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Kompendium 3 - Statistik och experimentdesign

Anvandningsomraden

Med t-test kan man testa om det & sannolikt om tva stickprov kommer fran sammaeller

tvaolikapopulationer. De flesta fragestdlningar kréaver dock betydligt mer komplicerade

observationer eller experiment an bara en jamforelse mellan tva stickprov. Exempel pa

mer komplexa situationer ar:

1. Fler antva grupper som skajamforas, d.v.s. en faktor har fler an tvanivaer, t.ex en
jamférelse av forekomsten av en makroalg mellan tre lokaler (Fig. 1a).

2. Nar man vill understka pa vilken rumskala variationen ar storst genom att ta stickprov
ordnade i en hierarkisk struktur med succesivt minskande skala. Figur 1b visar ett
exempel med tre hierarkiska nivaer.

Fig. 1. lllustrationer av anvandningsomraden for ANOVA inom ekologi.

3. Nér man vill undersoka hur flera faktorer paverkar en variabel tillsammans, t.ex.
salinitet och temperatur. En sadan studie kan svara pa om det finns synergistiska eller
antagonistiska effekter mellan olika faktorer (Fig. 1c).

For att 16sa ovanstéende problem maste man anvanda andra analysmetoder an t-test. En

kraftfull statistisk metod som ger oss dessa mgjligheter & variansanalys (eng. analysis of
variance= ANOVA).
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Enfaktors variansanalys (ANOVA)

Om vi har fleranivaer i en faktor, t.ex. tre salthalter, skulle vi kunna gératre parvisat-
tester mellan allanivaer. Det finns tva problem med detta:

1. Det blir snabbt mangajamforelser nar antal nivaer vaxer.

2. Vi gor ossskyldigatill ett alt storre Typ I-fel med 6kande antal jamforel ser.

Antal nivaer | Antal jamforelser (k) Typ 1-fel, 1-(1-a)kK
2 1 0.05

3 3 0.14

5 10 0.40

10 45 0.90

15 105 0.995

Det har problemet 16ste Ronald Fisher i bdrjan pa 30-talet. Han borjade med ett antal
stickprov (se Fig. 2) och stéllde upp noll-hypotesen att 1 = 2 = u3 = ....H4j. Omistédlet
noll-hypotesen &r falsk &r stickprovens medelvarden olika p.g.a. en behandlings-effekt
med storleken A1, A,...Aj (Fig. 2). Under noll-hypotesen, Ho, géller att: A12= A2 =
Az2=...Ai2=0¢dler, S Aji2=0. For aternativhypotesen galler att: S Aj2>0

Logik bakom variansanalys

Hp =sann Ho = fask
/]
i "7&1"' M1
_ﬁl %_
M, A,
3 M3 A.
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_L% __Al
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Under Hy: S A' =0
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o M
Test statistika: F= —A
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MS, esiual skattar: s

Fig. 2. Schematisk illustration av fordelningar nar Hq ar sann respektive falsk.
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Det fina hér &r att jamforelsen blir ensidig. Vi behtver egentligen bara berékna faktorns
effekt, d.v.s. SA2 och se om den & storre n vad som kan forvantas under Ho.
Problemet & ju bara att vi inte kan skatta A utan vidare eftersom det till variationen p.g.a.
faktorns effekt A ocksa adderas den variation som finns mellan observationer inom en och
sammaniva, d.v.s mellan replikaten. Vi kan liksom vid regressionsanalys uttrycka
problemet som en linjér modell.

Xij=H+Aj+ g
Fragan & om A foklarar tillrackligt av variationen i x i forhallande till residual-variationen,
gj, inom grupperna (nivéerna). Hur kan vi dajamforavariationen p.g.a Aj och g;?
Forloppet illustrerasi flera steg:

X
o ----- a C.
& - -- A
.- 1
.____
_. -
-___‘ - -
Y - - A2
-__.' R
T T T T T T T T T T T T
X
)_(1
b.
X2

| | | | | |
Fig. 3. lllustration av innebdrd av SS for olika variationskallor. Se text for ytterligare detaljer.

1. Ett métt pa den totala variationen mellan observationerna & deras avvikelse mot det
gemensamma medelvardet. Vi kallar dennaden totala SS S(xij - X )2 (Fig. 3a).

2. Den totala SS bestdr av variationen p.g.a. av Aj och gj. Variationen p.g.a. ejj fés
genom att summera alla avvikelser mot respektive stickprovs medelvarde S(xij - X 2.
Vi kallar denresidual SSeller error SS (Fig. 3b).

3. Nu kommer vi till den variation som forklaras av faktor-effekterna A;. Dennakan fas
genom subtraktion av residual SSfran total SS (Fig. 3c). Den kan ocksa beréknas
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som summan av de kvadrerade avvikel serna mellan gruppernas medelvérde och det
totalamedelvardet S(X - X )2. Vi kallar dennasummafor SS mellan grupperna.
Denna summa ska dessutom multipliceras med stickprovets storlek (antal replikat).
Varfor? Jo det & for att SS mellan grupperna skavarai samma"vauta' som de 6vriga
sAatt de gar att jamfora. Vi kan se dettaom vi forst antar att Hg & sann och de olika
grupperna har samma sanna medelvérde (véanster i Fig. 2). P.g.a icke-
representativitet kommer de skattade medelvarden att avvikandgot. Nér vi beraknar
summan av avvikelsernaav de olika X | mot det totala medelvéardet, vad &r det vi skattar

n-1) s?
da egentligen? Kom ihdg centralvardesteoremet! Det &r jui §alvaverket (0D s r), 5
) SSresidual . N . . .
vilket skattasav = . Det innebdr att om vi multiplicerar dennakvantitet med

nsafar vi SSresidual; det & precisvad vi vill. Det innebér att om allaAj & 0 kommer
n* SS mellan grupperna ocksa att skatta SS residual .

4. Nu borjar vi bli klarafor analysen av variationen i véra data enligt modellen ovan. Vi
skriver upp allavariationsbidrag:

Bidrag SS df MS M S skattar
] SS, nS A2,
Meéllan grupperna (Faktor A) S(Xi-x)2 al =1 S%et 57
SS
Residual (inom grupperna) S(xij - X )2 an-a an—fgs s2e
Totd S(xijj - X )2 an-1 iﬁfit

Nésta steg &r att bilda ett variationsmétt som & oberoende av stickprovsstorleken. Det
gors genom att dela SS med antalet frihetsgrader, vilket ger det som kallasfor MS (eng.
mean square). Detta dr analogt med en vanlig varians med den skillnaden att vissaM S
skattar fleravarianser. Vi skriver ocksaut till hdger i tabellen vilkavarianser M S skattar.
Antalet frihetsgrader fas genom att ta det antal kvadrerade avvikelser som varje bidrag ar
baserat pa och minska detta med antalet oberoende skattade parametrar som behovs for att
berékna avvikelserna.

Vi & nu redo att jamfora vara varianskomponenter och testafor en signifikant effekt av A.
Vi skapar en statistika, F, genom att bildaen kvot mellantvaMS. Den relevanta F-
kvoten for test av eventuell effekt av faktor A &r att delaMSa med MSyes  Principen nér
man forsoker hitta den relevanta F-kvoten &r att namnaren skainnehdlaalla
varianskomponenter som i tdjaren, utom den man & intresserad av testa effekten for. Vi
ser att under Hg forvantas F-kvoten vara 1, medan en effekt p.g.a. A maste cka F.
Frégan &r hur stor F maste vara for att det ska vara osannolikt att taljare och namnare
skattar sammavarians, d.v.s. att vi skaférkastaHg. | tabeller finns fordelningen av F
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som & beroende av antalet frihetsgrader i bade téjare och ndmnare. Har kan man bedéma
med vilken sannolikhet en funnen F-kvot bor ledatill forkastande av Ho eller g.

Antaganden for variansanalys

1. Normalitet. Somi al parametrisk statistik krévs &en hér egentligen att stickproven
ska komma fran sanna populationer som & normalfordelade. | praktiken har det dock
visat sig att variansanalys & ganska okandigt for avvikelser fran normalfordelning.

2. Homogena varianser (homoscedasticitet). Avvikelser fran kravet att de sanna
populationernaendast fér skiljasig a i sinamedelvarden och intei sinavarianser &
betydligt allvarligare. Testar man stickprov som kommer ur populationer med mycket
olika varianser kommer man att gora ett typ I-fel av okand storlek. | korthet kan ségas
att F-tabellernainte langre ger de korrekta kritiskaF. Man bor déarfér alltid forst testa
Ho att varianserna ar likamed t.ex. Cochrans' test:

_ max(s?)
~ S(s?

Maste Hy forkastas kan man inte anvanda en parametrisk variansanalys. En majlighet
&r att sk. transformera sina data pa ett sadant sétt att varianserna stabiliseras (blir mer
lika).

3. Oberoende observationer. Som vi redan berort maste varje stickprov innehdla
obereonde observationer. Detta & mycket viktigt. Ett beroende har i almanhet helt
of drutsdgbara konsekvenser och varje analysblir tveksam. Detta & det absolut
vanligaste felet i vetenskapliga studier. Négra exempel pa beroende:

Inom en niva Krabbor i ett akvarium stimulerar varandras fodoaktivitet vilket minskar
variationen i aktivitet mellan individerna.

Mellan nivaer: | ett faltexperiment manipuleras ytor genom att ta bort predatorer.
Kontrollytor [amnas omanipulerade. Under predationsforsoket sker helatiden en
aterkolonisation av predatorer fran angransande omraden. Tyvérr, ligger experiment-
och kontrollytor sa tétt ihop att ménga av de predatorer som vandrar in i
experimentytorna kommer fran kontrollomradet. Vad som sker i experiment- och
kontrollytor & inte l&ngre oberoende av varandra. Effekteni dettafall & en
underskattning av effekten av predatorer.

4. | deflestafall bor man ocksasetill att man har lika manga observationer (replikat) i
allagrupper, en sk. balanserad analys. Obalanserade data kan ge upphov till olika
dlvarligafel, framst vid analyser med flerafaktorer (se nedan). Dessutom &r alla
balanserade analyser mer robusta mot heterogena varianser.
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Multipla jamfoérelser (" Multiple-comparisons”, " a posteriori-test")

| en ANOVA testades om det fanns en skillnad i antalet fangade byten mellan 5
predatortétheter. F-kvoten blev storre an den kritiska och Ho, att det inte fanns ndgon
skillnad mellan behandlingarna, forkastadesvid a = 0.05. Vad sager da detta? Jo,
endast att det finns en signifikant effekt av faktorn Predatortdthet, d.v.s. att antalet
fangade byten beror pa hur manga predatorer det finns. Anovan sager inget om vilka av
de 5 nivaerna (tétheterna) som skillde sig &. Ar man intresserad av mer detaljerad
kunskap om vilka nivaer som skiljer sig & kan man utfra s.k. "multi-comparison tests".
Ett vanligt sddant test ar Student-Newman-Keuls test (SNK) som innebér en stegvis,
parvisjamforelse mellan alanivaer. Multi-comparison test har alltid lagre statistisk styrka
an Anovan. Det hander darfor ibland att man far en signifikant effekt av en faktor, meni
t.ex. ett SNK-test finner man ingen signifikant skillnad mellan nivaerna.

Hierarkisk (" nested") ANOVA

Exempel 1 - Bottenundersokning

Vi introducerar nu variansanalys med fler 8n en faktor. Entyp av experiment eller
stickprovsprogram bestar av flera faktorer ordnade hierarkiskt. Detta & vanligt nér man
med stickprov vill undersbka om det finns en skillnad mellan olika platser. Vi borjar att
ge ett exempel paen felaktig design for en sadan stickprovsanalys. En undersokning
utfores for att tareda paom antalet havskréftor skiljer sig & mellan inre och yttre
Skagerak. Pa2 dumpmassigt utvaldalokaler i yttre och 2i inre Skagerak stoppar vi
béten och tar 5 hugg pavarje stélle. Materialet sdllas och réknas. Nér vi sedan testar Hg
att det inte & nagon skillnad mellan yttre och inre Skagerak gor vi en variansanalys med
10 replikat i varje grupp:

X X X X

Inrelokal 1 | 10| Inreloka 2 15 | Yitreloka 3 27 | Yttrelokad 4 38

Inrelokal 1 | 23| Inreloka 2 38 | Yttreloka 3 18 | Yitrelokal 4 49

Inrelokal 1 | 45| Inrelokal 2 18 | Yttreloka 3 35| Yttreloka 4 53

Inrelokal 1 | 12| Inrelokal 2 25 | Yttrelokal 3 19 | Yttrelokal 4 37

Inrelokal 1 | 21| Inreloka 2 20 | Yttreloka 3 24 | Yttrelokd 4 48




Foljande medel varden kan berdknas:
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Inrelokal 1 Inrelokal 2 Yttrelokal 1 Yttrelokal 2
X |okal 22.2 23.2 24.6 45
X inrelyttre 22.7 34.8
X total 28.7

F-kvoten mellan M Sskagerak fOr inrefyttre Skagerak och M Seggual blir héar 5.2 med 1 6ver
18 frihetsgrader vilket & storre &n det kritiska F pa4.4. Alltsa forkastas Ho.

Men, s& som stickproven &r tagna & det ologiskt att dra slutsatsen att det finns en skillnad
mellan inre och yttre Skagerak. Varfor? Problemet & att de fem huggen pavarje plats &
beroende. Alla 10 huggen i inre Skagerak var inte obereonde utplacerade utan hamnade i
tva oberoende grupper. Vi har dltsdinte 1 dver 18 frihetsgrader i testet utan bara 1 Gver
2. Nu har den statistiska styrkan sjunkit i vart test och Hg kan inte langre forkastas. |
dettafal var dltsdinte varje hugg ett aktareplikat utan ett pseudoreplikat. Vilken var da
den rétta dutsatsen i den forstatesten med alla hugg som pseudoreplikat? Jo, fokastandet
av Ho berodde pa att lokal 4 skiljde sig kraftigt fran de 6vriga. Den rékadeliggai yttre
Skagerak men det enda man kan sdga &r att det finns skillnader mellan lokaler.

Oftatar man prover pa det sétt som beskrivits ovan men man & da medveten om att det
finns tva rumsliga faktorer, en storskalig som beskriver skillnader mellan inrefyttre
Skagerak, och en smaskalig faktor som beskriver skillnader mellan lokaler. Pa detta sétt
kan man fa en hierarkisk serie av faktorer som beskriver variation paallt mindre
rumskalor. Man séger att faktorn lokal ligger under faktorn Skagerak, eller att lokal &
nestad under Skagerak, ofta betecknat med en parentes |okal (Skagerak). En linjar modell
av exemplet ovan kan nu skrivas som:

Xijjk = W+ Skagerak; + Lokal (Skagerak)j(i) + &ijk

och analysen blir:

Bidrag SS df MS F MS skattar

nbS A2
Skagerak (A) 732 1 732 1.4 S% +ns?ga)+ — T
Lokal (B(A)) 1043 2 521 5.6 s2e +nsZ()
Residual 1492 16 93 s2e
Total 3267 19

Notera att rétt F-kvot for Skagerak fas genom att delaM Sskagerak Med MSokal. Felet vi
gjordei borjan var ekvivalent med att testa M Sskagerak OVEr M Sesigua. NU kan man
ocksa se fordelen med en nestad ANOV A eftersom den ger méjlighet att dela upp
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variationen paolikarumskalor. Lokal forklarar har en signifikant del av variationen. En
studie som syftar till att undersoka skillnader i olika geografiska omraden kan vinna
mycket pa att i ett pilotskede inkludera flera hierarkiska faktorer. Pasaviskan man
undersoka vilka rumskalor som forklarar den storsta variationen. Med sadan information
kan sedan ett effektivt stickprovsprogram utformas som ser till att stickproven fordelas pa
de skalor dar man har mest variation.

Exempel 2 - Akvarieexperiment

Aven i experiment finner man ofta hierarkiska faktorer. | ett forsok undersoks om fiskar
tillvéaxer olika bra beroende pavilken fodade far. Experimentet omfattar tre akvarier som
far diet 1 och tre akvarier som fér diet 2. | varje akvarium finns fem fiskar som végs fore
och efter experimentet. Variationen i viktforandring efter experimentet anayseras enligt
modellen:

Xijk = W+ Dietj + Akvarium(Diet)ji) + &ijk

Med modellen har man visat att man forstétt att akvarium ar den oberoende
experimentenheten och att varje fisk &r ett pseudoreplikat eftersom de fem fiskarnai varje
akvarium inte utgor oberoende stickprov. Pasamma sétt som i bottenundersokningen
ovan kan man identifiera tva faktorer som kan forklara variation i tillvaxt, Diet och
Akvarier, dar Akvarier & nestad under Diet. Residualvariationen &r den oforklarade
variationen mellan fiskar i samma akvarium. Schematiskt kan man se hur Anovan
fungerar i Figur 4.

Bidrag SS df MS M S skattar

_ nbS AZ;
Diet al s%+ns?ga)+ a1l
Akvarier(Diet) ab-a S2e +nsZ()
Residual abn-ab S2
Total abn-1

Genom att skriva ut vilka variationskomponenter som M S skattar ser man tydligt hur de
relevanta F-kvoterna ska bildas. F-kvoten for Diet blir M Sgie M Sakvarier 0Ch F-kvoten
for Akvarier blir M Sqvarie/M Sesidua- En signifikant effekt for Akvarier betyder att olika
akvarier med sammadiet gav olikatillvaxt, vilket kan indikera att det & négot med
forsoksuppstallningen som inte & bra. Kanske vissa akvarier stér paen utsatt platsi
forsoksrummet, kanske har man inte fordel at fiskarna lumpmassigt mellan akvarierna.
Ett exempel pa det senare & om man plockar upp fiskar frén ett lagringsakvarium till sitt
experiment och fyller pamed fiskar akvarium for akvarium. Troligtvis hamnar da de
doaste fiskarnai det forsta och de piggaste i det sista. Hur bdr man goraistéllet (fundera
galv)?
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Fig. 4. Schematisk bild av olika utfall vid test av hypoteser med nestad ANOVA.

Om akvarier inte skiljer sig & och forklarar en liten del av variationen jamfort med
residual-variationen kan man eventuellt [aggaihop SSfor Akvarier och Residual och bilda
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enny, sk. "pooled”, MS genom att dela med summan av frihetsgraderna for Akvarier
och Residual. Né&r nu effekten av Diet testas 6ver den "poolade” M S 6kas antal et
frinetsgrader i testet vilket ger en 6kad statistisk styrka, d.v.s. en 6kad mojlighet att
upptacka en skillnad.

Varfor nestade faktorer?

Det finnsflera skd till att uforma experimentet med en nestad faktor som i exemplen

ovan.

1. Man kanske har ett begransat antal akvarier men istéllet for att tillséttaen fisk i varje
akvarium véljer man att tillsdtta fler fiskar som ger majlighet att undersoka om olika
replikat varierar mycket. Stor variation mellan replikat indikerar att det finns andra
icke identifierade faktorer som paverkar variationen i experimentet, och man kanske
maste modifera utformningen av experimentet.

2. | adlmanhet har man begrénsade resurser (tid, pengar) nér man utfor experiment. |
exemplet ovan finns en kostnad for att analysera varje fisk och en kostnad for att hlla
igang varje akvarium. N& man kan dela upp variationen i flera nestade faktorer kan
man gora en s.k. "cost-benefit" analys. Frégan & har om man ska ha manga akvarier
med en fisk i varje éler fa akvarier med mangafiskar. Svaret beror paden relativa
kostnaden mellan fiskanalys och akvariehantering, samt den relativa variationen mellan
fiskar och mellan akvarier. Man kan visa att fér en begransad kostnad, C, blir antal
akvarier per behandling, b, och antal fiskar per akvarium, n:

__C A [ CoS%
b - Cb+nCn n= Cn SZB(A)

dar Cp ar kostnad per akvarium, Cp, & kostnad per fisk, SZB(A) ar variationen forklarad
av akvarier och s2 & residual variationen (mellan fiskar i samma akvarium).

Anvénder vi ekvationerna ovan for att gora en " cost-benefit"-analys for exemplet med
bottenundersokningen kan det se ut pa foljande sitt. Vi har 100000 kr till férfogande.
Att analysera ett bottenhugg tar ca 1 dag eller 1000 kr i I6nekostnad. Att besdkaen ny
lokal tar ca3 hi béttid vilket kostar 3000 kr. Frén pilotstudien ovan ser vi att s2
(mellan hugg) & 93 och SZB(A) (mellan lokaler) & 86. Enligt ekvationen ovan skavi
besoka ca 20 lokaler och ta 2 hugg pavarje. Eftersom vi har tvanivaer av den fixerade
faktorn inre/yttre blir det totalt 10 lokaler i inre Skagerak och 101 yttre.

10
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ANOVA med ortogonal faktorer

Vi har sett hur man kan inkludera nestade faktorer under varandra. | allméanhet betyder
inte de olikanivéernai den nestade faktorn ndgot sarskilt. Det & bara en annan lokal eller
ett annat akvarium. Syftet & inte att t.ex. se hur ett visst akvarium med en viss diet
paverkar tillvaxten. Istallet vill man undersoka hur mycket tillvaxten varierar beroende pa
att man méter i olika akvarier. Den beskrivningen stéammer ju brain paen sumpad
faktor, och nestade faktorer &r altid dumpade. En nestad faktor utmérker sig pa
ytterligare ett sétt. | exemplet med akvarieforsoket sa finns varje nivaav faktor Akvarium
barai en nivaav Diet; ett akvarium kan ju bararepresenteraen nivaav diet. Nu skavi
borjainkluderaflerafaktorer dar varje nivai en faktor finnsi varje nivaav en annan, eller
med andra ord alla kombinationer av faktorerna a med.

Oftavill man testa hur effekten av en faktor paverkas av effekten av en annan faktor.
Enda séttet & att inkludera alla kombinationer av de bada faktorernai en sk. ortogonal
design. En statistisk metod som klarar experiment med flera ortogonala faktorer &
ANOVA. Det finnstvaviktiga saker att vinnamed att analysera flera faktorer samtidigt:
1. Storre statistisk styrkap.g.a. fler frihetsgrader i analysen.

2. Man far information om interaktioner mellan faktorer.

Vi startar med ett konkret exempel. Man 6nskar undersoka hur dverlevnaden hos en
mussla paverkas av temperatur och salinitet. Baserat pa kunskap om de naturliga
forhallandena den lever under bestéammer man sig for att studeratva nivaer av temperatur,
10° och 20°, och tre nivaer av salinitet, 20%o, 25% och 30 %.. Vi borjar med att stélla upp
en linjar modell for hur variationen i 6verlevnad kan ténkas forklaras.

Xijk = U+ Tj+ 5+ T*Sj + gjk
Variansen har har delats upp pa variation som forklaras av en éndring i temperatur, T, en
andring i salinitet, S, en eventuell interaktion (synergi/antagonism) betecknad med T* S,
och dutligen en oférklarad variation mellan individer gjk. Vi anser att bade temperatur
och salinitet &r fixerade faktorer eftersom vi skulle havalt samma nivaer om vi gjort om
experimentet. Resultatet frén experimentet kanske ser ut somi Figur 5.
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Fig. 5 Resultat frdn experiment med tva faktorer.

En variansanalys stélls upp enligt:

Bidrag SS df MS M S skattar
nbS AZ;

Temperatur (A) al %t 51
naS B2

Sdlinitet (B) b-1 S2%+—p1—
nS ABJji

A*B (@D(b-1) S%+ D)

Residial ab(n-1) s2

Total abn-1

Né&r man lyckats hérleda vilka varianskomponenter som M S skattar & det |&tt att bilda F-
kvoter for test av effekten av temperatur, salinitet och interaktionen dem emellan.

Tvaintressanta aspekter belyses tydligt med denna ortogonaa 2-faktors Anova, okning av
den statistisk styrkan och test av interaktionen. Vi ser att testet for temperatur sker genom
att bildaen F-kvot mellan MSt/M Segqua med a1 dver ab(n-1) frihetsgrader. Det faktum
att temperatur analyseras samtidigt som salinitet gor alltsa att testet for temperatur far b
ganger fler frihetsgrader i namnaren. Den statistiska styrkan for test av faktorn temperatur
Okar hér betydligt. Anledningen &r givetvis att for testet av temperatur ovan sa finns det
b*n replikat for varje niva av temperatur istdllet for baran replikat om salinitet inte hade
inkluderatsi analysen. Som namnts ovan &r detta faktum ett starkt skal varfér man bor
analyseraflerafaktorer samtidigt.

Mgjligheten att analyserainter aktioner, dvs om effekten av en viss faktor paverkas av
en annan faktor utgor kanske den stérsta styrkan med ANOVA. Sérskilt i biologiska
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system med komplicerad dynamik &r interaktioner mycket vanliga. Ingen annan statistisk
analys ger sammamogjlighet till analys av interaktioner. Vad innebar da en interaktion? |
exemplet ovan & béda faktorernatemperatur och sainitet signifikanta men det finnsingen
signifikant interaktion (Fig. 5). | ord kan det uttryckas som att effekten av temperatur,
d.v.s. att minska dverlevnaden, & densamma oavsett vilken salinitet musslorna ar utsatta
for. Omvant &r effekten av salinitet, d.v.s. att 6ka 6verlevnaden, densamma oavsett
temperatur. Figur 6 &r ett exempel paett annat resultat med en signifikant interaktion.

(o)
8 Salinitet=30%o
O Dg Salinitet=25%o
b
E
T
: .
®
® Salinitet=20%o

T T
Temp.=10° Temp.=20°

Fig. 6. Utfall av experiment med tva faktorer dar det finns en interaktionseffekt.

Hér ser vi att effekten av temperatur & starkt beroende av vilken niva av sdinitet
musslornabefinner sigi. Det & mycket viktigt att notera att nér man har en signifikant
interaktion kan man inte pa ett entydigt st tolka huvudeffekterna (eng. main effects)
temperatur och salinitet. For resultatet i Fig. 5 & det innehdlld6st att havda att temperatur
paverkar 6verlevnaden hos de studerade musslorna. Interaktionen visar att verkligheten
& mer komplicerad, d.v.s. att effekten av temperatur beror pa saliniteten. Nar man utfor
ANOVA med tva dller flerafaktorer borjar man alltid med att testainteraktionen. Ar
interaktionen signifikant innebér det att man bor avsta eller varaforsiktig nér man testar
huvudeffekterna. Ibland & barainteraktionen signifikant men ingen av huvudeffekterna
(Fig. 7), och det kan i vissafall endast varainteraktionen som & av intresse att testa.
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Fig. 7. Utfall av experiment med tva faktorer dar det finns en kraftig interaktionseffekt men
ingen effekt av de enskilda faktorerna var for sig.

Om man far en signifikant interaktion och man 6nskar testa vilka kombinationer av t.ex.
temperatur och salinitet som skiljer sig & kan man utnyttja " multi-comparison”-test, t.ex
det ovan namnda SNK.

Fler an 2 ortogonala faktorer

Det fascinerande med ANOVA & att det gar att analysera &ven mycket komplexa
experiment och stickprovsundersokningar genom att byggain allafaktorer, sdval fixerade
som slumpade, med alla sinainteraktioner. Som ett exempel kan vi bygga ut experimentet
med fiskars tillvaxt med, férutom tvaolika dieter, t.ex. tre lumpade temperaturer och
honor och hanar. Utformar vi experimentet pa ett ortogonalt sétt d.v.s. att ala
kombinationer av diet, temperatur och kon finns och att varje akvarium representerar en
sadan kombination fas f6ljande variansanalys (utan koefficienter):

Bidrag df M S skattar

Diet (fixed) al sZe+s2ADK,T) +s2D*T+ k%
Kon (fixed) b-1 s2e+ s2ADK,T) + SZK*T + kK
Temp. (random) c-1 s+ SZA(D,K,T) + 827
Diet*K6n (a1)(b-1) s2e+ S2ADK.T) + SZD*K+*T + k2D*K
Diet* Temp. (&D(c1) 32e+ sZA(D,K,T) + SZD*T

Kén* Temp b1  sZe+sZaDKT)+ ST
Diet*Kon* Temp. @01 s2e+s2ADK,T) + S2D*K*T
Akvarium (Diet, Kon, Temp)  abc(d-1) s2e+ S2A(DK,T)

Residual abed(n-1) s

Total abcdn-1
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Detta ser kanske ndgot skrammande ut men &r inte sa besvarligt om man tar det stegvis.
Det som framfor alt har blivit besvarligare fran tidigare & att det &r svart att forstavilka
varianskomponenter MS skattar. Det blir sarskilt svart nér vi som i exemplet ovan har tva
fixerade faktorer, en sumpad (temp.) och en nestad (akvarium). Eftersom vi maste veta
vilka varianskomponenter som M S skattar for att bildarétt F-kvoter & den har
informationen avgérande for att analysen skabli riktig. Som en varning kan némnas att
mycket fa statistiska datorprogram klarar av detta pa ett riktigt sétt. For att kunna skriva
ut de varianskomponenter som M S skattar fér en godtycklig utformning av experimentet
finns nagra enkla minnesregler.

Generell metod att finna varianskomponenter

1. GOr entabell som inkluderar ala de ortogonala och nestade faktorer och interaktioner
somingdr i analysen. Ett exempel visasi tabellen nedan.

Identifierad (s2) |Residual |ABC (BC AC AB C B A
Koefficient 1 n na nb nc nab nac nbc

Bidrag

Af

Bf

Cs

AB

AC

BC

ABC

RlRrlRr]RrRr[R]|R |~

Residual

2. Avgor forst vilka faktorer som &r fixerade och vilkasom & sumpade. Indikera detta
med ett litet f eller s. | exemplet ovan & A och B fixerade och C lumpad.

3. Avgor vilka nestade faktorer som finns och under vilka andra faktorer de & nestade.
Indikera detta med parenteser t.ex. om C & nestad under A fas C(A). C(A) skrivs ut
aveni interaktioner t.ex. B*C(A).

4. Allavariationsbidrag innehdler residualen. Ange dettamed en ettai kolumnen for
residual.
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Allavariationsbidrag innehaler sin egen varianskomponent. Ange dven detta med en
ettai respektive cell.

Nu ska man avgjora om eventuella 6vriga komponenter skamed. FOr varje bidrag
t.ex. A markeras vilka andra komponenter som innehdller A. | fallet ovan blir det AB,
AC och ABC. For AB blir det bara ABC som & potentigllt intressant. Alladessa
potentiella komponenter betecknas sa lange med ett streck.

Om de potentiella komponenterna ska vara med avgors genom att se pa de faktorer
som inte omfattas av det aktuellabidraget. For A i AB & det B, For A i ABC & det B
och C etc. Ar n&gon av de 6vriga faktorerna en fixerad faktor ska komponenten inte
varamed. Ar allade évriga faktorernaslumpade ska komponenten varamed vilket
indikeras med en etta. Om den aktuellafaktorn & nestad &r det bara faktorer utanfor
parentesen som ska beddmas. T.ex. om C & nestad under A, d.v.s. C(A), och vi har
identifierat B*C(A) som en potentiell komponent sa ska den med om B & slumpad
men inte med om B &r fixerad.

Nu kan man skriva ut vilka varianskomponenter respektive M S skattar, d.v.s. allamed
ettor i sinacdller.

Utformning av stickprovsprogram och experiment

Variansanalys & ett mycket vardefullt verktyg i manga vetenskapliga studier, bade i
samband med observationer av monster och experiment. For att det skafinnas en logisk
koppling mellan hypotes, experiment och test & det helt avgorande:

1.

att det finns en tydlig frégestalining med en eller flera hypoteser man onskar testa. |
allmanhet innebar det att man identifierar tdnkbara faktorer som kan forklara variation.
att man specificerar 6nskad generalitet. Skaresultatet varagiltigt for ett visst
temperatur-omrade, ett visst geografiskt omrade etc?

att man identifierar den oberoende replikationsenheten. Ar det t.ex. akvariet eller
fiskeni akvariet som & replikationseheten? Se upp med pseudoreplikat!

att man undviker sammanblandning ("'confounding”) p.g.a. beroende mellan faktorer
eller p.g.a att vissakontroller saknas. Ligger t.ex. provytor for tva olika
behandlingar sA néra att en effekt i den enakan paverka den andra, eller har manii ett
transplantationsforsok glomt att inkludera kontrollen for en hanteringseffekt?

att man kan oversdtta sin faktiska experimentutformning till en varians-modell (linjar
modell) paett riktigt sitt. Ar faktorernafixerade eller sumpade? Ar ndgon faktor
nestad under ndgon annan?

att man klarar av att finna vilka varianskomponenter M S skattar sa att man kan bilda
korrekta F-kvoter for de test man & intresserade av.

att man om majligt beréknar hur manga oberoende replikat man behover for att med
tillrécklig statistisk styrka upptackaen specificerad skillnad. Detta steg kréver att man
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har négon, &minstone ungeférlig, information om MSi ndmnaren i den F-kvot man &
intreserad av.

Det &r viktigt att man gar igenom alla dessa punkter redan innan man gér igang med sin
studie. Ofta avd6jas héar problem som man inte kommer att tanka painnan det & forsent.
Som exempel kan namnas att i manga komplexa experiment, dar man har fler antva
ortogonala faktorer och minst en & slumpad, finns det inte F-kvoter for alafaktorer eller
interaktioner.

Formulering av en varians-modell och uppstallning av variansanalysen pa planerings-
stadiet gor det ocksa tydligare hur t.ex. skillnader i hur man l&gger ut sina provytor i ett
fatexperiment forandrar den logiska tolkningen av resultaten. Exempelvis, om lokal & en
slumpad faktor & generaliteten storre & om man anser den fixerad men oftatill priset av
minskad statistisk styrkai testet (se nedan).

| planeringsarbetet har man ocksa mojlighet att goraen "power" analys och " cost-benefit"
analyser for att se om man verkligen klarar av att na en viss malséttning. Oftainser man
redan vid planeringen att tid och pengar inte tilldter alla onskvérda faktorer, eller att
ambitionsnivan maste sankas nér det galler vilken faktoreffekt som kan upptéckas.

Det tar tid att 1&ra sig utforma experiment och analyser paett riktigt sitt. Bast &r att tréna
pakonkreta problem. For att belysa hur den specifika fragestaliningen &r knuten till
modell och analys skavi se patre snarlika men olika utformningar av ett faltexperiment.
Figurerna 7, 8 och 9 visar tre olika fatexperiment dér man &r intresserad av att undersbka
effekter pa strandsnéckan A:s 6verlevnad. Faktorerna ar ocksa likartade, konkurrens
(frén art B), predation och lokal. For att utfora experimentet mérks rutor ut som fér olika
kombinationer av dessa behandlingar. Pavilket sétt detta sker skiljer sig starkt & mellan
de tre experimenten.

| Fig. 7 & lokal en fixerad faktor, liksom predation och konkurrens. Man &r verkligen
intresserad av en eventuell skillnad just mellan de 3 lokalerna. Bada faktorerna predation
och konkurrens & fullstandigt ortogonala mot lokal, d.v.s. varje niva av en viss faktor
finnsi allanivaer av en annan faktor. Allakombinationer finns, och varje ruta ar
sumpméssigt placerad i varje lokal. Tva oberoende replikat finns. En modell for
experimentet kan skrivas:

Xijkl = U+ Pj+Kj + Lk + P*Kjj + P"Ljk + K*Ljk + P*K*Ljjk + §jki
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Fig. 7. Schematisk uppstallining av experiment om effekter av predation och konkurrens pa
tre lokaler.

Genom att anvandareglernafor att finnavilka varians-komponenter som MS skattar
finner vi fdljande variansanalys (prova géav):

Bidrag df M S skattar
Predation (fixed) 1 S2a+ k2p
Konkurrens (fixed) 1 S2e+ k%
Lokal (fixed) 2 S2e+ k2
P*K 1 S2e+ k2prK
P*L 2 S2e+ kZpr
K*L 2 S2a+ K2k
P*K*L 2 S2c+ k2pr kx|
Residual 12 S2¢

Total 23

| figur 8 stér lokal for ndgot annat. Har &r lokal en slumpad faktor inom maomradet och
representerar bara ett stickprov av olikaplatser. | varjelokal finns tva experimentytor
som har en nivaav konkurrens och en niva av predation. Varje "nivad' av lokal innehaller
bara en nivaav konkurrens och predation och &r alltsa nestad under bada dessa (jamfor
akvarier och fiskar ). Den oberoende experimentenheten & allstsaloka och de tvaytorna
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inom lokal & pseudoreplikat som kan anvandas for att testa om lokaler skiljer sig &t.
Figur 8 & en klassisk design nér man vill 6ka generdliteten till ett storre malomrade av
resultaten fran experiment med predation och konkurrens. Modellen kan skrivas:
Xijki = KW+ Pi+ Kj+ L(P, K)ij) + P*Kij + 6k

[T =1 [[2 P=1
S
.
R
- =t 2 P=( @y,
(A)
3 P=(
L1 P=0 3 P=0
) = -
L2 P=0
B L1 P=1
(A+B N [T P=0

Fig. 8. Schematisk uppstallning av experiment om effekter av predation och konkurrens.
Endast en kombinatuon av predation och konkurrens finns pa varje lokal.

Notera att en faktor som &r nestad under en annan faktor aldrig kan anvandas for att skatta
interaktionen dem emellan. En interaktion mellan lokal och konkurrensi Fig. 8 skulle
innebéra att man jamfor hur effekten av konkurrens varierar mellan lokaler. Men varje
lokal innehdller ju baraen nivaav konkurrens, t.ex. baraA, och interaktionen kan inte
skattas. Darfor faller allainteraktionstermer bort i modellen som innehdller lokal. | detta
fall skattar M S foljande varians-komponenter (prova gév):

Bidrag SS df MS M S skattar
Predation (fixed) 1 S2e+S2 (pK) *+ k2P
Konkurrens (fixed) 1 SZ%e+ S (PK) + k%
P*K 1 S2e+ SZL(p’K) + k2prK
Lokal (P, K) 8 S2+ SZL(p,K)
Residual 12 S2

Tota 23

| Fig. 9 & det annu lite klurigare. Aven hér & lokal en slumpad faktor och betyder inget
annat an olikaplatser i rummet. Som i Fig. 8 finns baraen nivaav konkurrensi varje
"nivd" av lokal, men daremot finns nu allanivaer av predation. Lokal &r alltsd nestad
under konkurrens men ortogonal mot predation. Denna design kanske hade valts om det

var mycket arbete férknippat med att manipulera ytor med bara A, baraB och A + B.
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Fig. 9. Schematisk uppstéllning av experlment om effekter av predation och konkurrens.
Pa varje lokal finns bada nivaer av predation men endast en niva av konkurrens.

| Fig. 9 klarar man sig med ett fétal sddanaytor. Men notera ocksa att det finns ett hogt
pris eftersom de oberoende replikationsenheterna nu har gunkit till bara6 st. Det syns
ocksai ANOVA tabellen nedan dér t.ex. testet for predation bara kommer att ha 1 6ver 4
frihetsgrader, ett verkligt svagt test. Jamfoér dettamed Fig. 7 dér testet for predation har 1
Over 12 frihetsgrader. Modellen for Fig. 9 kan skrivas:

Xijkl = K+ P+ K+ L(K)kg) + P*Kjj + P*L(K)ik(j) + ijkl

Nu finns méjligheten att skatta interaktionen mellan lokal och predation.
Pa nasta sida ses vilka varianskomponenter som MS skattar (provasalv).

Bidrag df M S skattar
Predation (fixed) 1 S2+ k2p + SzpkL(K)
Konkurrens (fixed) 1 s2e+ k2 + S2 (k)
Lokal (K) (random) 4 SZe+S2L(K)

P*K 1 S2e+ k2pei + S2pr (k)
P*L(K) 4 S2e+ S2pr (k)
Residual 12 s2e

Totd 23

Dessa exempel visar kopplingen mellan experimentets utformning, analys och dutsatser.
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Analys av statistisk styrka

Vi har redan namnt de olika statistiska fel vi kan goranar vi testar vararesultat mot en
noll-hypotes. En mycket viktig del i det vetenskapliga arbetet & att berdkna den statistiska
styrkan, eller "power". Power uttrycker sannolikheten att man forkastar Ho nar Ho &
fask. Det kan ocksa uttryckas som sannolikheten att man ska upptécka en viss sann
skillnad i Sitt experiment. Vet man att det &r biologiskt relevant att kunna upptéacka en
predationseffekt i en bytespopulation pa 20% &r det givetvis avgorande att det experiment
man utformar ocksa kan upptacka en sdan effekt. Varje gang som ett test av en faktor
eller interaktion inte forkastar Hg bor man ange vilken statistisk styrka som fannsi testet
for att upptacka engiven effektstorlek (minstaintressanta skillnad). Ett exempel paen
"power"-analys kan se ut pa foljande sétt.

| en faltunderstkning & man intresserad av att testa om biomassan av fintradiga alger
skiljer sig mellan ett kontrollomrade, ett reningsverk med fosforrening och ett reningsverk
med bade fosfor- och kvéaverening. Malet & att kunna upptécka en eventuell foranding
med 10 g torrvikt m2 jamfort med kontrollomradet. Foljande pilotstudie gjordes:

Biomassa av fintrédiga alger (g torrvikt m-2)

Kontrollomrade Reningsverk med P | Reningsverk med P+ N
10 35 19
20 18 8
15 28 25
X 15 27 17.3
s2 25 73 74.3

Forst kalkyleras residualvariationen som ju betecknar det "brus’ av oférklarad variation
som en effekt maste upptéckas mot.
| . S (Xij-X)?
Total residual-varians, s2e = W =574
2

2a s
dér n & antal replikat, D & den specificerade skillnaden man vill upptécka, aér anta
nivaer i faktorn. For en specificerad skillnad pa 10 g torrvikt m2 och a = 0.05 blir

"Power" & en funktion av statistikan F: F = med 3(n-1) frihetsgrader

power fér kande antal replikat foljande:
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Antal replikat o Frihetsgrader Power (tabellvarde)
2 0.76 3 -
3 0.93 6 -
4 1.08 9 -
5 1.20 12 0.3
6 1.32 15 0.4
7 1.42 18 0.45
8 1.52 21 0.52
9 1.62 24 0.6

10 1.71 27 0.65
12 1.87 33 0.8
14 2.02 39 0.9

Om vi istéllet ndjer oss med att kunna upptécka en skillnad pa 15 g torrvikt m-2 fés

foljande:
Antal replikat 6)) Frihetsgrader | Power (tabellvarde)

2 1.14 3 -

3 1.40 6 0.3
4 1.62 9 0.5
5 1.81 12 0.6
6 1.98 15 0.8
8 2.29 21 0.9

Vi ser altsa att 6nskar vi kunna upptacka en effekt pa 10 g torrvikt m-2 behover vi 14
replikat for att fa en statistisk styrkapa 0.90. Nojer vi oss med att upptécka en skillnad pa
15 g torrvikt m2 bor ca. 8 replikat racka. Statistisk styrka kan beréknas for de flesta
utformningar av experiment om man kan specificera en onskad effektstorlek och man har

nagon information om MS for F-kvotens namnare (residua variansen).
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