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Термофильные микроорганизмы представляют особый интерес с точки зрения филогенетики и
изучения эволюции прокариот, так как многие из них являются представителями глубоких филоге-
нетических ветвей дерева жизни. Этим обстоятельством обусловлено то, что многие широко приме-
няемые универсальные праймерные системы на ген 16S рРНК элиминируют из спектра детекции те
или иные группы термофильных прокариот. В данной работе мы проанализировали известные на
сегодняшний день системы праймеров на ген 16S рРНК с целью оценки их способности выявлять
представителей глубоких филогенетических линий прокариот, содержащих термофильные микро-
организмы. Показано, что использование большинства из опубликованных систем праймеров мо-
жет вести к элиминации тех или иных групп термофильных прокариот. На основании in silico ана-
лиза уже существующих систем праймеров была выбрана система праймеров на V3−V4 регион гена
16S рРНК, которая обладает минимизированным эффектом элиминации групп термофильных про-
кариот. При использовании высокопроизводительного секвенирования проведен анализ предложен-
ной системы праймеров в сравнении с ранее опубликованными системами. В результате статистиче-
ского анализа результатов секвенирования, основанного на подсчете индекса Шеннона и значения
Chao1, показана высокая эффективность использования предложенной системы при анализе мик-
робных сообществ высокотемпературных источников Камчатки.
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За последние несколько лет благодаря техноло-
гии высокопроизводительного секвенирования и
метагеномным подходам к исследованию микроб-
ных сообществ, а также успехам в культивировании
микроорганизмов новых глубоких филогенетиче-
ских линий, наши представления о филогенетиче-
ском разнообразии прокариот были значительно
расширены (Mori et al., 2009; Parks et al., 2017; So-
rokin et al., 2018). Одновременно с этим возрастает
необходимость и востребованность модификации и
улучшения имеющихся методов качественной и ко-
личественной оценки состава микробных сооб-
ществ с целью повышения их инклюзивности в от-
ношении новых таксонов и филогенетических ли-
ний микроорганизмов.

На сегодняшний день стандартом высокоин-
формативного анализа состава микробных сооб-
ществ является метод профилирования по гену
16S рРНК с использованием технологий высоко-
производительного секвенирования (Caporaso
et al., 2011). Главным преимуществом этого мето-
да является возможность анализировать сотни об-

разцов, получая при этом тысячи последователь-
ностей для каждого образца, при относительно не-
высокой себестоимости самого анализа (de Muinck
et al., 2017). Благодаря этому за последние годы
было проведено огромное количество исследова-
ний состава как симбиотических, так и свободно-
живущих микробных сообществ (Hugerth, An-
dersson, 2017). Одним из главных недостатков
данного метода является значительная обуслов-
ленность получаемых результатов выбором той
или иной праймерной системы (Yang et al., 2016;
Thijs et al., 2017; Peng et al., 2018). К сожалению, на
сегодняшний день так и не удалось создать систе-
му универсальных праймеров на ген 16S рРНК,
которая бы позволяла с одинаковой эффективно-
стью амплифицировать участки этого гена всех
известных филогенетических линий прокариот.

Термофильные микроорганизмы и их сообще-
ства вызывают живой интерес ученых на протя-
жении четырех последних десятилетий, что обу-
словлено несколькими причинами. Во-первых,
ряд теорий основывается на предположении, что
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именно термальные места обитания стали местом
зарождения жизни на нашей планете (Russell
et al., 1988; Martin, Russell, 2003; Martin et al., 2008;
Mulkidjanian et al., 2012). Во-вторых, многие эко-
топы, ассоциированные с геотермальной актив-
ностью, способны существовать независимо от
энергии Солнца (McCollom, Shock 1997; Preiner
et al., 2018). В-третьих, исследование термофильных
микроорганизмов имеет важное практическое зна-
чение, поскольку они способны синтезировать тер-
мостабильные внеклеточные ферменты, ценные
для биотехнологии (Dalmaso et al., 2015; Counts
et al., 2017; Wohlgemuth et al., 2018). Наконец, ряд
термофильных микроорганизмов представляют
особый интерес для филогенетики и изучения
эволюции прокариот, так как являются предста-
вителями глубоких филогенетических ветвей дере-
ва жизни (Miroshnichenko, Bonch-Osmolovskaya,
2006; Takai, Nakamura, 2011; Weiss et al., 2017).
Именно последним обстоятельством объясняется
тот факт, что многие широко применяемые универ-
сальные праймерные системы на ген 16S рРНК
элиминируют ряд глубоких филогенетических
групп термофильных прокариот.

Горячие источники Камчатки являются мо-
дельными объектами изучения термофильных мик-
робных сообществ. Целью настоящего исследова-
ния было проанализировать известные на сего-
дняшний день системы праймеров на ген 16S рРНК
для оценки их способности амплифицировать гены
представителей глубоких филогенетических линий
прокариот, содержащих термофильные микроорга-
низмы, на примере микробных сообществ горя-
чих источников Камчатки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования – три термофильные

микробные сообщества, образцы которых были
получены в ходе экспедиции в кальдеру Узон
(Кроноцкий государственный заповедник, Кам-
чатка) в 2015 году. Образцы были отобраны из го-
рячих источников “Солнечный” (температура
52°С; pH 6.1; Eh –34 мВ), “Термофильный” (тем-
пература 67°С; pH 6.1; Eh –90 мВ) и “Извилистый”
(температура 77°С; pH 5.85; Eh 20 мВ). Образцы от-
бирали в 50 мл стеклянные флаконы с газонепрони-
цаемыми пробками, которые были затем герметич-
но запечатаны и транспортированы в лабораторию
при температуре окружающей среды. Кроме того,
в некоторых экспериментах использовали обра-
зец человеческого кала как пример мезофильного
микробного сообщества.

Секвенирование библиотек 16S рРНК. ДНК из
образцов выделяли по ранее описанной методике
(Lever et al., 2015). Приготовление библиотек
фрагментов 16S рРНК осуществляли путем одно-
го раунда амплификации согласно методике Fad-
rosh et al. (2014). В качестве последовательностей,
фланкирующих V3−V4 гипервариабельный уча-

сток гена 16S рРНК, были использованы участки
отжига праймеров Pro-341F–Pro-805R (Takahashi
et al., 2014). Помимо праймеров Pro-341F–Pro-
805R проводили анализ эффективности профи-
лирования для пары праймеров 341F (Frey et al.,
2016) и Pro-mod-805R (эта работа), а также
I-341F–Pro-mod-I-805R. В качестве последователь-
ностей, фланкирующих только V4 гипервариабель-
ный участок гена 16S рРНК, использовали участки
отжига праймеров UNIV-515F–UNIV-806R (Capo-
raso et al., 2012). Для постановки ПЦР использо-
вали 5× Taq Red buffer и HS Taq полимеразу (“Ев-
роген”, Россия) в соответствии с рекомендациями
производителя. Конечная концентрация прайме-
ров во всех случаях была 1 мкМ. Конечный объем
реакции составлял 30 мкл. Каждый образец ДНК
был амплифицирован в трех повторностях. Затем
повторности объединяли и визуализировали в 2%
агарозном геле при длине волны 470 нм. Нужную
полосу ДНК вырезали и очищали при помощи
набора Standard Cleanup Gel Extraction Kit (“Ев-
роген”, Россия). Концентрацию ДНК определя-
ли на флуориметре Qubit® 2.0 c набором реагентов
HS Assay Kit (“Life Technologies”, США). Перед
секвенированием библиотеки эквимолярно сме-
шивали и разводили полученный раствор ДНК до
4 нМ. Дальнейшую денатурацию пула библиотек
и подготовку к секвенированию проводили со-
гласно стандартному протоколу Illumina Sample
Preparation Guide на платформе MiSeq с исполь-
зованием набора MiSeq Reagent Kit v3 (600 циклов)
(“Illumina”, США). Первичная обработка данных,
формирование ОТЕ-таблицы, анализ таксономи-
ческого состава и альфа-метрик разнообразия были
проведены с помощью QIIME (версия 1.9.1; Capo-
raso et al., 2010) и сервиса SILVA online data analysis
service (Quast et al., 2013). Все полученные данные
секвенирования депонированы в NCBI BioProject
PRJNA546132.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор региона гена 16S рРНК для разработки

универсальных праймеров. На первом этапе рабо-
ты нами in silico были проанализированы 85 уни-
кальных последовательностей праймеров на ген
16S рРНК, считающихся универсальными для
бактерий, архей или для обоих прокариотических
доменов жизни (табл. 1). Все праймеры были раз-
биты на группы в зависимости от участка гена
16S рРНК, на который они были разработаны ав-
торами. Затем для каждого участка было подсчи-
тано среднее покрытие этими праймерами фило-
генетического разнообразия бактерий и архей по
отдельности. Анализ производили с использова-
нием online ресурса Silva TestProbe 3.0 (Quast et al.,
2013).

На основе полученных данных в качестве це-
левого был выбран V3−V4 регион гена 16S рРНК:
этот регион фланкируется 337–365 и 781–806
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консервативными участками гена 16S рРНК в со-
ответствии с нумерацией нуклеотидов, основан-
ной на номенклатуре для Escherichia coli. Участок
781–806 имеет наилучшие показатели покрытия
бактерий и архей – 91.3 и 90.7% соответственно,
тогда как участок 337–365 дает 87.4 и 73.8% по-
крытия соответственно. Показатели по покры-
тию других участков были значительно хуже: уча-
сток 515–540 показывает относительно слабое
покрытие архей (54.7%), тогда как участки 1492–
1510 и 1390–1407 демонстрируют относительно
слабое покрытие бактерий (71.1 и 78.9% соответ-
ственно). Средняя длина ампликона при исполь-
зовании консервативных участков 337–365 и
781–806 составляет 464 нуклеотида (Klindworth
et al., 2013), что хорошо подходит для широко ис-
пользуемого высокопроизводительного секвенато-
ра Illumina MiSeq с применением наборов реакти-
вов, обеспечивающих общую длину чтения 500 нук-
леотидов и более. Кроме того, такая длина
ампликона обеспечивает более высокую информа-
тивность анализа, в сравнении с часто применяю-
щимся анализом V4 региона. Наши выводы согласу-
ются с данными многих публикаций, в которых
применимость V3−V4 региона для анализа микроб-
ных сообществ оценивалась выше по сравнению с
другими регионами: анализ этого региона давал
большее количество таксонов прокариот в природ-
ных микробных сообществах и более адекватное
описание искусственно сформированных микроб-
ных ассоциаций (Castelino et al., 2017; Graspeuntner
et al., 2018).

In silico анализ опубликованных универсальных
праймеров на V3−V4 регион гена 16S рРНК. Нами
было in silico проанализировано 13 часто приме-
няющихся праймеров на 337–365 позицию гена
16S рРНК и 15 часто применяющихся праймеров

на 781–806 позицию гена 16S рРНК (табл. 2). В
результате этого анализа было показано, что ис-
пользование всех опубликованных систем прай-
меров может вести к элиминации тех или иных
групп термофильных прокариот и/или других
экологически значимых групп микроорганизмов.
Анализ производился с использованием online
ресурса Silva TestProbe 3.0 (Quast et al., 2013).

Для подбора праймерной системы с миними-
зированным эффектом элиминации групп тер-
мофильных прокариот были получены консен-
сусные последовательности для всех проанали-
зированных праймеров на 337–365 и 781–806
позиции гена 16S рРНК. Для позиции 337–365,
таким образом, была получена последователь-
ность 5'-CCTAYGGRNBGCWSCAG-3', кодиру-
ющая смесь из 192 индивидуальных олигонуклео-
тидов, а для позиции 781–806 последовательность
5'-GACTACNVGGGTHTCTAAKCC-3', кодирую-
щая смесь из 72 индивидуальных олигонуклеоти-
дов. Каждый из этих индивидуальных олигонук-
леотидов затем был отдельно проанализирован с
использованием online ресурса Silva TestProbe 3.0
(Quast et al., 2013) с целью выявления последова-
тельностей, необходимых для наиболее полного
покрытия разнообразия термофильных прокари-
от и других экологически значимых групп микро-
организмов.

Для позиции 337–365 было получено 19 зна-
чимых вариантов индивидуальных олигонук-
леотидов, а для позиции 781–806 – 20 значимых
вариантов. Затем для данного набора индиви-
дуальных олигонуклеотидов были сгенерирова-
ны консенсусные последовательности. Для по-
зиции 337–365, таким образом, получена после-
довательность 5'-CCTAYGGGDBGCWSCAG-3',
а для позиции 781–806 – последовательность

Таблица 1. Анализ среднего покрытия разнообразия бактерий и архей праймерами в зависимости от консерва-
тивного участка гена 16S рРНК

* Нумерация нуклеотидов 16S рРНК основана на номенклатуре Escherichia coli.

Участок*

Количество 
проанализиро-

ванных 
праймеров

Покрытие, %

праймеры, 
специфичные

к домену Bacteria

праймеры, 
специфичные

к домену Archaea

универсальные праймеры

бактерии археи

967–985 3 62.0 – – –
906–935 12 84.7 80.7 – –

7–38 10 79.4 67.9 – –
781–806 12 81.2 86.7 91.3 90.7
515–540 17 89.6 86.4 91.0 54.7
337–365 12 90.5 66.1 87.4 73.8

1492–1510 3 – – 71.1 78.4
1390–1407 5 – – 78.9 72.5
1091–1114 2 85.6 – – –
1061–1080 4 89.0 – – –
1046–1070 5 62.4 – – –
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Таблица 2. Анализ опубликованных праймеров на 337–365 и на 781–806 участки гена 16S рРНК

Олигонуклеотидная
последовательность (5'–3') Ссылка

Пример элиминируемых 
групп термофильных 
прокариот (покрытие 

разнообразия менее 70%)

Пример элиминируемых 
экологически значимых 

групп прокариот 
(покрытие разнообразия 

менее 50%)

Позиция 337–365*
CCTACGGGNBGCASCAG Takahashi et al., 2014 p_Acetothermiia p_Thaumarchaeota;

p_Planctomycetes
GGCCCTAYGGGGYGCASCAGGC Kublanov et al., 2009 d_Bacteria;

p_Nanoarchaeaeota
d_Bacteria

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG el Fantroussi et al., 
1999

d_Archaea d_Archaea

CCTACGGGRSGCAGCAG Baker et al.,
2003

p_Korarchaeota;
p_Nanoarchaeaeota

p_Thaumarchaeota;
p_Planctomycetes

GYGCASCAGKCGMGAAW Takai, Horikoshi, 
2000

d_Bacteria;
p_Korarchaeota

d_Bacteria

CCTACGGGAGGCAGCAG Juck et al., 2000 d_Archaea d_Archaea
TCCTACGGGAGGCAGCAGT Li et al., 2010 d_Archaea d_Archaea
CCTACGGGNGGCWGCAG Herlemann et al., 

2011
d_Archaea d_Archaea

TACGGRAGGCAGCAG Nossa et al., 2010 d_Archaea d_Archaea
CCCTACGGGGYGCASCAG Ovreås et al., 1997 d_Bacteria;

p_Thaumarchaeota
d_Bacteria

TGCTGCCTCCCGTAGGAGT (RC) Fierer et al., 2008 d_Archaea d_Archaea
GGAGGCAGCAGTRRGGAAT Nossa et al., 2010 d_Archaea d_Archaea
CCTAYGGGDBGCWSCAG Frey et al., 2016 p_Korarchaeota –

Позиция 781–8061

GGACTACSSGGGTATCTA (RC) Baker et al., 2003 d_Bacteria;
p_Nanoarchaeaeota

d_Bacteria

GGACTACVSGGGTATCTAAT Wang, Qian, 2009 d_Bacteria;
p_Nanoarchaeaeota

d_Bacteria

GGACTACCAGGGTATCTAAT Wang, Qian, 2009 d_Archaea;
p_Thermotogae

d_Archaea

GGACTACHVGGGTATCTAAT Walters et al., 2011 p_Acetothermia;
p_Nanoarchaeaeota

p_Chloroflexi

AGGATTAGATACCCTGGTA Andersson et al., 
2008

d_Archaea;
p_Thermosulfidibacteraeota 
p_Thermotogae

d_Archaea

TACNVGGGTATCTAATCC Claesson et al., 2010 – p_Chloroflexi
CTACCAGGGTATCTAATCC Juck et al., 2000 d_Archaea;

p_Acetothermia
d_Archaea

TACHVGGGTATCTAAKCC Lucena et al., 2010 p_Acetothermia;
p_Hydrothermae

p_Chloroflexi

GGACTACCAGGGTATCTAATCCT-
GTT

Li et al., 2010 d_Archaea;
p_Thermotogae

d_Archaea

GACTACCAGGGTATCTAAT Frank et al.,
2007

d_Archaea;
p_Acetothermia;
p_Deinococcus-Thermus

d_Archaea

GACTACHVGGGTATCTAATCC Herlemann et al., 
2011

p_Nanoarchaeaeota P_Chloroflexi
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* Нумерация нуклеотидов 16S рРНК основана на номенклатуре E. coli; приставка “d_” перед таксономической группой ука-
зывает на ранг домена, “p_” – на ранг филума. Классификация дана в соответствии с базой данных SILVA SSU r132.

CTACCRGGGTATCTAATCC Nossa et al., 2010 d_Archaea;
p_Acetothermiia

d_Archaea;
p_Cyanobacteria

GACTACNVGGGTATCTAATCC Takahashi et al., 2014 c_Anaerolineae –
GGACTACHVGGGTWTCTAAT Caporaso et al., 2011 p_Acetothermia;

p_Hydrothermae
–

GGACTACNVGGGTHTCTAAT Frey et al., 2016 – p_Omnitrophicaeota

Олигонуклеотидная
последовательность (5'–3') Ссылка

Пример элиминируемых 
групп термофильных 
прокариот (покрытие 

разнообразия менее 70%)

Пример элиминируемых 
экологически значимых 

групп прокариот 
(покрытие разнообразия 

менее 50%)

Таблица 2.   Окончание

5'-GACTACNVGGGTMTCTAATCC-3'. Именно
эти последовательности праймеров были задей-
ствованы для дальнейшего анализа. Полученная
последовательность для позиции 337–365 точно
соответствует последовательности праймера 341F
(Frey et al., 2016), а праймер на позицию 781–806
назван нами Pro-mod-805R (по аналогии с Taka-
hashi et al., 2014). Далее был проведен сравнитель-
ный анализ покрытия отдельных филогенетических
групп прокариот парой праймеров 341F – Pro-mod-
805R и двумя другими наиболее широко применяе-
мыми парами праймеров: Pro341F–Pro805R (Taka-
hashi et al., 2014) и UNIV515F–UNIV806R (Caporaso
et al., 2012) (табл. 3). Этот вид анализа был прове-
ден с использованием online ресурса Silva Test-
Prime 1.0 (Quast et al., 2013).

Проведенный анализ показал, что система
341F–Pro-mod-805R дает наибольший процент
покрытия разнообразия как архей, так и бактерий
в целом. При этом разнообразие некоторых групп
архей и бактерий лучше покрывается парой прай-
меров UNIV515F–UNIV806R (Caporaso et al.,
2012). В частности, недавно предложенный фи-
лум Asgardaeota (Zaremba-Niedzwiedzka et al., 2017;
здесь и далее классификация дана в соответствии
с базой данных SILVA SSU r132) покрывается па-
рой праймеров UNIV515F–UNIV806R на ~78%,
тогда как анализированные пары праймеров на
V3−V4 регион почти полностью элиминируют эту
группу архей. Прирост в покрытии разнообразия
при использовании пары праймеров UNIV515F–
UNIV806R наблюдается и для двух других групп
архей – филума Korarchaeota и класса Woesear-
chaeia. В сравнении с парой праймеров 341F–Pro-
mod-805R покрытие возрастает от 33.3 до 45.5% и
от 49.2 до 79.2% соответственно. Однако в целом
пара праймеров UNIV515F–UNIV806R покрыва-
ет архейное разнообразие значительно хуже, чем
пара праймеров 341F–Pro-mod-805R: 52.9 и 81.6%
соответственно. В частности, пара праймеров
UNIV515F–UNIV806R почти полностью элими-

нирует филумы Crenarchaeota и Thaumarchaeota, а
также класс Nanoarchaeia. Значительный прирост
в покрытии разнообразия при использовании па-
ры праймеров UNIV515F–UNIV806R наблюдает-
ся также для двух групп бактерий – филума Cya-
nobacteria и филума Planctomycetes, однако в целом
пара праймеров UNIV515F–UNIV806R покрыва-
ет бактериальное разнообразие несколько хуже,
чем пара праймеров 341F–Pro-mod-805R: 86.8 и
88.1% соответственно. Так, например, пара прай-
меров UNIV515F–UNIV806R элиминирует зна-
чительную часть разнообразия филотипов филу-
мов Acetothermia, Caldiserica, Hydrothermae и др.

In vitro анализ предложенной системы праймеров
в сравнении с ранее опубликованными. На следую-
щем этапе работы мы провели эксперименталь-
ный анализ системы 341F–Pro-mod-805R в срав-
нении с ранее опубликованными системами
Pro341F–Pro805R и UNIV515F–UNIV806R. Кроме
того, в качестве эксперимента нами был использо-
ван аналог пары праймеров 341F–Pro-mod-805R,
но с заменой высоковырожденных нуклеотидов
(D, B, V и N) на дезоксиинозин. Дезоксиинозин
был впервые обнаружен на 5'-конце антикодонов
тРНК, что позволяет им узнавать разные кодоны
матричной РНК в ходе биосинтеза белка. Эта по-
зиция известна как “колеблющееся” (англ. wob-
ble) положение Уотсона–Крика (Crick, 1966).
Дезоксиинозин образует водородные связи с лю-
бым из четырех основных нуклеотидов, однако
термодинамическая стабильность таких пар будет
не одинакова (Watkins, SantaLucia, 2005). Тем не
менее, замена вырожденных оснований в ПЦР
праймерах на дезоксиинозин была успешно при-
менена во многих случаях, при этом было зафик-
сировано значимое повышение эффективности
ПЦР в сравнении со стандартными вырожденны-
ми праймерами (Patil, Dekker, 1991; Palva et al.,
1994). Последовательность использованных нами
праймеров с дезоксиинозином была следующая:
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I-341F 5'-CCTAYGGGIIGCWSCAG -3' и Pro-mod-
I-805R 5'-GACTACIIGGGTMTCTAATCC-3'.

Статистический анализ системы 341F–Pro-
mod-805R, в сравнении с ранее опубликованны-
ми системами Pro341F–Pro805R и UNIV515F–
UNIV806R, был проведен на образцах тотальной
ДНК микробных сообществ трех горячих источ-
ников Камчатки и одного образца человеческого
кала. Результаты представлены в табл. 4. Анали-
зируемыми показателями были индекс Шеннона
и значение Chao1. Индекс Шеннона – это пока-
затель разнообразия видов (типов) живых су-
ществ в экосистеме, который основан на средне-
взвешенном геометрическом значении пропор-
циональной доли вида в сообществе (Tuomisto,
2010). Достоинством этого индекса является то,
что он учитывает как общее количество видов,
так и неоднородность их представленности в эко-
системе. Значение Chao1 – это прогнозируемое
количество видов (типов) в сообществе, которое
основывается на имеющейся выборке и учитыва-
ет количество видов, представленных единожды
или дважды в выборке (Chao, 1984). Таким обра-
зом, Chao1 – это показатель количества видов в
сообществе при минимизации эффекта влияния
объема выборки. Для всех проанализированных
образцов была взята стандартизованная выборка
в 10000 последовательностей.

Из анализа полученных результатов следует,
что в трех из четырех типов микробных сооб-
ществ показатель Chao1 имеет наибольшее зна-
чение при использовании подобранной нами
системы праймеров 341F–Pro-mod-805R. Ис-
ключением является образец микробного сооб-
щества источника “Солнечный”, где системы
Pro341F–Pro805R и UNIV515F–UNIV806R дают
более высокие значения Chao1. Наибольший ин-
декс Шеннона был получен при использовании
системы 341F–Pro-mod-805R для образцов мик-
робных сообществ источников “Извилистый” и
“Термофильный” (температура 77 и 67°С соот-
ветственно). В случае ист. “Солнечный” (темпе-
ратура 52°С) наибольшее значение индекса Шен-
нона было достигнуто при использовании пары
праймеров UNIV515F–UNIV806R, а в случае ана-
лиза образца кала – при использовании пары
праймеров – Pro805R. Таким образом, на данном
этапе мы можем говорить о том, что использова-
ние системы 341F–Pro-mod-805R будет оправда-
но при анализе микробных сообществ, адаптиро-
ванных к высоким температурам, тогда как при
анализе мезофильных микробных сообществ
(кал) или умеренно термофильных микробных
сообществ (ист. “Солнечный”) положительный
эффект не наблюдается. Интересно, что при ана-
лизе индекса Шеннона система I-341F–Pro-mod-
I-805R ни в одном из случаев не показывает луч-
ший результат. При анализе источников с высо-
кой температурой она показывает средний ре-
зультат, в случае мезофильных микробных сооб-

ществ (кал) или умеренно термофильных
микробных сообществ (ист. “Солнечный”) – худ-
ший результат. По всей видимости, это связано со
значительной разницей в термодинамической ста-
бильности пар I−C, I−G, I−A и I−T (Watkins, SantaLu-
cia, 2005). Отметим также, что показатели индекса
Шеннона и значение Chao1, полученные при ис-
пользовании системы UNIV515F–UNIV806R, име-
ют сильный провал в случае анализа источников
с высокой температурой в сравнении с системой
341F–Pro-mod-805R, что позволяет сделать вы-
вод о нежелательности использования системы
праймеров UNIV515F–UNIV806R при анализе
экстремально термофильных микробных сооб-
ществ. В случае же мезофильных микробных со-
обществ (кал) или умеренно термофильных мик-
робных сообществ (ист. “Солнечный”) падение
значений индекса Шеннона при использовании
системы 341F–Pro-mod-805R оказалось незначи-
тельным.

В результате проведенной работы нами было
показано, что использование широко применяе-
мых на сегодняшний день систем праймеров мо-
жет вести к элиминации из спектра детекции ряда
групп термофильных прокариот. Использование
пары праймеров, предложенной в статье Caporaso
et al. (2012), может вести к элиминации таких важ-
ных для экологии термофильных прокариот филу-
мов как Crenarchaeota, Thaumarchaeota, Acetothermia,
Caldiserica и классов Methanopyri, Archaeoglobi, Na-
noarchaeia и Thermococci. Использование пары
праймеров, предложенной в статье Takahashi et al.
(2014), может вести к элиминации таких важных
для экологии термофильных прокариот групп,
как Nanoarchaeia, Thaumarchaeota, Chloroflexi, а
также к недооценке количественной представ-
ленности филума Acetothermia. Кроме того данная
пара праймеров крайне слабо покрывает разно-
образие филума Planctomycetes. Подобранная на-
ми система праймеров на V3−V4 регион гена 16S
рРНК обладает минимальным эффектом элими-
нации из спектра детекции этих групп микроор-
ганизмов (см. табл. 3). Следует также отметить,
что все три системы праймеров достаточно слабо
(менее чем на 50%) покрывают разнообразие фи-
лума Korarchaeota.

При анализе состава микробных сообществ,
развивающихся при умеренных температурах, не-
обходимо учитывать и то, что использование прай-
меров с большим количеством вырожденных нук-
леотидов нежелательно в связи со значительным в
этом случае уменьшением действующих концен-
траций отдельных вариантов олигонуклеотидов. У
системы 341F–Pro-mod-805R всего 8 вырожден-
ных нуклеотидов, у системы, предложенной в
статье Takahashi et al. (2014), – 5, а у системы,
предложенной в статье Caporaso et al. (2012), – 4.
К сожалению, система с дезоксиинозином, которая
нами рассматривалась как возможная альтернатива
системы 341F–Pro-mod-805R, но с отсутствием эф-
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фекта вырожденных нуклеотидов, показала свою
непригодность в in vitro экспериментах.

Одним из важных достоинств подобранной в
настоящей работе системы 341F–Pro-mod-805R
является ее способность значительно покрывать
разнообразие класса Nanoarchaeia (табл. 3). Это ее
свойство позволило выявить присутствие в горя-
чих источниках Камчатки наноархей и показать
их значительную численность в этих экотопах
(Merkel et al., 2017).
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Abstract—Thermophilic microorganisms are of special interest for phylogenetics and research in prokaryotic
evolution, since many of them belong to deep branches of the tree of life. For this reason a number of broadly
used universal primer systems for the 16S rRNA gene eliminate certain groups of thermophilic prokaryotes
from their detection spectra. In the present work, the known 16S rRNA gene primer systems were analyzed
in order to determine their ability to reveal members of deep phylogenetic lineages containing thermophilic
microorganisms. It was shown that application of most of the published primer systems could result in elim-
ination of certain groups of thermophilic prokaryotes. In silico analysis of existing primer systems was used to
select the primer system for the V3–V4 region of the 16S rRNA gene, which minimized elimination of ther-
mophilic prokaryotic groups. Comparison of the proposed system with the previously published ones was
carried out using high-throughput sequencing. Statistical analysis of the sequencing results based on the
Shannon and Chao1 indexes revealed high efficiency of the proposed system for analysis of microbial com-
munities of Kamchatka hot springs.

Keywords: PCR, primers, 16S rRNA gene, thermophilic microbial communities, high-throughput seque sncing
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