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В геометрической морфометрии точность измерения образцов зависит от многих методических нюан-
сов, влияющих на репрезентативность результатов. В настоящей работе использовались флаговые листовые 
пластины озимой пшеницы (Triticum aestivum L., сорт Поэма), выращенной на серых лесных почвах Суз-
дальского Ополья в 2019-2021 гг. Под систематической ошибкой подразумевали необъясненную дисперсию, 
возникавшую при: а) повторных измерениях сфотографированных листовых пластин и нанесении меток; 
б) использовании различного числа меток, а также количества образцов листьев. Таким образом, целью ра-
боты было изучение влияния систематических ошибок на статистическую значимость билатеральной асим-
метрии в прокрустовом анализе, который показывает отклонение в координатах меток вдоль оси симметрии. 
Статистическая значимость направленной и флуктуирующей асимметрии в прокрустовом анализе была вы-
сокой (p < 0.0001). На основе данных прокрустова анализа из четырех значений ошибок было проведено 
генерирование 100 значений с нормальным распределением. При объеме выборки n = 100 ошибка снижа-
лась на 44,4 % по отношению к выборке с объемом n = 25 и на 23,5 % по отношению к выборке с объемом 
n = 50. В выборке с объемом n = 100 и числе меток LM = 100 ошибка была наименьшей. При числе меток 
LM = 24 ошибка увеличивалась на 28-30 %. Значения флуктуирующей и направленной асимметрии (F Good-
all) уменьшались при снижении числа меток и объема выборки, хотя статистическая значимость обоих видов 
асимметрии оставалась неизменной. Для тестирования асимметрии методом геометрической морфометрии 
рекомендуется использовать 100 меток (по 50 с каждой стороны листовой пластины) при количестве пластин 
по 100 в каждой выборке, а также проводить 4-кратное нанесение меток на каждое изображение листовой 
пластины. Авторы допускают необязательность повторного фотографирования, т. к. ошибка при получении 
повторного изображения была незначительной (около 11 % от общей систематической ошибки). 

Ключевые слова: систематическая ошибка, прокрустов дисперсионный анализ, направленная асимметрия, 
флуктуирующая асимметрия, озимая пшеница
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In geometric morphometrics, the measurement accuracy depends on many methodological nuances that affect the 
representativeness of the results. In this work, we used flag leaf blades of winter wheat (Triticum aestivum L., Poem 
variety) grown on gray forest soils of the Suzdal Opolye in 2019-2021. By systematic error we meant the unexplained 
variance arising from: a) the error measurement during photographing and labeling; b) the error caused by number 
of applied marks, as well as the number of lamina samples. Thus, the aim of the work was to study the influence of 
systematic errors on the statistical significance of bilateral asymmetry in the Procrustes analysis, which showed the 
deviation in the coordinates of the landmarks along the axis of symmetry. The statistical significance of directional and 
fluctuating asymmetry in Procrustes analysis was high (p < 0.0001). Based on the Procrustes analysis data, 100 values ​​
with a normal distribution were generated from four error values. With a sample size of n = 100, the error decreased by 
44.4 % in regard to a sample with a volume of n = 25 and by 23.5 % in regard to a sample with a volume of n = 50. In 
the sample with the volume n = 100 and the number of labels LM = 100, the error was the smallest. With the number 
LM = 24, the error increased on 28-30 %. The values ​​of fluctuating and directional asymmetries (F Goodall) decreased 
with a decrease in the number of landmarks and sample size, although the statistical significance of both types of 
asymmetry remained unchanged. To test asymmetry by the method of geometric morphometrics, it is recommended to 
use 100 landmarks (50 on each side of the leaf blade) with the number of laminae of 100 in each sample and to 4-fold 
landmarks labeling at the each image of leaf sample. The authors admit the optionality of repeated photographing, since 
the reimaging error was low (about 11 % of the total systematic error).

Keywords: systematic error, Procrustes analysis of variance, directional asymmetry, fluctuating asymmetry, winter wheat

Для исследования формы и асимметрии 
органов и частей организмов широко ис-
пользуется метод геометрической морфоме-

трии, особенность которого – в измерении 
расстояний в прокрустовом (усредненном) 
пространстве. В подобных исследованиях 



16

 ADVANCES IN CURRENT NATURAL SCIENCES    № 12, 2021 

 AGRICULTURAL SCIENCES (06.01.00, 06.03.00) 
важной является репрезентативность полу-
чаемых результатов, т.е. возможность по-
лучить сходный результат при повторном 
сборе материала через промежуток време-
ни. Вопрос о мнимых и настоящих повтор-
ностях широко дискутировался в работах 
зарубежных и отечественных ученых [1; 2]. 
Итог дискуссии – строгий подход к повтор-
ным измерениям и тщательное описание 
методики подготовки выборочного экспе-
риментального и контрольного материала. 

В отличие от сельскохозяйственных ме-
тодов сбора с нескольких делянок, в пре-
дыдущих работах нами предлагался трое-
кратный сбор с одной делянки, что может 
восприниматься критически, учитывая не-
однородность ландшафта или пестроту по-
чвенных горизонтов [3]. При определении 
разных видов асимметрии точность измере-
ния повышается как при повторном измере-
нии, так и при увеличении объема выборки, 
например это продемонстрировано в работе 
с листовыми пластинами березы повислой 
(Betula pendula Roth.) при тестировании 
флуктуирующей асимметрии линейным ме-
тодом [4]. Замечено, что индивидуальный 
подход исследователя играет также важную 
роль – воспроизводимость результатов, по-
лученных разными лицами, была крайне 
низка при работе с одним гербарным мате-
риалом [5]. Таким образом, точность изме-
рения зависит от многих методологических 
нюансов, влияющих на репрезентатив-
ность результатов.

В нашей работе под листовой пласти-
ной мы подразумевали мнимую повтор-
ность, полагая, что это имеет лишь теоре-
тический смысл, поскольку лист уникален, 
за исключением гомогенных гаметных 
особей, например происходящих от одного 
растения, которые генетически однородны, 
но развиваются и функционируют в непо-
вторимых условиях освещенности. Про-
межуток между сборами нами сокращался 
до минимума (3-4 часа), и в течение одного 
дня сбор проводился в три подхода к каж-
дой делянке. Учитывался опушечный эф-
фект, т.е. не собирались листья с границы 
участка  – полосы шириной 1 м. Площадь 
делянки составляла 35 м2, что позволяло 
собирать равномерно листовые пластины 
без учета количества листьев с одного рас-
тения, главное условие – одинаковая длина 
листовых пластин.

В отличие от образцов с жестким ске-
летом, листовая пластина крайне неодно-
родна по длине, ширине и форме, поэтому 
ошибка в размере центроида (усредненно-

го консенсуса) бывает очень велика. Вли-
яет ли изменчивость листьев на ошибку 
измерения асимметрии и в конечном счете 
на ее величину? Между ошибкой, вызван-
ной изменчивостью величины центроида, 
и ошибкой, возникающей при определе-
нии асимметрии в прокрустовом диспер-
сионном анализе, нет строгой корреляции. 
Другими словами, асимметричным может 
быть как крупный лист, так и лист средне-
го или малого размера. Вместе с тем из-
вестно, что статистически значимая вели-
чина флуктуирующей асимметрии (ФА) 
связана с ошибкой в прокрустовом дис-
персионном анализе обратной зависимо-
стью. Если ФА существует в смеси с на-
правленной асимметрией (НА), то ошибка 
не коррелирует с величиной флуктуиру-
ющей асимметрии. Влияние рандомной 
и систематической ошибки на результат 
прокрустова анализа рассматривалось 
в основном в антропологических и зоо-
логических исследованиях [6-8]. Число 
степеней свободы, как правило, зависит 
от числа расставляемых меток или полу-
меток, а ошибка включает погрешности, 
вызванные повторным нанесением меток 
и повторным фотографированием или ска-
нированием. Повышение числа степеней 
свободы при увеличении повторностей 
измерения приводило к существенному 
снижению ошибки [9; 10].

Под рандомной ошибкой мы подразуме-
вали ошибку, вызванную сбором листовых 
пластин с различающимися геометрически-
ми характеристиками. В то же время извест-
но, что метод геометрической морфометрии 
нивелирует гетерогенность формы, следо-
вательно, ожидаемо, что влияние формы 
на асимметрию будет незначительно. 

В настоящей работе мы под систе-
матической ошибкой подразумевали не-
объясненную дисперсию, возникавшую 
при повторных измерениях и связанную: 
а) с ошибками фотографирования и нанесе-
ния меток; б) ошибками при использовании 
разного числа наносимых меток; в) ошиб-
ками при использовании разного числа об-
разцов в выборке. В предыдущей работе 
ошибка, вызванная повторным фотографи-
рованием, была ничтожно мала [3]. 

Увеличение числа меток для боль-
шей точности измерения может повышать 
ошибку и быть бесполезным для оценки 
формы и асимметрии [11]. В предыдущих 
работах расстановка 25 меток проводилась 
по обеим сторонам листовой пластины, 
выравнивалась форма образцов и выпол-
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нялся прокрустов дисперсионный анализ, 
т.е. определялись статистически значимые 
различия дисперсии левых и правых меток 
в зависимости от дозы удобрения и методов 
предпосевной обработки почвы [12].

Цель исследования  – нахождение оп-
тимального числа меток для определе-
ния асимметрии в прокрустовом анализе 
и оптимального числа образцов в выбор-
ке, когда дальнейшее их увеличение уже 
не влияет на статистическую значимость, 
т.е. изучение влияния систематических 
ошибок на статистическую значимость би-
латеральной асимметрии.

Материалы и методы исследования 
Для исследования были выбраны об-

разцы листовых пластин озимой пше-
ницы (Triticum aestivum L., сорт Поэма), 
выращенной с использованием четырех 
разных составов минеральных удобрений 
в 2019-2021 гг. Использовались флаговые 
листовые пластины длиной 12-16 см без 
механических повреждений, включая по-
вреждения, вызванные болезнями или на-
секомыми-фитофагами. Листовые пласти-
ны обладали асимметричными свойствами 
в виде смеси флуктуирующей и направлен-
ной асимметрии.

Методы сбора, оцифровывания, нанесе-
ния меток и алгоритм проведения анализа 
формы и асимметрии подробно описаны 
в предыдущей работе [3]. Систематическая 
ошибка тестирования асимметрии в прокру-
стовом дисперсионном анализе определя-
лась по величине MS остатков и сравнива-
лась с помощью регрессии с показателями 
F Гудолла ФА и НА. Для получения ре-
грессии проводилось моделирование зна-
чений ошибки и показателей F Гудолла. 
За отправные значения брались 4 величи-
ны, полученные в прокрустовом анализе. 
По стандартному отклонению и значению 
среднего арифметического генерировалось 
100 значений с нормальным распределени-
ем (горизонтальная ось на рисунках). При 
моделировании ошибки использовались 
результаты прокрустова анализа с числом 
образцов: 25, 50, 100 и с числом меток: 24, 
50 и 100 с четным количеством на каждой 
стороне листовой пластины, за исключени-
ем двух меток, лежавших на оси симметрии, 
в основании и на верхушке листа. Оценка 
полученных трендовых зависимостей в по-
рядке возрастания проводилась по коэффи-
циентам регрессии, а сами ряды значений 
сравнивались в однофакторном дисперси-
онном анализе.

Результаты исследования  
и их обсуждение 

Кривые регрессии получены на основе 
аргументов n, расположенных в порядке воз-
растания значений (рис. 1 и 2). Это позволило 
найти различие ошибки и ее тенденцию к ро-
сту по углу наклона кривой, представленной 
в виде логарифмической линии тренда с ко-
эффициентом детерминации R2 = 0,83-0,93. 
Заметим, что линии тренда не несли смысла 
корреляционной зависимости, а показывали 
лишь степень регрессии.

Систематическая ошибка в прокрусто-
вом дисперсионном анализе. Прокрустов 
дисперсионный анализ показывает значи-
мость отклонения координат парных меток 
относительно оси симметрии. Увеличение 
числа образцов в выборке до 100 приводи-
ло к существенному снижению величины 
ошибки MSerror ANOVA (рис. 1).

При использовании 100 образцов ли-
стьев ошибка снижалась на 44,4 % от ошиб-
ки, полученной при объеме выборки, рав-
ной 25, и на 23,5 % от ошибки для выборки 
с числом листовых пластин, равным 50. 
Статистическая значимость прокрустова 
анализа оставалась высокой для всех объе-
мов выборки (р << 0.0001), при этом линии 
тренда существенно отличались (F = 93.75). 
При увеличении числа меток до 100 ошиб-
ка была близка к постоянной, при числе 
наносимых меток LM = 24 MSerrоrANOVA – 
увеличивалась на 28-30 %. Статистическая 
значимость направленной и флуктуирую-
щей асимметрии сохранялась на прежнем 
уровне, межгрупповые различия (F) между 
рядами генерируемых значений оставались 
высокими (p << 0.001).

Влияние числа меток на изменчивость 
флуктуирующей и направленной асимме-
трии. Основная задача методов геометри-
ческой морфометрии  – тестирование из-
менчивости формы и асимметрии. Принято 
считать, что ошибка зависит от дисперсии 
значений, которая связана в свою очередь 
с погрешностью измерения.

Мы исследовали влияние числа меток 
в выборке на изменчивость ФА и НА с по-
мощью критерия F Гудолла. Использовалась 
выборка из 100 образцов, обладавшая вы-
сокой НА и ФА (соответственно, F = 14,3; 
F = 1,18; p << 0.0001). Как и ожидалось, при 
числе меток LM = 50-100 отмечалась наи-
меньшая дисперсия в ряду сгенерированных 
значений. Коэффициенты регрессии были 
меньше (k = 0,09 и k = 0,07) по сравнению 
с числом меток, равным 24 (k = 0,72) (рис. 2).
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Рис. 1. Зависимость ошибки измерения (MSerrorANOVA) от числа образцов (А) и меток (Б).  
По оси ОХ (здесь и на рисунке 2) – ряд сгенерированных значений (n = 100) 

           

А                                                                      Б

Рис. 2. Влияние числа меток на флуктуирующую (А) и направленную асимметрию (Б)

Аналогичная проверка была проведе-
на для оценки изменчивости направленной 
асимметрии. Наименьший коэффициент ре-
грессии (k = 1,9) был получен при LM = 100, 
наибольший – при LM = 24 (k = 5,2) (рис. 2).

Направленная асимметрия заметно 
превышала флуктуирующую асимметрию 
по величине F Гудолла при одинаковом  p, 
меньше 0.0001. Уровень p двух видов асим-
метрии оставался по-прежнему высоким 
при различном числе меток. Проведен-
ный анализ дал значимый результат уже 
при LM = 24, т. е. при 12 метках на правой 
и левой стороне листовой пластины. Од-
нако нельзя ограничиваться малым числом 
меток, т. к. при сравнении большого числа 
выборок статистическая значимость мо-
жет снижаться.

Таким образом, увеличение числа меток 
и объема выборки снижает ошибку прокру-
стова дисперсионного анализа и повышает 
значимость флуктуирующей и направлен-
ной асимметрии только в терминах меж-
групповой изменчивости критерия Гудол-
ла F, как аналога критерия Фишера.

Материал, собранный с одной делянки 
(с установленным составом удобрений) как 
экспериментальной единицы исследования, 
не может в строгом терминологическом 
понимании считаться истинной повтор-
ностью. Использование материала с по-
вторных делянок может стать источником 
ошибки из-за пространственной неодно-
родности, т.к. увеличение степеней свободы 
нейтрализуется физико-химическими неуч-
тенными факторами ландшафта. 
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Используемые метки, строго говоря, 

обладают свойствами полуметок, т.к. рас-
ставляются равномерно вдоль края листо-
вой пластины, в отличие от меток первого 
типа, наносимых на определенные мор-
фологические структуры. Это тоже может 
служить источником ошибки при опреде-
лении формы листа, однако при определе-
нии асимметричности полуметки могут ус-
ловно играть роль истинных меток первого 
типа. В некоторых работах [13; 14] полу-
метки рекомендуется менять на скольз-
ящие (sliding) метки, что, безусловно, сле-
дует принять во внимание в предстоящих 
исследованиях. 

Количество меток несущественно влия-
ло на значения направленной асимметрии, 
в то время как флуктуирующая асимметрия 
была более чувствительной к их числу, 
что объясняется меньшей долей ФА в об-
щей асимметрии.

Большое значение имела система-
тическая ошибка измерения, зависящая 
от числа повторных измерений. Ошибка 
фотографирования занимала 11 % от об-
щей ошибки в прокрустовом дисперсион-
ном анализе, соответственно, 89 % прихо-
дилось на ошибку нанесения меток. При 
LM = 100 общая ошибка составляла око-
ло 4 % от суммы средних квадратов MS, 
включавшей: индивидуальную изменчи-
вость (образец), различия в координатах 
меток (сторона) и взаимодействие обоих 
факторов (образец×сторона). При 24 мет-
ках ошибка занимала около 9 % от суммы 
MS [3]. В целом ошибка тестирования ФА 
составляла лишь доли процента (0,1-0,5 %) 
от величины ФА.

Предлагаем следующие рекомендации 
для проведения работ в области геометри-
ческой морфометрии:

а) наносить кривые в повторности 
по часовой и против часовой стрелки, с по-
следующим разбиением на метки;

б) количество наносимых меток по краю 
листа должно быть не менее 50, за исключе-
нием неспаренных меток, наносимых по ус-
ловной оси симметрии;

в) длина листовой пластины, зависящая 
от особенностей вегетации растения, долж-
на быть стандартизирована в пределах 17-
18 см или в другом узком диапазоне, напри-
мер 19-20 см;

г) повторное фотографирование можно 
исключить в связи с незначительным вли-
янием на погрешность. Число повторно-
стей нанесения меток на одно изображение 
мы рекомендуем увеличить до 4.

Заключение
При моделировании ошибки в прокру-

стовом дисперсионном анализе установле-
но, что сокращение числа наносимых меток 
менее 50 и количества образцов в выбор-
ке менее 100 приводит к систематической 
ошибке, снижающей величину F Good-
all, т.е. различие между внутригрупповой 
и межгрупповой дисперсией, до 50 %. 

Для определения такой популяционной 
характеристики, как стабильность разви-
тия, важно тестирование чистой ФА, ли-
шенной примеси направленной асимме-
трии. Результат тестирования асимметрии 
зависит от обоих видов ошибки, как ран-
домной, так и систематической. Частот-
ная характеристика выборки, например 
гетерогенность длины листовой пластины, 
может как снижать, так и увеличивать зна-
чение флуктуирующей асимметрии. Пред-
почтительнее использовать крупные листо-
вые пластины, как более морфологически 
сформированные. Минимальный разброс 
в длине листьев теоретически снижает гете-
рогенность. Дальнейшее исследование бу-
дет направлено на рандомизацию выборок 
и определение рандомной ошибки, связан-
ной с методическими особенностями сбора 
полевого материала.
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