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RESUMO

Discute-se brevemente alguns aspectos sobre métodos quantitativos na pesquisa bioldgica.
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ABSTRACT

Theoretical aspects of the quantitative methods in the biological research are briefly discussed.

Key words: quantitative methods, biological research.

INTRODUCAO

Estas notas sdo dirigidas aos estudantes de
graduacdo da area bioldgica que freqiientam o nosso
curso optativo sobre métodos quantitativos na
pesquisa biologica, oferecido semestralmente no
Departamento de Biologia da Universidade Federal
de Sergipe. Nosso objetivo neste exercicio ¢ tentar,
resumidamente, discutir a importancia de alguns
procedimentos essenciais na elaboracdo de uma
pesquisa bioldgica.

A pratica da observacdo e a execucdo de
pesquisas bioldgicas exigem o conhecimento de
algumas regras basicas sobre a drea tematica de estudo
e sobre métodos de analise. A elaboracdo de questdes
e o que observar dependem muito mais de leitura

critica, busca incessante de informagdes e vivéncia

cientifica do que qualquer outro fator.

Quando se deseja relacionar um problema
bioldgico especifico aos métodos de analise,
necessariamente se interpde entre estes dois fatores a
coleta de dados, que pode ser feita de duas maneiras,
dependendo da questdo: i) mensurativa, onde os dados
sdo coletados em natureza, sem a manipulagdo nos
tratamentos, como em muitos estudos ecolodgicos,
botanicos e zooldgicos, ou ii) manipulativa, na qual
diferentes  unidades  experimentais  recebem
tratamentos diferenciados induzidos, como ocorre na
farmacologia, na fisiologia ou na biofisica (Hurlbert,
1984).

A coleta de dados, esséncia da observacdo e da
verificacdo de hipoteses, apresenta algumas fases
importantes, até a analise final e a interpretagdo

bioldgica das variagdes. Estas fases sdo (Fearnside,
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1986; Hayek, 1994): i) identificacdo do problema
biologico; ii) formulacdo das questdes, elaboradas sem
ambigiiidades; iii) elaboracdo de um sistema de
proposicdes entre variaveis, as quais consistem das
hipéteses de estudo (hipdteses nula e alternativa): num
sistema de proposicdes falso/verdadeiro, a hipotese
nula (Ho) é aquela a ser testada, a hipotese alternativa
(H1) ¢é “aceita” quando a nula for rejeitada; iv)
planejamento experimental; v) obtencao de dados e
verificagdo da hipdtese - andlise das variagdes dos

dados obtidos e vi) interpretagdo dos resultados.

Questoes

E impossivel executar uma pesquisa ou avaliar
a literatura cientifica sem um conhecimento basico
probabilistico e estatistico sobre as inter-relagdes entre
os parametros biologicos da area de interesse e as
variagdes dos fenomenos observados. Essencial para
esta compreensdo ¢ a elaboragdo de questdes claras,
as quais fazem indagagdes sobre as relagdes entre
duas ou mais variaveis. As questdes devem ser
precisas, de modo a permitir a elaboragdo de hipoteses
verificaveis. Questdes generalistas ou metafisicas
devem ser evitadas. Por exemplo “sera que a qualidade
dos fatores climaticos interferem na reprodugdo das
serpentes?” ndo fornece elementos para verificacoes.
Uma pergunta mais apropriada para verificacdo
poderia ser “o potencial reprodutivo de uma populacdo
de Leptodeira annulata (Serpentes) da regido da
caatinga do oeste de Sergipe aumenta com o aumento
das chuvas?”.

Neste contexto, ¢ importante a definicdo das
varidveis utilizadas, para delimitar a natureza destas
e dos procedimentos. Imprecisdes nas defini¢cdes levam
a ambigiiidades e impossibilidade de verificagdes,
como aquelas nas quais “cabem tudo”, como um leito
de Procusto e com base apenas nas representacdes
sociais. Por exemplo, a afirmagdo “a diversidade de
serpentes da regido de Sergipe parece ser relativamente
boa e as espécies tendem a ter razoavel numero de
individuos” ndo diz nada. Afirmagdes deste tipo ndo

definem quantitativamente as varidveis, trazem

informacgdes imprecisas e nenhuma verificagcdo pode
ser feita. Para uma discussdo mais abrangente sobre
as defini¢cdes operacionais e definicdo das variaveis

sugerimos o trabalho de Hayek (1994).

Variaveis
Qualquer atributo ou estado bioldgico que possa
diferir entre os elementos de uma populagdo pode ser

chamado de variavel (Zar, 1994; Vanzolini, 1993).

Quatro tipos de variaveis bioldgicas podem ser

reconhecidas (Stevens, 1946):

i) Variaveis de escala geométrica: varidveis
quantitativas com ponto zero verdadeiro e que
admitem todas as operagdes aritméticas. Podem
ser discretas, com valores positivos inteiros, como
o numero de escamas ventrais de serpentes, ou
continuas, as quais podem tomar quaisquer
valores positivos.

ii) Variaveis de escala intervalar: variaveis continuas
com ponto zero e unidades arbitrarias, por
exemplo as diversas escalas de temperatura.

iii) Variaveis de escala ordinal: estas variaveis podem
ser arranjadas por postos, numa ordenacio
crescente ou decrescente, como as variagdes de
cores e formas.

iv) varidveis de escala categdrica (ou nominais):
permitem a classificagdo sem ambigiiidade e em

classes mutuamente exclusivas, como 0 Sexo.

Populagdes e Amostras

O objetivo da analise quantitativa na pesquisa
biologica ¢ fazer inferéncias de atributos presentes em
um grande grupo, através da andlise destas
caracteristicas em um pequeno grupo de dados
retiradas ao acaso do grupo maior. Estas inferéncias
sd0 expressas em probabilidades.

O total de medidas sobre as quais se quer tirar
conclusdes ¢ a populacdo ou universo. Por exemplo,
podemos estar interessados em tirar conclusdes sobre
o comprimento do corpo de lagartos na idade da
primeira reproducdo, em uma determinada espécie

que ocorre na Serra de Itabaiana, Sergipe. Todos os
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comprimentos de corpo destes lagartos, com as
mesmas caracteristicas reprodutivas, formam a
populacdo em questdo.

Populagdes podem ser muito grandes, como o
exemplo dos lagartos, mas as vezes podem ser
pequenas, como a populagdo constituida por todos os
mocos (Kerodon rupestris) fémeas com mais de cinco
anos de idade, da regido de Canindé do Sao Francisco.
Se a populagdo a ser estudada for pequena,
praticamente todas as medidas do conjunto poderdo
ser obtidas. Na realidade, isso ¢ dificil de ocorrer,
devido a varios fatores limitantes, como tempo e
dinheiro, mas podemos obter as medidas de parte da
populagdo, como um subconjunto. Este subconjunto
constitui a amostra. Através das caracteristicas da
amostra podemos obter as caracteristicas da populagdo
de onde esta amostra foi retirada (Zar, 1996).

Os modos de obtermos amostras biologicas
podem variar, dependendo do tipo de questio e da
area tematica da pesquisa. Independente destes
fatores, ¢ essencial a aleatoriedade com que as
amostras sdo obtidas. Isto requer que todos os
elementos da populagdo tenham a mesma chance de
serem selecionados na amostra, i.e., a selegdo de um
elemento na amostra ndo deve influenciar a chance
de outro ser selecionado (amostras independentes).

Duas perguntas freqiientes que nos fazem séo
relacionadas ao tamanho da amostra ¢ se um aumento
no tamanho destas leva a melhores resultados. Muitos
fatores interferem na obteng¢do de amostras, cuja
esséncia ¢ determinar o tamanho minimo necessario
para as verificacOes estatisticas. Isso vai depender
diretamente da questdo bioldgica formulada e do tipo
de teste a ser utilizado, planejado antes da pesquisa
ser realizada. Por exemplo, um teste muito utilizado
na pesquisa bioldgica ¢ o teste de t (Student). A
distribuicdo de t é caracterizada pelo quociente da
diferenga entre a média amostral e a média da
populagdo (verdadeira) pelo desvio padrio da média
amostral. Se aumentarmos os graus de liberdade a
distribuicdo converge para uma normal, com N

infinito, cujo valor € t = 1,96. Acima de 15 graus de
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liberdade e um nivel de significancia de 5%, podemos
aumentar o quanto quisermos o tamanho da amostra
que ndo aumentara o poder do teste em discriminar

possiveis diferencas (ver Vanzolini, 1993).

Distribuicdo normal

A distribui¢do normal é uma curva em forma
de sino (curva de Gauss), caracterizada por ter valores
preponderantes em torno da média, os quais vao
decrescendo para os extremos da curva (Figura 1). E
a distribuicdo mais importante, porque ¢ a base dos

testes de hipdteses pré-estabelecidos.
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Figura 1. Distribui¢do normal.
68,3% das observagdes estdo contidas entre a média + 1 desvio padrio,
95,9% das observagdes estdo contidas entre a média + 2 desvios padrao,

99,7% das observagdes estdo contidas entre a média + 3 desvios padréo.
Na distribui¢do normal, para cada valor de x
corresponde um valor de y, expresso pela fungdo:

- (xiy?+ 287
c
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Os parametros desta equagdo sdo o desvio
padrio (8) e a média(un) , de modo que para um
determinado desvio padrio e médias diferentes,
poderdo existir infinitas curvas — neste caso a média
determina a distribui¢do, quanto maior, mais afastada
de y. Para uma determinada média e desvios padrdes
diferentes poderdo também existir infinitas curvas —
neste caso o desvio padrdo determina a distribuicdo,
quanto maior o desvio, mais dispersos serdao os pontos
ao redor da média.

Cada amostra retirada de uma populagdo
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normalmente distribuida terd uma média. Se
retirarmos varias amostras aleatorias desta populagio,
iremos obter varias médias, as quais terdo uma
distribuicdo normal, cuja variancia ira diminuir a
medida que o nimero de amostras aumentar. O desvio
padrao de uma distribuicdo amostral chama-se erro
padrdo, depende da variancia e dos graus de liberdade

e tem muita importancia nos testes de hipoteses.

Formulaciao de Hipoteses

Como trabalhamos com amostras na pesquisa
biologica, a partir destas fazemos inferéncias sobre a
média da populagio e as comparamos entre
populagdes. Desse modo podemos verificar se as
médias das amostras entre populagdes sdo
significativamente diferentes entre si, se os dados
(repetigdes) de varios procedimentos experimentais
diferem entre si, dentro € entre amostras, ou se a média
de uma amostra esta contida no intervalo de confianca
da média de uma populacdo conhecida.

Fazemos estas inferéncias antes da coleta de
dados, porque fazé-las depois dos dados coletados pode
invalidar a pesquisa. Elaborada a questio e definida
suas variaveis, formulamos duas hipoteses. A primeira,
que vai “orientar” a pesquisa, chamamos de hipotese
nula (Ho), na qual estabelecemos que as variaveis nao
tém efeito, que as amostras sdo provenientes da mesma
populagdo, com médias contidas no intervalo de
confianca de 95% ou que as relagdes bioldgicas
investigadas ndo estdo associadas ou sdo homogéneas.
Se concluirmos que a hipdtese nula deva ser rejeitada,

a alternativa (HI) ¢é entdo considerada verdadeira.

Erros

Para rejeitarmos ou ndo a hipotese nula
precisamos de um critério objetivo, que determine a
probabilidade de rejeigdo @alor do p). Por convengio
adotamos a probabilidade de 5% (0,05) ou menos como
critério para rejeitarmos Ho. Esta probabilidade ¢
chamada de nivel de significincia, representada pela
letra grega o (alfa). Isto quer dizer que uma observagido
tem 95% de chance de estar nas areas sob a curva
normal compreendidas entre os parametros que
estabelecemos na hipdtese nula (ver Figura 1). Existe
uma chance de 5% dos valores excederem aqueles
especificados na Ho, correspondentes aos extremos
do nivel de significAncia; na curva normal sdo
conhecidas como regides de rejei¢do, que podem estar
situadas entre os menores (esquerda) ou maiores
valores (direita), dependendo da questdo estabelecida
na hipotese nula (Figura 2).

Um teste estatistico tem um valor que
corresponde ao critério (nivel de significincia) para
rejeitarmos a hipdtese nula. Este valor é chamado de
valor critico, que vai indicar as areas de rejeicao da
hipotese nula.

Uma pergunta freqliente que também nos
fazem ¢ sobre a probabilidade de rejeitarmos
erroneamente a hipotese nula. Esta probabilidade ¢
dada pelo nivel de significancia @ = 0,05 ou menos).
Isto significa que ha uma probabilidade de 5% em
rejeitarmos a hipotese nula e ela ser verdadeira. As
tabuas estatisticas ddo estas probabilidades associadas
ao valor encontrado nos testes de verificagdo de

hipoteses. Rejeitar erroneamente a hipotese nula ¢
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Figura 2. Regido de rejei¢ao (R).
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conhecido como erro tipo I ou erro alfa. Existe
associado outro tipo de erro em estatistica, conhecido
como erro tipo II ou erro P (letra grega beta), que
consiste em ndo rejeitar a hipdtese nula (Ho ndo ¢
“aceita”) e ela ser falsa. Este tipo de erro ndo podemos
estabelecer, como fazemos com o nivel de significancia
(erro alfa). Qual tipo de erro ¢ mais grave ira depender
do tipo de pesquisa. Se a pesquisa estabelecer que
cometer um erro tipo I for mais grave do que cometer
o erro tipo II, podemos entdo determinar o nivel de
significancia em 1% (o = 0,01). Como dissemos, estes
erros t&m de ser estabelecidos antes de ser executada
a pesquisa, quando ainda estiver na fase de
planejamento.

Associado ao erro de ndo rejeitarmos a hipotese
nula e ela ser verdadeira, temos o poder do teste
estatistico, determinado pela relagdo 1 — erro . Poder
do teste € aquele que apresenta alta probabilidade de
que a hipdtese nula seja rejeitada quando esta é de

fato falsa.

Testes Estatisticos

A escolha do teste a ser utilizado para
verificacdo da hipotese nula (rejeicdo ou ndo) deve
ser determinada anfes da pesquisa ser executada.
Existem varios programas de computador que
facilitam os calculos, muitas vezes enfadonhos de
serem feitos a mao. Entretanto, nds sugerimos sempre
aos alunos que nao utilizem os programas antes de
saberem alguns passos intermediarios, for¢osamente
feitos “no brago”, para que o comportamento dos dados
e a conclusdo do teste possam ser corretamente
interpretados.

Quem vai determinar o tipo de teste ¢ a
variavel, amarrada a questdo. Nos testes univariados,
com variaveis de escala geométrica, podem ser
aplicados testes paramétricos, com uma amostra,
comparando a média amostral com a média de uma
populacdo conhecida, com areas de rejeigdo situadas
em ambas as caudas ou somente em uma, a esquerda
ou a direita da curva normal, dependendo da questio

formulada. Um teste paramétrico pode estimar os
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pardmetros da populagdo e condiciona que a
distribui¢do seja normal, comparando médias ou
variancias. No caso de duas amostras, pareadas ou
ndo, comparam-se as médias; se ambas ndo forem
significativamente diferentes, ndo se rejeita a hipdtese
nula e optamos por considera-las como tendo sido
retiradas da mesma populagdo. Em ambos os casos,
uma ¢ duas amostras, utilizamos a distribuigdo de t
(Student) para verificar a significancia das diferencas
entre as médias (t = diferenca pelo seu desvio padrio).
Os analogos ndo paramétricos, cujas variaveis sao do
tipo ordinal e os dados ordenados por postos (ranks),
permitem as mesmas conclusdes; neste caso ndo sdo
comparadas médias e ndo fazemos inferéncias dos
pardmetros da populagdo. Os testes ndo paramétricos
tém maior probabilidade de cometermos erro tipo II.

Para analises com mais de duas amostras, ¢
invalido fazer comparagdes duas a duas, porque a
chance de cometermos um erro tipo I é muito grande,
devido ao nivel de significancia ficar maior do que
5% (Zar, 1996). Nestes casos, utilizamos analises de
variancias (Anova), que podem ser executadas por
blocos, com um, dois ou trés fatores e com repeti¢oes
ou sem repeti¢cdes, sempre dependendo do tipo de
questdo. A esséncia da analise de varidncia,
respeitadas as condigdes de varidncias iguais
(homocedasticidade) e aleatoriedade das amostras, ¢
comparar a variagdo dentro e entre as amostras, se a
segunda for considerada significativamente maior do
que a primeira, a hipdtese nula sera rejeitada. E um
dos testes mais executados na pesquisa bioldgica; na
forma paramétrica quando as variaveis sdo de escala
geométrica, na forma ndo-paramétrica se as varidveis
forem de escala ordinal. A complementacdo da Anova,
quando significativa, ¢ feita através de comparagdes
multiplas das médias (paramétricos) ou através de
comparagdes multiplas dos postos (ndo- paramétricos).
Na forma paramétrica os testes de comparagdes
multiplas seguem a “linha” dos testes de Tukey-
Duncan-Kramer (Ho: as médias sdo iguais); na forma
ndo-paramétrica hd os andlogos, tipo Nemenyi, Dunn

e Newman-Keuls, que comparam postos ou diferencas
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entre multiplas medianas (Zar, 1996; Vanzolini, 1993;
Siegel, 1977).

Muitas vezes ¢ importante verificar na pesquisa
se duas ou mais variaveis geométricas estdo
relacionadas entre si, situagdo na qual uma das
variaveis ¢ dependente da outra, ndo implicando em
relacdes de causa e efeito. Colocadas em grafico, a
variavel dependente ¢ o eixo do y; a independente é o
eixo do x, dizemos entdo regressdo de y sobre X, sempre
a variavel dependente sobre a independente. Na sua
forma simples, a regressdo linear tem a relacdo
funcional yi = a + bx; a = constante da regressdo, b =
coeficiente da regressdo (inclinagdo da reta). Andlises
de regressio, com uma ou mais retas, sdo
extremamente Uuteis na pesquisa biologica, para
verificar relagdes entre caracteres morfologicos
(proporgoes corporais ou estruturas de plantas), varias
relacdes entre parametros fisiolégicos e ambientais,
efeito de drogas, modelos dose-dependente e probit
(DL50), permitindo predizer valores de y dentro da
amplitude dos dados (Vanzolini, 1993; Fisher, 1946).
A significancia da regressdo € verificada através de
uma analise de varidncia; na forma simples nos da a
variac@o total, variagdo devida a regressdo, com 1 grau
de liberdade e a variagdo sobre a regressdo (erro) com
n-2 graus de liberdade. Se a regressdo for significativa,
a varidncia devida a regressdo sera significantemente
maior do que a varidncia sobre a regressio; o quociente
entre estas ¢ um teste de F. Podemos verificar também,
qual porcentagem da variagdo total é explicada pela
regressdo, através do coeficiente de determinagdo (r?),
uma medida de quanto uma variavel participa na
variancia da outra. No caso de varias retas, verificamos
também as diferencas entre duas retas e a
homogeneidade entre mais de duas retas. Nos casos
em que a regressao nao conforma uma linha reta,
podemos usar de anamorfoses para ‘“ajustes”,
utilizando transformacgdes logaritmicas do tipo log x
—arity, arit x —log y e log x — log y.

Questdes envolvendo correlagdo entre duas
variaveis geométricas (paramétrico) ou duas ordinais

ou uma ordinal e outra geométrica (ndo-paramétrico)

sdo comuns na pesquisa bioldgica, embora nado
permitam conclusdes sobre causa e efeito. O
coeficiente de correlagdo ¢ a raiz quadrada do
coeficiente de determinacdo da regressdo linear, a
covariacdo entre duas variaveis. Dois ou mais
coeficientes de correlacdo podem ser comparados;
testes semelhantes ao de Tukey para comparagdes
multiplas podem ser utilizados para comparar pares
de coeficientes entre si.

No caso de termos duas ou mais varidveis
categoricas (nominais), utilizamos as tabelas de dupla
entrada formando células que contém as freqiiéncias
esperadas e observadas, com o objetivo de verificar
associacoes e homogeneidades entre as categorias (por
exemplo, numa tabela 2 x2 teremos 4 categorias).Estas
verificagdes sdo extremamente Uteis na pesquisa
bioldgica, o critério ¢ a distribuicdo qui-quadrado,
introduzida por Karl Pearson e expandida por ele e
R.A.Fisher (Zar, 1996). Os testes medem o
ajustamento (ou distancia) entre as freqiiéncias
esperadas e observada. O teste G (Wilks), para varias
linhas e colunas, o teste exato de Fisher, para
expectativas pequenas (< 5) e o teste de Kolmogorov-
Smirnov sdo dos mais utilizados.

Outras distribuigdes, importantes em estudos
ecologicos, sdo (Zar, 1996): a distribuicdo binomial,
que considera propor¢do de individuos em duas
categorias, p € q, de modo que q = 1 — p; a distribuicio
de Poisson, para verificar a distribuicdo espacial de
individuos na populagdo, caracterizada pela hipotese
nula média igual a varidncia - distribuicdo ao acaso
(Vilar et.al, 2000); a distribuicdo circular, importante
nos estudos sobre orientacdo em aves. Para todos estes
paramétricos hd os andlogos ndo paramétricos.
Existem bons textos sobre estatistica para estudos
ecologicos, nds sugerimos Abuara & Petrere (1997),
Brower & Zar (1997) e Hairston (1994).
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