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На 122 особях из пяти выборок (зал. Петра Великого, Японское море) с применением пяти микро-
сателлитных маркеров исследовано генетическое разнообразие дальневосточного трепанга Aposti-
chopus japonicus. Все локусы полиморфны; среднее значение наблюдаемой гетерозиготности для
всех выборок и локусов составило 0.461 ± 0.027, ожидаемой гетерозиготности – 0.575 ± 0.031. Значе-
ния коэффициента инбридинга в среднем были выше 0, что обусловлено дефицитом гетерозигот.
Для некоторых микросателлитных локусов выявлены нуль-аллели. После их обнаружения исправ-
лены ошибки генотипирования и проведена корректировка статистических данных, которая пока-
зала, что присутствие нулевых аллелей в 1.5–2 раза снижало значение наблюдаемой гетерозиготно-
сти и вело к отклонению от равновесия Харди−Вайнберга.
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Дальневосточный трепанг Apostichopus japoni-
cus (Selenka, 1867) широко распространен в при-
брежных водах Восточной Азии, включая Япо-
нию, Китай, Северную и Южную Корею, а также
Дальний Восток России (Chang et al., 2009). Этот
вид имеет значительную коммерческую ценность
и является одним из важнейших объектов аква-
культуры, поскольку обладает высоким содержа-
нием ценных питательных веществ, витаминов и
минералов, а также рядом характерных биологи-
чески и фармакологически биоактивных соеди-
нений; способность A. japonicus к регенерации де-
лает его важным объектом с медицинской точки
зрения (Oh et al., 2017).

Для описания генетической изменчивости и
структуры популяций дальневосточного трепанга
применяются и разрабатываются в основном
микросателлитные маркеры (Kanno et al., 2006;
Chen et al., 2013) и однонуклеотидные полимор-
физмы (Du et al., 2012; Dong et al., 2016). К основ-
ным преимуществам микросателлитных марке-
ров относят высокий уровень изменчивости как
следствие высокой скорости накопления мута-
ций, кодоминантный тип наследования и легкую
пробоподготовку. Недостатками микросателли-
тов считают появление “теневых полос”, или “за-

иканий” (Галинская и др., 2019), когда каждый
аллель представляет собой серию фрагментов,
кратных длине повторяющейся единицы микро-
сателлита вследствие “проскальзывания” при реп-
ликации в полимеразной цепной реакции (ПЦР),
а также гомоплазию и наличие нулевых аллелей
(Abdul-Muneer, 2014).

Нулевой аллель – любой аллель в микросател-
литном локусе, который постоянно не амплифи-
цируется с помощью полимеразной цепной реак-
ции (Dakin, Avise, 2004). Исследования показали
(Grimaldi, Crouau-Roy, 1997), что во фланкирую-
щих локус областях происходят мутации, препят-
ствующие отжигу праймеров с матричной ДНК
во время ПЦР и приводящие к нулевым аллелям.
Другие возможные причины возникновения
нуль-аллелей − предпочтительная амплификация
коротких аллелей из-за непостоянства качества
или количества матрицы ДНК (Chapius, Estoup,
2007), а также проскальзывание ДНК-полимера-
зы во время амплификации (Ellegren, 2004). На-
личие нулевых аллелей приводит к появлению
ложных гомозигот, которые влияют на отклоне-
ние от равновесия Харди−Вайнберга и ведут, как
следствие, к некорректной интерпретации ре-
зультатов (Carlsson, 2008).
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С использованием микросателлитных марке-
ров проведены исследования генетической струк-
туры и разнообразия A. japonicus из зал. Тояма (Япо-
ния) (Soliman et al., 2012). Изучение данной голо-
турии из разных локальностей побережья Южной
Кореи показало применимость выбранных авто-
рами микросателлитных локусов для генетиче-
ского анализа (Kim et al., 2008). При исследова-
нии популяций дальневосточного трепанга толь-
ко в работе Канно с коллегами (Kanno et al., 2006)
были определены нулевые аллели и проведена ра-
бота по корректировке этих ошибок генотипиро-
вания.

Большая часть работ в российской литературе
посвящена изучению биологии и образа жизни
дальневосточного трепанга, а также процессов,
связанных со снижением его численности (Се-
лин, 2001; Гаврилова, 2013; Лысенко и др., 2018).
Исследования по определению популяционной
структуры и уровней генетического разнообразия
A. japonicus на Дальнем Востоке России не прово-
дились.

Цель настоящей работы – оценка генетиче-
ской изменчивости у трепанга A. japonicus с помо-
щью микросателлитных локусов в выборках из
зал. Петра Великого Японского моря, а также
изучение распределения выявленных нуль-алле-
лей и оценка их влияния на интерпретацию попу-
ляционных данных с использованием разных по-
пуляционно-генетических подходов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Исследовано пять выборок трепанга Aposticho-

pus japonicus, собранных водолазным способом в зал.
Петра Великого Японского моря в 2015 и 2018 гг.:
зал. Восток (Vos, n = 28, июль 2015 г.), мыс Крас-
ный, Амурский залив (Krs, n = 20, июнь 2015 г.),
зал. Посьета (Pos15, n = 34, июль 2015 г.), б. Федо-
рова, Амурский залив (Fed, n = 26, июнь 2015 г.) и
зал. Посьета (Pos18, n = 22, июль 2018 г.). Две вы-
борки из зал. Посьета (3 и 5) были взяты с интер-
валом в три года в одной и той же локальности
(рис. 1).

Геномную ДНК из фиксированной в 96% эта-
ноле ткани выделяли методом щелочного лизиса
(Truett, 2006). Выборки трепанга были проанали-
зированы по пяти микросателлитным локусам.
В полимеразной цепной реакции использовали
праймеры, представленные в табл. 1. К 5'-концу
каждого прямого праймера был пришит хвост
M13 (в табл. 1 указан мелким шрифтом), который
был помечен одним из четырех флуоресцентных
красителей: ROX, 6FAM, R6G или TAMRA.

ПЦР проводили в реакционной смеси, содер-
жавшей дистиллированную воду, 10Х буфер (Ев-
роген), dNTP (содержание каждого дезоксинук-
леотида 5 мМ), прямой праймер (5 мМ), обрат-
ный праймер (5 мМ), флуоресцентный краситель
(5 мМ), Taq ДНК-полимеразу (5000 ед., Евроген) –
0.1 мкл и ДНК – 40−60 нг. Конечный объем реак-

Рис. 1. Карта-схема мест сбора материала.
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Таблица 1. Использованные для анализа выборок трепанга Apostichopus japonicus локусы, праймеры и исследуе-
мый повтор

Примечание. Мелким шрифтом указан пришитый к 5'-концу каждого прямого праймера хвост M13, который был помечен
одним из четырех флуоресцентных красителей ROX, 6FAM, R6G или TAMRA.

№ Локус Последовательности праймеров (5'-3') Повтор Размер без 
праймера (пн)

1 AJ10675 F: TGGAAACAGCTATGACCATGAGATGTCAGCCACATGCAAC
R: GGTAAGCTTGTGGGAATGGA

(TAG)5 185–190

2 AJ13361 F: TGGAAACAGCTATGACCATGTGGAAGACGAAGATGAGCAA
R: GGAATGACCCTACGTCCAAA

(CAG)5 165–205

3 AJ20333 F: TGGAAACAGCTATGACCATGCGTCGACCAAAGAGAGCAAT
R: TCCCTGGACTGGCACTAATC

(AGT)7 181–198

4 AJ20385 F: TGGAAACAGCTATGACCATGAGCAAACCACCGAGTACACC
R:CTCCACCACTCTCCGATTCT

(CAA)5 187–205

5 AJ21199 F: TGGAAACAGCTATGACCATGTACGCCTTTTGTCCGTTTTC
R: TGCAAGGCACAATTCTAAAAGA

(CTA)6 162–216
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ции составлял 13 мкл. Условия для ПЦР были
следующими: начальная денатурация при 94° в
течение 3 мин; далее для 30 циклов денатурация
при 94° – 45 с, отжиг (60°) – 30 с, элонгация (72°) –
2 мин; завершающая элонгация (72°) – 5 мин.

Продукт ПЦР проверяли с помощью гель-
электрофореза в 1.5% агарозном геле; 1 мкл ПЦР-
смеси добавляли в смесь для генотипирования,
содержавшую формамид и размерный стандарт
(S450) (COrDIS), затем подвергали электрофорезу
на секвенаторе ABI3130 (Applied Biosystems). Дли-
ну фрагментов в полученных продуктах ПЦР ви-
зуализировали с помощью программы GeneMap-
per ver. 5.0 (Applied Biosystems).

Для генетической характеристики локусов
определяли частоту аллелей в каждом локусе с ис-
пользованием пакета GenAIEx версии 6.5.1 (Peakall,
Smouse, 2012). При помощи программы “Arle-
quin” версии 3.5 (Excoffier, Lischer, 2010) рассчи-
тывали наблюдаемую (Ho) и ожидаемую (He) гетеро-
зиготность, коэффициент инбридинга (FIS), а также

проводили тест на соответствие ожиданиям Хар-
ди−Вайнберга (P) с использованием метода це-
пей Маркова. Коэффициент инбридинга с кор-
ректировкой данных по нулевым аллелям рассчи-
тывали при помощи IIM-модели (байесовский
подход) с 50000 итерациями, значением burn-in в
10000 итераций в программе INEST 2.2 (Chybicki,
Burczyk, 2009).

Частоты нулевых аллелей оценивали в следую-
щих программах: FreeNA (Chapius, Estoup, 2007) в
соответствии с алгоритмом максимизации ожи-
даний (EM-алгоритм – Expectation-maximization
algorithm) Демпстера, Лэрда и Рубина (Dempster
et al., 1977); INEST 2.2 – при помощи IIM подхода
(байесовский подход) с количеством циклов в
50000 и значением burn-in в 10000; модель выбора
включала нуль-аллели, инбридинг и ошибки ге-
нотипирования; MICRO-CHECKER (Van Ooster-
hout et al., 2004) – исходя из пропорций Хар-
ди−Вайнберга, частоты нулевых аллелей оценены и
скорректированы в соответствии с методами, раз-
работанными Ван Остерхоутом (Van Oosterhout
et al., 2004).

Если частота нулевого аллеля меньше или рав-
на 0.1, некоторые оценки можно использовать на-
прямую без корректировки; если она больше или
равна 0.5, эффективность оценки слишком мала
и такой локус следует исключить (Huang et al., 2016).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Генетическая изменчивость трепанга

В исследованных выборках все локусы оказа-
лись полиморфными, частоты аллелей характе-
ризовались значительной изменчивостью. Раз-
мер аллелей варьировал от 172 до 219 п. н. Всего
обнаружено 36 аллелей по всем локусам, среднее
число аллелей на локус составило 7.2.

Для пяти выборок трепанга по каждому локусу
были рассчитаны основные статистические пока-
затели, необходимые для интерпретации полу-
ченных результатов. Наибольшие различия в зна-
чениях Ho и He отмечены в двух локусах трех вы-
борок: в группе особей из зал. Восток в локусе
AJ20333; в выборках из зал. Посьета, отобранных
в 2015 и 2018 гг., показатели также различались по
локусу AJ13361. Средние для всех выборок и локу-
сов значения наблюдаемой и ожидаемой гетеро-
зиготности составили 0.439 ± 0.032 и 0.563 ± 0.030
соответственно (табл. 2).

Средние значения генетической изменчиво-
сти по пяти микросателлитным локусам пред-
ставлены в табл. 3. Для всех выборок наблюдае-
мая гетерозиготность была меньше ожидаемой,
значение FIS для популяций Vos, Pos15 и Pos18

было больше 0.2.

Влияние нулевых аллелей на генетическое 
разнообразие трепанга

Частота нулевых аллелей по отдельным локу-
сам в индивидуальных выборках, рассчитанная в
программе MICRO-CHECKER, варьировала от
−0.2957 до 0.7928. Частота нуль-аллелей в про-
грамме FreeNA изменялась от 0 до 0.3207; резуль-
таты программы INEST 2.2 по определению ча-
стоты нулевых аллелей варьировали от 0.0250 до
0.4580.

В программе MICRO-CHECKER обнаружены
нулевые аллели в пяти локусах для всех выборок
трепанга, которые нуждались в корректировке ге-
нотипов (см. приложение). После корректировки
генотипов по методу Ван Остерхоута получены
значения Ho, He и FIS для локусов с нуль-аллеля-

ми (табл. 4).

Сравнение данных без коррекции и с коррек-
цией генотипов показывает сильное изменение
коэффициента инбридинга. Так, для особей из
зал. Восток FIS по локусу AJ20333 без учета нуле-

вых аллелей он составил 0.612, а с их учетом –
0.379; для особей из зал. Посьета, собранных в
2018 г., FIS был равен соответственно 0.758 и 0.515.

Средние значения генетической изменчиво-
сти по пяти микросателлитным локусам с учетом
нуль-аллелей представлены в табл. 5. Значения
коэффициента инбридинга, полученные в про-
грамме INEST 2.2, скорректированы исходя из
частоты нулевых аллелей.

Средние значения Ho и He до и после коррек-
тировки значительно различались, наблюдаемая
гетерозиготность была меньше ожидаемой. Ко-
эффициент инбридинга, полученный после кор-
ректировки генотипов в программе MICRO-
CHECKER и с учетом нуль-аллелей в программе
INEST 2.2, различался для некоторых выборок
более чем на 0.1.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Генетическая изменчивость
дальневосточного трепанга

При использовании микросателлитных локу-
сов для исследования популяционно-генетиче-
ской структуры видов возникает вопрос о необхо-
димом и достаточном числе локусов. Некоторые
исследователи считают, что, чем их больше, тем
лучше. Однако показано, что для изучения разме-
ра популяции дикого кабана (Kolodziej et al., 2012)
число маркёров можно сократить до четырех без
изменения результата; в работе по определению
минимального количества микросателлитных ло-
кусов, необходимых для оценки генетической
структуры популяции (Arthofer et al., 2018), генети-

Таблица 2. Характеристика генетической изменчивости по пяти микросателлитным локусам в пяти исследован-
ных выборках трепанга Apostichopus japonicus

Примечание. Здесь и в таблицах 3–5: Ho – наблюдаемая гетерозиготность, He – ожидаемая гетерозиготность, FIS – коэффи-
циент инбридинга, P – значение отклонения от равновесия Харди−Вайнберга (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).

Выборка Локус Ho He FIS P

Vos AJ20333 0.250 0.627 0.612 0.006**

AJ20385 0.500 0.642 0.232 0.849

AJ10675 0.571 0.595 0.040 0.000***

AJ13361 0.333 0.503 0.343 0.011*

AJ21199 0.571 0.780 0.275 0.037*

Krs AJ20333 0.538 0.440 –0.235 0.623

AJ20385 0.538 0.714 0.253 0.647

AJ10675 0.438 0.353 –0.250 0.263

AJ13361 0.455 0.593 0.242 0.072

AJ21199 0.500 0.700 0.300 0.009**

Pos15 AJ20333 0.607 0.571 –0.064 0.907

AJ20385 0.375 0.492 0.242 0.030*

AJ10675 0.355 0.337 –0.054 0.694

AJ13361 0.065 0.567 0.888 0.000***

AJ21199 0.536 0.682 0.218 0.067

Fed AJ20333 0.467 0.671 0.312 0.123

AJ20385 0.750 0.633 –0.200 0.436

AJ10675 0.522 0.464 –0.128 0.472

AJ13361 0.417 0.543 0.237 0.002**

AJ21199 0.600 0.747 0.206 0.044*

Pos18 AJ20333 0.526 0.595 0.118 0.000***

AJ20385 0.300 0.514 0.423 0.001**

AJ10675 0.133 0.129 –0.037 0.782

AJ13361 0.182 0.723 0.758 0.003**

AJ21199 0.444 0.464 0.045 0.601

Среднее для всех выборок

и локусов

0.439 ± 0.032 0.56 3 ± 0.030 0.175 ± 0.228

Таблица 3. Средние значения генетической изменчи-
вости по всем локусам в пяти исследованных выборках
трепанга Apostichopus japonicus

Примечание. N – число особей.

Выборка N Ho He FIS

Vos 15.2 0.445 0.629 0.301

Krs 12.2 0.494 0.560 0.107

Pos15 28.4 0.387 0.530 0.246

Fed 16.0 0.551 0.612 0.085

Pos18 14.8 0.317 0.485 0.261
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ческая дифференциация групп особей определяет-
ся даже при использовании всего двух локусов.
Наше исследование является предварительной
оценкой генетического разнообразия дальнево-
сточного трепанга в зал. Петра Великого (Япон-
ское море) с изучением влияния нулевых аллелей
на полученные данные, поэтому использование
пяти локусов можно считать достаточным.

Согласно полученным результатам, среднее
значение Ho для всех выборок Apostichopus japoni-
cus из зал. Петра Великого и локусов составило
0.439 ± 0.032, He = 0.563 ± 0.030. В других работах
наблюдаемая гетерозиготность была также меньше
ожидаемой: Ho = 0.378, He = 0.850 (Chang et al.,
2009) и Ho = 0.537, He = 0.634 (Kanno et al., 2006),
при этом особи были взяты из разных районов
Японского моря и побережья Тихого океана.
В работе Кима с коллегами (Kim et al., 2008) ука-
зано, что Ho = 0.576, He = 0.761; авторы связыва-
ют это с недостатком гетерозигот. В целом можно
говорить о дефиците гетерозигот для изучаемых
групп особей A. japonicus.

Во всех исследованных нами выборках значе-
ния FIS были выше нуля, что согласуется со значе-

ниями Ho и He. В работах других авторов этот ко-
эффициент также имел положительные значения:

для нескольких особей из зал. Петра Великого,
собранных у г. Владивостока, FIS = 0.523 (Chang

et al., 2009); для популяций трепанга из б. Тояма
FIS = 0.347 (Soliman et al., 2012), а для трепанга из

прибрежья Южной Кореи FIS = 0.260 (Kim et al.,

2008).

В нашем случае отклонение от равновесия
Харди−Вайнберга выявлено в каждой выборке
A. japonicus: для Krs минимально – в локусе
AJ21199, а для Vos – во всех локусах, кроме
AJ20385. В работе Кима с коллегами (Kim et al.,
2008) по исследованию популяционной структу-
ры дальневосточного трепанга у берегов Южной
Кореи 8 из 9 локусов демонстрировали отклоне-
ние от равновесия Харди−Вайнберга. При изуче-
нии A. japonicus, отловленного в водах Японии,
Южной Кореи, Китая и Дальнего Востока Рос-
сии, Чанг с соавторами (Chang et al., 2009) отме-
чали, что для выбранных локусов в 85% случаев
наблюдалось отклонение от равновесия. В работе
южнокорейских ученых (An et al., 2013) для дикой
популяции трепанга показана такая же ситуация с
отклонением от равновесия Харди−Вайнберга по
выбранным маркёрам.

Возможными причинами различия в значени-
ях наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности

Таблица 4. Характеристика генетической изменчивости по пяти микросателлитным локусам в пяти исследованных
выборках трепанга Apostichopus japonicus с учетом нулевых аллелей

Примечание. Серым цветом отмечены данные, скорректированные по нуль-аллелям в программе MICRO-CHECKER.

Выборка Локус Ho He FIS P

Vos
AJ20333 0.250 0.627 0.612 0.006**

AJ20333 0.429 0.670 0.379 0.040*

Pos15
AJ13361 0.065 0.567 0.888 0.000***

AJ13361 0.154 0.674 0.779 0.000***

Pos18

AJ20385 0.300 0.514 0.423 0.001**

AJ20385 0.375 0.599 0.381 0.009**

AJ13361 0.182 0.723 0.758 0.003**

AJ13361 0.400 0.778 0.515 0.339

Среднее для всех выборок и локусов 0.461 ± 0.027 0.575 ± 0.031 0.200 ± 0.270

Таблица 5. Средние значения генетической изменчивости по всем локусам в пяти исследованных выборках трепанга
Apostichopus japonicus с учетом нуль-аллелей

Примечание. FISIIM – коэффициент инбридинга, скорректированный по нулевым аллелям в программе INEST 2.2; в скоб-
ках – 95% доверительный интервал.

Выборка N Ho He FIS FISIIM

Vos 15.2 0.481 0.638 0.254 0.1132 (0–0.2919)

Krs 12.2 0.494 0.560 0.107 0.0794 (0–0.2162)

Pos15 28.4 0.405 0.551 0.224 0.0860 (0–0.2097)

Fed 16 0.551 0.612 0.085 0.1056 (0–0.2359)

Pos18 14.8 0.376 0.513 0.204 0.1001 (0–0.2833)
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по отклоняемым от равновесия Харди−Вайнбер-
га локусам называют эффект Валунда, наличие
нулевых аллелей и выпуск в акватории искус-
ственно выращенного трепанга (Chang et al.,
2009). Дефицит гетерозигот для дикой популяции
трепанга Ан с соавторами (An et al., 2013) объяс-
няют наличием нераспознанных нулевых алле-
лей, естественным отбором, действующим на ге-
нетические маркеры, близкородственным скре-
щиванием и возможным эффектом Валунда, а
также сочетанием этих причин. Авторы другой
работы (см.: Chen et al., 2008) значительные от-
клонения от равновесия Харди−Вайнберга для
дикой популяции трепанга связывают с большим
количеством нулевых аллелей, что частично объ-
ясняет недостаток гетерозигот.

Дефицит гетерозигот в нашем случае может
быть обусловлен антропогенными факторами,
когда при искусственном разведении для воспро-
изводства используется ограниченное количе-
ство особей. Однако хозяйств марикультуры в
Приморье немного и их влияние на генетические
параметры естественных популяций крайне не-
значительно.

Более существенной причиной может быть неза-
конный (браконьерский) лов трепанга, который в
последние десятилетия сказывается на естествен-
ных популяциях. В акватории Приморья ведется
наблюдение за изменением численности этой
голотурии. В частности, в 2014 и 2018 гг. состоя-
ние его популяции оценено в Дальневосточном
морском заповеднике (Лысенко и др., 2015, 2018).
Было показано, что численность A. japonicus по-
сле запрещения браконьерского промысла стаби-
лизировалась и дальневосточный трепанг не на-
ходится под угрозой исчезновения. Однако в на-
стоящее время средняя плотность поселений
этой голотурии приблизительно в 20 раз ниже,
чем до начала незаконного вылова (Лысенко и
др., 2018). При снижении численности особей в
акваториях снижается и эффективный размер по-
пуляции, затрудняется поиск партнеров для раз-
множения, а это приводит к повышению уровня
инбридинга.

Другой причиной отклонения от равновесия
Харди−Вайнберга может быть присутствие нуле-
вых аллелей, влияние которых обсуждается ниже.

Влияние нуль-аллелей на генетические данные
Все использованные программы рассчитыва-

ют частоты нулевых аллелей и корректируют

один или несколько статистических показателей.

Рассчитанные частоты нуль-аллелей во всех про-

граммах были приблизительно одинаковы.

В программе FreeNA оценка частоты нулевых

аллелей для каждого локуса и популяции прово-

дится в соответствии с EM-алгоритмом (Dempster

et al., 1977). С помощью этой программы можно

не только оценивать частоту нуль-аллелей, но и

корректировать долю изменчивости в субпопуля-

ции по отношению к общей генетической измен-

чивости, так как показано, что присутствие нуле-

вых аллелей влияет на генетическую дистанцию

между популяциями (Chapius, Estoup, 2007).

Основное назначение INEST 2.2 – оценка ко-

эффициента инбридинга, исходя из оценок на-

блюдаемой и ожидаемой гетерозиготности с по-

правкой на нулевые аллели. Программа предлага-

ет два подхода (Chybicki, Burczyk, 2009): PIM

(модель популяционного инбридинга, или мак-

симальная вероятность) и IIM (модель индивиду-

ального инбридинга, или байесовский подход).

Подсчет коэффициента инбридинга возможен

только для всех локусов в рамках одной выборки,

вычисление FIS для отдельного локуса не прово-

дится.

MICRO-CHECKER рассчитывает частоту ну-

левых аллелей по методам, описанным Чакрабор-

ти с соавторами (Chakraborty et al., 1992) и Брук-

филдом (Brookfield, 1996) с использованием двух

уравнений, а также Ван Остерхоутом с соавтора-

ми (Van Oosterhout et al., 2004). Особенностью

программы является корректировка генотипов

после обнаружения нулевых аллелей. Причем

пользователь самостоятельно может выбрать ме-

тод оценки нуль-аллелей, с помощью которого

будет произведено исправление генотипов. На ос-

нове наших данных в MICRO-CHECKER нулевые

аллели определены в случаях, когда величины на-

блюдаемой и ожидаемой гетерозиготности значи-

тельно различались (для локусов AJ20333 выборки

Vos, AJ13361 выборок Vos, Pos15 и Pos18, AJ20385

группы особей выборки Pos18).

При исследовании популяций дальневосточ-

ного трепанга Канно с коллегами (Kanno et al.,

2006) также столкнулись с наличием нулевых ал-

лелей в разных микросателлитных локусах. Они

скорректировали частоты аллелей во избежание

статистических ошибок, однако до и после кор-

рекции большинство результатов не различалось

из-за большого количества локусов, использо-

ванных в этом исследовании.

В нашей работе нулевые аллели выявлены не

во всех локусах и не во всех исследованных вы-

борках трепанга. Из пяти микросателлитных ло-

кусов три локуса (AJ13361, AJ2033, AJ20385) пока-

зали наличие нулевых аллелей в разных группах.

В целом присутствие нулевых аллелей в 1.5–2 раза

снижало значение наблюдаемой гетерозиготно-

сти и вело к отклонению от равновесия Хар-

ди−Вайнберга. Для локуса AJ13361 в популяции

Pos18 после корректировки генотипов отклоне-

ние от равновесия не отмечено. Следовательно,
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не во всех случаях равновесие Харди−Вайнберга

нарушено из-за дефицита гетерозигот, на него

влияют также ошибки генотипирования.

При сравнении коэффициентов инбридинга

для средних значений генетической изменчивости с

корректировкой по нуль-аллелям и без нее данные

с исправленными генотипами демонстрировали

меньшие величины, более близкие к 0. Рассчитан-

ный в двух разных программах (MICRO-CHECKER

и INEST 2.2)FIS с учетом нуль-аллелей по всем ло-

кусам для некоторых выборок различался более

чем на 0.2. Различие значений связано с тем, что

INEST 2.2 корректирует коэффициент инбри-

динга даже при минимальных частотах нуль-ал-

лелей, в то время как MICRO-CHECKER коррек-

тирует генотипы только для тех локусов, для ко-

торых частота нулевых аллелей превышает

допустимый уровень с учетом методов подсчета.

Проверка наличия и эффекта нуль-аллелей на

разные генетические параметры с использованием

определенных аналитических инструментов про-

ведена в некоторых исследованиях (Kalinowski,

Taper, 2006; Chapius, Estoup, 2007; Girard, 2011; De

Meeûs, 2018), однако лишь в немногих из них эм-

пирически проверено это влияние (Girard, An-

gers, 2008; Dąbrowski et al., 2015; Rico et al., 2017).

Опубликованы работы, оценивающие воздей-

ствие нулевых аллелей путем изменения дизайна

праймеров и сравнения исходных результатов с

результатами “новых” праймеров, свободных от

нулевых аллелей (Lemer et al., 2011).

Таким образом, в настоящее время проблема

нулевых аллелей решается разными способами:

меняется дизайн праймеров, корректируются ча-

стоты аллелей и генотипов на основе предполага-

емых частот нулевых аллелей; иногда определен-

ные локусы исключают из популяционного ана-

лиза. Последний метод коррекции не всегда

применим при масштабных исследованиях, так

как при увеличении выборок возрастает вероят-

ность появления нулевых аллелей на каждый ло-

кус, что может привести к исключению большого

числа локусов из популяционного анализа и от-

рицательно сказаться на качестве исследования.

На основе полученных результатов для дальней-

шей работы с применением данного типа маркеров

мы планируем использовать MICRO-CHECKER с

возможностью выбора метода оценки нуль-алле-

лей и их корректировки. Данный подход поможет

избежать исключения локусов с наиболее часто

встречаемой ошибкой генотипирования, что осо-

бенно актуально для видов, не являющихся про-

мысловыми объектами. Для подсчета коэффици-

ента инбридинга для всех локусов в рамках одной

выборки мы рекомендуем программу INEST 2.2;

при использовании программы FreeNA можно не

только оценивать частоту, но и скорректировать

генетическую дистанцию между популяциями с

учетом нуль-аллелей.

Применение статистических подходов при

изучении популяционной генетики A. japonicus, в

частности генетического разнообразия и генети-

ческой дифференциации данной голотурии, мы

считаем необходимым шагом на пути к оценке

состояния диких популяций дальневосточного

трепанга, который является важным промысло-

вым объектом.
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ПРИЛОЖЕНИЕ

Частота нулевых аллелей для пяти локусов выборок
трепанга Apostichopus japonicus по данным статистиче-
ских программ

Локус

Программа
Наличие

нуль-аллелейFreeNA INEST 2.2
MICRO-CHECKER

Oosterhout Chakraborty Brookfield 1 Brookfield 2

Vos
AJ20333 0.2306 0.3262 0.2599 0.4122 0.2191 0.7301 Да

AJ20385 0.0412 0.1536 0.0920 0.0922 0.0634 0.8126 Нет

AJ10675 0.0061 0.0586 0.0179 0.0079 0.0057 0.2120 Нет

AJ13361 0.1073 0.1254 0.1617 0.1912 0.1057 0.2891 Да
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Variation at Nuclear Loci in the Japanese Sea Cucumber Apostichopus japonicus 
(Selenka, 1867) (Echinodermata: Holothuroidea) in Samples

from Peter the Great Bay, Sea of Japan
V. D. Yagodinaa, N. M. Batishchevaa, and V. A. Brykova

aA.V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences,
Vladivostok 690041, Russia

The genetic diversity of the sea cucumber Apostichopus japonicus was assessed using five microsatellite mar-
kers. A total of 122 specimens of sea cucumber from five samples collected in Peter the Great Bay (Sea of Ja-
pan) were examined. All loci were polymorphic. For all samples and loci, the average value of the observed
heterozygosity was 0.461 ± 0.027, the expected heterozygosity was 0.575 ± 0.031. The values of the inbreeding
coefficient were, on average, greater than zero due to the deficiency of heterozygotes. Null alleles were iden-
tified for some microsatellite loci. After their detection, genotyping errors and statistical data were corrected.
The presence of null alleles caused a 1.5–2-fold decrease in the value of observed heterozygosity and led to
deviations from the Hardy–Weinberg equilibrium.

Keywords: Apostichopus japonicus, microsatellites, null alleles, genetic variability



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


