
que han estat atents i implicats en tot moment al progrés de I'estudi. Moltes gracies a tots
vosaltres, que m’heu permes gaudir de la realitzacié d’aquest treball, tant important per a
mi, esperem que el primer de molts.



10) Taules adjuntes

Naturalesa Codi segons el tipus Exemple:
de la taca de taca
N° de referéncies — Taca escollida
localitzaci6
Circular 1 — centre del cercle
Ovalada 2 — A cada costat de
major longitud.
Quadrada - 4 — A cada vértex
Rombe
Quadrada X — Dependra del cas.
composta A cada extremiales

interseccions sense
repetir punts.

Linear recte

Perpendicul
ars

2 — A cada extrem

X — Dependra del cas.
A cada extrem i a les
interseccions

Marcatge




Linear
curvada

Altres linears

3 — A cada extremi i al
centre de curvatura

X — Dependra del cas.
A cada extrem i on les
linies mostrin canvis
direccionals. Si
mostren curvatures
també al centre de
curvatura.

Triangulars /
Trapecis

3/ 4— A cada vértex

Aformes

X— Dependra del cas:

2) Si presenten formes
punxagudes es
marca el vértex.

3) Les curves NO es
marquen

4)Es marcara
cualsevol punt
relevant, zona on
canvii de direccié,
etc.
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