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RESUMO: Uma alternativa as técnicas de marcacao artificial € o reconhecimento dos individuos através
do seu padrédo de marcas naturais. Uma das limitacdes da fotoidentificacdo € sua utilizacdo em estudos de
grandes amostragens. Nesses casos, 0 reconhecimento dos individuos torna-se invidvel caso ndo seja
auxiliado por um software. Melanophryniscus admirabilis € um sapo recentemente descrito,
microendémico e ameacado de extingdo. Devido a situacdo de vulnerabilidade da Unica populagdo
conhecida de M. admirabilis e a falta de conhecimento sobre o efeito que a amputacédo de falanges teria
sobre a capacidade de deslocamento dos individuos, optamos por empregar o reconhecimento individual
através do padrdo de coloracdo e evitar o uso de uma técnica invasiva de marcacdo. O objetivo desse
trabalho foi validar o método da fotoidentificagdo como uma alternativa de marcacgdo ndo invasiva para
individuos adultos da espécie, comparando a eficiéncia entre a fotoidentificacdo realizada manualmente e
a fotoidentificacdo auxiliada por um software. As amostragens foram realizadas mensalmente durante um
ano, quando os individuos capturados tiveram seus ventres fotografados. No primeiro teste realizado, dois
pesquisadores identificaram igual e independentemente nove recapturas. Das 889 imagens, o software
sugeriu 92,11% das recapturas entre as trés primeiras candidatas, apresentando um bom desempenho para
0 grande numero de imagens. No teste para avaliar a eficiéncia dos dois métodos, das 450 imagens
analisadas, a fotoidentificacdo manual reconheceu 71 de 74 recapturas, engquanto que o reconhecimento
auxiliado pelo software identificou 61 como recapturas. Houve diferenca significativa entre as proporcoes
de erro da fotoidentificacdo manual (0,67%) e auxiliada pelo software (2,89%). Todos os erros foram
falsos negativos. O método de fotoidentificacdo pdde ser empregado com sucesso em M. admirabilis e a
fotoidentificacdo manual foi mais eficiente que a auxiliada pelo software, apesar do maior tempo
despendido. Durante um ano de amostragem, ndo identificamos alteracfes no padrdo de colorido de
nenhum individuo recapturado. Nossas observagdes acerca da utilizacdo do software Wild-1D
demonstraram que a remocdo do fundo (tornando-o homogéneo e sem sombras) foi a melhor alteragéo
pés-processamento das imagens. Apresentamos, por fim, uma compilacdo de sugestes compondo um
protocolo de fotoidentificacdo para anfibios.

PALAVRAS-CHAVE: marcacdo e recaptura, fotoidentificacdo auxiliada por software, marcas naturais,
padréo de coloragdo, Wild-1D, Mata Atlantica.

ABSTRACT: An alternative to artificial marking techniques is the recognition of individuals through
natural marking. One of the limitations of photo-identification is its use in studies of large samples. In
these cases, recognition of individuals becomes impractical if not assisted by software. Melanophryniscus
admirabilis is a recently described frog, micro-endemic and endangered. Due to the vulnerability of the
unique known population of this species and the lack of knowledge about the effect of toe-clipping on the
movement ability of individuals, we chose to individually recognize specimens through color pattern,
avoiding the use of any invasive marking technique. The objective of this study was to validate the
photographic identification method (PIM) as a non-invasive alternative of marking adult individuals of
this species, comparing the efficiency between Manual PIM and Computer-aided PIM. Samples were
collected monthly during a year. The belly of 889 captured individuals was photographed. On the first
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test, two researches identified the same nine recaptures independently. Of the 889 images, the software
suggested 92.11% of correct matches in the top 3, showing a good performance for the large number of
images. In the test to evaluate the efficiency between the two methods, of the 450 analyzed images,
Manual PIM recognized 71 of 74 recaptures, while Computer-aided PIM identified 61 as recaptures.
There were significant differences in the proportion of errors between Manual PIM and Computer-aided
PIM. All errors were false negatives. PIM could be successfully applied in M. admirabilis and Manual
PIM was more efficient than Computer-aided PIM, despite being more time-consuming. During a year of
sampling, we did not identify changes in color pattern of any recaptured individual. Our observations on
the use of Wild-1D software showed that removal of the background (making it homogeneous and
shadowless) was the best of post processing modification of images. We present a protocol for PIM in
amphibians and a compilation of suggestions.

KEYWORDS: mark-recapture, computer-aided photographic identification, natural marking, color
pattern, Wild-1D, Atlantic Forest.

INTRODUCAO

Estudos demograficos, comportamentais e reprodutivos (e.g. Denton & Beebee,
1993; Measey, 2001; Measey et al., 2003; Pham et al., 2007) sdo essenciais para o
entendimento de aspectos da historia de vida de espécies de anfibios e, assim, sdo
fortemente recomendados para o desenvolvimento de estratégias efetivas de
conservacdo (Donnelly & Guyer, 1994; Bradfield, 2004; Wells, 2007; Gamble et al.,
2008). Métodos de marcacdo e recaptura sdo frequentemente empregados nesses
estudos, 0s quais exigem o reconhecimento especifico dos individuos (Donnelly et. al.,
1994; Krebs, 1999. Numerosas técnicas de marcacdo individual estdo disponiveis para o
uso em anfibios adultos e as mais tradicionais envolvem uma marcacdo artificial, como
a amputacdo de falanges, a implantacdo de elastdmeros (marcacdo subcutanea com um
polimero fluorescente), Transponder Integrado Passivo (PIT) ou tatuagens (ver
Donnelly et al., 1994; Ferner, 2007, 2010; Beausoleil et al., 2004).

Visando uma marcacdo ideal, alguns critérios devem ser considerados na escolha
da técnica. E usualmente desejado (1) que ndo existam efeitos na sobrevivéncia, no
comportamento e na fisiologia dos organismos, (2) que a marcacdo seja permanente (ou
resista o tempo suficiente para a realizacdo do estudo) e, preferencialmente, (3) que a
técnica seja de facil aplicacdo e baixo custo (Ferner, 2007). Evidentemente, nenhuma
técnica satisfaz todos os critérios e cabe ao pesquisador decidir qual delas atende melhor
as necessidades do estudo proposto (Mellor et al., 2004).

A amputacdo de falanges € a técnica de marcacdo mais amplamente utilizada,

por ser de fécil aplicacdo e baixo custo (Donnelly et al., 1994; Ferner, 2007; Beausoleil
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et al.,, 2004). No entanto, técnicas consideradas invasivas tém sido frequentemente
questionadas e revisadas e cada vez mais 0s pesquisadores estdo interessados em
técnicas de marcacdo e maneiras ndo invasivas de identificar os individuos (Davis &
Ovaska, 2001; Ferner, 2007, 2010; Perry et al., 2011).

Os estudos sobre os efeitos das técnicas de marcacdo em anfibios sdo em geral
contraditérios, variando de espécie para espécie e dificultando generalizacGes
(Bradfield, 2004; Ferner, 2010). Alguns autores defendem que a amputacao de falanges
prejudica os resultados, pois relatam a possibilidade de regeneragdo dos dedos cortados
ou de perda natural/espontanea deles (Miranda et al., 2005; Ferner, 2007; Ursprung et
al., 2011), assim como indicam alteragcdes nas taxas de recaptura, na sobrevivéncia e no
comportamento dos individuos, devido a potencial infeccdo causada pelo corte dos
artelhos (Clarke, 1972; Davis & Ovaska, 2001; Parris & McCarthy, 2001; McCarthy &
Parris, 2004; Bradfield, 2004). Outros autores relatam que a amputacao de falanges néo
afetou significativamente a sobrevivéncia dos individuos, ndo interferindo no resultado
dos estudos (Gelder & Strijbosch, 1996; Berger, 2001; Liner et al., 2007; Phillot et al.,
2007, 2011).

Além da preocupacdo com a qualidade dos estudos, questBes éticas e de
conservacdo também tém sido debatidas (Halliday, 1994; May, 2004; Funk et al., 2005;
Perry et al., 2011) a fim de minimizar os disturbios causados na populacdes de anfibios,
especialmente quando se trata de espécies raras, endémicas ou ameacadas (Beausoleil et
al, 2004; Bradfield, 2004; McCarthy & Parris, 2008). Durante estudos populacionais
com rés (Lithobates catesbeianus), Briggs & Storm (1970) optaram por ndo amputar 0s
polegares dos espécimes devido a sua importancia durante o amplexo. Os autores
também mencionaram a relevancia desse artelho na sexagem dos animais.

Uma alternativa as técnicas de marcacdo artificial € o reconhecimento dos
individuos através do seu padrdo de marcas naturais (Donnelly, et al., 1994; Bradfield,
2004; Ferner, 2007). Essa técnica de marcacdo individual ndo invasiva tem sido
principalmente empregada em estudos de mamiferos, tanto marinhos (e.g. baleias-
jubartes, Glockner & Venus, 1983; baleias-francas, Payne et al., 1983; focas-monge-do-
mediterraneo, Forcada & Aguilar, 2000), quanto terrestres (e.g. zebras, Petersen, 1972;
ledes, Schaller, 1972; chimpanzes, Goodall, 1986; guepardos, Caro, 1994 e Kelly, 2001,
elefantes, Whitehouse & Hall-Martin, 2000; texugos-europeus, Dixon, 2003; ursos-
polares, Anderson et al., 2007). Mais recentemente essa técnica vem sendo utilizada

também como a alternativa menos invasiva em estudos populacionais de anfibios, em
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salamandras (e.g. Davis & Ovaska, 2001; Bailey, 2004) e em anuros (e.g. Denton &
Beebee, 1993; Kurashina et al., 2003; Bradfield, 2004; Bailey, 2004; Caorsi et al.,
2012).

Embora a identificacdo de anfibios por meio de marcas naturais normalmente
envolva a manipulacdo deles, essa técnica estd se tornando popular para o
reconhecimento de individuos de populagdes que requerem maiores cuidados
(Beausoleil et al., 2004), sendo uma alternativa ideal para ser empregada nas pesquisas
com espécies ameacadas ou endémicas (Kelly, 2001). Além disso, é relativamente
pratica e acessivel (necessidade apenas de uma maquina fotografica digital).

Para que o método de identificacdo fotografica (Photografic Identification
Method - PIM) possa ser empregado com sucesso nos estudos ecoldgicos de anfibios, o
padrdo de coloracdo dos individuos deve variar suficientemente para o reconhecimento
individual (ndo havendo individuos aparentemente idénticos; Bradfield, 2004; Kenyon
et al., 2009), mas ndo deve ser tdo variavel que dificulte a identificacdo. Além disso, é
necessario que as marcas ndo mudem ao longo do tempo (variagdo ontogenética, por
exemplo; Kenyon et al., 2010). Outra limitagdo do PIM ¢é sua utilizagdo em estudos com
grandes amostragens. Nesses casos, 0 reconhecimento dos individuos através de
fotografias do padrdo de coloracdo torna-se inviavel caso ndo seja auxiliado por um
software (recognition-assistance software; Whitehead, 1990; Beausoleil et al., 2004;
Arzoumanian et al., 2005; Foster et al., 2006; Gamble et al., 2008; Speed et al., 2007,
Morrison et al., 2011; Bolger et al., 2012).

Muitas espécies do género neotropical Melanophryniscus ocorrem em areas
restritas e sob um forte impacto ambiental, o que as predispGe a problemas de
conservacdo. Contudo, para a maioria dessas espécies inexistem estudos de historia
natural, de distribuicdo geogréafica e de tamanho populacional, o que dificulta uma
correta avaliacdo do seu status de conservacdo (IUCN, 2012). O sapinho-verde-de-
barriga-vermelha, Melanophryniscus admirabilis Di Bernardo, Maneyro & Grillo, 2006,
foi recentemente descrito e € um exemplo da caréncia de informacgdes. Trata-se de uma
espécie de distribuicdo altamente restrita, endémica de apenas uma localidade (Perau de
Janeiro, Arvorezinha, RS, Brasil), e que vem sendo considerada ameacada de extingdo
e, por isso, uma das prioridades para a conservacdo da herpetofauna no sul do Brasil
(Portaria n® 25, de 17 de fevereiro de 2012). Essa é uma regido especialmente
vulneravel, ja que esta situada em uma bacia hidrografica com grande potencial para

construcdo de usinas hidrelétricas. Além disso, o Perau de Janeiro esta localizado em
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um dos maiores fragmentos de Mata Atlantica da regido, mas que vem sendo destruido
principalmente devido a monocultura extensiva de fumo e Eucaliptus sp. e a criacdo de
gado. A sobrevivéncia de M. admirabilis pode depender do desenvolvimento de
politicas especificas para sua conservacao e, para isso, € necessario que sejam
conhecidos alguns aspectos-chave da sua biologia, a fim de que sejam elaboradas
estratégias de acdo efetivas. Portanto, existe a necessidade de estudo do tamanho e das
tendéncias populacionais da espécie e, para isso, a utilizacdo de uma técnica de
marcacdo ndo invasiva é ideal. Observacdes preliminares permitiram notar a existéncia
de um padrédo de colorido ventral Gnico em cada individuo, como observado em outras
espécies do género (Vaira, 2002; Cairo & Tada, 2005; Caorsi, et al., 2012). Além disso,
foi observado que os individuos sdo capazes de escalar os paredBes ingremes na beira
do Rio Forqueta (dados ndo publicados; Figura 1). Portanto, devido a situacdo de
vulnerabilidade da Unica populacdo conhecida de Melanophryniscus admirabilis e a
falta de conhecimento sobre o efeito que a amputacdo de falanges teria sobre a
capacidade de deslocamento dos individuos, optamos por empregar o reconhecimento
individual através das marcas naturais e evitar o uso de uma tecnica invasiva de

marcacao.

FIGURA 1. Espécime de Melanophryniscus admirabilis escalando pareddo rochoso com vegetacéo.



Nesse contexto, o principal objetivo desse trabalho é validar o método da
fotoidentificagcdo como uma ferramenta alternativa de marcagéo individual ndo invasiva
para Melanophryniscus admirabilis, comparando a eficiéncia entre a fotoidentificagcdo

realizada manualmente e a fotoidentificacdo auxiliada por um software.

MATERIAIS E METODOS

Para registrar os espécimes de Melanophryniscus admirabilis, foram realizadas
saidas de campo mensais, de outubro de 2010 a outubro de 2011. A &rea de amostragem
esta situada em uma Regido Fitoecoldgica de transi¢do, ndo so apresentando elementos
tipicos da Floresta Ombro6fila Mista, como o pinheiro-brasileiro (Araucaria
angustifolia), mas também se caracterizando pela quase integral decidualidade da
cobertura superior da floresta e pelo clima regularmente Umido, tipicos da Floresta
Estacional Decidual (Leite & Klein, 1990).

Durante as expedicGes a campo, os individuos eram encontrados por Procura
Visual (Visual Encounter Survey — VES; Crump & Scott Jr., 1994), ndo controlada por
tempo, em um transecto de aproximadamente 700m ao longo da margem esquerda do
Rio Forqueta, no Perau de Janeiro (municipio de Arvorezinha, Rio Grande do Sul), em
um vale estreito, limitado por encostas de acentuada declividade. A espécie utiliza como
sitio reprodutivo pequenas pocgas nas margens rochosas do rio e a disponibilidade dessas
pocas Vvaria periodicamente, dependendo do nivel do rio (dados nédo publicados).

Todos os individuos adultos de M. admirabilis encontrados foram capturados e
levados ao laboratorio instalado no campo, onde eram medidos, pesados, sexados e
fotografados. Os individuos machos foram reconhecidos através da presenca de
calosidade sexual na mdo ou pela emissdo do canto agonistico. Em todas as ocasifes
amostrais, os individuos foram liberados nos locais de captura no dia seguinte, ap6s um
méaximo de 24h. Essas informacdes foram catalogadas em um banco de dados, onde
cada captura recebeu um cddigo sequencial (MA XXX). Os recipientes de coleta (sacos
plasticos) nunca foram reutilizados, a fim de evitar a transmissdo de patdégenos (como
fungos quitridios) entre os individuos. Nao foi necessario o uso de qualquer anestésico
para fotografar os exemplares, que ficam imdveis por tempo suficiente para o
procedimento, sempre que colocados de costas para o substrato. Para a realizacdo do

estudo de marcagdo e recaptura e eventual coleta de espécimes de M. admirabilis, foi
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obtida uma licenca (25463-1) junto ao Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio).

O padrdo de coloragdo de M. admirabilis apresenta cores aposematicas
claramente contrastadas. No dorso predomina a coloracdo verde com glandulas bem
desenvolvidas verde-amareladas. Ventralmente, os individuos apresentam a regido
inguinal e a planta das patas em vermelho vivo. O restante do ventre (queixo, regido
gular, peito e barriga) tem fundo preto e suas glandulas arredondadas sdo facilmente
distinguiveis pelo tamanho e por sua contrastante coloracdo, que varia de verde a
amarela. A regido axilar frequentemente apresenta glandulas arredondadas na cor

vermelha, também contrastando fortemente com o fundo preto (Figura 2; Di-Bernardo
et al., 2006).

FIGURA 2. Padrdo de coloragéo dorsal e ventral de individuos adultos de M. admirabilis.

Os espécimes tiveram seu ventre fotografado preferencialmente por uma camera
digital Nikon P90 (resolucdo 12.1 Megapixels), em fundo branco, para dar destaque ao
padrdo de colorido ventral, e usando iluminacdo com flash. A distancia da camera até o
individuo fotografado ndo foi completamente padronizada, porém usualmente foi de
cerca de 20 cm. Para melhores resultados, os individuos foram fotografados diversas
vezes, e posteriormente a melhor fotografia foi selecionada, a qual recebeu o cédigo
correspondente as suas informag6es no banco de dados. O ventre deveria estar limpo e

pouco Umido, para ndo refletir muita luz. Tomou-se o cuidado de que a vista ventral do



corpo ficasse de preferéncia em angulo reto em relacdo a posicdo da cdmera e no centro
do campo de visdo. Antes do reconhecimento fotografico, as fotografias foram todas
recortadas tangencialmente ao corpo do animal, reduzindo a imagem & &rea de interesse,
como sugerido por Bolger et al. (2011).

O é&lbum do banco de dados foi composto por imagens de todos os eventos de
captura, numerados sequencialmente em ordem de aquisicdo. A comparacao das fotos
seguiu duas metodologias: o reconhecimento fotogréfico realizado manualmente (PMR:
Photographic mark-recapture) e o reconhecimento fotografico auxiliado por um
software (CAPI: Computer-assisted photo identification), conforme descrito a seguir.

Fotoidentificacdo Manual

Cada imagem do A&lbum foi comparada com o conjunto de imagens
correspondente aos eventos de captura anteriores, visando identificar as possiveis
recapturas. Algumas regifes do corpo eram principalmente observadas: a regido gular e
a barriga, onde frequentemente se formam desenhos pela juncdo de algumas glandulas;
e a regido axilar, que apresenta poucas glandulas vermelhas ou ndo as apresenta,
facilitando o reconhecimento (Figura 3). Depois de identificarmos os candidatos como
recapturas ou como um novo individuo, essa informacéo era inserida no banco de dados
e na imagem correspondente do album.

Com o objetivo de testar a fotoidentificacdo visual, dois pesquisadores
procuraram independentemente por correspondéncia entre as fotografias no banco de
dados, classificando-as como uma recaptura ou como um novo individuo. Este teste foi

realizado com as 169 imagens dos dois primeiros meses de amostragem.
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FIGURA 3. Variagdo do padrdo de coloragdo em individuos adultos de M. admirabilis. Note os desenhos
que se formam a partir da juncdo das glandulas e a coloragéo da regido axilar. (A1) macho, CRC = 34,62;
(A2) macho, CRC = 35,32; (A3) macho, CRC = 30,12; (A4) macho, CRC = 33,48; (B1) macho, CRC=
32,88; (B2) macho, CRC= 34,84;( B3) macho, CRC= 32,50; (B4) fémea, CRC= 34,70; (C1) macho,
CRC= 31,30; (C2) macho, CRC= 33,55; (C3) macho, CRC= 35,36; (C4) fémea, CRC= 36,68; (D1)
macho, CRC= 32,44; (D2) macho, CRC= 31,69; (D3) macho, CRC= 32,02; (D4) macho, CRC= 34,36.

Reconhecimento Auxiliado Por Software

O software utilizado para a fotoidentificacdo foi o Wild-ID 1.0 (Bolger et al.,
2011), o qual trabalha baseado no operador SIFT (Scale Invariant Feature Transform;

Lowe 2004). Ele foi desenhado para identificar aspectos distintivos das imagens,
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independentemente de escala e rotacdo. N&o é necessario marcar na imagem 0s pontos a
serem comparados. Esse software é livre e foi desenvolvido pela Faculdade de
Dartmouth (EUA). O software compara cada registro com todas as imagens de registros
anteriores disponiveis no album do banco de dados. Apds esta andlise, o software
oferece, para cada um dos registros, vinte imagens candidatas potenciais. Cabe ao
usuario do programa aceitar uma imagem como correspondente (recaptura) ou rejeitar
as opcoes disponiveis, assumindo o registro como um novo individuo. Ao final de todos
os confrontos, o software cria um arquivo com as comparagdes, informando as imagens
que foram reconhecidas pelo usuédrio como recapturas, a posicdo em que estavam
classificadas entre as vinte op¢des e o valor de similaridade entre a imagem dada e a
imagem correspondente. Com o objetivo de avaliar o comportamento do software em
individuos de M. admirabilis, rodamos 889 imagens de capturas do nosso banco de

dados.

Fotoidentificacdo Manual versus Fotoidentificacdo Auxiliada Por Software

A fim de comparar a eficiéncia do reconhecimento individual realizado
manualmente e do auxiliado pelo software, fotoidentificamos as mesmas capturas com
os dois métodos separadamente. Na auséncia de um controle possivel, para o total de
recapturas foi utilizada a estimativa agregada dos dois métodos, ou seja, 0 somatério do
namero de recapturas identificadas por ambos os métodos, do nimero de recapturas
reconhecidas somente pela fotoidentificagdo manual e do numero de recapturas
reconhecidas somente pela fotoidentificacdo auxiliada pelo software. O erro de cada um
dos metodos foi calculado sobre o total de capturas realizadas. Todos os erros foram
classificados em falso negativo (quando uma recaptura nao € identificada como tal) ou
falso positivo (quando um novo individuo é erroneamente identificado como uma
recaptura).

O tempo total dedicado para a fotoidentificagdo em cada um dos métodos
também foi estimado. Considerando que 0 tempo necessario para comparar uma
imagem com outra seria em média dois segundos, calculamos uma estimativa maxima
para ambos 0s métodos, ou seja, supondo que ndo encontrariamos nenhuma recaptura e
teriamos que comparar cada registro com todas as outras imagens do banco de dados.

Para a fotoidentificagdo realizada manualmente, foram comparadas 450 imagens com
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outras 450, gastando dois segundos por comparacdo (450*449*2s). Para a
fotoidentificacdo auxiliada pelo software, foram comparadas as mesmas 450 imagens do
banco de dados com outras 20 potenciais para cada registro, gastando dois segundos por
comparagéo (450*%20*2s).

Para testar se a eficiéncia entre métodos diferiu significativamente, realizamos
um teste x* de Pearson com a correc&o para continuidade de Yates, utilizando o software

R (v. 2.13.2) e assumindo um nivel de significancia de 0.05.

Efeito da padronizacdo na capacidade de identificacdo do software

Durante a analise dos dados, percebemos que a maioria dos erros do software
estava relacionada a um mesmo evento amostral. Buscando entender a relagdo entre os
erros, percebemos que as imagens desse evento ndo foram padronizadas como as outras
e os individuos foram fotografados sobre a mdo de um pesquisador, sem flash e/ou por
uma maquina fotografica ou pesquisador diferente dos usuais. Decidimos, entdo,
verificar se a eficiéncia entre os dois métodos diferiria caso excluissemos todas as
capturas do evento de amostragem que ndo apresentavam um minimo de padronizacao
(n=84). Para isso, realizamos o teste exato de Fisher com as 366 imagens padronizadas
restantes, utilizando o software R 2.13.2 e assumindo um nivel de significancia de 0.05.

No entanto, a eliminacdo de todas as fotografias ndo padronizadas significaria
perda de informacdo, sobretudo se considerarmos que, as Vvezes, no campo,
metodologias inflexiveis sdo dificeis de serem aplicadas. Logo, fizemos observacoes
acerca da utilizacdo do software Wild-ID, na tentativa de aprimorar 0 seu uso e, assim,
ampliar a utilizacdo do padrdo de colorido ventral como técnica de marcacéo, sobretudo
para espécies de Melanophryniscus, de maneira pratica e com alta qualidade. Para isso,
todas as imagens foram tratadas de diferentes maneiras (Figura 4): (1) removendo o
fundo (FR), (2) através da correcdo automatica (CA) ou (3) removendo o fundo de todas
as imagens e editando contraste, brilho e/ou nitidez somente das fotos que o usuario
julgasse necessario (FR+CM). A remocdo do fundo da imagem foi realizada utilizando
o software Adobe Photoshop CS5 e as outras alteracdes, utilizando o Microsoft Office
2010.
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sem edigao Fundo Correcao FR + Corregéo
Removido (FR) Automatica (CR) Manual (CM)

FIGURA 4. Exemplo das edicfes pos-processamento referidas nos testes da fotoidentificacdo auxiliada

por software em Melanophryniscus admirabilis.

RESULTADOS

Fotoidentificacdo Manual

No primeiro teste realizado, 169 fotografias foram comparadas. Dessas, nove
foram identificadas como recapturas independentemente pelos dois pesquisadores,

sendo o restante considerado como novos individuos.

Reconhecimento Auxiliado Pelo Software

Das 889 capturas, a fotoidentificacdo auxiliada pelo software reconheceu 190
recapturas de um total de 699 individuos, variando de uma a quatro recapturas por
individuo. O software Wild-ID encontrou 87,37% dos correspondentes na primeira
posicdo entre as vinte candidatas potenciais, 3,16% na segunda e 1,58% na terceira
posicdo. Ou seja, 92,11% das imagens correspondentes estavam entre as trés primeiras
candidatas que o software sugere como potencial recaptura (Figura 5). Nenhum
individuo idéntico foi encontrado durante as comparacfes entre todos os individuos

provenientes da mesma amostragem.
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FIGURA 5. Numero de recapturas de individuos de Melanophryniscus admirabilis (=889 capturas) em
cada uma das vinte posi¢des sugeridas pelo software Wild-ID.

Fotoidentificacdo Manual versus Auxiliada Pelo Software

A estimativa maxima de tempo despendido para fotoidentificar 450 imagens por
ambos 0s meétodos foi de aproximadamente 112 horas na fotoidentificacdo realizada
manualmente e de 5 horas na auxiliada pelo software. No teste para avaliar a eficiéncia
dos dois métodos com todos os eventos de amostragem, as 450 imagens
fotoidentificadas corresponderam a 376 individuos. A fotoidentificacdo manual
reconheceu 71 recapturas, enquanto que o reconhecimento auxiliado pelo software
identificou 61 como recapturas. A estimativa agregada indicou 74 recapturas. O erro da
fotoidentificacdo manual, portanto, foi estimado em 0,67% (3 em 450) e o erro da
fotoidentificacdo auxiliada pelo software, em 2,89% (13 em 450). A diferenca entre as
proporgdes de erro dos dois métodos analisados foi significativa (y°= 5,6761;
p=0,0172). Todos os 16 erros, tanto da fotoidentificacdo visual, quanto da auxiliado
pelo software, foram falsos negativos. Nao foram identificados erros do tipo falsos
positivos.

Na comparacdo entre os dois métodos, usando somente fotografias padronizadas,
a amostra de 366 imagens correspondeu a 323 individuos. A fotoidentificacdo manual
reconheceu 42 recapturas, enquanto que a fotoidentificacdo auxiliada pelo software
reconheceu 41. A estimativa agregada foi de 43 recapturas. O erro da fotoidentificacao

manual foi estimado em 0,273% (01 em 366) e o erro da fotoidentificagcdo auxiliada
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pelo software, em 0,546% (02 em 366). Nao houve diferenca entre as propor¢des de
erro dos dois métodos (p= 1). Os trés erros encontrados foram falsos negativos.

Quando o fundo de todas as imagens foi removido (FR), o software reconheceu
mais oito recapturas, reduzindo o erro a cinco. No entanto, outras quatro recapturas
anteriormente reconhecidas, ndo foram encontradas, aumentando o erro para nove.
Quando utilizamos somente a correcdo automatica (CA) para todas as 450 fotos, o erro
foi reduzido a sete em relacdo as trezeanteriores, mas trés novos erros foram gerados,
totalizando 10. Quando as fotos foram testadas com o fundo removido e com a edig¢do
das imagens realizada pelo usuéario (FR+CM), o software identificou cinco antes ndo
identificadas, porém também gerou trés novos erros, totalizando 11 recapturas nao

sugeridas previamente entre as vinte op¢des pelo software (Tabela 1).

TABELA 1. Comparacdo do Método de ldentificacdo Fotografica (PIM) manual e auxiliada pelo
software, com trés diferentes edices de pds-processamento, aplicado em Melanophryniscus admirabilis.
Teste x* de Pearson calculado em comparagio aos erros e acertos da PIM Manual, com a correcdo para
continuidade de Yates e assumindo um nivel de significancia de 0,05. n = 450 (dados baseados em
fotografias ndo padronizadas).

PIM Erros Acertos % de erros v
Manual 3 71 0,67 -
Software — sem edigéo 13 61 2,89 p=0,017*
Software — remogéo do fundo (FR) 9 65 2,00 p=0,132
Software — correcéo automéatica (CA) 10 64 2,22 p=0,081
Software — FR + correcdo manual (CM) 11 63 2,44 p=0,049*

* resultado estatisticamente significativo.

Somente dois pares correspondentes dos treze erros iniciais ndo puderam ser
reconhecidos pelo software em nenhuma das ocasifes de edicdo das imagens. Essas
fotografias apresentavam o corpo dos individuos em angulos diferentes e assim o
padrdo de colorido ficava distorcido. Ao se trocar uma das fotos por outra menos

torcida, o software pdde encontrar a correspondente (Figura 6).
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outra foto do
mesmo evento

FIGURA 6. Exemplo do efeito da selecdo de diferentes imagens de um mesmo evento de recaptura,

resultando em reconhecimento ou ndo pela fotoidentificacdo auxiliada pelo software

DISCUSSAO

Os individuos de Melanophryniscus admirabilis puderam ser facilmente
distinguidos nesse estudo e consideramos que a técnica de marcacao por meio do padrdo
de colorido ventral pode ser empregada com sucesso. Cairo et al. (2005) destacaram o
uso do padrdo de coloracdo como uma poderosa ferramenta para reconhecimento
individual de Melanophryniscus sp. em uma populacdo da Argentina. Caorsi et al.
(2012) apresentaram dados de que a identificacdo através do padrdo de colorido teve um
melhor desempenho em M. cambaraensis do que a amputacdo de falanges, técnica
muita vezes tida como referéncia em estudos de marcacdo e recaptura. Além disso, o
PIM ja foi utilizado por outros autores como controle de técnicas de marcacdo em
anfibios ou como grupo controle para avaliar os efeitos de técnicas invasivas (Hero,
1989 apud Miranda et al., 2005 ; Davis & Ovaska, 2001; Beausoleil et al., 2004). Nosso
trabalho corrobora a ideia de que uma técnica mais invasiva de marcacdo ¢é
desnecessaria em estudos com M. admirabilis e indesejavel por se tratar de uma espécie

microendémica e ameagada.
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Durante um ano de amostragem, ndo identificamos alteragdes no padrédo de
colorido de nenhum individuo recapturado, como ja observado previamente em outros
estudos com anfibios (Denton & Beebee, 1993; Miranda et al., 2005; Caorsi et al.,
2012). Kenyon et al. (2009) demonstraram mudangas na coloragdo dorsal de Litoria
genimaculata em um intervalo de dois meses, mas validou o método de
fotoidentificacdo para juvenis da mesma espécie em um periodo curto de tempo
(Kenyon et al., 2010), pois os individuos ndo apresentaram nenhuma variacdo
ontogenética nas manchas. Provavelmente essa diferenca nos resultados esteja associada
ao tipo de mancha do padrdao de colorido, as quais sdo muito conspicuas em M.
admirabilis e ndo se alteram com a intensidade de luz, temperatura, umidade ou de
acordo com o sexo dos individuos. A mesma justificativa foi sugerida por Caorsi et al.
(2012) para M. cambaraensis. Sugerimos que novos estudos abordem a variagdo no
padréo de coloragdo em jovens, visto que neste estudo o método foi testado somente em
individuos adultos.

Individuos diferentes com padréo de coloracdo muito parecido poderiam levar a
erros do tipo falso positivo, induzindo a identificacdo de uma recaptura em um evento
de nova captura. A identificacdo deste tipo de erro s6 é possivel se os individuos
puderem ser reconhecidos por algum método independente. Neste estudo, testamos a
existéncia de falsos positivos avaliando a eventual identificacdo de recapturas em um
mesmo evento de captura (onde os individuos eram sabidamente diferentes). Esse tipo
de erro ndo foi identificado em nosso estudo, nem pela fotoidentificacdo manual nem
pela auxiliada pelo software, ndo apresentando individuos semelhantes em uma mesma
amostragem.

A fotoidentificacdo manual gerou um erro muito baixo (0,67%) e mostrou-se
muito eficiente quando comparada com a fotoidentificacdo auxiliada pelo software (13
erros; 2,89%). Ela somente falhou no reconhecimento de trés recapturas e isso
provavelmente se deu devido ao cansaco humano apds uma série muito longa de
comparacgdes. Contudo, o tempo necessario para fotoidentifcar um conjunto grande de
imagens é um fator indiscutivelmente limitante da técnica. O reconhecimento auxiliado
pelo software, no entanto, apresentou baixo tempo despendido em comparacdo com a
fotoidentificacdo manual, contribuindo também para reduzir o erro causado pelo
cansaco humano, visto que a tendéncia é aumentar o nimero de erros conforme aumenta
0 numero de fotos a serem visualizadas. Além disso, o software Wild-1D teve um bom

desempenho, sugerindo 92,11% das recapturas reconhecidas por ele nas trés primeiras
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posicdes. O software também foi capaz de reconhecer imagens com baixa resolucao e
até mesmo fora de foco.

A fotoidentificacdo auxiliada pelo software apresentou um numero relativamente
maior de erros, que podem ser inadmissiveis em alguns estudos ecoldgicos; falsos
negativos podem superestimar o tamanho da populacdo (Donnelly & Guyer, 1994;
Bolger et al., 2012), por exemplo, causando possiveis problemas de conservacao.
Contudo, o baixo tempo necessario torna o método uma alternativa de escolha para
estudos com bancos de dados grandes. Na tentativa de aprimorar e ampliar a utilizacéo
do padrdo de colorido como técnica de marcacdo, nossas observagdes acerca da
utilizagdo do software Wild-ID, assim como o resultado ndo significativo do teste qui-
quadrado recalculado, demonstraram que a remocao do fundo (tornando-o homogéneo e
sem sombras) foi a melhor alteracdo pds-processamento das imagens.

Consideramos, por fim, que a técnica de fotoidentificacdo pode ser
eficientemente aplicada ao estudo de M. admirabilis e provavelmente de outras espécies
do género. Nosso estudo permitiu também identificar potenciais fontes de erros, que
podem ser observadas em outros estudos, visando aprimorar o processo. Ao longo de
todas as tentativas de aprimoramento da fotoidentificacdo auxiliada por software, o
nosso melhor resultado foi quando as fotografias ndo padronizadas foram simplesmente
removidas. Ou seja, a fonte dos erros pdde ser reconhecida a posteriori e todas
corresponderam a fotografias de qualidade inferior. Desenvolvemos a partir de nossos
resultados um protocolo para anfibios, baseado nas imagens ndo identificadas como
recaptura pelo software:

Q) Precisdio e boa qualidade das fotos. Conforme ja observado
anteriormente por Whitehead (1990) e Kelly (2001), a baixa qualidade
das imagens interfere no reconhecimento. Sugerimos que as fotografias
sejam tiradas de preferéncia sempre por uma mesma maquina fotogréafica
ao longo do estudo, sempre com flash ou sempre utilizando outra luz
externa e que o espécime seja fotografado diversas vezes, até que uma
das fotos esteja com foco, sem brilho extra (os quais podem ser
identificados como uma mancha pelo software) e com boa resolucéo;

(i) Fundo homogéneo. De preferéncia branco, pois reduz a formacdo de
sombra e dd mais contraste ao padrdo de colorido. Se for necessaria a

remocao posterior do fundo, o branco também facilita este processo;
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(ii)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

Cinturas pélvica e escapular alinhadas. A tor¢do de uma das cinturas
atrapalha no momento do reconhecimento, pois em uma fotografia o
individuo pode estar torcido para um lado e na outra, para 0 outro,
dificultando assim a identificacdo da posi¢do das manchas;

Angulo reto entre a lente da maquina fotogréfica e a linha imaginaria
que tangencia o plano corporal sendo fotografado. Da mesma forma que
o0 item anterior, angulos diferentes em imagens diferentes de um mesmo
individuo podem atrapalhar no reconhecimento;

Adicionar ao banco de dados caracteres observados nos individuos.
Desenhos formados pela aglomeracdo de manchas ou de pontos,
deformidades, cicatrizes e algum comportamento individual (Beausoleil
et al.,, 2004; Kenyon et al.,, 2010). Isso também ajuda a garantir a
identificacdo caso ocorra alguma alteracdo no padréo de colorido;

Cortar as fotografias, reduzindo a imagem a area de interesse (Bolger et
al., 2011);

Priorizar fotografias que estejam em um bom angulo. Na hora de
selecionar a melhor foto para compor o banco de dados, escolher sempre
a que estiver em melhor angulo e ndo a de melhor resolucdo. A nitidez da
foto pode ser melhorada num editor de imagens, a tor¢do néo;

Limitar a edicao das fotos. Somente editar as imagens que estiverem fora
de foco ou muito escuras/claras;

Olhar sempre as trés primeiras op¢oes sugeridas pelo software. Apos a
execucdo do software Wild-ID, mesmo que a recaptura seja indicada na
primeira opc¢do, olhar, no minimo, as trés primeiras posi¢des. Durante
nosso estudo, também pudemos observar que os individuos recapturados
mais de uma vez, geralmente, apresentam todas as suas recapturas como
imagens candidatas potenciais. Isto é, se um individuo foi capturado uma
vez e teve duas recapturas, as duas provavelmente vao ser apresentadas
em sequéncia como possiveis recapturas. Logo, se o software ndo
reconhecer a primeira recaptura, quando a segunda for reconhecida,

podera também identificar a primeira.
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