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�b �a �c �k �g�r �o �u �n �d�s� �i �n �d�i �c �a�t �e�s� �t �h �a�t� �h �u �e� �c �a �n� �b �e� �r �e �g �u�l �a�t �e �d� �a �c�t�i �v �e�l �y�,� 
�b �y� � �a �n� � �a �d �d�i�t�i �o �n �a�l� � �t �y �p �e� � �o�f� � �c �h�r �o �m �a�t �o �p �h �o�r �e�s�.� � �I�f� � �l �u �m�i �n �a �n �c �e� 
�a �n �d� � �h �u �e� � �c �h �a �n �g �e� � �w �e�r �e� � �m �e �d�i �a�t �e �d� � �o �n�l �y� � �b �y� � �t �h �e� � �s �a �m �e� � �t �y �p �e� 
�o�f� � �c �h�r �o �m �a�t �o �p �h �o�r �e�s�,� � �t �h �e� � �l �o �n �g� � �w �a �v �e�l �e �n �g�t �h� � �s �h�i�f�t� � �i �n� � �b �o �d �y� 
�h �u �e� � �s �h �o �u�l �d� � �h �a �v �e� � �s �h �o �w �n� � �a� � �s�i �m�i�l �a�r� � �p �a�t�t �e�r �n� � �t �o� � �l �u �m�i �n �a �n �c �e� 
�c �h �a �n �g �e� �a �c�r �o�s�s� �a�l�l� �t �h�r �e �e� �b �a �c �k �g�r �o �u �n �d�s�.� �S �u �c �h� û� �n �e� �r �e �g �u�l �a�t�i �o �n� 
�o�f� �l �u �m�i �n �a �n �c �e� �a �n �d� �h �u �e� �b �y� �d�i û� �e�r �e �n�t� �c �h�r �o �m �a�t �o �p �h �o�r �e� �t �y �p �e�s� 
�c �o �u�l �d� �a�l�l �o �w� �s �c �o�r �p�i �o �n û��s �h� �t �o� �c �a �m �o �u û� �a �g �e� �o �n� �d�i û� �e�r �e �n�t� �b �a �c �k�-
�g�r �o �u �n �d�s� �[�5�,� �1 �3�]�.� �B �o�t �h� �s �c �o�r �p�i �o �n û��s �h� �s �p �e �c�i �e�s� �t �e�s�t �e �d� �s �h �o �w �e �d� 
�s�i �m�i�l �a�r� �r �e�s �u�l�t �s�,� �s �u �g �g �e�s�t�i �n �g� �t �h �a�t� �s �u �c �h� �c �o�l �o �u�r� �c �h �a �n �g �e� �m �e �c �h�-
�a �n�i �s �m�s� � �m �a �y� � �b �e� � �p�r �e�s �e �n�t� � �a �c�r �o�s�s� � �t �h �e� � �f �a �m�i�l �y� � �S �c �o�r �p �a �e �n�i �d �a �e�,� 
�w �h�i �c�h� � �a�r �e� � �a�l�l� � �b �e �n�t �h�i �c� � �a �m �b �u�s �h� � �p�r �e �d �a�t �o�r�s�.� � �S�t�i�l�l�,� �S�.� � �m �a �d �e�r�-
�e �n�s�i�s� �a�p �p �e �a�r �e �d� � �r �e �d �d �e�r� � �a �n �d� � �l�i �g �h�t �e�r� � �o �n� � �e �a �c �h� � �b �a �c �k �g�r �o �u �n �d� 

�c �o �m �p �a�r �e �d� �t �o� �S�.� �p �o�r �c �u�s�.� �e�s �e� �s �p �e �c�i �e�s�- �s �p �e �c�i û� �c� �d�i û� �e�r �e �n �c �e�s� 
�m�i �g �h�t� �b �e� �r �e�l �a�t �e �d� �t �o� �d�i û� �e�r �e �n �c �e�s� �i �n� �t �h �e� �s �p �e �c�i �e�s �� �e �c �o�l �o �g �y�,� �o�r� 
�t �o� � �d�i û� �e�r �e �n�t� � �c �a �m �o �u û� �a �g �e� � �s�t�r �a�t �e �g�i �e�s� � �[�3 �0�]�.� � �P �o�s�s�i �b�l �e� � �d �e û� �n�i �n �g� 
�f �a �c�t �o�r�s�,� � �e�. �g�.� � �m�i �c�r �o �h �a �b�i�t �a�t� � �u�s �e� � �a �n �d� � �r �e�l �a�t �e �d� � �b �a �c �k �g�r �o �u �n �d� 
�p�r �e�f �e�r �e �n �c �e�s�,� � �a�r �e� � �h �o �w �e �v �e�r� � �u �n �k �n �o �w �n� � �f �o�r� � �t �h �e�s �e� � �t �w �o� � �s �p �e�-
�c�i �e�s� �o�r� �a �n �y� �o�t �h �e�r� �s �c �o�r �p�i �o �n û��s �h�.� �O �u�r� �s�t �u �d �y� �s �h �o �w�s� �t �o� �w �h �a�t� 
�e�x�t �e �n�t� �t �h �e�s �e� �s �p �e �c�i �e�s� �c �a �n� �a �d�j �u�s�t� �b �o �d �y� �l �u �m�i �n �a �n �c �e� �a �n �d� �h �u �e�,� 
�w �h�i �c �h� �i �s� �v �a�l �u �a �b�l �e� �i �n�f �o�r �m �a�t�i �o �n� �f �o�r� �f �u�r�t �h �e�r� �s�t �u �d�i �e�s� �i �n �v �e�s�t�i�-
�g �a�t�i �n �g� �t �h �e�i �r� �c �a �m �o �u û� �a �g �e� �o �n� �n �a�t �u�r �a�l� �b �a �c �k �g�r �o �u �n �d�s�.

�B �a �c �k �g�r �o �u �n �d� �m �a�t �c �h�i �n �g
�C �o �n�t�r �a�r �y� �t �o� �o �u�r� �e �x �p �e �c�t �a�t�i �o �n�s�,� �s �c �o�r �p�i �o �n û��s �h� �d�i �d� �n �o�t� �m �a�t �c �h� 
�t �h �e� �a�r�t�i û� �c�i �a�l� �b �a �c �k �g�r �o �u �n �d�s� �v �e�r �y� �w �e�l�l�.� �A �c �h�r �o �m �a�t�i �c� �c �o �n�t�r �a�s�t �s� 

�F�i �g�.�5 �T�i �m �e� �n �e �e �d �e �d� �f �o�r� �S �c �o�r �p �a �e �n �a� �m �a �d �e�r �e �n�s�i�s� �a �n �d� �S�.� �p �o�r �c �u�s� �t �o� �c �h �a �n �g �e� �b �o �d �y� �l �u �m�i �n �a �n �c �e�.� �F�i �g �u�r �e� �s �h �o �w�s� �m �e �d�i �a �n� �( �p �o�i �n�t�s�)� �a �n �d� �i �n�t �e�r �q �u �a�r�t�i�l �e� �r �a �n �g �e� 
�( �v �e�r�t�i �c �a�l� �b �a�r�s�)� �o�f� �t �h �e� �p�r �o �p �o�r�t�i �o �n �a�l� �c �h �a �n �g �e� �i �n� �b �o �d �y� �l �u �m�i �n �a �n �c �e� �e �v �e�r �y� û� �v �e� �s �e �c �o �n �d�s� �f �o�r� �2 �5� �s�,� �r �e�l �a�t�i �v �e� �t �o� �i �n�i�t�i �a�l� �(�y�=�0�)� �a �n �d� û� �n �a�l� �l �u �m�i �n �a �n �c �e� �(�y�=�1�)� 
�m �e �a�s �u�r �e �d� �f �o�r� �e �a �c �h� �i �n �d�i �v�i �d �u �a�l� �(�s �e �e� �M �e�t �h �o �d�s�)�.� �T �h �e� �b�l �a �c �k� �c �u�r �v �e� �c �o �n �n �e �c�t�s� �m �e �d�i �a �n�s� �f �o�r� �e �a �c �h� �t�i �m �e� �p �o�i �n�t�.� �T �h �e� �g�r �e �y� �l�i �n �e�s� �c �o �n �n �e �c�t� �e �a �c �h� �d �a�t �a� �p �o�i �n�t� 
�p �e�r� �i �n �d�i �v�i �d �u �a�l� û��s �h�.� �T �h �e� �d �o�t�t �e �d� �h �o�r�i �z �o �n�t �a�l� �l�i �n �e�s� �i �n �d�i �c �a�t �e� �e �v �e�r �y� �1 �0 �%� �s�t �e �p� �f�r �o �m� �0� �t �o� �1 �0 �0 �%�,� �t �h �e� �d �a�s �h �e �d� �v �e�r�t�i �c �a�l� �l�i �n �e� �r �e �p�r �e�s �e �n�t�s� �i�s� �a� �g �a �p� �w�i�t �h� �n �o� �d �a�t �a� 
�b �e�t �w �e �e �n� �2 �5� �a �n �d� �6 �0� �s�.� �N�=�9� �f �o�r� �S�.� �m �a �d �e�r �e �n�s�i�s� �a �n �d� �N�=�1 �3� �f �o�r� �S�.� �p �o�r �c �u�s
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of  fi s h  b o d y  a g ai nst  t h e  b a c k g r o u n d s  w er e  cl e arl y  a b o v e 
d et e cti o n  t hr e s h ol d,  e s p e ci all y  o n  t h e  t w o  g r e y  b a c k-
g r o u n d s.  Yet,  t h e  fi s h  di d  s h o w  a  str o n g  l u mi n a n c e 
c h a n g e  i n  t h e  pr e di ct e d  dir e cti o n,  w hi c h  li k el y  r e d u c e d 
t h e  c o ntr a st  t o  b a c k g r o u n d  l u mi n a n c e.  M or e o v er,  o n 
b a c k g r o u n d s t h at ar e di ffi c ult t o m at c h, fi s h m a y r el y o n 
ot h er  c a m o u fl a g e  str at e gi e s  s u c h  a s  di sr u pti v e  c ol o ur a -
ti o n  [3 1 ],  w hi c h  w e  di d  n ot  q u a ntif y  h er e.  It  i s  p o ssi bl e 
t h at  fi s h  c h a n g e d  c ol o ur  t o  i n cr e a s e  di sr u pti o n,  e. g.  b y 
c h a n gi n g c ert ai n p at c h e s i n t h eir p att er n t o i n cr e a s e p at -
t er n  c o ntr a st  or  f a cilit at e  di ff er e nti al  bl e n di n g  [3 2 ].  e 
p o or  a c hr o m ati c  m at c h  w e  o b s er v e d  m a y  b e  e x pl ai n e d 
b y o ur u s e of arti fi ci al b a c k g r o u n d s of e xtr e m el y l o w a n d 
hi g h  l u mi n a n c e,  w hi c h  mi g ht  di ff er  t o  t h e  l u mi n a n c e 
r a n g e  of  n at ur al  b a c k g r o u n d s.  Si mil arl y,  t h e  or a n g e  h u e 
w e u s e d mi g ht h a v e b e e n t o o arti fi ci al f or t h e s c or pi o n -
fi s h e s, w hi c h m a y e x pl ai n t h at e v e n t h o u g h fi s h a dj u st e d 
b o d y  h u e  t o w ar d s  l o n g er  w a v el e n gt hs  o n  t h e m e di u m/
or a n g e   b a c k g r o u n d,  t h e y  still  h a d  hi g h  c o ntr a st  t o  t hi s 
b a c k g r o u n d.  A n ot h er  e x pl a n ati o n  f or  t hi s  c o ul d  b e  t h e 
s c or pi o n fi s h’s  li mit e d  a bilit y  t o  di s cri mi n at e  l o n g  w a v e -
l e n gt hs  gi v e n  t h eir  s p e ctr al  s e nsiti vit y  [3 3 ].  We  c a n n ot 
e x cl u d e t h at l o n g er a d a pt ati o n ti m e w o ul d h a v e all o w e d 
f or f urt h er i m pr o v e m e nt of b a c k g r o u n d m at c hi n g [7 , 3 4 , 
3 5 ].  E v e n  t h o u g h  n eit h er  s c or pi o n fi s h  s p e ci e s  m at c h e d 
t h e b a c k g r o u n d s w ell w h e n c o nsi d eri n g b ot h a c hr o m ati c 
a n d  c hr o m ati c  c o ntr a st,  t h e  r e s p o ns e  i nt o  t h e  pr e di ct e d 
dir e cti o ns s u g g e st s t h e l u mi n a n c e a n d h u e c h a n g e s w er e 
m e a nt t o i m pr o v e b a c k g r o u n d m at c hi n g. F urt h er st u di e s 
ar e  n e e d e d  t o  t e st  h o w  w ell  s c or pi o n fi s h  c a n  m at c h  t h e 
b a c k g r o u n d of n at ur al s u b str at e s a n d w hi c h f urt h er c a m -
o u fl a g e str at e gi e s ar e d e pl o y e d.

W hil e c h a n g e s i n b o d y l u mi n a n c e a n d a c hr o m ati c c o n-
tr a st s a g ai nst t h e b a c k g r o u n d s w er e c o m p ar a bl e f or b ot h 
m o d ell e d o b s er v ers, t hi s w a s di ff er e nt f or b o d y h u e a n d 
c hr o m ati c  c o ntr a st s.  C hr o m ati c  c o ntr a st  of  s c or pi o n fi s h 
b o d y a g ai nst t h e b a c k g r o u n d s w a s hi g h er f r o m P. fl a v es -
c e ns  t h a n f r o m T. d el aisi  vi s u al p ers p e cti v e, w h er e it w a s 
b el o w  t hr e e  J N Ds  o n  all  b a c k g r o u n d s.  W hil e  w e  d o  n ot 
h a v e b e h a vi o ur al d at a o n a ct u al d et e cti o n t hr e s h ol d s i n T. 
d el aisi , a c o ns er v ati v e a p pr o a c h of t hr e e J N Ds a s d et e c-
ti o n t hr e s h ol d h a s b e e n u s e d f or m a n y a ni m al s i n cl u di n g 
fi s h e s [ 1 3 , 3 5 , 3 6 ], i n di c ati n g t h at t h e c hr o m ati c c o ntr a st 
w o ul d b e di ffi c ult t o p er c ei v e at l e a st f r o m T. d el aisi  vi s-
u al p ers p e cti v e. P. fl a v es c e ns  i s a tri c hr o m at wit h a s p e c-
tr al s e nsiti vit y s hift e d t o l o n g er w a v el e n gt hs c o m p ar e d t o 
T .  d elaisi ,  w hi c h  e x pl ai ns  t h e  b ett er  c ol o ur  di s cri mi n a-
ti o n i n t h e l o n g w a v el e n gt hs. e s e r e s ult s hi g hli g ht t h e 
i mp ort a n c e t o c o nsi d er di ff er e nt o b s er v ers w h e n i n v e sti-
g ati n g a ni m al c ol o ur c h a n g e. I n c a s e s w h er e s c or pi o n fi s h 
m a t c h  b a c k g r o u n d  l u mi n a n c e  w ell,  c hr o m ati c  c o ntr a st 
mi g ht still r e v e al t h e m t o c ert ai n o b s er v ers.

C h a n g e s i n  fl u or e s c e n c e

We  pr e di ct e d  t h at  r e d  fl u or e s c e n c e  w o ul d  b e  u pr e g u-
l at e d  o n  t h e m e di u m/ or a n g e   b a c k g r o u n d.  E v e n  t h o u g h 
o ur e x p eri m e nt w a s c arri e d o ut u n d er s urf a c e li g ht c o n-
diti o ns,  w e  e x p e ct e d  fl u or e s c e n c e  t o  b e  i n cr e a s e d  o n  a 
re d  r e fl e cti v e  b a c k g r o u n d,  si n c e  w e  di d  n ot  e x p e ct  t h e 
fi s h  t o  h a v e  a  p h y si ol o gi c al  c ol o ur  c h a n g e  m e c h a ni s m 
t h at  w o ul d  b e  r e g ul at e d  di ff er e ntl y  d e p e n di n g  o n  a  s p e-
ci fi c  li g ht  e n vir o n m e nt.  C o ntr ar y  t o  o ur  pr e di cti o n,  t h e 
ar e a  of  s c or pi o n fi s h  b o d y  s h o wi n g  fl u or e s c e n c e  w a s  n ot 
l ar g e st  o n  t h e  or a n g e  b a c k g r o u n d,  b ut  o n  t h e  li g ht e st 
b a c k g r o u n d.  i s  s u g g e st s  t h at  di s pl a y  of  r e d  fl u or e s-
c e n c e d e p e n d s o n b a c k g r o u n d l u mi n a n c e. i s m a y b e a 
c o ns e q u e n c e  of  m el a n o s o m e  a g g r e g ati o n  o n  li g ht  b a c k-
g r o u n d s,  a n  e ff e ct  al s o  k n o w n  f r o m  ot h er  fi s h e s  [ 2 9 ]. 
H o w str o n g t h e c o ntri b uti o n of r e d fl u or e s c e n c e i s r el a-
ti v e t o r e fl e ct a n c e i n t hi s e x p eri m e nt, or at d e pt h, w h er e 
re d r e fl e ct a n c e i s m u c h l o w er [ 1 6 , 2 0 ], c a n n ot b e a ss e ss e d 
wit h o ur d at a.

R at e of l u mi n a n c e c h a n g e

C o m p ari n g  t h e  m e a s ur e m e nt s  t a k e n  aft er  o n e  a n d  fi v e 
mi n ut e s, l u mi n a n c e di d n ot c h a n g e m u c h a n y m or e, i n di-
c ati n g t h at c h a n g e s t o o k pl a c e wit hi n o n e mi n ut e, b ef or e 
th e  first  p h ot o  i n  e x p eri m e nt  1  w a s  t a k e n.  A  s e p ar at e 
a ss e ss m e nt  of  t h e  r at e  of  l u mi n a n c e  c h a n g e  i n  e x p eri -
m e nt  2  s h o w e d  t h at  a b o ut  8 0 %  of  t h e  c h a n g e  a c hi e v e d 
aft er  o n e  mi n ut e  h a p p e n e d  alr e a d y  wit hi n  t h e  first  2 0 
t o 2 5  s. M or e t h a n 5 0 % of t h e c h a n g e w a s a c hi e v e d aft er 
1 0  s i n S c or p a e n a m a d er e nsis , b ut alr e a d y aft er 5  s i n S. 
p or c us .  S u c h  r a pi d  c ol o ur  c h a n g e  f or  c a m o u fl a g e  i s  al s o 
k n o w n f r o m tr o pi c al fl o u n d ers [ 1 1 ].

C o n cl u si o n s
i s i s t h e first st u d y i n v e sti g ati n g w h et h er s c or pi o n fi s h 

a dj u st  b o d y  l u mi n a n c e  a n d  h u e  t o  a  gi v e n  b a c k g r o u n d. 
W hil e  fi s h  w er e  u n a bl e  t o  m at c h  t h e  e xtr e m e,  arti fi ci al 
b a c k g r o u n d s  b el o w  d et e cti o n  t hr e s h ol d,  w e  s h o w  t h at 
b ot h s p e ci e s r a pi dl y c h a n g e c ol o ur i n t h e e x p e ct e d dir e c -
ti o n. A s sit- a n d- w ait pr e d at ors, s c or pi o n fi s h ar e a n i d e al 
g r o u p t o st u d y c a m o u fl a g e of pr e d at ors f r o m pr e y vi s u al 
p ers p e cti v e. W hil e t hi s st u d y f o c u ss e d o n t w o s p e ci e s of 
s c or pi o n fi s h a n d t e st e d b a c k g r o u n d m at c hi n g o nl y, t h er e 
ar e m or e s p e ci e s a n d t y p e s of c a m o u fl a g e w ort h e x pl or -
i n g i n t hi s f a mil y.

M et h o d s
St u d y s p e ci e s

e  first  e x p eri m e nt  w a s  c arri e d  o ut  i n  t h e  St ati o n 
d e  R e c h er c h e s  S o u s- m ari n e s  et  O c é a n o g r a p hi q u e s 
( S T A R E S O),  C orsi c a,  Fr a n c e  i n  J u n e  a n d  J ul y  2 0 2 1.  e 
s e c o n d e x p eri m e nt w a s c arri e d o ut i n t h e s a m e l o c ati o n 
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i n J ul y 2 0 2 2. M a d eir a r o c k fi s h S c or p a e n a m a d er e nsis  a n d 
t h e  bl a c k  s c or pi o n fi s h S c or p a e n a  p or c us   ( Fi g.  1 )  w er e 
c a u g ht  wit h  h a n d  n et s  w hil e  S C U B A  di vi n g  u n d er  t h e 
st ati o n’s  g e n er al  s a m pli n g  p er mit.  All  fi s h  w er e  k e pt  i n 
fl o w-t hr o u g h  t a n k s  ( 1 2 5 × 5 5 × 5 8  c m/ 4 0 0  L).  B ot h  s p e -
ci e s  ar e  a m b u s h  pr e d at ors  t h at  sit  m oti o nl e ss  b et w e e n 
r o c k s  or  al g a e  a n d  s e d e nt ar y  a ni m al s  o n  n at ur al  h ar d 
s u b str at e s [ 2 5 ]. S c or pi o n fi s h ar e g e n er ali st s t h at f e e d o n 
a  v ari et y  of  s m all  fi s h e s  a n d  i n v ert e br at e s.  B ot h  s p e ci e s 
m ai nl y  o c c ur  a b o v e  3 0 – 4 0   m  [ 2 5 , 2 6 ].  Fi s h  s a m pl e d  f or 
o ur st u d y w er e c oll e ct e d i n 2 – 1 0  m d e pt h. O b s er v ati o ns 
u n d er  n at ur al  li g ht  c o n diti o ns  i n  t h e  fi el d  i n di c at e  t h at 
b ot h s p e ci e s c a n c h a n g e c ol o ur, a n d t h at t h e y ar e r e d fl u -
or e s c e nt ( p ers o n al o b s er v ati o ns).

E x p eri m e nt 1

E x p eri m e nt al s et u p

T o  eli cit  c h a n g e s  i n  b o d y  c ol o ur ati o n,  fi s h  w er e  alt er-
n at el y  pl a c e d  i n  t hr e e  w hit e  p ol y et h yl e n e  tr a y s 
( 4 0 × 3 0 × 9  c m),  e a c h  wit h  a  di ff er e nt  u nif or ml y  c ol-
o ur e d  b ott o m  ( Fi g.  6 B).  e  w all s  of  all  tr a y s  w er e  k e pt 
w hit e.  e  t hr e e  b a c k g r o u n d s  w er e  a n  a c hr o m ati c,  l o w 
l u mi n a n c e b a c k g r o u n d (d ar k/ g r e y ), a c hr o m ati c, m e di u m 
l u mi n a n c e  b a c k g r o u n d  (m e di u m/ or a n g e ),  a n d  a n  a c h-
r o m ati c,  hi g h  l u mi n a n c e  b a c k g r o u n d  ( li g ht/ g r e y).  We 
e x p e ct e d  fi s h  t o  s h o w  c h a n g e s  i n  l u mi n a n c e  a cr o ss  all 
t hr e e b a c k g r o u n d s. C h a n g e s i n h u e o n t h e or a n g e b a c k-
g r o u n d, b ut n ot o n t h e g r e y b a c k g r o u n d s, w o ul d i nst e a d 
s h o w t h at s c or pi o n fi s h a dj u st b o d y h u e i n d e p e n d e ntl y of 
l u mi n a n c e  (s e e  e x p e ct ati o ns  i n  I ntr o d u cti o n).  We  c h o s e 
a n or a n g e r e fl e cti v e b a c k g r o u n d t o eli cit h u e c h a n g e s i n 
l o n g  w a v el e n gt h  b o d y  r e fl e ct a n c e  a n d  fl u or e s c e n c e.  If 
r e d  fl u or e s c e n c e  i s  p art  of  d y n a mi c  b a c k g r o u n d  m at c h -
i n g o n l o n g w a v el e n gt h b a c k g r o u n d s, w e e x p e ct e d t o s e e 
a m o d ul ati o n of r e d fl u or e s c e n c e o n t h e m e di u m/ or a n g e
b a c k g r o u n d  o nl y.  We  di d  n ot  t e st  fi s h  o n  fl u or e s c e nt 
b a c k g r o u n d s or u n d er d e e p- w at er li g ht c o n diti o ns si n c e 
w e  di d  n ot  e x p e ct  t h e  fi s h  t o  di sti n g ui s h  b et w e e n  r e d 
fl u or e s c e n c e  or  r e fl e ct a n c e,  n or  t o  h a v e  a  p h y si ol o gi c al 

c ol o ur  c h a n g e  m e c h a ni s m  t h at  d e p e n d s  o n  t h e  c urr e nt 
li g ht  e n vir o n m e nt.  We  e x p e ct e d  fi s h  t o  si m pl y  r e g ul at e 
r e d fl u or e s c e n c e d e p e n di n g o n t h e a m o u nt of r e d i n t h e 
b a c k g r o u n d,  r e g ar dl e ss  of  it s  ori gi n.  e d ar k/ g r e y   a n d 
li g ht/ g r e y b a c k g r o u n d s w er e pl a sti c s h e et s s pr a y- p ai nt e d 
wit h  bl a c k  or  li g ht- g r e y  s pr a y  p ai nt  ( bl a c k:  M ar a b o u  d o 
it  C ol o urs pr a y  bl a c k  s ati n  m att,  G er m a n y;  li g ht- g r e y: 
M ai s o n D é c o R el o o k T o ut g al et s ati n m att, Fr a n c e), a n d 
gl u e d o nt o t h e b ott o m of t h e tr a y s. e m e di u m/ or a n g e
b a c k g r o u n d  c o nsi st e d  of  filt er  p a p er  ( L E E  filt er  n o.  2 0 4, 
F ull  C. T.  Or a n g e,  H a m p s hir e,  U K)  pl a c e d  o n  t h e  w hit e 
b ott o m  of  t h e  tr a y,  a n d  c o v er e d  b y  a  tr a ns p ar e nt  pl a sti c 
s h e et.  We  c h o s e  t o  u s e  filt er  p a p er  f or  t hi s  b a c k g r o u n d 
b e c a u s e all c o m m er ci al or a n g e s pr a y p ai nt s w e tri e d w er e 
fl u or e s c e nt, w hi c h i nt erf er e d wit h fi s h fl u or e s c e n c e p h o -
t o g r a p h y (s e e b el o w).

We  q u a nti fi e d  b a c k g r o u n d  a p p e ar a n c e  u si n g  a  s p e c-
tr or a di o m et er  ( S p e ctr a S c a n  P R- 7 4 0,  P h ot o  R e s e ar c h, 
N e w  Y or k,  U S A,  wit h  M S - 7 5  st a n d ar d  l e ns)  p o siti o n e d 
o n a tri p o d l o o ki n g d o w n at a 2 0° a n gl e at t h e tr a y f r o m 
a  di st a n c e  of  ~ 1 0 0  c m  t o  m e a s ur e  b a c k g r o u n d  r e fl e c -
t a n c e  r el ati v e  t o  a  di ff u s e  w hit e  r e fl e ct a n c e  st a n d ar d 
m e a s ur e d  i n  t h e  s a m e  w a y  ( S R S - 9 9 – 0 1 0,  L a b s p h er e, 
N H,  U S A)  (r e fl e ct a n c e  s p e ctr a  i n  A d diti o n al  fil e  1 :  Fi g-
ur e  S 2).  T o  a ss e ss  h o w  s c or pi o n fi s h  w o ul d  p er c ei v e  t h e 
b a c k g r o u n d s,  w e  c al c ul at e d  a c hr o m ati c  a n d  c hr o m ati c 
c o ntr a st s  b et w e e n  t h e  b a c k g r o u n d s  f r o m  a  s c or pi o n fi s h 
vi s u al  p ers p e cti v e  b y  i m pl e m e nti n g  t h eir  s p e ctr al  s e n -
siti viti e s  a n d  c o n e  r ati o  i n  t h e  R e c e pt or  N oi s e  Li mit e d 
m o d el  [ 3 7 ]  u si n g  t h e  p a v o  R- p a c k a g e  [3 8 ]  i n  R  ( v ersi o n 
4. 1. 1) [ 3 9 ] ( Ta bl e  3 ). S. p or c us  vi si o n i s c h ar a ct eri z e d b y 
s h ort- w a v el e n gt h  si n gl e  c o n e s  wit h  a v er a g e  s e nsiti v -
it y  p e a ki n g  at  4 5 5  n m  a n d  m e di u m- w a v el e n gt h  d o u bl e 
c o n e s wit h a v er a g e s e nsiti vit y p e a ki n g at 5 3 0  n m ([ 3 3 ], a s 
cit e d i n [ 2 4 ]). e si n gl e t o d o u bl e c o n e r ati o i s 1: 1 [ 4 0 ]. 
We a ss u m e si mil ar vi s u al pr o p erti e s f or S. m a d er e nsis , f or 
w hi c h t h er e i s n o p u bli s h e d r e c or d.

E a c h tr a y c o nt ai n e d t w o c e ntr all y pl a c e d P T F E di ff u s e 
g r e y st a n d ar d s ( 1 2 % a n d 7 2 % g r e y, B er g h of Fl u or o pl a sti c 

Fi g. 6 S et u p of e x p eri m e nt 1. A  O v er vi e w of t h e s et u p, B  tr a ys wit h t h e t hr e e b a c k gr o u n ds us e d i n t h e first e x p eri m e nt (fr o m l eft t o ri g ht: d ar k/ gr e y , 
m e di u m/ or a n g e , li g ht/ gr e y)
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Te c h n ol o g y  G m b H,  E ni n g e n  u nt er  A c h al m,  G er m a n y) 
a n d  a  s c al e  b ar  ( Fi g.  6 B).  Tr a y s  w er e  fill e d  wit h  f r e s h 
s e a  w at er  b ef or e  e a c h  tri al.  Tri al s  t o o k  pl a c e  o ut si d e  i n 
a s h a d e d ar e a u n d er t h e o p e n bl u e s k y. P h ot o s t o d o c u -
m e nt  c h a n g e  i n  l u mi n a n c e  a n d  h u e  w er e  t a k e n  wit h  a 
c ali br at e d Ni k o n D 4 D L S R c a m er a ( NI K O N C O R P O R A-
TI O N,  T o k y o,  J a p a n,  Mi cr o- Ni k k or  6 0   m m  l e ns,  R A W 
for m at,  I S O  a n d  a p ert ur e  fi x e d)  p o siti o n e d  i n  t h e  s a m e 
w a y a s t h e s p e ctr or a di o m et er ( Fi g.  6 A).

Si n c e  r e fl e ct a n c e  a n d  fl u or e s c e n c e  b ot h  c o ntri b ut e  t o 
b o d y  c ol o ur ati o n  u n d er  d a yli g ht,  w e  e sti m at e d  c h a n g e s 
i n  r e d  fl u or e s c e n c e  s e p ar at el y  b y  u si n g  a  3 D- pri nt e d, 
c yli n dri c al p h ot o- c h a m b er t h at w a s pl a c e d o v er t h e s c or -
pi o n fi s h  o n  it s  c urr e nt  b a c k g r o u n d  ( A d diti o n al  fil e  1 : 
Fi g ur e  S 3).  e  t o p-li d  of  t h e  c h a m b er  i n cl u d e d  a  ri n g-
li g ht  s o ur c e  a n d  c a m er a- h ol d er  f or  a n  Ol y m p u s  T o u g h 
T G- 6  ( Ol y m p u s  E ur o p a  S E  &  C o.  K G,  H a m b ur g,  G er -
m a n y,  R A W  f or m at,  I S O  a n d  a p ert ur e  fi x e d).  e  ri n g-
li ght  ( W E E FI N E  ri n gli g ht  3 0 0 0,  W E E FI N E  Te c h n ol o g y, 
C hi n a) w a s s et t o “ bl u e” a n d c o v er e d wit h a n a d diti o n al 
c y a n  filt er  ( L E E  filt er  n o.  1 7 2,  L a g o o n  Bl u e,  H a m p s hir e, 
U K) t o bl o c k w a v el e n gt hs a b o v e 5 4 0  n m. e c a m er a w a s 
i nst e a d  e q ui p p e d  wit h  a  d o u bl e  r e d  filt er  ( L E E  filt er  n o. 
1 0 6,  Pri m ar y  R e d,  H a m p s hir e,  U K)  t o  bl o c k  li g ht  b el o w 
5 8 0  n m. i s c o m bi n ati o n of li g ht a n d filt ers a ss ur e d t h at 

o nl y c y a n e x cit ati o n li g ht r e a c h e d t h e fi s h, a n d t h at o nl y 
r e d fl u or e s c e nt e mi ssi o n r e a c h e d t h e c a m er a.

E x p eri m e nt al pr o c e d ur e

We  t e st e d  2 4 S.  m a d er e nsis   a n d  1 8 S.  p or c us .  M e a n 
st a n d ar d  l e n gt h  of  b ot h  s p e ci e s  w a s  si mil ar  o n  a v er a g e 
(S.  m a d er e nsis :  7. 0 4± 1. 0 3  c m  ( m e a n ± S D), S.  p or c us : 
7. 0 3 ± 1. 8 4  c m),  a n d S.  p or c us   h a d  a  sli g htl y  l ar g er  b o d y 
ar e a  t h a n S.  m a d er e nsis   o n  a v er a g e  w h e n  p h ot o g r a p h e d 
f r o m  t h e  t o p  (S.  m a d er e nsis :  7. 5 8± 2. 0 9  c m 2 , S.  p or c us : 
8. 4 1 ± 4. 1 4  c m 2 ).  E a c h  i n di vi d u al  w a s  t e st e d  o n  e a c h 
b a c k g r o u n d.  At  t h e  st art  of  t h e  e x p eri m e nt,  a  fi s h  w a s 
tr a nsf err e d  i nt o  a  m e di u m  l u mi n a n c e  g r e y  a c cli m ati o n-
b o x  fill e d  wit h  f r e s h  s e a  w at er,  w h er e  it  st a y e d  f or  t e n 
mi n ut e s.  i s  a c cli m ati o n  p eri o d  e ns ur e d  i niti al  s h ort-
t er m  a d a pt ati o n  of  e a c h  fi s h  t o  t h e  s a m e  b a c k g r o u n d. 
E a c h fi s h w a s s u b s e q u e ntl y pl a c e d o n t h e first of t h e t hr e e 
e x p eri m e nt al b a c k g r o u n d s. It w a s p h ot o g r a p h e d a s s o o n 
a s it s ettl e d ( wit hi n a mi n ut e). A s e c o n d p h ot o w a s t a k e n 
aft er fi v e mi n ut e s a d a pt ati o n ti m e ( Fi g.  7 A, B). I m m e di -
at el y aft er t hi s, w e pl a c e d t h e c yli n dri c al p h ot o- c h a m b er 
o n  t h e  fi s h,  a d d e d  a  n o n- fl u or e s c e nt  r e d  di ff u s e  r e fl e c-
t a n c e st a n d ar d ( S C S - R D- 0 1 0, L a b s p h er e, N H, U S A) n e xt 
to  it,  cl o s e d  t h e  c h a m b er  ( d et ail s  a b o v e),  t ur n e d  o n  t h e 
li g ht s o ur c e a n d t o o k a p h ot o ( Fi g. 7 C). Ta ki n g a fl u or e s -
c e n c e p h ot o t o o k a b o ut 3 0  s. S u b s e q u e ntl y, t h e fi s h w a s 
pl a c e d  i n  t h e  n e xt  tr a y  a n d  t h e  pr o c e d ur e  w a s  r e p e at e d 
f or  t h e  ot h er  t w o  b a c k g r o u n d s.  E x p o si n g  a  fi s h  t o  all 
b a c k g r o u n d s  r e q uir e d  ar o u n d  2 0   mi n.  e  a c cli m ati o n 
p eri o d w a s n ot r e p e at e d b et w e e n b a c k g r o u n d s. I n w hi c h 
or d er t h e fi s h w er e e x p o s e d t o t h e t hr e e b a c k g r o u n d s w a s 
b al a n c e d a cr o ss all i n di vi d u al s of a s p e ci e s t o a c c o u nt f or 
a p ot e nti al e ff e ct of b a c k g r o u n d or d er. Aft er a c o m pl et e d 
tri al,  fi s h  w er e  eit h er  i m m e di at el y  br o u g ht  b a c k  t o  t h e 
fi el d or r et ur n e d t o a t e m p or ar y h o u si n g t a n k. E a c h i n di -
vi d u al w a s u s e d o nl y o n c e.

I m a g e a n al y si s

T o  q u a ntif y  c h a n g e s  of  l u mi n a n c e  a n d  h u e  b et w e e n 
b a c k g r o u n d s,  w e  u s e d  t h e  M ulti s p e ctr al  I m a g e  A n al y si s 
a n d  C ali br ati o n  ( MI C A)  T o ol b o x  pl u gi n  [ 4 1 ]  f or  I m a g eJ 

T a bl e 3 A c hr o m ati c  a n d  c hr o m ati c  c o ntr asts  b et w e e n 
b a c k gr o u n ds fr o m s c or pi o n fis h vis u al p ers p e cti v e

C o ntr a st s ar e e x pr e s s e d i n J u st N oti c e a bl e Di ff er e n c e s (J N D s) f or e a c h 
b a c k gr o u n d c o m p ari s o n, a s p er c ei v e d b y s c or pi o n fi s h. C o ntr a st s b el o w o n e J N D 
ar e n ot di sti n g ui s h a bl e, a n d i n cr e a si n g v al u e s i n di c at e a n i n cr e a si n g pr o b a bilit y 
of d et e cti o n [ 3 6 ]. All b a c k gr o u n d s di ff er i n l u mi n a n c e ( a c hr o m ati c c o ntr a st). 
T h e m e di u m l u mi n a n c e b a c k gr o u n d ( m e di u m/ or a n g e ) h a s a c o m p ar a bl e 
a c hr o m ati c di st a n c e t o b ot h t h e hi g h a n d t h e l o w l u mi n a n c e b a c k gr o u n d. 
Di ff er e n c e i n c ol o ur ( c hr o m ati c c o ntr a st) b et w e e n t h e t w o gr e y b a c k gr o u n d s i s 
n ot di sti n g ui s h a bl e, w h er e a s t h e m e di u m/ or a n g e  b a c k gr o u n d s h o ws c o ntr a st s 
a b o v e d et e cti o n t hr e s h ol d t o b ot h gr e y b a c k gr o u n d s

B a c k gr o u n d s c o m p ar e d  A c hr o m ati c 
c o ntr a st ( J N D)

C hr o m ati c 
c o ntr a st 
( J N D)

Li g ht/ gr e y – d ar k/ gr e y 2 0. 9 5 0. 9 9

M e di u m/ or a n g e –li g ht/ gr e y 9. 2 9 5. 3 8

M e di u m/ or a n g e – d ar k/ gr e y 1 1. 6 7 6. 3 7

Fi g. 7 S c or pi o n fis h c a n a dj ust b o d y l u mi n a n c e, a n d dis pl a y r e d fl u or es c e n c e. E x e m pl ar y p h ot os of t h e s a m e S. m a d er e nsis  i n di vi d u al A  o n t h e d ar k/
g r e y a n d B  o n t h e li g ht/ gr e y b a c k gr o u n d a n d C  of a fl u or es c e n c e p h ot o of a di ff er e nt S. m a d er e nsis  i n di vi d u al ( a d a pt e d t o t h e d ar k/ gr e y  b a c k gr o u n d)
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( v ersi o n  1. 5 3 o)  [4 2 ].  I m a g e s  w er e  n or m ali z e d  wit h  t h e 
1 2 %  a n d  7 2 %  g r e y  st a n d ar d s  pr e s e nt  i n  e a c h  tr a y,  a n d 
c o n v ert e d  i nt o  3 2- bit  m ulti s p e ctr al  i m a g e s.  F or  e v er y 
i m a g e, w e s el e ct e d t w o r e gi o ns of i nt er e st s ( R OI): ( a) t h e 
‘ b o d y’ of t h e fi s h, e x cl u di n g t h e fi ns si n c e t h e y w er e tr a ns-
p ar e nt,  a n d  ( b)  a  c a.  1  c m 2   s a m pl e  of  t h e  ‘b a c k g r o u n d ’ 
(f or  m or e  d et ail  o n  t h e  R OI  s el e cti o n,  s e e  A d diti o n al 
fil e  1 :  Fi g ur e  S 4).  We  al s o  m e a s ur e d  st a n d ar d  l e n gt h  of 
e a c h  fi s h  r el ati v e  t o  t h e  si z e  st a n d ar d  a n d  e xtr a ct e d  t h e 
ar e a of t h e fi s h b o d y i n c m 2 . All i m a g e s w er e t h e n b at c h-
pr o c e ss e d  u si n g  a  c u st o m- w ritt e n  r o uti n e  f or  MI C A 
i n  I m a g eJ.  First,  r e fl e ct a n c e  i m a g e s  w er e  c o n v ert e d  t o  a 
c o n e- c at c h m o d el, w hi c h i n cl u d e d t h e s p e ctr al s e nsiti vit y 
of  t h e  c a m er a  a n d  a  m o d ell e d  o b s er v er,  a n d  t h e  s p e ctr a 
of  p h ot o g r a p h y  a n d  m o d el  ill u mi n a nt,  w hi c h  w er e  b ot h 
a D 6 5 s p e ctr u m. We c h o s e D 6 5 a s t h e m o d el ill u mi n a nt 
si n c e t hi s w a s t h e li g ht s p e ctr u m u n d er w hi c h t h e e x p eri -
m e nt w a s r u n a n d u n d er w hi c h t h e s c or pi o n fi s h a dj u st e d 
to t h e b a c k g r o u n d s. We m o d ell e d t h e vi si o n of t h e y ell o w 
bl a c k-f a c e d  bl e n n y Tri pt er y gi o n  d el aisi ,  a  c o m m o n  s p e-
ci e s a n d pr e y of s c or pi o n fi s h. T. d el aisi  h a s si n gl e c o n e s 
wit h a v er a g e p e a k s e nsiti vit y at 4 6 8  n m, a n d d o u bl e c o n e s 
wit h a v er a g e s e nsiti vit y p e a ki n g at 5 1 7 a n d 5 3 0  n m [ 4 3 ]. 
Si n c e w e w er e f o c u si n g o n h u e c h a n g e i n t h e l o n g- w a v e -
l e n gt h  p art  of  t h e  vi si bl e  s p e ctr u m,  w e  al s o  m o d ell e d  a 
n a t ur al  o b s er v er  wit h  a  b ett er  a bilit y  t o  p er c ei v e  l o n g 
w a v el e n gt h c h a n g e s, t h e t w o- s p ott e d g o b y P o m at os c his -
t us  fl a v es c e ns,  w hi c h  al s o  o c c urs  i n  t h e  n at ur al  r a n g e  of 
t h e  s c or pi o n fi s h.  i s  fi s h  h a s  si n gl e  a n d  d o u bl e  c o n e s 
wit h  p e a k  s e nsiti vit y  at  4 5 6,  5 3 1  a n d  5 5 3  n m  [ 4 4 ].  We 
a ss u m e d a We b er f r a cti o n of 0. 0 5 f or t h e m o st a b u n d a nt 
c o n e s a n d f or t h e l u mi n a n c e c h a n n el f or b ot h s p e ci e s [ 4 5 , 
4 6 ], a n d a c o n e r ati o (f r o m s h ort e st t o l o n g e st w a v el e n gt h 
p h ot or e c e pt or) of 0. 2 5: 1: 1 f or T. d el aisi  [4 7 ] a n d 0. 7 2: 1: 0. 6 
f or P. fl a v es c e ns  [4 4 , 4 8 ]. We d e fi n e d t h e l u mi n a n c e c h a n-
n el  a s  t h e  a v er a g e  c o n e  c at c h e s  of  t h e  t w o  l o n g er  w a v e-
l e n gt h s e nsiti v e c o n e s, a s fi s h li k el y p er c ei v e a c hr o m ati c 
(l u mi n a n ce) c o ntr a st s t hr o u g h t h e s e p h ot or e c e pt ors [ 4 9 ]. 

e r o uti n e f urt h er pr o c e ss e d t h e i m a g e s t o a dj u st f or T. 
d el aisi  f o v e al s p ati al a c uit y of 7 c y cl e s p er d e g r e e [4 7 ] a n d 
2. 3 6 c y cl e s p er d e g r e e f or g o b y vi si o n [ 5 0 ] f or a vi e wi n g 
di st a n c e of 3 0  c m b y u si n g t h e G a u ssi a n A c uit y C o ntr ol 
a n d  t h e  R e c e pt or  N oi s e  Li mit e d  ( R N L)  R a n k e d  Filt er 
f u n cti o ns of t h e MI C A t o ol b o x [5 1 ]. We t h e n m e a s ur e d 
c o n e  c at c h e s  f or  t h e  R OI  ‘ b o d y’  a n d  ‘ b a c k g r o u n d ’  f or 
b ot h  o b s er v ers.  T o  a ss e ss  s c or pi o n fi s h  c h a n g e s  i n  l u mi -
n a n c e,  w e  c o m p ar e d  l u mi n a n c e  c h a n n el  c o n e  c at c h e s 
m e a s ur e d  f or  ‘ b o d y’  [ 3 5 ].  T o  a ss e ss  c h a n g e s  i n  h u e,  w e 
i nst e a d  c al c ul at e d  t h e  r ati o  of  t h e  di ff er e n c e  b et w e e n 
t h e  c o n e  c at c h e s  of  t h e  s h ort  w a v el e n gt h  r e c e pt or  a n d 
t h e  s u m  of  t h e  t w o  l o n g er  w a v el e n gt h  s e nsiti v e  r e c e p-
t ors  a n d  t h e  t ot al  c o n e  c at c h e s  (T.  d el aisi :  h u e= (( λm a x 5
3 0 + λ m a x 5 1 7) − λ m a x 4 6 8) / ( λ m a x 5 3 0 + λ m a x 5 1 7 + λ m a x 4 6 8), 

P.  fl a v es c e ns :  h u e= (( λm a x 5 5 3 + λ m a x 5 3 1) − λ m a x 4 5 6)  / 
( λm a x 5 5 3 + λ m a x 5 3 1 + λ m a x 4 5 6)),  f oll o wi n g  pr e vi o u s  st u d-
i e s  [1 3 , 1 4 ].  Fi n all y,  w e  c al c ul at e d  t h e  c o ntr a st  of  fi s h 
a g ai nst  t h e  b a c k g r o u n d  a s  p er c ei v e d  b y  t h e  o b s er v ers, 
t o  s e e  h o w  w ell  s c or pi o n fi s h  w er e  m at c hi n g  t h e  b a c k-
g r o u n d s b y c o m p ari n g t h e R OI ‘ b o d y’ t o t h e R OI ‘ b a c k -
g r o u n d ’  for  e a c h  i m a g e.  A c hr o m ati c  a n d  c hr o m ati c 
c o ntr a st s  w er e  c al c ul at e d  i m pl e m e nti n g  t h e  R e c e pt or 
N oi s e Li mit e d m o d el [ 3 7 ] i nf or m e d wit h t h e c o n e c at c h e s 
of  t h e  t hr e e  c hr o m ati c  c h a n n el s,  a n d  t h e  l u mi n a n c e 
c h a n n el  c o n e  c at c h e s  u si n g  t h e  p a v o  R- p a c k a g e  [ 3 8 ]  i n 
R, w h er e w e s et w e b er f r a cti o n a n d c o n e r ati o s f or e a c h 
o b s er v er  a s  d e s cri b e d  a b o v e  [ 1 3 , 1 4 , 3 5 , 3 6 ].  C o ntr a st s 
ar e r e p ort e d a s J u st N oti c e a bl e Di ff er e n c e s (J N Ds), w h er e 
v al u e s b el o w o n e J N D i n di c at e a n i n di sti n g ui s h a bl e c o n -
tr a st a n d hi g h er v al u e s i n di c at e a n i n cr e a s e d pr o b a bilit y 
of d et e cti o n [ 3 6 , 3 7 , 4 6 ].

Fl u or e s c e n c e  p h ot o s  w er e  c orr e ct e d  f or  di ff er e n c e s  i n 
s h utt er  s p e e d  b y  a dj u sti n g  e x p o s ur e  t o  t h e  s a m e  s p e e d 
f or  e a c h  p h ot o  of  o n e  i n di vi d u al  i n  t h e  pr o g r a m  Ol y m-
p u s  W or k s p a c e  ( v ersi o n  1. 5,  O M  Di git al  S ol uti o ns  C or-
p or ati o n),  a n d  s u b s e q u e ntl y  e x p ort e d  a s  TI F.  I m a g e s 
w er e  i m p ort e d  i n  I m a g eJ,  a n d  o nl y  t h e  r e d  c h a n n el  w a s 
s el e ct e d. T o filt er o ut n oi s e, w e r e m o v e d all pi x el s wit h a 
bri g ht n e ss  t hr e s h ol d  b el o w  1 0 0  ( R G B  s c al e),  w hi c h  w a s 
d e fi n e d b ef or e h a n d b y m a n u all y t e sti n g di ff er e nt t hr e s h -
ol d s  a n d  i d e ntif yi n g  t h e  m o st  c o ns er v ati v e  t hr e s h ol d 
w h er e  b a c k g r o u n d  pi x el s  (i. e.  n oi s e)  w er e  r e m o v e d,  b ut 
n ot pi x el s of t h e fi s h f or a n y gi v e n b a c k g r o u n d u s e d. We 
c o u nt e d  t h e  r e m ai ni n g  pi x el s  wit h  ‘ A n al y s e  P arti cl e s’  t o 
q u a ntif y c h a n g e s fl u or e s c e nt ar e a wit hi n t h e fi s h b o d y.

E x p eri m e nt 2

E x p eri m e nt al s et u p

T o m e a s ur e t h e r at e of l u mi n a n c e c h a n g e m or e pr e ci s el y, 
w e t e st e d fi s h i n a di ff er e nt s et u p. A w hit e s h all o w pl a s-
ti c  tr a y  ( 4 0 × 6 0 × 9  c m)  w a s  di vi d e d  i nt o  t w o  c o m p art-
m e nt s ( 4 0 × 3 0 × 9  c m e a c h) b y a r e m o v e a bl e pl a sti c w all. 
O n e  c o m p art m e nt  w a s  k e pt  w hit e,  w hil e  t h e  ot h er  si d e 
w a s c o v er e d i n bl a c k pl a sti c. We c h o s e t o u s e bl a c k a n d 
w hit e b a c k g r o u n d s i nst e a d of t h e s a m e b a c k g r o u n d s a s i n 
e x p eri m e nt 1 si n c e w e w a nt e d t o r e c or d t h e f a st e st p o s -
si bl e  l u mi n a n c e  c h a n g e  a n d  w e  e x p e ct e d  fi s h  t o  c h a n g e 
m o st r a pi dl y if t h e y w o ul d b e m o v e d b et w e e n e xtr e m e s. 
A m o v e a bl e tr a ns p ar e nt pl a sti c c yli n d er of 1 5  c m di a m -
et er a n d 8  c m h ei g ht w a s pl a c e d i n t h e tr a y. It h a d a s m all 
pl a sti c  e d g e  at  t h e  b ott o m  ( 2 × 1  c m)  w hi c h  s er v e d  a s 
a  s c al e  b ar  a n d  o n  w hi c h  t w o  P T F E  di ff u s e  g r e y  st a n d -
ar d s  ( 1 2 %  a n d  7 2 %  g r e y,  B er g h of  Fl u or o pl a sti c  Te c h-
n ol o g y  G m b H,  E ni n g e n  u nt er  A c h al m,  G er m a n y)  w er e 
a tt a c h e d. T o m o v e t h e c yli n d er f r o m t h e o ut si d e, it h a d a 
tr a ns p ar e nt h a n dl e r e a c hi n g o ut of t h e tr a y. A Ni k o n D 4 
D L S R  c a m er a  ( NI K O N  C O R P O R A TI O N,  T o k y o,  J a p a n, 
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Mi cr o- Ni k k or 6 0  m m l e ns, R A W f or m at, I S O a n d a p er-
t ur e fi x e d) w a s p o siti o n e d o n a tri p o d l o o ki n g d o w n at a 
1 0° a n gl e at t h e tr a y f r o m a di st a n c e of  ~ 1 2 0  c m.

E x p eri m e nt al pr o c e d ur e

T o  q u a ntif y  t h e  r at e  of  l u mi n a n c e  c h a n g e,  w e  t e st e d  9 
S.  m a d er e nsis   a n d  1 4 S.  p or c us   i n  t h e  s et u p  f or  e x p eri-
m e nt  2.  A n  i n di vi d u al  w a s  pl a c e d  i n  t h e  c yli n d er  i n  t h e 
bl a c k  c o m p art m e nt  of  t h e  tr a y  f or  o n e  mi n ut e  a c cli m a-
ti o n  ti m e.  e n,  t h e  s e p ar ati n g  w all  w a s  p ull e d  o ut  a n d 
th e fi s h w a s m o v e d i nt o t h e w hit e c o m p art m e nt. We t h e n 
t o o k a p h ot o e v er y s e c o n d f or 3 0  s, a n d a l a st p h ot o aft er 
6 0  s. We a ss u m e d t h at t h e fi n al l u mi n a n c e f or s h ort-t er m 
a d a pt ati o n  w a s  a c hi e v e d  aft er  t hi s  o n e  mi n ut e  si n c e  w e 
o b s er v e d  i n  t h e  first  e x p eri m e nt  t h at  fi s h  c h a n g e d  v er y 
littl e  b et w e e n  o n e  mi n ut e  a n d  fi v e  mi n ut e s  a d a pt ati o n 
ti m e  ( A d diti o n al  fil e  1 :  Fi g ur e  S 5).  Fi s h  w er e  r et ur n e d 
b a c k i nt o t h e fi el d aft er t h e e x p eri m e nt.

I m a g e a n al y si s

P h ot o s  t a k e n  t o  m e a s ur e  t h e  r at e  of  l u mi n a n c e  c h a n g e 
w er e a n al y s e d wit h t h e s a m e MI C A t o ol b o x r o uti n e u s e d 
f or  e x p eri m e nt  1.  We  s el e ct e d  p h ot o s  of  t h e  fi s h  w h e n 
first s ettl e d o n t h e n e w b a c k g r o u n d (s e c o n d 0), a n d f r o m 
s e c o n d  5,  1 0,  1 5,  2 0,  2 5  a n d  6 0.  F or  e a c h  fi s h,  w e  o nl y 
s el e ct e d  a n d  m e a s ur e d  a  s p e ci fi c  p at c h  ( Fi g.  5 A,  d ar k 
d ors al p at c h b e hi n d t h e h e a d f r a m e d b y t h e gill c o v ers), 
b e c a u s e t hi s p at c h w a s e a s y t o l o c at e a n d s el e ct a s a n R OI 
i n  e v er y  i n di vi d u al  r e g ar dl e ss  of  it s  p o siti o n.  We  t h e n 
c o n v ert e d  t h e  i m a g e s  t o T.  d el aisi   vi si o n  a s  d e s cri b e d 
a b o v e,  a n d  e xtr a ct e d  l u mi n a n c e  c h a n n el  c o n e  c at c h e s 
t o t e st h y p ot h e si s 5). We c h o s e t o o nl y pr e s e nt t h e d at a 
f r o m T.  d el aisi   vi si o n  a s  l u mi n a n c e  p er c e pti o n  of  b ot h 
o b s er v ers i s c o m p ar a bl e (s e e Fi g.  1 A, B).

St ati sti c al a n al y si s

E x p eri m e nt 1

We  i m pl e m e nt e d  g e n er ali z e d  li n e ar  mi x e d  m o d el s  wit h 
t h e  gl m m T M B  R- p a c k a g e  [5 2 ]  f oll o wi n g  a  c u st o m-
w ritt e n  g ui d e d  li n e ar  m o d elli n g  R-r o uti n e  [ 5 3 ].  M o d el 
a ss e ss m e nt  f oll o w e d  t h e  g ui d a n c e  of  S a nt o n  et  al.  [ 5 3 ]. 
We  c o m p ut e d  r a n d o mi z e d  q u a ntil e  r e si d u al s  wit h  t h e 
R- p a c k a g e  D H A R M a  [ 5 4 ],  a n d  i ns p e ct e d  t h eir  di stri b u-
ti o n  wit hi n  a n d  a m o n g  f a ct or  pr e di ct or  l e v el s  t h at  ar e 
i n cl u d e d or n ot i n t h e m o d el s, a n d p erf or m e d p o st eri or 
pr e di cti v e  c h e c k s  t o  a ss e ss  m o d el  di s p ersi o n  a n d  o v er -
all  m o d el  fit.  M o d el s  w er e  i niti all y  i m pl e m e nt e d  u si n g 
t h e  m o st  a p pr o pri at e  f a mil y  di stri b uti o n  b a s e d  o n  t h e 
n at ur e  of  t h e  r e s p o ns e  v ari a bl e.  e  f a mil y  w a s  s o m e -
ti m e s  a dj u st e d  aft er  m o d el  a ss e ss m e nt  t o  b ett er  c a pt ur e 
t h e o b s er v e d d at a.

D at a f r o m t h e first e x p eri m e nt ori gi n at e d f r o m 4 2 i n di -
vi d u al s ( 2 4 S. m a d er e nsis  a n d 1 8 S. p or c us ) t h at w er e u s e d 

t o  t e st  o bj e cti v e s  1  a n d  2  (s e e  I ntr o d u cti o n).  O b s er v a-
ti o ns at t h e t w o ti m e p oi nt s ( mi n ut e 1 a n d 5) w er e a v er-
a g e d  si n c e  t h er e  w a s  littl e  v ari ati o n  b et w e e n  t h e s e  t w o 
o b s er v ati o ns  ( A d diti o n al  fil e  1 :  Fi g ur e  S 5).  T o  a ss e ss 
c h a n g e s i n s c or pi o n fi s h b o d y l u mi n a n c e a n d h u e ( 1), w e 
i m pl e m e nt e d  a  g e n er ali s e d  li n e ar  mi x e d  m o d el  u si n g  a 
G a m m a di stri b uti o n (li n k = l o g) f or t h e r e s p o ns e v ari a bl e 
l u mi n a n c e, a n d o n e u si n g a G a u ssi a n di stri b uti o n f or h u e.
B ot h m o d el s i n cl u d e d t h e fi x e d e ff e ct s b a c k g r o u n d ( d ar k/
g r e y,  m e di u m/ or a n g e,  li g ht/ g r e y ), s c or pi o n fis h  s p e ci es (S. 
m a d er e nsis , S.  p or c us )  a n d o bs er v er  (T.  d el aisi,  P.  fl a v es -
c e ns ), a n d t h eir i nt er a cti o n. Fis h I D  w a s u s e d a s a r a n d o m 
i nt er c e pt  t o  a c c o u nt  f or  t h e  r e p e at e d  m e a s ur e m e nt s  of 
e a c h fi s h [ 5 5 ]. We f urt h er i n cl u d e d a r a n d o m sl o p e o v er 
b a c k g r o u n d   i n  t h e l u mi n a n c e  m o d el,  t o  a c c o u nt  f or  dif-
f er e n c e s  i n  t h e  pr e di ct or-r e s p o ns e  r el ati o ns hi p  b et w e e n 
i n di vi d u al  fi s h  [5 6 ].  T o  a ss e ss  h o w  w ell  s c or pi o n fi s h 
m at c h e d  t h eir  b a c k g r o u n d s  ( 2),  w e  i m pl e m e nt e d  a  g e n -
er ali s e d  li n e ar  mi x e d  m o d el  u si n g  a  G a u ssi a n  di stri b u-
ti o n  f or  t h e  r e s p o ns e  v ari a bl e a c hr o m ati c  c o ntr ast,   a n d 
o n e u si n g  a  T w e e di e  di stri b uti o n  (li n k = l o g)  f or c hr o -
m ati c  c o ntr ast.   e  fi x e d  e ff e ct s  a n d  r a n d o m  i nt er c e pt 
w er e i d e nti c al a s d e s cri b e d a b o v e. We f urt h er i n cl u d e d a 
r a n d o m sl o p e o v er b a c k g r o u n d  i n t h e c hr o m ati c c o ntr ast
m o d el. F or e a c h m o d el, r a n d o m sl o p e s w er e a d d e d w h e n 
t h e di ff er e n c e s i n g r o u p m e a ns of i nt er e st v ari e d a m o n g 
t h e r a n d o m pr e di ct ors’ l e v el s.

We di d n ot o bt ai n fl u or e s c e n c e p h ot o s f or 5 of t h e 4 2 
i n di vi d u al s  b e c a u s e  of  t e m p or ar y  t e c h ni c al  di ffi c ulti e s 
wit h  t h e  p h ot o- b o x  a n d  t h er ef or e  u s e d  d at a  f r o m  o nl y 
3 7 i n di vi d u al s ( 2 1 S. m a d er e nsis  a n d 1 6 S. p or c us ) t o t e st 
o bj e cti v e  3  (s e e  I ntr o d u cti o n)  a n d  a ss e ss  c h a n g e s  i n  t h e 
r e s p o ns e  v ari a bl e fl u or es c e nt  ar e a   (i. e.  t h e  ar e a  of  s c or-
pi o n fi s h b o d y s h o wi n g fl u or e s c e n c e). F or t hi s m o d el, w e 
u s e d  a  n e g ati v e  bi n o mi al  di stri b uti o n  (li n k = l o g).  Si n c e 
t hi s v ari a bl e w a s n ot b a s e d o n vi s u al m o d elli n g, w e h er e 
o nl y  i n cl u d e d  t h e  fi x e d  e ff e ct s b a c k g r o u n d , s p e ci es,  a n d 
t h eir  i nt er a cti o n. Fis h  I D   w a s  al s o  i n cl u d e d  a s  r a n d o m 
i nt er c e pt.

We r e p o rt R 2 - v al u e s a s a m e a s u r e of fit f o r e a c h m o d el 
a n d  r e p o rt  b ot h  t h e  m a r gi n al R 2   ( v a ri a n c e  e x pl ai n e d 
b y  fi x e d  e ff e ct s  o nl y)  a n d  t h e  c o n diti o n al R 2   ( v a ri-
a n c e  e x pl ai n e d  b y  e nti r e  m o d el)  [ 5 7 ]  ( Ta bl e  1 , 2   a n d
A d diti o n al  fil e  1 :  S 1),  u si n g  t h e r 2   f u n cti o n  of  t h e  p e r-
f o r m a n c e  p a c k a g e  [5 8 ].  F o r  g r a p hi c al  di s pl a y s  of  t h e 
re s ult s, o u r fi g u r e s p r e s e nt m o d el p r e di ct e d m e a n s a n d 
t h ei r  9 5 %  c o m p ati bilit y  (i. e.  c r e di bl e)  i nt e r v al s  c al c u-
l at e d  f r o m  t h e  p o st e ri o r  di st ri b uti o n s  of  fitt e d  v al u e s 
o bt ai n e d  f r o m  1 0, 0 0 0  s et s  of  m o d el  p a r a m et e r s  [ 5 2 ]. 

e  s a m e  p o st e ri o r  di st ri b uti o n  of  fitt e d  v al u e s  w a s 
u s e d t o c o m p ut e a n d r e p o rt m e di a n di ff e r e n c e s b et w e e n 
f a ct o r l e v el s a n d t h ei r 9 5 % c o m p ati bilit y i nt e r v al s f o r all 
c o m bi n ati o n s of f a ct o r p r e di ct o r s of i nt e r e st ( Ta bl e s  1 ,2
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a n d A d diti o n al fil e  1 : S 1). E ff e ct si z e st r e n gt h i n c r e a s e s 
wit h  i n c r e a si n g  d e vi ati o n  of  di ff e r e n c e s  f r o m  z e r o,  a n d 
t h e  r o b u st n e s s  of  t h e  r e s ult  i n c r e a s e s  wit h  d e c r e a s -
i n g d e g r e e of o v e rl a p of t h e 9 5 % c o m p ati bilit y i nt e r v al s 
( CI s)  wit h  z e r o.  We  r ef r ai n  f r o m  r e p o rti n g  a s s o ci at e d 
p - v al u e s  b e c a u s e  t h e y  o ff e r  li mit e d  i nf o r m ati o n  a b o ut 
t h e bi ol o gi c al r el e v a n c e of t h e o b s e r v e d e ff e ct s [5 9 , 6 0 ].

E x p eri m e nt 2

We  vis u alis e d  d at a  fr o m  9 S.  m a d er e nsis   a n d  1 4 S.  p or c us
t o  e v al u at e  h o w  f ast  s c or pi o n fis h  a dj ust  b o d y  l u mi n a n c e 
t o  t h e  b a c k gr o u n d  ( o bj e cti v e  4,  s e e  I ntr o d u cti o n).  O n e S. 
p or c us  w as e x cl u d e d fr o m t h e gr a p hs si n c e it s h o w e d littl e 
c h a n g e of l u mi n a n c e wit hi n o n e mi n ut e a n d di d n ot s e e m 
t o  a dj ust  t o  t h e  b a c k gr o u n d  ( a bs ol ut e  di ff er e n c e  b et w e e n 
t0  a n d t6 0 < 0. 0 0 1 l u mi n a n c e c h a n n el c o n e c at c h es). We c al -
c ul at e d t h e pr o p orti o n al c h a n g e i n l u mi n a n c e at e a c h ti m e 
p oi nt  (s e c o n d  5,  1 0,  1 5,  2 0,  2 5),  s c al e d  f or  t h e  t ot al  l u mi -
n a n c e  c h a n g e  of  e v er y  i n di vi d u al  fis h  fr o m  i niti al  t o  fi n al 
l u mi n a n ce. We us e d t h e l u mi n a n c e c h a n n el c o n e c at c h es of 
s e c o n d 0 (t 0 ) as t h e i niti al v al u e f or l u mi n a n c e a n d of s e c o n d 
6 0 (t 6 0 ) as t h e fi n al v al u e f or l u mi n a n c e, a n d c al c ul at e d pr o-
p orti o n al c h a n g e at ti m e tx  as f oll o ws: pr o p orti o n al c h a n g e 
tx = (l u mi n a n c e tx − l u mi n a n c e t0 )/(l u mi n a n c e t6 0 − l u mi-
n a n c e t0 ).  We  t h e n  pl ott e d  t h e  m e di a ns  a n d  i nt er q u artil e 
r a n g e of t h es e pr o p orti o n al c h a n g e v al u es o v er ti m e t o dis -
pl a y h o w m u c h ti m e w as n e e d e d t o c o m pl et e a c ert ai n p er -
c e nt a g e of t h e o v er all a c hi e v e d l u mi n a n c e c h a n g e.

S u p pl e m e nt ar y I nf or m ati o n
T h e o nli n e v ersi o n c o nt ai ns s u p pl e m e nt ar y m at eri al a v ail a bl e at htt ps:// d oi.
or g/ 1 0. 1 1 8 6/s 1 2 9 8 3- 0 2 3- 0 0 4 8 8- x .

A d diti o n al fil e  1 . T a bl e  S 1 : M e di a n di ff er e n c es i n a c hr o m ati c a n d c hr o-
m ati c c o ntr asts. Fi g ur e S 2 : R e fl e ct a n c e s p e ctr a of t h e t hr e e b a c k gr o u n ds 
a n d t h e a c cli m ati o n b o x. Fi g ur e S 3 : P h ot o- c h a m b er f or fl u or es c e n c e 
p h ot os. S u p pl e m e nt ar y M et h o ds: R OI s el e cti o n; Fi g ur e S 4 : E x a m pl e of 
R OI s el e cti o n. Fi g ur e S 5 : L u mi n a n c e of s c or pi o n fis h b o d y b et w e e n ti m e 
p oi nts.

A c k n o wl e d g e m e nt s
W e t h a n k t h e st a ff of S T A R E S O f or t h eir ki n d s u p p ort a n d h osti n g us, a n d M ari a 
B ert els m a n n, Mi c h a el K ar c z, T a d e o Si m o n a n d L e n a W es e n b er g f or assist a n c e 
i n t h e fi el d.  W e t h a n k t w o a n o n y m o us r e vi e w ers f or t h eir c o nstr u cti v e c o m-
m e nts o n t h e m a n us cri pt.

A ut h or c o ntri b uti o n s
LJ, M S a n d N K M c o n c ei v e d t h e st u d y. LJ c oll e ct e d t h e d at a. M S pr o vi d e d 
c ust o m- writt e n t e m pl at e s cri pts f or i m a g e a n al ysis a n d st atisti c al a n al ysis. LJ 
a n al ys e d t h e d at a a n d dr aft e d t h e m a n us cri pt. All a ut h ors e dit e d t h e m a n u-
s cri pt a n d a p pr o v e d t h e fi n al v ersi o n.

F u n di n g
O p e n A c c ess f u n di n g e n a bl e d a n d or g a ni z e d b y Pr oj e kt D E A L a n d b y t h e 
O p e n A c c ess P u bli c ati o n F u n d of t h e U ni v ersit y of T ü bi n g e n. M S is s u p p ort e d 
b y t h e M S C A 2 0 2 1 p ost d o ct or al f ell o ws hi p ( 1 0 1 0 6 6 3 2 8).

A v ail a bilit y of d at a a n d m at eri al s
T h e d at as ets g e n er at e d a n d a n al ys e d d uri n g t h e c urr e nt st u d y ar e a v ail a bl e 
o n Fi gs h ar e: htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 6 0 8 4/ m 9. fi gs h ar e. 2 2 0 5 9 0 9 2 . T h e s cri pt us e d f or 
st atisti c al a n al ysis c a n b e f o u n d i n S a nt o n et al. [ 5 3 ].

D e cl ar ati o n s

Et hi c s a p pr o v al a n d c o n s e nt t o p arti ci p at e
W e c o m pl y t o t h e E U a ni m al w elf ar e l e gisl ati o n ( Dir e cti v e 2 0 1 0/ 6 3/ E U) i n t h at 
o ur r es e ar c h w as n ot li k el y t o c a us e p ai n, s u ff eri n g, distr ess or l asti n g h ar m 
e q ui v al e nt t o, or hi g h er t h a n, t h at c a us e d b y t h e i ntr o d u cti o n of a n e e dl e 
i n a c c or d a n c e wit h g o o d v et eri n ar y pr a cti c e. It is t h er ef or e n o s u bj e ct t o 
a p pr o v al as a n a ni m al e x p eri m e nt.

C o n s e nt f or p u bli c ati o n
N ot a p pli c a bl e.

C o m p eti n g i nt er e st s
T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h e y h a v e n o c o m p eti n g i nt er ests.
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c o n t r a s t i n g   m a r k i n g s   c a n   c r e a t e   f a l s e   e d g e s   a n d   d i s r u p t   t h e   b o d y  

o u t l i n e   a n d   s h a p e ,   w h i c h   m a k e s   i t   m o r e   d i f f i c u l t   t o   b e   d e t e c t e d   o r  

r e c o g n i s e d   a s   s u c h   ( S t e v e n s   &   M e r i l a i t a , 2 0 0 9 b ) .  S o m e   a n i m a l s   d y -

n a m i c a l l y   c h a n g e   t h e i r   b o d y   c o l o u r a t i o n   a n d   p a t t e r n ,   w h i c h   c a n   a l l o w  

t h e m   t o   c a m o u f l a g e   o n   m u l t i p l e   b a c k g r o u n d s ,   a n d   t o   s w i t c h   b e t w e e n  

c a m o u f l a g e   s t r a t e g i e s   ( D u a r t e   e t a l ., 2 0 1 7 ) .
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A b str a c t

T h e   t w o   s c o r p i o n f i s h   s p e c i e s  S c or p a e n a m a d er e n si s   a n d  S. p or c u s   a r e   w e l l   c a m o u -

f l a g e d   a m b u s h   p r e d a t o r s   t h a t   r a p i d l y   c h a n g e   b o d y   c o l o u r a t i o n   t o   a d j u s t   t o   b a c k -

gr o u n d c ol o ur i n l es s t ha n 1  mi n. W e t est e d w h et h er i ndi vi d u al s of b o t h s p e ci e s al s o

a d j u s t   b o d y   p a t t e r n   t o   t h a t   o f   t h e   b a c k g r o u n d .  W e   p l a c e d   f i s h   o n   b a c k g r o u n d s   o f   d i f -

f er e nt p a t t er n gr a n ul arit y a n d q u a ntifi e d t he c h a n g e i n fis h b o d y p a t t er n o v er 1  mi n.

W e   u s e d   c a l i b r a t e d   i m a g e   a n a l y s i s   t o   a n a l y s e   t h e   p a t t e r n s   f r o m   t h e   v i s u a l   p e r s p e c -

t i v e   o f   a   p r e y   f i s h   s p e c i e s   u s i n g   a   g r a n u l a r i t y   ( p a t t e r n   e n e r g y )   a n a l y s i s   a n d   a n   i m a g e  

c l u s t e r i n g   a p p r o a c h .  I n   o u r   e x p e r i m e n t ,   f i s h   d i d   n o t   c h a n g e   t h e i r   m o s t   c o n t r a s t i n g  

p a t t e r n   c o m p o n e n t s   a s   d e f i n e d   b y   t h e   d o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e ,   b u t   c h a n g e d   t h e i r   a v -

e r a g e   m a r k i n g   s i z e .  M o r e o v e r ,   f i s h   r e s p o n d e d   w i t h   a   c h a n g e   i n   p a t t e r n   i n   c o n t r a s t   t o  

t h e   d i f f e r e n t   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d s ,   e s p e c i a l l y   w h e n   c o m p a r e d   t o   t h e   a c c l i m a -

t i o n   p h a s e .  T h e s e   r e s u l t s   i n d i c a t e   t h a t   s c o r p i o n f i s h   h a v e   o n e   m a i n   p a t t e r n   t h a t   c a n  

b e   a d j u s t e d   b y   m o d u l a t i n g   i t s   i n t e r n a l   c o n t r a s t .  A   r e d u c t i o n   i n   p a t t e r n   c o n t r a s t   c o u l d  

t h e r e b y   i m p r o v e   b a c k g r o u n d   m a t c h i n g ,   w h i l e   a n   i n c r e a s e   c o u l d   p r o m o t e   c a m o u f l a g e  

v i a   d i s r u p t i v e   c o l o u r a t i o n .
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C u t t l e f i s h   a r e   r e n o w n e d   f o r   t h e i r   a b i l i t y   t o   c h a n g e   p a t t e r n   i n  

r e s p o n s e   t o   d i f f e r e n t   b a c k g r o u n d s   ( B a r b o s a   e t a l ., 2 0 0 8 ;   Ha n l o n   &  

M e s s e n g e r , 1 9 8 8 ;   Ho w   &   S a n t o n , 2 0 2 2 ;  M ä t h g e r   e t a l ., 2 0 0 7 ;   Os o r i o  

e t a l ., 2 0 2 2 ) .  Hi g h l y   v a r i a b l e   p a t t e r n s   c a n   b e   p r o d u c e d   b y   t h e   h i g h -

d im e n s i o n a l   c o n t r o l   a n d   f l e x i b l e   g r o u p i n g   o f   c h r o m a t o p h o r e s   ( W o o  

e t a l ., 2 0 2 3 ) .  W h i l e   c e p h a l o p o d s   a r e   u n r i v a l l e d ,   f i s h e s   s h o w   r e m a r k -

a b l e   p a t t e r n   c h a n g e   t o o .  S o m e   f l a t f i s h e s   c a n   s w i t c h   b e t w e e n   t w o   t o  

t h r e e   d i f f e r e n t   b o d y   p a t t e r n s   ( K e l m a n   e t a l ., 2 0 0 6 ;   R a m a c h a n d r a n  

e t a l ., 1 9 9 6 ;   T y r i e   e t a l ., 2 0 1 5 ) ,   a n d   e x p r e s s   u p   t o   s i x   p a t t e r n   c o m p o -

n e n t s   ( R a m a c h a n d r a n   e t a l ., 1 9 9 6 ) .  Na s s a u   g r o u p e r s   a n d   s l e n d e r   f i l e -

f i s h   d i s p l a y   u p   t o   t h r e e   b o d y   p a t t e r n s   i n   r e s p o n s e   t o   d i f f e r e n t   n a t u r a l  

s u b s t r a t e s   ( A l l e n   e t a l ., 2 0 1 5 ;   W a t s o n   e t a l ., 2 0 1 4 ) .  T h e   r o c k   p o o l   g o b y  

G o bi u s  p a g a n ell u s   c h a n g e s   i t s   p a t t e r n   d e p e n d i n g   o n   t h e   s u b s t r a t e  

g r a n u l a r i t y   b y   m o d u l a t i n g   t h e   c o n t r a s t   o f   c e r t a i n   b a r s   w i t h i n   i t s   p a t-

t e r n   ( S m i t h e r s   e t a l ., 2 0 1 7 ) .  M a n y   m o r e   f i s h   s p e c i e s   c o u l d   p o t e n t i a l l y  

a d j u s t   b o d y   p a t t e r n   f o r   c a m o u f l a g e ,   a s   t h e   a b i l i t y   t o   r a p i d l y   c h a n g e  

c o l o u r   i s   w i d e s p r e a d   i n   f i s h e s   (  Ni l s s o n   S k ö l d   e t a l ., 2 0 1 3 ) .

S c o r p i o n f i s h e s   a r e   s i t - a n d -w a i t   p r e d a t o r s  t h a t   s h o w   v a r i o u s  c a m -

o u f l a g e  s t r a t e g i e s  ( Jo h n  e t a l ., 2 0 2 3 ;   S a n t o n  e t a l ., 2 0 1 8 ) .  S t u d y i n g  

t h e i r  a b i l i t y   t o   d y n a m i c a l l y   c h a n g e  b o d y   c o l o u r a t i o n  c a n  h e l p   t o   u n -

d e r s t a n d  h o w   t h e y   i m p r o v e  c a m o u f l a g e  a n d  t h e r e f o r e  p o t e n t i a l l y  

i n c r e a s e  p r e d a t i o n  s u c c e s s .  A   p r e v i o u s  s t u d y   h a s  s h o w n  t h a t   t h e 

t w o   s p e c i e s  S c or p a e n a m a d er e n si s   a n d S c or p a e n a p or c u s   c a n   r a p i d l y  

a d a p t   t o   b a c k g r o u n d   c o l o u r   ( Jo h n   e t a l ., 2 0 2 3 ). Fi el d o b s er v ati o n s

i n d i c a t e   t h a t  S. p or c u s   i n d i v i d u a l s   v a r y   i n   t h e i r   s k i n   p a t t e r n   (Fi g ur e 1 ,  

p e r s o n a l  o b s e r v a t i o n s  b y   L J) .  W h i l e  t h o s e  m i g h t   b e  i n d i v i d u a l  d i f-

f e r e n c e s  o n l y ,   s c o r p i o n f i s h e s'  a b i l i t y   t o   c h a n g e  b o d y   c o l o u r  r a i s e s 

t h e  p o s s i b i l i t y   t h a t   t h e y   c a n  a l s o   a d a p t   t h e i r  p a t t e r n  i n  r e s p o n s e  t o  

s p e c i f i c   b a c k g r o u n d   f e a t u r e s .

T h e r e f o r e ,   w e  t e s t e d  w h e t h e r  b o t h   s c o r p i o n f i s h  s p e c i e s  a d j u s t  

t h e i r  b o d y   p a t t e r n  i n  r e s p o n s e  t o   b a c k g r o u n d  p a t t e r n  g r a n u l a r i t y  

( i .e .  t h e  p a t c h  s i z e  w i t h i n  t h e  p a t t e r n )  t o   i n c r e a s e  b a c k g r o u n d  p a t-

t e r n  m a t c h i n g .  A f t e r  a n  a c c l i m a t i o n   p h a s e  o n  a  u n i f o r m   g r e y   b a c k -

g r o u n d ,   w e  p l a c e d  i n d i v i d u a l s  o n  t h r e e  e x p e r i m e n t a l  b a c k g r o u n d s  o f  

d i f f e r e n t   g r a n u l a r i t y   b u t   s i m i l a r  av e r a g e  l u m i n a n c e  a n d  c o n t r a s t   e s t i-

m a t e d   u s i n g   t h e  s p e c t r a l  s e n s i t i v i t i e s   o f   s c o r p i o n f i s h  ( G o v a r d o v s k i i   &  

Z u e v a , 1 9 8 8 ;   Jo h n   e t a l ., 2 0 2 3 ;   S c h w e i k e r t   e t a l ., 2 0 1 8 ) .  T h e m e di u m 

gr a n ul arit y   b a c k g r o u n d  w a s  d e s i g n e d  b a s e d  o n  t h e  a v e r a g e  s c o r p i o n -

f i s h  b o d y   p a t c h  s i z e  o b s e r v e d  i n  a  p r e v i o u s  s t u d y   ( Jo h n  e t a l ., 2 0 2 3 ) ,  

t h e fi n e gr a n ul arit y  a n d c o ar s e gr a n ul arit y   b a c k g r o u n d s   i n s t e a d   h a d  

a  s m a l l e r  a n d  l a r g e r  p a t c h  s i z e .  W e  d o c u m e n t e d  s c o r p i o n f i s h  b o d y  

p at t er n af t er 1  mi n o n e a c h b a c k gr o u n d u s i n g c a li br at e d i ma g e a n al -

y s i s   a n d   c o m p a r e d   w h e t h e r   t h e i r   p a t t e r n   d i f f e r e d   d e p e n d i n g   o n  

t h e  b a c k g r o u n d  g r a n u l a r i t y .  W e  e x p e c t e d  t h a t   f i s h  w o u l d  c h a n g e 

t h e i r   p a t t e r n   g r a n u l a r i t y   d e p e n d i n g   o n   b a c k g r o u n d   g r a n u l a r i t y .  I n  

p a r t i c u l a r ,   w e  e x p e c t e d  f i s h  t o   s h o w   s m a l l e r  p a t c h  s i z e  o n  t h e  f i n e 

g r a n u l a r i t y   b a c k g r o u n d  a n d  l a r g e r  p a t c h  s i z e  o n  t h e  c o a r s e  g r a n u -

l a r i t y   b a c k g r o u n d  w h e n  c o m p a r e d  t o   t h e i r  p a t c h  s i z e  o n  t h e  m e d i u m  

g r a n u l a r i t y   b a c k g r o u n d .  W e  d e c i d e d  t o   i n c l u d e  f i s h  p a t t e r n  c o n t r a s t  

i n t o   o u r  a n a l y s i s  b e c a u s e  w e  a l s o   s u s p e c t e d  t h a t   s c o r p i o n f i s h  c o u l d 

i n c r e a s e  p a t t e r n  c o n t r a s t   o n  t h e  h i g h - c o n t r a s t i n g   e x p e r i m e n t a l  

b a c k g r o u n d s ,   r e g a r d l e s s   o f   b a c k g r o u n d   g r a n u l a r i t y ,   w h e n   c o m p a r e d  

t o   t h e  u n i f o r m   a c c l i m a t i o n  b a c k g r o u n d .  W e  u s e d  d i f f e r e n t   i m a g e 

a n a l y s i s   a p p r o a c h e s   t o   c o m p a r e   s c o r p i o n f i s h   p a t t e r n   m e t r i c s   c a l c u -

l a t e d  f r o m   t h e  v i s u a l  p e r s p e c t i v e  o f   a  p o t e n t i a l  p r e y   f i s h ,   t h e  t r i p l e f i n 

Tri pt er y gi o n d el ai si .
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2. 1   |  E x p eri m e nt al a ni m al s

E x p e r i m e n t s   w e r e   c a r r i e d   o u t   i n   t h e   S t a t i o n   d e   R e c h e r c h e s   S o u s -

m a ri n e s et  O c é a n o g r a p hi q u e s (S T A R E S O), C o r si c a, F r a n c e i n Ju n e

a n d   Ju l y   2 0 2 2   a n d   f o l l o w e d   t h e   g e n e r a l   p r o c e d u r e   a n d   s e t u p   u s e d  

b y   Jo h n   e t a l .(2 0 2 3 ) .  M a d e i r a   r o c k f i s h  S c or p a e n a m a d er e n si s   a n d 

t h e   b l a c k   s c o r p i o n f i s h  S c or p a e n a p or c u s   w e r e   c a u g h t   w i t h   h a n d  

n e t s   w h i l e   S C U B A   d i v i n g   u n d e r   t h e   s t a t i o n ' s   g e n e r a l   s a m p l i n g  

p e r m i t .  W e   f o l l o w e d   t h e   E U   a n i m a l   w e l f a r e   l e g i s l a t i o n ' s   d i r e c t i v e  

( Dir e c ti v e 2 0 1 0 / 6 3 / E U) t o e n s u r e t h at o u r r e s e a r c h w a s n ot li k el y

t o   c a u s e   p a i n ,   s u f f e r i n g ,   d i s t r e s s   o r   l a s t i n g   h a r m   e q u i v a l e n t   t o ,  

o r   h i g h e r   t h a n ,   t h a t   c a u s e d   b y   t h e   i n t r o d u c t i o n   o f   a   n e e d l e   i n   a c -

c o r d a n c e wi t h g o o d v e t e ri n a r y p r a c ti c e. Fi s h w e r e k e pt i n s h a d e d

o u t si d e flo w- t hr o u g h s e a w at e r t an k s ( 21 0  ×   1 2 0 ×   5 0  c m / 1 2 0 0  L)

e x p o s e d   t o   t h e   n a t u r a l   l i g h t   c y c l e .  B o t h   s p e c i e s   a r e   a m b u s h   p r e d a -

t o r s   t h a t   s i t   m o t i o n l e s s   o n   v a r i o u s   n a t u r a l   h a r d   s u b s t r a t e s   a n d  

f e e d   o n   s m a l l   f i s h   a n d   i n v e r t e b r a t e s   ( L o u i s y , 2 0 0 2 ) .  B o t h   s p e -

c i e s   c a n   a d j u s t   b o d y   c o l o u r a t i o n   t o   t h e   b a c k g r o u n d   i n   l e s s   t h a n   a  

m i n u t e   ( Jo h n   e t a l ., 2 0 2 3 ) .  Ob s e r v a t i o n s   i n   t h e   f i e l d   s h o w   a   h i g h  

p a t t e r n   v a r i a b i l i t y   b e t w e e n   i n d i v i d u a l s ,   y e t   i t   r e m a i n s   u n c l e a r  

w h e t h e r   s c o r p i o n f i s h   c a n   a d j u s t   s k i n   p a t t e r n   t o   t h a t   o f   t h e   b a c k -

g r o u n d   (Fi g u r e 1 ) .

F I G U R E 1   T w o S c or p a e n a p or c u s   i n d i v i d u a l s w i t h d i f f e r e n t  s k i n p a t t e r n s . P h o t o s b y  M S .
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2. 2   |   E x p eri m e nt al s et u p

T o   e l i c i t   c h a n g e s   i n   b o d y   p a t t e r n ,   f i s h   w e r e   a l t e r n a t e l y   p l a c e d   i n   t h r e e  

p ol y et h yl e n e tr a y s ( 40  ×   3 0 ×   9  c m), e a c h wi t h a b a c k gr o u n d of di ff er-

e n t   p a t t e r n   g r a n u l a r i t y   (Fi g ur e 2 ) .  A n   i d e n t i c a l   t r a y   w a s   u s e d   f o r   i n i t i a l  

a c c l i m a t i o n   b u t   h a d   a   u n i f o r m   g r e y   b a c k g r o u n d .  B a c k g r o u n d s   w e r e  

p r i n t e d   o n   u n d e r w a t e r   p a p e r   ( n o .  3 4 8 7 ;   A v e r y   Z w e c k f o r m   G m b  H,  

G e r m a n y )   w i t h   a   l a s e r   p r i n t e r   ( K y o c e r a   E C  OS Y S   P 7 2 4 0 c d n   K X ,  

K y o c e r a ,   Ja p a n )   a n d   t h e n   l a m i n a t e d   w i t h   m a t t e   l a m i n a t i n g   p o u c h e s  

( 1 2 5   m i c r o n ,   n o .  S - P P 5 2 5 -2 2 ,   P R T   G m b  H,   S w i t z e r l a n d ) .  T h e   t h r e e  

e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d s   w e r e   b l a c k - a n d -w h it e   p a t t e r n s   o f   d i f f e r-

e n t   g r a n u l a r i t y   ( f i n e ,   m e d i u m ,   c o a r s e ) .  P a t t e r n e d   b a c k g r o u n d s   w e r e  

c r e a t e d   b y   t a k i n g   p h o t o s   o f   s a n d ,   g r a v e l   a n d   s m a l l   p e b b l e s   o f   d i f f e r -

e n t   s i z e s .  W e   u s e d   I m a g e J  ( v e r s i o n   1 .5 3 o ;   S c h n e i d e r   e t a l ., 2 0 1 2 )   t o  

c o n v e r t   t h e   p h o t o s   i n t o   m a s k s   s h o w i n g   5 0 %   b l a c k   a n d   5 0 %   w h i t e ,  

t o   k e e p   t h e   c o n t r a s t   a n d   a v e r a g e   l u m i n a n c e   p e r c e i v e d   b y   t h e   f i s h  

s i m i l a r .  T h e   m e d i u m   g r a n u l a r i t y   r o u g h l y   m a t c h e d   t h e   a v e r a g e   s t r i p e  

s i z e   o f   s c o r p i o n f i s h   e s t i m a t e d   f r o m   a   p r e v i o u s   s t u d y   ( a v e r a g e   g r a i n  

si z e  =   0. 4  c m2 ;   Jo h n   e t a l ., 2 0 2 3 ) .  T h e   o t h e r   t w o   g r a n u l a r i t i e s   w e r e   d i s -

ti n ctl y s m all er ( a ver a g e gr ai n si z e  =   0. 1  c m2 )   a n d   l a r g e r   ( a v e r a g e   g r a i n  

si z e  =   1  c m2 ) .  T o   c r e a t e   t h e   u n i f o r m   a c c l i m a t i o n   b a c k g r o u n d ,   w e   t o o k  

s t a n d a r d i s e d   p h o t o s   o f   t h e   t h r e e   e x p e r i m e n t a l   a n d   a c c l i m a t i o n   b a c k -

g r o u n d s   o f   d i f f e r e n t   g r e y   l e v e l s   i n   t h e   s e t u p ,   a n d   c a l c u l a t e d   t h e i r   a v e r-

a g e   l u m i n a n c e   u s i n g   s c o r p i o n f i s h   s p e c t r a l   s e n s i t i v i t y   ( G o v a r d o v s k i i   &  

Z u e v a , 1 9 8 8 ;   Jo h n   e t a l ., 2 0 2 3 ;   S c h w e i k e r t   e t a l ., 2 0 1 8 ) .  T h e   a c c l i m a -

t i o n   b a c k g r o u n d ' s   g r e y   l e v e l   c h o s e n   w a s   t h e   o n e   c l o s e s t   t o   t h e   a v e r -

a g e   l u m i n a n c e   o f   t h e   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d s .

T r i a l s  t o o k  p l a c e  o u t s i d e  t h e  s t a t i o n ,   i n  a  s h a d e d  a r e a  u n d e r  t h e 

o p e n s k y. A s m all tra n s p ar e nt pl a sti c fra m e of 2 4  ×   1 8  c m a n d 2  c m

h e i g h t   w a s  p l a c e d  i n  t h e  c e n t r e  o f   t h e  t r a y   t o   p r e v e n t   f i s h  f r o m   h i d -

i n g  i n t h e c o r n e r s o r e d g e s o f   t h e t r a y   (Fi g ur e 2 ) . T o p   v i e w   p h o t o s o f  

f i s h  w e r e  t a k e n  u s i n g   a   c a l i b r a t e d  Ni k o n  D 4   D L S R   c a m e r a   (  NI K  O N 

C O R P O R A TI O N, T o k y o, J a p a n, Ni k k or 6 0   m m m a cr o l en s, R A W f or-

m a t ,   I S  O  a n d  a p e r t u r e  f i x e d )  p o s i t i o n e d  o n  a  t r i p o d  a t   a  2 0 °   a n g l e ,  

a n d  a ~ 1 0 0  c m di st a n c e fro m t he tra y. E a c h tra y c o nt ai n e d t wo

c e ntr all y pl a c e d P T F E diff u s e gr e y st a n d ar d s ( 12 % a n d 7 2 % gr e y,

B e r g h of Fl u or o pl a sti c T e c h n ol o g y G m b H, G e r m a n y) a n d a s c al e b ar.

E a c h tra y w a s al s o e q ui p p e d wi t h a n Ol y m p u s T o u g h T G - 6 c a m er a

(  Ol y m p u s  E u r o p a  S E   &   C o .  K G ,   Ha m b u r g ,   G e r m a n y ,   R A W   f o r m a t ,  

I S O a n d a p er t ur e fix e d) pl a c e d i n a 3  c m wi d e c o m p ar t m e nt o n t he

s id e  o f   t h e  t r a y   (Fi g ur e 2 ) .  T h e   c a m e r a   w a s   c o m p l e t e l y   h i d d e n   d u r i n g  

t h e  t r i a l s ,   a n d  o n l y   a  s m a l l  w i n d o w   f o r  t h e  l e n s  w a s  o p e n e d  a t   t h e 

e n d  o f   e a c h  t r i a l  t o   t a k e  a  s i d e  v i e w   p h o t o   o f   t h e  f i s h .  W e  u s e d  a 

p i c t u r e   o f   a   M i n i   C o l o u r C h e c k e r   C a r d   ( X - R it e  I n c .,   G r a n d  R a p i d s ,   M I ,  

U S A )  t o   c a l i b r a t e  t h e  Ol y m p u s  c a m e r a  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  s e t u p  

u n d e r  t h e  s a m e  l i g h t   c o n d i t i o n s  a s  i n   t h e  e x p e r i m e n t s  ( T r o s c i a n k o   &  

S t e v e n s , 2 0 1 5 ;  v a n d e n B e r g  e t a l ., 2 0 2 0 ) .

2. 3   |   E x p eri m e nt al pr o c e d ur e

W e   t e s t e d   2 1  S. m a d er e n si s   a n d   3 0  S. p or c u s .  B o d y   s i z e   o f   t h e   t w o   s p e -

c i e s   w a s   s i m i l a r   o n   a v e r a g e   ( b o d y   a r e a   i n   t o p   v i e w   f o r  S. m a d er e n si s : 

6. 3  ±   2. 0  c m2 ( m e a n ±   SD), a n d f or S. p or c u s : 6. 4  ±   2. 3  c m2 ) .  E a c h   i n -

d i v i d u a l   w a s   a l t e r n a t e l y   p l a c e d   o n   e a c h   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d . 

T r a y s   w e r e   f i l l e d   w i t h   f r e s h   s e a w a t e r   b e f o r e   e a c h   t r i a l .  A t   t h e   s t a r t  

o f   t h e   e x p e r i m e n t ,   e a c h   f i s h   w a s   f i r s t   p l a c e d   i n   t h e   a c c l i m a t i o n   t r a y ,  

a n d   t h e n   o n   t h e   t h r e e   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d s .  W e   c h o s e   t h e  

u n i f o r m   b a c k g r o u n d   a s   a c c l i m a t i o n   t o   o b t a i n   a   r e f e r e n c e   i m a g e   f o r  

e a c h   i n d i v i d u a l   o n   a   n o n - p a t t e r n e d   ( u n i f o r m )   b a c k g r o u n d ,   a n d   t o   a c -

c l i m a t e   t h e   f i s h   t o   t h e   l u m i n a n c e   o f   t h e   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d s  

b e f o r e   s t a r t i n g   t h e   t r i a l s .  A   f i s h   w a s   p h o t o g r a p h e d   f r o m   t h e   t o p  

1  mi n af t er b e i n g tra n sf err e d i n t he tra y ( mi n ut e 1) a n d af t er 5  mi n

( m i n u t e   5 ) .  T h e n ,   t h e   t r a n s p a r e n t   f r a m e   w a s   r e m o v e d   a n d   a   p i e c e   o f  

P V C   t u b e   w i t h   1 2 %   a n d   7 2 %   g r e y   s t a n d a r d s   o r i e n t e d   s i d e w a y s   w a s  

i n s e r t e d   i n   t h e   t r a y ,   o p p o s i t e   t o   t h e   s i d e   w i t h   t h e   Ol y m p u s   c a m e r a  

c o m p a r t m e n t .  T h e   f i s h   w a s   g e n t l y   m o v e d   u n t i l   i t   s e t t l e d   n e x t   t o  

t h e   s t a n d a r d s .  T h e n ,   t h e   s m a l l   w i n d o w   i n   t h e   c a m e r a   c o m p a r t m e n t  

w a s   o p e n e d   t o   t a k e   a   s i d e   v i e w   p h o t o .  T h e   f i s h   w a s   t h e n   p l a c e d   i n  

t h e   n e x t   t r a y   a n d   t h e   p r o c e d u r e   w a s   r e p e a t e d   f o r   t h e   o t h e r   b a c k -

gr o u n d s. F o r tra n sf erri n g fis h b e t w e e n b a c k gr o u n d s, w e u s e d h a n d

n e t s .  T h e   s i x   p o s s i b l e   b a c k g r o u n d   o r d e r s   ( f o r   t h e   t h r e e   e x p e r i m e n -

t a l   b a c k g r o u n d s )   w e r e   r a n d o m i s e d   a n d   f u l l y   b a l a n c e d   a c r o s s   a l l   i n -

d i v i d u a l s   o f   e a c h   s p e c i e s .  A l l   i n d i v i d u a l s   w e r e   u s e d   o n l y   o n c e   a n d  

t h e n   r e t u r n e d   t o   t h e   f i e l d .

2. 4   |  I m a g e a n al y si s

2. 4. 1   |    Gr a n ul arit y a n al y si s

T o   a n a l y s e  f i s h  b o d y   p a t t e r n ,   w e  u s e d  t h e  m u l t i s p e c t r a l  i m a g e  c a l i-

b r a t i o n  a n d  a n a l y s i s  ( M I C A )  T o o l b o x   p l u g i n  ( v e r s i o n  2 .2 .2 ;   T r o s c i a n k o  

&   S t e v e n s , 2 0 1 5 )  f o r  I m a g e J  ( v e r s i o n  1 .5 4 d ) .  I m a g e s  w e r e  n o r m a l i s e d 

w i t h  t h e  1 2 %   a n d  7 2 %   g r e y   s t a n d a r d s  a n d  c o nv e r t e d  i n t o   3 2 - b it   m u l-

ti s p e ctr al i ma g e s. F o r e a c h i m a g e, w e s e l e ct e d a r egi o n of i nt er e st

( R OI )  o n  t h e  b o d y   o f   t h e  f i s h .  W e  a l w a y s  e x c l u d e d  t h e  f i n s  a n d  p a i d 

a t t e n t i o n  t o   o n l y   s e l e c t   t h e  p a r t   o f   t h e  b o d y   t h a t   w a s  i l l u m i n a t e d 

a t   t h e  s a m e  a n g l e   a s  t h e  g r e y   s t a n d a r d s  u s e d  t o   n o r m a l i s e  t h e  i m -

a g e s .  A l l  p h o t o s  w e r e  t h e n  b a t c h - p ro c e s s e d   u s i n g   a   c u s t o m - w ri t t e n 

r o u t i n e  f o r  M I C A   i n  I m a g e J  ( Jo h n  e t a l., 2 0 2 3 ). Fi r st, b o d y ar e a f or

e a c h  f i s h  w a s  e x t r a c t e d  a s  t h e  n u m b e r  o f   p i x e l s  c o n t a i n e d  i n  t h e  R  OI 

‘ b o d y ’ ,  t o  l a t e r c a l c u l a t e b o d y  a r e a i n c m 2  u s i n g  t h e s c a l e i n t h e p h o -

t o s .  T o   e x c l u d e  p o t e n t i a l  e f f e c t s  t h a t   f i s h  b o d y   o r i e n t a t i o n  i n  t h e  t r a y  

c o u l d  h av e  o n  t h e  p a t t e r n  a n a l y s i s ,   a l l  t o p   v i e w   p h o t o s  w e r e  r o t a t e d 

i n  s u c h  a  w a y   t h a t   a l l  f i s h  w e r e  o r i e n t e d  i n  t h e  s a m e  w a y .  T h e n ,   i m -

a g e s  w e r e  c o nv e r t e d  t o   c o n e  c a t c h e s  u s i n g   a  c o n e - c a t c h  m o d e l  t h a t  

w a s  c o m p u t e d  u s i n g   t h e  s p e c t r a l  s e n s i t i v i t y   o f   t h e  c a m e r a  a n d  o f   a 

m o d ell e d o b s er v er, a n d t he D 6 5 s p e ctr u m a s il l u mi n a nt. W e u s e d

D 6 5 a s il l u mi n a nt b e c a u s e fis h a d j u st e d t o b a c k gr o u n d s u n d er t hi s

s p e c t r u m .  W e  m o d e l l e d  t h e  v i s i o n  o f   t h e  y e l l o w   b l a c k -f a c e d  b l e n n y  

Tri pt er y gi o n  d el ai si ,   a  c o m m o n  p r e y   s p e c i e s  o f   s c o r p i o n f i s h  i n  t h e 

M e d i t e r r a n e a n   S e a   ( S a n t o n   e t a l., 2 0 2 1 ) ,   f o l l o w i n g   p r e v i o u s  s t u d i e s 

( B i t t o n   e t a l., 2 0 1 7 ;   Jo h n   e t a l ., 2 0 2 3 ;   S a n t o n   e t a l ., 2 0 2 0 ) . T . d el ai si

h a s si n gl e c o n e s wi t h a v e r a g e p e a k s e n siti vit y at 4 6 8  n m, a n d d o u bl e

c o n e s wi t h a v e r a g e s e n siti vit y p e a ki n g at 5 1 7 a n d 5 3 0  n m ( Bit t o n
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e t a l ., 2 0 1 7 ) .  W e  a s s u m e d  a  W e b e r  f r a c t i o n  o f   0 .0 5   f o r  t h e  m o s t  

a b u n d a n t   c o n e s   ( C h a m p   e t a l., 2 0 1 6 ;   Ol s s o n  e t a l., 2 0 1 8 ) ,   a n d  e s t i-

m a t e d   i t   t o   0 .1   f o r  t h e  s h o r t   w av e l e n g t h  c o n e s  b a s e d  o n  c o n e  a b u n -

d a n c e  r a t i o s  ( f r o m   s h o r t e s t   t o   l o n g e s t   w av e l e n g t h  p h o t o r e c e p t o r)  o f  

1: 4: 4 ( Frit s c h et al ., 2 0 1 7 ) .  W e  d e f i n e d  t h e  l u m i n a n c e  c h a n n e l  a s  t h e 

av e r a g e  c o n e  c a t c h e s  o f   t h e  t w o   l o n g e r  w av e l e n g t h - s e n s i t i v e  c o n e s ,  

a s  f i s h   l i k e l y   p e r c e i v e  a c h r o m a t i c   ( l u m i n a n c e )  c o n t r a s t s  t h r o u g h  t h i s 

c h a n n e l   ( L y t h g o e , 1 9 7 9 ) .  T h e  r o u t i n e  f u r t h e r  p r o c e s s e d  t h e  i m a g e s 

t o   a d j u s t   f o r T. d el ai si f o ve al s p ati al a c uit y of 7  c y cl e s p e r d e gr e e

( Frit s c h et al ., 2 0 1 7 ;   S a n t o n  e t a l ., 2 0 1 9 ) ,   f o r  a  v i e w i n g   d i s t a n c e  o f  

2 0  c m ( a r el e v a nt vi e wi n g di st a n c e i n n a t ur e ( Sa nt o n et al ., 2 0 2 1 )) ,   b y  

u s i n g   t h e  G a u s s i a n  A c u i t y   C o n t r o l  a n d  t h e  R e c e p t o r  No i s e   L i m i t e d 

( R N L) R a n k e d Fi lt er f un cti o n s of t he MI C A t ool b o x ( va n d e n B e r g

e t a l ., 2 0 2 0 ).  W e  t h e n  r a n  a  g r a n u l a r i t y   ( p a t t e r n   e n e r g y )  a n a l y s i s  o n 

t h e  f i s h  b o d y   u s i n g   t h e  ‘ P a t t e r n  C o l o u r  &   L u m i n a n c e  M e a s u r e m e n t s ’  

f u n c t i o n  o f   t h e  t o o l b o x   ( T r o s c i a n k o   &   S t e v e n s , 2 0 1 5 ) .  T h i s  f u n c -

ti o n u s e s f a st F o uri er tra n sf or m ati o n t o pr o d u c e i ma g e s o n di ff er-

e n t   s p a t i a l  s c a l e s  a n d  m e a s u r e s  t h e i r  p a t t e r n  e n e r g y ,   d e f i n e d  a s 

t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f   t h e  l u m i n a n c e  c h a n n e l ' s  c o n e  c a t c h e s  o f  

t h e  f i l t e r e d  p i x e l s .  B y   c o m p a r i n g   p a t t e r n  e n e r g y   a t   d i f f e r e n t   s p a -

t i a l  s c a l e s  ( g r a n u l a r i t y   b a n d s ) ,   a  d o m i n a n t   ( h i g h e s t   e n e r g y ,   i .e .  m o s t  

c o n t r a s t i n g )  m a r k i n g   s i z e  c a n  b e  d e t e r m i n e d  ( B a r b o s a  e t a l ., 2 0 0 8 ;  

S t o d d a r d   &   S t e v e n s , 2 0 1 0 )  (Fi g ur e 3 ,   g ra n u l a r i t y   s p e c t r u m   f o r  t h e 

f o u r  b a c k g r o u n d s ) .  W e  a n a l y s e d  9 9   g r a n u l a r i t y   b a n d s  r a n g i n g   f r o m  

2   t o   1 0 0   p i x e l s  i n  s i z e  ( i .e .  u s i n g   1 - p ix e l  s t e p s )  f o r  t h e  t o p   v i e w   p h o -

t o s  a n d  3 0   g r a n u l a r i t y   b a n d s  r a n g i n g   f r o m   2   t o   1 5 0   p i x e l s  ( i .e .  u s i n g  

5 - p ix e l  s t e p s )  f o r  t h e  s i d e  v i e w   p h o t o s .  A n a l y s e s  w e r e  s t o p p e d  a f t e r 

1 0 0   a n d  1 5 0   p i x e l s  b e c a u s e  w i d e r  b i n  s i z e s  e x c e e d e d  t h e   m a x i m u m  

f i s h  a n d  b a c k g r o u n d  p a t c h  s i z e .  G r a n u l a r i t y   b a n d s  d i f f e r e d  b e t w e e n 

t o p   a n d  s i d e  v i e w   p h o t o s  b e c a u s e  t h e  t w o   c a m e r a s  u s e d  h a d  a  d i f-

f e r e n t   r e s o l u t i o n ,   s o   a n a l y s e s  o f   t o p   a n d  s i d e  v i e w   p h o t o s  c a n  a l s o  

n o t   d i r e c t l y   b e  c o m p a r e d  ( r e s o l u t i o n  o f   R  NL   r a n k  f i l t e r e d  i m a g e s : 

t o p vi e w  =   8 3 pi x el s p e r c m , si d e vi e w  =   8 0 pi x el s p e r c m ). W e vi s u -

a l l y   i n s p e c t e d  t h e   g r a n u l a r i t y   s p e c t r a  d e r i v e d  f r o m   t h e  s i d e  v i e w  

p h o t o s  a n d  d i d  n o t   s e e  a n y   d i f f e r e n c e  i n  f i s h  p a t t e r n  d e p e n d i n g   o n 

t h e b a c k gr o u n d ( Fi g ur e A 1 ) .  B e c a u s e   t h i s   w a s   s i m i l a r   t o   t h e   r e s u l t s  

d e r i v e d  f r o m   t h e  t o p   v i e w   p h o t o s ,   w e  f o c u s e d  o n  t h e  t o p   v i e w   f o r 

f u r t h e r  a n a l y s e s .  T o   g e t   t h e  g r a n u l a r i t y   s p e c t r a  o f   t h e  e x p e r i m e n t a l 

b a c k g r o u n d s ,   w e  r a n d o m l y   c h o s e  e i g h t   t o p   v i e w   p h o t o s  p e r  b a c k -

gr o u n d t yp e fro m o u r d a t a s et a n d s e l e ct e d a 1 0  ×   2 0  c mb a c k gr o u n d

p a t c h  i n  e a c h  i m a g e  a s  a n  R  OI  ‘ b a c k g r o u n d ’ .  T h i s  l a r g e  s a m p l i n g   a r e a 

w a s  t o   e n s u r e  t h a t   w e  w o u l d  c a p t u r e  t h e  g r a n u l a r i t y   o f   e a c h  b a c k -

g r o u n d  t y p e .  T h e  p h o t o s  w e r e  p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  W e 

a n a l y s e d  1 5   g r a n u l a r i t y   b a n d s  r a n g i n g   f r o m   2   t o   1 5 0   p i x e l s  ( i .e .  u s i n g  

1 0 -p ix e l  s t e p s )  f o r  t h e  b a c k g r o u n d  s a m p l e s .  W e  r e d u c e d  t h e  n u m -

b e r  o f   g r a n u l a r i t y   b a n d s  f o r  t h e  b a c k g r o u n d s  t o   r e d u c e  c o m p u t a t i o n 

t i m e  f o r  t h e  l a r g e  s a m p l e s  a n d  b e c a u s e  t h e  1 5   b a n d s  s e e m   t o   g i v e  a 

h i g h   e n o u g h   r e s o l u t i o n .

2. 4. 2  |   Q C P A a n al y si s

T h e  g r a n u l a r i t y   a n a l y s i s  i s  w i d e l y   u s e d  t o   a s s e s s  d o m i n a n t   m a r k -

i n g   s i z e   i n   a n i m a l   p a t t e r n   r e s e a r c h   ( P é r e z - R o d r í g u e z  e t a l ., 2 0 1 7 ) . 

F I G U R E 2   E x e m pl ar y t o p vi e w p h ot o s i n t h e e x p eri m e nt al s et u p wit h t h e s a m e S c or p a e n a p or c u s   i n d i v i d u a l o n ( a ) t h e a c c l i m a t i o n 

b a c k g r o u n d a n d t h e t h r e e e x p e r i m e n t a l b a c k g r o u n d s w i t h ( b ) f i n e ,  ( c ) m e d i u m  a n d ( d ) c o a r s e g r a n u l a r i t y . B o d y  a r e a o f  t h i s i n d i v i d u a l w a s 

6. 5  c m 2 . T h e l ef t si d e of e a c h tr a y h a s a s m all c o m p ar t m e nt wit h a c a m er a f or si d e vi e w p h ot o s. Fi s h ar e k e pt i n t h e c e ntr e of t h e tr a y wit h a

t ra n s p a r e n t  p l a s t i c  f r a m e ( b e s t  v i s i b l e i n a ) .
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Ho w e v e r ,   w e  d e c i d e d  t o   c o n s i d e r  a n   a d d i t i o n a l  a p p r o a c h  t o   i nv e s t i -

g a t e  f i s h  p a t t e r n  i n  m o r e  d e t a i l .  W e  u s e d  R  NL   C l u s t e r i n g   o n  t h e  R  NL  

r a n k -f il t e r e d  i m a g e s  t o   a p p l y   t h e  c o l o u r  a d j a c e n c y   a n a l y s i s  ( C A A ) 

f r o m   t h e  Q u a n t i t a t i v e  C o l o u r  P a t t e r n  A n a l y s i s  ( Q C P A )  ( v a n  d e n  B e r g  

e t a l ., 2 0 2 0 ).  C A A   c r e a t e s  c l u s t e r s  o f   p i x e l s  o f   t h e  s a m e  c o l o u r  a n d 

l u m i n a n c e  w i t h i n  a  p a t t e r n ,   b a s e d  o n  a  g i v e n  p e r c e p t i o n  t h r e s h o l d . 

W e  u s e d  t h e  av e r a g e  s i z e  o f   t h e s e  c l u s t e r s  a s  a n  a d d i t i o n a l  m e a s u r e 

o f   p a t t e r n  g r a n u l a r i t y .  W h i l e  f r o m   t h e  g r a n u l a r i t y   a n a l y s i s ,   w e  c a n 

e x t r a c t   t h e  s i z e  o f   t h e  m o s t   c o n t r a s t i n g   p a t c h e s  ( d o m i n a n t   m a r k -

i n g   s i z e ) ,   t h e  C A A   g i v e s  av e r a g e  p a t c h  s i z e  r e g a r d l e s s  o f   c o n t r a s t   ( a l l 

c o n t r a s t s  a b o v e  o u r  g i v e n  p e r c e p t i o n  t h r e s h o l d ) .  T h e  c o m p a r i s o n  o f  

t h e s e   t w o   m e t r i c s   t h e r e f o r e   a l l o w s   u s   t o   u n d e r s t a n d   w h e t h e r   f i s h  

c h a n g e  p a t c h  s i z e  o v e r a l l  ( C A A )  o r  s p e c i f i c a l l y   t h e  d o m i n a n t   m a r k i n g  

s i z e  ( g r a n u l a r i t y   a n a l y s i s ) .  W e  f u r t h e r  u s e d  t h e  l o c a l  e d g e  i n t e n s i t y  

a n a l y s i s  ( L E I A )  o n  t h e  R  NL   r a n k -f il t e r e d  i m a g e s  t o   c o m p a r e  t h e  m e a n 

l u m i n a n c e  c o n t r a s t   v a l u e  a c r o s s  e d g e s  w i t h i n  t h e  f i s h  b o d y   t o   t e s t  

w h e t h e r  p a t t e r n  c o n t r a s t   c h a n g e d ,   i r r e s p e c t i v e  o f   p a t c h  s i z e  ( v a n 

d e n   B e r g   e t a l ., 2 0 2 0 ).  C h r o m a t i c   c o n t r a s t s  w e r e  n o t   a n a l y s e d  b e -

c a u s e ,   f r o m  T. d el ai si   p e r s p e c t i v e ,   t h e r e   w e r e   a l m o s t   n o   p e r c e i v a b l e  

c hr o m ati c c o ntr a st s w it hi n th e fi s h b o d y p at t er n. F or b ot h a n al y s e s,

w e  u s e d  a  p e r c e p t i o n  t h r e s h o l d  o f   o n e  j u s t   n o t i c e a b l e  d i f f e r e n c e 

( J ND )  f o r T. d el ai si   v i s i o n .  W e  r a n  t h e  s a m e  a n a l y s i s  o n  t h e  i m a g e s 

w i t h t h e b a c k g r o u n d s a m p l e s ( s e e a b o v e ) .

2. 5   |  St ati sti c al a n al y si s

W e   i m p l e m e n t e d   g e n e r a l i s e d   l i n e a r   m i x e d   m o d e l s   w i t h   t h e   g l m m T M B  

R -p a c k a g e   ( B r o o k s   e t a l ., 2 0 1 7 )   f o l l o w i n g   a   c u s t o m -w ri t t e n   g u i d e d   l i n -

e a r   m o d e l l i n g   R -r o u t i n e   ( S a n t o n   e t a l ., 2 0 2 3 ) .  M o d e l   a s s e s s m e n t   f o l-

l o w e d   t h e   g u i d a n c e   o f   S a n t o n   e t a l .(2 0 2 3 ) ,   f o c u s i n g   o n   t h e   i n s p e c t i o n 

o f   t h e   d i s t r i b u t i o n   o f   r a n d o m i s e d   q u a n t i l e   r e s i d u a l s ,   c o m p u t e d   w i t h  

t h e   R -p a c k a g e   D  HA R M a   (  Ha r t i g , 2 0 2 2 ) ,   w i t h i n   a n d   a m o n g   f a c t o r   p r e -

d i c t o r   l e v e l s   t h a t   w e r e   i n c l u d e d   o r   n o t   i n   t h e   m o d e l s ,   a n d   p e r f o r m e d  

p o s t e r i o r   p r e d i c t i v e   c h e c k s   t o   a s s e s s   m o d e l   d i s p e r s i o n   a n d   o v e r a l l  

m o d e l   f i t .  M o d e l s   w e r e   i n i t i a l l y   i m p l e m e n t e d   u s i n g   t h e   m o s t   a p p r o p r i-

a t e   f a m i l y   d i s t r i b u t i o n   f o r   t h e   n a t u r e   o f   t h e   r e s p o n s e   v a r i a b l e .

D a t a  a n a l y s e d  o r i g i n a t e d  f r o m   5 1   i n d i v i d u a l s  ( 2 1  S. m a d er e n si s

a n d 3 0  S. p or c u s ). W e o n l y a n al y s e d o b s er v ati o n s af t er 1  mi n of e x -

p o s u r e  t o   t h e  b a c k g r o u n d s  b e c a u s e  o u r  p r e v i o u s  s t u d y   s h o w e d  t h a t  

s c or pi o nfi s h c h a n g e c o l o ur i n l es s t ha n 1  mi n ( Jo h n et al ., 2 0 2 3 ),   a n d 

b e c a u s e  t h e  g r a n u l a r i t y   a n a l y s i s  s p e c t r a  c o m p a r i n g   m e a s u r e m e n t s 

af t er 1 a n d 5  mi n w e r e si mil ar ( Fi g ur e A 2 ) .  T o   c o m p a r e   f i s h   p a t t e r n s  

o n   t h e   d i f f e r e n t   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d s ,   w e   i m p l e m e n t e d   g e n -

er ali s e d lin e ar mi x e d m o d el s u s i n g a G a m m a di stri b uti o n (li n k =  l o g)

f o r  t h e   r e s p o n s e   v a r i a b l e s  d o mi n a nt m ar ki n g si z e   ( g r a n u l a r i t y   a n a l y -

s i s ) ,  p at c h si z e   ( C A A )  a n d p att er n c o ntr a st   ( L E I A ) ,   a n d  s p e c i f i e d b a c k -

gr o u n d   ( f i n e ,   m e d i u m ,   c o a r s e ) ,   s c o r p i o n f i s h s p e ci e s   (S. m a d er e n si s, S. 

F I G U R E 3   P at t er n e n er g y s p e ctr a ( p at t er n e n er g y f or e a c h p at t er n si z e bi n) of t h e a c cli m ati o n ( u nif or m) a n d t h e t hr e e e x p eri m e nt al

b a c k g r o u n d s ( r i g h t  b l o c k ) ,  a n d o f  f i s h p a t t e r n f o r S c or p a e n a m a d er e n si s  a n d S. p or c u s  o n e a c h b a c k g r o u n d ( l e f t  b l o c k ) . D a s h e d v e r t i c a l l i n e s 

i n d i c a t e t h e d o m i n a n t  m a r k i n g  s i z e o f  t h e e x p e r i m e n t a l b a c k g r o u n d p a t t e r n ( f i n e : x =   1 2,  me di u m: x =   3 2, co ar s e: x =   8 7).T h e g r e y li n e s a r e

s p e c t r a f o r  e a c h i n d i v i d u a l . T h e b l a c k l i n e s i n d i c a t e m e a n p a t t e r n e n e r g y  o v e r a l l i n d i v i d u a l s w i t h s t a n d a r d d e v i a t i o n a s t h e g r e y  s h a d e d a r e a . 

No t e t h e d i f f e r e n c e i n p a t t e r n e n e r g y  ( r a n g e o f  y - a x i s ) b e t w e e n f i s h a n d b a c k g r o u n d s . P a t t e r n e n e r g y  i s d e f i n e d a s t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n o f  

t h e l u m i n a n c e c h a n n e l ' s c o n e c a t c h e s o f  t h e f i l t e r e d p i x e l s ( s e e S e c t i o n 2 ) .
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p or c u s ) ,   a n d   t h e i r  i n t e r a c t i o n  a s  f i x e d  e f f e c t s  i n  e a c h  m o d e l . Fi s h I D

w a s  u s e d  a s  a  r a n d o m   i n t e r c e p t   t o   a c c o u n t   f o r  t h e  r e p e a t e d  m e a -

s u r e m e n t s  o f   e a c h  f i s h .  W e  a d d e d   r a n d o m   s l o p e s  o v e r  a   s p e c i f i c  

p r e d i c t o r  w h e n  e f f e c t   s i z e s'  d i r e c t i o n  s u b s t a n t i a l l y   v a r i e d  a m o n g  

f i s h   ( K o r n e r -Ni e v e r g e l t   e t a l ., 2 0 1 5 ) .  W e  t h e r e f o r e  o n l y   i n c l u d e d  a 

r a n d o m   s l o p e   o v e r  b a c k gr o u n d  i n t h e d o mi n a nt m ar ki n g si z e   m o d e l .

T o   f u r t h e r   i n v e s t i g a t e   w h e t h e r   f i s h   p a t t e r n   c o n t r a s t   c h a n g e d   b e -

t w e e n   t h e   a c c l i m a t i o n   a n d   t h e   f i r s t   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d ,   w e  

c r e a t e d   a   s u b s e t   o f   t h e   d a t a   t h a t   o n l y   i n c l u d e d   o b s e r v a t i o n s   f o r   t h e  

a c c l i m a t i o n   a n d   t h e   f i r s t   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d   e a c h   f i s h   w a s  

t e s t e d   o n .  W e   i m p l e m e n t e d   a   g e n e r a l i s e d   l i n e a r   m i x e d   m o d e l   u s i n g  

a G a m m a di stri b uti o n (li n k =  l o g) f or t he r es p o n s e v a ri a bl e p at t er n 

c o ntr a st   ( L E I A ) ,   w i t h  e v e nt   ( a c c l i m a t i o n ,   f i r s t   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d )  

a n d  fir st b a c k gr o u n d t y p e  ( f i n e ,   m e d i u m ,   c o a r s e )   a s   m a i n   f i x e d   e f f e c t s . 

Fir st b a c k gr o u n d t y p e   w a s   a   v a r i a b l e   c r e a t e d   t o   g r o u p   o b s e r v a t i o n s   o f  

t h e   a c c l i m a t i o n   w i t h   t h e   f i r s t   e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d   t y p e   a n d   i n -

c l u d e d   t o   c o m p a r e   w h e t h e r   a   c h a n g e   i n   c o n t r a s t   d i f f e r e d   b e t w e e n   t h e  

e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d s . Fi s h I D   w a s   i n c l u d e d   a s   a   r a n d o m   i n t e r c e p t .

W e   r e p o r t  R 2 -v a l u e s   a s   a   m e a s u r e   o f   f i t   f o r   e a c h   m o d e l   a n d   r e p o r t  

b o t h   t h e   m a r g i n a l   R 2   ( v a r i a n c e   e x p l a i n e d   b y   f i x e d   e f f e c t s   o n l y )   a n d  

t h e   c o n d i t i o n a l  R 2   ( v a r i a n c e   e x p l a i n e d   b y   e n t i r e   m o d e l )   (  Na k a g a w a  

&   S c h i e l z e t h , 2 0 1 3 )   (T a b l e s 1 ,  2 ) ,   u s i n g   t h e  r 2  f u n c t i o n   o f   t h e   p e r f o r-

m a n c e   p a c k a g e   ( L ü d e c k e   e t a l ., 2 0 2 1 ). F o r gr a p hi c al di s pl a y s of t he

r e s u l t s ,   o u r   f i g u r e s   p r e s e n t   m o d e l   p r e d i c t e d   m e a n s   a n d   t h e i r   9 5 %  

T A B L E 1   P air wi s e c o ntr a st s of f i s h p at t er n (A) d o mi n a nt m ar ki n g s i z e, (B) a v er a g e p at c h s i z e a n d (C) lu mi n a n c e c o ntr a st e x pr e s s e d a s t h e

r e s p o n s e r a t i o  b e t w e e n a l l c o m b i n a t i o n s o f  b a c k g r o u n d f o r b o t h s c o r p i o n f i s h s p e c i e s .

S c or p a e n a m a d er e n si s S c or p a e n a p or c u s

R e s p o n s e r ati o L o w e r CI s  U p p e r CI s R e s p o n s e r ati o L o w e r CI s  U p p e r CI s

( A ) D o m i n a n t   m a r k i n g  s i z e   (R 2
c o n d

=  . 6 3 7,R 2
m a r g

=  . 0 5 0)

Fi n e –  m e di u m 1 .0 7 0 .9 0 1 .2 7 1 .0 4 0 .9 0 1 .2 0

Fi n e – c o ar s e 1 .0 0 0 .8 2 1 .2 2 1 .1 0 0 .9 4 1 .3 0

M e di u m – c o ar s e 0 .9 4 0 .8 1 1 .0 9 1. 0 6 0 .9 4 1 .2 0

( B ) A v e r a g e   p a t c h   s i ze ( R 2
c o n d

=  . 5 1 1,R 2
m a r g

=  . 0 6 6)

Fi n e –  m e di u m 1. 1 1 1. 0 1 1. 2 2 1 .0 4 0 .9 7 1 .1 3

Fi n e – c o ar s e 1 .0 0 0 .9 1 1 .1 0 0. 9 1 0. 8 4 0. 9 8

M e di u m – c o ar s e 0. 9 0 0. 8 2 0. 9 9 0. 8 7 0. 8 0 0. 9 4

( C ) L u m i n a n c e   c o n t r a s t   (R 2
c o n d

=  . 8 1 3R 2
m a r g

=  . 0 4 5)

Fi n e –  m e di u m 0. 9 4 0. 8 9 0. 9 9 0. 9 6 0 .9 1 1 .0 1

Fi n e – c o ar s e 1. 0 6 1 .0 0 1 .1 3 1. 0 6 1. 0 1 1. 1 1

M e di u m – c o ar s e 1. 1 3 1. 0 6 1. 2 0 1. 1 0 1. 0 5 1. 1 6

N ot e :  E f f e c t   s i ze i s p r o p o r t i o n a l  t o   t h e   d e v i a t i o n   o f   r a t i o s   f r o m   o n e ,   a n d  t h e   r o b u s t n e s s   o f   t h e   r e s u l t   i n c r e a s e s   w i t h   d e c r e a s i n g   d e g r e e   o f   o v e r l a p   o f  

t h e 9 5 %  c o m p a t i b i l i t y   i n t e r v a l s   ( C I s )  w i t h   o n e .  R e s p o n s e   r a t i o s   w i t h   C I s   e x c l u d i n g   o n e   a r e   h i g h l i g h t e d  i n   b o l d . N =   2 1for S . m a d er e n si s  a n d N =   3 0 for

S. p or c u s .

R e s p o n s e r ati o L o w e r CI s  U p p e r CI s

S c or p a e n a m a d er e n si s

A c cli m ati o n – f ir st e x p eri m e nt al

b a c k g r o u n d   ( p o o l e d )

0. 8 0 0. 7 5 0. 8 5

A c cli m ati o n – f i n e 0. 7 7 0. 6 9 0. 8 5

A c cli m ati o n – m e di u m 0. 8 3 0. 7 4 0. 9 2

A c cli m ati o n – c o ar s e 0. 8 1 0. 7 2 0. 9 1

S c or p a e n a p or c u s

A c cli m ati o n – f ir st e x p eri m e nt al

b a c k g r o u n d   ( p o o l e d )

0. 8 7 0. 8 3 0. 9 2

A c cli m ati o n – f i n e 0. 8 7 0. 8 0 0. 9 5

A c cli m ati o n – m e di u m 0. 8 3 0. 7 6 0. 9 1

A c cli m ati o n – c o ar s e 0. 9 1 0. 8 3 0. 9 9

N ot e :  E f f e c t   s i ze i s p r o p o r t i o n a l  t o   t h e   d e v i a t i o n   o f   r a t i o s   f r o m   o n e ,   a n d  t h e   r o b u s t n e s s   o f   t h e  

r e s u l t  i n c r e a s e s w i t h d e c r e a s i n g   d e g r e e   o f   o v e r l a p   o f   t h e   9 5 %   c o m p a t i b i l i t y   i n t e r v a l s   ( C I s )   w i t h   o n e . 

R e s p o n s e r a t i o s w i t h C I s  e x c l u d i n g   o n e   a r e   h i g h l i g h t e d  i n   b o l d . N =   2 1for S . m a d er e n si s  a n d N =   3 0

f o r S. p or c u s . R 2
c o n d

=  . 8 2 0,R 2
m a r g

=  . 2 5 4.

T A B L E 2   P air wi s e c o ntr a st s of fi s h

p a t t e r n  l u m i n a n c e  c o n t r a s t   ( m e a n  c o n t r a s t  

o f  e d g e s i n L E I A ) e x p r e s s e d a s t h e 

r e s p o n s e r a t i o  b e t w e e n t h e a c c l i m a t i o n 

a n d t h e f i r s t  e x p e r i m e n t a l b a c k g r o u n d f o r 

b o t h   s c o r p i o n f i s h   s p e c i e s ,   e i t h e r   p o o l i n g  

a l l   m e a s u r e m e n t s   i n   t h e   f i r s t   e x p e r i m e n t a l  

b a c k g r o u n d   r e g a r d l e s s   o f   b a c k g r o u n d  

t y p e ,  o r s p l i t  b y  b a c k g r o u n d .
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c o m p a t i b i l i t y   i n t e r v a l s   c a l c u l a t e d   f r o m   t h e   p o s t e r i o r   d i s t r i b u t i o n s   o f  

f i t t e d   v a l u e s   o b t a i n e d   f r o m   1 0 , 0 0 0   s e t s   o f   m o d e l   p a r a m e t e r s   ( B r o o k s  

e t a l ., 2 0 1 7 ) .  W e   f u r t h e r   u s e d   t h e   e m m e a n s   p a c k a g e   ( L e n t h , 2 0 2 3 )   t o  

c o m p u t e   p a i r w i s e   c o n t r a s t s   e x p r e s s e d   a s   r a t i o s   b e t w e e n   f a c t o r   l e v -

e l s   a n d   t h e i r   9 5 %   c o m p a t i b i l i t y   i n t e r v a l s   f o r   a l l   c o m b i n a t i o n s   o f   f a c -

t o r   p r e d i c t o r s   o f   i n t e r e s t   (T a b l e s , 1 ,  2 ) .  E f f e c t   s i z e   s t r e n g t h   i n c r e a s e s  

w i t h   i n c r e a s i n g   d e v i a t i o n   o f   d i f f e r e n c e s   f r o m   o n e ,   a n d   t h e   r o b u s t-

n e s s   o f   t h e   r e s u l t   i n c r e a s e s   w i t h   d e c r e a s i n g   d e g r e e   o f   o v e r l a p   o f   t h e  

9 5 %   c o m p a t i b i l i t y   i n t e r v a l s   ( C I s )   w i t h   o n e .

3   |   R E S U L T S

3. 1   |   C h a n g e i n p at t er n gr a n ul arit y

3. 1. 1   |    D o mi n a nt m ar ki n g s i z e (gr a n ul arit y a n al y si s)

Fr o m i n s p e cti n g t he gr a n ul arit y s p e ctr a, w e c a n n ot s e e c h a n g e s i n

d o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e   w h e n   f i s h   w e r e   p l a c e d   o n   b a c k g r o u n d s   o f  

di f f e re n t   g r a n u la r i t y   (Fi g ur e s 3   a n d  4 a ;  T a b l e 1 A ) .  T h i s   b e c o m e s   p a r-

t i c u la r l y   e v i d e n t   w h e n   l o o k i n g   a t   h o w   t h e   s p e c t r a   i n s t e a d   di f f e re d 

b et w e e n   b a c k g r o u n ds   (Fi g ur e 3 ) .  On   a v e r a g e ,   f i s h   s h o w   a   c o n s t a n t  

d o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e   s i m i l a r   t o   t h a t   o f   t h e   m e d i u m   g r a n u l a r i t y   b a c k -

g r o u n d   (Fi g ur e 4 a ) .  Ho w e v e r ,   f i s h   h a v e   a   r e l a t i v e l y   h e t e r o g e n o u s   p a t-

t e r n   g r a n u l a r i t y .  W h i l e   t h e   m e a n   c u r v e s   p e a k   a t   a r o u n d   3 2   p i x e l s ,  

p a t t e r n   e n e r g y   r e m a i n s   h i g h   b e t w e e n  ~ 2 0   a n d   4 0   p i x e l s   (Fi g ur e 3 ). F o r

v e r y   r e g u l a r   p a t t e r n s ,   a   s t e e p e r   p e a k   a r o u n d   d o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e  

w o u l d   b e   e x p e c t e d .  D o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e   o f  S. m a d er e n si s   i s   s i m i la r 

t o   t h a t   o f  S. p or c u s   ( d o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e   b e t w e e n   s p e c i e s   r a t i o   a v e r-

a g e d   o v e r  b a c k gr o u n d : 0. 8 7, 9 5 % CI 0. 7 5 – 1 . 0 1). V a ri a n c e of d o mi n a nt

m a r k i n g   s i z e   w a s   h i g h e r   f o r  S. p or c u s   (σ 2 =   9 7. 9 8)t h a n f or S.  m a d er e n si s

(σ 2 =   7 7. 4 5),w hil e t h eir bo d y s i z e s w er e c o m p ar a bl e (s e e S e cti o n 2 ) .

3. 1. 2   |    A v er a g e p at c h si z e ( C A A)

B o t h   s p e c i e s   s h o w   d i f f e r e n c e s   i n   a v e r a g e   p a t c h   s i z e   d e p e n d i n g   o n   e x -

p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d s . S. m a d er e n si s   s h o w s   a   s m a l l e r   a v e r a g e   p a t c h  

s i z e   o n   t h e   m e d i u m ,   c o m p a r e d   t o   t h e   f i n e   a n d   c o a r s e   b a c k g r o u n d  

(Fi g ur e 4 b ,  T a b l e 1 B ) . S . p or c u s  s h o w s   a   l a r g e r   a v e r a g e   p a t c h   s i z e   o n  

t h e   c o a r s e ,   c o m p a r e d   t o   t h e   m e d i u m   a n d   f i n e   b a c k g r o u n d   (Fi g ur e 4 b ,  

T a b l e 1 B ) .  P a t c h   s i z e   o f  S. m a d er e n si s   i s   s i m i l a r   t o   t h a t   o f  S. p or c u s

( p a t c h   s i z e   b e t w e e n   s p e c i e s   r a t i o   a v e r a g e d   o v e r  b a c k gr o u n d :   1 .0 2 ,  

9 5 %   C I   0 .9 3   t o   1 .1 3 ) .

3. 2   |   C h a n g e i n p at t er n l u mi n a n c e c o ntr a st ( L EI A)

3. 2. 1   |    C o m p ari s o n b et w e e n e x p eri m e nt al

b a c k g r o u n d s

B o t h  s p e c i e s  s h o w   a  l o w e r  p a t t e r n  l u m i n a n c e  c o n t r a s t   o n  t h e 

c o a r s e ,   c o m p a r e d   t o   t h e   m e d i u m   g r a n u l a r i t y   b a c k g r o u n d   (Fi g ur e 4 c ,  

T a b l e 1 C ) .  P a t t e r n  c o n t r a s t   o f  S. m a d er e n si s   i s  s i m i l a r  t o   t h a t   o f  S. 

p or c u s   ( p a t t e r n  c o n t r a s t   b e t w e e n  s p e c i e s  r a t i o   av e r a g e d  o v e r b a c k -

gr o u n d : 1. 0 3, 9 5 % CI 0 . 9 2 t o 1. 1 6).

3. 2. 2   |    C o m p ari s o n b et w e e n a c cli m ati o n a n d fir st

e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d

Fi s h i n cr e a s e d t he c o ntr a st of t heir p a t t er n w h e n m o v e d fr o m t he

a c c l i m a t i o n  t o   t h e  f i r s t   e x p e r i m e n t a l  b a c k g r o u n d ,   r e g a r d l e s s  o f   i t s 

g r a n u l a r i t y   (Fi g ur e 5 ,  T a b l e 2 ) .

4   |   D I S C U S S I O N

W e   i n v e s t i g a t e d   w h e t h e r   t h e   t w o   s c o r p i o n f i s h   s p e c i e s  S c or p a e n a 

m a d er e n si s   a n d  S. p or c u s   c h a n g e   t h e i r   p a t t e r n   d e p e n d i n g   o n   t h e  

g r a n ul a rit y of t heir vi s u al b a c k g r o u n d. Fi s h c h a n g e d t heir a v e r-

a g e   p a t c h   s i z e   a n d   p a t t e r n   c o n t r a s t .  Ho w e v e r ,   d o m i n a n t   m a r k i n g  

s i z e ,   t h e   m o s t   c o n t r a s t i n g   c o m p o n e n t   o f   t h e   p a t t e r n   ( B a r b o s a  

e t a l., 2 0 0 8 ;   S t o d d a r d   &   S t e v e n s , 2 0 1 0 ) ,   w a s   n o t   m o d u l a t e d   o n  

d i f f e r e n t   g r a n u l a r i t y   b a c k g r o u n d s .  T h i s   w a s   i n   c o n t r a s t   t o   o t h e r  

c a m o u f l a g e d   b e n t h i c   f i s h e s   s u c h   a s   d i f f e r e n t   s p e c i e s   o f   f l o u n d e r ,  

w h i c h   c a n   a d a p t   t h e i r   b o d y   p a t t e r n   d o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e   f l e x -

i b l y   t o   d i f f e r e n t   s u b s t r a t e   g r a n u l a r i t i e s   ( A k k a y n a k   e t a l., 2 0 1 7 ;  

R a m a c h a n d r a n   e t a l ., 1 9 9 6 ) .  P o s s i b l y ,   s c o r p i o n f i s h   d i d   n o t   c h a n g e  

i n   o u r   e x p e r i m e n t   b e c a u s e   t h e   r i g h t   c u e s   t o   i n d u c e   p a t t e r n  

c h a n g e ,   s u c h   a s   s p e c i f i c   p a t t e r n   c o m p o n e n t s ,   o r   e v e n   t a c t i l e   o r  

o l f a c t o r y   c u e s ,   w e r e   m i s s i n g   ( S t e v e n s   &   R u x t o n , 2 0 1 9 ) .  Ho w e v e r ,  

t h e r e   m i g h t   w e l l   b e   m o r p h o l o g i c a l   o r   p h y s i o l o g i c a l   r e s t r a i n t s   t h a t  

p r e v e n t   s c o r p i o n f i s h   f r o m   m o d u l a t i n g   p a t t e r n   e l e m e n t s ,   s u c h  

a s   t h e   i n a b i l i t y   t o   r e g u l a t e   t h e   c h r o m a t o p h o r e s   o f   d i f f e r e n t   s k i n  

p a t c h e s   i n d e p e n d e n t l y .  S i m i l a r   t o   o t h e r   f i s h e s   s u c h   a s   t h e   r o c k  

p o o l   g o b y  G o bi u s  p a g a n ell u s   ( S m i t h e r s   e t a l ., 2 0 1 7 ) ,   o r   t h e   f l a t-

f i s h e s  P ar ali c ht h y s l et h o sti g m a   a n d  P s e u d o pl e ur o n e ct e s a m eri c a n u s

( S a i d e l , 1 9 7 7 ) ,   s c o r p i o n f i s h   s e e m   t o   h a v e   o n e   d o m i n a n t   b o d y   p a t-

t e r n   w i t h   a   g i v e n   p a t c h   s i z e ,   w h i c h   c a n   b e   m o d u l a t e d   b y   a d j u s t i n g  

t h e   c o n t r a s t   b e t w e e n   p a t c h e s .

T h e   C o l o u r   A d j a c e n c y   A n a l y s i s   r e v e a l e d   s m a l l   c h a n g e s   i n   a v e r -

a g e   p a t c h   s i z e   d e p e n d i n g   o n   b a c k g r o u n d   g r a n u l a r i t y .  T h i s   i n d i c a t e s  

t h a t   f i s h   c h a n g e d   t h e i r   p a t t e r n   i n   r e s p o n s e   t o   t h e   b a c k g r o u n d ,   b u t  

w i t h o u t   m o d u l a t i n g   t h e i r   d o m i n a n t ,   m o s t   c o n t r a s t i n g   m a r k i n g  

s i z e . S. m a d er e n si s   h a v e   t h e   s m a l l e s t   a v e r a g e   p a t c h   s i z e   o n   t h e   m e -

d i u m   g r a n u l a r i t y   b a c k g r o u n d ,   a n d  S. p or c u s   h a v e   a   s m a l l e r   p a t c h  

s i z e   o n   b o t h   f i n e   a n d   m e d i u m   g r a n u l a r i t y   b a c k g r o u n d s .  Ho w e v e r ,  

t h e   a v e r a g e   p a t c h   s i z e   r e m a i n s   s u b s t a n t i a l l y   l a r g e r   t h a n   t h a t   o f  

t h e   m e d i u m   g r a n u l a r i t y   b a c k g r o u n d .  T h e r e f o r e ,   i t   i s   u n c l e a r   h o w  

t h e s e   s m a l l   o b s e r v e d   c h a n g e s   m a y   a f f e c t   t h e   f i s h e s '   c a m o u f l a g e .  I t  

i s   i n d e e d   m o r e   p l a u s i b l e   t h a t   c h a n g e s   i n   a v e r a g e   p a t c h   s i z e   m i g h t  

o n l y   b e   a   b y - p r o d u c t   o f   t h e   c h a n g e s   i n   p a t t e r n   c o n t r a s t   t h a t   w e  

o b s e r v e d .  A s   f i s h   m o d u l a t e   c o n t r a s t   w i t h i n   t h e i r   p a t t e r n ,   p e r-

c e i v e d   s i z e   o f   s o m e   p a t c h e s   m a y   v a r y   d u e   t o   s o m e   e d g e s   b l e n d i n g  

i n   o r   b e c o m i n g   m o r e   a p p a r e n t .  P a t t e r n   c o n t r a s t   o f   b o t h   s p e c i e s  
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F I G U R E 4   Fi s h p at t er n m etri c s d e p e n di n g o n b a c k gr o u n d gr a n ul arit y. ( a) D o mi n a nt  m ar ki n g si z e i s t h e s p ati al s c al e ( m e a s ur e d i n

p ix e l s ) s h o w i n g  t h e h i g h e s t  c o n t r a s t  p e r i n d i v i d u a l f i s h ,  b a s e d o n t h e g r a n u l a r i t y  a n a l y s i s . D a s h e d h o r i z o n t a l l i n e s i n d i c a t e t h e d o m i n a n t  

m a r k i n g  s i z e o f  t h e e x p e r i m e n t a l b a c k g r o u n d s ( f i n e : y =   1 2,  me di u m: y =   3 2, co ar s e: y =   8 7).(b) A v er a g e p at c h s i z e i s th e a v er a g e s i z e of

c lu s t e r s d e r i v e d f r o m  t h e R  NL  c l u s t e r e d i m a g e o f  t h e f i s h b o d y  i n t h e C A A . D a s h e d h o r i z o n t a l l i n e s i n d i c a t e t h e av e r a g e p a t c h s i z e  o f  t h e 

e x p e r i m e n t a l   b a c k g r o u n d   p a t t e r n   ( f i n e :  y =   4,  me di u m: y =   8, co ar s e: y =   1 4).(c) L u mi n a n c e c o ntr a st i s gi v e n a s t h e m e a n c o ntr a st v al u e of

e d g e s  b a s e d o n t h e L E I A . P o i n t s r e p r e s e n t  o b s e r v a t i o n s f o r e a c h i n d i v i d u a l f i s h ( N =   2 1S c or p a e n a m a d er e n si s ,  N =   3 0S. p or c u s ) . M a r k e r s w i t h 

v e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t   p r e d i c t e d m e d i a n s a n d 9 5 %  c o m p a t i b i l i t y  i n t e r v a l s ( C I s ) d e r i v e d f r o m  1 0 , 0 0 0  s i m u l a t i o n s o f  t h e p o s t e r i o r d i s t r i b u t i o n 
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i n   t h e   L o c a l   E d g e   I n t e n s i t y   A n a l y s i s   w a s   h i g h e s t   o n   t h e   m e d i u m  

g r a n u l a r i t y   b a c k g r o u n d .  P o s s i b l y ,   f i s h   i n c r e a s e d   p a t t e r n   c o n t r a s t  

e s p e c i a l l y   o n   t h e   m e d i u m   g r a n u l a r i t y   b a c k g r o u n d   b e c a u s e   t h i s   i s  

c l o s e s t   t o   t h e i r   o w n   d o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e .  I n c r e a s i n g   p a t t e r n   c o n -

t r a s t   o n   a   s i m i l a r   b a c k g r o u n d   c o u l d   i m p r o v e   b a c k g r o u n d   p a t t e r n  

m a t c h i n g   b y   i n t e n s i f y i n g   t h e   p a t t e r n   t h r o u g h   t h e   i n c r e a s i n g   c o n -

t r a s t. F u r t h e r m o r e, al l fis h  h a d a s u b s t a nti all y l ow e r p a t t e r n c o n -

t r a s t   i n   t h e   a c c l i m a t i o n   u n i f o r m   b a c k g r o u n d   c o m p a r e d   t o   t h e   f i n e ,  

m e d i u m   a n d   c o a r s e   e x p e r i m e n t a l   o n e s .  W h i l e   t h i s   c o u l d   b e   a   r e s u l t  

o f   d i f f e r e n c e s   i n   p a t t e r n   g r a n u l a r i t y ,   i t   i s   l i k e l y   t h a t   t h e   d i f f e r e n c e  

i n   c o n t r a s t   i n d u c e d   t h i s   c h a n g e ,   a s   t h e   a c c l i m a t i o n   w a s   t h e   o n l y  

b a c k g r o u n d   w i t h o u t   c o n t r a s t .  On   b a c k g r o u n d s   w i t h   h i g h - c o n t r a s t  

p a t t e r n s ,   f i s h   m i g h t   i n c r e a s e   t h e i r   p a t t e r n   c o n t r a s t   r e g a r d l e s s   o f  

b a c k g r o u n d   g r a n u l a r i t y   t o   i m p r o v e   d i s r u p t i o n   b y   d i s p l a y i n g   m a x i-

m u m   d i s r u p t i v e   c o n t r a s t   ( S t e v e n s   &   M e r i l a i t a , 2 0 0 9 b ) .  W e   s u g g e s t  

t h a t   b o t h   c o n t r a s t   a n d   g r a n u l a r i t y   m a y   i m p a c t   t h e   p a t t e r n   r e g u -

l a t i o n   o f   t h e   f i s h .  I t   i s   k n o w n   t h a t   c u t t l e f i s h   u s e   b o t h   p a t t e r n   s i z e  

a n d   p a t t e r n   c o n t r a s t   a s   c u e s   t o   a d j u s t   t h e i r   b o d y   p a t t e r n   a n d   t h a t  

b a c k g r o u n d s   w i t h   h i g h e r   c o n t r a s t   e l i c i t   b o d y   p a t t e r n s   w i t h   h i g h e r  

c o n t r a s t   ( B a r b o s a   e t a l ., 2 0 0 8 ) .

A n   i n d i v i d u a l   f i s h   p a t t e r n   i s   r e l a t i v e l y   h e t e r o g e n o u s   i n   t e r m s  

o f   d o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e   a n d   a v e r a g e   p a t c h   s i z e ,   m e a n i n g   f i s h  

h a v e   p a t c h e s   o f   d i f f e r e n t   s i z e s   a n d   n o t   a   v e r y   r e g u l a r   p a t t e r n .  T h i s  

c o u l d   f u n c t i o n   a s   a   g e n e r a l i s t   b o d y   p a t t e r n   t h a t   w o r k s   w e l l   o n  

m u l t i p l e   b a c k g r o u n d s ,   r e d u c i n g   t h e   n e e d   t o   m o d u l a t e   b o d y   p a t-

t e r n   ( B r i o l a t   e t a l ., 2 0 2 1 ;   M e r i l a i t a   e t a l ., 1 9 9 9 ) ,   a   s t r a t e g y   k n o w n  

f r o m   a n i m a l s   f o u n d   o n   h i g h l y   c o m p l e x   a n d   h e t e r o g e n o u s   b a c k -

g r o u n d s   (  Hu g h e s   e t a l ., 2 0 1 9 ;   No k e l a i n e n   e t a l ., 2 0 1 9 ) .  M o r e o v e r ,  

s c o r p i o n f i s h   c o u l d   s h o w   f u r t h e r   a d a p t a t i o n s   t h a t   i m p r o v e   t h e i r  

c a m o u f l a g e   a n d   r e d u c e   t h e   n e e d   t o   a d j u s t   p a t t e r n   t o   d i f f e r e n t  

b a c k g r o u n d s ,   s u c h   a s   a n   a c t i v e   b a c k g r o u n d   s e l e c t i o n   ( S t e v e n s   &  

R u x t o n , 2 0 1 9 ) .  W h i l e   w e   o v e r a l l   o b s e r v e d   s i m i l a r   r e s u l t s   f o r   b o t h  

s c o r p i o n f i s h   s p e c i e s ,   t h e r e   s e e m s   t o   b e   a   h i g h e r   i n d i v i d u a l   v a r i a -

t i o n   o f   d o m i n a n t   m a r k i n g   s i z e   i n  S. p or c u s   c o m p a r e d   t o  S. m a d er e n -

si s ,   a n d   t h i s   c a n n o t   b e   e x p l a i n e d   b y   a   s y s t e m a t i c   v a r i a t i o n   i n   b o d y  

s i z e .  Hi g h   i n d i v i d u a l   v a r i a t i o n   i n   p a t t e r n   c o u l d   b e n e f i t   c a m o u f l a g e  

b y   d i s r u p t i n g   t h e   s e a r c h   i m a g e   o f   p r e y   o r   p r e v e n t i n g   s e a r c h   i m a g e  

f o r m a t i o n   ( B o n d   &   K a m i l , 2 0 0 2 ;   S t e v e n s   e t a l ., 2 0 1 4 ;   S u r m a c k i  

e t a l ., 2 0 1 3 ) .  I n d i v i d u a l   p a t t e r n   v a r i a t i o n   c a n   a l s o   b e   f a v o u r e d   b y  

l i v i n g   i n   a   v e r y   h e t e r o g e n e o u s   h a b i t a t   ( M e r i l a i t a   e t a l ., 1 9 9 9 ) ,   a n d 

i t   i s   p o s s i b l e   t h a t   t h e   s p e c i e s   d i f f e r   i n   t h e i r   m i c r o h a b i t a t   u s e   w i t h  

S. p or c u s   l i v i n g   i n   m o r e   c o m p l e x   m i c r o h a b i t a t s   o r   h a v i n g   a   m o r e  

g e n e r a l i s t   h a b i t a t   u s e .  A n   a s s e s s m e n t   o f   s c o r p i o n f i s h   c o l o u r a t i o n  

a n d   b e h a v i o u r   i n   t h e i r   n a t u r a l   e n v i r o n m e n t   c o u l d   h e l p   t o   u n d e r-

s t a n d   t h e   i m p o r t a n c e   o f   s k i n   p a t t e r n   f o r   t h e i r   c a m o u f l a g e   a n d  

c o n s e q u e n t l y ,   p r e y   c a p t u r e   s u c c e s s .

F I G U R E 5   Fi s h c h a n g e t h eir p at t er n c o ntr a st b et w e e n a c cli m ati o n a n d t h e fir st e x p eri m e nt al b a c k gr o u n d. C o ntr a st i s gi v e n a s t h e m e a n

c o n t r a s t  v a l u e o f  e d g e s b a s e d o n t h e L E I A . T h e h o r i z o n t a l l i n e s c o n n e c t  d a t a p o i n t s o f  a n i n d i v i d u a l ,  c o l o u r s i n d i c a t e t h e b a c k g r o u n d t y p e 

u s e d i n t h e f i r s t  e x p e r i m e n t a l b a c k g r o u n d . P o i n t s r e p r e s e n t  o b s e r v a t i o n s f o r e a c h i n d i v i d u a l f i s h ( N =   2 1S c or p a e n a m a d er e n si s ,  N =   3 0S. 

p or c u s ) . M a r k e r s w i t h v e r t i c a l b a r s r e p r e s e n t  p r e d i c t e d m e d i a n s a n d 9 5 %  c o m p a t i b i l i t y  i n t e r v a l s ( C I s ) d e r i v e d f r o m  1 0 , 0 0 0  s i m u l a t i o n s o f  t h e 

p o s t e r i o r d i s t r i b u t i o n o f  m o d e l p a r a m e t e r s . T h e s t r e n g t h o f  t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t w o  g r o u p s i n c r e a s e s w i t h d e c r e a s i n g  d e g r e e o f  o v e r l a p  

o f  t h e i r 9 5 %  C I s .
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A U T H O R C O N T R I B U T I O N S

L e o ni e J o h n:   C o n c e p t u a l i z a t i o n   ( e q u a l ) ;   d a t a   c u r a t i o n   ( l e a d ) ;   f o r m a l  
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( s u p p or ti n g);  writi n g – r evi e w a n d e d iti n g ( eq u al). Ni c o K. Mi c hi el s:

C o n c e pt u ali z ati o n (e q u al); w riti n g – r e vi e w a n d e diti n g (e q u al).

A C K N O W L E D G E M E N T S

W e  t h a n k  t h e  s t a f f   o f   S T A R E S  O  f o r  t h e i r  k i n d  s u p p o r t   a n d   h o s t i n g  
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t h e  Q C P A   a n a l y s i s .  L J  r e c e i v e d  f u n d i n g   f r o m   t h e  G e s e l l s c h a f t   f ü r 

I c h t h y o l o g i e  e .V .  ( G e r m a n  I c h t h y o l o g i c a l  S o c i e t y ) .  M S   i s  s u p p o r t e d 
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P r o j e k t   D E A L .

C O N F L I C T O F I N T E R E S T S T A T E M E N T

T h e a u t h o r s d e c l a r e t h a t  t h e y  h av e n o  c o m p e t i n g  i n t e r e s t s .

D A T A A V A I L  A B I L I T  Y S T A T E M E N T

A l l  d a t a  c o l l e c t e d  a n d  a n a l y s e d  i n  t h e  s t u d y   w i l l  b e  av a i l a b l e  o n 

Fi g s h ar e, ht t p s: //d oi. o r g /1 0. 6 0 8 4 / m 9. fi g s ha r e. 2 4 5 6 0 3 2 3 .

O R C I D

L e o ni e J o h n ht t p s: // or ci d. or g / 0 0 0 0 - 0 0 0 2- 8 1 6 7- 4 1 3 2
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i s d e f i n e d a s t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n o f  t h e l u m i n a n c e c h a n n e l ' s c o n e c a t c h e s o f  t h e f i l t e r e d p i x e l s ( s e e S e c t i o n 2 ) .
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