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Analýza rozptylu (ANOVA) patří mezi nejpoužívanější statistické techniky. Je to souhrnný název pro skupinu velmi účinných metod, jejichž společnou myšlenkou je rozklad celkové variability na složky, které lze přisoudit jednotlivým příčinám variability. Cílem je porovnání úrovně studované kvantitativní proměnné v několika skupinách, do nichž se základní soubor rozpadá. Třídícím kritériem pro rozčlenění základního souboru na skupiny je jedna nebo více proměnných nominálního typu. 


ANOVA je velmi univerzální metoda, která je schopna zpracovat široké spektrum možných uspořádání (designů) pokusu. Proto hovoříme o Anově  např. pro znárodněné bloky, hierarchické uspořádání, latinské a řecko-latinské čtverce a mnoho dalších. Jedním z velmi často používaných uspořádání dat řeší také ANOVA s opakovanými měřeními (repeated measures design). 


 ANOVA s opakovanými měřeními se používá pro takové uspořádání dat, kdy kromě zkoumání vlivu určitého faktoru (faktorů) reprezentovaného několika úrovněmi tohoto faktoru přistupuje ještě zkoumání vlivu časového faktoru měření, tedy kdy jednotlivé pokusné jednotky (vzorky, pokusná zvířata, lidé, stromy,…) jsou měřeny opakovaně, tj. pro každou úroveň uvažovaného faktoru a pro každého měřeného jedince máme k dispozici krátkou časovou řadu měření. Jednoduché uspořádání pro jeden faktor ukazuje následující schéma:

	Faktor
	Měřený jedinec
	Jednotlivá měření v čase

	
	
	T1
	T2
	T3
	T4
	….

	A1
	S1
	Y111
	Y121
	Y131
	Y141
	….

	A1
	S2
	Y112
	Y122
	Y132
	Y142
	….

	A1
	S3
	Y113
	Y123
	Y133
	Y143
	….

	A2
	S1
	Y211
	Y221
	Y231
	Y241
	….

	A2
	S2
	Y212
	Y222
	Y232
	Y242
	….

	A2
	S3
	Y213
	Y223
	Y233
	Y243
	….


V této tabulce je znázornění jednofaktorové Anovy s opakovanými měřeními. Faktor A má dvě úrovně (A1 a A2). Pro každou úroveň faktoru jsou měřeny tři objekty (statistické jednotky), a to v několika opakovaných měřeních v časových okamžicích T1, T2, …. Měřená hodnota Y132 tedy znamená měřenou hodnotu pro první úroveň faktoru A (A1) ve třetím časovém okamžiku (T3) a pro druhého měřeného jedince (S2).
Obecný model je tedy možné zapsat takto:
yijk = ( + (j + (i + ((()ij  + (ijk,

kde je
yijk
měřená hodnota pro j-tou úroveň faktoru A, i-tý časový okamžik měření a pro k-tého jedince
µ 
střední hodnota

αj
efekt (vliv) j-té úrovně faktoru A

τi
efekt (vliv) i-tého časového okamžiku měření

(ατ)ij
efekt (vliv) společného působení (interakce) faktoru A i času

εijk
náhodná (experimentální) chyba měření pro k-tý měřený objekt 
Efekt α se nazývá meziskupinový efekt (between-subjects  effect) a popisuje rozdíly mezi úrovní měřené veličiny mezi  celými skupinami měřených jedinců, na které působí jednotlivé úrovně faktoru A. Efekt τ se nazývá  „opakovací“  (Kroupa 1994)  nebo také  „vnitroskupinový“ (within-subjects effect) a postihuje vliv opakovaného měření na stejném jedinci, tj. vývoj měřené veličiny na určitém jedinci v čase.
Pomocí Anovy s opakovanými měřeními můžeme zodpovědět především následující otázky:

1) Existuje statisticky významný rozdíl mezi úrovněmi měřené veličiny pro hlavní faktor (faktor A)?

2) Existuje statisticky významný rozdíl mezi úrovněmi měřené veličiny pro jednotlivé časové okamžiky měření?

3) Je průběh měřených hodnot v čase pro všechny úrovně faktoru A stejný nebo se statisticky významně liší (= jak významný je vliv interakce faktoru A a času)?

Mezi klasické podmínky Anovy patří normalita rozdělení dat v jednotlivých výběrech, homogenita jejich rozptylů a absence odlehlých hodnot. Tyto podmínky platí i v případě Anovy s opakovanými měřeními a testují se běžným způsobem. Mezi speciální podmínky Anovy s opakovanými měřeními patří především  tzv. podmínka sféricity (tj. požadavek, aby rozptyly všech možných rozdílů měření v rámci jednotlivých subjektů – měřených jedinců -  byly shodné) .
Právě splnění podmínky sféricity  je velmi důležité, protože rozhoduje o dalším postupu zpracování:
· pokud je podmínka sféricity splněna, dále počítáme „jednorozměrným“ postupem, tj.  klasickým výpočtem F kritéria Anovy pro hlavní faktor A, pro faktor času a pro interakci faktoru A a času;

· pokud podmínka sféricity není splněna, musíme použít „mnohorozměrný“ přístup, tj. jednotlivá opakovaná měření považujeme za různé „rozměry“ jedné veličiny a testové kritérium počítáme postupy Manovy (mnohorozměrné analýzy rozptylu, tj. používáme místo běžného F kritéria obvykle Wilksova λ, Pillaiovy stopy, Hotellingova  kritéria  nebo Royova nejvyššího kořene). Podrobnosti o těchto kritériích viz běžné učebnice  mnohorozměrných metod (např. Tabachnick, Fidell, 2007a,b) nebo starší sborníky této konference (Drápela 2003).
Podmínku sféricity testujeme Mauchleyho testem. Jeho provedení je technicky poměrně náročné a vyžaduje statistický program, z  běžně používaných programů ho provádí např. Statistica  nebo  NCSS. Technické podrobnosti uvádí např. manuál programu NCSS,  kap. 214) – ke stažení ze stránek www.ncss.com. Pokud je v tomto testu zamítnuta nulová hypotéza o dodržení podmínky sféricity, musíme použít výše zmíněný „mnohorozměrný“ postup pomocí testových kritérií Manovy.
Postup řešení si ukážeme na příkladu jednofaktorové analýzy rozptylu s opakovanými měřeními.
Zadání:
Na několika pokusných plochách v Krušných horách byla zkoumána bionomie roztoče rodu Acaria, který škodí na břízách (Buchta, Kula, Drápela 2004). Jednou ze zkoumaných otázek bylo rozložení populace škůdce z hlediska vertikálního profilu koruny (tj. zda se nejvíce škůdců vyskytuje v horní, střední nebo spodní části koruny) a časová dynamika výskytu, tj. zda se úroveň četnosti škůdce výrazně mění během času (v průběhu několika let).  Na 35 vzorníkových stromech byla v letech 1995 – 2002 byly vždy v červnu a v srpnu odebírány vzorníkové větve, na kterých byl výskyt roztoče kvantifikován pomocí procenta listů zasažených hálkami. Celkem bylo provedeno 15 opakovaných měření na stejných stromech (v roce 2002 bylo zahrnuto pouze červnové  měření). 
Cílem úlohy je odpovědět na  tři otázky:

· zda existuje významný rozdíl mezi výskytem škůdce v horní, střední a dolní části koruny, 
· zda je populace škůdce v čase stabilní nebo vykazuje určitou dynamiku,

· zda je tato časová dynamika stejná pro všechny uvažované úrovně koruny, tj. zda existuje nebo neexistuje interakce mezi úrovní koruny a časem.
 
Úloha byla řešena v programu Statistica. Program vyžaduje, aby data byla uspořádána tak, že první sloupec zahrnuje úrovně hlavního faktoru – tj. horní (a), střední (b) a dolní (c) část koruny. Další sloupce obsahují 15 měření pro jednotlivé časové okamžiky měření (pro roky 1995-2001 po dvou měřeních, 2002 jedno měření. Uspořádání části dat ukazuje obr. 1.(zde pro data korunové úrovně a). 
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Obr.1 – Vstupní datové okno v programu Statistica

Po zadání dat se provede samotný výpočet, v programu Statistica je velmi jednoduchý, protože tento program mám pro Anovu s opakovanými měřeními samostatný modul v menu Anova. Základním výsledkem je  testování pomocí F kritéria, tedy klasickou jednorozměrnou Anovou. Výsledky jsou na obr. 2.
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Obr. 2 – Výsledek Anovy pomocí F kritéria („jednorozměrný“ přístup)
Hodnotíme následující tři nulové hypotézy:

H01: Výskyt roztočů je ve všech korunových úrovních stejný, tj. střední hodnota poškození listů je v horní, střední i spodní části koruny stejná.

H02: Výskyt roztočů je v čase stabilní, tj. ve všech okamžicích měření je střední hodnota poškození listů stejná

H03: Interakce mezi časovým průběhem poškození a korunovou úrovní je nevýznamná, tj. průběh poškození se v čase stejný ve všech korunových úrovních.
Ve výsledkovém okně na obr. 2 vidíme ve sloupci „efekt“ jednotlivé uvažované zdroje variability – „korunová vrstva“ jako hlavní faktor, „ČAS“ jako vyjádření toho, zda existují statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými okamžiky měření a „ČAS*korunová vrstva“ jako vyjádření interakce, tj. toho, zda časový průběh dat je pro všechny tři korunové úrovně stejný – potom by interakce neexistovala, nebo statisticky odlišný (potom by byla významná). Pro hodnocení testu jsou nejdůležitější hodnoty „p“ v pravém sloupci. Obecně platí, že pokud tyto hodnoty jsou menší než zvolená hladina ( (v našem případě ( = 0.05), potom se nulová hypotéza zamítá (a analyzované rozdíly jsou  významné), pokud je hodnota „p“ větší než (, potom se nulová hypotéza nezamítá. V našem příkladu vidíme, že pro všechny tři hypotézy můžeme přijmout závěr, že nulové hypotézy jsou zamítnuty.
Tyto závěry si můžeme (a vždy bychom měli) ověřit na grafech, které program poskytuje. Na obr. 3 je graf průměrů (včetně 95-ti % intervalů spolehlivosti) pro faktor „korunová úroveň“, na obr. 4 pro „čas“ a na obr. 5 pro interakci „čas*korunová úroveň“.
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Obr. 3 – Grafické porovnání průměrů s jejich intervalových odhadů pro faktor „korunová úroveň“
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Obr. 4 – Grafické porovnání průměrů a intervalových odhadů pro faktor „čas“
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Obr. 5 – Grafické porovnání průměrů s jejich intervalových odhadů pro interakci faktorů „čas*korunová úroveň“
Hodnocení grafů na obr. 3-5 je velmi jednoduché a názorné. Na ose y je číselná osa, na ose x jsou úrovně jednotlivých faktorů. U obrázku 5 představují jednotlivé čáry průběhy úrovně poškození pro jednotlivé korunové úrovně. Pro hodnocení platí, že pokud se po „promítnutí“ na číselnou osu intervalové odhady překrývají, je rozdíl středních hodnot základního souboru těchto úrovní faktorů statisticky neprokazatelný.
Z obr. 3 vyplývá, že existuje statisticky významně vyšší výskyt poškození v korunové vrstvě „c“ (tedy ve spodní části koruny), protože jeho interval spolehlivosti se nepřekrývá s ostatními dvěma.
Také obr. 4 potvrzuje výsledek Anovy, že úroveň poškození se v čase mění. Po relativně stabilním výskytu v letech 1995-1997 dochází ke zvyšování úrovně poškození až do roku 2000 (kdy zvláště hodnoty z roku 2000 vykazují statisticky významně odlišné hodnoty ode všech předcházejících) a poté k poklesu.
Asi nejzajímavější z hlediska interpretace je obr. 5, který zobrazuje interakci. Je nutné zdůraznit, že bez grafického znázornění je těžké interakci „smysluplně“ vyhodnotit. Pokud by interakce vůbec neexistovala, byly by všechny tři čáry perfektně paralelní. To je ovšem pouze teoretický předpoklad, navíc musíme vzít do úvahy, že jednotlivé intervaly spolehlivosti jsou na každém časovém bodu měření o kousek posunuty, aby byly všechny viditelné.  Platí, že interakce je nevýznamná, pokud je trend všech čar v grafu „víceméně“ rovnoběžný. Tento předpoklad je v grafu v podstatě splněn, kromě drobných lokálních protiběžných průběhů je globální trend stejný. Tento závěr ovšem neodpovídá výsledku testu. Proto je vhodné provést Mauchleyho test sféricity, který otestuje „oprávněnost“ použití klasického jednorozměrného přístupu
.  Výsledek testu ukazuje obr. 6. Výsledek testu (vzhledem k hodnotě p = 0,00) zamítá hypotézu o shodné kovarianční struktuře vnitroskupinového faktoru (within-subject)  a vede nás k závěru, že musíme použít „mnohorozměrný“ přístup s využitím testových kritérií Manovy. V tomto případě považujeme sloupce dat pro jednotlivé okamžiky měření za vícerozměrný statistický soubor.
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Obr.6 – Výsledek Maucheyova testu sféricity
Statistica umožňuje použít všech čtyř základních mnohorozměrných kritérií (Wilksova λ, Pillaiovy stopy, Hotellingova kritéria  a Royova nejvyššího kořene) a výsledky s jejich použitím ukazuje obr. 7. Zde se potvrzuje, ve shodě s grafy, že úrovně poškození v čase jsou významně odlišné (všechny p hodnoty jsou rovny nule), ale na rozdíl od výsledků uvedených na obr. 2 není prokázána významnost interakce (p hodnoty jsou vyšší než 0.05, i když v případě Royova kořene jen velmi těsně). Tento výsledek potvrzuje důležitost testování podmínek metody a použití správného přístupu.
Závěrem je tedy možno říci, že analýzou byly potvrzeny rozdíly v poškození mezi úrovněmi koruny a průběhu času, ale nebyla potvrzena významnost interakce, tj. časový průběh poškození je pro všechny úrovně koruny  v podstatě stejný.
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Obr. 7 – Výsledky mnohorozměrných testů
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� Mauchleyho test je samozřejmě nutné provést vždy, nejen na základě zkoumání grafu interakce. V mnoha případech tento graf  nedává jednoznačně interpretovatelné výsledky.
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