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The terrestrial subsurface houses about one third of Earth’s bacteria
and archaea, yet little is known about ecosystem structure and inter-
action of microorganisms in the deep biosphere. In recent studies we
tackled this knowledge gap by using cold-water geysers as model sys-
tems with high microbial activity. Scavenging biomolecules by symbi-
otic Archaea and Bacteria functions as a carbon sink in these ecosys-
tems and creates complex nutrient networks that we are only at the

beginning of understanding.
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B Etwa 70 Prozent der Mikroorganismen
unseres Planeten leben im Untergrund der
Meere und Kontinente, ohne den Einfluss
von Licht und meist bei minimalem Néhr-
stoffangebot. Zu Recht bezeichnete Kelly
Wrighton 2012 die tiefe Biosphére der Kon-
tinente als ,Final Frontier. Sie bezog sich
dabei auf die groBe Diversitat an unerforsch-
ten Mikroorganismen in den tiefen kontinen-
talen Okosystemen und ihre schwere
Zuganglichkeit fiir die Forschung. In der Tat
kann ein einziges Okosystem des terrestri-
schen Untergrunds fast alle genomisch
bekannten bakteriellen Phyla enthalten [1].
Die meisten der Organismen, die in der tiefen
Biosphére gefunden werden, sind wenig ver-
wandt zu verfiigharen Stimmen in unseren
Kulturensammlungen, und ihr genetisches
Repertoire beginnen wir erst durch die Ver-
fiigharkeit von Umweltgenomik im Ansatz zu
verstehen.

Kalte, gasgetriebene Geysire als
hot spots der tiefen Biosphare

Im Vergleich zu Biotopen (nahe) der Erd-
oberflache sind jene des Untergrunds nur
schwer zuganglich. Zwar 6ffnen Bohrungen
auch immer Zugange zu neuen Proben, aber
dabei werden Sedimente sehr leicht kontami-
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niert, sodass eine gute Kontaminationskon-
trolle notwendig ist. HeiBe oder kalte Geysire
hingegen bringen durchgehend Grundwasser
mit Mikroorganismen zutage, die leicht mit-
tels Filtration aus den Systemen gewonnen
werden konnen. Gerade kalte, gasgetriebene
Geysire stellen ein hervorragendes Fenster
in die tiefe Biosphdre dar und beinhalten
Tausende verschiedener Mikroben [2] aus
mehr als 100 verschiedenen Phyla [3]. Kalte
Geysire sind in der Regel durch groe Men-
gen von CO, getrieben, die entweder durch
Entgasung aus Magma (z. B. direkt aus dem
Mantel) oder den Abbau von Kalkstein ent-
stehen (Abb. 1A). Beide Arten der Entgasung
bestehen fast ausschlieBlich aus CO, (iiber
99 Prozent), jedoch enthalten die Gase aus
Magma oft auch andere Gase wie Wasserstoff
und Schwefelwasserstoff. Diese Kombination
von Gasen stellt unter anderem die Nah-
rungsgrundlage fiir chemolithoautotrophe
Mikroorganismen dar.

In der Tat kann eine komplexe Biozonose
in solchen Okosystemen alleine durch €O,
Fixierung aufrechterhalten werden, was auf
die Existenz einer Nahrungskette im Unter-
grund hindeutet [2]. Wie aktiv Biozonosen
jedoch im Untergrund sind, blieb lange eine
offene Frage. Da RNA-Extraktionen von Pro-

ben aus dem Untergrund aufgrund der gerin-
gen Biomasse meist nicht erfolgreich sind,
benutzten wir einen bioinformatischen
Ansatz, um die Aktivitat von Bakterien im
Untergrund abzuschdtzen [4]. Dieser beruht
auf dem Verhiltnis der DNA-Menge am
Replikationsursprung eines bakteriellen
Chromosoms im Vergleich zum Replikations-
terminus. Dabei kann in Metagenomen abge-
schitzt werden, welcher Prozentsatz an
Organismen in einer Spezies gerade aktiv ihr
Genom replizieren.

Wir zogen den Vergleich von Grundwas-
ser- und Sedimentproben heran, da hier
bekannt ist, dass Sedimente viel aktivere
Organismen enthalten als das Grundwasser,
und konnten somit die Giltigkeit dieses
Ansatzes positiv bewerten. Fiir iiber 17 ver-
schiedene Grundwasserokosysteme von 0 m
Tiefe (Hohlen) bis 3,2 km Tiefe konnten wir
zeigen, dass die bakterielle Replikation im
Schnitt zwischen 19 und 56 Prozent (aktive
Population) variiert und mit der Tiefe der
Okosysteme linear abnimmt (Abb. 1B). Eine
Ausnahme von dieser Regel stellte jedoch
das Grundwasser von kalten, gasgetriebenen
Geysiren dar, das Bakterien mit einer hohen
vorhergesagten Aktivitdt beinhaltet [4].

Anpassung der Mikroorganismen an
hohen CO -Partialdruck

Obwohl allgemein der Metabolismus der Che-
molithoautotrophie in der tiefen Biosphare
relativ gut konserviert zu sein scheint [4],
weisen Organismen in kalten, gasgetriebe-
nen Geysiren spezifische Anpassungen auf.
Je tiefer der Ursprung des Grundwassers und
damit je hoher der in situ-Gasdruck ist, desto
mehr ungesattigte Lipide enthalten diese
Bakterien (Abb. 1C, [2]). Dies ist wahrschein-
lich eine Anpassung von Mikroorganismen,
um die Membranfluiditédt aufrechtzuerhalten.
Je nach Verfiigharkeit von Sauerstoff betrei-
ben Mikroorganismen unterschiedliche CO,-
Fixierungswege im CO,reichen Grundwas-
ser: Im aeroben Milieu findet man vor allem
den kostspieligen Calvin-Benson-Bassham-
Zyklus, wahrend unter mikroaeroben Bedin-
gungen der reverse Citratzyklus vorherrscht
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A Abb. 1: A, Foto des Geysirs Andernach und schematische Darstellung des Austritts des Man-
telgases in den Grundwasserleiter (unten) [4]. B, Genomreplikationsraten von Bakterien in Grund-
wasserokosystemen verschiedener Tiefe [4]. Entgasung fiihrt im Grundwasser zu dhnlicher Aktivi-
tat wie in normalen Sedimenten oder oberflaichennahen Gebieten. C, Anstieg von ungesattigten
Lipiden (6-15 Doppelbindungen) mit der Druckzunahme im Geysir, dargestellt in einem Boxplot-
Diagramm [2]. D, Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Candidatus Altiarchaeum CG

aus einem kalten Geysir.

[3]. Unter anaeroben Bedingungen dominiert
der effizienteste bekannte CO,-Fixierungs-
weg (Wood-Ljungdahl-Weg), vor allem in
Archaeen [3, 4]. Diese unkultivierten
Archaeen gehoren zum Phylum der Altiar-
chaeota [3] und sind nahe mit Altiarchaeum
hamiconexum (Abb. 1D, [5]) verwandt [4].

Zusammenspiel von Physiologie und
Biogeographie der Altiarchaeota
Mikroorganismen des Phylums Altiarchaeota
sind relativ weit in marinen Sedimenten und
im terrestrischen Untergrund verbreitet [6]
und werden in zwei groBe Kladen eingeteilt:
Alti-1 und Alti-2. Wahrend Organismen der
Gruppe Alti-2 metabolisch etwas vielféltiger
sind, wurden sie bisher nur in geringer Zahl
in verschiedenen Okosystemen entdeckt.
Alti-1-Archaeen sind weniger weit verbreitet,
jedoch dominieren sie in der Regel ihr Oko-
system [5]. Wie diese Organismen ihre Ener-
gie gewinnen, ist noch relativ unbekannt;
Kohlenstoffisotopenanalysen, gekoppelt mit
Metagenomik, wiesen aber eindeutig eine
Autotrophie der Organismen nach [3, 5].
Neben der Funktion als Primdrproduzent in
ihren Okosystemen beeindrucken Alti-1-
Organismen durch Enterhaken-dhnliche Zel-

lanhdnge, die in den Genomen dieser Klade
allgemein genetisch codiert sind [4]. Dadurch
konnen diese Organismen relativ reine Bio-
filme in den Okosystemen bilden und hin-
sichtlich ihrer Okophysiologie studiert wer-
den [5].

Bekannte Organismen der Gruppe Alti-1
sind (basierend auf 16S-TRNA-Gen-Analysen
und durchschnittlicher Nukleotididentitét)
relativ nah verwandt, sodass sie nach
momentanem Stand der Forschung zur sel-
ben Gattung gehoren [4]. Interessanterweise
nimmt die durchschnittliche Nukleotid-
identitdt mit geographischer Distanz zu, eine
Beobachtung, die auch phylogenomische
Analysen bestdtigten. Wir gehen davon aus,
dass die Enterhaken Alti-1-Archaeen im Oko-
system verankern, sie somit wenig verbreitet
werden und deswegen die Verdnderung der
Geographie der Okosysteme gut widerspie-
geln [4].

Symbionten von Altiarchaeota in der
tiefen Biosphare

Als dominante Primdrproduzenten nehmen
Altiarchaeota eine natiirliche Schliisselfunk-
tion innerhalb ihrer Okosysteme ein. Da die-
se Organismen den groBten Teil an organi-

schem Kohlenstoff bereitstellen [2], folgten
wir der Hypothese, dass diese Organismen
direkt mit anderen Mikroorganismen inter-
agieren. Eine Netzwerkanalyse von 67 Meta-
genomen iber sechs Jahre hinweg (Abb. 2,
[7]) und elektronenmikroskopische Aufnah-
men [3] lieferten erste Hinweise, dass Orga-
nismen des unkultivierten Phylums Huber-
archaeota (Huberiarchaeum crystalense,
benannt nach Robert Huber, dem Entdecker
der Altiarchaeota) Symbionten von Altiarchae-
ota in einem Kaltwassergeysir sein konnten.
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH),
basierend auf 16S-TRNA-Genen der beiden
Organismen, lieferten den finalen Beweis
(Abb. 2), dass Huberarchaeota direkt mit
Altiarchaeota als Episymbionten interagieren
[7]. Metabolische Rekonstruktion von Hube-
riarchaeum crystalense zeigen einen minima-
len Metabolismus und das Fehlen der Kapa-
zitdt, Aminosduren oder Nukleotide zu syn-
thetisieren. Ribosomen sowie die Moglichkeit
zur Synthese von DNA und RNA aus Nukle-
otiden sowie Enzyme zur Synthese von Lipi-
den aus Isopentenylpyrophosphat sind
jedoch in H. crystalense vorhanden. Vermut-
lich stellt Altiarchaeum als Wirt dieser
Archaeen viele molekulare Bausteine zur
Verfligung (Abb. 2, [7]), was sehr stark an
die Beziehung von Ignicoccus hospitalis und
Nanoarchaeum equitans [8] erinnert. Interes-
santerweise benotigt H. crystalense, basie-
rend auf metabolischen Vorhersagen, redu-
ziertes Ferredoxin, das es nur von seinem
Wirt Altiarchaeum erhalten kann. Ahnlich
wie bei I hospitalis und N. equitans konnte
der Austausch von Metaboliten durch eine
Fusion der Zellmembranen erfolgen [9]; die-
se Theorie unterstiitzt auch die haufige Ko-
Lokalisation von FISH-Signalen von Altiar-
chaeota und Huberarchaeota [7]. Die Ahn-
lichkeit des reduzierten Metabolismus von
H. crystalense in einem Kaltwassergeysir und
N. equitans von einem Tiefseevulkan lassen
die Schlussfolgerung zu, dass sowohl unter
heiBen als auch unter kalten Bedingungen
archaeelle Symbionten einen dhnlichen evo-
lutiondren Prozess durchlaufen [7].

Weitere unerforschte Symbionten in
der tiefen Biosphére

Uber Huberarchaeota hinaus existieren
andere bioinformatisch vorhergesagte Sym-
bionten in der tiefen Biosphére, die entweder
wie Huberarchaeota zu den DPANN-Archaea
(Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmar-
chaeota, Nanoarchaeota, Nanohaloarchaea)
oder zu den Bakterien der Candidate Phyla
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A Abb. 2: Analyseweg, wie die Interaktion von Altiarchaeota und Huberarchaeota entdeckt wurde
[7]. Basierend auf Hunderten Organismen aus einem Geysir [3] und deren zeitlichem Auftreten in
Metagenomen (1) wird eine Netzwerkanalyse vorgenommen, um potenzielle Symbionten von Alti-
archaeota zu identifizieren (2). Abgeleitet von den Genomen wird die Interaktion der beiden Orga-
nismen mittels FISH visualisiert und damit verifiziert (3). Basierend auf Stoffwechselvorhersagen
wird die Art der Interaktion der beiden Organismen formuliert (4): Wahrend Altiarchaeota einen
chemolithoautotrophen Stoffwechselweg besitzen, verfiigen Huberarchaeota nicht iiber die
Kapazitét, molekulare Bausteine selbst zu synthetisieren. Diese werden basierend auf diesem
Symbiosemodell von den Altiarchaeota zur Verfligung gestellt [7].

Radiation (CPR) zdhlen [10]. Ein weiteres
Beispiel von DPANN-Archaeen ist Forterrea
multitransposorum, das zum unkultivierten
Phylum Diapherotrites gehort [11]. Diese
Spezies zeigt eine hohe Genomfluiditat auf-
grund homologer Rekombination, die durch
das Wandern von Transposons innerhalb der
Population und eines Genoms entsteht [11].
Ebenso wie alle entdeckten Bakterien der
CPR sind die Wirte dieser Organismen im
Untergrund nicht bekannt.

Genome fast aller Organismen der CPR
beinhalten keine Gene zur fettsdurebasierten
Lipidsynthese, doch ihre Membranen beste-
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hen aus derartigen Lipiden [2]. Interessan-
terweise enthalten diese Membranen auch
einen hohen Anteil an Lysolipiden (Lipide
mit nur einer Fettsdure), die bislang als
Abbauprodukt galten. Warum diese Organis-
men Lysolipide in der Membran tragen, ist
Gegenstand momentaner Forschung, genau-
so wie die Frage, woher die Lipide stammen.
Klar ist, dass diese auf irgendeine Art und
Weise aus der Umwelt aufgenommen werden
miissen, entweder direkt von ihren Wirten
oder aber von abgestorbenen Zellen. DPANN-
Archaeen und CPR-Bakterien stellen somit
eine diverse und verbreitete Kohlenstoffsen-

ke in Kaltwassergeysiren und generell in den
Okosystemen der tiefen Biosphére dar.

Virenbefall von Mikroorganismen im
Untergrund

Aufgrund der Kohlenstoffisotopenverteilung
in archaeellen und bakteriellen Lipiden
sowie in gelosten organischen und anorgani-
schen Verbindungen im Wasser von CO,-
getriebenen Geysiren ist mittlerweile klar,
dass deren gesamte Biozonose durch Kohlen-
stoffdioxidfixierung getrieben wird. Wie
jedoch die Freisetzung von organischem Koh-
lenstoff fiir heterotrophe Organismen erfolgt,
bleibt weitestgehend fiir alle Okosysteme in
der tiefen Biosphire unklar. Virenbefall von
Primérproduzenten, gefolgt von Zelllyse ist
durchaus ein denkbares Szenario, da Tausen-
de von Viren bereits im Grundwasser ent-
deckt wurden [12]. Jedoch konnten diese
Viren iiber CRISPR-Systeme keinen Wirten
zugeordnet werden. Sehr groe Phagengeno-
me (tiber 250 Kilobasenpaare) deuten auf
physiologisch sehr groBe Phagen hin, die
komplexe Strategien besitzen, die biochemi-
sche Maschinerie der Wirtszelle fiir sich zu
gewinnen und andere Viren im Kampf um
Wirte auszustechen [13]. Zundchst galten
CPR-Bakterien als weitgehend frei von
CRISPR-Cas-Systemen [12], doch genauere
Analysen zeigen bislang unbekannte
CRISPR-Cas-Systeme in diesen Bakterien
[14]. Die Interaktion Virus—Mikroorganis-
mus und deren Auswirkungen auf die Oko-
systeme in der tiefen Biosphdre sind noch
ganzlich unverstanden.

Wie auf der VAAM-Jahrestagung 2020 vor-
gestellt, arbeitet meine Gruppe unter ande-
rem an der Detektion von Virenbefall der
Primarproduzenten der tiefen Biosphdre, um
den dortigen Nahrstoffkreislauf direkt am
Ansatz verstehen zu konnen. Weiterhin wer-
den nach wie vor mehr Proben aus der tiefen
Biosphére benotigt, um das Bild dieser riesi-
gen und noch unerforschten Biotope zu fes-
tigen und deren Einfluss auf globale biogeo-
chemische Stoffwechselprozesse besser zu
verstehen.
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