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Тестировали гипотезы о том, что накопление потенциально токсичных металлов (Cu и Zn) в организме 
имаго бархатниц Aphantopus hyperantus и Coenonympha arcania коррелирует с формой крыла и размером 
глазчатых пятен крылового рисунка, а также увеличивает их флуктуирующую асимметрию. Это менее 
функционально нагруженные признаки по сравнению с длиной крыла, для которой ранее у этих видов не 
было обнаружено негативного влияния загрязнения. Поэтому теоретически их флуктуирующая асиммет- 
рия может лучше индицировать стресс. Бабочек отлавливали на разном удалении от Среднеуральского 
медеплавильного завода (г. Ревда, Россия). Форму переднего и заднего крыльев анализировали метода-
ми геометрической морфометрии. Размер пятен измеряли на вентральной стороне переднего и заднего 
крыльев. Во всех случаях (два вида, самцы и самки) форма крыла и ее флуктуирующая асимметрия не 
различались между участками, но в одном случае (самки C. arcania) коррелировали с концентрацией ме-
таллов. У одного из видов (C. arcania) обнаружены различия между участками по размеру глазчатых пя-
тен; у самок этого вида размер двух из пяти анализировавшихся пятен отрицательно коррелировал с кон-
центрацией Cu. У самцов A. hyperantus флуктуирующая асимметрия различалась между участками, но 
не была максимальной вблизи завода; у самок C. arcania она уменьшалась с увеличением концентрации 
Zn. Таким образом, тестируемые гипотезы не нашли однозначного подтверждения: хотя и на групповом 
(различия между участками), и на индивидуальном (корреляция с металлами) уровнях были обнаруже-
ны некоторые связи со степенью загрязнения, они оказались очень слабыми, специфичными в отноше-
нии признака, вида и пола и поэтому, скорее всего, случайными. Наши результаты добавляют аргументы 
к сомнениям об информативности флуктуирующей асимметрии как индикаторе стресса в природных 
популяциях насекомых.
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В первой части нашей работы [1] было рас-
смотрено влияние загрязнения среды выбросами 
Среднеуральского медеплавильного завода на дли-
ну крыла и ее флуктуирующую асимметрию (FA) 
у двух видов бархатниц – Aphantopus hyperantus L. 
и Coenonympha arcania L. Из всего многовидового 
таксоцена бархатниц только эти два вида сохраня-
ются вблизи завода. Хотя мы ожидали обнаружить 
увеличение FA в градиенте загрязнения, было про-
демонстрировано отсутствие ее связи с концен-
трациями Cu и Zn в теле имаго [1]. Однако этот 
отрицательный результат сам по себе не исключает 

возможности негативного влияния загрязнения 
на стабильность развития у исследованных видов.

Во-первых, у одного и того же объекта величи-
ны асимметрии разных признаков обычно слабо 
коррелируют друг с другом [2, 3]. Во-вторых, FA 
признаков с высокой функциональной нагрузкой, 
т. е. тесно связанных с жизнеспособностью, в част-
ности локомоторных органов, как правило, ниже 
по сравнению с FA нейтральных признаков, раз-
витие которых слабо стабилизировано естествен-
ным отбором [3, 4]. Наконец, в‑третьих, оценка 
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стабильности развития по FA нескольких признаков 
может быть более надежной по сравнению с оценкой 
на основе единственного признака [5, 6].

Во второй части нашей работы на той же выбор-
ке мы анализируем влияние загрязнения на менее 
функционально нагруженные признаки – фор-
му крыла и размер глазчатых пятен крылового 
рисунка. Надежность оценки стабильности раз-
вития на основе FA этих признаков может быть 
выше по сравнению с асимметрией длины крыла, 
поскольку они многомерны: мы одновременно 
рассматриваем несколько пятен, а форма крыла 
описывается набором большого количества меток. 
Поэтому теоретически FA формы крыла и размера 
пятен может лучше индицировать вызванный на-
коплением металлов стресс, чем FA длины крыла.

Форма крыла влияет на скорость, маневрен-
ность и энергетическую эффективность поле-
та насекомых [7, 8]. В пределах отряда чешуе-
крылых форма крыла чрезвычайно разнообразна, 
но на внутривидовом уровне ее изменчивость не-
соизмеримо ниже, чем различия на уровне родов 
и семейств. Для оценки обсуждаемого показателя 
мы использовали геометрическую морфометрию – 
эффективный инструмент для анализа формы 
организмов [9–12]. Одно из основных его преиму-
ществ – возможность анализировать форму объекта 
«в чистом виде», исключив влияние размера.

Крыловой рисунок чешуекрылых представляет 
собой набор разнообразных элементов, как пра-
вило видоспецифичный. У семейства Nymphali-
dae он включает асимметричные и симметричные 
полосы, глазчатые пятна, парафокусные элемен-
ты и субмаргинальную полосу [13–15]. Глазчатые 
пятна – это концентрические круги контрастных 
цветов с четко определенным центральным пятном 
(фокусом). Их количество, размер и распределе-
ние по ячейкам крыла могут сильно различаться 
не только у разных видов, но и у разных полов или 
сезонных генераций в пределах вида [16]. Глазчатые 
пятна хорошо изучены: много работ посвящено 
анализу изменчивости их формы и размера  [14, 17, 
18], количества [19–21], эволюции [15, 22] и меха-
низмов развития [16, 23, 24]. Изменчивость глазча-
тых пятен (число, размеры и форма) описаны и для 
рассматриваемых видов – A. hyperantus [25–27] 
и C. arcania [28].

Приписываемые глазчатым пятнам функции 
зависят от их размера и расположения на крыле. 
Ряд авторов [29–31] полагает, что крупные оди-
ночные пятна могут отпугивать потенциальных 

хищников. Мелкие пятна на вентральной стороне 
крыльев повышают вероятность при атаке хищника 
потерять лишь внешнюю часть крыла, отвлекая 
его внимание от жизненно важных отделов тела 
жертвы [32]. Помимо защитной, глазчатые пятна 
выполняют коммуникативную функцию [15, 16, 33].

Как и в первой части нашей работы, мы ана-
лизировали влияние загрязнения на двух уров-
нях – индивидуальном (связь показателя с кон-
центрациями металлов в теле имаго) и групповом 
(сравнение нескольких участков с разным уров-
нем загрязнения). Частично совпадают и тести-
руемые гипотезы. Как и в случае длины крыла, 
во второй части работы мы проверяли гипотезу 
о том, что концентрации металлов в теле имаго 
положительно коррелируют с FA формы крыла 
и размера пятен. Гипотезу о влиянии загрязнения 
на собственно форму крыла и размер пятен нельзя 
сформулировать в терминах направленности кор-
реляции с уровнем загрязнения. Поэтому для этих 
параметров она переформулирована в терминах 
«просто» наличия корреляции без учета ее зна-
ка: мы предположили, что форма крыла и размер 
пятен коррелируют с концентрациями металлов 
в теле имаго. Основанием для выдвижения этой 
гипотезы было следующее соображение: форма 
крыла, размер и расположение глазчатых пятен 
детерминируются каскадом генов, действующих 
на протяжении всего личиночного периода [16, 
34–36]. Поэтому нельзя исключить, что небольшие 
нарушения в развертывании программы разви-
тия крыла под влиянием вызванного токсической 
нагрузкой стресса могут приводить к заметным 
изменениям его формы и размера пятен.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Район исследований подробно описан ранее [1]. 
Повторим, что были выбраны 4 участка с травяной 
растительностью: контрольный, в 75 км к юго-вос-
току от Среднеуральского медеплавильного завода 
(СУМЗ, г. Ревда), фоновый (региональный уровень 
загрязнения, 14 км к западу от завода), буферный 
(среднее загрязнение, 4–5 км) и импактный (силь-
ное загрязнение, 1–2 км).

Сбор материала. Методика также подробно 
описана ранее [1]. Кратко повторим: в период 
29.06–7.07.2003 г. на всех участках было отловле-
но 225 имаго C. arcania и 559 – A. hyperantus. Для 
дальнейшего анализа случайным образом отбирали 
по 10–20 особей каждого пола обоих видов с каж-
дого участка; общая выборка составила 183 экз.
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Концентрации Cu и Zn измеряли в брюшке каж-
дой особи. Обоснование выбора анализируемой 
части тела и металлов, подробности методики под-
готовки образцов и измерений приведены ранее [1].

Подготовка изображений крыльев. Крылья были 
отделены от груди и сфотографированы с вентраль-
ной стороны с помощью фотоаппарата Canon EOS 
600D с макрообъективом Canon Macro Lens EF-S60 
mm 1:2.8 USM. Высота и угол съемки были зафик-
сированы с помощью штатива. Анализировали изо-
бражения крыльев с разрешением 1100 dpi, на кото-
рых расставляли метки в программе tpsDig 2.31 [37]. 
Диаметр пятен измеряли по изображениям крыльев 
в программе ImageJ 1.48v [38].

Расстановку меток и измерения пятен проводил 
один и тот же оператор дважды, причем повторные 
измерения были разнесены во времени на 14 сут. 
Чтобы избежать эффекта наблюдателя, оператору 
не сообщали информацию о месте отлова бабо-
чек. Погрешности измерений составили 0.07 мм 
при расстановке меток и 0.05 мм при измерении 
размера пятен.

Измерения формы крыла. На переднем крыле 
расставляли 13 меток, на заднем – 15 (рис. 1). Метки 
маркировали контур крыла и положение корней 
жилок M3, Сu1 и Cu2, отходящих от медиальной 
ячейки, а также положение фокуса глазчатых пятен 

(или их центра при его отсутствии). Поскольку 
для применения методов геометрической мор-
фометрии необходимо, чтобы набор меток у всех 
объектов в выборке был одинаков, метки выстав-
ляли только на те пятна, которые присутствовали 
у всех особей в выборке. Такими пятнами были P2 
переднего крыла у обоих видов, G1, G3, G4 и G5 
заднего крыла у C. arcania, G2, G4, G5 и G6 заднего 
крыла у A. hyperantus (см. рис. 1). Номенклатура 
пятен крылового рисунка приведена по [39], жи-
лок – по [40]. Хотя набор пятен на заднем кры-
ле (метки 12–15) не совпадал между видами, это 
не препятствовало анализу, поскольку в пределах 
каждого вида требование гомологии меток вы-
полнялось, а межвидовые сравнения не входили 
в задачи работы.

Измерения размера пятен. У C. arcania изме-
ряли диаметр глазчатых пятен P2, G1, G3, G4 
и G5, у A. hyperantus – P2, G1, G2, G4, G5 и G6 
(см. рис. 1). Эти пятна присутствовали у всех от-
ловленных особей.

Типичное глазчатое пятно состоит из трех эле-
ментов: в центре находится белый фокус, вокруг 
него – черное кольцо, а на периферии – желтое. 
При наличии всех элементов пятна измеряли диа-
метр желтого кольца вдоль срединной линии ячей-
ки крыла, в которой оно расположено (см. рис. 1). 
При редукции желтого кольца измеряли диаметр 
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черного. В случае, когда пятно представляло собой 
несколько чешуек, отличных по цвету от фона 
крыла, измеряли размер оставшегося элемента.

Выбранный промер не всегда совпадал с наи-
большим диаметром пятна из-за того, что пятна 
часто имели эллипсовидную или неправильную 
кляксообразную форму. Однако использование 
единого направления – вдоль срединной линии 
ячейки крыла – снижало субъективность измерений.

Анализ формы крыла. Исходные XY‑координаты 
меток содержат информацию о положении, ори-
ентации, размерах и форме объекта. Однако для 
анализа формы часть этой информации избыточна, 
поэтому ее необходимо удалять. Это реализовано 
с помощью суперимпозиции конфигураций мето-
дом обобщенного прокрустового анализа (Gener-
alized Procrustes Analysis, GPA) [9–12]. Полученные 
прокрустовы координаты можно непосредственно 
использовать в качестве переменных в многомер-
ном анализе и для визуализации изменчивости 
формы. Из существовавших исходно нескольких 
альтернативных вариантов метод GPA утвердился 
в качестве стандартного, и именно он лежит в ос-
нове анализа FA формы [41].

Процедуру суперимпозиции проводили от-
дельно для самцов и самок каждого вида. Для 
каждой особи были получены прокрустовы ко-
ординаты меток крыльев правой и левой сторон 
в двух повторностях. Прокрустовы координаты 
конспецифичных меток правой и левой сторон 
усредняли, получая обобщенную для особи (т. е. 
симметризованную) форму крыла [42]. Именно 
этот параметр использовали при анализе зависи-
мости формы от концентраций металлов в теле 
имаго. Если хотя бы одно из двух крыльев имело 
препятствующие расстановке меток повреждения, 
то оба крыла исключали из анализа. Поэтому для 
183 особей проанализировали только 172 пары 
передних и 168 пар задних крыльев (табл. 1).

Для двумерных объектов прокрустовы координаты 
дают 2k – 4 переменных, описывающих форму, где 
k  – число меток. Из-за небольшого объема выборок, 
особенно самок C. arcania, мощность статистиче-
ского анализа по такому числу переменных была бы 
недостаточной для получения надежных результа-
тов. Поэтому размерность данных была снижена: 
для этого использовали метод главных компонент, 
а в последующих расчетах анализировали только 
несколько первых главных компонент, описывающих 
основную часть изменчивости формы. Количество 
главных компонент определяли отдельно для каждой 
выборки по критерию сломанного стержня (broken 
stick) [43]. В результате изменчивость формы крыла 
анализировали по 4–7 первым главным компонентам, 
в сумме объясняющим 73–83% дисперсии.

Анализ размера глазчатых пятен. Для анализа 
зависимости размера конкретного пятна от кон-
центрации металлов использовали усредненные 
значения для правого и левого крыльев. Исключили 
особей с повреждениями крыльев, из-за которых 
было невозможно измерение полного набора пя-
тен. Также из дальнейшего анализа исключили 
экземпляры, у которых разница между крыльями 
по размеру какого-либо пятна статистически значи-
мо превышала среднее значение для выборки. В со-
ответствии с рекомендацией [6] для исключения 
статистических выбросов использовали критерий 
Граббса TG. В итоге размер пятен проанализировали 
у 176 особей (см. табл. 1).

Анализ асимметрии признаков. Асимметрию раз-
мера пятен анализировали по стандартному прото-
колу [6], использованному в первом сообщении для 
длины крыльев [1]. Применили смешанную модель 
двухфакторного ANOVA, в котором сторону особи 
(правое или левое крыло) рассматривали как фикси-
рованный фактор, а особь – как случайный. Вывод 
о наличии направленной асимметрии (DA) делали 
по статистической значимости фактора “сторона”, 
флуктуирующей – взаимодействия “особь×сторона”. 

Таблица 1. Объем и структура материала

Участок

C. arcania A. hyperantus
самцы самки самцы самки

переднее 
крыло

заднее 
крыло

переднее 
крыло

заднее 
крыло

переднее 
крыло

заднее 
крыло

переднее 
крыло

заднее 
крыло

Контрольный 10 / 9 10 / 9 10 / 10 8 / 10 8 / 10 9 / 10 9 / 10 9 / 10
Фоновый 10 / 10 10 / 10 – – 10 / 10 9 / 10 9 / 10 10 / 10
Буферный 9 / 10 9 / 10 9 / 9 8 / 9 10 / 9 9 / 9 9 / 10 10 / 10
Импактный 20 / 20 19 / 20 14 / 14 14 / 14 20 / 20 19 / 20 15 / 15 15 / 15

Примечание. В числителе – число пар крыльев, использованных при анализе формы крыла, в знаменателе – при анализе пятен.
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Для анализа асимметрии формы крыльев исполь-
зовали аналогичный подход, модифицированный 
применительно к прокрустовым координатам [41].

Статистическую значимость DA и FA оценивали 
отдельно для каждого пятна, формы переднего 
и заднего крыльев. Если выявляли статистически 
значимую DA, ее величину сравнивали с индексом 
FA4a [6]. Считается, что направленной асимметри-
ей можно пренебречь, если ее величина не превы-
шает FA4a. В случае обнаружения статистически 
значимой DA формы из прокрустовых координат 
меток одной из сторон вычитали усредненную 
по выборке асимметрию, тем самым удаляя DA 
из данных [44]. Воспроизводимость оценок FA 
характеризовали индексом ME5 [6].

Если величина FA была статистически значимой, 
т. е. существенно превышающей ошибку измерений, 
для каждой особи рассчитывали меру индивидуальной 
асимметрии. Для пятен такой мерой служил индекс 
FA17 = ∑|ln(Rj  /Lj)|/T, где Rj и Lj – диаметр j-го пятна 
на правой и левой сторонах, T – число пятен [6]. Не-
обходимое условие для использования этой меры – 
отсутствие корреляции в проявлении асимметрии 
разных признаков [6, 45]. Предварительная проверка 
показала, что разницы (Rj – Lj) анализируемых пя-
тен не коррелировали друг с другом (коэффициенты 
Пирсона лежали в диапазоне от –0.33 до 0.33, во всех 
случаях p > 0.05). Хотя при использовании FA17 (т. е. 
при переходе от многомерного анализа к одномерно-
му) часть информации теряется, это компенсируется 
большей мощностью статистического анализа и луч-
шей интерпретируемостью данных.

В качестве меры индивидуальной асимметрии 
формы используют прокрустову дистанцию меж-
ду конфигурациями правой и левой сторон [41, 
42], т. е. корень квадратный из суммы квадратов 
разностей прокрустовых координат одноименных 
меток правой и левой сторон. В обзоре [6] прокру-
стова дистанция приведена как индекс FA18. Она 
характеризует абсолютную разницу формы между 
правым и левым крыльями [41, 44]. Поскольку мы 
анализировали асимметрию формы передних и за-
дних крыльев, то для каждой особи было получено 
по два индекса FA18. Просуммировав индексы FA18 
передних и задних крыльев одной особи, мы полу-
чили общий показатель индивидуальной асимме-
трии – FA18tot. Насколько нам известно, использо-
ванная индивидуальная мера асимметрии не имеет 
общеупотребимого названия. Мы применяем ее 
по аналогии с индексом FA11 для традиционных 
измерений, который рассчитывается по формуле 
FA11 = ∑|Rj – Lj| [6].

Анализ зависимости параметров от концентраций 
металлов. Для оценки связи одномерных призна-
ков (FA17, FA18tot) с индивидуальной токсической 
нагрузкой использовали одномерный ковариа-
ционный анализ (ANCOVA), для многомерных 
признаков (совокупность пятен, первые главные 
компоненты формы) – многомерный ковариацион-
ный анализ (MANCOVA). Дизайн модели в обоих 
случаях был одинаков: две ковариаты – десятичный 
логарифм концентрации меди (log10Cu) и цинка 
(log10Zn), категориальный фактор – участок. Ко-
вариаты друг с другом не коррелировали [1]. Для 
сравнения силы влияния факторов в модели ис-
пользовали величину эффекта – частное корреля-
ционное отношение η2 = SSeffect /(SSeffect + SSerror), где 
SSeffect – сумма квадратов, объясняемая фактором, 
SSerror – сумма квадратов ошибки.

Поскольку MANCOVA основывается на зна-
чениях главных компонент, невозможно указать, 
за счет каких именно меток может проявиться 
связь формы крыла с индивидуальной токсиче-
ской нагрузкой. Поэтому для визуализации из-
менений формы при увеличении концентрации 
металла дополнительно выполнили многомерный 
регрессионный анализ прокрустовых координат 
по полному набору меток. Из-за того, что различия 
между участками также могли вносить вклад в за-
висимость формы крыла от концентрации металла, 
дизайн модели соответствовал ковариационному 
анализу: ковариата – концентрация металла, кате-
гориальный фактор – участок. Детальное описание 
метода приведено в [46, 47].

Ординацию выборок по размеру пятен провели 
с использованием канонического анализа (canon-
ical variates analysis, CVA).

Расчеты выполнены в программах Statistica 10.0 
(Statsoft, inc.), Past [48] и MorphoJ [49]. Исход-
ные фотографии крыльев размещены в репо-
зитории Figshare (https://doi.org/10.6084/m9.
figshare.26531386.v1).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Форма крыла. Статистически значимые раз-
личия между участками по форме крыла не обна-
ружены (табл. 2). Также форма крыла не зависела 
от концентрации Zn. Только в одном случае – пе-
редние крылья самок C. arcania – была обнаружена 
статистически значимая связь формы с концен-
трацией Cu. Для этой выборки были использова-
ны четыре первые главные компоненты, которые 
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в сумме объясняли 80% дисперсии. Многомерная 
регрессия прокрустовых координат полного набора 
меток объясняла лишь 5.1% дисперсии, причем 
была статистически незначима (p = 0.119). Изме-
нения формы оказались столь незначительны, что 
установить их локализацию на крыле можно лишь 
при большом «увеличении» – экстраполяции зави-
симости в область экстремально больших и малых 
(и отсутствующих в выборке) значений предикто-
ра (рис. 2). Только тогда можно «разглядеть», что 
с увеличением концентрации Cu крылья самок 
C. arcania становятся чуть более узкими, а их апекс 
немного притупляется.

Асимметрия формы крыла. Во всех выборках 
была выявлена статистически значимая FA формы 
крыла (Приложение, табл. S1, S2). Следовательно, 
точность расстановки меток оказалась достаточной 

для анализа влияния факторов на FA. Воспроиз-
водимость расстановки меток (т. е. ME5) в среднем 
составила 0.77 (от 0.68 до 0.83), что свидетельствует 
о приемлемой надежности результатов (см. При-
ложение, табл. S1, S2).

Для большинства выборок (передние и задние 
крылья самцов и самок A. hyperantus, передние кры-
лья самок C. arcania) была выявлена статистически 
значимая DA формы. В половине случаев величина 
DA превышала FA4a. Поскольку наличие слабой 
(хотя и статистически значимой) DA формы у жи-
вотных считают, скорее, нормой, чем аномали-
ей [44], признаки с DA не исключали из анализа. 
В соответствии с рекомендациями [41] DA была 
удалена из данных перед анализом влияния фак-
торов на FA формы крыла.

Таблица 2. Результаты MANCOVA для формы крыльев

Крыло Предиктор Частное η2 Λ Уилкса F df 1 df 2 p
Самцы C. arcania

Переднее Участок 0.17 0.60 1.45 15 108.1 0.14
Log10 Cu 0.08 0.92 0.66 5 39 0.66
Log10 Zn 0.08 0.92 0.66 5 39 0.66

Заднее Участок 0.14 0.66 1.13 15 105.3 0.34
Log10 Cu 0.09 0.91 0.72 5 38.0 0.61
Log10 Zn 0.10 0.90 0.87 5 38.0 0.51

Самки C. arcania
Переднее Участок 0.18 0.68 1.33 8 50.0 0.25

Log10 Cu 0.34 0.66 3.27 4 25.0 0.03
Log10 Zn 0.14 0.86 0.99 4 25.0 0.43

Заднее Участок 0.10 0.81 0.47 10 42.0 0.90
Log10 Cu 0.25 0.75 1.42 5 21.0 0.26
Log10 Zn 0.19 0.80 1.03 5 21.0 0.43

Самцы A. hyperantus
Переднее Участок 0.15 0.63 1.17 15 97.0 0.31

Log10 Cu 0.10 0.90 0.78 5 35.0 0.57
Log10 Zn 0.11 0.89 0.86 5 35.0 0.52

Заднее Участок 0.22 0.50 1.33 21 101.1 0.17
Log10 Cu 0.10 0.90 0.58 7 35.0 0.77
Log10 Zn 0.19 0.81 1.16 7 35.0 0.35

Самки A. hyperantus
Переднее Участок 0.19 0.71 0.77 15 88.7 0.71

Log10 Cu 0.11 0.89 0.81 5 32.0 0.55
Log10 Zn 0.18 0.82 1.41 5 32.0 0.25

Заднее Участок 0.15 0.65 1.08 15 94.3 0.39
Log10 Cu 0.05 0.95 0.39 5 34.0 0.85
Log10 Zn 0.15 0.85 1.22 5 34.0 0.32
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FA формы крыла обоих полов A. hyperantus 
и самцов C. arcania не зависела от участка и кон-
центраций металлов. У самок C. arcania FA фор-

мы на всех участках положительно коррелиро-
вала с концентрацией Zn, но не Cu (табл. 3, 
рис. 3). Также выявлено статистически значи-
мое влияние фактора “участок”, но взаимодей-
ствие “участок × log10Zn” оказалось незначимым 
(F (2, 24) = 0.41, p = 0.67), т. е. коэффициенты на-
клона регрессии не различались между участками. 
Вклад фактора “участок” в FA формы крыла (η2 = 
= 0.26) был сопоставим с вкладом log10Cu (η2 = 0.28).

Размер глазчатых пятен. Статистически значимые 
различия между участками по размеру пятен обна-
ружены только у C. arcania (табл. 4). Канонический 
анализ был выполнен отдельно для самцов и самок 
этого вида (рис. 4). У самцов наиболее сильно дис-
танцированы от других выборок особи с контроль-
ного участка: пятно P2 у них относительно мельче, 
а G4 – крупнее. У самок от других выборок несколь-
ко дистанцированы особи с буферного участка: 
у них крупнее пятно P2, тогда как на контрольном 
участке все пятна мельче.

Концентрации Zn не коррелировали с размером 
пятен, тогда как для Cu в одном случае корреляция 
была выявлена – у самок C. arcania (см. табл. 4). 
Влияние участка на изменчивость размера пятен 
оказалось сопоставимо (η2 = 0.36) с влиянием Cu 
(η2 = 0.39). С увеличением концентрации Cu стати-
стически значимо уменьшался размер только двух 
пятен – P2 и G1 (рис. 5, Приложение, табл. S3).

Рис. 2. Зависимость формы крыла самок C. arcania 
от концентрации меди: зеленым цветом обозначен 
контрольный участок, красным – буферный, чер-
ным – импактный. Shape score – это проекция коор-
динаты объекта на ось в многомерном пространстве, 
совпадающую с направлением вектора регрессии 
формы крыла от предиктора [43, 44]. Сверху показаны 
различия в конфигурации крыла, соответствующие 
10000-кратной разнице в концентрации меди.
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10                                                                             100                   
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Таблица 3. Результаты ANCOVA для флуктуирующей асимметрии формы крыла (FA18tot)

Предиктор Частное η2 SS df F p Коэффициент наклона  
(± ошибка)

Самцы C. arcania: R2 = 0.13, F (5, 42) = 1.29, p = 0.29
Участок 0.13 0.00106 3 2.07 0.12 –
Log10 Cu 0.02 0.00001 1 0.07 0.80 0.002 ± 0.007
Log10 Zn <0.01 <0.00001 1 0.01 0.94 0.001 ± 0.008

Самки C. arcania: R2 = 0.36, F (4, 25) = 3.52, p = 0.02

Участок 0.26 0.00071 2 4.30 0.02 –
Log10 Cu <0.01 <0.00001 1 0.02 0.88 0.002 ± 0.010
Log10 Zn 0.28 0.00080 1 9.68 <0.01 0.029 ± 0.009

Самцы A. hyperantus: R2 = 0.22, F (5, 39) = 2.21, p = 0.07

Участок 0.19 0.00061 3 2.97 0.04 –
Log10 Cu 0.06 0.00017 1 2.50 0.12 – 0.011 ± 0.007
Log10 Zn 0.01 0.00002 1 0.22 0.64 0.003 ± 0.005

Самки A. hyperantus: R2 = 0.03, F (5, 36) = 0.23, p = 0.95

Участок 0.03 0.00031 3 0.33 0.80 –
Log10 Cu <0.01 0.00002 1 0.05 0.82 0.003 ± 0.013
Log10 Zn <0.01 <0.00001 1 0.01 0.91 0.002 ± 0.016
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Асимметрия размера глазчатых пятен. Во всех 
выборках выявлена статистически значимая FA 
размера всех пятен (Приложение, табл. S4–S7). 

Воспроизводимость измерений (ME5) составляла 
в среднем 0.69 (от 0.57 до 0.88), что, как и в случае с FA 
формы, свидетельствует о надежности результатов. 

Рис. 3. Зависимость флуктуирующей асимметрии формы крыла (FA18tot) от концентрации цинка: зеленым цветом 
обозначен контрольный участок, синим – фоновый, красным – буферный, черным – импактный.
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Таблица 4. Результаты MANCOVA для размера глазчатых пятен

Предиктор Частное η2 Λ Уилкса F df 1 df 2 p
Самцы C. arcania

Участок 0.25 0.45 2.42 15 108.1 0.005

Log10 Cu 0.08 0.92 0.71 5 39.0 0.620

Log10 Zn 0.11 0.88 0.95 5 39.0 0.461

Самки C. arcania

Участок 0.36 0.41 2.73 10 48.0 0.010

Log10 Cu 0.39 0.61 3.03 5 24.0 0.030

Log10 Zn 0.25 0.75 1.60 5 24.0 0.199

Самцы A. hyperantus

Участок 0.21 0.52 1.57 18 108.0 0.081

Log10 Cu 0.16 0.84 1.17 6 38.0 0.344

Log10 Zn 0.19 0.81 1.47 6 38.0 0.216

Самки A. hyperantus

Участок 0.15 0.64 0.92 18 96.7 0.552

Log10 Cu 0.17 0.83 1.20 6 34.0 0.330

Log10 Zn 0.15 0.85 1.03 6 34.0 0.426
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Рис. 4. Ординация участков на основе канонического анализа по размеру глазчатых пятен самцов и самок C. arcania: 
зеленым цветом обозначен контрольный участок, синим – фоновый, красным – буферный, черным – импактный. 
Векторы показывают вклад исходных признаков в канонические оси. В скобках – доля объясняемой дисперсии.
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Таблица 5. Результаты ANCOVA для флуктуирующей асимметрии (FA17) размера глазчатых пятен

Предиктор Частное η2 SS df F p Коэффициент наклона  
(± ошибка)

Самцы C. arcania: R2 = 0.11, F (5, 43) = 1.03, p = 0.413

Участок 0.07 0.001 3 1.11 0.357 –

Log10 Cu <0.01 <0.001 1 <0.01 0.984 – 0.001 ± 0.013

Log10 Zn 0.05 0.001 1 2.11 0.154 0.020 ± 0.014

Самки C. arcania: R2 = 0.26, F (4, 28) = 2.41, p = 0.073

Участок 0.03 453×10–6 2 0.49 0.615 –

Log10 Cu <0.01 5×10–6 1 0.01 0.917 – 0.002 ± 0.020

Log10 Zn 0.15 2288×10–6 1 4.99 0.034 – 0.045 ± 0.020

Самцы A. hyperantus: R2 = 0.27, F (5, 43) = 3.11, p = 0.017

Участок 0.27 0.011 3 5.17 0.004 –

Log10 Cu 0.01 <0.001 1 0.46 0.502 0.014 ± 0.021

Log10 Zn 0.07 0.002 1 3.28 0.077 – 0.030 ± 0.017

Самки A. hyperantus: R2 = 0.11, F (5, 39) = 0.96, p = 0.454

Участок 0.07 1373×10–6 3 1.00 0.402 –

Log10 Cu 0.01 114×10–6 1 0.25 0.620 0.006 ± 0.013

Log10 Zn <0.01 4×10–6 1 0.01 0.928 0.002 ± 0.019

В двух случаях у A. hyperantus была выявлена стати-
стически значимая DA: у самцов – пятна G2, у са-
мок – P2 (Приложение, табл. S6, S7). Однако срав-
нение величины DA с индексом FA4a показало, что 
в обоих случаях направленной асимметрией можно 
пренебречь (для самцов DA = 0.05 мм, FA4a  = 0.11; 
для самок DA = 0.05 мм, FA4a = 0.13).

Статистически значимые различия между участ-
ками обнаружены по FA17 у самцов A. hyperantus 

(табл. 5). На контрольном участке индекс равен 
0.070 ± 0.009, фоновом – 0.069 ± 0.006, буферном – 
0.105 ± 0.013, импактном – 0.072 ± 0.005. Другими 
словами, наиболее асимметричны по размеру пя-
тен самцы с буферного участка: только эта группа 
статистически значимо отличается от других (кри-
терий Тьюки, p < 0.05).

Концентрации Cu не коррелировали с FA17. 
Только в одном случае – самки C. arcania – выявлена 
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Рис. 5. Зависимость размера глазчатых пятен самок C. arcania от концентрации меди: зеленым цветом обозначен кон-
трольный участок, красным – буферный, черным – импактный.

отрицательная корреляция между FA17 и Zn, однако 
общая модель статистически незначима (см. табл. 5 
и рис. 6), что, скорее всего, связано с недостаточ-
ным объемом выборки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Форма крыла

В полете чешуекрылых чередуются две фазы – 
парения и порхания. Форма крыла влияет на эф-
фективность обеих фаз. Парящий полет относи-
тельно энергетически дешев, а его эффективность 

повышается с увеличением коэффициента уд-
линенности (aspect ratio) – отношения длины 
крыла к площади [7, 8]. Порхающий полет более 
маневренный и энергетически затратный, на его 
эффективность влияет распределение площади 
вдоль длинной оси крыла, т. е. положение его цен-
тра тяжести [8, 50]: чем дистальнее располагается 
центр тяжести крыла, тем больше подъемной силы 
производят крылья за один взмах. Коэффициент 
удлиненности и положение центра тяжести крыла 
характеризуют его общие пропорции. Именно эти 
параметры сильнее всего влияют на аэродинамику 
и эффективность полета чешуекрылых.
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Рис. 6. Зависимость флуктуирующей асимметрии (FA17) размера глазчатых пятен от концентрации цинка: зеленым 
цветом обозначен контрольный участок, синим – фоновый, красным – буферный, черным – импактный.
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Мы анализировали микромасштабную изменчи-
вость формы крыла, не затрагивающую его пропор-
ций. Связь между микроразличиями формы крыла 
и аэродинамикой изучена слабо [8], поэтому оста-
ется открытым вопрос, насколько влияют неболь-
шие вариации формы на эффективность полета 
и жизнеспособность особей. Можно предположить, 
что по сравнению с общими пропорциями крыла 
их влияние существенно слабее. Относительно FA 
формы крыльев также нет оснований полагать, 
что она может влиять на эффективность полета.

Для некоторых видов насекомых именно изме-
нение формы крыльев, но не FA, может служить 
индикатором стресса [34]. Тем не менее у иссле-
дованных нами видов бархатниц не выявлено од-
нозначной связи между содержанием металлов 
и формой крыла. Из четырех возможных сочетаний 
(два вида × два пола) зависимость обнаружена 
только для одного из них (самки C. arcania), причем 
только для одного из двух анализируемых металлов 
(Cu). Однако даже в этом случае различия формы, 

соответствующие разнице между фоновыми и им-
пактными концентрациями Cu, столь ничтожны, 
что требуются значительные усилия для их ло-
кализации на крыле (см. рис. 2). Это означает, 
что различия между чистыми и загрязненными 
участками по форме крыла пренебрежимо малы, 
а в выявленном случае, учитывая небольшой объем 
этой выборки, скорее всего, случайны.

Аналогичный результат получен и для FA формы 
крыла: только в одном случае из четырех – и также 
у самок C. arcania – FA увеличивалась с ростом кон-
центрации металла, но на этот раз Zn, а не Cu. На-
помним, что для FA длины крыла не было выявлено 
связи с накоплением металлов в теле имаго [1]. 
С одной стороны, это противоречие соответствует 
представлениям о том, что форма крыла как мно-
гомерный и менее функционально нагруженный 
признак обладает большей чувствительностью при 
оценке влияния стрессора на стабильность разви-
тия по сравнению с длиной крыла. С другой сто-
роны, эффект обнаружен только для самок одного 
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вида, что не позволяет рассматривать зависимость 
FA формы от индивидуальной токсической нагруз-
ки общей закономерностью. Более того, с учетом 
небольшого объема выборки пока нет оснований 
считать этот эффект надежно установленным. 
В единственной известной нам работе по изуче-
нию влияния промышленного загрязнения на FA 
формы крыла в природных популяциях насеко-
мых (перепончатокрылых) не было обнаружено 
зависимости FA от загрязнения среды выбросами 
цинкоплавильного завода [51].

Пятна крылового рисунка

Мы анализировали глазчатые пятна на вен-
тральной стороне переднего и заднего крыльев, 
хорошо заметные у бархатниц в позе покоя. Вопрос 
о функциональной значимости таких пятен остается 
дискуссионным. В ряде работ была подтверждена 
справедливость гипотезы отклонения (перенос 
внимания хищника от жизненно важных частей 
тела на край крыла), но лишь при специфических 
условиях освещения [52] или только в отношении 
определенных хищников [53, 54]. Однако при других 
условиях освещения и другом составе хищников 
этот эффект отсутствовал [55, 56]. Тем не менее 
факт неоднократного независимого возникнове-
ния глазчатых пятен в разных эволюционных ли-
ниях чешуекрылых [15], а также первоначального 
появления именно вентральных пятен на задних 
крыльях в семействе Nymphalidae  [16] может быть 
косвенным аргументом в пользу функциональной 
нагруженности этого признака.

Мы установили, что влияние загрязнения 
на размеры пятен различалось между видами. 
У A. hyperantus размеры не зависели ни от кон-
центраций металлов в теле имаго, ни от близо-
сти участка к источнику выбросов. Для C. arcania 
закономерность оказалась иной: у обоих полов 
выявлена разница между участками, а у самок – 
отрицательная корреляция с концентрацией Cu 
(но не Zn). Показательно, что последний эффект 
установлен не для всех пятен, а только для двух 
из пяти анализировавшихся (P2 и G1).

Скорее всего, выявленные различия между 
участками – это естественно обусловленная ми-
кропопуляционная изменчивость, не имеющая 
отношения к промышленному загрязнению. Из-за 
низкой миграционной способности для C. arcania 
характерно образование локальных группировок, 
в той или иной степени морфологически дистан-
цированных друг от друга, особенно при высокой 
мозаичности местообитаний [57]. Отрицательная 

корреляция размера пятен и концентраций Cu 
вряд ли надежна из-за уже упоминавшегося неболь-
шого объема выборки. В любом случае ее не только 
затруднительно интерпретировать, но и нельзя 
считать общей для обоих видов и тем более спе- 
цифичной в отношении загрязнения.

Результаты по FA размера пятен также можно 
рассматривать как отрицательные применитель-
но к тестируемым гипотезам. Нами не выявлено 
корреляции этого показателя с содержанием ме-
таллов у обоих видов. Различия между участками 
по FA размера пятен обнаружены только у самцов 
A. hyperantus, однако максимальный уровень FA 
отмечен на буферном участке, а не импактном. 
Косвенно это свидетельствует о случайном харак-
тере различий, которые проблематично однозначно 
интерпретировать как причинно-следственную 
зависимость “доза–эффект”.

Из исследованных нами трех признаков только 
глазчатые пятна в отличие от размера и формы 
крыла не имеют отношения к локомоции. С одной 
стороны, появляющиеся в последние годы прямые 
экспериментальные подтверждения гипотезы от-
клонения [52, 54] ставят под сомнение нейтраль-
ность этого признака. С другой, эксперименты 
на бархатнице Bicyclus anynana показали, что при 
выборе полового партнера самки учитывают размер 
глазчатых пятен, но не их асимметрию [33]. Также 
нет оснований полагать, что в природных усло-
виях асимметрия пятен на вентральной стороне 
крыльев у бархатниц может каким-либо образом 
влиять на вероятность успешных атак хищников. 
У представителей данного семейства в позе по-
коя крылья сложены над телом, поэтому хищник 
одномоментно может наблюдать жертву только 
с одной стороны. Исходя из сказанного, теоре-
тически симметричность анализируемых нами 
пятен должна слабо контролироваться отбором. 
Однако тестируемая гипотеза об увеличении FA 
под влиянием стресса от накопления металлов 
не подтвердилась даже на таком – наиболее «под-
ходящем» – признаке.

Литературные данные относительно изменений 
FA глазчатых пятен под действием стресса проти-
воречивы. Так, у одного и того же вида бархатниц, 
B. anynana, воздействие разных температур на од-
ной и той же стадии онтогенеза привело к неодина-
ковым результатам: холодовой шок вызвал увели-
чение FA размера пятен, а тепловой – нет  [58, 59]. 
В зависимости от стороны крыла FA размера пятен 
может различаться: у играющих роль вторичных 
половых признаков дорсальных пятен FA больше, 
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чем у вентральных [33, 59]. В единственном извест-
ном нам исследовании влияния промышленного 
загрязнения на FA размера пятен крылового рисунка 
чешуекрылых [2] было показано отсутствие разли-
чий между чистыми и загрязненными участками.

Флуктуирующая асимметрия  
как индикатор стресса

Вероятной причиной неослабевающего инте-
реса исследователей к анализу флуктуирующей 
асимметрии служит их убежденность в информа-
тивности этого параметра для индикации стресса. 
Стресс могут вызывать любые физические, химиче-
ские, генетические и прочие воздействия, ведущие 
к повышению энергетических затрат организма, 
в результате чего на его рост, размножение и ста-
билизацию развития остается меньше энергии. 
Длительный стресс снижает жизнеспособность 
организма [60, 61].

Для насекомых-фитофагов стрессором может 
быть загрязнение среды потенциально токсичны-
ми металлами и металлоидами, содержащимися 
в выбросах промышленных предприятий, которые 
накапливаются в организме в превышающих пре-
делы регуляции концентрациях. У чешуекрылых 
вызванный накоплением металлов стресс может 
выражаться в повышенной смертности гусениц, 
снижении плодовитости самок и уменьшении раз-
мера тела [62–65].

К наиболее чувствительным индикаторам стрес-
са относят специфические физиологические или 
морфологические модификации, направленные 
на его снижение, а также уменьшение размера тела. 
Нарушение стабильности развития также считают 
индикатором стресса [61]. Однако этот параметр, 
оцениваемый по величине FA симметричных орга-
нов, по-видимому, менее чувствителен и надежен. 
Более того, его измерение требует особой мето-
дической тщательности, без соблюдения которой 
велика вероятность ошибочных выводов [6, 66–68].

Вслед за многочисленными исследованиями 
энтузиастов, выявлявших зависимость FA от силы 
стрессора [69–72 и др.], появилось не меньше ра-
бот скептиков, не подтвердивших этого [45, 59, 73, 
74]. Применительно к влиянию промышленного 
загрязнения на насекомых примерами первых 
могут быть работы [75–78], вторых – [2, 51, 79, 
80]. Вероятно, чувствительность FA к стрессорам 
различна для разных видов и признаков, а также 
специфична по отношению к действующим фак-
торам [51, 81, 82].

Выявление общих закономерностей в проявле-
нии обсуждаемого феномена и причин разнородно-
сти эффектов оптимально на основе метаанализов, 
объединяющих результаты большого количества 
отдельных исследований. Метаанализ особенно 
полезен при изучении слабых эффектов и проти-
воречивости результатов [83]; это как раз случай 
влияния стрессоров на FA.

Выполнено несколько метаанализов связи 
стресса и FA для разных групп животных [84, 85]. 
Их результаты показали, что в целом связь между 
силой стрессового воздействия и FA слабая [84], 
причем в природных популяциях насекомых эф-
фект менее выражен по сравнению с лаборатор-
ными условиями [85]. Причиной таких различий 
может быть как недоучет многих «посторонних» 
факторов, оказывающих влияние на FA в природе, 
так и пониженная устойчивость к стрессу лабора-
торных линий, например из-за сниженного генети-
ческого разнообразия [85, 86]. В последнем случае 
лабораторные результаты могут завышать вели-
чину эффекта стрессора на FA. Однако влияние 
промышленного загрязнения на FA исследовано 
на ограниченном наборе таксонов и показателей, 
что обусловливает необходимость продолжения 
работ в природных популяциях с включением раз-
ных источников загрязнения, видов и признаков.

Наша работа добавляет к массиву данных 
по FA у обитающих на загрязненных террито-
риях насекомых информацию по тем параме-
трам, которые исследуют очень редко – форме 
крыла и крыловому рисунку. Нам известны лишь 
единичные исследования этих признаков: фор-
му крыла изучали у перепончатокрылых [51], 
элементы крылового рисунка – у чешуекрылых 
семейств Nymphalidae и Lycaenidae [2]. Хотя тео- 
ретически из-за меньшей функциональной на-
груженности использование этих признаков как 
индикаторов стресса предпочтительнее по срав-
нению с традиционно анализируемой длиной 
крыла, цитируемые авторы, как и мы, получили 
отрицательные результаты.

Следует оговорить важный момент: мы не мо-
жем однозначно утверждать, что обитающие 
на импактном участке особи анализируемых ви-
дов находятся в состоянии стресса, вызванного 
поступлением потенциально токсичных металлов. 
С одной стороны, на этом участке было обнаружено 
накопление в теле имаго эссенциальных (Cu и Zn) 
и токсичных (Pb и Cd) элементов в очень высоких 
концентрациях, причем для Zn – на уровне гипер- 
аккумуляции [1]. У чешуекрылых под действием 
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металлов уменьшаются размеры тела [62, 64, 87], 
что интерпретируют как проявление стресса [61]. 
С другой стороны, отрицательная корреляция 
длины крыла с концентрациями металлов была 
выявлена только у самок C. arcania, т. е. реакцию 
нельзя считать общей [1]. Кроме того, поскольку 
из дюжины обитающих на фоновой территории 
видов бархатниц вблизи завода сохраняются только 
рассматриваемые A. hyperantus и C. arcania [1], это 
может свидетельствовать об их приспособленно-
сти к условиям загрязнения. К сожалению, такая 
неопределенность затрудняет интерпретацию 
результатов в контексте обсуждения FA как ин-
дикатора стресса.

Возможны следующие гипотетические объясне-
ния полученных нами отрицательных результатов. 
Во-первых, накопление металлов даже в высоких 
концентрациях может не быть стрессором для 
исследуемых видов в силу их адаптации к загряз-
нению. Во-вторых, из-за функциональной нагру-
женности и прямой связи с жизнеспособностью FA 
рассмотренных признаков может плохо индициро-
вать стресс. В‑третьих, из-за небольшого объема 
выборок нашему статистическому анализу могло 
не хватить мощности, учитывая типичную для при-
родных популяций слабость связи FA и стрессора. 
Наконец, в‑четвертых, причинная связь между FA 
и стрессом действительно отсутствует.

На данном этапе мы не имеем оснований для 
обсуждения справедливости каждого из этих объ-
яснений. Однако какова бы ни была причина по-
лученного нами отрицательного результата, он 
добавляет аргументов скептикам, декларирующим 
необходимость осторожности при использовании 
FA в качестве индикатора стресса в природных 
популяциях насекомых.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Тестируемые в нашей работе гипотезы о вли-
янии загрязнения металлами на форму крыла 
и глазчатые пятна крылового рисунка, а также их 
флуктуирующую асимметрию не нашли однознач-
ного подтверждения. Хотя и на групповом (разли-
чия между чистыми и загрязненными участками), 
и на индивидуальном (корреляция с концентраци-
ями металлов в теле имаго) уровнях были обнару-
жены некоторые эффекты, они оказались очень 
слабыми, специфичными в отношении признака, 
вида и пола и поэтому, скорее всего, случайными.

Как и ранее в отношении длины крыла [1], ре-
зультаты по его форме и размеру глазчатых пятен 

не дают достаточных оснований считать флукту-
ирующую асимметрию индикатором вызванного 
промышленным загрязнением стресса. Несмо-
тря на меньшую функциональную нагруженность 
и многомерность исследованных признаков, для 
которых традиционно предполагается бóльшая 
чувствительность и разрешающая способность 
по сравнению с размером тела, связанные с ними 
ожидания не оправдались. Однако дефицит ин-
формации о влиянии промышленного загрязнения 
на стабильность развития в природных популяциях 
насекомых не позволяет пока обсуждать степень 
общности полученного отрицательного результата. 
Вместе с тем малочисленность данных обусловли-
вает необходимость продолжения исследований 
в этом направлении, причем с расширением спек-
тра анализируемых таксонов и признаков.
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PHENOTYPIC VARIABILITY OF APHANTOPUS HYPERANTUS  
AND COENONYMPHA ARCANIA (LEPIDOPTERA: NYMPHALIDAE)  

IN THE VICINITY OF THE MIDDLE URAL COPPER SMELTER.  
PART 2. WING SHAPE AND EYESPOT SIZE
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Abstract – We tested hypotheses that the accumulation of potentially toxic metals (Cu and Zn) in the imagoes of two 
Nymphalid species (Aphantopus hyperantus and Coenonympha arcania) correlates with wing shape and eyespot size, as well 
as increases their fluctuating asymmetry. These traits are less functionally significant compared to wing length, for which 
no negative impact of pollution was previously found in these species. Therefore, theoretically, their fluctuating asymmetry 
may better indicate stress. Butterflies were collected at different distances from the Middle Ural Copper Smelter (Revda, 
Russia). The shape of the forewings and hindwings was analyzed using geometric morphometrics. Eyespot sizes were 
measured on the ventral side of the forewings and hindwings. Wing shape and its fluctuating asymmetry did not differ 
between sites in all cases (two species, males and females) but, in one case, correlated with metals (C. arcania females). 
Eyespot size differed between sites in one species (C. arcania) and, only in females of this species, negatively correlated 
with Cu (only for two out of five analyzed eyespots). The fluctuating asymmetry of eyespot size differed between sites only 
in one case (A. hyperantus males), but it was not highest near the smelter; only in C. arcania females, asymmetry decreased 
with increasing Zn. Thus, the tested hypotheses were not unequivocally confirmed: although some pollution effects were 
found at both the group (differences between sites) and individual (correlation with metals) levels, they were very weak, 
specific to trait, species, and sex, and therefore, most likely occasional. The results add to doubts about the informativeness 
of fluctuating asymmetry as an indicator of stress in natural insect populations.

Keywords: fluctuating asymmetry, developmental stability, geometric morphometrics, wing pattern, diurnal butterflies, 
air emission, heavy metals, industrial pollution   


