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Randomisierte Ahnlichkeitsanalyse von Lebensgemeinschaften am Beispiel
von Mesokosmos-Versuchen in der Okotoxikologie

Marita Engels und Hans Toni Ratte

Synopsis

By means of two mesocosm studies, the statistical test method of SMITH (1986) for investigating structural
differences between communities is explained. The test procedure uses a similarity measure for pairwise
comparison of samples drawn from the same and from different communities. The quotient of mean between-
similarity and within-similarity serves as statistical measure which is tested using a probability distribution derived
by a randomized permutation procedure. The method is seen as appropriate for many problems in community
ecology.

multispecies system, similarity, statistical test, plankton community, randomized permutation procedure

1. inleitun

Viele Fragestellungen in der Okologie verlangen, Veranderungen in Lebensgemeinschaften in Raum oder Zeit
kausal zu analysieren und deren statistische Signifikanz aufzuzeigen. Im Sinne der Statistik sind Lebensge-
meinschaften Untersuchungseinheiten, die viele Merkmale (= Organismenarten) besitzen, deren Auspragun-
gen (= z. B. Abundanzen) von mehreren Faktoren, biotischen, abiotischen oder auch xenobiotischen, abhan-
gen. Um auf diese Art multivariater Daten Standardschatz- und Testverfahren anzuwenden, z. B. eine multiva-
riate Varianzanalyse (MANOVA) oder Faktorenanalyse, bedarf es mindestens so vieler Replikate, wie Arten
oder systematische Taxa betrachtet werden (SMITH & MERCANTE 1989, WEBER 1980). Statistische Schét-
zungen und Testungen erweisen sich daher in der Regel als kaum durchfiihrbar, da eine entsprechende Zahl
von Replikaten in den seltensten Fallen vorliegt. Hinzu kommt, daB Haufigkeiten einzelner, insbesondere selte-
ner Arten meist nicht normalverteilt sind.

Als Ausweg werden dann oftmals nur einzelne Arten beriicksichtigt und hierbei univariate parametrische
Schatz- und Testmethoden angewendet (z. B. Varianzanalyse: GIDDINGS & al. 1984, BOYLE 1980, CROSS-
LAND & BENNETT 1984, STEPHENSON & al. 1986; t-Test: LAY & al. 1985). Haufig wird angenommen, Va-
rianzanalyse und t-Test seien robust gegenilber Abweichungen von der Normalverteilung (HELSEL 1987),
was mit dem zentralen Grenzwertsatz der Statistik begriindet wird. Dieser trifft aber nur fiir groBe Stichproben
zu, deren Umfang mindestens 30 betragt. Dariiberhinaus zeigten MONTGOMERY & LOFTIS (1987), daB
z. B. der t-Test nur solange robust gegeniiber Abweichungen von der Normalverteilung ist, wie die iibrigen
Voraussetzungen gegeben sind: Varianzhomognitat und gleicher Stichprobenumfang. Abweichungen von die-
sen Vorausetzungen filhren aber zu einer EinbuBe an Teststarke (HELSEL 1987). Die Anwendung nichtpara-
metrischer Verfahren (z. B. WILCOXON-Rang-Test fir zwei Stichproben (HURLBERT & al. 1972) oder KRUS-
KAL-WALLIS-Test (STACEY & MARCOTTE 1987)) setzen zwar nicht die Normalverteilung der Daten voraus,
doch beriicksichtigen sie nur einzelne Arten. Je komplexer jedoch eine Lebensgemeinschaft strukturiert ist, de-
sto weniger aussagekraftig dirften Tests sein, die nur einzelne Arten beriicksichtigen.

Schatz- und Testverfahren zur Absicherung von Veridnderungen in Lebensgemeinschaften sollten folgenden

Anforderungen geniigen:

- Sie sollten eine zusammenfassende Aussage erlauben dariiber, ob sich die Struktur von Lebensgemein-
schaften zu zwei verschieden Zeitpunkten oder an zwei verschiedenen Orten signifikant unterscheidet,

- sie sollten parameterfrei sein, da Normalverteilung der Abundanz-Daten oftmals nicht gegeben ist,

- sie sollten stark genug sein, um trotz des oftmals geringen Stichprobenumfangs und der Streuung von
Replikaten auftretende Veranderungen abzusichern und

- sie sollten auch eine Priifung erlauben, welche Arten am meisten zur Strukturveranderung beigetragen ha-
ben.
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Fir die genannten Anforderungen und Fragestellungen hat SMITH (1986) ein Testverfahren vorgeschlagen,
das - soweit wir Ubersehen - noch keinen Eingang in Lehrblicher der Statistik gefunden hat. Es soll am Bei-
spiel einer dkotoxikologischen Fragestellung vorgestellt werden, weil es von allgemeinem Interesse fir jene
Okologen sein dirfte, die sich mit der Analyse und dem Vergleich von Lebensgemeinschaften beschiftigen.

2, Mesokosmos- rimente als Beispi

Um das Testverfahren der randomisierten Ahnlichkeitsanalyse zu erlautern, werden die Daten von zwei Meso-
kosmos-Experimenten benutzt, die in je drei kiinstlichen Teichen (Edelstahlbecken von 5m® Volumen) auf
dem Gelénde der Fa. Bayer AG, Leverkusen durchgefiihrt wurden. Die Versuche dienten einer Eignungspri-
fung derartiger Systeme fiir kotoxikologische Tests (eingehend beschrieben in HEIMBACH & al. 1992). Die
drei Systeme sind vor einem Versuch Uber Schleusen miteinander verbunden, so daB identische Startbedin-
gungen hergestellt werden kénnen. Fur die Versuche werden die Systeme durch SchlieBen der Schleusen
voneinander abgetrennt.

Ein erster Jahresgang diente der Priifung, inwieweit und wie lange sich die Lebensgemeinschaften in den drei
gleich behandelten Mesokosmen gleich entwickeln, wenn keine Prifsubstanz appliziert wird (Versuch "Gleich-
entwicklung"). Nur, wenn sich die Systeme iber die Lange einer Testperiode gleich entwickeln, kann bei einer
Substanzprifung ein System als Kontrolle dienen, wahrend in den beiden Ubrigen auf Substanzeffekte gepruft
werden kann. Mit ca. 10 Wochen wurde im ersten Versuch eine fir den angestrebten Zweck geniigend lange
Gleichentwicklung nachgewiesen, so daB im zweiten Versuch der Wirkstoff Cyfluthrin (Insektizid) appliziert
werden konnte (zwei Teiche in unterschiedlicher Dosis, dritter Teich als Kontrolle; Versuch "Insektizidapplikati-
on").

Tab.1: ErfaBte Zooplanktontaxa in den Modellsystemen.

Cladocera: Copepoda:
Daphnia magna Cyclopoidea
Daphnia spec. Nauplii
Bosmina longirostris Copepodid-Stadien

Chydorus sphaericus
Alona affinis

Pleuroxus spec. Ostracoda
Rotatoria: Insecta:

Keratella quadrata Chironomidae

Polyarthra spec. Chaoboridae

Lecane lunaris

Lepadella spec.

Asplanchna spec.

Synchaeta spec.

In mindestens wochentlichen Intervallen wurden Phyto- und Zooplankton-, sowie Benthosproben ausgewertet.
Die Ahnlichkeitsanalyse soll jedoch nur fiir das Zooplankton demonstriert werden, das in 18 Taxa (system. Ein-
heiten) unterschieden wurde (Tab. 1).

3. Auswertung

Um zu prifen, inwieweit sich unbelastete Systeme in Struktur und Dynamik gleich entwickeln oder Abweichun-
gen auftreten, war zunéchst ein quantitatives MaB zu wéhlen, das Gleichheit oder Unterschiedlichkeit von Le-
bensgemeinschaften adaquat reprasentiert. Als geeignetes summarisches VergleichsmaB erwies sich der Simi-
laritatsindex nach STANDER (Gleichung 1, STANDER 1970, zitiert in SMITH 1986), in den relative Haufigkei-
ten eingehen:

SIMl = —ooeooemmmonoeaeaees (1)
wobei Pj: relative Haufigkeit von Art i in Probe j; Pip relative Haufigkeit von Art i in der Vergleichsprobe.
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Die Ahnlichkeitsanalyse ist in Anlehnung an varianzanalytische Methoden (ANOVA) entwickelt worden. Sie be-
wertet die Variabilitat des gewahiten MaBes zwischen den verschiedenen Systemen auf der Basis der Variabi-
litat desselben MaBes innerhalb der Systeme. Im vorliegenden Beispiel wird die mittlere Ahnlichkeit von Pro-
ben aus verschiedenen Systemen (between-similarity, B) mit der Ahnlichkeit von Proben innerhalb eines Sy-
stems (within-similarity, W) verglichen. Fiir die drei Biozénosen wird hierfiir zunéchst eine Ahnlichkeitsmatrix
arstellt, indem alle Proben paarweise Uber den Ahnlichkeitsindex verglichen werden (Abb. 1). Bei Ungleichheit
Jer Biozénosen soliten Proben aus einunderselben Lebensgemeinschaft im Mittel eine héhere Ahnlichkeit auf-
weisen als jene aus verschiedenen Systemen (d. h. W > B)

-
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Abb. 1:  Similarity-Matrix fir die drei Mesokosmen A, B und C; offene Kreise: Between-Similarity W; gefiillte
Kreise: Within-Similarity B.

Als Teststatistik wird der Quotient aus den beiden mittleren Similarities, Lya, = B/W, verwendet. Bei Ungleich-
heit der Biozonosen solite Ly, < 1 sein. Dagegen ist bei nahezu Gleichheit der Biozénosen im Mittel B
gleich W und Lyaa = 1. Entsprechend lauten die Test-Hypothesen (2):

Nullhypothese: B =W 2)
L=BW=1

Alternativhypothese: B < W
L= BW<1

Die Wahrscheinlichkeitsverteilung fiir L unter Gultigkeit der Nullhypothese wird empirisch iiber ein Permutati-
onsverfahren bestimmt: alle Proben werden zufallsgemaB den drei Lebensgemeinschaften zugeordnet. Fiir
die Prufverteilung reichen um die 1000 Permutationen aus. Die Gesamtzahl der méglichen Permutationen er-
gibt sich aus (3).

P =N!/(n{L..nl.ny) (3)

wobei P: Zahl der Permutationen; N: Gesamtzahl der Proben aus allen Systemen; n;: Proben pro System; k:
Anzahl der Systeme, die verglichen werden

Fur jede dieser Permutationen wird B und W sowie ihr Verhaltnis L berechnet (im folgenden bezeichnet: By,.
muter Wpermute UNd Lpermure)- Die auf diese Weise erzeugte Verteilung von Lpermure dient der Bewertung des be-
obachtenen Lgaa. Dabei wirq_ geprift, ob der Mittelwert der Lyemyuee durch dieses Verfahren deutlich gréBer
wird als Lya,, d. h. ob die Ahnlichkeit der Systeme durch das Permutationsverfahren gréBer wird. Treten
durch Permutation keine bedeutenden Anderungen ein, so miissen die Systeme schon vor der Permutation
gleich gewesen sein; dann ist die Nullhypothese richtig. Bei einem Signifikanzniveau von z. B. 5% muB hierfir
das beobachtete Lyar, im 95%-Bereich (= Annahmebereich der Nullhypthese) der Verteilung der Lyermyte lie-
gen. Wenn sich jedoch Lyermye deutlich in Richtung 1 vergroBert hat und Lgaa im 5%-Bereich der Verteilung
(= Ablehnungsbereich der Nullhypothese) liegt, so sind die Systeme erst durch die Permutation "gleich ge-
macht” worden, waren also vorher verschieden. Dies fiihrt zur Annahme der Alternativhypothese. Die kritische
Signifikanzgrenze L, anhand derer Ly, bewertet wird, ist bei einem Signifikanzniveau von 5% und 1000
durch Permutation erzeugten und aufsteigend geordneten Lerme der 50ste Wert.

Es kann das Versténdnis der Ergebnisse erhdhen, zu wissen, welchen EinfluB die einzelnen Arten auf das Er-
gebnis der Ahnlichkeitsanalyse haben. Sie kénnen die mittlere Between-Similarity erhéhen oder senken. Dazu
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berechnet man die Ahnlichkeitsmatrix (Abb. 1) ghpe die betreffende Art und berechnet deren relativen Einflu
inf, nach Gleichung (4).

infi = 100'(84 - B)/B (4)

wobei inf;: relativer EinfluB der Art i; B;: mittlere Between-Similarity ohne Art i; B: mittlere Between-Similarity
aller Arten

4, E ni

Fir die hier zu vergleichenden Systeme standen pro MeBzeitpunkt insgesamt 18 Proben, 6 aus jedem Sy-
stem, zur Verfiigung (n; = 6, N = 18). Nach Formel 3 ergeben sich damit 17153136 mégliche Permutationen,
von denen jedoch nur 1000 zufallig ausgewahlte fur das Verfahren erforderlich waren. Abb. 2a zeigt fur den
Versuch "Gleichentwicklung" die Werte Lgq, Und Ly, fir die Signifikanzniveaus von 5% und 1%, die Abb. 2b
entsprechende Werte fiir den Versuch "Insektizidapplikation®.

Unbelastet entwickelten sich die Systeme bis ca. 8 Wochen nach SchieBen der Schleusen nahezu gleich. Mit
Ausnahme von 2 Terminen lag Ly, Uber den Werten von Ly, und somit innerhalb des Annahmebereichs der
Nullhypothese. Etwa 70 Tage nach Abtrennung der Syteme kam es zu hochsignifikanten Abweichungen der
Struktur, die bis zum SchluB des Experiments bestehen blieben.

Die Insektizidapplikation fiihrte nach 2 Tagen zu einem signifikanten Abfall der Between-Similarity der Syste-
me. Nach etwa 3 Wochen zeigten die Systeme wiederum Ubereinstimmung im Zooplankton. Nach ca. 40 Ta-
gen entwickelten sich die Systeme deutlich auseinander.

Insektizidapplikation b Gleichentwicklung @
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Abb. 2: Werte der Teststatistik L gy, (Symbole) und Ly, (5%, durchgezogene Line; 1%, gestrichelte Linie). Die
Nullhypothese gilt, wenn Ly, oberhalb der kritischen Grenze liegt.
a) Versuch "Gleichentwicklung"; senkrechte gestrichelte Linie: Zeitpunkt der Abtrennung der Systeme.
b) Versuch "Insektizidapplikation”; senkrechte Linie: Zeitpunkt der Abtrennung der Systeme und der
Insektizidapplikation.

5.  Diskussion

Zunachst muB darauf hingewiesen werden, daB die Signifikanzaussagen des Tests strenggenommen nur fir
den jeweils betrachteten Probenzeitpunkt gelten. Bei einer Aussage iUber den Gesamtzeitraum des Experi-
ments anhand des vorgestellten Tests wirde die gewahlte Irtumswahrscheinlichkeit iiberschritten. Die Erwei-
terung auf einen multiplen Test wiirde bedeuten, daB bei einem multiplen Signifikanzniveau von z. B. 5% sich
das Niveau fir die Einzelvergleiche auf Werte < 5% erniedrigen wiirde. Hierdurch wiirden die Einzeltests kon-
servativer reagieren, d. h. es wirde die Gleichheitshypothese (Nullhypothese) langer beibehalten. Diese Be-
trachtung hat jedoch keine negativen Auswirkungen auf die im Folgenden gezogenen Schliisse.

Weiterhin kénnten Probleme darin gesehen werden, inwieweit nicht die Wahl des AhnlichkeitsmaBes das Test-
ergebnis beeinfluBt. Natirlich héngt die biologische Interpretation der Ergebnisse von der Wahl des Similarity-
Index ab. Die Anwendung und Eignung der verschiedene MaBe kann hier jedoch nicht diskutiert werden (vgl.
hierzu z. B. SNEATH & SOKAL 1973, HELLAWELL 1978, LAMONT & GRANT 1979, HADJU 1981, oder An-
wendungsbeispiele von TUCHMAN & BLINN 1979, JOHNSON & MILLIE 1982, SMITH 1986). Die statistische
Interpretation durch den Test durfte allerdings davon weniger betroffen sein: Anlage des Tests und die gewahl-
te Teststatisik lassen vermuten, daB der Test relativ robust sein diirfte und unabhangig vom Similaritatsindex
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zu nahezu gleichen Aussagen kommt, denn die TestgroBe L wird immer aus dem Yerhdltinis der gewihlten In-
dices (B/W) gebildet und es gehen keine absoluten Differenzen ein. Als Bestatigung dieser Annahme kann
eine Testung derselben Daten mit dem STEINHAUS-Index (LEGENDRE & LEGENDRE 1987) angesehen wer-
den, der absolute Haufigkeiten benutzt. Der Wert dieses Index unterlag zwar deutlicheren Schwankungen, da
die absoluten Haufigkeiten seltenerer Arten starker schwanken als die relativen. So fielen die Werte der Wit-
hin-Similarity mit etwa 0,6 bis 0,8 gegeniiber 0,8 bis 1,0 beim STANDER-Index deutlich niedriger aus, Tests
mit dem STEINHAUS-Index flihrten jedoch zu den selben Schliissen wie die vorgesteliten Tests. Entsprechen-
des war auch bei der Verwendung von Biomassen, die mit dem STANDER-Index ebenfalls berechnet werden
konnen, festzustellen. Hierbei trat der Effekt auf, daB Organismen relativ hoher Biomasse (in unserem Fall
Daphnia magna) wegen ihrer allgemein geringeren Haufigkeit und des damit verbundenen Stichprobenfehlers
eine deutliche Reduktion der Within-Similarity hervorrufen. Generell bewirken jene MaBe, welche die Within-Si-
milarity erniedrigen, daB biotische oder xenobiotische Effekte statistisch schwieriger abzusichern sind, da die
Between-Similarity auf der Basis der Within-Similarity bewertet wird. Ein Nachteil der Permutationsmethode
besteht allerdings darin, daB die GroBe des Unterschieds zwischen mittlerer Between- und Within-Similarity
nicht mit bewertet werden kann. Dies kann dazu filhren, daB unwichtige kleine Unterschiede in der Similaritat
genau so stark bewertet werden wie groBe Unterschiede. In jedem Fall sollte der Betrag des Unterschieds
zwischen Between- und Within-Similarity bei einer Interpretation mitberiicksichtigt werden.

Wie alle statistischen Tests, so beweist auch dieser Test nichts: die als signifikant ausgewiesenen Systemun-
terschiede miissen nicht durch biologisch signifikante Kausalitaten hervorgerufen worden sein. Dies muB eine
Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigen. So messen wir den Unterschieden am 85. und 105. Tag im Ver-
such "Gleichentwicklung”, wo jeweils einmalig eine Signifikanz aufgezeigt wurde (Abb. 2a), keine biologische
Bedeutung zu (vgl. die Betrachtung zu Beginn dieses Abschnitts). Bei mehrmaliger Anwendung des Test kann
das seltenere Ereignis auftreten, da3 die TestgroBe im Ablehnungsbereich der Wahrscheinlichkeitsverteilung
liegt, obwohl die Nullhypothese richtig ist (a-Fehler). Andererseits kdnnen unerhebliche Gangunterschiede der
Populationsdynamik, wie sie bei nicht exakt zeitgleichen exponentiellen Anwachsphasen nach Populationszu-
sammenbriichen auftreten, dazu fithren, daB zu einem betrachteten Zeitpunkt gelegentlich gréBere Abundan-
zunterschiede festgestellt werden. Diese sind aber meist nur kurzzeitig und miissen nicht auf grundsétzlichen
Strukturunterschieden der Lebensgemeinschaften beruhen.

Im Gegensatz dazu sind die Strukturunterschiede nach dem 120. Tag hochsignifikant und Uber den Rest der
Versuchszeit nachweisbar. Die biologische Ursache lag in einer unkontrollieten und ungleichen Entwicklung
von Makrophyten, die aus dem Sediment keimten. Als fiir diese Systeme zu groBe Organismen beeinfluBten
sie offenbar das Milieu fiir die Algen - und sekundar die Nahrungsgrundlage fiir die Zooplankter - in den drei
Systemen unterschiedlich. Dies fihrte zu dem SchluB, daB bei Einsatz dieser Systeme in 6kotoxikologischen
Tests Makrophyten ausgeschaltet oder kontrolliert werden missen.

Im Versuch "Insektizidapplikation" (Abb. 2b) lieBen sich fur etwa drei Wochen signifkante Strukturunterschiede
aufzeigen. Durch eine selektive Dezimierung der Crustaceen kam es zu einer Dominanz der Rotatorien. Nach-
dem die Wirkstoffkonzentrationen infolge von Abbauvorgangen die fiir die Crustaceen kritischen Effektkonzen-
trationen unterschritten hatten, stellte sich die alte Strukturilbereinstimmug wieder ein. Nach dem 50. Tag rie-
fen unterschiedlich aufkeimende Makrophyten wiederum Divergenzen hervor.

Zusammenfassend erfiillt die randomisierte Ahnlichkeitsanalyse die eingangs genannten Anforderungen an
ein fur die Analyse von Strukturveranderungen in Lebensgemeinschaften geeignetes Testverfahren. Auch der
EinfluB einzelner Arten kann untersucht werden (siehe Gleichung 4). Das Verfahren bietet auBerdem den Vor-
teil der Einfachheit und guten Durchschaubarkeit. Der Permutationsalgorithmus 148t sich einfach auf jedem
PC programmieren. Das Verfahren kann sowohl fiir Biomasse- als auch fir Strukturdaten angewendet wer-
den, deren Veranderungen z. B. infolge biotischer und xenobiotischer Einfliisse statistisch abgesichert werden
sollen.
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