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SAZETAK

U radu je raspravijena analiza molekularne varijance (AMOVA,) i
neparametrijski test homogenosti molekularne varijace (HOMOVA).
Tijek provedbe analize je prikazan na primjeru RAPD podataka
populacija volovoda (Orobanche crenata Forsk.).

Klju¢ne rije¢i: AMOVA, HOMOVA, Orobanche crenata Forsk.

UvoD

Procjena genetske varijabilnosti, genetske udaljenosti i genetske strukture
unutar i izmedu populacija odredene biline vrste omogucava nam pomno
praéenje odredenih genetskih pojava u svrhu bolje organizacije i provodenja
oplemenjivagkih i sjemenarskih programa kao i programa od&uvanja biljnih
genetskih izvora. Klasitna se genetika uglavnom temeljila na pracenju
odredenih morfoloskih i fiziologkih svojstava, a skora$njim se razvitkom tehnika
molekularne genetike varijabilnost moze uoiti izravno na razini DNA.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - Slu¢ajno amplificirana
polimorfna DNA) biljezi (Williams et al., 1990; Welsh i McClelland, 1990;
Caetano-Annoles, 1994) se temelie na lan¢anoj reakciji polimerazom
(Polymerase Chain Reaction - PCR) (Saiki et al., 1985; Mullis i Faloona,
1987). Zbog visoke razine otkivene polimorfnosti, te relativne jednostavnosti i
niske cijene postupka RAPD se biljezi sve vise koriste kako u proucavanju
postoje¢e genetske raznolikosti tako i u genetsko-oplemenjivackim istrazi-
vanjima koja imaju za svrhu izradu genetske karte i upotrebu biljega u odabiru
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pomodu biljega (Marker-assisted selection - MAS). Pri prou¢avanju postoje¢e
genetske raznolikosti upotrebna vrijednost RAPD biljega potvrdena je u brojnim
istrazivanjima na podru¢ju o€uvanja i upotrebe biljnih genetskih izvora,
sistematike i populacijske genetike, identifikacije roditelja za buduéa krizanja
kao i identifikacije Cistih linija i kultivara (Satovié, 1999).

Analiza molekularne varijance (Analysis of Molecular Variance - AMOVA)
relativno je nova statisticka metoda kojom je moguée raspodijeliti genotipsku
varijancu izmedu i unutar populacija (odnosno bilo kojih drugih pretpostavljenih
razina strukture) kao i testirati signifikantnost svakog izvora varijabilnosti
(Excoffier et al., 1992). lako je bila osmiSliena za analizu podataka RFLP
biljega AMOVA se je vrlo fleksibilna statistitka metoda te se moze provesti na
temelju podataka razli€itih genskih biliega (odnosno genskih sustava) koji se
medusobno uvelike razlikuju po svojim svojstvima i pretpostavkama o tijeku
njihove evolucije. Michalakis i Excoffier (1996) su tako pokazali
moguénosti provedbe AMOVA-e na temelju mikrosatelita (Simple Sequence
Repeats /SSR/ - Ponavljaju¢e jednostavne sekvence). No, potrebno je istaéi da
RAPD biljezi imaju dominantnu ekspresiju za razliku od kodominantne
ekspresije izoenzimskih biljega, RFLP biljega i dr. No, kako su pokazali Huff et
al. (1993) AMOVA analiza se uspjedno moze koristiti i na temelju RAPD biljega
ako se trake na gelu smatraju RAPD fenotipovima tako da se radi o analizi
fenotipske, a ne genotipske raznolikosti kao u slu€aju kodominantnih biljega.

AMOVA analiza na temelju RAPD biljega vrlo je brzo nasla svoju primjenu
u prou¢avanju postojece genetske raznolikosti naro&ito kod prirodnih populacija
razli¢itih vrsta. Ciljevi istrazivanja &esto su bili procjena razine i zemljopisne
raspodjele genetske varijabilnosti, utvrdivanje srodnosti populacija iz razlicitih -
podrudja i testiranje korelacije izmedu zemljopisne i genetske udaljenosti. Svrha
takovih istrazivanja je optimiziranje strategija uzorkovanja prilikom buduéih
prikupljackih ekspedicija, te pomazu udinkovitijem ocuvanju biljnih genetskih
izvora u bankama gena. U svrhu boljeg uvida u populacijsku dinamiku i
genetsku varijabilnost AMOVA na temelju RAPD biljega koristila se na
prirodnim populacijama razli¢itog krmnog billa kao $to je lucerna
(Crochemore et al., 1996; Jenczewski et al., 1999), bijela djetelina (Gustine
et al., 1999), viSegodisnji ljulj (Huff, 1997), livadna vlasulja (Kolliker et al.,
1998) i Buchloe dactyloides (Peakall et al., 1995). Predmet istrazivanja ¢esto
su bile prirodne populacije razli¢itih drvenastih kultura (Abies alba i Abies
nebrodensis, Vicario et al.,, 1995), lijekovite biljike (Digitalis obscura L.,
Nebauer et al., 1999), rijetke i ugrozene vrste (Grevillea barklyana, Hogbin et
al., 1998), te divlji srodnici kulturnih biljnih vrsta (Oryza rufipogon, Ge Song et
al., 1999). Usporedivali su se takoder i kultivari (grah, Duarte et al., 1999), te
primke prirodnih populacija kao i primitivnih varijeteta (grah lima, Fofana et al.,
1997).
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BILJNI MATERIJAL

AMOVA analiza bit ¢e objasnjena na primjeru $est populacija volovoda
(Orobanche crenata Forsk.), po tri iz juzne Spanolske (Cordoba, Mengibar,
Pinos Puente) i iz lzraela (Alonin, Latroon, Masuot). 1z svake je populacije
uzorkovano osam biljaka. Stoga je hijerarhijska analiza raznolikosti provedena
pomocéu dvosmjerne AMOVA-e u svrhu rastavljanja fenotipske varijance na
njezine sastavnice: izmedu regija (lzrael i Spanjolska), izmedu populacija
unutar regija kao i unutar populacija.

Volovod (Orobanche crenata Forsk.) je parazitski korov koji napada mnoge
kuliurne mahunarke kao $to su bob, le¢a, grasak, slanutak i grahorica kao i
mnoge divlje vrste mahunarki na podru¢ju Sredozemlja (Cubero i Moreno,
1979). Stoga poznavanje populacijske strukture volovoda moze olak$ati izbor
mjera suzbijanja, pridonijeti u¢inkovitijem testiranju otpornosti na volovod kod
kulturnih vrsta mahunarki, te usmjeriti potrabu za novim izvorima otpornosti na
volovod unutar kolekcija biljnih genetskih izvora mahunarki (Cubero, 1983;
Cubero, 1991).

DNA je izolirana iz cvjetnih pupoljaka po metodi opisanoj u Fulton et al.
(1995). Jedinke su analizirane pomo¢u ISSR i RAPD sustava biljega. ISSR
(Inter-Simple Sequence Repeats) sustav biljega temelji se na lan¢anoj reakciji
polimerazom i postupak je istovjetan onom za dobivanje RAPD biljega, no kao
klice za amplifikaciju ISSR biliega koriste se oligonukleotidi jednostavnih
ponavljaju¢ih sekvenci (Gupta et al., 1994). Nakon pregleda 30 ISSR klica 5 je
klica upotreblijeno za dobivanje ISSR biljega. Takoder je koristena i jedna
RAPD klica. ISSR biljezi su dominantnih kao i RAPD biljezi tako da se njihova
analiza provodi na isti nagin.

Uspjesnost amplifikacije fragmenata DNA omedenih sekvencama koje su
komplementarne upotrebljenim ISSR odnosno RAPD klicama pracena je na
gelu i oznatena kao nazo¢nost (1) ili odsutnost (0) trake u svrhu izrade binarne
matrice razli¢itih ISSR i RAPD fenotipova. Nakon isklju¢ivanja biljega koji su bili
monomorfni za cijeli set podataka 115 polimorfnih biljega je uklju¢eno u daljnju
analizu. U Tablici 1. prikazani su RAPD fenotipovi analiziranih jedinki volovoda
(Orobanche crenata Forsk).

ANALIZA MOLEKULARNE VARIJANCE (AMOVA)

Prva faza statisticke analize je izraCuvanje euklidskih udaljenosti izmedu
parova jedinki. Euklidska se udaljenost €esto koristi u populacijskoj genetici kao
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mjera razli¢itosti izmedu jedinki odnosno populacija (Nei i Tajima, 1981).
Euklidska udaljenost (E) se izratunava prema formuli:

S
5;k =Z;(P.\«j _psk)2 (1]

gdje je,
8, - Euklidska udaljenost izmedu jedinki ji k;

S - ukupan broj polimorfnih RAPD biljega u cjelokupnom setu podataka;

ps; - stanje polimorfnog biljega s u jedinci j (p = 1 ukoliko je traka nazocna,
a p = 0 ukoliko je odsutna).

Stoga je euklidska udaljenost jednaka broju polimorfnih biljega izmedu
dviju jedinki. U Tablici 2. prikazana je matrica euklidski udaljenosti analiziranih
jedinki volovoda.

Dobivena matrica euklidskih udaljenosti koristi se za provedbu AMOVA-e.
AMOVA se temelji na linarnom modelu:

p./'ig =P + ag + big + Cjig [2]

gdje je;

Diig - UCinak j-te jedinke, ite populacije iz g-te skupine populacija (regije);

p - nepoznata otekivana srednja vrijednost ucinka svih jedinki;

a - u¢inak skupine populacija (regije);

b - u&inak populacije unutar skupine populacija (regije);

¢ - uéinak jedinke unutar populacije.

Pretpostavka je da su navedeni uginci (a, b i c¢) aditivni, slucajni i

s 3 . . ™ - e 2 z ZH
nekorelirani, te da su im pridruzene sastavnice varijance o, (izmedu regije),
2

O,f (izmedu populacija / unutar regija), 0. (unutar populacija).

Za razliku od uobi¢ajene ANOVA analize pri kojoj izraCunavamo sume
kvadrata pojedinih izvora varijabilnosti (SS) kod AMOVA analize koristimo
sume kvadratnih odstupanja (Sums of Squared Deviations - SSD). Sume
kvadratnih odstupanja su definirane kao odstupanja od centroida u
multidimenzionalnom prostoru jer kao ishodi$ne podatke u analizi koristimo
euklidske udaljenosti izmedu jedinki, a ne vrijednosti samih jedinki. Stoga je
Ukupna suma kvadratnih odstupanja (SSD(Ukupno)) jednaka:

1 N N
SSD(Ukupno) = —223; [3]
2N j=1 k=1
gdje je,
N - Ukupni broj jedinki u pokusu;
5; - Euklidska udaljenost izmedu jedinki ji k,
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Sukladno dekompoziciji suma kvadrata, sume kvadratnih odstupanja
takoder se mogu razdijeliti izmedu i unutar pretpostavljenih razina strukture
tako da je:

SSD(Ukupno) = SSD(Izmedu) + SSD(Unutar) [4]

U navedenom primjeru postoje dvije razine strukture: regije i populacije
unutar regija, te se stoga radi o dvosmjernom AMOVA analizi. U Tablici 3.
prikazan je op¢i obrazac dvosmjerne hijerarhijske analize molekularne
varijance.

Sume kvadratnih odstupanja (SSD) pojedinih izvora varijabiliteta dobivaju
se sljede¢im izrazima:

Ig Nig Ig Ni'x
Y8 o 22225
1 1 _2 i=l j=11i'=1 k=l
2N s [5]

250y AN,
i=1

N N
j: k=

SSD(a) =

I, Ny I, Niy
0| 22225k
SSD(b) ___2 i=1 inl=l k=1 _z j=1 k=1 ]
g=1 §2Nig i=1 ig

Nig Nig
G I 225;
i=1l k=1
SSD(C)=22———j N, 7]

g=1 i=l
gdje je,
82 - Euklidska udaljenost izmedu jedinki /i k;

G - broj skupina populacija (regija);
| - broj populacija;
N - broj jedinki.
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Tablica 3.  Opci obrazac dvosmjerne hijerarhijske analize molekularne varijance (AMOVA)

Prosjecno OcCekivane vrijednosti

lzvori varijabilfiost Stupnjevi Suma kvadratnih kvadratno prosjeénog kvadratnog

slobode odstupanja (SSD) odstupanje odstupanja
(MSD) E(MSD)
Izmedu regija G=1 SSD(a) MSD(a) ol+n'o,+n o
G
Izmedu populacija / _ 2 2
Unutar regija 2“1 18 G BSD(b) LB O-c + l’lO'b
2=
&
Unutar populacia N — 3 I, SSD(c) MSD(c) o—f
g=1
Ukupno N -1 SSD(T)

Odgovaraju¢a prosje¢na kvadratna odstupanja (Mean Squared Deviations
- MSD) izraCunavaju se dijeljenjem suma kvadratnih odstupanja s odgovara-

ju¢im stupnjevima slobode kao $to je to sluaj i kod ANOVA-e. Sastavnice
varijance (o2, o} i 0?) moguce je izratunati poznavanjem prosje¢nih kvadrat-

nih odstupanja i njihovih o&ekivanih vrijednosti pri ¢emu moramo poznavati n
koeficijente koji omoguéavaju analizu podataka iz uzoraka nejednakih veli¢ina:

IS
2N,

n= G
21,
g=1
X ¢ I
p 2M§ 22N,
e
N"g z Nig
n'= —2 9]
G-1
G (1 2
¢ I, Z=1 ZN%
z. N:g_g G I,
g=1i=l Z N,g
n''= =L 81 [10]
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Tablica 4. Analiza molekularne varijance (AMOVA) populacija volovoda (Orobanche crenata
Forsk.): sume kvadratnih odstupanja (SSD) i prosjecna kvadratna odstupanja (MSD)

Suma kvadratnih Prosjecno
|zvori varijabilnosti Stupnjevi slobode odstupanja kvadratno odstupanje
(88D) (MSD)
Izmedu regija 1] 122,44 122,44
|zmedu populacija / Unutar regija 4 78,29 19,57
Unutar populaciia____________........-- AZaats T 524,63 12,49
"""""""""" a7 ' 72535

Spanjolska: Unutar populacija 21 247,50

Spanjolska: Uku

pno 23 271,25

U Tablici 4. prikazane su sume kvadratnih odstupanja (SSD) i prosjec¢na
kvadratna odstupanja (MSD) prilikom provedbe AMOVA-e na populacijama

volovoda. Poznavaju¢i ukupnu varijancu (o2 =c2+0}+0;) kao i njene

sastavnice mozemo izraéunati udio varijabilnosti pojedinog izvora ([63 /ozlxloo

itd.). U svrhu testiranja signiﬁkantnosti pretpostav|jene strukture izratunavaju se
@ vrijednosti koje su analogne F vrijednostima pri provedbi ANOVA-e:

o cl+o0,
ST 52 [11]
2
(o)
(I)CT =—=% i
o2 [12]
2
D, = % [13]
cl+o!

& vrijednosti se pritom definiraju na sliede¢i nacin: ®gr je korelacija
udaljenosti izmedu dviju slu¢ajno odabranih jedinki iz iste populacije i
udaljenosti izmedu dviju slu¢ajno odabranih jedinki iz cjelokupnog pokusa; ®cr
je korelacija udaljenosti izmedu dviju sluc¢ajno odabranih jedinki iz iste regije i
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udaljenosti izmedu dviju slu€ajno odabranih jedinki cjelokupnog pokusa, dok je
®gsc je korelacija udaljenosti izmedu dviju slu¢ajno odabranih jedinki iste
populacije i udaljenosti izmedu dviju slu¢ajno odabranih jedinki iz iste regije.

U Tablici 5. navedene su sastavnice varijance, udio varijabilnosti i ®
vrijednosti za volovod. Testiranje signifikantnosti @ vrijednosti nepoznate nulte
distribucije provodi se neparametrijski pomodéu permutacija. Permutiranjem svih
podataka iz matrice euklidskih udaljenosti (Mantel, 1967) i izradunavanjem
odgovarajuéih sastavnica varijance kao i @ vrijednosti mozemo dobiti nultu

distribuciju parametra ®sr kao i &>, Nultu distribuciju parametra ®sc i o7
mozemo dobiti permutiranjem jedinki unutar regija bez obzira kojoj populaciji
pripadali, dok se nulta distribucija parametra @ i 0'”2 dobiva permutiranjem
cjelokupnih populacija izmedu regija.

Tablica 5. Analiza molekularne varijance (AMOVA) Populacija volovoda (Orobanche crenata

Forsk.): sastavnice varijance, udio varijabilnosti j @ vrijednosti

e ko . Stupnjevi Sastavnice ,.Ud.lo - 1 ;

Izvori varijabilnosti S varijabilnosti @ vrijednosti
slobode varijanci
(%)

lzmedu regija (Izrael i Spanjolska) 1 0-3- =4286 24,27 ®cer =0,243
lzmedu populacija / Unutar regija 4 o7 =085 501 Dge =0,066
Unutar populacija 42 0'c2 =12,491] 70,72 Ogr =0,293
Ukupno 47 0?2 =17,6621
Izrael: Izmedu populacija 2 0-3 =1:759 11,76 Dy =0118
Izrael: Unutar populacija 21 0'13 =13,196 88,24
Izreal:Ukupno 23 0-2 =14,956
Spanjolska: Izmedu populacija 2 62=0,011 0,09 Dgr =0,001
Spanjolska: Unutar poplacija 21 0'3 =11,786 99,991
Spanjolska: Ukupno 23 o2 =11797

Kao $to je vidijivo iz Grafikona 1. na kojem je prikazana raspodjela
uCestalosti pojavijivanja odredenih Dst vrijednosti, nakon 1000 permutacija niti
jednom permutacijom nije dobivena veéa ®st vrijednost od procijenjene iz
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stvarnih podataka (0,293). Isti tako, procijenjene ®g¢ i Pcr vrijednosti su vrlo
signifikantne (p < 0,001), te moZemo zakljuliti da je pretpostavljena struktura
varijabilnosti i stvarna. No, bilo kako bilo, vecina raznolikosti uzrokovana je
razlikama izmedu jedinki (70,72 %). Ostala raznolikost bila je nejednako
rasporedena na razlike izmedu regija (24,27 %) i razlike izmedu populacija
(5,01 %).

Graf. 1. Raspodjela uéestalosti ®sr vrijednosti nakon 1000 permutacija

500
450
400
350
250
200
150
100 ——

50 |

Broj permutacija

0
-0.06 -0.02 0.02 0.06 0.1 0.14 0.18 022 0.26 0.3
-0.04 0 0.04 008 0.12 0.16 0.2 024 0.28

o

Budu¢i da je analiza obuhvacala dvije razine strukture (populacije i regije)
bilo je moguée provesti jednosmjerne AMOVA-e za svaku regiju (lzrael i
Spanjolska) posebno da bismo dobili bolji uvid u populacijsku strukturu unutar
regija. Za razlku od lIzraela gdje je populacijska struktura potvrdena
signifikantnom ®gr vrijednosti, unutar Spanjolske raznolikost je uzrokovana
isklju¢ivo razlikama izmedu jedinki, a ne i njihovom pripadnosti razli¢itim
populacijama. Udio varijabilnosti izmedu populacija u Spanjolskoj iznosio je
samo 0,09 %.

MATRICA ®gr VRIJEDNOSTI IZMEDBU POPULACIJA | ANALIZA SKUPINA

Nadalje, AMOVA analiza moZe se provesti posebno za svaki par populacija
i utvrditi pripadajuée ®gr vrijednosti koje su u ovom slu€aju ekvivalentne udjelu
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ukupne varijance koja je raspodijeljena izmedu ispitivanih populacija (Gustine
i Huff, 1999). Stoga se ®sr vrijednosti izmedu svakog para populacija mogu
smatrati prosje¢nim medupopulacijskim lealjenostima, a istotobno je moguce
testirati njihovu signifikantnost pomocéu permutacija.

U Tablici 6. prikazana je matrica fenotipskih udaljenosti (odnosno ®sr
vrijednosti izmedu svih parova populacija) kao i pripadaju¢e p vrijednosti
izmedu populacija volovoda.

Tablica 6.  Matrica fenotipska udaljenosti (®s) i pripadajuce p vrijednosti izmedu populacia
volovoda (Orobanche crenata Forsk.)

s Izrael Spanjolska

3 :

@ Populacija Alonin Masuot Latroon Cordoba Pinos Puente Mengibar
Alonin 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

g Masuot 0.1812 0.0000 : 0.0000 0.0000 0.0000

¥ Latroon 0.1097 0.0542 : 0.0000 0.0000 0.0000

g Codoba 03071 03005 02898 """""""" 03896 04166
é Pinos Puente  0.2935 0.2792 0.2708 0.0047 0.4815
x/g;' Mengibar 0.3034 0.3009 0.2881 -0.0022 0.0002

Ispod dijagonale: @ vrijednosti (udio ukupne varijance objasnjen razlikama izmedu populacija)
Iznad dijagonale: Pripadajuce p vrijednosti

Na temelju matrice ®gr vrijednosti izmedu svih parova populacija moguce
je provesti analizu skupina (cluster analysis) u svrhu grafictkog predovacavanja
odnosa izmedu populacija. Pritom se ¢&esto koristi metoda UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Averages) (Huff et al., 1997).
Medupopulacijske udaljenosti dobivene nakon analize skupina mogu se
usporediti s ishodiSnom matricom ®gr vrijednosti pomocéu kofenetickog
koeficijenta ¢ija se signifikantnost ispituje neparametrijski, Mantelovim testom
(Mantel, 1967) pomoc¢u permutacija matrica.

Grafikon 2. prikazuje dendrogram na temelju fenotipskih udaljenosti
izmedu populacija volovoda nakon provedene analize skupina (cluster analysis;
metoda UPGMA).

Kofeneti¢ki koeficijent izmedu matrice medupopulacijskih udaljenosti nakon
provedene analize skupina i ishodiSne matrice bio je signifikantan (r = 0,9917;
p=0,012).

178




Z. Satovi¢ i sur: Analiza molekulare varijance (AMOVA) i testiranje homogenosti
molekularne varijance (HOMOVA) na ... Sjemenarstvo 17(2000)3-4 str. 165-183

Graf. 2. Dendrogram na temelju fenotipskih udaljecnosti izmedu populacija volovoda nakon
provedene analize skupina (cluster analysis; metoda UPGMA)

Populacije Fenotipska udaljenost

Alonin

Masuot

I1zrael

Latroon e

Cordoba

Pinos Puente

——

Spanjolska

Mengibar

0.0 0.1 0.2 0.3

ANALIZA HOMOGENOST!I MOLEKULARNE VARIJANCE (HOMOVA)

Homogenost varijanci izmedu analiziranih izvora populacija nuzna je
pretpostavka u testiranju parametara ANOVA-e. No, buduéi da se pri AMOVA-i
@ vrijednosti kao i sastavnice varijance testiraju neparametrijski pomocu
permutacija homogenost varijanci nije potrebna. Bilo kako bilo, u mnogim je
istrazivanjima bioraznolikosti poznavanje nac¢ina raspodjele varijabilnosti
izmedu razliCitih populacija samo po sebi bitno. Bartlettov test homogenosti
varijance (Bartlett, 1937) se stoga moZe preinaciti tako da odrazava odstupanja
varijanci pojedinih populacija (ili regija) od srednje ukupne varijance
istrazivanja. Bartlettov indeks (B,) heteroscedasti¢nosti (homogenosti varijanci)
izmedu ispitivanih populacija moze se izraziti u sumama kvadratnih odstupanja

na sljededi nacin:
I
SSD(T) SSD(p);
™ ( ] Z ( e }
B = i=1

P !
=

i=1

(14]

1

gdje je,

[ - broj populacija;

N - broj jedinki.

SSD(T) - suma kvadratnih odstupanja svih jedinki;

88D(p); - suma kvadratnih odstupanja unutar i-te populacije.
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Na isti nadin mozemo izradunati Bartlettov indeks homogenosti varijanci
izmedu regija (B,) tako da zamjenimo / (broj populacija) s G (broj regija) i sume
kvadratnih odstupanja unutar populacija (SSD(p)) sa sumama kvadratnih
odstupanja unutar regija (SSD(r)).

Testiranje Bartlettovog indeksa takoder se provodi neparamterijski pomocu
permutacija. Navedeni test naziva se HOMOVA (Homogeneity of Molecular
Variance - Homogenost molekularne varijance) (Stewart i Excoffier, 1996).

U Tablici 7. prikazana je HOMOVA analiza kod volovoda koja je
obuhvac¢ala izratunavanje Bartlettovog indeksa za regije (B,), ukupno za sve
populacije (B,), te pojedinacno za populacije iz |zreala (Byy) i iz Spanjolske (By2).

Tablica 7. Analiza homogenosti molekularne varijance (HOMOVA) izmedu populacija volovoda
(Orobanche crenata Forsk.)

Izvori varijabilnosti Bartlettov indeks p(B)

Regije B,= 0,227 < 0,001
Populacije ) By= 9,181 . . 0,198

Izrael: Populacie Bon =070 0 1is s 0105
Spanjolska: Populaciie B=0037 0449

p(B) - signifikantnost Bartlettovog indeksa dobivena nakon 1000 permutacija

Analiza homogenosti molekularne varijance otkiva da su molekularne
varijance signifikantno heterogene izmedu regija, no ne i izmedu populacija.
Isto tako potvrdena je homogenost varijanci izmedu izraelskih populacija kao i
izmedu $panjolskih populacija. Bez obzira na nesignifikantnost heterogenosti
varijanci izraelskih populacija one se ipak medusobno signifikantno razlikuju
(signifikantan ®s7). No, vecina varijabilnosti je svakako uzrokovana razlikama
izmedu jedinki (udio varijabilnosti izmedu populacija je 11,76 %), a ne izmedu
populacija.

NAPOMENA O SOFTWARE-U:

Pojedine faze AMOVA i HOMOVA analize mogu provesti upotrebom
standardnih statisti¢kih programa. U SAS-u (SAS, 1990) je moguce izracunati
euklidske udaljenosti izmedu jedinki upotrebom makroa (Kuo, 1997) koji daje
mnogobrojne moguénosti za izraéunavanje razliéitih udaljenosti (kao npr.
euklidska udaljenosti, Jaccardov koeficijent, Diceov koeficijent, Gowerov
koeficijent itd.). NTSYS-pc (Rohlf, 1990) je program specijaliziran za numericku
taksonomiju i multivarijatnu analizu, te je pogodan za izradunavanje
kofeneti¢kih koeficijenata kao i za provedbu Mantelovog testa. Velik broj
raznolikih shareware programa za upotrebu u filogenetskih istrazivanjima moze
se nadi na: http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/software.html.
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Bilo kako bilo, Arlequin ver. 2.000 (Schneider et al., 2000) specijaliziranih je
program za analizu podataka iz populacijske genetike. Program kao i uputstva
za njegovu instalaciju i upotrebu nalaze se na: http://anthro.unige.ch/arlequin.
Dosad je stavlieno na raspolaganje vise verzija programa Arlequin (Schneider
et al., 1997), a prije izlaska Arlequina postojali su maniji programi istih autora
pod nazivom AMOVA i WinAMOVA. No, HOMOVA analiza nije ukljucena u
program Arlequin.

THE ANALYSIS OF MOLECULAR VARIANCE (AMOVA) AND THE TEST
FOR THE HOMOGENEITY OF MOLECULAR VARIANCE (HOMOVA)
WITH RAPD MARKERS

SUMMARY

The analysis of molecular variance (AMOVA) and the
nonparametric test for the homogeneity of molecular variance
(HOMOVA) have been reviewed. The calculation procedure was
ilustrated with broomrape (Orobanche crenata Forsk.) RAPD
population data.

Key words: AMOVA, HOMOVA, Orobanche crenata Forsk.
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