
СОВРЕМЕННАЯ ГЕРПЕТОЛОГИЯ. 2009. Том 9, вып. 1/2. С. 12 – 17 

 
©   Е.В. Завьялов, Р.В. Ефимов, В.Г. Табачишин, О.А. Помазенко, 2009 

 
УДК [598.115.33:575](470.44/.47) 
 

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПОПУЛЯЦИЙ СТЕПНОЙ ГАДЮКИ –  
VIPERA RENARDI (REPTILIA: VIPERIDAE) 

НИЖНЕГО ПОВОЛЖЬЯ И СОПРЕДЕЛЬНЫХ ТЕРРИТОРИЙ 
ПО РЕЗУЛЬТАТАМ СЕКВЕНИРОВАНИЯ МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ ГЕНОВ 
ЦИТОХРОМА b И с, НАДН-ДЕГИДРОГЕНАЗЫ И 12S РИБОСОМНОЙ РНК 

 
Е.В. Завьялов 1, Р.В. Ефимов 1, В.Г. Табачишин 2, О.А. Помазенко 1 

 
1 Саратовский государственный университет им. Н.Г. Чернышевского 

Россия, 410012, Саратов, Астраханская, 83 
E-mail: biofac@sgu.ru 

2 Саратовский филиал Института проблем экологии и эволюции им. А.Н. Северцова РАН 
Россия, 410028, Саратов, Рабочая, 24 

E-mail: tabachishinvg@sevin.ru 
Поступила в редакцию 14.09.2008 г. 

 
Рассматриваются генетические различия гадюковых змей с территории Поволжья и других регио-
нов России на основе молекулярного анализа. Исследованные экземпляры гадюк рода Vipera по 
результатам сравнения нуклеотидных последовательностей 12S рРНК разделились на три класте-
ра. Первый образовали экземпляры Vipera nikolskii из Саратовской области. Второй сформировали 
экземпляры V. berus из Пензенской области. Степная гадюка образовала отдельный кластер. От 
гадюк из Саратовской области она отличается на 25 п.н., из которых 19 представлены транзиция-
ми и 6-трансверсиями. От гадюк из Пензенской области отличается на 24 п.н., из которых 19 пред-
ставлены транзициями и 5-трансверсиями. В изученном фрагменте гена 12S рРНК у степной га-
дюки была обнаружена делеция размером 2 п.н., отсутствующая у двух первых групп. Следует 
отметить, что нуклеотидная последовательность степной гадюки с крайнего юго-востока саратов-
ского Заволжья отличается на 5 нуклеотидов от остальных степных гадюк с севера саратовского 
Правобережья и Волгоградской области. Во всех сравнениях степная гадюка образовывала от-
дельный кластер. Она находилась практически на равном удалении как от гадюки Никольского, 
так и от обыкновенной гадюки. Полученные сведения рассматриваются нами как основа для даль-
нейших исследований по данной проблеме.  
Ключевые слова: Vipera, Vipera renardi, Vipera nikolskii, Vipera berus, нуклеотидная последова-
тельность, генетическая дистанция.  

 
 

ВВЕДЕНИЕ 
 

Развитие молекулярной генетики на 
современном этапе способствует станов-
лению филогенетики и генной системати-
ки. Данные отрасли знаний находят при-
менение при решении спорных вопросов 
относительно таксонов, систематический 
статус которых не был надежно установ-
лен при использовании традиционных ме-
тодов морфологического анализа. Одним 
из них является восточная степная гадюка 
Vipera (Pelias) renardi (Christoph, 1861), 
имеющая широкий ареал в Восточной Ев-

ропе и Западной Азии (Ананьева и др., 
2004; Бакиев и др., 2004; Табачишина и др., 
2007). Обширные современные морфологи-
ческие исследования показали, что геогра-
фические популяции гадюки с севера ее 
распространения в Поволжье высоко спе-
цифичны. Данное обстоятельство опреде-
ляет вероятность (при накоплении допол-
нительных сведений) выделения их в от-
дельную группировку подвидового ранга 
(Завьялов и др., 2001; Табачишина и др., 
2002). Однако на основании только морфо-
логических, экологических и кариологиче-
ских данных обоснованные выводы  в  этом 
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направлении сделать затруднительно (Вели-
ков и др., 2006; Завьялов и др., 2006). Поэтому 
дальнейшие исследования по данной тематике 
целесообразно проводить с привлечением ме-
тодов молекулярной биологии. 

Особую роль в таксономии животных 
приобрело сравнение нуклеотидных после-
довательностей митохондриальных генов 
(Горбунова, Баранов, 1997; Чемерис и др., 
1999; Калябина-Хауф, Ананьева, 2004; Се-
менова и др., 2004; Garrigues et al., 2005; Ur-
senbacher et al., 2006; Huang et al., 2007). Це-
ль настоящего исследования заключалась в 
выявлении генетических различий между 
популяциями степной гадюки с территории 
Поволжья и других регионов России на ос-
нове анализа молекул ДНК. В задачи работ 
входил сравнительный анализ нуклеотидных 
последовательностей митохондриальных ге-
нов цитохрома b, цитохрома с, НАДН-
дегидрогеназы, 12S рРНК гадюк из районов 
сплошного распространения и окраинных 
поселений рептилий. При анализе микроса-
теллитных локусов необходимо было опре-
делить и сравнить генотипы исследуемых 
экземпляров. Кроме того, ставилась задача 
определения степени генетического родства 
степной гадюки с другими видами рода на 
основании секвенирования и анализа мито-
хондриальной ДНК. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Материалом для данной работы послу-
жили образцы печени и крови гадюк (Vipera 
renardi), собранных на территории Саратов-
ской, Волгоградской областей и Краснодар-
ского края, хранящиеся в Зоологическом му-
зее Саратовского государственного универ-
ситета (табл. 1). Тотальную ДНК из них вы-
деляли по стандартной методике (Sambrook et 
al., 1989), применяемой в отношении репти-
лий. Тотальную ДНК из крови извлекали с 
использованием набора «Diatom Prep 100» 
(ГенЛаб) в соответствии с методикой фирмы 
изготовителя.  

Для проведения полимеразной цепной 
реакции использовали олигонуклеотидные 
праймеры, подобранные по нуклеотидным 

последовательностям из международной ба-
зы данных Genebank (Франция). Секвениро-
вание очищенных двухцепочечных ПЦР 
продуктов митохондриальных генов прово-
дили по методу Сенгера (Sanger et al., 1977). 
Электрофоретическое разделение продуктов 
секвенирующей реакции осуществляли с 
помощью автоматического 8-капиллярного 
ДНК-секвенатора SEQ 2000XL (Bekman 
Coulter). Для выравнивания секвенирован-
ных нуклеотидных последовательностей ми-
тохондриальных генов использовали про-
граммы Clustal W и BioEdit Sequence Align-
ment Editor. Для построения дендрограмм 
применяли пакет прикладных программ 
MEGA 4: Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (Tamura et al., 2007). Анализ флуо-
ресцентно-меченых продуктов амплифика-
ции микросателлитных локусов проводили с 
помощью генетического анализатора 
3130XL (Applied Biosystems). 

 
Таблица 1 

Географическая и количественная характеристика 
сборов Vipera renardi, использованных в анализе 

Место сбора Кол-во 
Саратовская область 

Хвалынский район, окрестности с. Ст. Ле-
бежайка 

2 

Александровогайский район, окрестно-
сти с. Ветелки 

2 

Волгоградская область 
Камышинский район, окрестности г. Ка-
мышина 

1 

Краснодарский край 
Ейский район, окрестности пос. Ясен-
ская Переправа 

1 

Горячеключевской район, окрестности 
пос. Молькино 

1 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Для исследования межвидовых взаи-
моотношений степной гадюки с другими ви-
дами этого рода было решено использовать 
сравнение нуклеотидных последовательно-
стей митохондриальных генов цитохрома b, 
цитохрома с, НАДН-дегидрогеназы и 
12S рРНК. На основе сравнения нуклеотид-
ных последовательностей гена цитохрома b 
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V. renardi, V. nikolskii, V. berus и V. barani 
были рассчитаны генетические дистанции 
(табл. 2). В ходе анализа использовался так-
же ген НАДН-дегидрогеназы. При этом 
сравнивались нуклеотидные последователь-
ности степной гадюки с последовательно-
стями гадюк Никольского и обыкновенной. 
Различия между ними составили 40 п.н. 

 
Таблица 2 

Уровень генетических различий между видами 
гадюковых змей рода Vipera по цитохрому b 

Вид Вид V. berus V. nikolskii V. barani V. renardi
V. berus 0.000 – – – 
V. nikolskii 0.005 0.000 – – 
V. barani 0.020 0.018 0.000 – 
V. renardi 0.027 0.025 0.018 0.000 

 
На следующем этапе работ анализиро-

вались нуклеотидные последовательности 
митохондриального гена цитохром с оксида-
зы. Для сравнения были взяты нуклеотидные 
последовательности фрагмента гена СО III 
(733 п.н.) гадюки Никольского из Саратов-
ской области, а также обыкновенные гадюки 
из Пензенской области (Ефимов и др., 2007). 
Постановка секвенирующей реакции прово-
дилась с использованием 2 мкл очищенной 
ДНК, 3.2 пМ каждого праймера и набора 
DTCS (Beckman Coulter). Определение нук-
леотидной последовательности было выпол-
нено на автоматическом секвенаторе SEQ 
2000 XL в режиме автоматического секвени-
рования на базе лаборатории молекулярной 
биологии Саратовского госуниверситета. Сек-
венированные нуклеотидные последователь-
ности тяжелой и легкой цепей были сочлене-
ны вручную.  

Для определения генетических дистан-
ций между исследованными экземплярами 
использовали величину р-дистанций. Для ис-
следованных экземпляров дистанции рассчи-
тывались с помощью программы MEGA 4 – 
Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
(Tamura et al., 2007). Полученные результаты 
сведены в табл. 3. 

На основе полученных результатов 
было построено «филогенетическое дерево» 

(рис. 1). Экземпляр степной гадюки образо-
вал отдельный кластер, что свидетельствует 
о принадлежности данного экземпляра к са-
мостоятельному виду (Ефимов и др., 2008).  

 
Таблица 3 

Генетические дистанции гадюк рода Vipera,  
рассчитанные на основе анализа нуклеотидной 

последовательности СО III 

Вид Вид V. renardi V. nikolskii V. berus 
V. renardi 0.000 – – 
V. nikolskii 0.079 0.000 – 
V. berus 0.071 0.026 0.000 

 
На следующем этапе анализировались 

нуклеотидные последовательности мито-
хондриального гена 12S рРНК. Для проведе-
ния амплификации его фрагмента были ис-
пользованы праймеры, подобранные по нук-
леотидной последовательности степной га-
дюки из базы данных Genebank (EF012817). 
Помимо нуклеотидных последовательностей 
V. renardi для сравнения использовались га-
дюки Никольского и обыкновенная из Сара-
товской и Пензенской областей. 

Все исследованные экземпляры гадюк 
по результатам сравнения нуклеотидных по-
следовательностей 12S рРНК разделились на 
три кластера. Первый кластер образовали 
экземпляры гадюки Никольского из Сара-
товской области. Второй сформировали эк-
земпляры гадюки обыкновенной из Пензен-
ской области. Степная гадюка образовала 
отдельный кластер. При попарном ее срав-
нении с представителями первых двух групп 
были получены следующие результаты. От 
V. nikolskii из Саратовской области она от-

 

0.01

Vipera renardi

Vipera nikolskii 

Vipera berus 

 
Рис. 1. «Филогенетическое дерево», построенное 
по данным нуклеотидной последовательности 
фрагмента гена СО III с использованием метода 

минимальной эволюции 
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личается на 25 п.н., из которых 19 представ-
лены транзициями и 6 трансверсиями. От 
V. berus из Пензенской области отличается 
на 24 п.н., из которых 19 представлены тран-
зициями и 5 трансверсиями. В изученном 
фрагменте гена 12S рРНК у степной гадюки 
была обнаружена делеция размером 2 п.н., 
отсутствующая у двух первых групп. Следу-
ет отметить, что нуклеотидная последова-
тельность степной гадюки из Александрово-
гайского района отличается на 5 нуклеоти-
дов от остальных степных гадюк из саратов-
ского Заволжья и Волгоградской области. Во 
всех сравнениях степная гадюка образовы-
вала отдельный кластер. Она находилась 
практически на равном удалении как от га-
дюки Никольского, так и от обыкновенной 
гадюки.  

Митохондриальная ДНК в связи с ма-
теринским характером наследования не по-
зволяет анализировать гибридные особи. 
Большим подспорьем в данной ситуации яв-
ляется изучение ядерной ДНК. Наиболее 
часто используемыми ядерными маркерами 
для анализа генетического полиморфизма 
популяций являются микросателлитные ло-
кусы (Сингер, Берг, 1998; Иванов, Киселев, 
2005). В связи с этим для исследования 
внутривидовой вариабельности гадюк и ана-
лиза возможности гибридизации было реше-
но использовать микросателлитные локусы. 
Для степных гадюк из Саратовской, Волго-
градской областей и Краснодарского края 
исследован микросателлитный локус 7 – 87. 
Выявлены следующие генотипы: Ren1 – 154, 
166, Ren2 – 160, 170, Ren3 – 154, Ren4 – 172, 
174 п.н. (рис. 2).  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В ходе осуществленных исследований 
впервые удалось секвенировать ген цито-
хрома с оксидазы для степной гадюки и де-
понировать полученные материалы в базу 
данных Genebank:  
LOCUS EU625371 733 bp DNA linear VRT 
05-APR-2008  
1 ccaagcccat gacctcttac gggggcagca agctcactac 
ttctagcctc aggtttagcc 

61 ctgtggttcc atacaacttc aacaattgta ttgaagttag 
gtttacttac catctcccta  
121 accctcatcc aatggtgacg cgatgtagtt cga-
gaaagca cctaccaagg acatcacacc 
181 acaggcgtcc aaaaaaacat acgctacggc ataatcc-
tat tcattacatc agaagttttc 
241 tttttcctgg ggttcttctg gacgctatac catgttagcc 
tggtacccac cccagaacta  
301 ggtgcagagt gaccgccaac tggcatctcc 
cccttaaacc ctatagacgt ccctctactt 
361 aacactgcag ttctactatc atctggggca acaattactt 
gatctcacca ctctttaata 
421 aaagggaaca agaaagaagc aacctatgct 
ctaataatca ctattatact cggtgtttac  
481 tttacagccc ttcaagtatc agaatatata gacaccccat 
ttaccatctc agacagcgta 
541 tacgggtcat tattttttgt agctacaggt ttccatggcc 
tccatgttat aatcggaacc 
601 tcattcttac taacttgcct aatacgccta attaagttcc 
actttacaac cacccaccac 
661 tttggatacg aagcagcaat ctgatattga cacttcgtag 
acatcgtatg acttttccta 
721 tatatttcag tat  
 

 

На данном этапе исследований пока не 
представляется возможным более точно оп-
ределить таксономическое положение по-
волжских популяций восточной степной га-
дюки. Однако полученные сведения рассмат-
риваются нами как основа для дальнейших 
исследований по данной проблеме. Кроме то-
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V. ren1 
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Рис. 2. Электрофореграмма разделения продуктов 
ПЦР микросателлитного локуса 7 – 87 для степ-
ных гадюк из Волгоградской области (V. ren1 –
2), Краснодарского края (V. ren3) и  Хвалынского

района Саратовской области (V. ren4) 
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го, выявленные генетические различия между 
восточной степной гадюкой и другими так-
сонами рода служат еще одним доказательст-
вом их видовой самостоятельности. 
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GENETIC CHARACTERISTICS OF VIPERA RENARDI (REPTILIA: VIPERIDAE) 
POPULATIONS IN THE LOWER-VOLGA REGION AND ADJACENT TERRITORIES 
FROM SEQUENATION OF MITOCHONDRIAL GENES OF CYTOCHROME b AND c, 

NADN-DEHYDROGENASE AND 12S RIBOSOMIC RNA 
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Genetic distinctions of viper snakes in the Volga region and other regions of Russian Federation 
are considered on the basis of molecular analysis. The examined specimens from the Vipera ge-
nus were divided into three clusters by comparison of their nucleotide sequences 12S rRNA. 
The first one is formed by the Vipera nikolskii specimens from the Saratov region. The second 
one is generated by the V. berus specimens from the Penza region. V. renardi forms a separate 
cluster. It differs from the Saratov region vipers by 25 p.n., of which 19 are presented as transi-
tions and 6 ones are transversions. It differs from the Penza region vipers by 24 p.n., of which 
19 are presented as transitions and 5 are transversions. In the examined fragment of the 12S 
rRNA gene in V. renardi a deletion was found out of a 2 p.n. size, absent in the two first groups. 
It is necessary to note that the nucleotide sequence of V. renardi from the extreme southeast of 
the Saratov Trans-Volga region differs by 5 nucleotides from the other steppe vipers from the 
Northern Saratov Right-Volga-bank and Volgograd regions. In all the comparisons, V. renardi 
forms a separate cluster. It was practically at an equal distance from both V. nikolskii and 
V. berus. The obtained information is considered by us as a basis for further research on the 
problem. 
Key words: Vipera, Vipera renardi, Vipera nikolskii, Vipera berus, nucleotide sequence, ge-
netic distance.  




