Zbornik naucnih radova, Vol. 14 br. 1-2 (2008)

UDK: 004.01
Struéni rad
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Izvod: Masovna upotreba PC racunara i u agronomskim istrazivanjima u novije vre-
me omogucila je primenu metoda multivarijacione analize koje omogucavaju sagledava-
nje simultane medizavisnosti imedu tri ili viSe nezavisno promenljivih. Ukoliko u svojoj
bazi podataka imamo fenotipsku karakterizaciju selekcionog materijala po principima
UPOV-og deskriptora, bilo da smo se odlucili za pracenje manjeg broja osobina ili za
kompletan set osobina, jednostavnim skriningom Zzeljenih osobina uz primenu neke od
metoda multivarijacionih analiza mozemo za par minuta dobiti vazne informacije.

Za anlizu je uzet set od 58 linija koje su fenotipski opisane u jednoj godini i jednom
ponavljanju po principima UPOV-og deskriptora. Posmatrajuci tri ocene: ugao stabla i
prvog lista iznad klipa, polozaj lista i Sirina lista, cilj istrazivanja je bio da se utvrdi da li
ispitivane linije prave prirodne, homogene grupe na osnovu ove tri karakteristike.

Primenjena je hijerarhijska klaster analiza Ward-sov metod, a verodostojnost rezultata
je testirana diskriminacionom analizom. Na osnovu unapred definisanih grupa klaster
analizom, diskriminacionom analizom su formirane linearne kombinacije nezavisno pro-
menljivih tako da je greska pogresne klasifikacije minimalna. Prve tri diskriminacione
funkcije obuhvatile su 100% varijanse to znaci da je najmanja greska pogresne klasifika-
cije onda kada je dati set podataka podeljen u 4 grupe.

Formiranje jedinstvenih baza podataka, koje postaju neiscrpan izvor korisnih infor-
macija za stru¢njake koji se bave planskim i usmerenim oplemenjivanjem, diktira potrebu
iznalazenja efikasnog nacina za kori$¢enje ogromnog obima informacija u ¢emu kor§éena
metodologija u datom radu moze biti od izuzetnog znacaja.

Kljucne reci: baze podataka, fenotipska karakterizacija, diskriminaciona analiza
Uvod

Bavljenje selekcionim radom podrazumeva praéenje i ocenjivanje velikog broja svoj-
stava linija i hibrida, kako u procesu selekcije, tako i kroz proces semenarstva i proi-
zvodnje. UPOV-a konvencija radi zastite prava oplemenjivaca predvida praéenje velikog
broja osobina varijeteta (sorti, linija, hibrida). Kako se o¢ekuje da ¢e i nasa zemlja postati
potpisnica UPOV-e konvencije javila se potreba da se brojna zapazanja, koja se i inate
redovno sprovode na nasem elitnom materijalu, standardizuju u tom pravcu. Stoga je usta-
novljen sistem gde se u momentu kada odredeni hibrid ulazi u proces priznavanja u Sortnu
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komisiju, kako sam hibrid, tako i njegove komponente opisuju po standardima testiranja
koje je ustanovio UPOV (UPOV publication 2000). Pored seta od tridesetak komercijalnih
hibrida i njihovih roditeljskih linija, od 2002. godine pa do danas, uradena je fenotipska
karakterizacija i oko 230 hibrida i njihovih komponenti u trajanju od tri godine.

Razli¢iti metodi mogu biti upotrebljeni za ocenu karakteristika u DUS testu u zavisnosti
od tipa varijeteta i osobina koje se ocenjuju. Da bi jedno svojstvo moglo da se koristi za
DUS testiranje mora da zadovolji odredene uslove (TG/1/3). Mora da bude rezultat genoti-
pa, da je u dovoljnoj meri konzistentno i ponovljivo u odredenoj sredini, da se moze jasno
definisati i prepoznati, da ispoljava dovoljnu varijaciju izmedu varijeteta da bi bilo moguce
ustanoviti razlicite stepene ekspresije i time i razliCitost izmedu varijeteta i da omogucava
jasne zahteve u pogledu stabilnosti u smislu da obezbeduje konzistentne i ponovljive rezul-
tate posle svakog novog ciklusa umnozavanja (UPOV/DATA/BEI/04/8, TG/2/6).

U cilju pravilne upotrebe odredenog svojstva u testiranju potrebno je razumeti razlici-
te nacine njihovog ispoljavanja. Razli¢iti su tipovi ekspresije svojstava i njihova primena
u DUS testiranju. U osnovi postoje tri tipa osobina: kvalitativne, kvantitative i pseudo
kvalitativne. Razli¢iti nivoi ekspresije svojstava su podeljeni u stadijume i oznac¢eni odre-
denim brojem-ocenom. Testiranje takode podrazumeva upotrebu odgovarajucih varijete-
ta odredene biljne vrste kao repera za nivo ekspresije datog svojstva.

Kvalitativna svojstva su ona koja se ispoljavaju u diskontinuiranim stadijumima (pol
biljke). Kod ovakvih osobina stadijumi su sami po sebi jasni i nezavisni. Po pravilu, ove
karakteristike nisu pod uticajem sredine.

Kvantitativne karakteristike su one ¢ija se ekspresija proteze kontinuirano od jednog
do drugog ekstrema. Ekspresija se rangira u odredeni broj stadijuma u zavisnosti od osobi-
na i uz to ide odredena ocena. Na primer visina biljke: 1-veoma nisko, 3-nisko, 5-srednje,
7-visoko, 9-veoma visoko. Stadijum ekspresije bi svakako trebao da ima puno znacenje za
DUS procenu mada Uputstva za testiranje ne preciziraju razliku potrebnu za razlicitost.

Postoje jos i pseudo kvalitativna svojstva, to su ona koja se u krajnjoj meri ispoljavaju
kontinuirano ali variraju od jednog do drugog oblika (oblik lista: ovalan- zasiljen, oblik
klipa: konic¢an-cilindri¢an) i ne mogu da budu definisana sa dve krajnje pozicije. Tako su
ocene klipa: koni¢an-1, koni¢no —cilindri¢an-2 i cilidri¢an-3.

Medutim ovde nece biti re¢i o DUS testu samom po sebi vec¢ o tome kako se korisno
mogu upotrebiti ocene pojedinih osobina genotipova za unapredenje procesa selekcije.
Ocene fenotipskih karakteristika razli¢itih genotipova su u osnovi jako jednostavne i do
njih se dolazi vizuelnom ocenom bez nekog posebnog merenja bar kada se radi o kuku-
ruzu. Za razliku od egzaktnih merenja, koja se sprovode u istrazivacke svrhe, kao $to su
merenje duzine i Sirine lista ili merenje duzine i precnika klipa, ovakve ocene ne zahteva-
ju obimna merenja na ve¢em broju biljaka, veCem broju ponavljanja pa i u trajanju od vise
sezona. Znaci ne zahtevaju angazovanje vece koli¢ine radne snage vec¢ jedan struénjak za
odredenu biljnu vrstu moze da oceni veliki broj genotipova u toku jedne sezone. Naravno,
fenotipska karakterizacija namenjena selekciji ne mora da sadrzi sve preporucene osobine
iz Uputstva za DUS testiranje ve¢ samo one koje su od interesa za odabir superiornog
materijala. Stvaranje hibrida za uslove intenzivne poljoprivrede, gusée setve i intenzivnu
primenu navodnjavanja i dubrenja, podrazumeva koriséenje pocetnog materijala koji se
dobro ponasa u takvim, intenzivnim uslovima gajenja. Stvaranje nove pocetne populacije
koja ¢e se sastojati od genotipova, koji imaju uzan habitus, odnosno mali ugao stabla
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i lista, uspravan i Sirok list podrazumeva izbor odgovarajucih linija iz ogromnog broja
materijala kako iz banke gena tako i iz materijala koji se nalazi u teku¢im komercijalnim
programima oplemenjivanja. Predstoji dugotrajan i mukotrpan proces pronalazenja ta-
kvih linija. Sa povecanjem broja trazenih parametara proces iznalazenja odgovarajuéeg
materijala se komplikuje. Postoji jedna koli¢ina materijala sa kojim se Cesto radi i tu nema
problema. Dobar oplemenjiva¢ poznaje svoj materijal i moci ¢e da odabere nekoliko lini-
ja. A $ta sa brojnim materijalom koji nije u frekventnoj upotrebi?

Materijal i metod rada

Masovna upotreba PC racunara i u agronomskim istrazivanjima u novije vreme omo-
gucila je jednostavnu primenu metoda multivarijacione analize koje omoguéavaju sagle-
davanje simultane meduzavisnosti imedu tri ili viSe nezavisno promenljivih (Ruiz, 2001).
Ukoliko se u bazi podataka nalazi fenotipska karakterizacija selekcionog materijala po
principima UPOV-og deskriptora, bilo da je u pitanju pracenje manjeg broja osobina ili
kompletnog seta osobina, jednostavnim skriningom Zeljenih osobina uz primenu neke od
metoda multivarijacionih analiza mozemo za par minuta dobiti vazne informacije. U ovom
slu¢aju radilo se o izdvajanju materijala uskog habitusa i uspravnog i Sirokog lista.

Za analizu je uzet set od 58 linija koje su fenotipski opisane u jednoj godini i jednom
ponavljanju po principima UPOV-og deskriptora. Posmatrajuci tri ocene: ugao stabla i pr-
vog lista iznad klipa, poloZzaj lista i $irina lista cilj je bio da se utvrdi da li ispitivane linije
prave prirodne, homogene grupe na osnovu ove tri karakteristike. Ocene za ove osobine
kod kukuruza kre¢u se od 1 do 9.

Primenjena je hijerarhijska klaster analiza Ward-sov metod, a kao mera slicnosti/ra-
zli¢itosti upotrebljen je squared euclidien distance. Ukoliko se barata sa bazama podataka
koje sadrze 1000 i vise jedinica onda bi k-sredina klaster analiza ili dvostepena klaster
analiza bile u stanju da efikasno savladaju takav set podataka.

Adekvatnost primenjene klaster analize je testirana diskriminacionom analizom (Ko-
vacic, 1998, Hastie et all., 1994). Osnovni cilj diskriminacione analize je formiranje line-
arnih kombinacija nezavisno promenljivih kojima ¢e se diskriminacija izmedu unapred
definisanih grupa izvrsiti tako da greska pogresne klasifikacije bude minimizirana (Mi-
lligen and Cooper, 1985).

Rezultati istraZivanja i diskusija

Na dendogramu slike 1 prikazani su rezultati klaster analize. Ispitivanih 58 linija uzi-
majuci u obzir osobine: ugao stabla i prvog lista iznad klipa, polozaj lista iznad klipa
i Sirina lista u krajnjoj instanci se grupisu u dva klastera. U prvom klasteru nalaze se
linije sa Sirokim i listom srednje Sirine veoma malog do malog ugla stabla i lista i veoma
uspravnog do uspravnog lista. U drugom klasteru nalaze se linije sa uzanim listom ili sa
listom srednje Sirine i uglom stabla i lista od veoma malog do srednjeg. Po logici stvari
cilj je da se definisu klasteri tako da se u svakom klasteru nalazi veoma karakteristi¢na,
homogena grupa linija sa jedne strane, a da sa druge strane postoji dovoljna distanca
izmedu klastera za klasifikaciju.
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U prvom pokusaju izvr$eno je secenje dendograma na odstojanju 5 i time definisano
5 klastera. Prvom klasteru pripada 10 jedinica i to su linije veoma malog ugla izmedu
stabla i lista sa veoma uspravnim do blago povijenim listom i veoma Sorokom do Sirokom
liskom. Drugom klasteru pripada 13 linija i to su linije sa srednjim uglom izmedu stabla
i lista srednje do jako povijenim listom i liskom srednje $irine. U treéem klasteru nalazi
se 7 linija koje imaju veoma mali do mali ugao stabla i lista blago povijen list i malu do
veoma malu $irinu liske. U ¢etvrtom, najbrojnijem klasteru nalazi se 18 linija koje imaju
srednju $irinu liske, mali do veoma mali ugao stabla i lista i blago povijen list. Na kraju, u
petom klasteru, nalazi se 10 linija koje imaju malu do srednju $irinu lista, mali do veoma
mali ugao stabla i lista i blago do srednje povijen list ( slika 1 linija seenja “a”).

SL 1. Dendrogram klaster analize za osobine ugao, polozaj i Sirina lista
Dendrogram for a cluster analysis for the traits of leaf angle, position and width
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SI. 2. Teritorijalna mapa 5 klastera na osnovu 4 diskriminacione funkcije
Territorial map of 5 clusters based on 4 discriminant functions
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Canonical Discriminant Function 1

Zatim je dobijena klaster analiza sa pet grupa testirana diskriminacionom analizom.
Iako model prikazuje teritorijalnu mapu pet klastera tabela Eigenvalues pokazuje da su
dovoljne tri kanoni¢ne diskriminacione funkcije da objasne varijabilnost datog seta poda-
taka (sl. 2). Prva diskriminaciona funkcija obuhvata 69% varijanse, druga 23.4% i treca
7.6% (tab. 1).

75



Zbornik naucnih radova, Vol. 14 br. 1-2 (2008)

Tab. 1. Eigenvrednosti diskriminacionih funkcija
Eigenvalues of discriminant functions

Funkcija Eigenvrednost | % od varijanse | Kumulativno Kanonicka
% korelacija

1 3.297° 69.0 69.0 0.876

2 1.119% 23.4 92.4 0.727

3 0.362° 7.6 100.0 0.516

# U analizi su upotrebljene prve tri kanonicke diskriminacione funkcije

Na osnovu unapred definisanih grupa diskriminacionom analizom su formirane line-
arne kombinacije nezavisno promenljivih tako da je greska pogresne klasifikacije mini-
malna (Fonseca et all. 2004). Medutim kako prve tri diskriminacione funkcije obuhvataju
100% varijense to znaci da je najmanja greska pogresne klasifikacije onda kada je dati set
podataka podeljen u 4 grupe.

Prva promenljiva ili polozaj prvog lista iznad klipa je u viso koj korelaciji sa prvom
diskriminacionom funkcijom (0.81). Sirina lista je u pozitivnoj korelaciji sa drugom dis-
kriminacionom funkcijom, a ugao stabla i prvog lista iznad klipa u visokoj negativnoj
korelaciji sa tre¢om diskriminacionom funkcijom (tab. 2).

Tab. 2. Struktura matrice prve tri diskriminacione funkcije u slucaju pretpostavke 5

grupa

Matrix structure of the first three discriminant functions in case of assumption

of five groups

Osobina Funkcija

1 2 3

Polozaj lista 0.808" 0.183 0.560
Sirina lista -0.458 0.889" -0.003
Ugao stabla i lista 0.624 0.338 -0.705"

Najvecéa apsolutna korelacija izmedju svake varijable i bilo koje diskrimanacione funkcije

Moze se zakljuciti da inicijalna podela u pet grupa nije najadekvatnija. Sada se testira
pretpostavka podele u 4 grupe. Sece se dendogram na odstojanju oko Sest (sl. 1, linija
secenja ,,b*"). I prethodna analiza je ukazala na statisticku znacajnost samo prve tri diskri-
minacione funkcije. Isto se moze zakljuciti i na osnovu F testa diskriminacionih funkcija
gde su p vrednosti za sve tri diskriminacione funkcije ispod 5% (tab. 3).

Tab. 3. F test znacajnosti diskriminacionih funkcija
F test of significance for discriminant functions

Test funkcija Wilksova Chi-square Stepeni slobode | Signifikantnost
Lambda

1 prema 3 0.081 134.721 9 0.000

2 prema 3 0.346 56.721 4 0.000

3 0.734 16.543 1 0.000
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Naravno sve tri varijable ili nezavisno promenljive su znacajne za diskriminaciju i
model ih uzima u analizu. Minimalna vrednost parcijalnog F nezavisnih varijabli za ula-
zak u analizu ili bolje re¢eno minimalna vrednost parcijalnog F potrebna za diskriminaci-
ju iznosi 3.84. Sve tri promenljive imaju F vrednosti daleko iznad toga (tab. 4).

Tab. 4. F vrednosti nezavisno promenljivih u slu¢aju podele na 4 klastera
F values of independent variables in case of dividing into four clusters

Korak tolerancija F za povlacenje Wilksova lambda
1 Sirina lista 1.00 35.696
2 §irina lista 0.98 35.361 0.388
ugao stabla i lista 0.98 28.118 0.335
3 Sirina lista 0.98 28.675 0.214
ugao stabla i lista 0.878 15.062 0.151
polozaj lista 0.895 10.481 0.129

Centri klastera na teritorijalnoj mapi se sada pomeraju tako $to se peti klaster pridru-

zuje treéem klaseru (sl. 3).

SI. 3. Teritorijalna mapa 4 klaster na osnovu 3 diskriminacione funkcije
Territorial map of 4 clusters based on 3 discriminant functions
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Zakljucak

U raznim oblastima istrzivanja veoma cesto pokusavamo prirodu nekog objekta ili
pojave da razumemo ili opiSemo istovremenim merenjem veceg broja nezavisno promen-
ljivih. Nazalost, takode veoma ¢esto, nismo u stanju da, kompleksnu prirodu objekata ili
pojava posmatranja, sagledamo u potpunosti. Sam prinos, koji predstavlja na§ najcesci
predmet interesa, po svojoj prirodi predstavlja viSedimenzionu pojavu koja obuhvata vise
razli¢itih karakteristika i na koju uti¢e ve¢i broj faktora ili simultano meduzavisnih pro-
menljivih. Masovna upotreba PC racunara i u agronomskim istrazivanjima u novije vre-
me omogucila je jednostavnu primenu metoda multivarijacione analize koje omogucava-
ju sagledavanje simultane meduzavisnosti imedu tri ili viSe nezavisno promenljivih. Od
zadatog cilja istrazivanja, problema koji treba razjasniti, kao i tipa podataka, zavisi izbor
odgovaraju¢e metode (Amsalu, 1999). Takode izbor metoda zavisi od toga da li su istra-
zivanja orijentisana ka meduzavisnosti promenljivih ili im je osnovni zadatak ispitivanje
meduzavisnosti objekata. U prvom slucaju, kada se ispituje meduzavisnost promenljivih
posmatraju se kolone matrica podataka i tada su u osnovi ovih metoda kovarijacione i
korelacione matrice. U drugom slucaju, u cilju poredenja dva objekta (hibrida, linija ili
sredina), posmatramo redove matrica odnosno definiSemo razliite mere bliskosti. Osnov
ovih metoda predstavljaju matrice odstojanja izmedu objekata.

Formiranje jedinstvenih baza podataka koje postaju neiscrpan izvor korisnih informa-
cija za stru¢njake koji se bave planskim i usmerenim oplemenjivanjem, diktira potrebu
iznalaZenja efikasnog nacina za koriS¢enje ogromnog obima informacija u ¢emu korisce-
na metodologija u datom radu moze biti od izuzetnog znacaja.
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Professional paper

PHENOTYPIC CHARACTERISATION AND MULTIVARIATE
ANALYSES

V. Babi¢, M. Babic*
Summary

The mass utilisation of personal computers in agricultural studies in recent times has
provided the application of multivariate analysis methods that facilitated recognition of
simultaneous interdependence among three or more independent variables. If our data
base encompasses records on the phenotypic characterisation of the breeding material
according to principles of the UPOV descriptor, a simple screening of desired traits by the
application of some of multivariate analysis methods, a very important information could
be gained in just a couple of minutes regardless of monitoring of a few or a complete set
of traits.

A set of 58 inbreeds, phenotypically described in one year and one replication accor-
ding to UPOV descriptor, was analysed. According to the three estimates (the angle
between the blade and stem on leaf just above upper ear, leaf attitude of blade and leaf
width), the aim of the study was to determine whether the observed lines were actually
natural, homogenous groups on the basis of these three properties.

The hierarchical cluster analysis, Ward’s method, was applied, and credibility of re-
sults was tested by the discrimination analysis. Based on groups predefined by the cluster
analysis, linear combinations of independent variables were formed by the discrimination
analysis, hence the error of an incorrect classification was minimal. The first three discri-
mination functions encompassed 100% of a variance, meaning that the smallest error of
the incorrect classification was if the given data set was divided into four groups.

The formation of the unique data bases, that become an inexhaustible source of infor-
mation for experts working on planned and directed breeding, dictates a need to ascertain
the efficient way for the utilisation of the enormous scope of information wherein the
applied methodology in such a work can be of an exceptional importance.

Key words: data bases, phenotypic characterisation, discrimination analysis
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