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“There is a danger that well meaning people
define animal welfare in terms of what they
think animals want or what pleases them. But
if we take animal sentience seriously, we must

ensure that the animal voice is heard.”

(Marian Dawkins, 2006)
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determinacdo das preferéncias dos animais tem sido aplicada visando
identificar condi¢des de conforto. Porém, tal determinacdo estd envolta em problemas
conceituais, pois se baseia, basicamente, em testes de escolha sobre itens do ambiente. Até
que ponto uma op¢do escolhida é uma condicdo de preferéncia para os animais? Aqui
avaliamos tal problemdtica estudando as escolhas de juvenis do peixe tildpia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus L., 1759) em duas condi¢des sob isolamento social: cor ambiental e
granulometria de substrato, nas quais usamos testes de multipla escolha por 10 dias
consecutivos. Encontramos tanto escolhas apenas momentaneas (escolhas) quanto escolhas
consistentes ao longo dos dias (preferéncias), além de uma variabilidade nas respostas
entre os individuos, revelando maior importancia do perfil individual na determinacio de
escolhas e preferéncias. Para avaliar se o tipo de teste (mdultipla escolha ou pareamento
entre itens) pode influenciar as respostas de escolha e preferéncia, repetimos os testes na
condi¢do cor ambiental (pois, no estudo anterior, detectamos mais preferéncias nesta
condi¢do do que na granulometria de substrato), determinamos as escolhas e preferéncias
individuais e, entdo, bloqueamos compartimentos preferidos ou mais escolhidos. Apés 10
dias de teste pareamos, por mais 10 dias, dois itens de escolha, dois itens de preferéncia ou
um item de escolha e um item de preferéncia. Ao parearmos itens previamente vistos como
escolha, alguns individuos escolheram consistentemente um dos itens, revelando falsa
preferéncia. No pareamento entre preferéncias, houve individuos que nao tiveram escolha
consistente, revelando falsa escolha. J4& no pareamento entre uma escolha e uma
preferéncia houve diferentes perfis de resposta. Assim, testes que pareiam itens devem ser
evitados, pois podem levar a constatacdo de falsas escolhas e preferéncias. Além disso,
investigamos em parte desses dados, métodos de andlise para se determinar preferéncias.
Concluimos que a melhor forma de anélise é por meio de comparagdes entre as frequéncias
didrias de visitacdo a cada uma das opg¢des de escolha oferecida, excluindo-se os dados dos
trés primeiros dos 10 dias de estudo, a partir da qual se estabelece como opg¢ao de
preferéncia aquela que foi escolhida em seis ou sete dias. Complementando essa andlise,
vimos que o coeficiente de variacdo em torno da média das frequéncias de visitagdo de
cada dia fornece um referencial importante: se maior que 90%, trata-se apenas de escolha e

ndo preferéncia dessa opcao.






s protocolos experimentais desta dissertacdo estdo de acordo com os
Principios Eticos em Pesquisa Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal e foi aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa Animal do Instituto de

Biociéncias de Botucatu, UNESP-SP (Protocolo n° 220-CEEA).






Ciéncia do bem-estar animal tem crescido gradualmente desde a
década de 60 (Duncan, 2006). Provavelmente isso ocorreu como resultado do aumento da
discussdo sobre como o gado € tratado e do crescimento de organizacdes contra o
sofrimento animal na pesquisa e nas industrias de alimenta¢do (Volpato et al., 2009), os
quais foram impulsionados pelo trabalho de Ruth Harrison (1964). Apesar disso, conhecer
quando os animais atendem a tais condi¢cdes de bem-estar é ainda um desafio. Desde os
avangos mais significativos da ciéncia do bem-estar animal, o foco central tem sido
direcionado para a busca de indicadores fisioldgicos e comportamentais de bem-estar
(Volpato et al., 2009). Porém, houve uma dificuldade no encontro de eixos fisiologicos
como indicadores inequivocos de bem-estar, além da problemadtica de definir bem-estar
com base em comportamentos naturais (Volpato et al., 2009).

A busca por indicadores fisiologicos de bem-estar foi provavelmente embasada
pelo sucesso no achado dos eixos fisiologicos do estresse, sendo que muitos estudos
passaram a assumir que a reducao de estresse melhora as condi¢cdes de bem-estar. O estado
de estresse € um requisito para se enfrentar situacdes estressoras (o animal deve canalizar
energia para isso), de forma que ndo apresentd-lo poderia resultar em prejuizos adaptativos
— assim, trata-se de elementos de selecdo natural (Volpato et al., 2007 e 2009). Porém, no
caso de bem-estar, condi¢des consideradas boas podem ocorrer mesmo em momentos de
desgaste metabdlico (por ex., migracdes e cortejamento sexual), que sdo consideradas
estressantes. Assim, como uma boa condi¢do de bem-estar pode ocorrer tanto em
condigdes de alta demanda metabdlica, ou de baixa demanda, é pouco provavel que um
eixo metabdlico especifico tenha sido selecionado (em contraposicdo a questdo do
estresse). Por outro lado, supor a vida natural como sindnimo de bem-estar ¢ também
falho, pois se parte do pressuposto que na natureza toda condi¢@o € boa para o animal. Na
realidade, um animal sendo perseguido, ou sem conseguir os recursos desejados, pode ser
facilmente considerado em condi¢des de bem-estar pobre (termo usado por Broom, 1991 —
poor ou good welfare).

Em vista dessa problemética envolvendo a dificuldade de se encontrar indicadores
confidveis de bem-estar, Dawkins (2006, 2008) propde que devemos observar melhor
quais sdo as vontades e necessidades dos animais com os quais trabalhamos. Isso
pressupde que o animal que esteja em condicdes que deseja deva estar em boas condicdes
de bem-estar. Nesse contexto, Volpato et al. (2007) sustentam que a melhor op¢ao é definir
o estado de bem-estar como o estado interno de um animal quando ele permanece sob

condigdes as quais escolheu livremente. Essa defini¢do, baseada na escolha dos animais,



implica que ndo se olhe somente o estado do animal, mas, principalmente, se as condi¢des
nas quais ele estd sdo as de sua escolha. Mais tarde, Dawkins (2008) acrescenta a essa
definicd@o o estado de saide, sendo este um estado necessdrio, porém nao suficiente, para o
bem-estar (Volpato et al., 2009).

Assim, alguns estudos tém sido direcionados para melhor se conhecer as
condicdes de escolha dos animais. Neste caso, os pesquisadores buscam conhecer
condicdes que os animais “querem” a fim de usi-las para criar situacdes adequadas de
manutencdo e criacdo desses individuos. Tal abordagem no estudo do bem-estar animal
comegou na década de 70 por Marian Dawkins (apud Galhardo et al., 2009) e foram mais
recentemente enfatizadas por essa autora (Dawkins, 2006 e 2008). A deteccdo das
condicdes que os animais “querem” é feita geralmente por testes de escolha, onde o animal
deve optar por uma entre duas ou mais condi¢des que lhe sdo oferecidas (e.g. escolha por
sacarose em gatos - Bartoshuk er al., 1971; escolha por parceiro sexual - Ryan, 1980;
Basolo, 1990; Schluter et al, 1998; Schlupp et al., 1999; Braithwaite & Barber, 2000;
Gongalves & Oliveira, 2003; Liao & Lu, 2009; escolha por substrato - Webster & Hart,
2004; Galhardo et al., 2009; Mendonga et al., 2010; escolha dirigida pela aprendizagem
dependente do estado - Pompilio et al., 2006; escolha por temperatura ambiente - Girguis
& Lee, 20006).

Embora o uso dos testes de escolha na abordagem do bem-estar animal esteja
aumentando na literatura, hd ainda alguns problemas conceituais envolvidos e que
precisam ser investigados. Na busca pelas “opg¢des” dos animais, nos deparamos com um
problema légico crucial: as escolhas sdo apenas momentaneas, relativas a uma situagdo
imediata, ou podem ser mais duradouras? Na literatura, no entanto, essas situacdes tém
sido tratadas praticamente como sindnimos (e.g. Schluter et al., 1998; Schlupp et al., 1999;
Gongalves & Oliveira, 2003; Webster & Hart., 2004; Galhardo et al., 2009; Liao & Lu,
2009). No presente estudo nos debrucamos para encontrar subsidios factuais que sirvam de
referéncia para que as diferenciacdes entre escolhas momentaneas e aquelas mais
consistentes (duradouras) possam ser avaliadas e suas implicagdes incorporadas na
definicdo de bem-estar. De fato, em estudos pilotos desenvolvidos em nossos laboratérios,
vimos que ha opg¢des de escolha dos peixes que parecem se manter ao longo do tempo,
enquanto outras sdo mais pontuais e nao se repetem em situacdes similares sucessivas.

Aqui usamos o termo escolha para indicar aquelas que ocorrem num momento €
ndo se repetem sistematicamente em escolhas sucessivas. Por outro lado, chamamos de

preferéncia as opgoes (escolhas) que sdo consistentes (se repetem) em testes subseqiientes.



Assim, se em testes sucessivos o animal mantém predominantemente uma Unica escolha,
dizemos que se trata de preferéncia; se nos testes sucessivos houver variacdo da escolha,
sem consisténcia, entdo dizemos que se trata apenas de escolha. A partir disso, testamos
experimentalmente se esses dois perfis ocorrem, de fato, em duas situacdes de escolha dos
peixes (cor ambiental e granulometria de substrato). Sendo o caso, sua discriminagdo se
torna indispensavel quando se pretende usar esses conceitos com implicacdes para andlises
do bem-estar dos animais. Por exemplo, oferecer-lhes apenas condicdes de escolha pode
ndo ser adequado, principalmente quando se pensa em situagdes mais cronicas de convivio
com essas condigdes.

Testes de pareamento, ou seja, testes em que ha apenas duas opg¢des de escolha
disponiveis, t€m sido intensamente utilizados nos estudos sobre as escolhas dos animais
(e.g. Bartoshuk ef al., 1971; Aigner & Balster, 1978; Ryan, 1980; Basolo, 1990; Johnsson
et al., 2000; Webster & Hart, 2004; Rios-Cardenas et al., 2007; Walling et al., 2008). A
forma como esses testes sdo desenvolvidos também pode ter implicagdes para falsas
interpretacdes sobre as opcdes dos animais (veja Volpato et al., 2007). O teste de
pareamento diminui a liberdade de escolha. No pareamento entre dois itens de preferéncia,
estes podem se anular a ponto de que o animal oscile sua resposta ao longo dos dias entre
os dois itens, uma vez que ambos sdo de sua preferéncia, caracterizando, entdo, apenas
escolha de um deles ou de ambos. Por outro lado, se dois itens de escolha s@o pareados, o
animal pode escolher de forma consistente um dos itens, pois estaria escolhendo a melhor
entre as duas opgdes disponiveis, o que daria a impressdo de tratar-se de uma preferéncia.
Ja no pareamento entre um item de escolha e um item de preferéncia, a forca da
preferéncia pode anular uma op¢ao de escolha. Da mesma forma, avaliagdes em poucos
testes sucessivos também podem levar a falsas preferéncias, principalmente quando os
animais estdo ainda se acostumando ao ambiente de teste. Assim, testamos essas
possibilidades l6gicas avaliando a consisténcia da resposta de escolha em pareamento de
dois itens de preferéncia, dois itens de escolha e também um item de escolha contra um
item de preferéncia.

Além disso, a andlise de dados sobre preferéncia geralmente nio € padronizada
entre os estudos, havendo variagdo inclusive nos testes estatisticos empregados (e.g.
Spence & Smith, 2006; Bennett et al., 2007; Burfeind et al., 2009; Browne et a.l, 2010).
Assim, examinamos aqui também formas de se analisar os dados, avaliando se essas

abordagens podem superestimar ou subestimar as conclusdes sobre escolhas e preferéncias.



Como modelo de estudo, utilizamos juvenis do peixe tildpia-do-Nilo,
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1759). Em relac@o a ambiente colorido, essa espécie tem
sido descrita como preferindo a cor amarela, mas isso visto apenas em testes pontuais
realizados em poucos dias (dois dias de teste: Luchiari et al., 2007; quatro dias de teste:
Freitas & Volpato, 2011). Além disso, hd também descri¢do de escolha dessa espécie por
tipo de substrato (Mendonga et al., 2010). Essas duas condi¢des (cor ambiental e tipo de
substrato) foram, entdo, investigadas aqui. Mais ainda, por ser a tildpia-do-Nilo uma
espécie amplamente usada na piscicultura, as conclusdes sobre suas escolhas e preferéncias

podem auxiliar em seu manejo nas condigdes de cultivo.

Objetivos

Avaliamos experimentalmente a seguinte tese e as respectivas hipéteses:

TESE — A deteccio de preferéncia e escolha na tilapia-do-Nilo pode ser afetada pelo

tempo e tipo de teste aplicado, bem como pela forma de analise dos dados.

Hipétese 1: Existem condi¢des que sdo escolhidas consistentemente ao longo do tempo
(preferéncia), enquanto outras nao mostram essa consisténcia (escolha).

Hipoétese 2: Testes de pareamento entre itens anteriormente preferidos podem levar a falsas
indicagdes de escolha.

Hipoétese 3: Testes de pareamento entre itens anteriormente escolhidos podem levar a
falsas indicacdes de preferéncia.

Hipotese 4: Testes de pareamento entre um item de escolha e um item de preferéncia
resultam em op¢ao pelo item de preferéncia.

Hipoétese 5: A forma como os dados sdo analisados pode levar a superestimativas ou

subestimativas dos itens de preferéncia.
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Animais e Manutengdo

samos juvenis de tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1759)
(~5 a7 cm de comprimento total), provindas de centros reprodutores que foram mantidos,
no minimo, por 30 dias em biotério (2 peixes/10 L em tanques de 1000 a 1700 L) antes do
inicio dos experimentos. Nesse periodo de ajuste, os peixes foram alimentados uma vez ao
dia com rag@o extrusada para peixes tropicais (5% da biomassa/dia). A temperatura da
dgua foi mantida em torno de 25 a 27 °C; pH = 6,8; amonia < 0,3 ppm; nitrito < 0,05 ppm;
aerac@o constante e fotofase das 06:00 h as 18:00 h. A luminosidade foi de cor branca com

intensidade de aproximadamente 300 Lux a altura dos tanques.

Estrutura Geral da Dissertacdo

Este texto € dividido em trés capitulos, cada um avaliando parte das hipdteses do

estudo, quais sejam:

CAPITULO 1 - Teste da hipétese 1. Desenvolvemos um experimento sobre
escolhas/preferéncias em duas condi¢Oes distintas: cor ambiental e granulometria de
substrato. Basicamente, registrdvamos para cada peixe suas escolhas em relagdo a quatro
possibilidades, ao longo de 10 dias consecutivos. Como as respostas mais evidentes
ocorreram no experimento sobre as cores ambientais, no capitulo seguinte centramos as

andlises apenas nessa varidvel.

CAPITULO 2 - Teste das hipéteses 2, 3 e 4. Veja esquema na figura 1. Numa primeira
fase (pré-bloqueio), estudamos as opgdes dos animais (escolhas ou preferéncias) frente a
quatro cores ambientais. Em seguida, bloqueamos acesso a certas cores (fase bloqueio) e,
na dltima fase (pareamento), pareamos condi¢des de preferéncia x preferéncia, escolha x

escolha e escolha x preferéncia. Cada fase teve duragcdo de 10 dias consecutivos.

CAPITULO 3 - Teste da hipétese 5. Utilizando parte dos dados obtidos neste estudo,

testamos formas de andlise para posterior inferéncia das escolhas ou preferéncias dos
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animais. Com isso, conseguimos determinar uma forma mais apropriada para andlise das

respostas desses peixes.

v

1 dia de intervalo entre os 1 dia de intervalo entre os testes:

) ) ) testes: colocagdo de placas troca dos aqudrios experimentais
Peixes rr{antldos por 1 dia que bloqueavam a entrada de por outros onde havia somente duas
em aqudrios de isolamento alguns comfartimentos opgoes de C(lr disponiveis

| || ||
L] ] I
NG
10 dias de teste 10 dias de teste 10 dias de teste
Inicio do teste de Inicio do teste do Inicio do teste do
multipla escolha bloqueio (fase pareamento (fase
(fase pré-bloqueio) bloqueio) pareamento)

Figura 1: Dindmica dos testes realizados no CAPITULO 2. No teste do bloqueio, foram bloqueadas cores preferidas ou,
na auséncia destas, as mais escolhidas. No teste do pareamento, foi pareada uma preferéncia pré com uma pés-bloqueio no
Experimento 1, ja no Experimento 2 foram pareadas duas escolhas. Em alguns casos houve pareamento entre uma
escolha e uma preferéncia (vide CAPITULO 2 para mais informacdes). Veja foto dos aqudrios experimentais na figura 2.

Teste de Escolha/Preferéncia

Ap6s isolamento de 24 h em aqudrios de vidro (40 x 20 x 25 cm), selecionamos
para estudo apenas os peixes com coloracdo clara ao redor do olho, que é um indicativo de
auséncia ou baixo nivel de estresse (Volpato et al, 2003; Miyai et al., 2011). Os testes
foram sempre realizados no periodo da manha, que € quando a tilapia-do-Nilo apresenta
maior decisao nas escolhas (Gestich & Volpato, 2009).

Apds o periodo de isolamento, cada peixe era transferido para o respectivo
aqudrio experimental (figura 2A), sendo introduzido no compartimento central, no interior
de um cilindro plastico transparente (didmetro ~ 8 cm; figura 2A), permanecendo nele por
5 min para possibilitar ajuste e percep¢ao dos compartimentos oferecidos como opgdes de
escolha. Em seguida, esse cilindro era cuidadosamente removido, permitindo que o peixe
se movimentasse livremente pelo aqudrio, sendo este filmado por 1 h. A cimera de
filmagem ficava situada acima do aqudrio, de forma que a captagdo da imagem era feita a
partir de uma visdo da parte superior do aquario. Ao final da filmagem, o peixe retornava
ao respectivo aqudrio de isolamento. Essas observacdes foram repetidas em 10 dias
sucessivos, caracterizando assim um periodo para andlise das escolhas e preferéncias
individuais. A partir das filmagens registramos, a cada 30 s (permitindo registrar 120

posicdes do peixe por dia), a freqiiéncia de visitacdo do peixe em cada compartimento do



13

aqudrio experimental. O peixe era considerado dentro de um compartimento quando seus
dois olhos adentravam esse recinto. No teste de bloqueio (CAPiTULO 2, 2% fase de teste)
fechdvamos, com placas brancas de PVC, os compartimentos que eram de preferéncia do
peixe ou, na existéncia apenas de escolhas, daqueles que foram mais freqiientemente
escolhidos (vide figura 2B, fase bloqueio). As placas de PVC eram semi-circulares, o que
permitia que o compartimento central branco (que era circular) permanecesse integro
durante os testes de bloqueio (vide figura 2B, fase bloqueio). Para os testes de pareamento
(CAPITULO 2, 3* fase de teste), os aqudrios experimentais foram substituidos por outros
de mesma estrutura, porém com apenas duas opg¢des de escolha disponiveis (dois
compartimentos para cada uma das duas cores selecionadas, situados alternadamente entre

si — vide figura 2B, fase pareamento).

A

Compartimento
central

Divisdo entre | Tubo central
compartimentos para introducio
(15 cm) do peixe
] ! I ok . 3 { ) b i-" -~
I

Fase pré-bloqueio Fase bloqueio - Fase pareaento

Figura 2: Vista superior do aqudrio experimental (cilindrico). A - Esquema indicando os cinco
compartimentos que apresentavam mesmo volume e drea, sendo que cada um foi ajustado para a respectiva
condicdo de teste. No caso das cores, cada compartimento periférico foi internamente revestido pela
respectiva cor (revestimento feito por papel adesivo colorido). Para as condi¢des de substrato, colocamos
uma diviséria na base (2 cm de altura), abrangendo a entrada de cada compartimento. Assim, cada um deles
recebeu internamente o respectivo substrato (camada de 2 cm). A 4rea central foi revestida com acrilico
branco na altura de 2 cm, de forma a manter o mesmo nivel entre essa area e a dos substratos. Didmetro do
aquario = 40 cm; altura da coluna de d4gua = 15 cm. As paredes externas do aqudrio e as divisérias internas
eram opacas (para o teste do substrato, eram de cor branca). B - Foto superior dos aqudrios experimentais nas
trés diferentes fases de testes (pré-bloqueio, bloqueio e pareamento). Na fase bloqueio podemos notar as
placas brancas e semi-circulares de PVC que bloqueavam a entrada do peixe nos compartimentos. A fixacao
das placas foi feita com o auxilio de ganchos de ferro revestidos por papel adesivo branco. Em alguns casos
foi necessdria a colocacdo de potes preenchidos com substrato atrds das placas que serviam como apoio para
garantir que as placas permaneceriam imoveis. Na fase pareamento podemos notar que apenas duas opgdes
de cor ambiental estavam disponiveis pelo revestimento de compartimentos opostos com a mesma cor de
papel adesivo.
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Durante os testes, a fim de manter boa qualidade da 4dgua, os aqudrios de
isolamento foram sifonados de uma a trés vezes por semana, sempre pela manha enquanto
0 peixe estava no aqudrio experimental, quando também realizamos trocas parciais da
dgua. O pH permaneceu em torno de 7,2. A luz na superficie dos aqudrios era branca com

intensidade de ~ 150 Lux a altura dos aquarios experimentais.
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estamos a hipdtese de que existem condicdes que sdo escolhidas
consistentemente ao longo do tempo (preferéncia), enquanto outras ndo mostram essa

consisténcia (escolhas).
METODOLOGIA — procedimentos especificos

Nossa hipdtese foi testada em duas condicdes: 1) cor ambiental e 2) granulometria
de substrato. Para cada uma delas foram oferecidas, nos compartimentos do aparelho teste
(figura 2A), quatro opg¢des de escolha: cores (amarela, vermelha, azul e verde) ou substrato
(areia fina, areia grossa, pedregulho pequeno e pedregulho grande'), além da 4rea central
em ambos os casos (cor branca e sem substrato). Os testes de escolha foram realizados
conforme a METODOLOGIA GERAL, item Teste de Escolha/Preferéncia.

Avaliamos 24 peixes na condi¢do cor ambiental e 23 na condi¢cdo granulometria
de substrato. Nao houve diferenca significativa do comprimento total dos peixes entre as
duas condi¢des testadas (média + dp: cor ambiental = 6,91 £ 0,41cm e granulometria de
substrato = 6,93 + 0,36cm; teste Mann-Whitney, P = 0,73) e nem quanto ao peso dos
individuos (média + dp: cor ambiental = 5,51 + 0,96g e granulometria de substrato = 5,45
+ 0,90g; teste t de Student, P = 0,85). A temperatura da 4gua também nao variou entre as
condi¢gdes (média + dp: cor ambiental = 25,83 + 0,87°C e granulometria de substrato =
25,65 £ 0,70; teste t de Student, P = 0,22).

Na andlise dos dados, comparamos as frequéncias de visitacdo entre os
compartimentos num mesmo dia (independentemente para as condigdes cor ambiental e
granulometria do substrato), por meio de teste de propor¢do de Goodman (1965 — dentro
de multinomiais). Em seguida, comparamos a propor¢do de dias em que cada
compartimento se apresentava como escolhido. A partir de uma andlise visual dos dados
obtidos, percebemos a necessidade de uma andlise mais criteriosa para detectar escolhas e

preferéncias. Os detalhes das andlises encetadas sdo apresentados no CAPITULO 3.
RESULTADOS

Houve tanto escolhas quanto preferéncias. Porém, detectamos um maior niimero

de individuos (n = 19) com alguma preferéncia na condi¢cdo cor ambiental em comparagdo

! Granulometria: areia fina (0,12 + 0,04 cm), areia grossa (0,57 £ 0,07 cm), pedregulho pequeno (1,04 + 0,16
cm) e pedregulho grande (1,64 + 0,29 cm). Adaptado de Stoner & Abookire, 2002 e Stoner & Ottmar, 2003.
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aos individuos testados na condicao granulometria de substrato (n = 10) (figura 3; teste de
Goodman, 1964 - entre multinomiais). O mimero de individuos que apresentaram escolha
foi 0 mesmo em ambas as condigdes (n = 20). O perfil de resposta de cada peixe variou na
amostra, havendo peixes que mostraram apenas preferéncia, apenas escolha ou ambos
(tabela 1). Houve também uma variabilidade entre os individuos nos itens escolhidos ou
preferidos (vide as diferentes cores e tipos de substrato escolhidos ou preferidos na tabela 1
e nas figuras 4, 5, 6 e 7). O desenvolvimento das escolhas momentaneas que se tornaram
consistentes ao longo do tempo (indicando preferéncias) pode se acompanhado nas figuras

4,5,6e7.

N
~
|

—_
0]
|

Numero de peixes que
apresentaram preferéncias
o N
| |

o
I

cor substrato
condicao avaliada

Figura 3: Nimero de peixes que exibiram ao menos uma escolha significativamente
consistente (preferéncia) na condigdo cor ambiental comparada a condi¢do
granulometria de substrato (teste de Goodman, 1964 - entre multinomiais; * = P <

0,05).



Tabela 1: Cores e tipos de substrato escolhidos (E) e preferidos
(P) pelos peixes testados nas condicdes cor ambiental ou
granulometria de substrato.

Granulometria de
Cor ambiental
Peixe substrato
Vm Am Az Vd | Af Ag Pp Pg
1 E P E E
2 P P P P
3 P P P E
4 E P E|P
5 E P|E P E E
6 E E E E| P E E
7 P P E E
8 P E P | P
9 E E E E E E E
10 P E P E E
11 E E E E|P E E
12 P E E E E E
13 P E E E E
14 E P P |E E
15 E E E E E E
16 E E E E E
17 P E E|E P E
18 P| E E E
19 P E P E E E
20 E E P|E E E E
21 P E E| E E E
22 E P E|E E E E
23 P E E E E E
24 P P E

Vm = vermelho; Am = amarelo; Az = azul; Vd = verde; Af =
areia fina; Ag = areia grossa; Pp = pedregulho pequeno; Pg =

pedregulho  grande.

INTRODUCAO.

Para

definicdo de

E

€
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Figura 4: Frequéncias acumuladas de visitacdo nos compartimentos de diferentes cores do aqudrio experimental ao longo dos 10
dias de teste. * indica cor significativamente preferida (teste de Goodman, 1965 - dentro de multinomiais; P < 0,05).
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Figura 5: Frequéncias acumuladas de visitacdo nos compartimentos de diferentes cores do aqudrio experimental ao longo dos 10
dias de teste. * indica cor significativamente preferida (teste de Goodman, 1965 - dentro de multinomiais; P < 0,05).
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Figura 6: Frequéncias acumuladas de visitacdo nos compartimentos de diferentes substratos do aqudrio experimental ao longo
dos 10 dias de teste. * indica tipo de substrato significativamente preferido (teste de Goodman, 1965 — dentro de multinomiais; P
< 0,05). No caso do peixe 10, a preferéncia desenvolvida foi pela areia grossa.
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Figura 7: Frequéncias acumuladas de visitacdo nos compartimentos de diferentes substratos do aqudrio experimental ao longo
dos 10 dias de teste. * indica tipo de substrato significativamente preferido (teste de Goodman, 1965 — dentro de multinomiais;

P <0,05).
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DISCUSSAO

Neste estudo identificamos respostas caracterizadas como escolhas e outras como
preferéncias. Vimos, ainda, que os itens escolhidos ou preferidos variaram entre os
individuos (tabela 1 e figuras 4, 5, 6 e 7). Além disso, hda um maior nimero de ocorréncia
de perfis de preferéncia na condi¢cdo cor ambiental comparada a condicao granulometria de
substrato (figura 3), o que ndo ocorre em relacio aos perfis de escolha.

Grande parte dos estudos sobre preferéncia conclui sobre esse perfil a partir da
andlise de escolhas vistas em testes realizados em até quatro dias (e.g. Schluter et al., 1998;
Schlupp et al., 1999; Gongalves & Oliveira., 2003; Webster & Hart, 2004; Rios-Cardenas
et al., 2007; Liao & Lu, 2009). Porém, nosso estudo indica que escolhas podem nao
significar preferéncias que se mantenham em escolhas sucessivas. Alguns estudos sobre
consisténcia das escolhas t€ém sido realizados (e.g. Godin & Dugatkin, 1995; Wolfgang &
Birkhead, 2004; Cummings & Mollaghan, 2006; Browne et al., 2010), mas nesses estudos
avaliam-se apenas a repetibilidade das escolhas em, no méiximo, quatro dias, sem
considerar escolhas momentineas como sendo diferentes de escolhas consistentes
(preferéncias). Schilman & Lazzari (2004) estudaram as preferéncias térmicas dos insetos
triatomineos (Rhodnius prolixus) por 20 dias, porém o periodo prolongado dos testes de
escolha estava mais relacionado aos efeitos da temperatura na perda de dgua e indice de
conversdo de nutrientes do que com questdes conceituais das preferéncias. Além disso,
pelo fato desses autores ndo conseguirem individualizar os insetos, ndo foram realizadas
andlises estatisticas para determinagao das preferéncias. Neste contexto, vemos que nosso
estudo € pioneiro em tratar, com suporte empirico, escolhas e preferéncias como sendo
fendmenos bioldgicos distintos. Os testes de escolha visam identificar situacdes de
conforto aos animais (Dawkins, 2006; Volpato et al., 2007), muitas vezes com o objetivo
de nortear a escolha de condi¢cdes que devam ser aplicadas a animais cativos para melhorar
seu bem-estar. Assim, faz sentido utilizarmos a preferéncia do animal e ndo a escolha, pois
sendo essas opcdes (escolha ou preferéncia) importantes para dar ao animal condi¢des que
lhes sejam agradaveis, devem ser assim consideradas em dias sucessivos (preferéncia) e
nao apenas momentaneamente (escolha).

A literatura relacionada a estudos de escolha e preferéncia ndo apresenta um
padrdo na forma de analisar os dados. Além disso, normalmente as andlises sdo feitas em
nivel de grupo e ndo de individuos (e.g. Soriguer et al., 2002; Thomas, 2002; Matsumoto et

al., 2008; Burfeind et al., 2009; Snowberg & Benkman, 2009; Zizzari et al., 2009). Alguns
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estudos demonstraram a existéncia de uma variabilidade individual significativa em
respostas de preferéncia, mas em testes realizados apenas em poucas triagens ou em
poucos dias (e.g. Godin & Dugatkin, 1995; Wolfgang & Birkhead, 2004; Browne et al.,
2010). Por meio dos diferentes tipos de andlise estatistica aplicados aos dados de nosso
estudo, constatamos que a preferéncia ou mesmo escolha dos itens oferecidos € individual
em testes realizados por 10 dias consecutivos. Nesse contexto, nosso estudo mostra que a
variabilidade entre os individuos pode persistir por vdrios dias de teste, indicando que
testes que buscam determinar uma preferéncia vélida para todos os individuos da espécie
devam ser revistos. Quando pensamos em usar tais testes para tomarmos medidas
considerando o estado de bem-estar dos animais, particularmente em grupos pouco
numerosos, nossos dados sustentam que a andlise das escolhas e preferéncias individuais é
imperativa.

Embora o mesmo nimero de individuos tenha feito escolhas nas duas condigdes
testadas, na condicdo cor ambiental houve um maior nimero de individuos que
apresentaram preferéncias do que na condicdo granulometria de substrato (figura 3).
Assim, parece que na tildpia-do-Nilo, em fase juvenil, o tipo de substrato nio é uma
caracteristica tao relevante como a cor ambiental. Mendonca et al. (2010) mostraram que a
tildpia demonstra escolha por um tipo especifico de substrato (areia) quando em contexto
reprodutivo, mas ndo na auséncia deste dltimo, o que faz sentido considerando o gasto
energético envolvido na construcdo do ninho sobre o substrato em contexto reprodutivo
(Mendonga et al., 2010). Sendo assim, o fato de termos obtido, significativamente, um
maior nimero de preferéncias por cor ambiental do que por tipo de substrato pode ter
decorrido da idade dos peixes testados (juvenis ainda fora da fase reprodutiva) e do
contexto envolvido nos testes de escolha.

Assim, vemos que escolha e preferéncia sdo dois fendmenos distintos, ou seja, ha
escolhas momentaneas (num dia, por ex.) e também aquelas que sdo consistentes ao longo
do tempo (as preferéncias). Além disso, hd uma variabilidade grande entre individuos da
mesma espécie em relagdo tanto a respostas de escolha quanto de preferéncia. Dessa
forma, recomendamos a aplicagdo de testes de escolha ao longo do tempo para
determinacdo de preferéncias, bem como a consideracdo de escolhas e preferéncias ao

nivel de individuo.
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Experimento 1
estamos a hipétese de que duas opcdes de preferéncia, quando confrontadas

entre si, podem levar a ocorréncia de falsas escolhas.
METODOLOGIA — procedimentos especificos

Realizamos este experimento apenas com a condi¢do cor ambiental, uma vez que
no CAPITULO 1 o nimero de individuos que apresentaram preferéncia nesta condicio (n
= 19) foi maior que o nimero de individuos que apresentaram preferéncia na condicao
granulometria de substrato (n = 10; figura 3; teste de Goodman, 1964 - entre multinomiais;
P < 0,05).

Neste experimento repetimos o procedimento realizado no CAPITULO 1,
identificando itens preferidos e escolhidos de cada individuo (fase pré-bloqueio, vide
figura 1) e, entdo, bloqueamos alguns desses itens e realizamos novos testes de escolha,
com os mesmos individuos, por mais 10 dias (fase bloqueio, vide figura 1). O bloqueio foi
realizado para verificar se uma nova preferéncia poderia surgir na auséncia da preferéncia
anterior (aquela escolhida consistentemente no teste com quatro opg¢des de escolha — fase
pré-bloqueio) ou na auséncia das cores mais escolhidas sem, no entanto, terem sido
preferéncias na fase pré-bloqueio (figura 8). Ou seja, quando detectdvamos preferéncias na
fase pré-bloqueio com base em andlise visual grifica (uma vez que inicialmente nao
sabfamos qual forma de analisar os dados seria mais adequada e isso s6 foi resolvido mais
a frente — vidle CAPITULO 3), estas eram bloqueadas na fase bloqueio; quando
visualmente detectdvamos apenas escolhas na fase pré-bloqueio, aquelas mais escolhidas
sem, no entanto, serem preferéncias, eram bloqueadas. Neste teste do bloqueio das cores
ndés novamente avaliamos as escolhas e preferéncias de cada individuo e, entdo,
confrontamos duas cores preferidas num teste de pareamento. Assim, em individuos nos
quais bloqueamos preferéncias e detectamos o surgimento de nova preferéncia, fizemos o
teste de pareamento entre preferéncias (pré e pds-bloqueio); quando bloqueamos
preferéncias ou escolhas e detectamos apenas escolhas (ou preferéncia, no caso do
bloqueio de escolhas), os individuos foram usados no Experimento 2 deste capitulo, ou

seja, no teste de pareamento entre escolhas (vide figura 8).
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Teste pré- Resposta do Resposta do Pareamento’™
bloqueio individuo individuo
— Bloqueio da(s) “ preferéncia  |wmm | enre preferéncias
preferéncia i referéncia(s)
P \ apenas escolha | W | pire escolhas
Bloqueio da(s) @ preferéncia  |wmmp | entre escolhas
) apenas escolha ) escolha(s) \
' | apenas escolha | = | engre escolhas

Figura 8: Esquema das respostas dos individuos aos testes de pré-bloqueio e bloqueio, identificando quais testes foram
aplicados frente as diferentes respostas. *Como inicialmente usamos andlise visual gréifica para determinar quais seriam as
cores pareadas, uma vez que nao sabfamos qual seria a andlise estatistica mais adequada aos dados, houve quatro casos em que
0 pareamento ocorreu entre uma escolha e uma preferéncia.

Assim, investigamos por mais 10 dias as escolhas/preferéncias em teste de

pareamento (dois compartimentos para cada uma das duas cores selecionadas, situados
alternadamente entre si — vide figura 2B, fase pareamento; ou seja, somente duas opg¢des de
cor estavam disponiveis). Entdo, novamente avaliamos as escolhas e preferéncias de cada
individuo. Como descrito acima, inicialmente nem todos os individuos testados
apresentaram preferéncias pré e/ou pés-bloqueio (figura 8). Dessa forma, para realizarmos
o pareamento entre preferéncias, selecionamos 10 individuos (média + dp: comprimento
total = 7,08 + 0,20cm e peso = 5,62 + 0,47g) com preferéncias pré e pos-bloqueio
visualmente evidentes (como mencionado anteriormente, os demais individuos, ou seja,
aqueles que ndo apresentaram preferéncias pré e/ou pds bloqueio visualmente evidentes,
foram testados no Experimento 2 deste capitulo).

Para detectarmos as preferéncias com base em andlise visual grafica, em cada fase
de teste (a cada 10 dias), plotdvamos os resultados em gréficos com as frequéncias de
visitacdo e, em seguida, escolhiamos as cores que visualmente se destacavam das demais
(com maior inclinag@o nas curvas das frequéncias cumulativas) como preferéncias (vide

figura 9).
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Figura 9: Exemplos de grificos que utilizamos para determinar quais cores parear. A - Para realizarmos o teste de
pareamento entre preferéncias, selecionamos cores com maiores frequéncias de visitagdo que as demais e que se destacavam
destas. B - Para realizarmos o teste do pareamento entre escolhas, selecionamos cores com maiores frequéncias de visitagdo
que as demais, mas que ndo se destacavam destas (cores mais escolhidas sem, no entanto, serem preferéncias).

Apébs o teste do pareamento, a andlise consistiu em saber se a consisténcia da
escolha foi perdida quando pareamos dois itens de preferéncia (o que chamamos de falsa
escolha). Os detalhes das analises encetadas sdo apresentados no CAPITULO 3.

Houve um dia de intervalo entre cada fase (pré-bloqueio e bloqueio; bloqueio e
pareamento) (figura 1). Esses intervalos foram necessarios para ajustes dos aquarios
experimentais para realizacdo dos testes de bloqueio e pareamento, sendo que, no
pareamento, tivemos que trocar os aqudrios experimentais, realizando troca total de dgua
(vide METODOLOGIA GERAL, item Teste de Escolha/Preferéncia). A temperatura
média dos aqudrios experimentais durante todo o periodo de teste foi 24,85 + 0,22°C

(média + dp).

RESULTADOS

Conforme a tabela 2 e as figuras 10 e 11, dos 10 individuos testados trés ndo
apresentaram preferéncia (o que chamamos de falsas escolhas; peixes 1, 3 e 5), cinco
mantiveram a preferéncia que havia surgido antes do bloqueio (peixes 4, 6, 7, 8 € 9) e dois

mantiveram a preferéncia que surgiu somente apds o bloqueio (peixes 2 e 10). Novamente
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houve grande variabilidade nas respostas entre os individuos (vide as diferentes cores que
foram preferidas e escolhidas na tabela 2 e nas figuras 10 e 11; teste de Goodman, 1965 -
dentro de multinomiais; P < 0,05). O desenvolvimento das escolhas momentaneas que se
tornaram consistentes ao longo do tempo (indicando preferéncias) pode se acompanhado,

nas trés fases de teste (pré-bloqueio, bloqueio e pareamento), nas figuras 10 e 11.

Tabela 2: Cores escolhidas (E) e preferidas (P) pelos peixes testados na condi¢do cor ambiental nas fases
pré-bloqueio, bloqueio e pareamento.

. Fase pré-bloqueio Fase bloqueio Fase pareamento

Peixe Vm Am Az Vd |[Vm Am Az Vd | Vm Am Az Vd
1 P E E - P E E - ---
2 E P E P --- --- --- P
3 E P P P --- --- E --- ---
4 P E -—- P -—- --- P
5 E P E P -—- P E --- E -—-
6 P E E E - P E P --- ---
7 E P E P --- E --- P ---
8 P E - E P P --- ---
9 P P E --- --- P ---
10 E E P E P --- -—- --- P

Vm = vermelho; Am = amarelo; Az = azul; Vd = verde; --- = cor bloqueada (fase bloqueio) ou ausente (fase

pareamento). Para definicdo de E e P, vide INTRODUCAO.
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Figura 10: Frequéncias acumuladas de visitacdo nos compartimentos de diferentes cores do aqudrio experimental ao longo dos

10 primeiros dias de teste (pré-bloqueio); durante o bloqueio (10 dias) e durante o pareamento (10 dias). * indica cor
significativamente preferida (teste de Goodman, 1965 — dentro de multinomiais; P < 0,05).
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Figura 11: Frequéncias acumuladas de visitagdo nos compartimentos de diferentes cores do aquério experimental ao longo dos
10 primeiros dias de teste (pré-bloqueio); durante o bloqueio (10 dias) e durante o pareamento (10 dias). * indica cor
significativamente preferida (teste de Goodman, 1965 — dentro de multinomiais; P < 0,05).

Experimento 2

Testamos a hipétese de que duas opgdes de escolha, quando confrontadas entre si,

podem levar a ocorréncia de falsas preferéncias.

METODOLOGIA — procedimentos especificos

Como mencionado na METODOLOGIA - procedimentos especificos do

Experimento 1 deste capitulo, alguns individuos testados inicialmente ndo apresentaram
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preferéncia pré e/ou pds-bloqueio visualmente evidentes (figura 8). Em oito desses
individuos (média + dp: comprimento total = 7,04 + 0,13cm e peso = 5,50 + 0,48g)
realizamos o teste do pareamento entre escolhas. Os testes foram realizados conforme o
Experimento 1 do CAPITULO 2 (vide figura 1), exceto pelo fato de que ao invés de
parearmos cores preferidas, pareamos cores escolhidas (vide figura 8). Novamente
utilizamos andlise grafica visual para determinarmos quais cores foram as mais escolhidas,
sem serem preferéncias, ou seja, embora tivessem frequéncias de visitacdo altas, ndo se
destacavam das demais em termos de inclinag¢@o das curvas (vide figura 9). Apés o teste de
pareamento, a andlise consistiu em saber se surgiu uma escolha consistente (o que
chamamos de falsa preferéncia) quando pareamos dois itens de escolha. Os detalhes das
andlises encetadas sdo apresentados no CAPITULO 3.

Também realizamos dois dias de intervalo entre os testes, nos mesmos periodos e
com as mesmas finalidades descritas no Experimento 1 do CAPITULO 2 (vide figura 1).
A temperatura média dos aqudrios experimentais durante todo o periodo de teste foi 24,68

+ 0,30°C (média + dp).
RESULTADOS

Conforme a tabela 3 e as figuras 12 e 13, dos oito individuos testados trés ndo
apresentaram preferéncia (peixes 2, 4 e 5) enquanto cinco escolheram consistentemente
uma das cores disponiveis (o que chamamos de falsas preferéncias; peixes 1, 3, 6, 7 e 8).
Novamente houve grande variabilidade nas escolhas entre os individuos (vide as diferentes
cores que foram preferidas e escolhidas na tabela 3 e nas figuras 12 e 13; teste de
Goodman, 1965 — dentro de multinomiais; P < 0,05). O desenvolvimento das escolhas
momentineas que se tornaram consistentes ao longo do tempo (indicando preferéncias)
pode se acompanhado, nas trés fases de teste (pré-bloqueio, bloqueio e pareamento), nas

figuras 12 e 13.



Tabela 3: Cores escolhidas (E) e preferidas (P) pelos peixes testados na condi¢cdo cor ambiental nas

fases pré-bloqueio, bloqueio e pareamento.

Fase pré-bloqueio

Fase bloqueio

Fase pareamento

Peixe

Vm Am Az Vd|{Vm Am Az Vd|Vm Am Az Vd
1 E P E E --- E — | - P
2 P E E --- E -- E --- E -
3 E E E E - P -- P — -
4 P E E -- E E — -
5 P E E - E R E —
6 E E P E E -- E S — P
7 E E E E E e P —_— e
8 E E E E -- E — P —

Vm = vermelho; Am = amarelo; Az = azul; Vd = verde; ---

= cor bloqueada (fase bloqueio) ou ausente

(fase pareamento). Para defini¢do de E e P, vide INTRODUCAO.
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Figura 12: Frequéncias acumuladas de visitagdo nos compartimentos de diferentes cores do aqudrio experimental ao longo dos
10 primeiros dias de teste (pré-bloqueio); durante o bloqueio (10 dias) e durante o pareamento (10 dias). * indica cor
significativamente preferida (teste de Goodman, 1965 — dentro de multinomiais; P < 0,05). No caso do peixe 1, a preferéncia
desenvolvida durante o teste pré-bloqueio foi pela cor amarela.
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Figura 13: Frequéncias acumuladas de visitagdo nos compartimentos de diferentes cores do aqudrio experimental ao longo
dos 10 primeiros dias de teste (pré-bloqueio); durante o bloqueio (10 dias) e durante o pareamento (10 dias). * indica cor
significativamente preferida (teste de Goodman, 1965 — dentro de multinomiais; P < 0,05).

Teste de pareamento entre uma escolha e uma preferéncia

Conforme inicialmente ndo sabiamos qual seria a andlise estatistica mais
adequada para detectar escolhas e preferéncias, usamos andlise visual grafica dos dados
dos testes das fases pré-bloqueio e bloqueio para realizar os testes de pareamento
(conforme descrito na METODOLOGIA — procedimentos especificos do Experimento 1
deste capitulo). Assim, considerando que optamos, posteriormente, pela andlise dia-a-dia
sem os dados dos trés primeiros dias (vide CAPITULO 3), houve casos em que o
pareamento ocorreu entre uma escolha e uma preferéncia (n = 4). Nesses casos, a
temperatura média dos aqudrios experimentais durante todo o periodo de teste foi 24,90 £+
0,20°C (média + dp).

Conforme a tabela 4 e a figura 14, dos quatro individuos testados (média + dp:
comprimento total = 7,03 + 0,17cm e peso = 5,63 + 0,69g), um apresentou escolha
consistente pela preferéncia (peixe 3), dois ndo desenvolveram escolha consistente (peixes
2 e 4) e um preferiu a escolha (peixe 1) (teste de Goodman, 1965 — dentro de multinomiais;
P < 0,05). A tabela 4 mostra as cores escolhidas e preferidas pelos individuos. O
desenvolvimento das escolhas momentineas que se tornaram consistentes ao longo do
tempo (indicando preferéncias) pode se acompanhado, nas trés fases de teste (pré-bloqueio,

bloqueio e pareamento), na figura 14.
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Tabela 4: Cores escolhidas (E) e preferidas (P) pelos peixes testados na condicdo cor ambiental nas
fases pré-bloqueio, bloqueio e pareamento.

Fase pré-bloqueio Fase bloqueio Fase pareamento
Peixe
Vm Am Az Vd|Vm Am Az Vd|Vm Am Az Vd
1 E E P --- --- --- --- P
2 P E --- E P E -—- --- E
3 E P P E --- --- --- P ---
4 P P --- - E - --- E
Vm = vermelho; Am = amarelo; Az = azul; Vd = verde; --—- = cor_bloqueada (fase bloqueio) ou
ausente (fase pareamento). Para defini¢do de E e P, vidle INTRODUCAO.
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Figura 14: Frequéncias acumuladas de visitagdo nos compartimentos de diferentes cores do aqudrio experimental ao longo dos

10 primeiros dias de teste (pré-bloqueio); durante o bloqueio (10 dias) e durante o pareamento (10 dias). * indica cor
significativamente preferida (teste de Goodman, 1965 — dentro de multinomiais; P < 0,05).
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DISCUSSAO

Neste estudo mostramos que testes que pareiam itens preferidos podem forgar o
aparecimento de falsas escolhas (tabela 2 e figuras 10 e 11), bem como testes que pareiam
itens escolhidos podem forcar o aparecimento de falsas preferéncias (tabela 3 e figuras 12 e
13). Além disso, testes que pareiam escolha com preferéncia podem levar a trés respostas
individuais (tabela 4 e figura 14): a) preferéncia do item previamente preferido; b)
preferéncia do item previamente escolhido; e c) escolha, independentemente da opcao
anterior sobre esse item escolhido. Esses dados reforcam que escolha e preferéncia devem
ser fendmenos mais complexos do que a forma como véem sendo avaliadas na literatura e
que testes de pareamento nio sdo adequados para determinagdo de escolhas e preferéncias.

Testes de pareamento t€ém sido muito utilizados pela literatura para determinar
preferéncias (e.g. Bartoshuk er al., 1971; Geller, 1971; Aigner & Balster, 1978; Ryan,
1980; Basolo, 1990; Johnsson et al., 2000; Webster & Hart, 2004; Rios-Cardenas et al.,
2007; Walling et al., 2008). Em nosso estudo, vimos que tais testes podem levar a
ocorréncia tanto de falsas escolhas (tabela 2 e figuras 10 e 11) quanto de falsas
preferéncias (tabela 3 e figuras 12 e 13). Ao parear dois itens que sejam preferéncias,
corre-se o risco do animal alternar sua resposta entre os dois itens pareados, ja que hia um
conflito na escolha entre os dois itens, uma vez que ambos sio de preferéncia do animal.
Dessa forma, nio identificamos os itens como sendo preferéncias, mas sim apenas como
escolhas, porém, falsas escolhas. A situagdo inversa (ou seja, a ocorréncia de uma falsa
preferéncia) pode acontecer no pareamento entre dois itens que sejam apenas escolhas.
Nesse caso, o animal pode escolher consistentemente um dos itens ndo porque este seja de
sua preferéncia, mas sim porque o animal ndo possui outras opg¢des e, dessa forma, prefira
o melhor item entre as duas opgdes disponiveis. Ou seja, escolhe o que dispde numa
situacdo de opcdes restritas, mas nao significa que seja uma preferéncia irrestrita. Nossos
dados mostram que ambas as situagdes podem ocorrer (tabelas 2 e 3; figuras 10, 11, 12 ¢
13). Assim, a recomendacdo de que os testes de escolha sejam feitos em situagdes de
amplas possibilidades (Volpato er al., 2007) é condizente com a base empirica aqui
apresentada.

Além disso, como visto anteriormente, nos testes de pareamento por 10 dias entre
uma escolha e uma preferéncia, ocorreram trés respostas distintas (tabela 4 e figura 14).
Isso refuta nossa hipdtese inicial de que, em testes de pareamento entre um item de escolha

e um item de preferéncia, a opcdo pela preferéncia se manteria como escolha consistente.
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Esses dados mostram a variabilidade intra e interindividual nas respostas, sustentando a
complexidade dos fendmenos escolha e preferéncia. Considerando que a maior parte dos
estudos realizados infere preferéncias a partir de escolhas (e.g. Schluter et al., 1998;
Schlupp et al., 1999; Gongalves & Oliveira, 2003; Webster & Hart, 2004; Galhardo et al.,
2009; Liao & Lu, 2009) e que a literatura nio segue um padrdo para o tempo de aplicagdo
dos testes de escolha (e.g. preferéncia definida com base em minutos de observacao
comportamental: 90s - Spence & Smith, 2006; horas: 3h - Kitamura et al., 2002; trés
triagens com intervalos de dois dias: Cummings & Mollaghan, 2006), nossos dados
mostram a necessidade de se aplicar os testes por mais tempo. Ademais, novamente vemos
que testes que pareiam itens podem forgar respostas individuais distintas, uma vez que o
individuo testado dispde de apenas duas opcdes de escolha. Assim, pareamento entre um
item de escolha e um item de preferéncia pode fazer com que a escolha, por ter certa
preferéncia e apresentar-se num sistema de poucas opgdes, elimine a preponderincia do
item preferido; inversamente, a forca da preferéncia pode anular uma opg¢ao de escolha.
Dessa forma, considerando que testes de escolha visam detectar situagdes de
conforto aos animais, recomendamos que os estudos nessa drea utilizem testes de multipla
escolha ao invés de testes de pareamento. Além disso, sugerimos que mais estudos sejam
realizados buscando uma melhor compreensdo a cerca da plasticidade e complexidade

tanto de escolhas quanto de preferéncias.



39




40

partir de uma andlise visual dos dados obtidos no CAPITULO 1,
percebemos a necessidade de uma andlise mais criteriosa para detectar escolhas e
preferéncias. Dessa forma, num primeiro momento (Parte I), avaliamos algumas formas
de analisar os dados de escolha e preferéncia a fim de verificar qual seria a forma mais
objetiva de andlise para se inferir respostas de escolha e preferéncia individuais. Essas
formas foram testadas nos dados da fase pré-bloqueio do CAPITULO 2, porque usamos
apenas 0s casos em que 0s animais estavam sendo submetidos pela primeira vez ao sistema
de teste (fase pré-bloqueio — vide figura 1). Assim, testamos a comparacdo, entre
compartimentos, de frequéncias didrias de visitagdo e também comparagdes de frequéncias
somadas ao longo do tempo (cumulativas). A comparagdo de frequéncias didrias de
visitacdo se mostrou a mais adequada, uma vez que nao superestimou preferéncias como
ocorreu com as andlises de comparacdes de frequéncias somadas ao longo do tempo. Em
seguida (Parte II), como constatamos, através de andlise visual grafica, que houve um
periodo de ajuste do peixe ao ambiente de teste, e que este estava prejudicando a deteccao
de preferéncias, comparamos novamente as frequéncias didrias de visitagdo sem considerar
os dados dos trés primeiros dias de teste. Por dltimo (Parte III), calculamos os coeficientes
de variacdo (CV) das frequéncias de visitacdo nos compartimentos tanto para escolhas
quanto para preferéncias, considerando respostas de escolha e preferéncia como sendo
aquelas detectadas pela andlise da comparacdo de frequéncias didrias de visitagdo sem o0s
dados dos trés primeiros dias. Quando constatamos que essa Ultima era a andlise mais
adequada, ela foi aplicada aos dados de todos os testes de escolha/preferéncia realizados
neste trabalho (ou seja, tabelas e figuras apresentadas anteriormente, que indicam dados de

escolha e preferéncia individuais, t€ém base nessa andlise).
Parte I
Uma vez que as andlises visuais dos dados do CAPITULQO 1 revelaram respostas
nitidas de escolha e preferéncia, partimos para um segundo empreendimento: avaliacdo de
formas mais objetivas de andlise para se detectar escolha e preferéncia.

METODOLOGIA

Em todas as comparagdes que testamos, excluimos o compartimento central, pois

ele era estruturalmente diferente dos demais e permitia ampla visualizacdo dos
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compartimentos adjacentes, além de funcionar como um corredor de passagem entre as
opg¢oes de escolha. Dessa forma, esse compartimento ndo era uma op¢ao de escolha similar
as demais e, além disso, registros de individuos presentes no compartimento central podem
ter ocorrido devido ao fato do animal estar se deslocando de um compartimento a outro.
Porém, nas andlises estatisticas, incluimos esse compartimento como uma opgdo de
escolha do animal, uma vez que o fato do individuo testado estar em um dos
compartimentos dependia do fato dele ndo estar em nenhum dos demais (incluindo o
compartimento central). Dessa forma, nas andlises estatisticas consideramos cinco
compartimentos (opgdes de escolha) como dependentes entre si, embora ndo tenhamos
comparado a freqiiéncia de um desses compartimentos (central) com aquelas dos demais.
Com essa consideracdo, tornamos o teste (Goodman, 1965 - dentro de multinomiais) mais
rigoroso para se aceitar algum efeito. O nivel de significancia foi sempre fixado em 5%.

Os dados que tinhamos para realizar as andlises eram as frequéncias didrias de
visitacdo a cada uma das opgoes oferecidas (compartimentos). A partir desses dados,

testamos as possibilidades de andlises descritas a seguir:

a) Analise dia-a-dia: as frequéncias de visitagio em cada compartimento eram
comparadas entre si (teste de propor¢ao de Goodman), independentemente em cada um dos
10 dias. Quando havia alguma frequéncia significativamente maior que as demais, essa era
considerada escolha nesse dia. Entdo, avalidvamos a frequéncia de dias em que essa op¢ao
era escolhida. Quando a mesma opcdo era escolhida em oito ou mais dias de teste,
consecutivos ou ndo, ela era considerada preferéncia [note que a partir de oito dias, de um
total de 10, j4 existe diferenca na proporcdo de dias pelo teste de Goodman, 1965 — dentro

de multinomiais (8 > 2; 9 >1e 10 > 0)].

b) Analise progressiva das frequéncias acumuladas: Comparidvamos, entre o0s
compartimentos, as frequéncias de visitacdo de cada opcdo de escolha acumuladas ao
longo dos dias (somatério de frequéncias didrias para cada compartimento), sendo os
somatorios das frequéncias calculados em ordem progressiva (do 1° ao 10° dia). Assim,
compardvamos as frequéncias de visitacdo, entre si, do 1° dia; em seguida, compardvamos
as frequéncias de visitagdo, entre si, do 1° dia somadas as do 2° dia; entdo, compardvamos
as frequéncias de visitacdo, entre si, do 1° dia somadas as do 2° e 3° dias e, assim por
diante, até chegarmos ao 10° dia (quando compardvamos as somas das frequéncias de

visitagdo de todos os dias entre os compartimentos). Quando havia alguma frequéncia
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acumulada (somada) significativamente maior que as demais, essa era considerada escolha
nesse dia. Entdo, como no caso anterior, avalidvamos a frequéncia de dias em que cada

opcao era significativamente escolhida.

c) Anadlise regressiva das frequéncias acumuladas: Comparivamos, entre o0s
compartimentos, as frequéncias de visitagdo de cada opcdo de escolha acumuladas ao
longo dos dias, como no caso anterior, porém obedecendo a ordem regressiva (do 10° ao 1°
dia). Assim, comegdvamos pela comparacio entre as frequéncias de visitagdo do 10° dia, e
em seguida famos somando e comparando as frequéncias de visitagcdo entre si em direcdo
ao 1° dia. Novamente, quando havia alguma frequéncia acumulada (somada)
significativamente maior que as demais, essa era considerada escolha nesse dia. Entdo,
como anteriormente, avalidvamos a frequéncia de dias em que cada opgdo era

significativamente escolhida.

d) Analise das frequéncias acumuladas no 10° dia: Compardvamos, entre o0s
compartimentos, os somatdrios das frequéncias didrias calculado apenas no 10° dia, ou
seja, somdvamos todas as frequéncias didrias de visitacdo para cada um dos
compartimentos e compardvamos esses somatorios entre si uma unica vez (no 10° dia).
Neste caso, consideramos como escolha consistente aquela que foi significativamente
escolhida na comparac@o dnica entre esses somatorios. Esta andlise difere do caso “b”
porque ndo avaliamos o nimero de dias da escolha, mas apenas a comparagdo tnica entre

as frequéncias totais de visitacdo nos compartimentos.

RESULTADOS

Um nimero maior de preferéncias foi detectado através das andlises que
compararam frequéncias de visitacdo acumuladas ao longo dos dias em comparacdo com a
andlise dia-a-dia (tabela 5; teste de Goodman, 1964 — entre multinomiais), sendo que a
andlise das frequéncias acumuladas no 10° dia foi a que detectou, significativamente, o
maior niimero de preferéncias (tabela 5; teste de Goodman, 1964 — entre multinomiais).
Assim, a andlise que comparou frequéncias didrias de visitacdo entre os compartimentos
(analise dia-a-dia) subestimou as preferéncias, ou seja, algumas escolhas consistentes nao
foram detectadas como preferéncias (vide item a). J4 as andlises que compararam

frequéncias acumuladas de visitagdo entre o0s compartimentos superestimaram as
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preferéncias (principalmente a andlise das frequéncias acumuladas no 10° dia — vide tabela
5), ou seja, algumas preferéncias detectadas por essas andlises ndo foram escolhas
consistentes ao longo dos dias (vide itens b, c e d).

Tabela S: Cores preferidas pelos peixes testados, detectadas por diferentes formas de
analise, na fase pré-bloqueio (CAPITULO 2)

Preferéncias detectadas nas analises (fase pré-bloqueio)
Peixe Progressiva das Regressiva das  Frequéncias
dia-a-dia frequéncias freqiiéncias  acumuladas no
acumuladas acumuladas 10° dia
1 Vm Vm/Vd Az/Vm Vd/Az/Vm
2 - vd Am vd
3 -—- Vd/Az Vd/Az Vd/Az
4 vd Vd/Az vd Vd/Az
5 Vd/Az Vd/Az Vd/Az Vd/Az/Vm
6 Vm Vd/Az/Vm Az/Vm Vd/Az/Vm
7 Az Az Vd/Az Vd/Az
8 Az Vd/Az Vd/Az Vd/Az/Vm
9 Vd/Az Vd/Az Vd/Az/Vm Vd/Az/Vm
10 -—- Vd/Az Vm Vd/Az/Vm
11 Az/Vm Az/Vm Az/Vm Az/Vm
12 --- Az/Vm Am/Vm Am/Az/Vm
13 - Vm Vd/Am/Vm Vd/Vm
14 Az Vd/Az/Vm Vd/Az Vd/Az/Vm
15 Az Az Vd/Az Vd/Az
16 -—- Vd/Az Vd/Vm Vd/Az/Vm
17 - Vd/Az Vm Vd/Az/Vm
18 Az Vd/Az/Vm Az Vd/Az/Vm
19 - Vd/Az/Vm Vd/Az/Vm Vd/Az/Vm
20 Az Az/Vm Az Az/Vm
21 --- Az Vd/Vm Vd/Az/Vm
22 vd Vd/Az Vd/Az Vd/Am/Az
TOTAL 16* 43 41 57%*
Vm = vermelho; Vd = verde; Az = azul; Am = amarelo; --- = auséncia de preferéncia. *

indica que houve um menor nimero de preferéncias detectado na andlise dia-a-dia do que
nas demais (teste de Goodman, 1964 — entre multinomiais; P < 0,05). ** indica que houve
um maior nimero de preferéncias detectado na andlise das frequéncias acumuladas no 10°
dia do que nas demais (teste de Goodman, 1964 — entre multinomiais; P < 0,05).

a) Analise dia-a-dia: Nesta andlise, a detec¢do das preferéncias foi prejudicada pelos
primeiros dias de teste (peixes 10, 12, 13 e 17), provavelmente por causa do periodo de
ajuste ao novo ambiente (exemplo: tabela 6, cor vermelha), o que acarretou na

subestimativa das preferéncias. Além disso, houve casos (peixes 2, 15, 16, 18, 19) em que
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algumas respostas menos intensas, porém consistentes ao longo dos dias, ndo foram

consideradas preferéncias por esta andlise (exemplo: tabela 7, cor verde).

Tabela 6: Exemplo de uma situacio experimental em que a detecc¢do das preferéncias foi prejudicada pelos
primeiros dias de teste pela andlise dia-a-dia.

Dias de teste

Peixe 10 — o3 4= 5 6 7° 8 9 10°
Neutro 2 1 2 2 0 4 0 0 4 4
Verde 4 6 33 5 0 3 7 15 17 7

Amarelo 3 0 0 0 0 1 19 1 7 3

Azul 98 112 85 13 7 2 8 9 7 4
Vermelho* 13 1 0 100 113 110 86 95 85 102

* para a cor vermelha, houve uma baixa frequéncia de visitacdo nos trés primeiros dias de teste, porém a
partir do 4° dia vemos um aumento nas frequéncias de visitacdo que se mantém até o dltimo dia de teste.
Assim, os trés primeiros dias de teste devem ter sido um periodo de ajuste do peixe ao ambiente. Pelo teste de
Goodman (1965 - dentro de multinomiais; P < 0,05), ndo houve preferéncia pela cor vermelha, uma vez que a
escolha deve se repetir em oito ou mais dias num total de 10 dias de teste para ser considerada,
estatisticamente, como preferéncia por esta andlise. Assim houve uma subestimativa da preferéncia por essa
cor.

Tabela 7: Exemplo de uma situa¢do experimental em que houve frequéncia de visitacdo baixa, porém
consistente ao longo dos dias.

Dias de teste

Peixe 16 — o3 2° 5 & 7° 8  9°  10°
Neuto 24 13 8 8 20 1 4 9 5 13
Verde* 18 38 66 17 34 51 13 21 30 23

Amarelo 10 9 5 5 4 0 2 3 1 2

Azul 57 58 20 80 40 4 14 3 10 3

Vermelho 11 2 21 10 22 64 87 84 74 79

* para a cor verde, houve uma frequéncia de visitacdo considerdvel, embora baixa, mas que variou pouco
ao longo dos 10 dias de teste (contraste com o periodo do 6° ao 10° dia da cor vermelha). Pelo teste de
Goodman (1965 - dentro de multinomiais; P < 0,05), ndo houve preferéncia pela cor verde quando
utilizamos a andlise dia-a-dia. Assim houve uma subestimativa da resposta menos intensa, porém
consistente, dessa cor.

b) Analise progressiva das frequéncias acumuladas: Supervalorizou os primeiros
dias de teste em vdarios individuos testados (peixes 1, 4, 6, 10, 12, 16, 17, 18, 20, 22), pois
os primeiros dias foram sendo somados e comparados ao longo dos dias. Dessa forma, se
em um dos dias iniciais do teste tinhamos, por exemplo, uma alta frequéncia de visitacao
em uma determinada cor que ndo se repetiu nos outros dias, a andlise detectou essa cor

como preferéncia (exemplo: tabela 8, cor azul).
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Tabela 8: Exemplo de uma situacdo experimental em que os primeiros dias de teste foram supervalorizados
pela andlise progressiva das frequéncias acumuladas.

Dias de teste

Peixed — o5 3 a° 5 6 7° 8 __9° _ 10°
Neutro 0 0 0 0 0 4 0 0 1 0
Verde 0 120 120 120 120 114 120 120 108 120

Amarelo 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Azul* 120 0 0 0 0 0 0 0 11 0

Vermelho 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

* para a cor azul, houve uma alta frequéncia de visitagdo no 1° dia de teste, porém a partir do 2° dia vemos
uma queda nas frequéncias de visitagdo que se mantém até o tltimo dia de teste. Pelo teste de Goodman
(1965 - dentro de multinomiais; P < 0,05), houve preferéncia pela cor azul, uma vez que nesta andlise as
frequéncias de visitacdo dos primeiros dias foram somadas as demais ao longo das comparacdes didrias.
Assim houve uma supervalorizagio da alta frequéncia de visitagdo da cor azul no 1° dia, o que acarretou na
superestimativa da preferéncia por essa cor.

C) Analise regressiva das frequéncias acumuladas: Supervalorizou os tltimos dias
de teste em alguns individuos testados (peixes 7, 9, 13 e 21), pois os dltimos dias foram
sendo somados e comparados ao longo dos dias. Dessa forma, se em um dos dias finais do
teste tinhamos, por exemplo, uma alta frequéncia de visitagdo em uma determinada cor que
nao se repetiu nos outros dias, a andlise detectou essa cor como preferéncia (exemplo:
tabela 9, cor verde).

Tabela 9: Exemplo de uma situa¢@o experimental em que os dltimos dias de teste foram supervalorizados
pela analise regressiva das frequéncias acumuladas.

Dias de teste

Peixe 2! — o3 a° s & 7° 8 9 10°
Neutro 0 0 7 3 5 1 0 0 2 0
Verde* 0 0 25 13 4 10 0 112 5 117
Amarelo 0 0 15 3 1 2 0 2 1 0

Azul 120 120 50 87 101 97 120 5 1 2

Vermelho 0 0 23 14 9 10 0 1 111 1

* para a cor verde, houve uma alta frequéncia de visitacdo no 8° e 10° dias de teste, porém nos dias
anteriores vemos uma queda nas frequéncias de visitacdo. Pelo teste de Goodman (1965 - dentro de
multinomiais; P < 0,05), houve preferéncia pela cor verde, uma vez que nesta andlise as frequéncias de
visitagdo dos dltimos dias foram somadas as demais ao longo das comparacgdes didrias. Assim houve uma
supervalorizacdo da alta frequéncia de visitacdo da cor azul no 8° e 10° dias, o que acarretou na
superestimativa da preferéncia por essa cor.

d) Analise das frequéncias acumuladas no 10° dia: Supervalorizou todo e qualquer
dia de teste em varios individuos testados (peixes 1, 4, 6, 7,9, 10, 12, 16, 17, 18, 20, 21 e
22). Como nesta andlise comparamos uma tUnica vez, entre si, as freqiiéncias de visitacdo
de todos os dias somadas, qualquer dia de teste em que tenha ocorrido uma alta frequéncia
de visitacdo em uma determinada cor, sem que esta tenha se repetido nos outros dias, levou
a deteccdo de preferéncia para essa cor (exemplo: tabela 10, cor amarela). Por isso, nesta

andlise, tivemos o maior nimero de preferéncias detectadas (vide tabela 5).
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Tabela 10: Exemplo de uma situagdo experimental em que um dos dias de teste foi supervalorizado pela
andlise das frequéncias acumuladas no 10° dia.

Dias de teste

Peixe 22 — o5 3 a° 5 e 7° 8 _ 9° _ 10°
Neutro 0 0 0 2 1 0 i 0 56 0
Verde 120 0 113 102 81 63 25 120 42 120
Amarelo* 0 0 0 3 0 56 0 0 3 0
Azul 0o 120 7 10 38 0 94 0 19 0
Vermelho 0 0 0 3 0 1 0 0 0 0

* para a cor amarela, houve uma alta frequéncia de visitagdo no 6° dia de teste, porém tanto nos dias
anteriores quanto nos posteriores, vemos uma queda nas frequéncias de visitacdo para essa cor. Pelo teste
de Goodman (1965 - dentro de multinomiais; P < 0,05), houve preferéncia pela cor amarela, uma vez que a
frequéncia de visitacdo do 6° dia foi somada as demais para a comparagdo Unica entre as frequéncias
somadas no 10° dia. Assim houve uma supervalorizacio da alta frequéncia de visitacdo da cor amarela no
6° dia, o que acarretou na superestimativa da preferéncia por essa cor.

Parte 11

Uma andlise visual dos dados obtidos na fase pré-bloqueio do CAPITULO 2
indica que nos primeiros dias de teste houve menor definicdo nas escolhas do que nos dias
seguintes. Como isso pode decorrer do processo de ajuste dos animais a situacdo de teste,
refizemos as andlises da opcdo andlise dia-a-dia, que foi a que melhor identificou as
escolhas e preferéncias, pois ndo superestimou as Ultimas, excluindo-se os dados dos trés

primeiros dias.
METODOLOGIA

Da andlise visual das frequéncias cumulativas do periodo pré-bloqueio dos 22
peixes apresentados no CAPITULO 2, vemos que as distincdes de escolha que comecam a
caracterizar um comportamento linear aumentando com o passar dos dias iniciaram-se, em
média (+ dp), ap6s 3,73 = 1,96 dias (periodo de ajuste ao ambiente de teste - vide exemplos
na figura 15), e que a mediana desses dados foi 4,0. Porém, consideramos que a opg¢do de
excluir os quatro primeiros dias deixava pouca flexibilidade para os proximos dias de
andlise (seis dias seguintes), o que reduziria as andlises de propor¢do dos dias. Assim,
optamos por excluir os trés primeiros dias de teste e refazer a andlise dia-a-dia, pois a
exclusdo dos trés primeiros dias ja reduz consideravelmente o efeito de ajuste dos animais
e possibilita maior periodo para andlise das escolhas posteriores. Além disso, a retirada dos
trés primeiros dias das andlises ndo prejudica a deteccdo das preferéncias em casos onde o

periodo de ajuste ao ambiente é de um, dois, trés ou quatro dias de teste (vide figura 16).
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Assim como descrito na Parte I, aqui o compartimento central também foi
excluido de todas as comparagdes entre as frequéncias, embora tenhamos considerado os
cinco compartimentos como sendo dependentes entre si para aplicacio do teste de

Goodman (1965 — dentro de multinomiais). O nivel de significancia foi fixado em 5%.
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Figura 15: Exemplos de graficos de frequéncias acumuladas de visitagdo onde, visualmente, detectamos o periodo de ajuste dos
individuos testados. A — Houve um periodo de ajuste ao ambiente novo de quatro dias. B — Houve um periodo de ajuste ao
ambiente novo de dois dias. Seguindo o periodo de ajuste, as preferéncias individuais claramente se estabelecem.

A Verde Peixe 1
NS5 STS[S]S]S]S]S > 1 dia de ajuste: "
Peixe 2 ao retirarmos os dados dos 3
B Azul — 2 dias de ajuste: > primeiros dias das andlises,
NMNS{S[S[S[S[S[S]S ficamos com 7 dias onde a cor
foi escolhida
Peixe 3 . .
C Verde —» 3 dias de ajuste:
N STSTS]STSIS]S J
Azul Peixe 4 4 dias de ajuste: ao retirarmos os dados dos 3
D NN N[S[S[S[S[S[S > primeiros dias das andlises, ficamos com 6
dias onde a cor foi escolhida

Figura 16: Exemplos hipotéticos de situacdes onde ha um periodo de ajuste dos peixes ao ambiente novo. Cada “S”
ou “N” representa a escolha ou ndo escolha, respectivamente, em cada um dos 10 dias de teste. A — um dia de ajuste;
B — dois dias de ajuste; C — trés dias de ajuste; D — quatro dias de ajuste. Ao retirarmos os dados dos trés primeiros
dias das andlises, temos um restante de sete dias de teste, situacdo na qual as opgdes escolhidas por seis ou sete dias
sdo consideradas consistentes (teste de Goodman, 1965 - dentro de multinomiais; P < 0,05). Assim, identificamos
preferéncias em todas as situacdes acima.
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RESULTADOS

- Analise dia-a-dia sem os dados dos trés primeiros dias: Ao contrario da andlise dia-a-
dia quando ndo excluimos os dados dos trés primeiros dias de observacdo (Parte I), a
exclusdo dessas observagdes iniciais (periodo de ajuste) ndo prejudicou a detec¢do das
preferéncias (note que na tabela 11 aparecem mais preferéncias na andlise dia-a-dia dos
ultimos sete dias — sem os dados dos trés primeiros dias - do que na andlise dia-a-dia).
Porém, houve casos (peixes 15, 16, 18 e 19) em que algumas respostas consistentes ao
longo dos dias, porém menos intensas, também ndo foram consideradas preferéncias por
esta andlise (exemplo: tabela 7, cor verde).
Tabela 11: Cores preferidas pelos peixes

testados, detectadas por diferentqs formas de
andlise, na fase pré-bloqueio (CAPITULO 2).

Preferéncias detectadas nas

analises (fase pré-bloqueio)

Peixe
dia-a-dia dia-a-dia
(10 dias)  (ultimos 7 dias)

1 Vm Vm

2 - Am

3 — -

4 vd vd

5 Vd/Az Vd/Az
6 Vm Vm

7 Az Az

8 Az Az

9 Vd/Az Vd/Az
10 - Vm
11 Az/Vm Az/Vm
12 - ---
13 - Vm
14 Az Az
15 Az Az
16 -—- Vm
17 - Vm
18 Az Az
19 - ---
20 Az Az
21 - ---
22 vd vd

Vm = vermelho; Vd = verde; Az = azul; Am =
amarelo; --- = auséncia de preferéncia.
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Parte III

Uma vez que na andlise dia-a-dia sem os dados dos trés primeiros dias a detec¢do
das preferéncias nao foi prejudicada pelos primeiros dias de teste e, além disso, esta andlise
ndo superestimou preferéncias, ela foi selecionada e, em seguida, procedemos para o
calculo dos coeficientes de variacdo (CV) das frequéncias de visitagdo dos 10 dias de teste.
O célculo foi feito tanto para escolhas quanto para preferéncias, a fim de identificar
diferencas entre esses dois perfis. O pressuposto nesta proposta é que preferéncias exibam
menor variabilidade ao longo dos dias, comparadas as escolhas. Fizemos tais andlises tanto

para os dados do CAPITULO 1 quanto para os do CAPITULO 2.
METODOLOGIA

Calculamos o coeficiente de variagdo (CV) das frequéncias de visitacdo em cada
opcdo de escolha ou preferéncia para cada grupo de 10 dias de teste. Dessa forma,
pudemos avaliar quanto, proporcionalmente, o desvio se afastou da média das freqiiéncias
didrias de visitacdo. Entdo, comparamos essa variabilidade (CV) entre os casos
considerados escolha e aqueles considerados preferéncia pelo exame apresentado na Parte
IT (anélise dia-a-dia sem os dados dos trés primeiros dias). Nosso foco aqui foi verificar se
os coeficientes de variacdo das escolhas foram significativamente maiores que aqueles das
preferéncias, uma vez que, pelo fato da escolha ndo persistir em longo prazo, esperdvamos
que os desvios em relacdo as médias fossem maiores nas escolhas que aqueles das
preferéncias. Assim, procedemos a comparagdo dos conjuntos de CVs das opcdes de
escolha versus as opgdes de preferéncia em cada grupo de 10 dias de teste. Como esses
valores foram heteroceddsticos (teste F-Max) os valores que apresentaram distribuicdo
normal (teste Kolmogorov-Smirnov) foram comparados por teste t ndo pareado, com a
correcdo Welch, e aqueles que ndo mostraram normalidade foram comparados por teste de

Mann-Whitney. O nivel de significancia foi fixado em 5%.
RESULTADOS

- CAPITULO 1: Para ambas as condigdes de teste (cor ambiental e granulometria

de substrato), os coeficientes de variacdo das escolhas foram significativamente maiores
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que aqueles das preferéncias (tabela 12). Os valores mdximos e minimos dos coeficientes

de variacdo das escolhas e preferéncias sdo indicados na tabela 12.

- CAPITULO 2: Para todas as fases de teste (pré-bloqueio, bloqueio e
pareamento), os coeficientes de variacdo das escolhas foram significativamente maiores
que aqueles das preferéncias (tabela 12). Os valores maximos e minimos dos coeficientes

de variacdo das escolhas e preferéncias sdo indicados na tabela 12.

Independente do capitulo do qual os dados foram analisados, da condi¢do (cor
ambiental ou granulometria de substrato) ou da fase de teste (pré-bloqueio, bloqueio ou
pareamento), os coeficientes de variacdo das preferéncias foram sempre menores que 90 %
(tabela 12), enquanto para as escolhas vemos coeficientes de variacdo de até quase 290%

(embora também tenham ocorrido valores menores que 90% — tabela 12).

Tabela 12: Padrdes de coeficientes de variacdo (CVs) das frequéncias de visitagdo nos
compartimentos segundo classificacdes de escolha (E) ou preferéncia (P).

N Média + dp Mediana Minimo Maximo
CAPITULO 1
Cor ambiental 24
E 82,72 £34,11* --- 36,09 150,92
P 48,80 + 14,60 - 24,88 73, 38
Granulometria 23
E - 67,88%* 27,70 272,41
P --- 47,20 32,07 79,85
CAPITULO 2
Pré-bloqueio 22
E 114,73 £57,91* --- 42,71 287,94
P 59,91 + 14,98 - 31,77 85,52
Bloqueio 22
E 64,49 + 46,29* - 19,61 209,73
P 31,85 +20,70 --- 0 67,95
Pareamento 22
E 34,48 +18,69* - 16,52 83,53
P 16,53 +9,65 --- 1,08 37,19

A comparagdo dos CVs entre escolhas e preferéncias na condi¢iio cor ambiental, fase pré-bloqueio, fase
bloqueio e fase pareamento foi feita por teste t ndo pareado com corre¢do Welch (P < 0,0001, t = 5,40; P
<0,0001, t =5,97; P < 0,005, t =3,03 e P < 0,016, t = 2,81, respectivamente). Na condi¢do granulometria
de substrato, a comparacdo dos CVs foi feita por teste Mann-Whitney (P < 0,007, U = 160). * indica
diferenca significativa entre os CVs das escolhas e aqueles das preferéncias em cada condi¢do (cor
ambiental e granulometria de substrato) ou fase (pré-bloqueio, bloqueio e pareamento). Os valores de CV
sdo apresentados em %.
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DISCUSSAO

Das opcdes de andlise investigadas, vimos que cada uma pode interferir nas
constatacdes de escolha e preferéncia. Delas, a melhor opcdo € a analise dia-a-dia (anélise
das freqiiéncias didrias de visitacdo), excluindo-se os dados dos trés primeiros dias de
observacdo (pois este € um periodo de ajuste do animal ao ambiente de teste),
complementada pela andlise do coeficiente de variacdo (CV) das escolhas e preferéncias.

Em andlises de frequéncias acumuladas de visitagdo, sejam elas aplicadas em
ordem progressiva, regressiva ou por somatérios totais comparados no 10° dia de
observacdo, hd a deteccio de respostas menos intensas, porém consistentes, como
preferéncias, mas pode ocorrer a detec¢cdo de escolhas inconsistentes ao longo do tempo
como preferéncias (vide tabelas 8, 9 e 10). J4 em andlises de frequéncias didrias de
visitacdo, nao hd detecc¢do de escolhas que sdo inconsistentes como preferéncias, porém,
também ndo hd deteccdo de algumas respostas menos intensas como preferéncias (vide
tabela 7), mesmo com a retirada das observacdes dos trés primeiros dias das andlises. Ou
seja, embora analisar sem os dados dos trés primeiros dias de teste, comparando
frequéncias didrias de visitacdo, ndo tenha prejudicado a deteccdo de preferéncias que se
estabelecem apds o periodo de ajuste, ainda hd casos em que preferéncias menos intensas
ndo sdo detectadas.

O fato dos CVs das escolhas serem significativamente maiores que aqueles das
preferéncias (tabela 12) mostra que, nos casos de escolha, a propor¢ao para a qual o desvio
se distancia da média é maior do que em casos de preferéncia. Isso faz sentido, uma vez
que nas escolhas ocorrem frequéncias mais elevadas em apenas um ou alguns dias o que
gera um desvio grande em torno da média. Por outro lado, nas preferéncias as frequéncias
mais elevadas normalmente oscilam pouco ao longo do tempo, o que gera um desvio
menor em torno das médias. Ou seja, os dados da diferenca entre os CVs reforcam a
existéncia dos fendmenos escolha e preferéncia.

Além dessa utilidade geral da andlise do CV, no caso da tildpia-do-Nilo para a
escolha de cor ambiental ou granulometria de substrato, determinamos o limiar de 90% a
partir do qual as respostas sido consideradas escolhas. De fato, nas preferéncias, nao houve
CV > 90%, enquanto que nas escolhas os CVs alcancaram valores proximos a 290% (vide
tabela 12). Com isso, embora ndo possamos diferenciar escolha de preferéncia nos casos de
CV < 90%, a ultrapassagem desse limiar sugere tratar-se de escolha. Notem que tal

decisdo, para se tornar mais sélida, deve vir associada a andlise dia-a-dia executada
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excluindo-se os dados dos trés primeiros dias, agora sim caracterizando um bom sistema de
andlise das escolhas e preferéncias.

Outra implicacdo de nosso estudo é que os melhores resultados sdo obtidos
quando excluimos o periodo de ajuste (no caso das condi¢Oes deste estudo, os trés
primeiros dias). Considerando que a maioria dos estudos de escolha infere preferéncia a
partir de escolhas detectadas em, no maximo, quatro dias (e.g. Ryan, 1980; Godin &
Dugatkin, 1995; Schluter et al., 1998; Schlupp et al., 1999; Gongalves & Oliveira., 2003;
Webster & Hart, 2004; Wolfgang & Birkhead, 2004; Cummings & Mollaghan, 2006; Rios-
Cardenas et al., 2007; Liao & Lu, 2009; Browne et al., 2010), nossos dados indicam que
muitos desses precisem de uma reavaliacdo antes que se usem tais respostas para
propdsitos praticos sobre o bem-estar desses animais.

Neste contexto, recomendamos a utilizagdo da andlise dia-a-dia (andlise das
freqiiéncias diarias de visitagdo) sem os dados dos trés primeiros dias de observacdo para
avaliar a ocorréncia de escolhas e preferéncias. Embora essa andlise ndo detecte respostas
menos intensas como preferéncias, com a sua utilizagdo ndo corremos o risco de detectar
como preferéncias aquelas opc¢des que ndao foram consistentemente escolhidas ao longo dos
dias. Além disso, com esta andlise, a detec¢do das preferéncias nio é prejudicada pelos
primeiros dias de teste (periodo de ajuste ao ambiente). Também sugerimos a comparacao
entre os coeficientes de variacdo de escolhas e preferéncias, pois esta ajuda a confirmar a

existéncia desses dois distintos perfis.
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4 escolhas apenas momentéaneas e também aquelas que sdo consistentes
ao longo do tempo, ou seja, escolha e preferéncia sdo dois fendmenos distintos que devem
ser bem mais complexos do que a forma como vem sendo tratados na literatura. Além
disso, testes que pareiam opgoes de escolha podem forcar o aparecimento de falsas
escolhas e preferéncias. Esses dados sustentam a importancia da aplicagdo de testes de
multipla escolha ao longo do tempo para a determinag¢do das preferéncias. Recomendamos
cautela ao extrapolar as preferéncias de alguns individuos para toda a espécie, uma vez que
neste trabalho a variabilidade de resposta intra e interindividual foi grande. Ademais,
vimos que andlises estatisticas que comparam as frequéncias didrias de visitagdo podem
subestimar preferéncias enquanto andlises que comparam as freqiiéncias de visitagdo
somadas ao longo dos dias podem superestimar preferéncias. Assim, para avaliar a
ocorréncia de escolhas e preferéncias, recomendamos a utilizacdo da anélise dia-a-dia
(andlise das freqiiéncias didrias de visitagdo) sem os dados dos trés primeiros dias de teste
(periodo de ajuste ao ambiente), pois além de nio superestimar preferéncias esta andlise
minimiza a subestimacdo dessas ultimas. Além disso, incentivamos a comparagdo entre os
coeficientes de variagdo de escolhas e preferéncias como complementacdo as anélises de

dados.
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