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Uvod

Ovaj je prirucnik zamislien kao dio nastavnog materijala za predmet
.Kvanitativna genetika u biljnim znanostima®“, koji je kao izborni predmet ponuden
studentima diplomskih studija Sveucilista u Zagrebu Agronomskog fakulteta, i to
primarno studentima studijskog programa ,Biljne znanosti“. Prakti¢ni dio nastave u
okviru ovog predmeta sastoji se od vjezbi u praktikumu, tijekom koji se provodi
statistiCka analiza kvantitativnih svojstava u odabranim primjerima koji uglavhom
potje€u iz nekoliko razliCitih znanstvenih istrazivanja (osim Primjera 2.). Na tim se
primjerima temelji i ovaj prirunik, pa je u svakom od njegovih poglavlja prikazana

analiza jednog primjera.

U analizama primjera koriste se alati za statisticku analizu iz programskog
okruZenja R, koje je odabrano zbog svoje slobodne dostupnosti, pa ga studenti mogu
instalirati i koristiti na vlastitim racunalima. Za svaki je primjer nacin provedbe analize
u R-u prikazan korak po korak, pa je svaki redak R koda popracen tekstom u kojem
je objasnjena svrha i rezultat primjene pojedinih funkcija iz osnovnog i nekoliko
specijaliziranih paketa. Detaljnije upute se za funkcije iz osnovnog paketa mogu
pronac¢i u dvije reference s popisa literature na kraju ovog poglavlja, a za

specijalizirane su pakete reference navedene na kraju poglavlja u kojima se koriste.

Sadrzaj predmeta ,Kvantitativna genetika u oplemenjivanju bilja“ temelji se na
udzbeniku ,Genetical Analysis of Quantitative Traits“ autora Michaela Kearseyja i
Harpala Poonija (iz Cijih nastavnih materijala potjeCe i Primjer 2.). Svako poglavije
ovog priru¢nika osim analize primjera sadrzi i kratki uvodni dio, koji predstavlja vrlo
sazeti oblik teoretskih osnova, a detaljnija se objasnjenja mogu pronaci u navedenom
udzbeniku. Ukoliko je takvo objasSnjenje neophodno za razumijevanje primjera, u

tekstu je navedena i stranica u udzbeniku na kojoj se ono moze pronaci.
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Modeli prosjeka sest osnovnih generacija

Pojam Sest osnovnih generacija podrazumijeva dvije roditeljske homozigotne inbred-
linije (P1 i P2), prvu generaciju potomstva (Fi1) nastalu njihovim krizanjem, drugu
generaciju potomstva (F2) nastalu samooplodnjom Fi1 generacije, te generacije
potomstava povratnih krizanja Fi1 generacije s roditeljima P1 (Bci1) i P2 (Bci2).

Ocekivane vrijednosti prosjeka Sest osnovnih generacija su:

P, =m+ [a] (1)
P, =m—[qa] (2)
F, =m+ [d] (3)
F, =m+[d] (a)
Bcyy = m+[a] +[d] (5)
By, = m—lal +5[d] (e)

gdje m predstavlja prosjek roditelja; [a] je ukupni aditivni efekt, odnosno zbirni ucinak
lokusa u homozigotnom stanju; a [d] je ukupni dominacijski efekt, odnosno zbirni
ucinak lokusa u heterozigotnom stanju. Vrijednosti genetiCkih parametara m, [a] i [d]
mogu se temeljem navedenih jednadzbi procijeniti metodom viSestruke regresije, pri
¢emu zavisnu varijablu predstavljaju prosjeci (aritmetiCke sredine) generacija, m je
konstantni Clan, [a] i [d] su regresijski koeficijenti, a nezavisne varijable su relativni
doprinosi genetickin parametara ocekivanim prosjecima generacija. Vrijednosti
parametara procjenjuju se kao regresijski koeficijenti za nezavisne varijable, pa se
opravdanost ukljuCivanja svakog parametra u model moze ispitati t testom. Zbog
razlika u varijancama (izmedu razdvajajucih i nerazdvajajucih generacija) i veliCinama
uzoraka pogresSke se prosjeka generacija mogu znatno razlikovati, pa je potrebno
provesti ponderiranu regresijsku analizu, s omjerom veli€ine uzorka i varijance
generacije kao opterecenjem. Opisani model naziva se aditivno-dominacijskim, jer
ukljuCuje samo dva osnovna, a zanemaruje slozene genske ucinke poput maj€inskog
efekta ili epistaze. Prikladnost ovog jednostavnog modela, odnosno prisutnost
sloZenijin efekata, moZe se ispitati ¥? testom na temelju razlika izmedu prosjeka

generacija i njihovih o€ekivanih vrijednosti procijenjenih pomoc¢u modela.



Primjer 1.

U istraZivanju nasljedivanja komponenti uroda pSenice krizanjem kultivara Soissons
(?) i Zitarka (&) uzgojena su potomstva $est osnovnih generacija (Novoselovié i sur.

2004.). U ovom primjeru Ce se analizirati podatci za broj zrna po klasu.

1. Ucitavanje i priprema podataka

U prvom koraku ucitati ¢e se podatci iz prilozene datoteke u csv formatu (uz
pretpostavku da je kao radni direktorij prethodno postavljen direktorij u kojem se

nalazi datoteka s podatcima):

pr.1 <- read.csv("Primjerl.csv'")

U novostvorenom objektu pr.1 nalaze se podatci za pojedinacne biljke, pa je na
temelju njih potrebno izraCunati prosjeke, varijance i veliCine uzoraka za Sest
osnovnih generacija. Najprije se izraCunaju prosjeci i spreme u novi objekt

generacije:

generacije<-aggregate(BZPK~GEN,data=pr.1, FUN=mean)

U tu se svrhu koristi funkcija aggregate. Prvi argument funkcije je model (,formula®)
kojim se definiraju zavisna (od Cijih se vrijednosti izraCunavaju prosjeci) i nezavisna
varijabla (kategorijska varijabla — ,faktor®, za Cije se razine izraunavaju prosjeci). U
ovom primjeru je zavisna varijabla broj zrna po klasu (BzPK), a nezavisnu
predstavljaju nazivi generacija (GEN). U sintaksi R-a se pri zapisu modela kao znak
jednakosti koristi ~. Drugi argument odreduje objekt u kojem se nalaze podatci, a
tre¢i odreduje Sto zelimo izraCunati (u ovom slucaju prosjek - mean). Nakon toga je
potrebno korigirati nazive varijabli u novoformiranom objektu (jer je varijabla s

prosjecima zadrzZala ime zavisne varijable):

colnames(generacije)<-c("GEN", "mean_BzZPK")

Zatim se izraCunaju varijance i dodaju kao nova varijabla u objekt generacije:

generacije$var_BzZPK <- aggregate(BZPK~GEN,data=pr.1,FUN=var)[,2]



U odnosu na prethodnu primjenu funkcije aggregate potrebno je promijeniti samo
treCi argument kojim se odreduje Sto Zelimo izraCunati (varijancu umjesto prosjeka).
Takoder je potrebno ograniciti upis rezultata primjene funkcije na samo drugi stupac
([,2]), jer ¢e se u suprotnom jo$S jednom dopisati i nazivi generacija (koji su
navedeni u prvom stupcu rezultata). Na isti se nacin izraCunaju i veliine uzoraka

primjenom klju¢ne rije€i Tength, u tre¢em argumentu funkcije aggregate:

generacije$n <- aggregate(BZPK~GEN,data=pr.1,FUN=length)[,2]

Opterecéenje (weight) je omjer izmedu veliine uzorka i varijance:

generacije$weight <- generacije$n/generacije$var_BzPK

Objekt generacije sada izgleda ovako:

generacije

GEN mean_BZPK var_BZPK n weight
1 BcS 53.17857 154.3060 140 0.9072880
2 Bcz 52.18440 106.9658 141 1.3181789
3 F1 55.89796 108.1544 98 0.9061118
4 F2 52.51327 118.7299 339 2.8552213
5 SOISSONS 52.59434 184.3005 106 0.5751475
6 ZITARKA 48.18478 119.0973 92 0.7724773

Poredak generacija u ovom objektu odgovara abecednom redu naziva generacija,;
nazivi roditelja su imena kultivara, a kod povratnih krizanja je umjesto brojCane
oznake navedeno pocetno slovo imena roditelja. Prije procjene vrijednosti genetickih
parametara metodom viSestruke regresije potrebno je jo$ upisati i relativne doprinose
genetiCkih parametara oCekivanim vrijednostima prosjeka generacija (navedeni su u

uvodnom dijelu ovog poglavlja:

generacije$m <- c(1,1,1,1,1,1)
generacije$a <- ¢(0.5,-0.5,0,0,1,-1)
generacije$d <- ¢(0.5,0.5,1,0.5,0,0)

Roditelj s ve¢om prosjec¢nom vrijedno$¢u je Soissons, pa doprinos ukupnog aditivhog
efekta prosjeku Soissonsa i povratnog krizanja s njim ima pozitivan predznak, a

Zitarki i povratnom krizanju s njom negativan predznak.



2. Procjena vrijednosti genetickih parametara visestrukom regresijom

Cilj primjene viSestruke regresije je pronaci sto jednostavniji model koji ¢e tako dobro
objasniti varijabilnost prosjeka generacija, da razlika izmedu prosjeka i njihovih
oCekivanih vrijednosti procijenjenih prema odabranom modelu ne bude signifikantna.
Zbog toga se za pocetni model odabire najjednostavniji moguéi model koji sadrZi
samo jedan genetiCki parametar - prosjek roditelja (m). Regresijska analiza prema
ovom modelu provodi se primjenom funkcije Tm, a rezultati spremaju u novi objekt

m. Im:

m.Tm <- Tm(mean_BZPK~-1+m,weights=weight,data=generacije)

Drugi argument aktivira ponderiranu analizu definiranjem varijable s optereéenjima, a
treCi odreduje objekt s podatcima. U prvom je argumentu definiran model
mean_BZPK~-1+m prema kojem se provodi analiza. Ovaj specifican oblik modela
koristi se zato Sto je prosjek roditelja konstantni ¢lan, a u sintaksi R-a je konstantni
Clan implicitno zadan. Na eksplicitan se nacin konstantni ¢lan moze zadati
koriStenjem broja 1, a implicitno se zadani konstantni ¢lan moze izbaciti iz modela
koriStenjem broja -1. Prema tome, u modelu zadanom sa mean_BZPK~-1+m Se
najprije iskljuCuje implicitno zadani konstantni ¢lan, a zatim procjenjuje prosjek
roditelia (m) na temelju relativnog doprinosa ocCekivanim vrijednostima prosjeka
generacija (koji je uvijek 1). Alternativni i mozda jednostavniji nacin definiranja ovog
modela bio bi mean_BzPK~1, ali bi tada prosjek roditelja u rezultatima bio naveden
kao intercept (konstantni ¢lan), a ne kao m. Procijenjena vrijednost i test prosjeka
roditelja moze se iz objekta m.Tm u kojem su spremljeni rezultati izvuéi primjenom

genericke funkcije summary:

summary(m.Tm) $coefficients
Estimate Sstd. Error t value Pr(>|tl)
m 52.50509 0.8322562 63.08765 1.894146e-08

Dodatak $coefficients sluzi da bi se iz opSirnijeg saZetka rezultata izdvojio samo
test za prosjek roditelja. Test za jedini parametar u modelu je signifikantan, odbacuje
se nulta hipoteza da je jednak nuli, pa je njegovo uvrStavanje u model opravdano.
Njegova procijenjena vrijednost (52.51) je znatno blize ukupnom prosjeku (52.43),

nego stvarnom prosjeku roditelja (50.39). Razlog za to je lako objasniti, jer ovaj



model zapravo pretpostavlja da su prosjeci svih generacija medusobno jednaki,

odnosno da su jednaki prosjeku roditelja.

Pogodnost ovog najjednostavnijeg modela provjerava se primjenom y?2 testa, pa se u
sluCaju signifikantnog ishoda testa ponovno provodi analiza, prema modelu u koji se

dodaje iduéi geneticki parametar.

3. Ocjena pogodnosti modela uz pomo¢ y? testa

Za provedbu y? testa potrebne su razlike izmedu prosjeka generacija i njihovih
oCekivanih vrijednosti (procijenjenih prema modelu), koje se zatim kvadriraju i mnoze
s opterecenjima (jer se provodi ponderirana regresija). Te se razlike vrlo jednostavno
mogu izvuc€i iz objekta s rezultatima analize pomocu funkcije resid (genericka
funkcija kojom se iz objekata izvlae reziduali — odstupanja procjena prema modelu
od opazanja). Kvadrirane razlike pomnozZene s opterec¢enjima mogu se spremiti kao

nova varijabla u objektu generacije:

generacije$chisqg_m <- resid(m.Im)**2*generacije$weight

Testna statistika za y? test je suma ovih vrijednosti:

chi <- sum(generacije$chisq_m)

Za model koji sadrzi samo prosjek roditelja njena vrijednost iznosi:

chi
[1] 25.40096

Broj stupnjeva slobode za ovaj test je jednak broju opazanja (generacija) umanjenom
za broj parametara u modelu (6 — 1 = 5). Vjerojatnost dobivanja gornje vrijednosti

testne statistike je:

1-pchisq(chi,df=5)
[1] 0.0001165648

Prema tome, razlike izmedu prosjeka generacija i njihovih ocCekivanih vrijednosti
procijenjenih prema modelu koji sadrzi samo prosjek roditelja su znacajne, pa ovaj

model nije pogodan za objasnjavanje varijabilnosti prosjeka generacija.



4. Odabir najpogodnijeg modela

Kako se model s prosjekom roditelja pokazao nepogodnim, idu¢i model ¢Ciju
pogodnost treba ispitati je onaj u kojem je prosjeku roditelja dodan i ukupni aditivni
efekt:

ma.Im <- Tm(mean_BzZPK~-1l+m+a,weights=weight,data=generacije)

| ovaj bi se model mogao alternativno zadati kao mean_BzPK~a, ali se gornji oblik
koristi zbog ranije navedenog razloga. Procijenjene vrijednosti i test parametara
mogu se ispisati na isti nacin:
summary(ma.1m)$coefficients

Estimate Std. Error t value Pr(>|tl)

m 52.619058 0.7723095 68.132090 2.780487e-07
a 2.075356 1.5157999 1.369149 2.427949e-01

Testovi za oba parametra su signifikantni, Sto znaci da je njihovo uvrStavanje u model
opravdano. Pogodnost modela ocjenjuje se y? testom (6 generacija — 2 parametra =
4 df):

generacije$chisg_ma <- resid(ma.Tm)**2*generacije$weight

chj <- sum(generacije$chisq_ma)

E2] 17.29554

1-pchisq(chi,df=4)
[1] 0.001693358

lako su odstupanja procjena od prosjeka generacija prema ovom modelu manja
(usporedujuéi vrijednosti testnih statistika), i u ovom slu€aju su signifikantna, Sto
znaCi da ni ovaj model nije pogodan za objasSnjavanje varijabilnosti prosjeka

generacija.

Preostaje jo$ ispitati pogodnost modela koji ukljuCuje i tre¢i parametar — ukupni

ucinak dominacije:

mad.Tm <- Tm(mean_BZPK~-1+m+a+d,weights=weight,data=generacije)
summary(mad.1m) $coefficients
Estimate Std. Error t value Pr(>|tl])
m 50.054807 0.4268349 117.269702 1.367098e-06
a 1.825746 0.4242794  4.303169 2.309492e-02
d 5.427830 0.7800125 6.958645 6.088578e-03



Test za sva tri parametra je signifikantan, pa se moZe ispitati pogodnost modela:

generacije$chisg_mad <- resid(mad.Im)**2*generacije$weight
chi <- sum(generacije$chisq_mad)

chi

[1] 1.009021

1-pchisq(chi,df=3)

[1] 0.7990692

Za ovaj model odstupanja procjena od prosjeka generacija nisu signifikantna, pa se
on moze odabrati kao pogodan model za objasSnjavanje varijabilnosti prosjecnog
broja zrna po klasu Sest osnovnih generacija krizanja sorata pSenice Soissons i
Zitarka. Zasto se ovaj model pokazao pogodnim, a prethodna dva nisu najlakse je
uocCiti ako se usporede odstupanja procjena od prosjeka za sva tri modela (vrijednosti

se prethodno zaokruze na tri decimale radi preglednosti):

generacije[,c("chisq_m","chisq_ma","chisq_mad")] <-
round(generacije[,c("chisg_m","chisqg_ma","chisqg_mad")],3)

generacijel[,c("GEN","chisqg_m","chisq_ma","chisq_mad")]
GEN chisq_m chisg_ma chisqg_mad

1 Bcs 0.412 0.207 0.230
2 Bcz 0.136 0.479 0.142
3 F1 10.431 9.742 0.156
4 F2  0.000 0.032 0.186
5 SOISSONS  0.005 2.537 0.293
6 ZITARKA 14.418 4.298 0.002

Model koji ukljuCuje samo prosjek roditelja najviSe grijesSi u procjeni dvaju generacija
s ekstremnim prosjeénim vrijednostima — F1 i P2 (Zitarka). Dodatak aditivnog uginka
smanjuje pogredku procjene prosjeka Zitarke, ali i dalje jako grije$i u procjeni
prosjeka Fi1 generacije, jer zanemaruje jaki dominacijski (heteroti¢ni) ucinak, zbog
kojeg Fi1 generacija ima vecCi broj zrna po klasu u odnosu na sve ostale. U
odabranom je modelu procjena parametra m znatno bliZza prosjeku roditelja u odnosu
na preostala dva, a pogresSke su opcenite vrlo male i ujednaCene za sve generacije.
Kako se aditivno-dominacijski model pokazao pogodnim, sloZeniji genski ucinci se u

ovom primjeru mogu zanemariti.
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Samooplodnja

Iz F2 generacije se odabere slu€ajni uzorak od n jedinki i podvrgne samoplodniji, te
zatim od svake jedinke iz F2 generacije uzgoji porodica od r jedinki F3 generacije.

Ocekivana prosjecna vrijednost F3 generacije je:

Ukupna se varijabilnost generacije Fz moze rastaviti na varijabilnost izmedu porodica

i varijabilnost unutar porodica:

Tablica 1. Shema analize varijance za F; generaciju samooplodnje

Izvor ocekivani MS
varijabilnosti df MS (EMS)
Izmedu porodica n-1 MSg 06\, + roé
2
Unutar porodica n(r—1) MS,, Sw
Ocekivana vrijednost varijance izmedu porodica (B — ,between®) sastoji se od

aditivne i dominacijske genetske komponente u ovom odnosu:
o =V; +3Vp #)

Ocekivana vrijednost varijance unutar porodica (W — ,within“) osim genetskih sadrzi i

okoliSnu komponentu:

o = Vi + V5 + Vg (9)
Samooplodnjom se moze uzgojiti i idu¢a generacija, tako da se iz svake od n
porodica koje se sastoje od r uzgojenih jedinki odabere slu€ajni uzorak od n' jedinki

koji se podvrgne samooplodnji, te od svake opet uzgoji porodica od r jedinki Fa

generacije. OCekivana prosjecna vrijednost F4 generacije je:

F, = m+3[d] (10)



Ukupna se varijabilnost generacije Fa2 moze rastaviti na varijabilnost izmedu F2
skupina porodica, izmedu F3 porodica unutar F2 skupina i izmedu F4 biljaka unutar F3

porodica:

Tablica 2. Shema analize varijance za F, generaciju samooplodnje

Izvor ocekivani MS
varijabilnosti df MS (EMS)
Izmedu F, skupina 2 2 .2
porodica n-1 MS, 63 +Ic65 +N'roy
Izmedu F5 porodica . 2 2
unutar F, skupina n(n'-1) MS, o3 +Toz
Unutar F; porodica nn'(r— 1) MS; c%

Ocekivana vrijednost varijance izmedu F2 skupina porodica sastoji se od aditivne i

dominacijske genetske komponente u ovom odnosu:

* 1 *
Ofps = Vi + Vb (11)
Ocekivana vrijednost varijance izmedu F3 porodica unutar F2 skupina porodica sastoji

se od aditivne i dominacijske genetske komponente u ovom odnosu:

2 _1 1 12
O2Fs = EVX + gVS (12)
Ocekivana vrijednost varijance unutar F3 porodica osim genetskih sadrzi i okoliSnu

komponentu:
O%es = Vi + 3V + Vg (13)

Na isti se nacin samooplodnja moze nastaviti i u iduéim generacijama, pri Cemu se u
svakoj generaciji pojavljuje jedna varijanca viSe u odnosu na prethodnu. Za n-tu
generaciju samooplodnje vrijednosti genetskih, odnosno okoliSne varijance mogu se
na temelju ocCekivanih vrijednosti varijanci izmedu i unutar porodica procijeniti
metodom viSestruke regresije na analogan nacdin kao i vrijednosti genetickih
parametara, opisan u prvom poglavlju. Prethodno je potrebno procijeniti vrijednosti

komponenata varijance c1?-on?, $to se moze provesti na dva nacina:



1. Neizravno — vrijednosti prosjecnih kvadrata najprije izraCunaju pomocu analize
varijance, a zatim izjednace s oCekivanim vrijednostima,

2. lzravno pomocu metode rezidualne ili reducirane najveée vjerodostojnosti
(REML).

Nakon toga bi se trebala provesti ponderirana regresijska analiza. Za njeno
provodenje potrebna su opterecenja, odnosno varijance komponenata varijance,
procjena kojih predstavlja slozen statistiCki problem, za rjeSavanje kojeg je
predlozeno nekoliko metoda aproksimacije. Taj problem nadilazi razinu ovog
priruCnika, pa se varijance komponenata varijance necCe procjenjivati, a umjesto
ponderiranom, okoliSna i genetske varijance procijeniti ¢e se obi¢nom viSestrukom
regresijom. Zbog toga se dobivene vrijednosti neCe smatrati pouzdanim procjenama,
pa Ce se na temelju njih samo opcenito razmatrati odnos izmedu pojedinih
komponenata. Testovi za komponente se nece prikazati ni komentirati, a takoder se

nece provoditi ni y? test za prikladnost modela.

Primjer 2.

U primjeru sliénom onima koji su opisani u knjizi autora Kearseyja i Poonija (1996) na
stranicama 57-61, F4 generacija nastala je krizanjem dvaju inbred-linijja vrste
Nicotiana rustica, samooplodnjom pet biljaka iz F2 generacije, te samooplodnjom
Cetiri potomka svake F2 bilike. Ukupan broj porodica je prema tome dvadeset, a
unutar svake porodice je uzgojeno pet biljaka. U ovom primjeru e se analizirati

podatci za visinu biljke.

1. Ucitavanje i priprema podataka

U prvom koraku ucitati ¢e se podatci iz prilozene datoteke u csv formatu (uz
pretpostavku da je kao radni direktorij prethodno postavljen direktorij u kojem se

nalazi datoteka s podatcima):

pr.2 <- read.csv("Primjer2.csv",
colclasses=c("factor","factor","factor", "numeric"))



Skupine, porodice i billke su oznaCene brojevima, pa se pri ucitavanju koristi
argument colClasses kako se te tri varijable ne bi ucitale kao numeric¢ke, nego kao

faktori.

2. Procjena varijanci pomocu oCekivanih vrijednosti u analizi varijance

Analiza varijance provodi se uz pomo¢ funkcije aov prema hijerarhijskom modelu koji

uklju€uje ucinke F2 skupina porodica i F3 porodica unutar F2 skupina:
pr2.anova <- aov(Visina~F2+F3:F2,data=pr.2)

Simbol : u sintaksi R-a zapravo oznacCava interakciju, a efekt ugnijezden u drugom
efektu bi se trebao oznac€avati sa %in%. U navedenom modelu se ispustanjem drugog
faktora njegov efekt apsorbira u interakcijskom, pa se ucinak interakcije na taj nacin
pretvara ucinak drugog faktora ugnijezdenog u prvom. Takoder, model
Visina~F2+F3:F2 se na skraceni naCin moze zadati i ovako: visina~F2/F3. Bez

obzira na koji je od ova tri na¢ina model zadan, rezultat uvijek izgleda jednako:

summary(pr2.anova)

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
F2 4 863.7 215.92 11.806 1.38e-07 ***
F2:F3 15 533.8 35.59 1.946 0.0302 *
Residuals 80 1463.2 18.29

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ 1

Prema ishodu F-testa postoje znacajne razlike izmedu F3 porodica unutar F2 skupina,
ali F-test za F2 skupine porodica ne odgovara hijerarhijskom modelu, prema kojem bi
se F omjer za ovaj efekt trebao formirati koriste¢i F3:F2 kao pogresSku. Taj se
ispravan F-test mozZe zadati tako da se unutar modela efekt F3:F2 definira kao

pogreska:

pr2.anova.v2 <- aov(Vvisina~F2+Error(F3:F2),data=pr.2)
warning message:
In aov(Vvisina ~ F2 + Error(F3:F2), data = pr.2) : Error() model is singular

lako R upozorava na pogresku, rezultati analize su spremljeni u novostvoreni objekt:

summary(pr2.anova.v2)

Error: F3:F2
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
F2 4 863.7 215.93 6.067 0.00413 **



Residuals 15 533.8 35.59
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 * ’ 1
Error: Within

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Residuals 80 1463 18.29

Rezultat ispravnog testa potvrduje da postoje znacajne razlike u visini bilike izmedu
F2 skupina porodica. Ovaj objekt s rezultatima (pr2.anova.v2) je nesto kompleksniji
od prethodnog (pr2.anova), pa je prosjeCne kvadrate lakSe izvuéi iz objekta
pr2.anova, i spremiti ih u novi objekt. Takoder je umjesto izravno iz objekta s
rezultatima prosjeCne kvadrate lakSe izvuéi iz saZetka (tablice) analize varijance
dobivene uz pomo¢ funkcije summary. Spremanje prosjeCnih kvadrata iz ovog

sazetka u novi objekt se moze provesti na ovaj nacin:

mean.sq <- summary(pr2.anova)[[1]][["Mean Sq"]]

Nakon toga se kreira novi objekt u koji ¢e se upisati procijenjene vrijednosti tri
komponente varijance. U prvom stupcu objekta ¢e biti oznake komponenti (612, 622 i

o3? oznaciti ¢e se kao V1, V2 i V3), a drugom inicijalne vrijednosti (0):

var <- data.frame(var=c("v1l","v2","v3"),est=0)

Vrijednosti komponenti se zatim procjenjuju uz pomo¢ ocekivanih vrijednosti
prosje¢nih kvadrata. Varijanca unutar porodica je jednaka prosje¢nom kvadratu

pogreske:

var$est[3] <- mean.sq[3]

Ocekivana vrijednost prosje¢nog kvadrata Fz porodica unutar F2 skupina je c3? +
ro22. Veliina porodice r je u ovom primjeru jednaka pet, pa se vrijednost varijance
c2? izracuna tako da se razlika ovog prosjec¢nog kvadrata i prosje¢nog kvadrata

(varijance) pogreske podijeli s pet:

var$est[2] <- (mean.sq[2]-mean.sq[3])/5



Ocekivana vrijednost prosjec¢nog kvadrata F2 skupina porodica je 3% + rc2? + n'ro1?.
Broj F3 porodica n' je ovom primjeru jednak Cetiri, pa se vrijednost varijance c1°> moze
procijeniti na ovaj nacin:

var$est[1l] <- (mean.sq[l]-mean.sq[2])/20

Procjenjene vrijednosti komponenti varijance mogu se vidjeti ispisom objekta var:

var

var est
1 vl 9.01675
2 V2 3.46000
3 Vv3 18.29000

3. lzravna procjena varijanci pomocu metode REML

Za provedbu analize prema mjeSovitom modelu koristi se funkcija Tmer iz paketa

Tme4 koji je prethodno potrebno instalirati. Najprije se aktivira paket Tme4:

Tibrary(1me4)

Zatim se provodi analiza prema modelu analognom onom koji se koristio u analizi

varijance:

pr2.Tmer <- Imer(visina~(1|F2)+(1|F3:F2),data=pr.2)

Fiksni se efekti u paketu Tme4 oznaCavaju na uobiCajen nacin, a oznaka
(1| 7me_efekta) se koristi za sluCajne efekte. U ovom se primjeru oba efekta
tretiraju kao slucajni, kako bi se mogle procijeniti njihove varijance. Komponente
varijance se iz objekta s rezultatima primjene funkcije Tmer mogu izdvojiti primjenom

funkcije varcorr:

vc <- varcorr(pr2.lmer)

Kako je novonastali objekt relativno kompleksan, vrijednosti komponenti varijance ce
biti lak8e dostupne za daljnju analizu ako se prebace u jednostavniji objekt, koji ¢e se

kreirati na isti nacin kao i kod prethodne metode:

var <- data.frame(var=c("v1l","v2","v3"),est=0)



U njega se sada mogu upisati procijenjene vrijednosti komponenti varijance.
PogreSka je u objektu pohranjena kao standardna devijacija, pa ju je potrebno

kvadrirati:

var$est[3] <- attr(vc,"sc")¥¥2

Preostale dvije su izraZzene kao varijance, pa se mogu upisati izravno:

var$est[2] <- as.numeric(vc)[1]
var$est[1l] <- as.numeric(vc)[2]

Sadrzaj objekta var je, naravno, isti kao i u prethodnom slucaju:

var

var est
1 vl 9.016749
2 V2 3.460000
3 v3 18.290000

4. Procjena genetskih i okoliSne komponente varijance

Varijanca unutar Fs porodica dvostruko je veca od varijance izmedu F2 skupina
porodica, a ona je tri puta vec¢a od varijance izmedu F3 porodica unutar F2 skupina.
IzjednaCavanjem procijenjenih vrijednosti ove tri varijance s njihovim ocekivanim
vrijednostima mogu se procijeniti genetske i okoliSha komponenta varijance metodom
viSestruke regresije. Najprije je potrebno u objekt var upisati relativne doprinose
genetskih, odnosno okoliSne komponente varijance ocekivanim vrijednostima

varijanci 612, 62? i 63? (navedene su u uvodnom dijelu ovog poglavlja):

var$va <- c(1,0.5,0.25)
var$vd <- c(0.0625,0.125,0.25)
var$ve <- c(0,0,1)

Za razliku od Primjera 1., ovdje je broj jednadzbi jednak broju nepoznanica, pa se
provjera pogodnosti modela x? testom, ¢ak i kada ne bi bilo razloga za njeno
neprovodenje navedenih u uvodnom dijelu, ne bi mogla provesti za model s tri
komponente. Takav se model naziva ,savrSenim rjeSenjem* (perfect fit solution), a

prema njemu se analiza u ovom primjeru moze provesti na ovaj nacin:

var.ITm <- Tm(est~-1+Va+vd+Ve,data=var)



Procjene vrijednosti komponenata varijanci mogu se ispisati uz pomo¢ genericke

funkcije coefficients:

coefficients(var.1m)
va vd Ve
9.715665 -11.182659 18.656749

Dominacijska komponenta genetske varijante ima negativnu vrijednost, pa se ne
moze interpretirati (jer varijance po definiciji moraju biti pozitivne). UobiCajeno
rieSenje u takvoj situaciji je da se komponenta Cija je vrijednost negativna izjednacCi s
nulom, odnosno zanemari. Takav ishod nije neoCekivan jer se kontinuiranom
samooplodnjom smanjuje udio heterozigota, pa sustav samooplodnje nije pogodan
za procjenu dominacijske varijance. Rezultati analize prema modelu iz kojeg je

ispustena dominacijska komponenta genetske varijance izgledaju ovako:

var.Im <- Tm(est~-1+Va+Vve,data=var)
coefficients(var.1m)
vVa Ve
8.597399 16.140650

Test se ne provodi, ali uz pretpostavku da se ovaj model moze smatrati prikladnim,
moze se zakljuciti da je u ovom slu€aju okoliSna varijabilnost dvostruko ve¢a od

(aditivne) genetske.
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North Carolina Il

Prema ovom se dizajnu jedna skupina o€eva kriza s jednom skupinom majki tako da
svaki otac kriza sa svakom majkom. Potomstva jednog para su puni srodnici, a
potomstva istog oca ili iste majke predstavljaju skupine polusrodnika. Ukupna se
varijabilnost svih potomstava moze rastaviti na varijabilnost izmedu oCeva (odnosno
izmedu skupina polusrodnika po ocu), varijabilnost izmedu majki (odnosno izmedu

skupina polusrodnika po majci), te interakciju izmedu o€eva i majki (odnosno izmedu

skupina punih srodnika):

Tablica 3. Shema analize varijance za North Carolina Il dizajn

variJEIaz I‘:’ﬁ;osti df MsS oeel((é‘ﬁ;; MS
porolgircl:qaegléegg (M) n -1 MSy o5 +Tome +M,05
por;é?g:dnﬂa;lz (F) n, -1 MSe O +T0ye +Mo?
porlgg?ffl(JMFi F) (ny—1)(n,—1) MSys O +roge
Unutar FS porodica nny(r—1) MS,, 62,

Ocekivana vrijednost varijance oCeva i majki su iste:

Oy = EVA* (14)
OfF = %Vj (15)

Ocekivana vrijednost interakcije oCeva i majki je:
.
Tigr = nd) (1)
Ocekivana vrijednosti varijance unutar FS porodica je:

3 (17)



Opca kombinacijska sposobnost (GCA) ofeva, odnosno majki, odstupanje je
prosjeka njihovog potomstva od prosjeka svih potomstava, koje ukazuje na
sposobnost kombiniranja odredenog oca (majke) s danom skupinom majki (oceva).
F-testovi za oCeve i majke stoga predstavljaju testove za GCA oc€eva i majki. Ukoliko
nema dominacije ili epistaze, oCekivana vrijednost nekog krizanja jednaka je zbroju
ukupnog prosjeka i op¢ih kombinacijskih sposobnosti oca i majke. Svako odstupanije
prosjeka potomstva krizanja (FS porodice) od ove oCekivane vrijednosti, koje nastaje
zbog dominacije ili epistaze, naziva se specificnom kombinacijskom sposobnosc¢u
(SCA). Test za specificne kombinacijske sposobnosti je test za interakciju M x F.
Ukoliko je broj oCeva jednak broju majki moguce je takoder provesti i F-test za

majCinske efekte, pri Cemu testnu statistiku predstavlja omjer MSF i MSw.

Okolidna i genetske komponente varijance mogu se procijeniti metodom viSestruke
regresija. |z istih se razloga kao i u prethodnom primjeru nece provoditi ponderirana
regresijska analiza, pa ¢e procijenjene vrijednosti samo opc¢enito komentirati, te se za

njih niti za prikladnost modela nece provoditi testovi.

Primjer 3.

U pokusu postavljenom prema North Carolina Il dizajnu krizani su kultivari pSenice
Lela i Lucija koji su koristeni kao zenski, s kultivarima Prima i Bc Mira koji su koristeni
kao muski roditelji (Lovri¢ i sur. 2016.). U ovom primjeru Ce se analizirati podatci za

hektolitarsku masu.

1. Ucitavanje i priprema podataka

U prvom koraku ucitati ¢e se podatci iz priloZzene datoteke u csv formatu (uz
pretpostavku da je kao radni direktorij prethodno postavljen direktorij u kojem se

nalazi datoteka s podatcima):

pr.3 <- read.csv("Primjer3.csv")



Svaki se podatak u ovom objektu odnosi na potomstvo F4 generacije uzgojeno od
jedne Fs biljke. Broj potomstava, odnosno Fs biljaka za svaku kombinaciju krizanja

moze se dobiti primjenom funkcije table:

table(pr.3$M,pr.3%F)

Lela Lucija
BC Mira 66 69
Prima 37 63

Na temelju ove tablice uoCava se da je broj potomstava za kombinaciju krizanja Lela
x Prima bio priblizno dvostruko manji nego preostala tri. Setovi podataka u kojima se
broj opazanja po kategorijama, odnosno razinama faktora razlikuje nazivaju se
nebalansiranima, a u njihovoj je statistickoj analizi potrebno obratiti pozornost na niz

specifinih problema.

2. Analiza varijance

Analiza varijance provodi se uz pomo¢ funkcije aov prema modelu koji ukljuCuje

uCinke oCeva, majki i njihove interakcije:

pr3.anova <- aov(HM~M*F,data=pr.3)

Znak * se u sintaksi R-a koristi za skraceni zapis modela, pa M*F zapravo znadi
M+F+M:F, odnosno kada su dva ili vise efekata u modelu povezani ovim znakom,
model ¢e sadrzavati sve glavne efekte i interakcije. Tablica analize varijance iz
objekta se u kojem su spremljeni rezultati mozZe ispisati primjenom genericke funkcije

summary:

summary(pr3.anova)
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

M 1 121.8 121.83 54.96 2.3le-12 ***
F 1 116.8 116.80 52.69 5.90e-12 *¥*
M:F 1 0.0 0.00 0.00 0.986

Residuals 231 512.0 2.22

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 “ ’ 1

ZanemarivSi naCas problem nebalansiranosti podataka, prvi problem u ovoj analizi
koji treba rijesiti je postojanje jednog atipicnog podatka (outlier-a), zbog ¢ega analiza

nije valjana. DijagnostiCki grafikoni, kojima se provjerava postojanje atipicnih



podataka, odnosno ispunjavanje pretpostavki za valjanu analizu mogu se generirati
primjenom genericke funkcije plot. Kada se ova funkcija primjeni na objekt tipa aov,

rezultat su Cetiri dijagnostiCka grafikona. Ovdje ¢e biti prikazan samo prvi:

plot(pr3.anova)
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Slika 1. Odnos procjena i reziduala u analizi hektolitarske mase potomstava kriZzanja Cetiri sorte
pSenice

Sve su toCke na grafikonu grupirane u Cetiri stupca, jer se postoje samo Cetiri
procjene (Fitted values), a to su prosjeCne vrijednosti krizanja, odnosno FS
porodica. Atipi¢ni se podatak uoava na dnu srednjeg dijela grafikona i oznacen je
brojem 168, Sto znali da se radi o podatku u 168. retku. Karakterizira ga visoka
negativna vrijednost odstupanja (Residuals), Sto znaci da je stvarna hektolitarska
masa biljaka sa ove parcele znatno manja od oc€ekivane vrijednosti, odnosno
prosjeka tog krizanja. O kojem se krizanju i kolikoj hektolitarskoj masi radi, najlakse

provjeriti ispisom tog i nekoliko susjednih redaka radi usporedbe:
pr.3[165:170,]

F M HM
165 Lucija Bc Mira 81.9



81.0
82.2
73.2
80.9
80.3

Mira
Mira
Mira
Mira
Mira

166 Lucija Bc
167 Lucija Bc
168 Lucija Bc
169 Lucija Bc
170 Lela Bc

Dakle, atipi¢ni

je podatak zabiljezen u krizanju Lucije i Bc Mire, a izmjerena je

hektolitarska masa desetak kilograma manja u odnosu na ostala potomstva istog

krizanja vidljiva na ovom ispisu. RjeSenje ovog problema je ponovna provedba

analize uz izostavljanje ovog podatka. Najprije se formira novi objekt iz kojeg se

izostavlja ovaj podatak:

pr3.out <- pr.3[-168,]

A zatim se provodi analiza podataka na temelju podataka iz novostvorenog objekta:

pr3.anova <- aov(HM~M*F,data=pr3.out)

summary(pr3.anova)
Df Sum Sg Mean Sq

M 1 131.4 131.45
F 1 106.4 106.41
M:F 1 0.1 0.13
Residuals 230 459.8 2.00
Signif. codes: 0 ‘*¥¥*’ (0,001 ‘**

F value

Pr(>F)

65.753 3.04e-14 ***

53.227 4.
0.067

' 0.01 ‘*

Tk

78e-12
0.796

> 0.05 ‘.

0.1 1

Kako je set podataka nebalansiran, zamjenom mjesta oCeva i majki u modelu,

promijeniti Ce se i rezultat analize:

pr3.anova <- aov(HM~F*M,data=pr3.out)

summary(pr3.anova)

Df Sum Sg Mean Sq
F 1 135.5 135.45
M 1 102.4 102.41
F:M 1 0.1 0.13
Residuals 230 459.8 2.00

Signif. codes: O

F value
67.754 1.
51.226 1.

0.067

Pr(>F)

38e_14 Y Yk

10e_1l F ek
0.796

cxx%’ 0,001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.

0.1 1

Dvije varijante analize razlikuju se u procjenama suma kvadrata oCeva i majki. Kada

su setovi podataka nebalansirani postoje tri (ili Cetiri) razli€ita nacina procjene suma

kvadrata. Sume kvadrata koje su prikazane u dvije gornje tablice predstavljaju

takozvani Tip | ili slijedni nadin procjene, prema kojem se sume kvadrata za efekte

procjenjuju redoslijedom kojim se pojavljuju u modelu. Zbog toga drugi efekt uvijek

ima korigiranu vrijednost, pa je suma kvadrata za majke manja u prvoj, a za oCeve u



drugoj varijanti analize (kada se u modelu pojavljuju na drugom mjestu). Za analizu
ovog primjera nije prikladan slijedni nagin procjene suma kvadrata (Tip 1), nego bi
prikladnije bilo koristiti Tip Il ili Tip Ill, Sto je najjednostavnije izvesti primjenom

funkcije Anova iz paketa car.

Iz prakti¢nih je razloga prije primjene ove funkcije korisno razmotriti interakciju oCeva
i majki, odnosno specificne kombinacijske sposobnosti krizanja. U obje je prethodne
varijante analize procjena interakcijske sume kvadrata ista, ima zanemarivo malu
vrijednost, a pripadajuci F-test nije signifikantan. Ovakav ishod testa ukazuje na to da
su u ovom primjeru specificne kombinacijske sposobnosti, odnosno ucinci dominacije
ili epistaze zanemarivi. Zbog toga se model moze redefinirati ispustanjem ucinka
interakcije, a na taj nacin se ujedno rjeSava i problem F-testa za oCeve i majke, koji bi
se prema na temelju njihovih oCekivanih vrijednosti navedenih u uvodnom dijelu ovog
poglavlja morao provesti korisStenjem ucinka interakcije kao pogreske (kao u Primjeru
2.).

Rezultat primjene redefiniranog modela se naprije sprema u objekt:

pr3.anova <- aov(HM~M+F,data=pr3.out)

Zatim se aktivira prethodno instalirani paket car:

Tibrary(car)

Kada bi model sadrzavao interakcijski u€inak, analiza bi se morala provesti uz
primjenu Tipa Il sume kvadrata, a nacin na koji se to izvodi u R-u je relativno slozen.
Za razliku od Tipa lll, provedba analize uz primjenu Tipa Il je vrlo jednostavna. Kako
je u ovom primjeru uc€inak interakcije ispusten iz modela, moZze se primijeniti Tip Il, a
tablica analize varijance generirati iz ranije spremljenog objekta s rezultatima

primjenom funkcije Anova:

Anova(pr3.anova, type="II")
Anova Table (Type II tests)

Response: HM

Sum sq Df F value Pr(>F)
M 102.41 1 51.433 9.951le-12 ***
F 106.41 1 53.443 4.322e-12 ***
Residuals 459.94 231

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ ’ 1



Vrijednosti suma kvadrata za oCeve i majke u ovoj variijanti analize odgovaraju
njihovim korigiranim vrijednostima iz prethodnih dviju varijanti. Prema ishodima
testova moguce je zakljuciti da su ucinci oCeva i majki znacajni, Sto znaci da se

oCevi, odnosno majke medusobno razlikuju u kombinacijskim sposobnostima.

3. Test za majcinske efekte

Broj oCeva je u ovom primjeru jednak broju majki, pa se moze provesti F-test za
uc¢inak majke, na temelju omjera prosje¢nih kvadrata majki i oCeva (prosjecni kvadrati
i stupnjevi slobode nalaze se u prethodnoj tablici). Pretpostavka je da varijanca majki

nije veca od varijance oceva, pa se provodi jednostrani F-test:

pf(106.41/102.41,1,1, Tower.tail=F)
[1] 0.4939023

Test nije signifikantan, Sto znacCi da u ovom primjeru nema znacajnog ucinka majki.

4. Procjena opCih kombinacijskih sposobnosti

Prema definiciji kombinacijska sposobnost nekog roditelia je razlika izmedu
prosje€ne vrijednosti potomstva tog roditelja i ukupnog prosjeka svih potomstava svih
roditelja. Kada bi se prosje¢ne vrijednosti potomstava procijenile pomocu artimetickih
sredina, zbog nebalansiranosti seta podataka te bi procjene bile pristrane, jer bi na
njih znatno veci utjecaj imali roditelji s brojnijim potomstvom. To se vrlo lako uoCava u
ovom jednostavnom primjeru sa samo dva para roditelja, ako se najprije izraCunaju
aritmeticke sredine potomstava pojedinih oeva i majki, kao i ukupni prosjek, te

spreme u nove objekte:

mm <- aggregate(HM~M,data=pr3.out,FUN=mean)
fm <- aggregate(HM~F,data=pr3.out, FUN=mean)
gm <- mean(pr3.out$HMm)

Zatim se procijene opée kombinacijske sposobnosti tako da se od aritmetickih

sredina roditelja oduzme ukupni prosjek:



mm$gca <- mm$HM-gm
fm$gca <- fm$HM-gm

ArtimetiCke sredine i opce kombinacijske sposobnosti se zatim ispisu:

mm
M HM gca
1 Bc Mira 81.13507 0.6474678
2 Prima 79.62000 -0.8676068
fm
F HM gca
1 Lela 81.34563 0.8580242
2 Lucija 79.81298 -0.6746297
gm
[1] 80.48761

Vec ranije je ustanovljeno kako je krizanje s najmanjim potomstvom Lela x Prima, pa
zato Lela i Prima imaju slabiji utjecaj na ukupni prosjek u odnosu na Luciju i Bc Miru
(viSe su od njega udaljene). Osim Sto su pristrane, ove se procjene ne uklapaju ni u
definiciju opc¢ih kombinacijskih sposobnosti, €iji zbroj mora biti jednak nuli. Umjesto
artimetiCkih sredina, u nebalansiranim se setovima podataka za procjenu prosjeka
zbog toga moraju Koristiti takozvani prosjeci dobiveni metodom najmanjih kvadrata
(least square means). Te se procjene u R-u izvode primjenom funkcije Tsmeans iz
paketa emmeans (koji je zamijenio raniji paket 1smeans). Nakon instalacije, paket se

aktivira:

Tibrary(emmeans)

Prosjeci oCeva i majki, kao i ukupni prosjek se procijene i spreme u nove objekte:

Tsm.m <- as.data.frame(summary(lsmeans(pr3.anova,"M")))
Tsm.f <- as.data.frame(summary(lsmeans(pr3.anova,"F")))
Tsm.gm <- summary(lsmeans(pr3.anova,~1))$Tsmean

Zatim se izraCunaju kombinacijske sposobnosti:
Tsm.m$gca <- 1sm.m$1smean-Tsm.gm
Tsm.f$gca <- Ism.f$1smean-Tsm.gm

Na kraju se procjene ispisu:

Tsm.m

M Tsmean SE df Tower.CL upper.CL gca
1 Bc Mira 81.14529 0.1219043 231 80.90510 81.38548 0.6736795
2 Prima 79.79793 0.1431888 231 79.51581 80.08005 -0.6736795



Tsm.f

F Tsmean SE df lower.CL upper.CL gca
1 Lela 81.15595 0.1415282 231 80.87710 81.43481 0.6843451
2 Lucija 79.78726 0.1233363 231 79.54426 80.03027 -0.6843451
Tsm.gm
[1] 80.47161

Specificnost ovog primjera je u tome Sto su krizana samo po dva oca i dvije majke,
pa njihove opce kombinacijske sposobnosti imaju istu apsolutnu vrijednost, a
suprotan predznak. Bolji otac je bila Bc Mira, a bolja majka Lela. Posto su specifine
kombinacijske sposobnosti zanemarive, najbolja kombinacija bit ¢e ona u kojoj se

kriza bolji otac s boljom majkom, dakle Bc Mira x Lela.

5. Procjena komponenata varijance

U nebalansiranim je setovima podataka komponente varijance lakSe procijeniti
metodom REML, nego uz pomo¢ oCekivanih vrijednosti prosje¢nih kvadrata. Zbog
toga je potrebno ponoviti analizu prema ranije odabranom modelu, sada primjenom

funkcije Tmer:

Tibrary(1me4)
pr3.Tmer <- Imer(HM~(1|M)+(1]|F),data=pr3.out)

Nakon toga se komponente varijance spreme u novi objekt:

vc <- varcorr(pr3.lmer)

var <- data.frame(var=c("M","F","W"),est=0)
var$est[3] <- attr(vc,"sc")**2

var$est[2] <- as.numeric(vc)[1]

var$est[1l] <- as.numeric(vc)[2]

U taj se objekt zatim opiSu oCekivane vrijednosti ovih varijanci (navedene su u
uvodnom dijelu ovog poglavlja). U€inak interakcije je izostavljen iz modela, a njegova
se ocCekivana vrijednost sastoji iskljuCivo od dominacijske komponente genetske
varijance. Prema tome, ako nema interakcije, nema ni dominacijske varijance, pa se
oCekivane vrijednosti sastoje samo od aditivne genetske i okoliSne komponente

varijance:

var$va <- c(0.25,0.25,0.5)
var$ve <- c(0,0,1)



Vrijednosti tih dviju komponenata zatim se procijene metodom viSestruke regresije:

var.Tm <- Tm(est~-1+Vva+Ve,data=var)
coefficients(var.1m)

va Ve
3.6354873 0.1732824

U ovom je primjeru, prema ovoj pribliznoj procjeni, vec¢ina ukupne varijabilnosti
genetska, Sto je oCekivani ishod obzirom na to da se radi o svojstvu koje se odlikuje

vrlo visokom nasljednoScu.

Literatura

1. Kearsey M.J., Pooni H.S. (1996) The Genetical Analysis of Quantitative Traits.
Chapman & Hall, London.

2. Lovrié¢ A., Seremet J., Juki¢ K., Iki¢ |., Marievié M., Bolari¢ S., Gunjaga J.,
Saréevi¢ H. (2016) Vrijednost agronomskih svojstava i svojstava kvalitete kod
F4 potomstava Cetirju kombinacija krizanja ozime pSenice. U: Vila S.,
Antunovi¢ Z. (ur.) Zbornik radova 52. hrvatskog i 12. medunarodnog simpozija
agronoma. Poljoprivredni fakultet SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u
Osijeku, Osijek, str. 232-236.

3. Fox J., Weisberg S. (2011) An {R} Companion to Applied Regression, Second
Edition. Sage, Thousand Oaks CA

4. Searle S.R., Speed F.M., Milliken G.A. (1980) Population Marginal Means in
the Linear Model: An Alternative to Least Squares Means. The American
Statistician 34: 216-221.

5. Bates D., Maechler M., Bolker B., Walker S. (2015) Fitting Linear Mixed-
Effects Models Using Ime4. Journal of Statistical Software 67: 1-48.



Dialelno krizanje

Ovaj je dizajn krizanja vrlo sliCan dizajnu North Carolina I, a osnovna je razlika u
tome Sto se za oCeve i majke koristi isti set individua. Potomstva dialelnog krizanja
mogu se podijeliti u tri skupine, kako je prikazano na ovoj shemi za krizanje Cetiri

roditelja:

Tablica 4. Shema dialelnog kriZanja Cetiri roditelja

4 Q P1 P2 P3 P4
P1 S1 Hi2 Has Haa
P2 R21 S2 Has Ho4
Ps Ra1 Ra2 S3 Haa
Pa Ra1 Ra2 Ras S4

Dijagonalno smjestenu skupinu Cine potomstva samooplodnje (S), iznad dijagonale
su izravna (H), a ispod dijagonale recipro¢na (R) krizanja. Svaki izravni hibrid Cini par
s jednim reciprocnim hibridom; roditelji su im isti, ali su uloge roditelja (otac i majka)
zamijenjene. Dialelno krizanje se osim u potpunom (koji ukljuCuje sve tri skupine
potomstava), moze izvoditi i u reduciranom obliku (u kojem su izostavljene pojedine

skupine). Griffing (1956) navodi Cetiri metode dialelnog krizanja:

1. metoda | ukljuuje sve tri skupine potomstava (H,S i R),
2. metoda Il uklju€uje roditelje i izravne hibride (Hi S),

3. metoda lll uklju€uje izravne i recipro¢ne hibride (H i R),
4

. metoda IV uklju€uje samo izravne hibride (H).

Za svaku od cCetiri metode krizanja Griffing je razradio i modele za analizu varijance,
koji ukljuuju ucinke opcih i specificnih kombinacijskih sposobnosti, odnosno
reciproCne efekte (samo za metode | i lll), u kojima se navedeni efekti mogu tretirati
kao fiksni ili slu€ajni. Hayman (1954) je predlozio neSto drugaciji model analize
varijance, koji se odnosi iskljuCivo na Griffingovu metodu | krizanja, i koji ukljuCuje
aditivni ucinak (a), u€inak dominacije (b), majCinske efekte (c) i ostale recipro¢ne

efekte (d). UCinak dominacije se dalje moze rastaviti na prosje¢ni u€inak dominacije



(b1), daljnja odstupanja uslijed dominacije zbog odredenog roditelja (bz2) i ostale
uCinke dominacije (bs). Haymanova se analiza varijance mozZe primijeniti i na
nepotpuno dialelno krizanje izvedeno prema Griffingovoj metodi Il, uz odredene
modifikacije koje je predlozio Morley Jones (1965). Umjesto izvorne, ovdje c¢e
detaljnije biti objaSnjena ta modificirana metoda, jer je u primjeru koji Ce se analizirati

pokus izveden upravo prema Griffingovoj metodi Il.

Za dialelno krizanje n roditelja u prvom se koraku provodi analiza izvornih podataka u
kojoj se procjenjuju ukupni genotipski efekt i pogreSka, a te Ce se procjene kasnije
koristiti pri rasclanjivanju i testiranju pojedinih komponenata genotipskog ucinka.
Zatim se formira matrica prosjecnih vrijednosti potomstava (koja se sastoji od
dijagonale i gornjeg trokuta). Ona se Koristi procjenu suma kvadrata komponenata,
ali je prethodno potrebno izraCunati nekoliko pomoénih vrijednosti. Najprije se
izraCunaju ukupna suma prosjecnih vrijednosti svih potomstava (y..), suma prosjec¢nih
vrijednosti roditella odnosno samooplodnji (y.) i sume prosjecnih vrijednosti
potomstava pojedinih roditelja (yr). Nakon toga se izraCunaju sume potomstava i

roditelja:
Uy = YVr. + Yy (18)

Vazno je napomenuti da je u sumi potomstava (yr.) ve¢ sadrzana i vrijednost
samooplodnje (yr), $to znaCi da je ona u svaku od suma ur pribrojena dva puta.

Razlike (takoder ne doslovne) izmedu roditelja i potomstava su:

tr =2u, — (n+ 2)y, (19)

Sume kvadrata genetskih komponenata se tada mogu procijeniti koriStenjem
navedenih pomoc¢nih vrijednosti. Za aditivni u€inak gena suma kvadrata se moze
procijeniti na ovaj nacin:

SS(u,) (20)
n+2

Procjene suma kvadrata za prva dva od tri dominacijska ucinka su:

SS(a) =

2y, —(n+1Dy)? (21)
S5(by) = n(n? —1)
$5(y) = SS(t,) (22)

nz—4



Za treCi je dominacijski efekt sumu kvadrata najlakSe procijeniti kao razliku izmedu

ukupne genotipske sume kvadrata i zbroja suma kvadrata tri prethodne komponente.

Primjer 4.

U nepotpunom dialelnom krizanju izvedenom prema Griffingovoj metodi Il krizana su
Cetiri linijska kultivara duhana tipa ,Burley® (Butorac i sur. 2004). Krizanjem Cetiri
roditelja prema ovoj metodi nastaje deset potomstava: Cetiri samooplodnje i Sest

izravnih krizanja. U ovom primjeru ¢e se analizirati podatci za duljinu lista.

1. Ucditavanje i priprema podataka

U prvom koraku ucitati ¢e se podatci iz prilozene datoteke u csv formatu (uz
pretpostavku da je kao radni direktorij prethodno postavljen direktorij u kojem se

nalazi datoteka s podatcima):
pr.4 <- read.csv("Primjer4.csv",

colclasses=c("factor","factor","factor", "numeric'))

Primjena argumenta colclasses objasnjena je u Primjeru 2. Radi pregleda strukture

objekta s podatcima moZe se ispisati njegovo zaglavlje pomocu funkcije head:

head(pr.4)

P1 P2 blk du_list
1 1 1 1 63
2 1 2 1 52
3 1 3 1 64
4 1 4 1 61l
5 2 2 1 65
6 2 3 1 71

U prva dva stupca objekta pr.4 nalaze se oznake roditelja (1 — 4) svakog krizanja.
Pokus je bio postavljen prema slu¢ajnom bloknom rasporedu, pa su u treCem stupcu

oznake blokova (1 — 4). U zadnjem su stupcu podatci o duljini lista.

2. Analiza varijance za izvorne podatke



Model za inicijalnu analizu zadan je primijenjenim dizajnom, pa ¢e osim ukupnog
genotipskog ucinka ukljucivati i u€inak blokova. Ukupni se genotipski u¢inak razmatra
na temelju razlika izmedu potomstava krizanja, pa se jedinstvena oznaka svakog

krizanja formira uz pomoc funkcije interaction:

anova.ini <- Im(du_list~interaction(P1l,P2)+blk,data=pr.4)

Rezultat je primjene funkcije interaction spajanje sadrZaja dvaju varijabli u
jedinstvenu varijablu, pa ¢e potomstvo Ciji su roditelji kultivari 1 i 2 imati oznaku 12,
potomstvo roditelja 1 i 3 oznaku 13, itd. Tablica analize varijance ispiSe se primjenom

funkcije anova:

anova(anova.ini)
Analysis of variance Table

Response: du_list
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
interaction(Pl, P2) 9 1126.62 125.181 11.4156 3.909e-07 ***

rep 3 22.67 7.558 0.6893 0.5665
Residuals 27 296.08 10.966
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 1

F-test za potomstva (interaction(P1, P2)) je signifikantan, §to znaci da izmedu njih

postoje znaCajne razlike u duljini lista.

3. lIzracunavanje prosjeka i pomocnih vrijednosti

Prosje¢ne duljine lista potomstava izraCunaju se primjenom funkcije aggregate i

spreme u novi objekt:

m_pr4 <- aggregate(du_list~P1+P2,data=pr.4,FUN=mean)

Radi jednostavnijeg izraCunavanja pomocnih vrijednosti, taj se objekt zatim
preoblikuje u matricu, u kojoj se sva potomstva nekog roditelja nalaze u

pripadaju¢em retku ili stupcu, uz pomo¢ funkcije reshape iz paketa reshape:

Tibrary(reshape)

m_mat <- reshape(m_pr4,v.names = "du_list", idvar = "pP1",
timevar = "P2", direction = "wide")



Argument v.names odreduje svojstvo, odnosno varijablu Cije ¢e se vrijednosti
presloziti iz jednog u viSe stupaca; argument idvar odreduje varijablu Cije Ce se
kategorije presloziti u retke; argument timevar odreduje varijablu Cije ¢e se
kategorije presloziti u stupce; argument direction odreduje smjer u kojem c¢e se
podatci presloziti: iz jednog u viSe (wide) ili iz viSe u jedan stupac (long). Jos je
samo potrebno izbaciti prvi stupac s oznakama prvog roditelja i definirati objekt kao

matricu:

m_mat <- unname(as.matrix(m_mat[,2:5]))

Funkcija as.matrix definira objekt kao matricu, a usput se radi jasnoce funkcijom
unname uklanjaju specificni nazivi redaka i stupaca koje im je dodijelila funkcija

reshape. Kona¢na matrica izgleda ovako:

m_mat

[,11 [,21 [,31 [,4]
[1,] 61.5 54.75 64.50 56.50
[2,] NA 66.75 70.00 65.75
[3,] NA NA 65.25 67.00
[4,] NA NA NA 54.25

Usporedbom prosjecnih vrijednosti roditelja (dijagonala) i potomstava krizanja uo€ava
se da samo po jedno potomstvo ima vecu vrijednost od roditelja 1 i 2, dva potomstva
od roditelja 3, a sva tri potomstva od roditelja 4. Ovaj ¢e odnos prosjeka roditelja i
potomstava krizanja biti vazan za zakljuak nakon provedene analize. Ovako
preslozeni prosjeci potomstava zatim se koriste za izraCunavanje pomocnih
vrijednosti (navedenih u uvodnom dijelu ovog poglavlja). Ukupna suma svih prosjeka
(y..) je:

tot_sum <- sum(m_mat,na.rm=T)
tot_sum
[1] 626.25

U sintaksi R-a oznaka NA se koristi za oznaCavanje praznih mjesta, odnosno
podataka koji nedostaju (missing data). Kako se pri raunanju suma ili prosjeka ne bi
u obzir uzimala prazna mjesta potrebno je argumentu na.rm dati vrijednost T(RUE).
Suma prosjeka samooplodnji (y.) izraCuna se zbrajanjem vrijednosti na dijagonali

matrice:

self_sum <- sum(diag(m_mat))



self_sum
[1] 247.75

Zatim se formiraju inicijalni vektori suma (ur) i razlika (tr) roditelja i potomstava:

ur <- ¢(0,0,0,0)
tr <- ¢(0,0,0,0)

Vrijednosti se izraCunaju i upiSu u vektore primjenom for petlje:

for(i in 1:4){
ur[i] <- sum(m_mat[i,],na.rm=T)+sum(m_mat[,i],na.rm=T)
tr[i] <- 2*ur[i]-6*(m_mat[i,11)
}

U for petlji vrijednost indeksa i poprima vrijednosti od 1 do 4. Za svaku vrijednost
indeksa i izraCuna se vrijednost i-tog elementa vektora ur i tr primjenom formula
unutar petlje. Vrijednost i-tog elementa vektora ur izraCuna se kao suma i-tog stupca
i i-tog retka matrice, a vrijednost i-tog elementa vektora tr tako da se od dvostruke
vrijednosti i-tog elementa vektora ur oduzme Sesterostruka (n + 2) vrijednost i-tog

elementa dijagonale matrice.

4. Analiza varijance za komponente genetskog ucinka

Za izraCunavanje suma kvadrata za pojedine komponente (prema izrazima
navedenim u uvodnom dijelu ovog poglavlja) koriste se ranije izraCunate pomoéne
vrijednosti. PosSto u R-u ne postoji funkcija za sumu kvadrata, ona se nha
najjednostavniji na€in moze izraCunati kao sum((x-mean(x))**2). Suma kvadrata

ukupnog genotipskog ucinka (tj. potomstava) je suma kvadrata matrice prosjeka:

ss_tot <- sum((m_mat-mean(m_mat,na.rm=T))**2,na.rm=T)
ss_tot
[1] 281.6562

Ova se procjena temelji na prosjecima, a ne na izvornim podatcima. Svaki prosjek
nastao je od Cetiri izvorne vrijednosti (iz Cetiri bloka) pa je zbog toga ova procjena

Cetiri puta manja od sume kvadrata potomstava iz incijalne analize varijance:

1126.62/281.6562
[1] 3.999983



Zbog toga ce pri rekonstrukciji tablice analize varijance za komponente genetske
varijabilnosti biti potrebno svaku procjenu pomnoziti s brojem Cetiri. Suma kvadrata

za aditivnu komponentu je:

ss_a <- sum(Cur-mean(ur))**2)/(4+2)

Sume kvadrata za tri dominacijske komponente su:

ss_bl <- ((2*tot_sum-5*self_sum)A2)/(4*(4**2-1))
ss_b2 <- sum((tr-mean(tr))**2)/(4%*2-4)
ss_b3 <- ss_tot-ss_a-ss_bl-ss_b2

Popunjavanje tablice analize varijance zapocinje spremanjem tablice inicijalne

analize u novi objekt:

anova_full <- as.data.frame(anova(anova.ini))

Ovoj tablici treba dodati Cetiri retka za komponente, pa se najprije dodaju prazni retci

na dno tablice:

anova_full[nrow(anova_full) + 4,] <- NA

Radi se o Cetiri komponente ukupne varijabilnosti potomstava, pa se Cetiri prazna

retka pomaknu u redoslijedu i postave iza potomstava:

anova_full <- anova_full[c(1,4:7,2:3),]

Zatim se urede nazivi redaka, koji predstavljaju nazive izvora varijabilnosti:

rownames (anova_full) <-
c("Potomstva","a","b1l","b2","b3", "Blokovi", "Pogreska")

Stupnjevi slobode za komponente a, bi, bz i bs, prema Haymanu (1954) su, istim
redom: (n—1),1, (n—1)i % n (n = 3). Ovi se stupnjevi slobode upiSu u tablicu, na

odgovarajuca mjesta:

anova_full$pf[2:5] <- c((4-1),1,(4-1),4*(4-3)/2)



Sume kvadrata, pomnozene s Cetiri, takoder se upiSu u tablicu:

anova_full$ sum sq [2:5] <- c(ss_a*4,ss_bl*4,ss_b2*4,ss_b3*4)

Tablica se zatim dopuni izraCunavanjem prosjeCnih kvadrata, F vrijednosti i

vjerojatnosti:

anova_ful1$ Mean sq [2:5] <- anova_full$ sum sq [2:5]/anova_full$pf[2:5]
anova_full$ F value [2:5] <-
anova_ful1$ Mean sq [2:5]/anova_full$ Mean sq [7]
anova_full$ pPr(>F) [2:5] <-
pf(anova_full$ F value [2:5],
anova_ful1$Dpf[2:5],anova_full$Df[7], lower.tail=F)

Radi preglednosti, brojevi u tablicama se najprije zaokruze, a zatim ispisu:

anova_full[,2:4] <- round(anova_full[,2:4],2)
anova_full[,5] <- round(anova_full[,5],4)
anova_full

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Potomstva 9 1126.62 125.18 11.42 0.0000
a 3 611.71 203.90 18.59 0.0000
bl 1 12.60 12.60 1.15 0.2932
b2 3 429.73 143.24 13.06 0.0000
b3 2 72.58 36.29 3.31 0.0518
Blokovi 3 22.67 7.56 0.69 0.5665
Pogreska 27 296.08 10.97 NA NA

Test za aditivnu komponentu (a) je signifikantan, Sto ukazuje na razlike u
kombinacijskim sposobnostima roditelja. Aditivna komponenta izvor je nesto viSe od
polovice genetske varijabilnost. Ranije opisani odnos prosje¢nih vrijednosti roditelja i
potomstava krizanja u skladu je s nesignifikatnim testom za bi komponentu
dominacijskog ucinka: nema opceg dominacijskog ucinka uslijed kojeg bi se
prosje€ne vrijednosti potomstava krizanja mogle jasno razdvoijiti od prosjeka roditelja.
Jedina signifikantna komponenta dominacijskog ucinka je b2, S$to ukazuje na
specificne vrijednosti (kombinacijske sposobnosti) pojedinih krizanja, uslijed

asimetrije u distribuciji gena.
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Selekcija

Vrijednosti genetickih parametara procijenjene u prethodnim primjerima mogu se na
razliCite nacCine iskoristiti za predvidanje uspjeSnosti selekcije, ovisno o cilju
oplemenjivackog programa. Ovdje ¢e se razmotriti primjeri predvidanja uspjesSnosti

za dva razliCita oplemenijivacka cilja.

1. Procjena oplemenjivackog potencijala krizanja

U oplemenjivatkom programu koji se temelji na krizanju dviju inbred-linija krajnji cil]
moze biti stvaranje novih homozigotnih linija uzastopnom samooplodnjom kroz niz
generacija. Te se novostvorene linije nazivaju rekombinantne inbred-linije (RIL), a
njihovi genotipovi predstavljaju rekombinacije roditeljskih genotipova. Neke od tih
novostvorenih  linijja mogu uslijed povoljnijih  kombinacija gena nastalih
rekombinacijom vrijednostima svojih svojstava nadmasiti roditelje. Vjerojatnost
nastanka takve linije predstavlja oplemenjivacki potencijal krizanja. Procjena
oplemenjivaCkog potencijala krizanja, odnosno vjerojatnosti nastanka rekombinantne
inbred-linija koja ¢e nadmasiti neku ciljanu vrijednost (boljeg roditelja, standardnu
sortu, itd.) temelji se na pretpostavljenoj distribuciji svih RIL izvedenih iz krizanja
dvaju roditeljskih linija. Uz pretpostavku da nema znacajnih epistatskih uCinaka ta
distribucija bi trebala biti normalna, s prosjeCnom vrijedno$¢u jednakom prosjeku
roditelja (m) i varijancom koja je jednaka dvostrukoj vrijednosti aditivne komponente
genetske varijance (2Va"). Vrijednost prosjeka roditella m moze se procijeniti
analizom prosjeka Sest generacija opisanih u Primjeru 1. Aditivna komponenta
genetske varijance takoder se moze procijeniti na temelju o€ekivanih vrijednosti za
varijance Sest generacija, analogno prosjecima, metodom ponderirane viSestruke
regresije. Taj se nacin ovdje nece koristiti zbog problema opisanih u Primjeru 2. (u
uvodnom dijelu). Ne pretjerano pouzdan, ali vrlo jednostavan nacin temelji se na

oCekivanim vrijednostima varijanci generacija F2, Bci1.1 i Bci.2:

sh=Vi+V5+ Vg (23)

SBes =5Vi + V5 +Vip + Vg (24)



1% * * 2
SéCl.Z = EVA + VD - VAD + VE (25)

Prema navedenim oCekivanim vrijednostima, aditivna se komponenta pomocu ove tri

varijance moze procijeniti na ovaj nacin:

* 2 _ 2 2 26
VA - (ZSFZ SBC]_.l SBC]_'z) ( )

Udio linija (p) Cija je vrijednost veca od ciljane moze se tada odrediti na temelju
standardizirane distribucije, odnosno distribucije z vrijednosti. Ciljana se vrijednost (t)

moze izraziti kao z vrijednost na temelju procjena m i Va™

t—m (27)
Z:—

J2v;
Zatim se za tu z vrijednost odredi udio linija u preostalom dijelu krivulje (p), koja

predstavlja vjerojatnost dobivanja superiorne linije.

2. Procjena uspjesnosti selekcije

Cesto se roditelji na kojima ¢e se temeljiti oplemenjivacki program tek trebaju
odabrati iz neke raspolozZive populacije. Kada se iz poCetne populacije odabere
odredeni udio najboljih individua (p), prosjeCna vrijednost potomstva odabranih
individua razlikovat ¢e se od prosjecne vrijednosti izvorne populacije za iznos R, koji
se naziva odgovorom na selekciju. Ta Ce razlika ovisiti o pocetnoj razlici izmedu
prosjeka izvorne populacije i odabranih individua, te o nasljednosti svojstva. Pocetna
se razlika naziva selekcijski diferencijal (S) i moze se procijeniti kao produkt

intenziteta selekcije i fenotipske varijance poc€etne populacije:

S =io} (28)

Intenzitet selekcije (i) predstavlja udaljenost prosjeka odabranih individua od prosjeka
poCetne populacije u standardiziranoj distribuciji, odnosno z vrijednost prosjeka
odabranih individua. Odabir odredenog udjela najboljih individua (p) ujedno je i
odabir individua s vrijedno$¢u vecom od neke ciljane vrijednosti (t), a z vrijednost
prosjeka odabranih individua (intenzitet selekcije) je omjer izmedu visine krivulje (h) u

tocki t i udjela odabranih individua p:



(29)

TS

Nasljednost ili heritabilnost svojstva omjer je izmedu genotipske i fenotipske
varijabilnosti. Heritabilnost u uzem smislu omjer je dijela genetske varijabilnosti koji
se moze fiksirati, dakle aditivne komponente ili oplemenjivacke vrijednosti i ukupne

fenotipske varijabilnosti:

Vs (30)
hi =25
Op
Konacno, odgovor na selekciju jednak je produktu heritabilnosti u uzem smislu i

selekcijskog diferencijala:

R = h2S (31)

Primjer 5.

U istrazivanju nasljedivanja komponenti uroda pSenice krizanjem kultivara Soissons
(?) i Sana (&) uzgojena su potomstva Sest osnovnih generacija (Novoselovic i sur.
2004.). U ovom primjeru ¢e se analizirati podatci za masu zrna, prikupljeni u dva
zasebna pokusa: u prvom sa Sest osnovnih generacija i u drugom sa F3 generacijom
uzgojenom samooplodnjom 50 biljaka iz F2 generacije. Na temelju analize Sest
osnovnih generacija procijeniti ¢e se oplemenjivacki potencijal krizanja (vjerojatnost
dobivanja rekombinantne inbred linije s ve¢om masom zrna od boljeg roditelja), a na
temelju analize Fs generacije uspjeSnost odabira (odgovor na selekciju) 10% najboljih
biljaka.

1. Procjena oplemenjivackog potencijala krizanja

U prvom koraku ucitaju se podatci iz prvog pokusa:

pr.5_1 <- read.csv("Primjer5_1.csv")



Analiza prosjeka generacija provodi se na temelju modela za oCekivane vrijednosti
na isti nacin kao u Primjeru 1. Naprije se izracunaju prosjeci, varijance i opterecenja i

spreme u novi objekt:

generacije<-aggregate(MJZ~GEN,data=pr.5_1, FUN=mean)
colnames(generacije)<-c("GEN","mean_m3iz")

generacije$var_mMlz <- aggregate(MIZ~GEN,data=pr.5_1,FUN=var)[,2]
generacije$n <- aggregate(MJIZ~GEN,data=pr.5_1,FUN=length)[,2]
generacije$weight <- generacije$n/generacije$var_miz

Objekt generacije se zatim ispiSe, kako bi se odredila ciljana vrijednost:

generacije

GEN mean_MJz var_ml1z n weight
1 BCSa 43.62253 18.44403 162 8.783331
2 BCSo 42.59558 56.50230 147 2.601664
3 F1 45.50688 62.37990 80 1.282464
4 F2 43.63119 38.29947 345 9.007957
5 SANA 45.69730 32.02816 100 3.122252
6 SOISSONS 41.52280 14.87810 100 6.721291

AW ORERN O

Roditelj s veCom prosje€nom masom zrna je Sana, pa je ciljana vrijednost prosjek
Sane, koji iznosi 45.70 g. Zatim se u objekt generacije upiSu relativni doprinosi

genetiCkih parametara oCekivanim vrijednostima prosjeka generacija:

generacije$m <- c¢(1,1,1,1,1,1)
generacije$a <- ¢(0.5,-0.5,0,0,1,-1)

Vrijednosti genetickih parametara zatim se procjenjuju metodom ponderirane
viSestruke regresije, zapocCevsi s najjednostavnijim modelom koji sadrzi samo prosjek
roditelja — m:

m.Tm <- Tm(mean_MJIzZ~-1+m,weights=weight,data=generacije)

> summary(m.1m)$coefficients

Estimate Sstd. Error t value Pr(>|tl)
m 43.37468 0.5543841 78.23939 6.462739e-09

Odabir najpogodnijeg modela ovdje ¢e se provesti na jednostavniji na€in. Pogodnost
svakog pojedinacnog modela ne¢e se provjeravati y° testom, nego ¢e se samo
provjeriti ishodi t-testova za parametre modela. Usporedba ucinkovitosti razli€itih
modela provjeriti ce se F-testom, a najpogodniji model odabrati ¢e se prema nacelu

ekonomiCnosti (parsimony). Prema tomu nacelu, od dva jednako ucinkovita modela



pogodnijim ¢e se smatrati onaj s manje parametara. Slijedi analiza za model koji

osim prosjeka roditelja sadrzi i ukupni aditivni efekt [a]:

ma.Tm <- Tm(mean_MJZ~-1+m+a,weights=weight,data=generacije)
summary(ma.1m) $coefficients
Estimate Std. Error t value Pr(>|tl])
m 43.402394 0.2949101 147.171626 1.278560e-08
a 1.719088 0.4647809 3.698707 2.085903e-02

Za oba je parametra t-test signifikantan, pa se dva modela mogu usporediti
primjenom genericke funkcije anova s dva argumenta: nazivima objekata u kojima su

pohranjeni rezultati analize prema ovim modelima:

anova(m.Im,ma.Tm)
Analysis of variance Table

Model 1: mean_M3JZ ~ -1 + m
Model 2: mean_MJZ ~ -1 + m + a
Res.Df RSS Df sum of Sq F Pr(>F)
1 5 48.435
2 4 10.958 1 37.477 13.68 0.02086 *
Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ 1

F-test je signifikantan, Sto znac€i smanjenje pogreSke (odnosno njene sume kvadrata
— RSS) koje se postize uvodenjem dodatnog parametra u model znacajno. Dakle,
model koji sadrzi dva parametra ucinkovitiji je od modela s jednim parametrom, pa je
uvodenje dodatnog parametra u model opravdano. Zatim se provede analiza prema

modelu u koji je dodan i trec¢i parametar — ukupni u€inak dominacije [d]:

mad.Tm <- Tm(mean_MJIz~-1l+m+a+d,weights=weight,data=generacije)
summary(mad.1m) $coefficients
Estimate Std. Error t value Pr(>|tl)
m 43.2177196 0.5907423 73.1583301 5.628431e-06
a 1.6503089 0.5549475 2.9738109 5.888804e-02
d 0.5040345 1.3323272 0.3783114 7.303828e-01

Za sva tri parametra je t-test signifikantan, pa se ovaj model moze usporediti s

prethodnim:

anova(ma.Im,mad.Tm)
Analysis of variance Table

Model 1: mean_MJZ ~ -1 + m + a
Model 2: mean_MJZ ~ -1 + m + a + d

Res.Df RSS Df sum of Sq F Pr(>F)
1 4 10.958

2 3 10.459 1 0.49896 0.1431 0.7304



U ovom slucaju uvodenje dodatnog parametra ne dovodi do znaCajnog smanjenja
pogreske, pa se model s tri parametra moze smatrati jednako uc€inkovitim kao i model
s dva parametra. Prema nacCelu ekonomi¢nosti pogodniji je model s dva parametra:
m i [a]. Procjena prosjeka roditelja spremiti ¢e se kao neimenovani broj kako bi se

kasnije mogla koristiti:

m <- unname(coefficients(ma.Tm)[1])

Ciljana vrijednost t je prosjek Sane:

t <- generacije[which(generacije$GEN=="SANA"), "mean_m1z"]

Aditivna komponenta genetske varijance procjenjuje se kao linearna kombinacija
varijanci generacija F2, Bci1 i Bci2: (koje se redom nalaze u Cetvrtom, prvom i

drugom retku stupca koji sadrzi varijance u objektu generacije):

Va <- 2*generacije$var_MJz[4]-generacije$var_MIz[1l]-generacije$var_miz[2]

Ciljana vrijednost t se zatim izrazi kao z vrijednost:

z <- (t-m)/sqrt(2*va)

Ta je z vrijednost donja granica intervala u kojem se nalaze RIL €ija je masa zrna
ve¢a od mase zrna Sane. Udio tih linija u ukupnom broju linija moze se dobiti

primjenom funkcije pnorm:

pnorm(z,lower.tail=F)
[1] 0.1034194

Dakle, prema ovoj procjeni, priblizno 10% RIL imati ¢e vecu vrijednost mase zrna u
odnosu na Sanu, odnosno vjerojatnost stvaranja takve linije je 10%. Posto je
vjerojatnost dobivanja RIL koja je bolja od boljeg roditelja relativho visoka (oCekuje se
da ¢e to biti svaka deseta, odnosno 10 od 100 uzgojenih), oplemenjivacki program
usmjeren na stvaranje rekombinatnih inbred-linijja mogao bi biti potencijalno vrlo

uspjesan.



2. Procjena uspjesnosti odabira

U prvom koraku ucitaju se podatci iz drugog pokusa:

pr.5_2 <- read.csv("Primjer5_2.csv",colClasses=c("factor","numeric"))

Analizom varijance za Fs3 generaciju, prema tablici prikazanoj u uvodnom dijelu
poglavlja ,Samooplodnja“, mogu se procijeniti varijance izmedu i unutar porodica
(koje se sastoje od biljaka koje su potomci iste biljke iz F2 generacije). Na temelju
oCekivanih vrijednosti tih varijanci metodom viSestruke regresije mogu se procijeniti
komponente varijance potrebne za procjenu uspjeSnosti odabira, na (ne u
potpunosti) isti nacin kao i u analizi F4 generacije u Primjeru 2. Bitna razlika je u tome
Sto u analizi F3 generacije postoje samo dvije varijance, a njihove se oCekivane
vrijednosti sastoje od tri komponente (dvije genetske i jedne okoliSne). Jedino
moguce rjeSenje je da se jedna od komponenata zanemari. Najprije je potrebno
procijeniti vrijednosti varijanci izmedu i unutar porodica (izravno, pomoc¢u metode
REML):

Tibrary(1me4)
pr5_2.1Tmer <- Tmer(MJz~(1|F2),data=pr.5_2)
vc <- Vvarcorr(pr5_2.1mer)

Varijance Ce iz objekta zatim prebaciti u novi objekt, u koji ¢e se kasnije upisati

oCekivane vrijednosti:

var <- data.frame(var=c("v1l","v2"),est=0)
var$est[2] <- attr(vc,"sc")**2
var$est[1l] <- as.numeric(vc)[1]

Prije upisa ocCekivanih vrijednosti potrebno je odluCiti koja ¢e se komponenta
zanemariti. Najbolji kandidat za zanemarivanje je dominacijska varijanca, jer se
samooplodnjom smanjuje udio heterozigota, pa je udio dominacijske varijance u
oCekivanim vrijednostima iz generacije u generaciju sve maniji. Ve¢ u F3 generaciji
relativni doprinosi dominacijske varijance oCekivanim vrijednostima varijance izmedu
i unutar porodica iznose 1/4 i 1/2, pa ¢e se ona zanemariti, te ¢e ocCekivane

sadrzavati samo aditivhu genetiCku i okoliSnu varijancu:

var$va <- c(1,0.5)
var$ve <- c(0,1)



Zatim se provede regresijska analiza i procjene vrijednosti ovih dvaju komponenata:

var.Tm <- Tm(est~-1+Vva+Ve,data=var)
coefficients(var.1m)

va Ve
4.63658 32.56735

Ove procjene ¢e se spremiti kao neimenovani brojevi kako bi se kasnije mogle
koristiti:

va <- unname(coefficients(var.Im)[1])
Ve <- unname(coefficients(var.Im)[2])

Ukupna fenotipska varijanca u ovom je slu€aju zbroj aditivne genetiCke i okoliSne

komponente:

var_ph <- va+Vve

Heritabilnost u uzem smislu omjer je aditivne geneticke i ukupne fenotipske varijance:

h2 <- va/(va+Vve)
h2
[1] 0.1246261

Na temelju ove procjene moze se zakljuciti da je heritabilnost mase zrna izrazito
niska (12.5%). Zbog toga ¢e i uspjeSnost selekcije biti relativno slaba. To se moze

provjeriti ako se, na primjer, odabere 10% najboljih biljaka iz F3 generacije:

p <-0.1

Intenzitet selekcije za 10% odabranih biljaka se moZze izraCunati na ovaj nacin:

i <- dnorm(gnorm(p,lower.tail = F))/p

Rezultat primjene funkcije gnorm za zadani udio odabranih biljaka (p) je z vrijednost
donje granice intervala u kojem se nalazi 10% biljaka s najve¢om vrijedno$¢u mase
zrna. Zatim se za tu z vrijednost primjenom funkcije dnorm odreduje visina krivulje u
toj tocki, te izraCuna intenzitet kao omjer visine krivulje i udjela odabranih biljaka. Na
temelju ovih procjena moZe se odrediti uspjeSnost selekcije, odnosno odgovor na

odabir (R) 10% biljaka s najvecom masom zrna:



R <- _i-,'\-hz-ksq r‘t(Var_ph)
R
[1] 1.334063

Na temelju ocekivanih vrijednosti poznato je da se samoplodnjom prosjecCna
vrijednost svake idue generacije smanjuje, i to tako da je odstupanje svake
generacije od prosjeka roditelja tono za polovicu manje od odstupanja prethodne
generacije. Medutim, ako se u krizanju iz ovog primjera F4 generacija ne uzgoji na
temelju slu¢ajnog uzorka biljaka iz Fs generacije, nego odabranih 10% najboljih
biljaka, prosje€na masa zrna u F4 generaciji povecati ¢e se za 1.33 mg. Prosje¢na

masa zrna F3 generacije je:

mean(pr.5_2$M32)
[1] 42.15161

U odnosu na ovu pocetnu vrijednost procijenjeno povecanje je relativno malo (3%),

¢emu je uzrok niska nasljednost svojstva.
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Dodatak: Primjeri

Primjer 1.

GEN, BZPK

BcS, 78 BcS, 45
BcS, 60 BcS,49
BcS, 55 BcS, 64
BcS, 63 BcS, 45
BcS, 57 BcS, 45
BcS, 72 BcS, 38
BcS, 42 BcS, 52
BcS, 45 BcS, 37
BcS, 38 BcS, 49
BcS, 61 BcS, 53
BcS, 38 BcS, 35
BcS, 53 BcS, 53
BcS, 51 BcS, 30
BcS, 80 BcS, 43
BcS, 37 BcS, 54
BcS, 68 BcS, 40
BcS, 49 BcS, 57
BcS, 57 BcS, 60
BcS, 54 BcS, 65
BcS, 50 BcS, 31
BcS, 74 BcS, 57
BcS, 49 BcS, 55
BcS, 43 BcS, 38
BcS, 60 BcS, 50
BcS, 31 BcS, 50
BcS, 56 BcS, 48
BcS, 74 BcS, 48
BcS, 63 BcS, 42
BcS, 54 BcS, 80
BcS, 47 BcS, 67
BcS, 66 BcS, 42
BcS, 79 BcS, 58
BcS, 68 BcS, 63
BcS, 55 BcS, 38
BcS, 76 BcS, 39
BcS, 80 BcS, 43
BcS, 56 BcS, 36
BcS, 62 BcS, 36
BcS, 70 BcS, 51
BcS, 67 BcS, 44
BcS, 56 BcS, 61
BcS, 42 BcS, 36
BcS, 68 BcS, 64
BcS, 54 BcS, 39
BcS, 74 BcS, 48
BcS, 60 BcS, 44
BcS, 51 BcS, 65
BcS, 54 BcS, 25
BcS, 61 BcS,19
BcS, 76 BcS,47
BcS, 44 BcS, 51
BcS, 73 BcS, 55
BcS, 46 BcS, 60
BcS, 49 BcS, 67
BcS, 39 BcS, 37
BcS, 53 BcS, 58
BcS, 56 BcS, 51
BcS, 59 BcS, 65
BcS, 56 BcS, 68
BcS, 46 BcS, 55
BcS, 50 BcS, 54
BcS, 41 BcS,47
BcS, 51 BcS, 49
BcS, 81 BcS, 45

BcS, 69
BcS, 46
BcS, 66
BcS, 52
BcS, 49
BcS, 63
BcS, 37
BcS, 61
BcS, 39
BcS, 48
BcS, 48
BcS, 49
Bcz,47
BcZ, 55
BcZ,40
Bcz, 34
BcZ,46
Bcz,54
Bcz,41
BcZ, 60
BcZ, 56
Bcz,51
BcZ, 63
BcZz,51
BcZ,42
Bcz,41
BcZ,52
BcZ, 60
BcZ, 61
BcZ, 35
BcZ, 55
BcZ, 38
Bcz, 56
Bcz,59
BcZ,53
BcZ,52
BcZ, 62
Bcz, 39
Bcz,43
BcZ, 65
BcZ, 60
BcZ,34
BcZ, 66
BcZ,48
BcZ, 51
BcZ, 68
BcZ,67
BcZ, 56
BcZ,75
Bcz, 44
Bcz,48
BcZz,42
BcZ,27
BcZ,40
Bcz, 39
BcZ,32
BcZ, 56
Bcz, 38
Bcz,50
Bcz, 63
Bcz,70
BcZ,75
Bcz,58
BcZ, 55

Bcz, 50
BcZz,48
BcZ,49
Bcz,58
Bcz,49
BcZ,49
BcZ, 65
BcZ, 61
BcZ, 56
BcZz,43
BcZz,50
BcZ, 56
Bcz, 50
Bcz,43
BcZ, 69
BcZz,54
BcZ,45
Bcz,48
BcZ, 60
BcZz,57
BcZ, 62
Bcz, 50
BcZ,59
BcZ, 39
Bcz,58
BcZ,42
Bcz, 34
BcZ, 45
Bcz,48
Bcz,48
BcZ, 65
Bcz,51
Bcz,57
Bcz,47
BcZ, 55
BcZ, 55
Bcz, 77
BcZ, 56
Bcz,58
BcZ, 55
BcZ, 63
Bcz,47
BcZ,52
BcZ,41
BcZ, 64
BcZ, 61
BcZ,52
BcZ, 62
BcZ,52
Bcz,53
Bcz,59
BcZ,37
BcZ,49
BcZ,62
Bcz,59
BcZ,41
BcZ, 38
Bcz,48
Bcz,48
BcZ,52
BcZ, 61
BcZ,24
Bcz,73
BcZ, 51

BcZ, 51
BcZ,67
BcZz,43
BcZ, 66
BcZ,47
BcZ,40
BcZz,52
Bcz,40
Bcz,73
BcZ,40
BcZ, 63
Bcz,54
BcZ, 61
BcZ, 64
BcZ,59
BcZz,49
Bcz,58
BcZ,45
Bcz,54
BcZz,50
Bcz, 30
Bcz,51
Bcz,70
Bcz,44
Bcz, 44
F1,83
F1,71
Fl,62
Fl,66
F1,55
F1,57
F1,55
F1l,54
Fl,62
F1,45
F1,50
F1l,63
Fl,64
F1,55
F1,44
Fl,69
Fl,65
Fl,54
F1,53
F1l,63
F1,53
Fl,54
F1,82
F1l,46
F1,50
F1,58
F1,53
F1,52
F1,47
F1,44
F1,79
F1,51
F1,47
F1,51
F1,49
F1,53
F1,67
Fl,62
Fl,56

F1,55
F1,50
F1,52
F1,55
F1,55
F1,46
F1,40
F1,52
F1,62
F1,47
F1,47
F1,60
F1,52
F1,36
F1,68
F1,58
F1,64
F1,53
F1,59
F1,13
F1,64
F1,50
F1,59
F1,54
F1,52
F1,46
F1, 68
F1,43
F1,53
F1,43
F1,51
F1,49
F1,56
F1,51
F1,63
F1,61
F1,67
F1,70
F1,50
F1,63
F1,54
F1,65
F1,35
F1,48
F1,56
F1,44
F1,62
F1,50
F1,66
F1,58
F1,85
F1,51
F1,66
F1,44
F1,62
F1, 65
F1,63
F1,61
F1,62
F2,52
F2,47
F2,64
F2,48
F2,38

F2,58
F2,36
F2,50
F2,64
F2,64
F2,52
F2,45
F2,35
F2,33
F2,61
F2,66
F2,71
F2,53
F2,28
F2,74
F2,55
F2,37
F2,54
F2,51
F2,53
F2,53
F2,74
F2,48
F2,38
F2,70
F2,72
F2,59
F2, 62
F2,56
F2,40
F2,41
F2, 62
F2,72
F2,35
F2,61
F2,53
F2,52
F2,51
F2,55
F2,40
F2,47
F2,63
F2,57
F2,70
F2,61
F2,58
F2,63
F2, 64
F2,50
F2,40
F2,66
F2,67
F2,58
F2,47
F2,39
F2, 64
F2,58
F2,62
F2,51
F2,44
F2,36
F2,81
F2,56
F2,65



F2,58
F2,54
F2,58
F2, 69
F2,48
F2,49
F2,57
F2,62
F2,72
F2,37
F2,73
F2,41
F2,48
F2,61
F2,65
F2,82
F2,59
F2,36
F2,62
F2,48
F2,44
F2,74
F2, 62
F2,53
F2,77
F2,55
F2,63
F2,73
F2,57
F2,55
F2,56
F2,41
F2,36
F2,53
F2,70
F2,35
F2,55
F2,77
F2,59
F2,50
F2, 68
F2,43
F2,49
F2,51
F2, 65
F2,50
F2, 60
F2,45
F2, 69
F2, 60
F2,39
F2,49
F2,47
F2,46
F2,45
F2,43
F2,46
F2,52
F2,53
F2,51
F2,52
F2, 60
F2,53
F2,47
F2,56
F2,55
F2,65

F2,71
F2,49
F2,69
F2,59
F2,61
F2,61
F2,46
F2,56
F2,37
F2,31
F2,64
F2,43
F2,59
F2,48
F2,48
F2,54
F2,68
F2,58
F2,34
F2,53
F2,51
F2,48
F2,63
F2,54
F2,67
F2,42
F2,46
F2, 60
F2,46
F2,56
F2,46
F2,56
F2,44
F2,50
F2,61
F2,71
F2,69
F2,54
F2,51
F2,50
F2,46
F2,48
F2,51
F2,57
F2,47
F2,65
F2,24
F2,45
F2,50
F2,54
F2,41
F2,48
F2,66
F2,50
F2,36
F2,59
F2, 60
F2,48
F2,61
F2,51
F2, 60
F2,36
F2,58
F2,65
F2,37
F2,79
F2,62

F2,52
F2,43
F2,54
F2,55
F2,49
F2,53
F2,38
F2,63
F2,44
F2,64
F2,41
F2,44
F2,64
F2,72
F2,56
F2,50
F2,56
F2,52
F2,38
F2,58
F2,40
F2,29
F2,48
F2,49
F2,32
F2,44
F2, 62
F2,39
F2,54
F2,48
F2,74
F2,51
F2,45
F2,41
F2,53
F2,52
F2,53
F2,53
F2,39
F2,49
F2,57
F2,42
F2,49
F2,44
F2,18
F2,53
F2,34
F2,34
F2,46
F2,37
F2,27
F2,47
F2,48
F2,48
F2,43
F2,41
F2,45
F2,58
F2,56
F2,55
F2,45
F2,42
F2,37
F2,70
F2,58
F2,44
F2,75

F2, 64
F2,42
F2,66
F2,51
F2,58
F2,50
F2,62
F2,44
F2,45
F2,50
F2,56
F2,40
F2,48
F2,44
F2,41
F2,44
F2,34
F2,44
F2,48
F2,43
F2,56
F2,48
F2, 60
F2,39
F2,58
F2,65
F2,40
F2,36
F2, 68
F2,58
F2,57
F2,50
F2,44
F2,45
F2,64
F2,38
F2,54
F2,60
F2,35
F2,42
F2,33
F2,65
F2,57
F2,48
F2,53
F2,48
F2,48
F2,44
F2,54
F2,71
F2,53
F2,62
F2,58
F2,61
F2,46
F2,44
F2,54
F2,40
F2,49
F2,58
F2,46
F2,57
F2,63
F2,43
F2,58
F2,49
F2,58

F2, 69

F2,57

SOISSONS, 38
SOISSONS, 47
SOISSONS, 52
SOISSONS, 54
SOISSONS, 51
SOISSONS, 56
SOISSONS, 43
SOISSONS, 58
SOISSONS, 52
SOISSONS, 43
SOISSONS, 43
SOISSONS, 39
SOISSONS, 57
SOISSONS, 62
SOISSONS, 64
SOISSONS, 53
SOISSONS, 69
SOISSONS, 60
SOISSONS, 53
SOISSONS, 41
SOISSONS, 75
SOISSONS, 52
SOISSONS, 63
SOISSONS, 72
SOISSONS, 36
SOISSONS, 69
SOISSONS, 59
SOISSONS, 67
SOISSONS, 40
SOISSONS, 60
SOISSONS, 69
SOISSONS, 59
SOISSONS, 35
SOISSONS, 77
SOISSONS, 55
SOISSONS, 63
SOISSONS, 56
SOISSONS, 55
SOISSONS, 39
SOISSONS, 68
SOISSONS, 61
SOISSONS, 48
SOISSONS, 80
SOISSONS, 35
SOISSONS, 56
SOISSONS, 32
SOISSONS, 58
SOISSONS, 45
SOISSONS, 64
SOISSONS, 43
SOISSONS, 45
SOISSONS, 33
SOISSONS, 59
SOISSONS, 61
SOISSONS, 54
SOISSONS, 52
SOISSONS, 32
SOISSONS, 52
SOISSONS, 46
SOISSONS, 51
SOISSONS, 61
SOISSONS, 138
SOISSONS, 62
SOISSONS, 44
SOISSONS, 40

SOISSONS, 30
SOISSONS, 33
SOISSONS, 44
SOISSONS, 50
SOISSONS, 37
SOISSONS, 46
SOISSONS, 38
SOISSONS, 59
SOISSONS, 35
SOISSONS, 55
SOISSONS, 53
SOISSONS, 49
SOISSONS, 47
SOISSONS, 44
SOISSONS, 46
SOISSONS, 46
SOISSONS, 58
SOISSONS, 45
SOISSONS, 49
SOISSONS, 61
SOISSONS, 52
SOISSONS, 54
SOISSONS, 50
SOISSONS, 55
SOISSONS, 62
SOISSONS, 42
SOISSONS, 47
SOISSONS, 44
SOISSONS, 49
SOISSONS, 54
SOISSONS, 52
SOISSONS, 62
SOISSONS, 67
SOISSONS, 66
SOISSONS, 43
SOISSONS, 52
SOISSONS, 51
SOISSONS, 62
SOISSONS, 49
SOISSONS, 37
SOISSONS, 44
ZITARKA, 59
ZITARKA, 52
ZITARKA, 37
ZITARKA, 51
ZITARKA, 67
ZITARKA, 45
ZITARKA, 41
ZITARKA, 55
ZITARKA, 44
ZITARKA, 38
ZITARKA, 35
ZITARKA, 41
ZITARKA, 47
ZITARKA, 46
ZITARKA, 63
ZITARKA, 45
ZITARKA, 50
ZITARKA, 62
ZITARKA, 45
ZITARKA, 66
ZITARKA, 51
ZITARKA, 60
ZITARKA, 72
ZITARKA, 59
ZITARKA, 45
ZITARKA, 48

ZITARKA, 60
ZITARKA, S
ZITARKA, 60
ZITARKA, 41
ZITARKA, 48
ZITARKA, 58
ZITARKA, 51
ZITARKA, 28
ZITARKA, 56
ZITARKA, 56
ZITARKA, 58
ZITARKA, 39
ZITARKA, 50
ZITARKA, 45
ZITARKA, 41
ZITARKA, 53
ZITARKA, 41
ZITARKA, 45
ZITARKA, 24
ZITARKA, 65
ZITARKA, 52
ZITARKA, 41
ZITARKA, 53
ZITARKA, 40
ZITARKA, 54
ZITARKA, 50
ZITARKA, 34
ZITARKA, 49
ZITARKA, 64
ZITARKA, 56
ZITARKA, 45
ZITARKA, 45
ZITARKA, 18
ZITARKA, 43
ZITARKA, 27
ZITARKA, 50
ZITARKA, 58
ZITARKA, 53
ZITARKA, 44
ZITARKA, 42
ZITARKA, 53
ZITARKA, 48
ZITARKA, 33
ZITARKA, 50
ZITARKA, 54
ZITARKA, 50
ZITARKA, 43
ZITARKA, 58
ZITARKA, 28
ZITARKA, 46
ZITARKA, 45
ZITARKA, 46
ZITARKA, 42
ZITARKA, 53
ZITARKA, 61
ZITARKA, 53
ZITARKA, 52
ZITARKA, 55
ZITARKA, 49
ZITARKA, 38
ZITARKA, 64
ZITARKA, 40
ZITARKA, 41
ZITARKA, 48
ZITARKA, 60
ZITARKA, 57



Primjer 2.
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F2,F3,F4,Visina

1,A,1,50 1,D,3,47 2,C,5,52 3,C,2,43 4,B,4,55 5
1,A,2,53 1,D,4,41 2,D,1,50 3,C,3,46 4,B,5,37 5
1,A,3,50 1,D,5,49 2,D,2,48 3,C,4,46 4,C,1,50 5
1,A,4,48 2,A,1,36 2,D,3,47 3,C,5,48 4,C,2,54 5
1,A,5,48 2,A,2,44 2,D,4,46 3,Db,1,36 4,C,3,55 5
1,B,1,54 2,A,3,37 2,D,5,44 3,D,2,42 4,C,4,51 5
1,B,2,46 2,7, 4,42 3,A,1,43 3,D,3,46 4,C,5,56 5
1,B,3,56 2,A,5,38 3,A,2,46 3,D,4,43 4,D,1,52 5
1,B,4,48 2,B,1,44 3,A,3,40 3,D,5,48 4,D,2,50 5
1,B,5,47 2,B,2,36 3,A,4,46 4,A,1,52 4,D,3,54 5
1,C,1,47 2,B,3,46 3,A,5,40 4,A,2,51 4,D,4,53 5
1,C,2,48 2,B,4,50 3,B,1,54 4,7,3,57 4,D,5,46 5
1,C,3,50 2,B,5,45 3,B,2,53 4,A,4,52 5,A,1,32 5
1,C,4,53 2,C,1,46 3,B,3,47 4,7,5,49 5,7,2,44 5
1,C,5,48 2,C,2,42 3,B,4,45 4,B,1,54 5,A,3,44 5
1,D,1,50 2,C,3,42 3,B,5,55 4,B,2,56 5,A,4,46

1,D,2,39 2,C,4,38 3,C,1,47 4,B,3,53 5,A,5,43

Primjer 3.

F,M, HM

Lela,Prima, 80.5 Lucija,Prima, 79 Lucija,Prima,77.8
Lela,Prima,80.4 Lucija,Prima, 80. Lucija,Prima, 78.3
Lela, Prima, 81 Lucija,Prima, 79.8 Lucija,Prima, 78.8
Lela,Prima, 80.4 Lucija,Prima, 80 Lucija,Prima,78.6
Lela,Prima,79.9 Lucija,Prima,78.5 Lucija,Prima,79.6
Lela,Prima,81.2 Lucija,Prima,80.3 Lucija,Prima, 79.5
Lela, Prima, 81 Lucija,Prima,77.3 Lucija,Prima, 78.9
Lela,Prima,77.4 Lucija,Prima,78.4 Lucija,Prima,76.8
Lela,Prima, 78.3 Lucija,Prima,80.8 Lucija,Prima,80.7
Lela,Prima,78.6 Lucija,Prima,81.1 Lucija,Prima, 78.4
Lela,Prima,80.7 Lucija,Prima, 79.9 Lucija,Prima, 78.2
Lela,Prima,80.1 Lucija,Prima,78.8 Lucija,Prima,77.7
Lela,Prima,81.6 Lucija,Prima,80.6 Lucija,Prima,78.2
Lela,Prima, 80.8 Lucija,Prima,79.9 Lucija,Prima,78.2
Lela, Prima, 82 Lucija,Prima,80.5 Lucija,Prima, 79.4
Lela, Prima, 81 Lucija,Prima,77.8 Lucija,Prima,80.9
Lela,Prima, 80.4 Lucija,Prima,80.2 Lucija,Prima,78.3
Lela,Prima, 83.7 Lucija,Prima,80.3 Lucija,Prima,79.4
Lela,Prima,83.2 Lucija,Prima,80.9 Lucija,Prima, 78.5
Lela,Prima,81.2 Lucija,Prima,81.4 Lucija,Prima, 78.8
Lela,Prima, 78 Lucija,Prima,78.9 Lucija,Prima,78.2
Lela,Prima, 82.7 Lucija,Prima,77.9 Lucija,Prima,80.1
Lela,Prima,82.4 Lucija,Prima, 78.5 Lucija,Bc Mira, 80.
Lela, Prima, 81 Lucija,Prima,75.8 Lucija,Bc Mira, 82.
Lela,Prima,82.4 Lucija,Prima,78.7 Lucija,Bc Mira,79.
Lela,Prima,81.8 Lucija,Prima,77.6 Lucija,Bc Mira, 83
Lela,Prima,81.1 Lucija,Prima,80.9 Lucija,Bc Mira,79.
Lela,Prima,82.8 Lucija,Prima, 79.6 Lucija,Bc Mira,77.
Lela,Prima,79.4 Lucija,Prima,78.3 Lucija,Bc Mira,79.
Lela,Prima,79.7 Lucija,Prima,77.8 Lucija,Bc Mira,79
Lela,Prima,78.8 Lucija,Prima,80.7 Lucija,Bc Mira,81.
Lela,Prima,79.4 Lucija,Prima,80.8 Lucija,Bc Mira,79.
Lela,Prima,79.6 Lucija,Prima,77.9 Lucija,Bc Mira,81.
Lela,Prima, 78.3 Lucija,Prima,78.2 Lucija,Bc Mira, 80.
Lela,Prima,79.9 Lucija,Prima, 80 Lucija,Bc Mira, 80.

Lela, Prima, 80
Lela,Prima,78.5
Lucija,Prima,76.5
Lucija,Prima,77.4

Lucija,Prima, 78.
Lucija,Prima,79.
Lucija,Prima, 80.
Lucija,Prima,79.

Lucija,Bc Mira, 80.
Lucija,Bc Mira,79.
Lucija,Bc Mira, 81
Lucija,Bc Mira,81.
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Lucija,Bc Mira,82.6 Lucija,Bc Mira,79.2 Lela,Bc Mira,81.
Lucija,Bc Mira,79.6 Lucija,Bc Mira,78.9 Lela,Bc Mira,82.
Lucija,Bc Mira,81.2 Lucija,Bc Mira,77.6 Lela,Bc Mira, 80.
Lucija,Bc Mira,82.9 Lucija,Bc Mira,80.6 Lela,Bc Mira, 82.
Lucija,Bc Mira,79.9 Lucija,Bc Mira, 80 Lela,Bc Mira, 80.
Lucija,Bc Mira,82.3 Lucija,Bc Mira,81.4 Lela,Bc Mira, 80.
Lucija,Bc Mira,80.8 Lucija,Bc Mira,83.2 Lela,Bc Mira, 82.
Lucija,Bc Mira,78.9 Lucija,Bc Mira,81.9 Lela,Bc Mira,79.
Lucija,Bc Mira, 81 Lucija,Bc Mira, 81 Lela,Bc Mira,77.
Lucija,Bc Mira, 81 Lucija,Bc Mira,82.2 Lela,Bc Mira,82.
Lucija,Bc Mira,81.8 Lucija,Bc Mira,73.2 Lela,Bc Mira,81.
Lucija,Bc Mira,79.7 Lucija,Bc Mira,80.9 Lela,Bc Mira,78.
Lucija,Bc Mira,81.9 Lela,Bc Mira,80.3 Lela,Bc Mira,81.
Lucija,Bc Mira, 80 Lela,Bc Mira,80.7 Lela,Bc Mira, 78
Lucija,Bc Mira, 78. Lela,Bc Mira, 82 Lela,Bc Mira,82.

Lucija,Bc Mira,81.
Lucija,Bc Mira,81.
Lucija,Bc Mira, 80.
Lucija,Bc Mira, 82.
Lucija,Bc Mira, 82.
Lucija,Bc Mira,81.
Lucija,Bc Mira,81.
Lucija,Bc Mira,79.
Lucija,Bc Mira,79.
Lucija,Bc Mira, 78.
Lucija,Bc Mira,81.
Lucija,Bc Mira, 78.
Lucija,Bc Mira, 80.
Lucija,Bc Mira,81.

Lela,Bc Mira, 79.
Lela,Bc Mira,81.
Lela,Bc Mira,81.
Lela,Bc Mira, 80.
Lela,Bc Mira, 83.
Lela,Bc Mira,81.
Lela,Bc Mira, 83.
Lela,Bc Mira, 83.
Lela,Bc Mira, 82.
Lela,Bc Mira,82.
Lela,Bc Mira,82.
Lela,Bc Mira, 80. Lela,Bc Mira, 83
Lela,Bc Mira,81. Lela,Bc Mira, 83.
Lela,Bc Mira, 82 Lela,Bc Mira, 82.

Lela,Bc Mira, 80.
Lela,Bc Mira, 84.
Lela,Bc Mira, 83
Lela,Bc Mira,81.
Lela,Bc Mira, 80.
Lela,Bc Mira,81.
Lela,Bc Mira,81.
Lela,Bc Mira, 82.
Lela,Bc Mira, 84.
Lela,Bc Mira,82.
Lela,Bc Mira,81.
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Lucija,Bc Mira,77. Lela,Bc Mira,80.6 Lela,Bc Mira,82.
Lucija,Bc Mira, 82. Lela,Bc Mira,81.4 Lela,Bc Mira,82.
Lucija,Bc Mira, 80. Lela,Bc Mira,82.8 Lela,Bc Mira, 84.
Lucija,Bc Mira,77. Lela,Bc Mira,82.3 Lela,Bc Mira, 82.
Lucija,Bc Mira, 78. Lela,Bc Mira,83.5 Lela,Bc Mira, 80.
Lucija,Bc Mira, 80. Lela,Bc Mira,81.2 Lela,Bc Mira, 85
Lucija,Bc Mira,79. Lela,Bc Mira,81.9 Lela,Bc Mira, 82.
Lucija,Bc Mira,79. Lela,Bc Mira,81.2 Lela,Bc Mira,83.
Lucija,Bc Mira,81. Lela,Bc Mira,82.3 Lela,Bc Mira,82.
Lucija,Bc Mira, 78. Lela,Bc Mira,82.8

Lucija,Bc Mira,79. Lela,Bc Mira,80.5

Primjer 4.

P1,P2,blk,du list

1,1,1,63 1,1,2,66 1,1,3,58 1,1,4,5
1,2,1,52 1,2,2,56 1,2,3,58 1,2,4,5
1,3,1,64 1,3,2,66 1,3,3,66 1,3,4,6
1,4,1,61 1,4,2,53 1,4,3,59 1,4,4,5
2,2,1,65 2,2,2,68 2,2,3,65 2,2,4,6
2,3,1,71 2,3,2,69 2,3,3,65 2,3,4,7
2,4,1,60 2,4,2,68 2,4,3,70 2,4,4,6
3,3,1,62 3,3,2,65 3,3,3,69 3,3,4,6
3,4,1,68 3,4,2,65 3,4,3,69 3,4,4,6
4,4,1,56 4,4,2,53 4,4,3,58 4,4,4,5
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Primjer 5.1

GEN, MJZ

BCSa, 48.
.76
BCSa, 44.
.74

BCSa, 37

BCSa, 45

BCSa, 46.
BCSa, 43.
BCSa, 49.

BCSa, 44

BCSa, 43.
.35

BCSa, 46

BCSa, 34.
BCSa, 46.
.35
.23

BCSa, 47
BCSa, 41

BCSa, 48.
BCSa, 50.
.22

BCSa, 47
BCSa, 50

BCSa, 39.
BCSa, 48.
BCSa, 43.
.39

BCSa, 47

BCSa, 55.
BCSa, 48.
BCSa, 46.
BCSa, 44.
BCSa, 30.
BCSa,42.
BCSa, 49.
BCSa,47.
BCSa, 45.
BCSa, 40.
.71

BCSa, 41

BCSa,42.
BCSa, 48.
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