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Resumo

A percegao espacial ¢ uma capacidade fundamental para a navegacao no mundo envolvente. Diversos
estudos demonstraram que o cérebro consegue gerar representagdes internas da direcdo da cabega,
sustentando a orientagdo espacial através da manuten¢ao e atualizagdo de um mapa direcional interno.
Recentemente, foi descoberto que larvas de peixe zebra com uma semana de idade possuem um
sistema de dire¢do da cabeca, mas até ao momento nao foi descrito qualquer comportamento nestes
animais que exija informacgao sobre a dire¢do da cabeca.

Este estudo avalia se estes animais jovens utilizam a direcdo da cabeca para executar um
comportamento em condi¢des de incerteza sensorial. Quando expostas a um som intenso, as larvas
de peixe zebra executam fugas (direita, esquerda), que se dividem em dois tipos: C-starts de laténcia
curta e de laténcia longa. Uma vez que, nesta fase, ndo conseguem determinar a dire¢do do som,
qualquer influéncia na direcao da fuga deverd provir de pistas idiotéticas, como a direcao da cabeca.
Para obter dados com uma ampla gama de angulos de orientagdo, desenhamos ensaios
comportamentais que combinaram alteracdes de luz com sinais sonoros. Utilizando rastreamento de
alta frequéncia e classificacdo automatica dos movimentos, quantificamos o tipo de nado e a diregao
da cabeca do movimento imediatamente anterior a cada fuga.

Os nossos resultados mostram que a direcdo do nado imediatamente precedente influéncia as
trajetorias de fuga, com correlagdes consistentes observadas tanto em respostas de laténcia curta
(SLC, p=10,232, p<0,001) como de laténcia longa (LLC, p =0,278, p <0,001). Este efeito depende
do tipo de fuga e do contexto: no escuro, o padrdo tornou-se mais acentuado, sugerindo um papel
reforgado das pistas internas de orientagdo na auséncia de informagao visual. As LLCs apresentaram
uma forte tendéncia para repetir a direcdo do nado anterior, independentemente da sua amplitude
angular, enquanto as SLCs mostraram uma modulacao gradual dependente do angulo da cabeca do
movimento anterior.

Estes resultados fornecem a primeira evidéncia comportamental de que as larvas de zebrafish
integram sinais internos de direcdo da cabeca para guiar decisdes motoras rapidas. Este trabalho abre
caminho para a identificacdo direta dos circuitos neuronais subjacentes a selecdo de acdes baseadas
na orienta¢do, num modelo animal que permite registos neuronais de todo o cérebro e estudos de
conectémica
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neurociéncia.
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Abstract

Spatial perception is a fundamental capacity for navigating the surrounding world. Multiple studies
have shown that the brain can generate internal representations of head direction, supporting spatial
orientation through the maintenance and updating of an internal directional map, a cognitive function
shared across species. Recently, it was discovered that one week old larval zebrafish have a head
direction system, but thus far no behavior has been described for these animals that requires heading
information.

The goal of this study is to assess if these young animals use head direction to perform a behavior.
To this end, we relied on the acoustic startle behavior under conditions of sensory uncertainty. When
exposed to a loud sound, zebrafish larvae perform escapes to the right or left, which fall in two types:
short latency C-starts (SLCs) and long latency C-starts (LLCs). Since larvae at this stage cannot
determine the direction of sound, any influence on escape direction must arise from idiothetic cues,
such as head direction. To generate a dataset spanning a wide range of heading angles, we designed
behavioral assays that combined light changes and auditory beeps - stimuli known to elicit large-
angle displacements. Using high-frequency tracking and automated movement classification, we
quantified the swim type and head direction of the movement preceding each escape.

Our results show that the direction of the immediately preceding swim significantly shapes escape
trajectories, with consistent correlations observed in both short-latency (SLC, p = 0.232, p < 0.001)
and long-latency responses (LLC, p = 0.278, p < 0.001). This effect was escape-type and context
dependent: under darkness, the pattern became more pronounced, suggesting an enhanced role for
internal orientation cues in the absence of visual input. LLCs exhibited a strong tendency to repeat
the direction of the previous bout, regardless of its angular magnitude, whereas SLCs showed a graded
modulation dependent on the head angle of the prior movement.

These findings provide the first behavioral evidence that larval zebrafish integrate internal head-
direction signals to guide rapid motor decisions. This work paves the way for the direct identification
of the neural circuits underlying orientation-based action selection, in an animal model that permits
brain wide neuronal recordings and connectomics.
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