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Umweltgenomik

Rar, aber relevant: die seltene Biosphare
im Hoch-CO,-Untergrund Egergraben

DANIEL LIPUS, ZEYU JIA, JENS KALLMEYER
DEUTSCHES GEOFORSCHUNGSZENTRUM POTSDAM (GFZ)

Understanding microbial behavior in high CO, subsurface systems is
pivotal for CO, capture and mitigation and achieving long-term climate
goals. Genomic analysis of sediments and enrichment cultures from
the geologically active Eger Rift region emphasize the significance of
the rare biosphere in such efforts. Despite being scarce in the native
community, sulfate-reducing and methanogenic taxa became active
under high CO, and H, conditions, highlighting their metabolic role in

subsurface environments.
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B Die globale Erderwdrmung aufgrund stei-
gender atmosphérischer CO,-Konzentratio-
nen ist eines der fiihrenden Themen des

21. Jahrhunderts. Wissenschaftliche und
ingenieurtechnische Losungen zur Begren-
zung der Freisetzung von CO, in die Atmo-

sphére spielen dabei eine immer wichtigere
Rolle. Ein Ansatz ist das Carbon Capture and
Storage (CCS), bei dem CO, an seiner Quelle
erfasst und in geeigneten unterirdischen
Lagerstitten gespeichert wird. Projekte
wie das vom GFZ Potsdam durchgefiihrte
CO2SINK in Ketzin lieferten dabei erste
Daten zu den Auswirkungen von CCS auf die
umgebende Umwelt [1]. Trotzdem sind die
langfristigen Auswirkungen erhéhter CO,-
Konzentrationen in unterirdischen Umge-
bungen wenig erforscht, einschlieBlich der
in diesen Okosystemen lebenden mikrobiel-
len Gemeinschaften. Fiir diese menschenge-
machten Speicher liegen Beobachtungsdaten
nur fiir einen kurzen Betrachtungszeitraum
vor, wihrend natiirliche Hoch-CO,-Systeme
einen Blick in die Zukunft erlauben. Um die
langfristige Stabilitdt und Nachhaltigkeit von

EGER GRABEN
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<« Abb. 1: Der terrestri-
sche Untergrund im
Egergraben (Tschechien)
ist von seismischer Akti-
vitdt und vom Erdmantel
aufsteigenden, hohen
CO, gepragt. Mikrobielle
Gemeinschaften in Sedi-
mentproben eines
230-m-Bohrkerns wur-
den direkt oder indirekt,
durch 2-monatige Anrei-
cherung unter H,/CO,-
Begasung, mithilfe von
16S-rRNA Next Genera-
tion Sequencing (NGS)
charakterisiert und ver-
glichen.
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CCS weiter zu untersuchen, sind daher
natiirliche unterirdische Hoch-CO,-Umge-
bungen interessante Studienorte.

Das Untergrund-Okosystem des
Egergrabens bietet einzigartige
Voraussetzungen

Ein solches, einzigartiges Okosystem befin-
det sich im Gebiet des Egergrabens in der
westlichen Tschechischen Republik (Abb. 1).
In dieser Gegend ist der Untergrund durch
seismische Aktivitat und durch aktive Entga-
sung von CO, aus dem Erdmantel geprégt.
Laut Schatzungen dauert das Entgasen seit
dem Mittel-Pleistozan an und setzt seit etwa
einer Million Jahren groBe Mengen an CO,
frei [2], welche zwischen 14 und 43 kg m?
d! variieren [2, 3]. Grundwasser in diesem
Gebiet ist mit etwa 2 g L'! frei gelostem Co,
stark gasgesattigt. Im Egergraben treten
auBerdem beachtliche Konzentrationen an
H, auf, welches hochstwahrscheinlich wéh-
rend der regelmaBig und episodisch auftre-
tenden Erdbeben durch die Spaltung von
Wassermolekiilen auf der Oberfliche von
durch die Erdbebenaktivitat zerbrochenen
Gesteine entsteht [4]. Diese einzigartigen
Bedingungen bieten interessante Moglich-
keiten, neben geologischen Prozessen auch
mikrobielle Gemeinschaften und Prozesse zu
erforschen. CO, und H, dienen dabei als
potenzielle Nahrstoffe fiir Mikroorganismen,
u. a. als anorganische Elektronakzeptoren fiir
Carboxylierungsprozesse [5, 6]. Gleichzeitig
erlaubt die Erforschung dieser Prozesse Ein-
blicke in den moglichen Einfluss von CCS-
Operationen auf mikrobielle Gemeinschaften
im Untergrund.

NGS als Zugang zu Daten mikrobieller
Gemeinschaften und Prozesse

Mithilfe moderner genomischer Analyse-
verfahren war es moglich, Bohrkernproben
aus dem Egergraben, welche als Teil des
International Continental Drilling Program
(ICDP) im August 2019 aus bis zu 230 m
Tiefe genommen wurden, zu analysieren.
Zur Untersuchung der im Untergrund des
Egergrabens vorkommenden Biodiversitat
von Bakterien und Archaeen nutzten wir
einen Amplikon-Sequenzierungs-Ansatz
(16S-TRNA Gen). Die Sequenzen der Ampli-
kondaten wurden mit bioinformatischen Ver-
fahren und der Silva V138-Datenbank als
Referenz annotiert.

Um aktive H,/CO,-Stoffwechselprozesse
zu analysieren, wurden auBerdem Mikro-
organismen unter kiinstlicher H,/CO,-Atmo-

Archaeengemeinschaft in Bohrkernsedimenten
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A Abb. 2: Eine vielféltige Archaeengemeinschaft pragt die bis zu 230 m tiefen Sedimente des

Egergrabens.

sphare angereichert. Dabei wurde regel-
maBig die Methankonzentrationen gemes-
sen, um festzustellen, ob es zu mikrobieller
Methanbildung kam. Nach zwei Monaten
wurden die angereicherten mikrobiellen
Gemeinschaften durch NGS-Amplikon- und
Metagenomik-Verfahren charakterisiert.

Mixotrophe Gemeinschaften und
hohe Archaeenvielfalt

Die genomische Auswertung der Bohrkern-
proben zeigte eine wenig abundante, mixo-
trophe Gemeinschaft, die nicht wie erwartet
von anaeroben chemoautotrophen Organis-
men dominiert wurde. Stattdessen fanden
wir viele in Oberflachenbdden, Gewidssern
oder Rhizomen vorkommende Mikroorganis-
men, z. B. die aeroben Gattungen Pseudo-
monas und Phyllobacterium oder die anaero-
ben Gattungen Alshewanella. In einigen Tie-
fen wurden auch Sulfatreduzierer, wie Sulfu-
rimonas und Desulfosporosinus, und sporen-
bildende Organismen, wie Bacillus, identifi-
ziert.

Allerdings deuten die Daten auch auf eine
hohe Archaeenvielfalt hin. Archaeen waren
nicht tibermaBig abundant, kamen aber in
allen analysierten Proben vor (Abb. 2A).
Dazu gehoren z. B. der Stamm der halophilen
Halobacterium und Bathyarchaeota, welche
potenziell zur CO,-Fixierung durch Aceto-
genese beitragen konnen. Besonders relevant
war allerdings die Entdeckung von methano-
genen, CO,-und H,- metabolisierenden Stam-
men Methanobacterium und Methanosarcina.

Anreicherungen bieten einen Blick in
die seltene Biosphére

Um herauszufinden, wie aktiv Mikroorganis-
men und besonders Archaeen unter konstant
hohen CO,/H,-Bedingungen sind, wurden
Anreicherungskulturen mit Eger-Sedimenten
angesetzt. Die Ergebnisse waren eindeutig:
Unter hohen CO,- und H,-Bedingungen war
es moglich, dominante und aktive methan-
produzierende Gemeinschaften aus bestimm-
ten Tiefen anzureichern. Dabei wurde die
meiste Aktivitat in Anreicherungen aus Tie-
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A Abb. 3: Anreicherung und Charakterisierung von Methanosphaerula aus Sedimenten des
Egergrabens A, Anreicherung von methanogenen Archaeen und Sulfatreduzierern aus 54 m und
60 m tiefen Sedimenten. B, Mikroskopaufnahmen von Methanosphaerula zeigen die sphérische
Morphologie der Zellen. C, Phylogenetische Analyse des rekonstruierten Draft Genomes (Metha-
nosphaerula EG) weist eine Ahnlichkeit zum einzigen anderen weltweit bekannten Methanosphae-
rulagenom auf.
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fen gemessen, in denen urspriinglich nur
sehr wenige oder gar keine methanogenen
Archaeen festgestellt wurden. Besonders
dominant waren die Gattungen Methanobac-
terium und Methanosphaerula (Abb. 3A).
Daneben wurden in einigen Proben noch
hohe Abundanzen von Sulfatreduzierern,
insbesondere der Gattung Desulfosporosinus,
festgestellt.

Auch diese Organismen kamen nur in sehr
geringen Mengen in den urspriinglichen
Sedimenten vor. Ist H, vorhanden, konnten
sie das im Sediment vorhandene Sulfat redu-
zieren. Dies verdeutlicht die Fahigkeit von
Desulfosporosinus, sich an die einzigartigen
Bedingungen im Egergraben anzupassen und
das tektonisch erzeugte H, zu nutzen.

Die seltene Biosphare darf nicht
unterschéatzt und sollte durch
Kultivierung erforscht werden

Unsere Daten legen nahe, dass sowohl
methanogene Archaeen als auch sulfatredu-
zierende Bakterien im Eger-Rift der ,seltenen
Biosphare® zugeordnet werden konnen. Die-
ses populdre mikrobielle 0kologische Kon-
zept von Sogin et al. [7, 8] bezieht sich auf
Mikroorganismen mit geringer Haufigkeit,
die aber trotzdem zur phylogenetischen Viel-
falt in einer Gemeinschaft und zur gesamten
mikrobiellen Aktivitat beitragen.

Die Ergebnisse der Mikrobiomanalyse im
Egergraben heben hervor, wie wichtig es ist
auch wenig abundante Gemeinschaften in
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eine Mikrobiomanalyse einzubeziehen,
besonders in Okosystemen mit wechselnden
auBeren Bedingungen. AuBerdem unterstrei-
chen unsere Beobachtungen eindeutig, dass
Anreicherungen und Kultivierungsansatze
wichtige Daten zur Dynamik von mikrobiel-
len Gemeinschaften in Okosysteme unter
variablen Bedingungen beisteuern und damit
komplementar zu neben direkten genomi-
schen Mikrobiomanalysen sind. In diesem
Fall nutzen methanogene Archaeen und Sul-
fatreduzierer die hohen CO,-und H,-Konzen-
trationen und zeigen, inwieweit sich Mikro-
organismen an die geochemischen Bedingun-
gen und indirekt geologische Gegebenheiten
anpassen kdnnen. Somit tragen sie zu Stoff-
wechselkreislaufen auch in nahrstoffarmen,
low biomass-Systemen, wie der terrestri-
schen tiefen Biosphére, bei.

Kultivierung erméglicht Rekonstruk-
tion und Charakterisierung eines
seltenen Methanosphaerula-Genoms

Durch die Anreicherung kam es auch zur
Entdeckung einer besonderen, sonst selten
beschriebenen Art von Methanogenen, eines
neuen Stamms der Gattung Methanosphae-
rula. Wie beschrieben, wurden genomische
Sequenzen dieses Organismus gar nicht oder
nur in sehr kleinen Mengen in den originalen
Sedimentproben entdeckt. Durch die Anrei-
cherung gelang es uns, aus zwei Tiefen
Methanosphaerula zu aktivieren, und zu
deutlich erhohten Abundanzen heranwach-
sen lassen. Unter dem Mikroskop ist die
spharische Morphologie der Zellen gut sicht-
bar (Abb. 3B). Durch einen metagenomi-
schen Sequenzierungsansatz wurde dann
das Genom rekonstruiert. Dabei weist unser
Genom hohe Ahnlichkeit zum einzigen
anderen bekannten Stamm und detailliert
beschriebenen Genom dieser Gattung auf
(Abb. 3C), welches aus einem Sumpf an der
amerikanischen Ostkiiste stammt [9, 10].
Zurzeit kultivieren und erforschen wir die-
sen neuen Stamm umfangreich, da er als
Mitglied der seltenen Biosphére des Eger-
grabens eine wichtige 6kologische Rolle spie-
len konnte.

Die Erforschung der seltenen
Biosphare ist wichtig

Unsere Studie zeigt, wie mithilfe von geno-
mischer und klassischer mikrobiologischer

Analysen wichtige Erkenntnis tiber mikrobi-
elle Gemeinschaften in einzigartigen Okosys-
temen wie der tiefen Biosphdre gewonnen
werden konnen. Diese Daten dienen nicht
nur der Grundlagenforschung, wie z. B. der
Entdeckung neuer oder selten vorkommen-
der Mikroorganismen, sondern auch der
ErschlieBung neuer Technologien, z. B. CCS,
und sind somit ein wichtiger wissenschaftli-
cher Beitrag zum Weg in eine nachhaltige
und klimaorientierte Zukunft. |
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