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ПРОГРАММА ДЛЯ ОЦЕНКИ И СРАВНЕНИЯ ПАРАМЕТРОВ ОНТОГЕНЕТИЧЕСКИХ СПЕКТРОВ ПОПУЛЯЦИЙ РАСТЕНИЙ И ЛИШАЙНИКОВ ПРИ ГЕТЕРОГЕННОСТИ ВЫБОРКИ 

«OntoParam»
Пояснительная записка

Для характеристики биологического возраста растений и лишайников вводится понятие онтогенетическое (возрастное) состояние (Ценопопуляции растений, 1988). Непрерывный процесс индивидуального развития особи (онтогенеза) подразделяется на периоды, в пределах которых выделяют дискретные онтогенетические состояния (табл. 1). Позже этот подход был распространен на лишайники (Суетина, 2001). А.А Уранов (1975), исходя из логистической кривой роста особи в течение онтогенеза, ввел весовой коэффициент (численную характеристику) каждого онтогенетического (возрастного) состояния – коэффициент возрастности (ki). 

Таблица 1. Дискретное описание онтогенеза растений.
	Период
	№, онтогенетическое состояние, символ
	Коэффициент возрастности, ki

	Латентный
	1. Семена, sm
	0,0025

	Прегенеративный
	2. Проросток, p
3. Ювенильное, j
4. Имматурное, im
5. Виргинильное, v
	0,0067
0,0180

0,0474

0,1192

	Генеративный 
	6. Молодое, g1
7. Зрелое, g2
8. Старое, g3
	0,2700
0,5000

0,7310

	Постгенеративный
	9. Субсенильное, ss
10. Сенильное, s
11. Отмирающее, sc
	0,8808
0,9529

0,9819


Ценопопуляция (популяция или по какому-то признаку выделенная группа растений, особей лишайников) характеризуется онтогенетическим (возрастным) спектром – распределением особей по возрастным состояниям. При анализе возрастных спектров не учитываются семена и, как правило, проростки в связи с флуктуациями их возможного массового появления и массовой случайной гибели. При вегетативном размножении растений онтогенетический спектр начинается с имматурных особей. При массовом популяционнном сборе материала эпифитных лишайников отдельные особи (слоевища) визуально идентифицируются, начиная с виргинильного состояния. При этом для ряда видов растений (Марков, 2012) и лишайников (Суетина, 2001) виргинильное состояние подразделяется на два – v1 и v2. Коэффициенты возрастности при этом вычисляются, исходя из равных промежутков на отрезке im-g1 (см. Уранов, 1975) и равны, соответственно, для v1 – 0,0884, v2 – 0,1589. 

Общепринятым параметром онтогенетического спектра является средняя возрастность, введенная А.А. Урановым:
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здесь ni – число особей онтогенетического состояния с номером i, а ki – коэффициент возрастности онтогенетического состояния с номером i.
Используют и другие параметры онтогенетического спектра. 
Л.А. Жуковой (1987) были предложены индекс восстановления:
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то есть отношение числа особей прегенеративного периода (проростки не учитываются) к числу особей генеративного периода,
и индекс замещения:
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то есть отношение числа особей прегенеративного периода (проростки не учитываются) к сумме чисел особей генеративного и постгенеративного периодов.
Н.В. Глотовым (1998) предложено для индекса восстановления Iв  использовать формулу:
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чтобы ограничить область задания индекса отрезком [0,1], а вместо индекса замещения Iз использовать индекс старения: 
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то есть отношение числа особей постгенеративного периодa к числу всех особей в популяции; при этом индексы I1 и I2 ортогональны (независимы)

Методика сбора материала для характеристики онтогенетического спектра выборки (популяции) заключается в том, что каждая выборка включает несколько субвыборок, собранных в разных частях популяции, в разные годы и т.п. Например, сбор травянистых растений проводят на учётных площадках (1 м2): учитывают все растения на площадке, определяют онтогенетическое состояние каждой особи; данные по всем площадкам суммируют, получают онтогенетический спектр выборки, вычисляют частоты (проценты) особей каждого онтогенетического состояния и параметры, характеризующие онтогенетический спектр популяции. В этом случае единицей наблюдения является учетная площадка. При изучении эпифитных лишайников учитывают особей (слоевища) всех онтогенетических состояний на дереве, суммируют данные по местообитанию или по форофиту (субстрату). Единицей наблюдения в данном случае является отдельное дерево.
Однако суммирование материалов субвыборок и рассмотрение данных по выборке (популяции) в целом правомочно только в случае гомогенности выборки – если распределения разных субвыборок в пределах выборки статистически значимо НЕ различаются. Однако тестирование однородности выборки (с помощью критерия хи-квадрат или точного критерия для таблиц сопряженности RxC) (Mehta, Patel, 2003) очень часто показывает невыполнение этого условия, то есть мы приходим к задачам оценки и сравнения параметров гетерогенных выборок. Компьютерная реализация этой задачи, представленная в настоящей программе, включает:
· Проверку однородности распределений субвыборок в пределах выборки с использованием трех тестов – минимальное ожидаемое, среднее наблюдаемое, критерий Simonov-Tsai (Хромов-Борисов и др., 2004).
· Анализ параметров онтогенетических спектров: Δ, I1, I2.
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Рисунок 1. Алгоритм анализа данных.
Анализ (рисунок 1) онтогенетических спектров выборок, которые состоят из субвыборок, необходимо начать с проверки однородности онтогенетических спектров субвыборок в пределах выборки. Эта процедура проводится с помощью критерия хи-квадрат, корректность применения которого проверяется с помощью трех критериев.

Вариант 1 – Онтогенетические спектры субвыборок в пределах выборки не различаются, поэтому объединяем субвыборки в пределах каждой выборки: суммируем их распределения, в результате получаем онтогенетические спектры выборок. После этого проверяем однородность онтогенетических спектров выборок, процедура проводится аналогично процедуре проверки однородности онтогенетических спектров субвыборок в пределах выборки, описанной выше.

Вариант 1.1 – Онтогенетические спектры выборок не различаются, поэтому суммируем онтогенетические спектры выборок, в результате получаем один онтогенетический спектр по всем данным. Для полученного онтогенетического спектра помощи метода Монте-Карло находим оценку значения параметра (Δ, I1 или I2) и ее доверительный интервал.

Из онтогенетического спектра находим параметры соответствующего ему полиномиального распределения, это распределение многократно реализуется (10000 итераций), и для каждой реализации вычисляется значение параметра. В результате получаем распределение значений параметра, вычисленных с помощью метода Монте-Карло, из которого находим оценку для параметра (медиана распределения) и ее 95%-ый доверительный интервал (соответствующие квантили).

Вариант 1.2 – Онтогенетические спектры выборок различаются, поэтому сравниваем значения параметров разных выборок. Так как каждая выборка представлена только одним значением, то можно провести только попарные сравнения. Для проведения попарных сравнений проводим процедуру, похожую на процедуру, изложенную в варианте 1.1. Для сравниваемых выборок находим параметры двух полиномиальных распределений, соответствующих сравниваемым онтогенетическим спектрам выборок. Для сравниваемых распределений находим их реализации, по каждой реализации вычисляем значение параметра, после чего находим разность этих значений, которую фиксируем. В результате многократного повторения процедуры получаем распределение разностей параметров, для которого находим 95% доверительный интервал. Если значение 0 лежит в данном интервале, то на уровне значимости 5% принимаем гипотезу о равенстве значений параметра. Можно делать выводы и на других уровнях значимости.

Вариант 1.2.1 – Значения параметра выборок не различаются, находим точечную оценку и доверительный интервал для значения параметра по всем данным, используя бутстреп процедуру. Из множества значений параметра для выборок, случайным образом извлекаем с повторениями значения параметра, в результате получаем бутстреп-выборку значений параметра. Для полученной бутстреп-выборки вычисляем  значение параметра по всем данным – вычисляем среднее значение бутстреп-выборки, или, в случае анализа с взвешиванием, вычисляем взвешенное среднее. Данную процедуру повторяем многократно, в результате получаем распределение  значений параметра, полученное в ходе бутстреп-процедуры, из которого находим оценку значения параметра для всего объема данных и ее доверительный интервал.

Вариант 1.2.2 – Значения параметра выборок различаются. Находим точеную оценку параметра и ее доверительный интервал для каждой выборки, процедура полностью повторяет процедуру из варианта 1.1, только проводиться для каждой выборки отдельно.

Вариант 2 – Онтогенетические спектры субвыборок различаются, поэтому для каждой субвыборки вычисляем значение параметра. Проверяем гипотезу о том, что значения параметра одинаковы во всех выборках. Данная задача аналогична модели I дисперсионного анализа (ДА), поэтому проводим рандомизационный вариант модели I ДА (перестановочный тест) – объединяем значения параметра разных субвыборок, из них случайным образом формируем новые выборки того же объема, при этом некоторые значения могут попасть в другие выборки (переставляются). Для полученных в ходе рандомизации выборок вычисляем величину, характеризующую отличия между выборками, в данном случае F-значение из модели I ДА. Процедура рандомизации повторяется многократно, в результате получаем распределение F-значений для «переставленных» данных и одно значение для исходных данных. Если значения параметра в разных выборках не отличаются, то все F-значения (и для исходных данных, и для полученных при «перестановке») должны подчиняться одному распределению. Если между значениями параметра в разных выборках существуют большие различия, то при нетривиальной «перестановке» различия между выборками уменьшаться, и, как следствие, уменьшится величина F. Тогда доля тех F-значений, полученных в ходе рандомизации, которые больше F-значения для исходных данных есть вероятность того, что значения параметра в разных выборках не различаются. Разница между взвешенным и невзвешенным анализом заключается в разнице вычисления F-значения: в случае невзвешенного анализа вычисления полностью повторяют обычный ДА, при взвешивании суммирование и среднее значение вычисляется взвешенно, количество степеней свободы при этом не меняется.

Вариант 2.1 – Значения параметра выборок не различаются, находим точечную оценку и доверительный интервал для значения параметра по всем данным. Для этого используем бутстреп процедуру, аналогичную процедуре в варианте 1.2.1. Отличие состоит в следующем – вместо значений параметра для выборок проводим процедуру для значений параметра для субвыборок без учета выборок.

Вариант 2.2 – Значения параметра выборок различаются, поэтому проводим попарные сравнения, определяем вклад изменчивости между выборками в общую изменчивость и находим оценки параметра выборок и их доверительные интервалы. Для проведения попарных сравнений используется рандомизационый вариант парных сравнений по Шеффе – перестановочный тест, аналогичный тесту в варианте 2; отличие заключается в следующем: «перестановки» осуществляются только между сравниваемыми выборками и в качестве величины, характеризующей отличия, используется F-значение из критерия Шеффе. Для нахождения точечной оценки доверительного интервала доли изменчивости, вносимой различиями между выборками, используется бутстреп-процедура, основанная на модели II ДА. Шаг рандомизации – в пределах каждой выборки проводим бутстреп субвыборок (аналогично варианту 1.2.1), для полученных бутстреп-выборок вычисляем долю изменчивости, как это делается в модели II ДА. Шаг бутстрепа повторяется многократно, в результате получаем распределение доли изменчивости, на основании которого строим точеную оценку и доверительный интервал для доли изменчивости. Оценка параметра для выборки и ее доверительный интервал находятся так же, как и в варианте 1.2.1, отличие только в том, что процедура проводится отдельно для каждой выборки.  Разница между взвешиванием данных и не взвешиванием  аналогична описанной в варианте 2 для аналога модели I ДА.
Пример использования программы
В качестве примера используются данные представленные в таблице 2.
Таблица 2. Исходные данные.
	Номер выборки
	Номер субвыборки
	Онтогенетическое состояние
	Сумма

	
	
	v1
	v2
	g1v
	g2v
	g3v
	ss
	

	1
	1
	7
	20
	32
	19
	13
	4
	95

	
	2
	5
	20
	36
	36
	40
	19
	156

	
	3
	8
	22
	17
	16
	14
	7
	84

	
	4
	2
	16
	36
	23
	18
	7
	102

	
	5
	3
	27
	22
	19
	26
	10
	107

	
	6
	6
	18
	15
	10
	25
	11
	85

	
	7
	2
	28
	27
	25
	21
	6
	109

	
	8
	5
	27
	39
	39
	28
	27
	165

	
	9
	8
	29
	32
	36
	12
	3
	120

	
	10
	44
	101
	52
	83
	27
	3
	310

	
	11
	21
	25
	24
	31
	18
	6
	125

	
	12
	11
	28
	23
	25
	17
	6
	110

	
	13
	9
	17
	21
	24
	9
	2
	82

	
	14
	3
	25
	25
	36
	10
	8
	107

	
	15
	1
	20
	34
	50
	29
	10
	144

	
	16
	2
	31
	40
	37
	23
	1
	134

	
	17
	6
	42
	30
	32
	14
	2
	126

	
	18
	11
	32
	29
	70
	53
	21
	216

	
	19
	8
	25
	27
	25
	4
	2
	91

	
	20
	6
	12
	14
	9
	1
	0
	42

	
	21
	5
	23
	56
	41
	24
	18
	167

	
	22
	1
	34
	51
	42
	48
	14
	190

	
	Сумма
	174
	622
	682
	728
	474
	187
	2867

	2
	1
	190
	214
	89
	137
	72
	10
	712

	
	2
	176
	228
	117
	200
	96
	11
	828

	
	3
	144
	288
	129
	102
	60
	37
	760

	
	4
	0
	8
	3
	4
	1
	0
	16

	
	5
	324
	598
	111
	91
	88
	17
	1229

	
	6
	0
	11
	2
	0
	0
	0
	13

	
	7
	0
	2
	1
	1
	0
	0
	4

	
	Сумма
	834
	1349
	452
	535
	317
	75
	3562

	3
	6
	46
	138
	67
	85
	17
	5
	358

	
	7
	54
	141
	86
	110
	52
	6
	449

	
	13
	26
	61
	71
	85
	20
	2
	265

	
	14
	25
	71
	60
	48
	16
	1
	221

	
	15
	51
	110
	117
	147
	50
	8
	483

	
	16
	53
	151
	105
	236
	44
	28
	617

	
	18
	53
	136
	99
	111
	43
	4
	446

	
	19
	87
	146
	99
	149
	49
	0
	530

	
	20
	114
	238
	126
	135
	69
	9
	691

	
	21
	168
	203
	87
	120
	55
	9
	642

	
	22
	52
	112
	91
	83
	30
	4
	372

	
	23
	45
	155
	83
	68
	38
	11
	400

	
	24
	104
	190
	120
	73
	63
	26
	576

	
	25
	129
	216
	134
	105
	26
	6
	616

	
	26
	30
	108
	68
	65
	29
	11
	311

	
	27
	93
	234
	114
	108
	23
	12
	584

	
	Сумма
	1130
	2410
	1527
	1728
	624
	142
	7561


Для решения поставленной задачи необходимо создать файл данных формата .csv в программе MS Excel, установить на компьютер среду R, запустить программу OntoParam в среде R.
Создание файла с данными программой MS Excel
Данные должны быть набраны определенным образом и сохранены в файле формата .csv. Данные примера, оформленные соответствующим образом, находятся в файле data for example.
Данные набираются на одном листе. В первой строке записываются названия соответствующих колонок. В первой колонке (обязательно в первой) должен быть указан фактор, в последующих колонках должны быть указаны названия онтогенетических состояний (sm/p/j/im/v/g1/g2/g3/ss/s/sc, возможно также v1/v2/g1v/g2v/g3v, столбцы с другими обозначениями учитываться не будут). 
Созданную таблицу сохраните в формате .csv. Для этого зайдите в меню Файл / Сохранить как… и в списке тип файла выберите пункт CSV(разделители-запятые), сохраните файл. После этого появится несколько предупреждающих окон, нажмите в них Да.
Руководство по установке «R» для пользователей Windows
Для запуска программы OntoParam необходимо скачать и установить среду «R». 
Зайдите на страницу http://cran.r-project.org/bin/windows/base, выберите Download R 3.1.0 for Windows и сохраните файл R-3.1.0-win.exe (3.1.0 – это номер версии, актуальной на май 2014, в дальнейшем он будет меняться).
Запустите сохранённый файл R-3.1.0-win.exe и установите программу, пользуясь установкой программы по умолчанию (выбирайте OK и Далее>). После этого на рабочем столе компьютера появится ярлык среды «R». На некоторых современных компьютерах могут появиться 2 значка (R x64 3.1.0 и R i386 3.1.0), в этом случае лучше пользоваться средой, в названии которой стоит x64 (эта среда должна работать быстрее).
Работа с программой
Запустите среду R. Перед Вами появится окно RGui (см. рисунок 2) с окном R Console внутри – консоль для ввода команд.
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Рис. 2. Окно среды R

Откройте файл OntoParam любым текстовым редактором, например, Блокнот. Выделите открывшийся текст, используя сочетание клавиш Ctrl+A, скопируйте его, используя сочетание клавиш Ctrl+С, войдите среду «R» и вставьте скопированный текст в R Console среды R, используя сочетание клавиш Ctrl+V, появится окно программы (см. рис. 3).
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Рис. 3. Окно программы OntoParam
Нажмите на кнопку Загрузить файл… в левом верхнем углу программы. Найдите в открывшемся меню файл data for example, содержащий анализируемый пример, нажмите Открыть. Выберите параметр delta (можно выбрать только один параметр для анализа, каждый параметр анализируется отдельно). Выделите пункт использовать взвешивание (для данных с сильно различающимися объемами субвыборок это желательно). Величину доверительного интервала и число итераций ресамплинга можно изменить. При этом в качестве десятичного знака следует использовать точку, а не запятую (например, 0.01, а не 0,01). Не рекомендуется брать число итераций меньше 5000, при большом числе итераций алгоритм будет работать долго (увеличение числа итераций в 10 раз увеличит время работы программы в 10 раз).

Проведите проверку однородности онтогенетических спектров субвыборок в пределах выборки (начало алгоритма анализа), используя кнопку Проверка однородности онтогенетических спектров субвыборок в пределах выборки. Обратите внимание на то, что расположение соответствующих кнопок программы повторяет Рисунок 1 (страница 4), на котором изображен алгоритм анализа.
В окне R Console появится результат анализа: приводится название анализа, далее название выборки и параметр, по которому проводится анализ, далее для каждой выборки приводится результат теста хи-квадрат и проверка применимости теста хи-квадрат:
   Проверка однородности онтогенетических спектров субвыборок

         в пределах выборки на основе теста хи-квадрат

выбока:  1     параметр:  delta 

хи-квадрат =  397.2 , df =  105, p-значение < 2.2e-16

   Проверка применимости теста хи-квадрат

  Название критерия Значение Условие применимости Можно ли применять

1 Минимальное ожид.   2.5490                  > 5              FALSE

2   Среднее наблюд.  21.7197                  > 5               TRUE

3      Simonov-Tsai   0.1149               < 0.25               TRUE

выбока:  2     параметр:  delta 

хи-квадрат =  287.3 , df =  30, p-значение < 2.2e-16

   Проверка применимости теста хи-квадрат

  Название критерия Значение Условие применимости Можно ли применять

1 Минимальное ожид.  0.08422                  > 5              FALSE

2   Среднее наблюд. 84.80952                  > 5               TRUE

3      Simonov-Tsai  0.04381               < 0.25               TRUE

выбока:  3     параметр:  delta 

хи-квадрат =  496.4 , df =  75, p-значение < 2.2e-16

   Проверка применимости теста хи-квадрат

  Название критерия Значение Условие применимости Можно ли применять

1 Минимальное ожид.  4.15051                  > 5              FALSE

2   Среднее наблюд. 78.76042                  > 5               TRUE

3      Simonov-Tsai  0.05946               < 0.25               TRUE
Для выборки «1» минимальное ожидаемое (первый критерий применимости теста хи-квадрат) равно 2,55. Так как условие применимости (значение должно быть > 5) не выполняется, то тест хи-квадрат не применим (FALSE). Другие два критерия свидетельствуют о том, что тест хи-квадрат применим (TRUE). Решение о корректности применения теста хи-квадрат обычно принимается большинством критериев корректности (в нашем случае два из трёх говорят о корректности теста хи-квадрат). Величина хи-квадрат = 397,2, число степеней свободы = 105, p-значение <2,2(10-16, таким образом, выборка «1» является гетерогенной.
Для выборки «2» два критерия свидетельствуют о применимости теста хи-квадрат. Величина хи-квадрат = 287,3, число степеней свободы = 30, p-значение <2,2(10-16, таким образом, выборка «2» является гетерогенной.

Для выборки «3» два критерия свидетельствуют о применимости теста хи-квадрат. Величина хи-квадрат = 496,4, число степеней свободы = 75, p-значение <2,2(10-16, таким образом, выборка «3» является гетерогенной.

Вывод: онтогенетические спектры субвыборок различаются в пределах всех выборок (Р<2,2(10-16). 
Используем кнопку Сравнение значений параметра разных выборок. В окне R Console появится результат анализа: приводится название анализа, исследуемый параметр, число итераций,  информация  о том, что, является ли анализ взвешенным, p-значение:

    Сравнение значений параметра разных выборок

       (ресамплинг на основе ANOVA модель I) 

параметр: delta     10000 итераций    взвешенный анализ

p-значение = 1e-04 

Вывод: значения ( в разных выборках различаются (Р=10-4).

Если бы все выборки оказались однородными, то необходимо было бы воспользоваться кнопкой Проверка однородности онтогенетических спектров выборок (вариант 1 анализа). Если хотя бы часть выборок гетерогенна, то проводим Сравнение значений параметра разных выборок (вариант 2 анализа).
Проводим парные сравнения (см. алгоритм, вариант 2.2), используя кнопку Парные сравнения значений параметра выборок. При этом получаем следующее:

    Парные сравнения (основанные на тесте Шеффе)

параметр: delta     10000 итераций    взвешенный анализ

       1      2      3
1     NA 0.0002 0.0001

2  2e-04     NA 0.1105

3  1e-04 0.1105     NA
Вывод: значение ( выборки «1» значимо отличается от значений ( выборок «2» (Р=0,0002) и «3» (Р=0,0001), которые между собой не различаются (Р=0,1105).
Оцениваем долю влияния изменчивости между выборками (см. алгоритм, вариант 2.2), используя кнопку Оценка доли влияния изменчивости между выборками. При этом получаем следующее:

    Оценка доли влияния изменчивости между выборками

          (ресамплинг на основе ANOVA модель II) 

параметр: delta     10000 итераций    взвешенный анализ

     2.5%    Оценка     97.5% 

0.4941224 0.6916333 0.8310827

Вывод: Доля влияния изменчивости между выборками в общей изменчивости – 0,69 (95%-ый доверительный интервал: 0,49-0,83).
Оцениваем значения параметров выборок (см. алгоритм, вариант 2.2), используя кнопку Оценка значения параметра выборок. При этом получаем следующее:
    Оценка значения параметра выборок

параметр: delta     10000 итераций    взвешенный анализ

     2.5% Оценка  97.5%

1  0.3785 0.4092 0.4378

2  0.2368 0.2746 0.3104

3  0.2931 0.3091 0.3268

Вывод: Оценка параметра ( в выборке «1» – 0,41 (95%-ый доверительный интервал: 0,39-0,44), в выборке «2» – 0,27 (0,24-0,31), в выборке «3» – 0,31 (0,29-0,33).
Если бы выборки не различались по значениям параметра, то необходимо было бы выбрать Оценку значения параметра по всем данным (Вариант 2.1).
При проведении анализа могут быть получены результаты, незначительно отличающиеся от представленных здесь (2-3 значащая цифра), это является особенностью процедуры ресамплинга.
По завершению работы закройте программу OntoParam и среду «R». При этом появится вопрос: Сохранить рабочее пространство?, нажмите «Да», тем самым сохраните программу в среде «R». Для запуска программы, откройте среду «R», напечатайте в открывшемся окне R Console команду: OntoParam() (скобки обязательны, регистр важен) и нажмите Enter.
