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ВВЕДЕНИЕ 
Гадюки рода Vipera остаются объектом особого внимания исследователей на 

протяжении многих лет. Широкая морфологическая изменчивость, экологическая 
пластичность и относительно высокие темпы эволюции этих гадюк обусловили их 
статус как традиционного модельного объекта, на котором апробируются методы, 
используемые в систематике и популяционной экологии. Тем не менее единого 
мнения в отношении таксономического статуса большинства изучаемых видов или 
подвидов гадюк не существует (Ананьева и др., 2004; Кузьмин, Семенов, 2006; 
Handbuch der Reptilien…, 2005). Не является исключением и гадюка Никольского 
(Vipera nikolskii Vedmederja, Grubant, Rudaeva, 1986), описанная с северо-
восточной части Украины (Ведмедеря и др., 1986) и широко распространенная в 
пойменных и сопредельных биотопах в лесостепной и северной части степной зо-
ны Восточной Европы (Завьялов и др., 2003;Табачишин, Завьялов, 2003; Табачи-
шин и др., 2003; Ананьева и др., 2004; Шляхтин и др., 2006 и др.). Многие спорные 
вопросы таксономического статуса отдельных географических популяций гадюки 
Никольского могут быть решены на современном этапе. Это становится возмож-
ным на основе изучения различий близкородственных видов на молекулярном 
уровне, анализа первичной структуры ДНК.  

В настоящее время полиморфизм нуклеотидной последовательности мито-
хондриальных генов используется для изучения процессов эволюции и реконст-
рукции филогении различных родов и видов животных (Одинцова, Юрина, 2005; 
Kumazawa et al., 1998; Dong, Kumazawa, 2005). Молекулярно-генетический анализ, 
в частности, способствовал решению вопросов дивергенции некоторых популяций 
пресмыкающихся, например ящериц (Гречко и др., 1998; Ананьева, Калябина-
Хауф, 2006). Материнский характер наследования, отсутствие рекомбинаций, вы-
сокий уровень изменчивости – эти уникальные свойства делают митохондриальную 
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ДНК высокоинформативным инструментом генетического анализа. Так, для опре-
деления филогенетических отношений различных видов змей используются резуль-
таты секвенирования нескольких митохондрииальных генов: цитохром b, 16S 
рРНК и НАДН-дегдрогеназы (субъединица 2) (Garriguesa et al., 2005; Ussenbacher 
et al., 2006;). Митохондриальные гены цитохрома b и 16S рРНК гадюки Николь-
ского секвенированы ранее (Lenk et al., 2001), а информация по другим генам на 
современном этапе отсутствует.  

Настоящее исследование является продолжением работ по изучению внутри-
видовой изменчивости гадюк Волжского бассейна на основе секвенирования ми-
тохондриальных генов (Великов и др., 2006 а, б). Оно посвящено определению 
степени генетического родства гадюки Никольского с другими видами рода, оби-
тающими в регионе, на основании секвенирования и анализа митохондриальных 
генов 12S рибосомной РНК и цитохромоксидазы III. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Материалом для настоящего исследования послужили образцы ткани печени 
гадюк обыкновенной (Vipera berus), Никольского (V. nikolskii) и восточной степ-
ной (V. renardi), собранные в 2003 – 2006 гг. на территории Волгоградской, Пен-
зенской, Самарской и Саратовской областей, Чувашской Республики и Республики 

Мордовия (рис. 1, табл. 1).  
ДНК выделяли из заспиртованных об-

разцов печени гадюк. Вес каждого фраг-
мента печени составлял около 100 мг. К из-
мельченной животной ткани добавляли 
500 мкл буфера для экстракции, содержа-
щего 50 мМ Трис-HCl (рН 8.0), 200 мМ 
NaCl, 100 мМ ЭДТА, 1% SDS и 40 мкл про-
теиназы К (10 мг/мл). Суспензию инкуби-
ровали при температуре +55°С в течение 
3 ч с периодическим перемешиванием. По-
сле полного лизиса клеток суспензию ох-
лаждали до комнатной температуры и про-
водили осаждение нуклеопротеидного ком-
плекса этанолом. Для этого к клеточному 
лизату добавляли два с половиной объема 
охлажденного при -20°С 96% этанола в 
присутствии ионов К+ (конечная концен-
трация 0.3М ацетат калия). Затем образцы 

центрифугировали в течение 10 мин при 6000 г, осадок растворяли в 200 мкл деи-
онизованной воды. Депротеинизацию проводили сначала фенолом, затем последо-
вательно смесью фенол-хлороформа (1:1 по объему) и смесью хлороформ-
изоамилового спирта (24:1). Очищенную от белков ДНК трижды промывали ох-
лажденным 70% этанолом. После отмывки ДНК подсушивали и растворяли в 
200 мкл деионизованной воды. 
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Рис. 1. География сбора гадюк на иссле-
дуемой территории. Географическую при-

вязку см. в табл. 1 
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Для ПЦР использовали следующие олигонуклеотидные праймеры: на ген 12S 
рРНК 5/-СTCAATAATAGTGAGACAGCC и 5/-GGTGTGTACGCTCCTCATTGC, 
на ген CO3 5/-AATGACTCACCAGCTACACC и 5/-GGAGCCTCATCAGTATACTG. 

 
Таблица 1 

Выборки гадюк, включенные в исследование 
№ Вид Пол Место и дата сбора Код 
1 V. nikolskii ? ♀ Самарская обл., Ставропольский р-н, урочище «Самарская Лу-

ка», 2003 г. 
VNSam(1) 

♂ VbMor(1)  2 V. berus 
♀ 

Республика Мордовия, Большеберезниковский р-н, окр. с. Су-
досево, 2006 г. VbMor(2) 

3 V. nikolskii ? ♂ Самарская обл., г. Самара (пос. Управленческий), 2003 г. VNSam(2) 
4 V. berus ♀ Чувашская Республика, Алаторский р-н, окр. с. Атрать, 2005 г. VbChuv 
5 V. nikolskii ? ♀ Самарская обл., Ставропольский р-н, окр. с. Жигули, 2005 г. VNSam 

♂ VbPen(1)  
♀ VbPen(2) 

6 V. berus 

♂ 

Пензенская обл., Лунинский р-н, с. Белый Ключ, 2006 г. 

VbPen(3) 
7 V. berus ♂ Республика Мордовия, Чамзинский р-н, окр. с. Киржеманы 

(пойма р. М. Кша), 2006 г. 
VbMor 

8 V. renardi ♀ Волгоградская обл., окр. г. Камышин, 2005 г. Vren 
♀ VNSar(1)  
♂ VNSar(2)  

9 V. nikolskii 

♂ 

Саратовская обл., Аркадакский р-н, окр. с. Летяжевка (пойма 
р. Хопер), 2005 г.  
2006 г. VNSar(3) 

♀ VNSar(4)  
♀ VNSar(5)  

10 V. nikolskii 

♂ 

Саратовская обл., Ртищевский р-н, окр. с. Подгоренка (пойма 
р. Хопер), 2006 г.  

VNSar(6) 
♂ VNSar(7)  11 V. nikolskii 
♀ 

Саратовская обл., Лысогорский р-н, окр. с. Урицкое (пойма 
р. Медведица), 2006 г. VNSar(8) 

♂ VNSar(9)  12 V. nikolskii 
♀ 

Саратовская обл., Аркадакский р-н, окр. с. Ольшанка (пойма 
р. Хопер), 2003 г.  VNSar(10) 

 
Режим ПЦР: денатурация при +94°С (30 с), отжиг праймеров при +59°С 

(40 C), полимеризация при +72°С (1 мин). Результаты анализировали в 1% агароз-
ном геле с использованием маркера молекулярного веса 100 bp DNA Ladder Plus 
(Fermentas) в качестве контроля. Нуклеотидные последовательности митохондри-
альной ДНК гадюк определяли по методу Сенгера с детекцией флуоресцентно ме-
ченых продуктов ПЦР. Циклическое секвенирование очищенных двухцепочечных 
продуктов ПЦР выполнялось на программируемом амплификаторе Терцик МС2 с 
использованием реакционной смеси DTCS, содержащей полимеразу и флуорес-
центно меченые нуклеотиды, в соответствии с протоколом фирмы-изготовителя.  

Анализ нуклеотидных последовательностей проводили на автоматическом се-
квенаторе (лаборатория молекулярной биологии Саратовского госуниверситета) в 
режиме автоматического секвенирования и компьютерной записи нуклеотидной 
последовательности в соответствии с протоколом фирмы-изготовителя оборудова-
ния. Последовательности комплементарных цепей секвенированного гена сочле-
няли вручную. Выравнивание проводили автоматически при помощи программы 
ClustalW.  
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
С помощью специально подобранных праймеров были получены ПЦР-

продукты фрагментов гена 12S рибосомной РНК и цитохромоксидазы (субъеди-
ницы 3) СО III. Полученные ПЦР-продукты очищали и использовали в качестве 

матрицы для секвенирования. В результате 
у 21 экземпляра трех видов гадюк из раз-
личных мест обитания исследуемой терри-
тории была определена первичная структу-
ра фрагментов митохондриальных генов 
12S рибосомной РНК и CO III.  

Общая длина выравнивания для гена 
12S рибосомной РНК составила 669 п.н. В 
результате применения кластерного анализа 
изученные образцы гадюк разделились на 
две группы (рис. 2). Первую группу образо-
вали гадюки из саратовского Правобережья, 
которые соответствуют описанию V. nikol-
skii, а их обитание приурочено к указанно-
му для данного вида ареалу. Гадюки, фор-
мирующие вторую группу, в особенности 
из Чувашской Республики и Республики 
Мордовия, приурочены пространственно в 
своем обитании к области распространения 
V. berus и в целом соответствуют описанию 
указанного вида.  

Наибольший уровень дивергенции ме-
жду двумя группами составил 12 п.н. (уровень гомологии 98.2%). При этом у од-
ного экземпляра V. nikolskii из Саратовской области (Аркадакский район) выявле-
на единичная замена A/G в положении 574 по сравнению с группой, а у двух эк-
земпляров обыкновенной гадюки из Республики Мордовия выявлена единичная 
замена Т/А в положении 294 по сравнению с группой (табл. 2). Одновременно вы-
явлена высокая специфичность восточной степной гадюки по отношению к гадюке 
Никольского и обыкновенной гадюке (см. рис. 2).  

 
Таблица 2 

Сайт замен у гадюк по гену 12S рибосомной РНК 
      2   2   2   4    5   5   5   5   5   6   6   6   6 
 1   1   8   9   0    1   1   5   7   7   0   1   6   6 
 9   2   9   4   6    3   4   1   4   9   4   8   5   6 

VNSam(1)  А  G   T  T  G   A  C   A  A  G  C   C  A  A 
VbMor(1), VbMor(2) 

VNSam(2), VbChuv, VNSam, bPen(1) 
VbPen(2), VbPen(3), VbMor 

VNSar(1) 
VNSar(2 – 10) 

  .    .    .   A   .     .    .    .    .    .     .    .   .    .   
  .    .    .    .    .     .    .    .    .    .     .    .   .    .   
  .    .    .    .    .     .    .    .    .    .     .    .   .    .   
 G  A  C    .   A   G  T   T  G  A  T   T  G  G     
 G  A  C    .   A   G  T   T   .   A  T   T  G  G   

 VNSam(1)
VbMor(1)
VbMor(2)
VNSam(2)
VbChuv 
VNSam 
VbPen(1)
VbPen(2)
VbPen(3)
VbMor 
Vren 
VNSar(1)
VNSar(2)
VNSar(3)
VNSar(4)
VNSar(5)
VNSar(6)
VNSar(7)
VNSar(8)
VNSar(9)
VNSar(10)

 

Рис. 2. Филогенетическое дерево, по-
строенное по данным о нуклеотидных
последовательностях фрагмента гена 
12S рибосомной РНК. Условные обозна-

чения см. в табл. 1 
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Общая длина выравнивания для гена CO III составила 674 п.н. Нуклеотидная 
последовательность гена CO III, как и ожидалось, оказалась менее консервативной 
(по сравнению с геном 12S рибосомной РНК). В результате сравнения выявлена 
сходная кластеризация по двум группам, как и для гена 12S рибосомной РНК 
(рис. 3). При этом у двух экземпляров V. ni-
kolskii из Саратовской области (Лысогор-
ский район) обнаружены единичные заме-
ны Т/С в положении 467, а у таковых из 
Ртищевского района – единичная замена 
G/А в положении 369 по сравнению с груп-
пой (табл. 3). В целом различия между дву-
мя группами составили 19 п.н., что соот-
ветствует 97.18% гомологии.  

В качестве внешней группы была вы-
брана восточная степная гадюка, для кото-
рой также были определены нуклеотидные 
последовательности генов 12S рибосомной 
РНК и цитохромоксидазы III. По результа-
там сравнения нуклеотидных последова-
тельностей митохондриальных генов вос-
точной степной гадюки с двумя группами 
было выявлено, что наиболее удаленными 
оказались черные лесостепные гадюки из 
Саратовской области. Различия составили 
28 и 58 п.н. для этой группы и 25 и 52 п.н. – 
для другой группы по генам 12S рибосом-
ной РНК и CO III соответственно по сравнению со степной гадюкой. В итоге ана-
лиз нуклеотидной последовательности фрагментов генов 12S рибосомной РНК и 
CO III выявил значительную консервативность внутри групп по сравнению с 
V. renardi. 

 
Таблица 3 

Сайт замен у гадюк по гену СО III 
..........................1   1   1   2   2   3   3   4   4   5   5   5   6    6    6 
 2   2   4   5   9   4   4   8   2   3   6   8   6   6   2   4   9   4    1    6 
 0   2   4   6   2   0   9   8   7   6   9   0   7   8   4   2   6   8    4    2 

1 А  C  C  T  G   A   A  C   T  A   G  G  T   G  C  A  C   A  G   A 
VbMor(1),VbMor(2),VNSam(2), 

VbChuv, VNSam, VbPen(1), 
VbPen(2), VbPen(3), VbMor 

VNSar(1, 2, 4, 5, 6, 9, 10) 
VNSar(3) 

VNSar(7), VNSar(8) 

 .   .    .    .    .     .    .     .    .    .    .    .   .    .    .    .     .    .    .     . 
 .   .    .    .    .     .    .     .    .    .    .    .   .    .    .    .     .    .    .     .  
 .   .    .    .    .     .    .     .    .    .    .    .   .    .    .    .     .    .    .     .  
C  T  T  C   A   G  G   T   C  G   .   A   C  A  T  G   T   G  A  G  
C  T  T  C   A   G  G   T   C  G  A  A   C  A  T  G   T   G  A  G  
C  T  T  C   A   G  G   T   C  G   .   A    .   A  T  G   T   G  A  G 

 
Таким образом, результаты проведенного нами исследования показали, что по 

генетическим признакам популяции гадюк Никольского из саратовского Правобе-

 VNSam(1) 
VbMor(1) 
VbMor(2) 
VNSam(2) 
VbChuv 
VNSam 
VbPen(1) 
VbPen(2) 
VbPen(3) 
VbMor 
Vren 
VNSar(7) 
VNSar(8) 
VNSar(1) 
VNSar(2) 
VNSar(4) 
VNSar(5) 
VNSar(6) 
VNSar(9) 
VNSar(10)
VNSar(3) 

 

Рис. 3. Филогенетическое дерево, постро-
енное по данным о  нуклеотидных  после-
довательностях  фрагмента  гена   CO III. 

Условные обозначения см. в табл. 1 
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режья высокоспецифичны. Эти результаты согласуются с имеющимися данными 
по кариотипам изученных гадюк региона (Завьялов и др., 2006; Zavialov et al., 
2006). Исходя из этого, северную границу видового ареала V. nikolskii следует про-
водить по границе Саратовского и Волгоградского водохранилищ. Средневолж-
ские гадюки, которые приурочены пространственно к территории V. berus должны 
быть отнесены к указанному виду.  
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The nucleotide sequence of mitochondrial genome fragments including 12S genes of 
ribosomal RNA and cytochromoxidaze III of Vipera berus, V. nikolskii, and V. renardi 
from the Volgograd, Saratov, Samara and Penza regions, Chuvash Republic and Repub-
lic Mordovia has been determined. The size of the sequences obtained is 669 and 674 
nucleotide pairs, respectively. This makes the practically complete nucleotide sequence 
of the specified genes, except for its short ends. The results of nucleotide sequences has 
divided all the samples into two groups, one comprising V. nikolskii from the Saratov 
region and the other one inclduing V. berus from the Chuvash Republic, Republic Mor-
dovia, the Samara and Penza regions. A distinct position of V. renardi from the Volgo-
grad region in reference to both V. nikolskii and V. berus has been revealed. 
Key words: Vipera, V. berus, V. nikolskii, mitochondrial DNA, Saratov region, Russia. 
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