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C h e c k  f o r u p d at e s  

A e r o bi c  a n d  a n a er o bi c  o r g a ni s m s  a n d  t h eir f u n cti o n s ar e  s p ati all y  or  t e m p o-

r all y  d e c o u pl e d  at  s c al e s  r a n gi n g  f r o m i n di vi d u al c ell s  t o e c o s y st e m s  a n d  fr o m 

mi n ut e s t o  h o u r s. T hi s i s d u e  t o  c o m p etiti o n f or  e n er g y  s u b str at e s  a n d/ o r  

bi o c h e mi c al  i n c o m p ati bilit y wit h  o x y g e n  ( O2 ). H e r e  w e  r e p ort  a  c h e m olit h o -

tr o p hi c A q ui fi c al e s  b a ct eri u m,  H y dr o g e n o b a ct er , i s ol at e d fr o m a  ci r c u m n e ut r al  

h ot  s pri n g  i n Y ell o w st o n e  N ati o n al  P ar k  ( Y N P) c a p a bl e  of  si m u lt a n e o u s a er o bi c  

a n d  a n a er o bi c  r e s pir ati o n  w h e n  pr o vi d e d  wit h  h y dr o g e n  ( H2 ), el e m e nt al  s ulf ur  

( S0 ), a n d  O 2 . C ulti v ati o n  e x p eri m e nt s  d e m o n st r at e d  t h at si m ult a n e o u s  a er o bi c  

a n d  a n a er o bi c  r e s pir ati o n  e n h a n c e d  g r o wt h  r at e s  a n d  fi n al c ell c o n c e ntr ati o n s  

w h e n  c o m p ar e d  t o t h o s e g r o w n  a er o bi c all y  or  a n a er o bi c all y.  C o n s u m pti o n  of  

O 2  m e a s u r e d  vi a  g a s  c h r o m at o gr a p h y  a n d  d et e cti o n  of  tr a n s cri pt s f or pr ot ei n s  

i n v ol v e d i n S 0  a n d  O 2  r e d u cti o n i n H 2 / S0 / O2 - g r o w n c ult ur e s  c o n fi r m e d  c o-

o c c urri n g  a er o bi c  a n d  a n a er o b i c m et a b oli s m.  T hi s  a er o bi c,  S 0 - r e d u ci n g 

m et a b oli s m  i s s u g g e st e d  t o p r o vi d e  a  c o m p etiti v e  a d v a nt a g e  i n e n vi r o n m e nt s  

w h e r e  O 2  a v ail a bilit y  i s l o w a n d  v ari a bl e.  G e n o mi c  d at a  i n di c ati n g t h e pr e -

v al e n c e  of  pr ot ei n s  all o wi n g  f or t hi s h y bri d  f or m of  e n er g y  m et a b oli s m  a m o n g  

b a ct eri a  a n d  ar c h a e a  s u g g e st  it t o b e  wi d e s p r e a d  b ut  pr e vi o u sl y  o v erl o o k e d  

d u e  t o r a pi d,  O 2 - d e p e n d e nt a bi oti c  o xi d ati o n  of  pr o d u c e d  s ul fi d e.  T h e s e  

o b s er v ati o n s  c h all e n g e  e xi sti n g  p ar a d i g m s of  stri ct  d eli n e ati o n s  b et w e e n  

a er o bi c  a n d  a n a er o bi c  m et a b oli s m.  

T h e  or d er  A q ui fi c al e s  i s a n  e arl y  di v e r gi n g  b a ct e ri al  li n e a g e t h at i s m o st  

c o m m o nl y  f o u n d i n hi g h  t e m p er at u r e h y dr ot h e r m al  s y st e m s  w h er e  it 

i s oft e n  p r e d o mi n a nt  i n mi cr o bi al  c o m m u niti e s 1– 5 . T hi s  i n cl u d e s d ar k,  

d e e p- s e a  h y dr ot h er m al  v e nt s  a n d  c o nti n e nt al  h ot  s p ri n g s  t h at h a v e  

c o n diti o n s  t h at oft e n  p r e cl u d e  p h ot o s y nt h eti c  m et a b oli s m s 6 ,7 . A s  

s u c h,  A q ui fi c al e s  t e n d t o b e  mi cr o a er o p hil e s  t h at c a n  o xi di z e  h y d r o g e n  

( H2 ), a r s e nit e,  s ul fi d e  ( H2 S/ H S -), or  H 2 S/ H S - o xi d ati o n  p r o d u ct s  s u c h  a s  

t hi o s ulf at e ( S2 O 3
2- ) a n d  el e m e nt al  s ulf u r ( S 0 ) t o dri v e  c h e m olit h o a u -

t otr o p hi c m et a b oli s m 8 . E x c e pti o n s  i n cl u d e f a c ult ati v el y a n a er o bi c  

m e m b er s  t h at c a n  al s o  r e d u c e  nitr at e,  a r s e n at e,  a n d  f er ri c i r o n or  t h o s e 

t h at c a n  al s o  g r o w  c h e m o or g a n otr o p hi c all y 9 – 1 6. 

T h e  p r e d o mi n a n c e  of  mi c r o a er o p hili c  a n d  o bli g at el y  o r  f a c ult a-

ti v el y c h e m olit h o a ut otr o p hi c  A q ui fi c al e s  i n m a n y  h ot  s pri n g  

e n vi r o n m e nt s  i s c o n si st e nt  wit h  t h e a v ail a bilit y  of  o xi d a nt s  ( e. g., O 2 ), 

r e d u ct a nt s  ( e. g., H 2 , H S-, S0 ), a n d  C O 2  i n t h e s e h a bit at s  a n d  t h e g e n -

e r all y  li mit e d a v ail a bilit y  of  or g a ni c  c ar b o n 1 7,1 8. T hi s i n cl u d e s a ci di c  h ot  

s p ri n g s  t h at a r e  t y pi c all y s o u r c e d  b y  o xi di z e d  m et e ori c  w at er  ( r e c e nt 

r ai n  or  s n o w m elt)  t h at c a n  b e  i nf u s e d b y  v ol c a ni c  g a s  ri c h  i n C O 2  a n d  
1 9– 2 1r e d u ct a nt  s u c h  a s  H 2 S a n d  H 2  . I n s u c h  e n vi r o n m e nt s,  t h e A q ui fi c al e s  

g e n u s  H y dr o g e n o b a c ul u m , w hi c h  gr o w s  a ut otr o p hi c all y  vi a  a er o bi c  

o xi d ati o n  of  H 2 , H2 S/ H S -, o r  S 0 , oft e n  p r e d o mi n at e s 1,2 2 – 2 5 . Li k e wi s e,  

ci r c u m n e utr al  t o al k ali n e  h ot  s pri n g s,  w hi c h  t e n d t o b e  s o ur c e d  b y  

d e e p  h y d r ot h er m al  a q uif er s,  oft e n  h o st  c o m m u niti e s  c o m p ri s e d  of  t h e 

A q ui fi c al e s  g e n e r a  T h er m o c ri ni s  a n d  S ulf uri h y dr o g e ni bi u m  t h at gr o w  
2- 1 ,1 0 ,1 1,1 4,2 6 – 2 8a ut otr o p hi c all y  vi a  a er o bi c  o xi d ati o n  of  H 2 , H S-, S0 , or S2 O 3  . 

T h e s e  b a ct eri a  c a n  f or m a b u n d a nt  fi l a m e nt o u s bi o fi l m s i n t h e o ut fl o w  
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c h a n n el s  of  h ot  s pri n g s 2 ,2 9 ,3 0 , p o siti o ni n g  t h e m s el v e s n e a r  t h e air  w at e r  

i nt erf a c e t o m a xi mi z e  a c c e s s  t o at m o s p h e ri c  O 2 . T hi s i s a n i m p ort a nt  

e m e r g e nt  f u n cti o n si n c e  d e e p  a q uif er  w at e r s  t h at s o u r c e  cir c u m n e u -

tr al t o al k ali n e  h ot  s p ri n g s  t e n d t o b e  a n o xi c 1 9 d u e  t o t h eir l o n g r e si-

d e n c e  ti m e s i n t h e s u b s u rf a c e 3 1 ,3 2 . H o w e v e r,  m a n y  ci r c u m n e utr al  t o 

al k ali n e  h ot  s pri n g s  l a c k o ut fl o w  c h a n n el s  a n d  a v ail a bilit y  of  O 2  i s 

li mit e d t o at m o s p h eri c  g a s  i nf u si o n t h at i s e n h a n c e d  b y  t ur b ul e n c e 

cr e at e d  t hr o u g h v ol c a ni c  g a s  e b ulliti o n  a n d  g e y si n g.  Y et,  t h e pl a n k-

t o ni c ( w at er c ol u m n)  c o m m u niti e s  i n t h e s e p o ol s,  a n d  t o a  l e s s e r 

e xt e nt  t h e s e di m e nt  c o m m u niti e s,  still  t e n d t o b e  d o mi n at e d  b y  

m e m b er s  of  t h e A q ui fi c al e s,  i n cl u di n g t h o s e r el at e d  t o t h e a e r o bi c  

m e m b er s  of  T h er m o c ri ni s , V e n e ni vi bri o , a n d  H y dr o g e n o b a ct er 3 3 – 3 8 . T hi s  

s u g g e st s  t h e p o s si bilit y  of  alt er n ati v e  a d a pt ati o n s  or  gr o wt h  str at e gi e s  

t h at all o w  t h e s e or g a ni s m s  t o s u c c e s sf ull y  c o m p et e  f or e n er g y  

r e s o ur c e s,  e v e n  w h e n  O 2  i s li mit e d. 

T h er m o cri nis  r u b er str ai n  O C  1/ 4 w a s  i s ol at e d fr o m O ct o p u s  S pri n g,  

a n  al k ali n e  s pri n g  i n t h e L o w er  G e y s er  B a si n  of  Y ell o w st o n e  N ati o n al  

P ar k  ( Y N P), U. S. A. 2 8 . T.  r u b er i s a  mi cr o a er o p hili c  a ut otr o p h  t h at c a n  

o xi di z e  H 2 , S2 O 3
2- , a n d  S 0 . I nt er e sti n gl y, i n t h e pr e s e n c e  of  H 2 , T.  r u b er 

w a s  r e p ort e d t o r e d u c e S 0  t o H S - w h e n  O 2  c o n c e ntr ati o n s  w er e  l o w ( < 3 %  

v ol./ v ol).  H o w e v er,  it w a s  n ot  r e p ort e d if t hi s w a s  d u e  t o O 2  b ei n g  pr e -

f er e nti all y c o n s u m e d  pri or  t o c o m m e n c e m e nt  of  S 0  r e d u cti o n. Si mil arl y,  

A q uif e x  a e oli c us , w hi c h  w a s  i s ol at e d u n d er  H 2 - o xi di zi n g mi cr o a er o p hili c  

c o n diti o n s 3 9 , h a s  b e e n  r e p ort e d t o r e d u c e S 0  t o H S - wit h  H 2  a s  a  r e d u c-

t a nt d uri n g  gr o wt h  i n t h e pr e s e n c e  of  O 2
4 0 . C ell s  w er e  al s o  r e p ort e d t o 

n ot  gr o w  i n a n a er o bi c  c o n diti o n s.  Bi o c h e mi c al  d at a  fr o m a  pr e vi o u s  

st u d y  i n di c at e s t h at e n er g eti c  c o u pli n g  of  t h e o xi d ati o n  of  H 2  wit h  t h e 

r e d u cti o n of  S 0  i n A.  a e oli c us  o c c ur s  vi a  a  m e m br a n e- b o u n d  [ Ni F e]-

h y dr o g e n a s e  ( H y d)- s ulf ur r e d u ct a s e ( Sr e) c o m pl e x  ( H y d- Sr e), wit h  

el e ctr o n  tr a n sf er fr o m H 2  vi a  q ui n o n e  t o a  m ol y b d o pt eri n  c of a ct or  

i n Sr e 4 0 . T.  r u b er al s o  e n c o d e s  H y d  a n d  Sr e  ( g e n o m e a s s e m bl y  

A S M 51 2 7 3 v1),  s u g g e sti n g  t h at S 0  r e d u cti o n wit h  H 2  i s li k el y o c c urri n g  vi a  

t hi s c o m pl e x,  a n d  t h at t hi s i s a p p ar e ntl y  n ot  i n hi bit e d b y  O 2 . T h e  gr o wt h  

a n d  H S - pr o d u cti o n  i n A.  a e oli c us  a n d  T.  r u b er vi a  t h e H 2 / S0  c o u pl e  i n t h e 

pr e s e n c e  of  O 2
2 8 ,4 0  s u g g e st s  l o w l e v el s of  O 2  c o ul d  e n h a n c e  gr o wt h  a n d  

a cti vit y  i n t h e s e or g a ni s m s.  G e n er ati n g  a  b ett er  u n d er st a n di n g  of  t hi s 

p ut ati v e  h y bri d  a er o bi c/ a n a er o bi c  re s pir at or y  str at e g y  w o ul d  pr o vi d e  

i n si g ht i nt o h o w  p h yl o g e n eti c all y  d e e p- br a n c hi n g  f a c ult ati v el y a er o bi c  

mi cr o or g a ni s m s  s u c c e s sf ull y  c o m p et e  i n e n vir o n m e nt s  w h er e  O 2  fl u x  i s 

l o w a n d  v ari a bl e  b ot h  t o d a y a n d  i n si mil ar  e n vir o n m e nt s  o n  e arl y  E art h  

a s  it b e c a m e  o x y g e n at e d.  

T o  b e gi n  t o i n v e sti g at e t hi s p h e n o m e n o n,  a n  A q ui fi c al e s  str ai n,  

h er ei n  r ef err e d t o a s  H y dr o g e n o b a ct er  R S W1,  t h at i n h a bit s a  h ot  s pri n g  

s o ur c e d  b y  d e e p,  a n o xi c  h y dr ot h er m al  w at er s  a n d  t h at i s c a p a bl e  of  

mi cr o a er o p hili c  gr o wt h  a n d  H 2 - d e p e n d e nt S 0  r e d u cti o n w a s  i s ol at e d a n d  

c h ar a ct eri z e d  wit h  r e s p e ct t o a er o bi c  a n d  a n a er o bi c  gr o wt h.  A n al y s e s  of  

t h e R S W1  i s ol at e g e n o m e  w er e  u s e d  t o pr e di ct  t h e m et a b oli c  p ot e nti al  

of  H y dr o g e n o b a ct er  R S W1,  w hi c h  i n cl u d e d a n  a bilit y  t o o xi di z e  H 2  a n d  S 0  

a n d  a n  a bilit y  t o r e d u c e S 0  a n d  O 2  b a s e d  o n  pr ot ei n s  e n c o d e d.  H er e  w e  

d e s cri b e  t hi s str ai n  a n d  c h ar a ct eri z e  it s gr o wt h  ki n eti c s  w h e n  pr o vi d e d  

wit h  v ari o u s  c o m bi n ati o n s  of  t h e s e el e ctr o n  d o n or  a n d  a c c e pt or  p air s,  

i n cl u di n g w h e n  pr o vi d e d  wit h  m ulti pl e  el e ctr o n  d o n or s  or  a c c e pt or s  at  

t h e s a m e ti m e.  R e s ult s ar e  di s c u s s e d  a s  t h e y r el at e t o t h e  e c ol o g y of  t hi s  

wi d e s pr e a d  gr o u p  of  or g a ni s m s  a n d  t h e p ut ati v e  i n si g ht s t h e s e d at a  

pr o vi d e  i nt o h o w  a n a er o bi c  c ell s  m a y  h a v e  a d a pt e d  t o t a k e a d v a nt a g e  of  

O 2  a s  it b e c a m e  pr o gr e s si v el y  m or e  a v ail a bl e.  

R e s ul t s  a n d  di s c u s si o n  
R o a d si d e  w e st  ( R S W) d e s c ri p ti o n  
I n J u n e of  2 0 1 7,  R S W  h a d  a  t e m p er at ur e of  ~ 6 8  ° C  a n d  a  p H  of  ~ 6. 8.  T h e  

t e m p er at u r e a n d  p H  h a v e  b e e n  r el ati v el y  st a bl e  si n c e  1 9 9 6,  r a n gi n g  

fr o m 6 2  t o 7 0  ° C  a n d  i n p H  fr o m 6. 4 4  t o 6. 8 0 1 7,4 1 – 4 4 . T h e  H S - a n d  F e(II)  

c o n c e ntr ati o n s  w er e  0. 4 4  m g  L − 1  ( 1 3. 3 µ M)  a n d  b el o w  t h e li mit of  

d et e cti o n  ( L O D; 0. 01 1  m g/ L),  r e s p e cti v el y,  at  t h e ti m e of  s a m pli n g.  T h e  

c o n c e ntr ati o n  of  S O 4
2 −  w a s  7 2  m g L − 1  ( ~ 7 5 0  µ M)  a n d  t h e c o n c e ntr ati o n  

of  Cl - w a s  3 7 0  m g L − 1  ( ~  1 0  m M).  T h e s e  v al u e s  s u g g e st  t h at R S W  i s 

s o ur c e d  b y  t h e d e e p  h y dr ot h er m al  a q uif er  ( e sti m at e d t o c o nt ai n  

3 0 – 7 0  m g  L − 1  S O 4
2 −  a n d  3 0 0  m g L − 1  Cl -1 9,2 0 ,4 3 ) wit h  mi ni m al  i n p ut of  n e a r  

s u rf a c e  m et e ori c  w at e r,  a s  s h o w n  i n p r e vi o u s  st u di e s 4 3 . C o n si st e nt wit h  

t hi s i nt er pr et ati o n, t h e δ 2 H a n d  δ 1 8O  v al u e s  of  R S W  w at e r s  h a v e  r a n g e d  

fr o m − 1 3 0  t o − 1 3 2 ‰  a n d  − 1 2. 0  t o − 1 2. 5 ‰ 1 7,4 1 ,4 3 ,4 4 , si mil a r  t o ot h er  h ot  

s p ri n g s  s o u r c e d  b y  t h e d e e p  h y dr ot h er m al  a q uif er  a n d  t h at h a v e  

u n d er g o n e  b oili n g  a n d  e v a p or ati o n 1 9,2 0 ,4 3 . A s  s u c h,  t h e h y dr ot h er m al  

fl ui d s  s o ur ci n g  R S W  ar e  li k el y t o b e  a n o xi c 1 9  d u e  t o t h eir l o n g ( ~  1 0 0 ’s  

t o 1 0 0 0 ’s  y e a r s)  r e si d e n c e  ti m e i n t h e s u b s u rf a c e 3 2 . 

T h e  s pri n g  i s f airl y t ur b ul e nt d u e  t o v ol c a ni c  g a s  e b ulliti o n  

(i n cl u di n g C O 2  a n d  H 2
4 4 ) t h at li k el y pr o m ot e s  i nf u si o n of  at m o s p h eri c  

g a s  (i. e., O 2 ). Pr e vi o u s  r e p ort s of  h y dr o g e n  p er o xi d e  ( H2 O 2 ) i n t h e s o ur c e  

of  R S W  r a n g e fr o m 11 9 t o 1 5 6 n M.  H 2 O 2  i s pr o d u c e d  vi a  p h ot o c h e mi c al  

r e a cti o n s i n v ol vi n g di s s ol v e d  or g a ni c  c ar b o n  ( D O C) a n d  O 2 , i m pl yi n g 

a v ail a bl e  O 2 . F urt h er,  t h e H 2 O 2  a n d  D O C  v al u e s  i n R S W  ar e  si mil ar  t o 

a n ot h er  s pri n g  i n Y N P  w h er e  di s s ol v e d  O 2  ( D O) w a s  m e a s ur e d  at  c o n -

c e ntr ati o n s  r a n gi n g fr o m 1 5 2 t o 1 6 5 µ M.  Alt h o u g h  D O  m e a s ur e m e nt s  

w er e  n ot  t a k e n d uri n g  t h e ori gi n al  s a m pli n g  e v e nt  i n 2 01 7,  D O  m e a -

s ur e m e nt s  w er e  c oll e ct e d  i n O ct o b er  of  2 0 2 4  u si n g  a  D O  i n str u m e nt a n d  

O 2  pr o b e.  T h e  pr o b e  w a s  t e st e d pri or  t o fi el d  m e a s ur e m e nt s  t o e n s ur e  

a c c ur a c y  b y  m e a s uri n g  O 2  c o n c e ntr ati o n  w hil e  i n cr e a si n g t h e t e m-

p er at ur e  i n a  w at er  b at h  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  3 A).  O n c e  t h e pr o b e  

f u n cti o n alit y w a s  c o n fi r m e d, m e a s ur e m e nt s  w er e  c oll e ct e d  i n t h e w at er  

c ol u m n  of  R S W  ( 6 8 ° C,  p H  6. 5 7  at  ti m e of  s a m pli n g)  e v er y  3 0  s e c  o v er  a  

s p a n  of  1 0 mi n.  D O  v al u e s  r a n g e d fr o m 7 7. 5  t o 9 6. 9  µ M i n  t h e  w at er  

c ol u m n  of  t h e s pri n g  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  3 B)  a n d  w er e  ar o u n d  1 2. 5 µ M  

at  a  d e pt h  of  0. 5  c m  i nt o t h e s e di m e nt.  T hi s  s u g g e st s  t h at O 2  

m a y  b e c o m e  li miti n g t o mi cr o or g a ni s m s  i n t h e w at er  c ol u m n  a n d  

s e di m e nt s  of  t h e s pri n g.  B a s e d  o n  m et a g e n o mi c  s e q u e n ci n g  of  t h e 

pl a n kt o ni c  a n d  s e di m e nt  c o m m u niti e s,  a  di v er s e  s et  of  or g a ni s m s  

c a p a bl e  of  a er o bi c,  a n a er o bi c,  a n d  S 0  m et a b oli s m s  w er e  i d e ntifi e d 4 3 . 

T o g et h er,  t h e s e o b s er v ati o n s  m a k e  R S W  a n  a p pr o pri at e  t ar g et f or 

u n d er st a n di n g  t h e i nt er pl a y b et w e e n  a n a er o bi c  a n d  a er o bi c  t h er m o-

p hil e  m et a b oli s m s.  

H y d r o g e n o b a ct e r  R S W 1  d e s c ri pti o n  a n d  p h yl o g e n eti c  p o siti o n  
wit hi n  a q ui fi c al e s  
T h r e e  r o u n d s  of  dil uti o n  t o e xti n cti o n  e n ri c h m e nt s  u si n g  S 0 - ri c h 

s e di m e nt s  fr o m R S W 4 4  a s  i n o c ul u m a n d  m e di u m  c o nt ai ni n g  H 2  a s  a n  

el e ctr o n  d o n or,  O 2  a s  a n  el e ctr o n  a c c e pt or,  a n d  C O 2  a s  a  c ar b o n  s o u r c e  

yi el d e d  a  c ult u r e  wit h  a  si n gl e  m or p h ot y p e.  A  g e n o m e  w a s  a s s e m bl e d  

fr o m s e q u e n c e d  c ult ur e  D N A  t h at c o m pri s e d  4 8  c o nti g s  a n d  t h at w a s  

e sti m at e d  t o b e  9 8. 0 %  c o m pl et e;  5 %  of  r e a d s  w e r e  u n bi n n e d.  9 9. 9 %  of  

t h e r a w  r e a d s  w e r e  cl a s si fi e d  a s  H y dr o g e n o b a ct er  u si n g  Si n gl e M 4 5 , 

c o n fi r mi n g  t h at t h e c ult u r e  i s a n  i s ol at e. T h e  g e n o m e  (H y d r o -

g e n o b a ct er  R S W 1)  w a s  m o st  cl o s el y  r el at e d  t o t h e A q ui fi c al e s  b a ct e r -

i u m H y dr o g e n o b a ct er  h y dr o g e n o p hil u s 2 4 , f or m e rl y  k n o w n  a s  

C al d er o b a ct eri u m  h y dr o g e n o p hil u m 4 6 . T h e  g e n o m e  of  H y d r o -

g e n o b a ct er  R S W 1  e x hi bit e d  a n  a v er a g e  n u cl e oti d e  i d e ntit y ( A NI) of  

8 6. 8 %  a n d  a n  a v er a g e  a mi n o  a ci d  i d e ntit y ( A AI) of  8 8. 7 %  t o t h e H.  

h y dr o g e n o p hil u s  g e n o m e  a n d  e n c o d e d  p r ot ei n s,  r e s p e cti v el y,  s u g -

g e sti n g  t h at it r e p r e s e nt e d  a n  u n d e s c ri b e d  s p e ci e s  wit hi n  t h e H y d r o -

g e n o b a ct er  g e n u s.  

A  p h yl o g e n o mi c  a n al y si s  w a s  c o n d u ct e d  wit h  m e m b e r s  of  t h e 

A q ui fi c al e s  ( N C BI a c c e s si o n  n u m b e r s  c a n  b e  f o u n d i n S u p pl e m e nt a r y  

Fi g.  2),  r o ot e d  wit h  m e m b er s  of  t h e T h er m ot o g al e s  ( Fi g. 1 ; S u p pl e-

m e nt ar y  Fi g.  2),  a s  h a s  b e e n  d o n e  i n p r e vi o u s  a n al y s e s  of  t h e 

A q ui fi c al e s 4 7 . H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1  gr o u p s  wit h  ot h er  Y N P  H y d r o -

g e n o b a ct er  m et a g e n o m e  a s s e m bl e d  g e n o m e s  ( M A G s), all  of  w hi c h  ar e  

d e s c e n d e d  fr o m a n  a n c e st or  of  H.  h y dr o g e n o p hil u s  a n d  H.  t h er m o-

p hil u s . T h e  cl o s e  s h ar e d  a n c e str y  b et w e e n  t h e T h er m o c ri ni s  a n d  

H y dr o g e n o b a ct er  cl a d e s  i n di c at e s t h at t h e s e or g a ni s m s  a r e  li k el y 

m et a b oli c all y  si mil ar  a n d  t h e r ef or e m a y  s h ar e  si mil ar  m et a b oli c,  p h y -

si ol o gi c al,  a n d  e c ol o gi c al  tr ait s. 

N at ur e  C o m m u ni c ati o n s  | ( 2 0 2 5) 1 6: 1 0 6 3 2  
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Fi g.  1  | P h yl o g e n o mi c  r e c o n s t r u c ti o n  of  m e m b e r s  of  t h e  o r d e r s  A q ui fi c al e s  a n d  

D e s ulf u r o b a c t e ri al e s,  wi t h  t h e  di s t ri b u ti o n  of  s ulf u r  r e d u c t a s e  s u b u ni t  A  

( S r e A) h o m ol o g s  i n di c a t e d. D e s ulf ur o b a ct eri al e s  ar e  g r o u p e d  at  t h e o r d e r  l e v el, 

w hil e  H y d r o g e n o b a ct e r  i s g r o u p e d  at  t h e s p e ci e s  l e v el; all  ot h er  A q ui fi c al e s  cl a d e s  

a r e  g r o u p e d  at  t h e g e n u s  l e v el, e x c e pt  w h er e  M A G s  c o ul d  n ot  b e  cl a s si fi e d  t o a  

T h er m ot o g al e s 

D e s ulf ur o b a ct eri al e s ( n = 1 1, 0/ 1 1) 
V e n e ni vi bri o st a g ni s p u m a nti s ( n = 1, 0/ 1) 
S ulf uri h y dr o g e ni bi u m ( n = 1 9, 0/ 1 9) 

U n cl a s sifi e d H y dr o g e n ot h er m a c e a e ( n = 6, 0/ 6) 

U n cl a s sifi e d H y dr o g e n ot h er m a c e a e ( n = 5, 0/ 5) 

P er s e p h o n ell a ( n = 2 1, 0/ 2 1) 

U n cl a s sifi e d H y dr o g e n ot h er m a c e a e ( n = 7, 0/ 7) 
H y dr o g e n ot h er m u s m ari n u s ( n = 1, 0/ 1) 
H y dr o g e n ot h er m u s s p. ( n = 5, 0/ 5) 

U n cl a s sifi e d A q uifi c a c e a e ( n = 5, 0/ 5) 
U n cl a s sifi e d A q uifi c a c e a e U B A 2 4 8 8 M A G ( n = 1, 0/ 1) 
H y dr o g e n o b a c ul u m ( n = 9, 0/ 9) 

U n cl a s sifi e d A q uifi c a c e a e ( n = 8, 0/ 8) 

A q uif e x ( n = 3, 1/ 3) 

H y dr o g e ni vir g a ( n = 2, 2/ 2) 
T h er m o cri ni s mi n er v a e ( n = 2 5, 2 5/ 2 5)
T h er m o cri ni s 
H y dr o g e n o b a ct e r s p. T 8 ( n = 1, 0/ 1) 
U n cl a s sifi e d A q uifi c a c e a e ( n = 2, 1/ 2) 
H y dr o g e n o b a ct er t h er m o p hil u s T K 6 
H y dr o g e n o b a ct er h y dr o g e n o p hil u s
Y N P S J- 0 3 M A G Bi n 9 7 
H y dr o g e n o b a ct e r R S W 1 g e n o m e
Y N P G C R- 0 4 M A G Bi n 5 7 
Y N P G C R- 0 2 M A G Bi n 1 0 ( n = 1 1, 6/ 1 1)
Y N P S Y L- 0 4 M A G Bi n 3 6 
Y N P S M H- 0 1 M A G Bi n 1 3 
H y dr o g e n o b a ct e r s p. M A G
H y dr o g e n o b a ct e r s p. M A G
H y dr o g e n o b a ct e r s p. M A G 

k n o w n  g e n u s.  T h e  t ot al n u m b e r  of  o r g a ni s m s  wit hi n  e a c h  cl a d e  ( n) i s i n di c at e d, 

f oll o w e d b y  t h e n u m b e r  of  o r g a ni s m s  wit hi n  t h o s e cl a d e s  t h at e n c o d e  h o m ol o g s  of  

S r e A.  H y d r o g e n o b a ct e r  R S W1  i s d e pi ct e d  i n b ol d,  r e d  t e xt. M e m b e r s  of  t h e o r d e r  

T h er m ot o g al e s  w er e  u s e d  a s  t h e o ut gr o u p.  T h e  u n c oll a p s e d  p h yl o g e n y,  al o n g  wit h  

a c c e s si o n  n u m b er s,  a r e  pr o vi d e d  i n S u p pl e m e nt a r y  Fi g.  2.  

e
A

q
u
if

ca
H

yd
ro

g
e
n

th
m

a
c

A rti cl e  htt p s: // d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7- 0 2 5- 5 6 4 1 8- 4  

T h e  or d er  D e s ulf u r o b a ct eri al e s  br a n c h e s  di sti n ctl y  a n d  b a s al  

fr o m ot h e r  A q ui fi c al e s,  w hi c h  a r e  f u rt h e r cl a s si fi e d  a s  t h e f a mili e s 

H y dr o g e n ot h er m a c e a e  a n d  A q ui fi c a c e a e.  M e m b e r s  of  t h e D e s ulf u r -

S 0  9 ,4 8 – 5 2o b a ct e ri al e s  c a n  r e d u c e  b ut  a p p a r e ntl y  d o s o t h r o u g h  

m e c h a ni s m s  t h at d o  n ot  i n v ol v e S r e  si n c e  h o m ol o g s  of  t hi s e n z y m e  ar e  

n ot  e n c o d e d  i n t h eir g e n o m e s  ( Fi g. 1 ). I nt er e sti n gl y, D e s ulf ur o b a ct e r -

i al e s al s o  c o nt ai n  t h e o nl y  m e m b er s  t h at h a v e  b e e n  c h ar a ct e ri z e d  a s  

o bli g at e  a n a er o b e s 9 ,4 8 , w hil e  all  m e m b e r s  wit hi n  A q ui fi c al e s,  w hi c h  

i n cl u d e s t h e f a mili e s A q ui fi c a c e a e  a n d  H y d r o g e n ot h er m a c e a e,  ar e  

c o n si d er e d  t o b e  mi cr o a e r o p hil e s,  wit h  s o m e  b ei n g  f a c ult ati v e 

a n a er o b e s 8 ,1 0,1 1,1 3,1 4 ,2 2 ,2 6 – 2 8 ,3 9 ,4 0 ,5 3 ,5 4 . A s  s u c h,  t h e a bilit y  t o utili z e  O 2  a s  a n  

o xi d a nt  a p p e ar s  t o h a v e  o c c urr e d  aft e r  t h e di v er g e n c e  of  A q ui fi c al e s  

fr o m D e s ulf or o b a ct eri al e s,  wit h  all  d e ri v e d  li n e a g e s a p p ar e ntl y  

c a p a bl e  of  u si n g  O 2 . H o m ol o g s  of  pr ot ei n s  i n v ol v e d i n S 0  r e s pir ati o n  

( S r e) w er e  a c q ui r e d  i n A q ui fi c al e s  p o st  di v er g e n c e  of  H y dr o -

g e n ot h er m a c e a e  a n d  A q ui fi c a c e a e  fr o m t h eir a n c e st or,  a s  i n di c at e d b y  

t h e di stri b uti o n  of  h o m ol o g s  i n t h e l att e r f a mil y a n d  t h eir p a u cit y  i n 

t h e f or m er ( Fi g. 1 ). A m o n g  m e m b er s  of  A q ui fi c a c e a e,  t h e di stri b uti o n  

of  Sr e  i s wi d e s pr e a d  wit h  1 0 0 %  of  t h e T h er m o cri ni s  g e n o m e s,  5 0 %  of  

t h e H y d r o g e n o b a ct er  g e n o m e s,  a n d  all  H y dr o g e ni vir g a  g e n o m e s  a n a -

l y z e d e n c o di n g  h o m ol o g s  of  Sr e,  w hil e  t h r e e cl a d e s  of  U n cl a s si fi e d  

A q ui fi c a c e a e  d o  n ot  e n c o d e  f o r Sr e.  

T o  f urt h er i nt er r o g at e t h e e c ol o g y  of  H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1,  

p r ot ei n  e n c o di n g  g e n e s  i n it s g e n o m e  w er e  a n n ot at e d  t o p r e di ct  it s 

m et a b oli c  p ot e nti al.  T h e  R S W 1  g e n o m e  e n c o d e s  a  f ull r e d u cti v e  T C A  

(r T C A) c y cl e  f or C O 2  fi x ati o n,  c o n si st e nt  wit h  i s ol ati o n of  t h e str ai n  

wit h  C O 2  a s  t h e s ol e  pr o vi d e d  c ar b o n  s o ur c e  a n d  wit h  m a n y  m e m b e r s  

i n t h e o r d er  A q ui fi c al e s  b ei n g  a ut otr o p hi c 2 ,5 5 ,5 6 . T h e  g e n o m e  of  

H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1  d o e s  n ot  e n c o d e  i d e ntifi a bl e  or g a ni c  c a r b o n  

i m p o rt e r s a n d  l a c k s f ull gl y c ol yti c  a n d  T C A  c y cl e s,  b ut  d o e s  e n c o d e  a  

f ull gl u c o n e o g e n e si s  p at h w a y  ( Fi g. 2 ), i n di c ati n g t h at t hi s o r g a ni s m  i s 

p ot e nti all y  a n  o bli g at e  a ut otr o p h,  c o n si st e nt  wit h  t h e str ai n  i d e ntifi e d  

a s  m o st  cl o s el y  r el at e d 4 6 . Eff ort s t o  gr o w  t hi s or g a ni s m  u si n g  a  v ari et y  

of  or g a ni c  c ar b o n  s o ur c e s  (f or m at e, a c et at e,  gl u c o s e,  fr u ct o s e, g al a c -

t o s e, m a n n o s e, l a ct o s e, m alt o s e, s u c r o s e, y e a st  e xtr a ct,  p e pt o n e,  

c a s a mi n o  a ci d s)  u n d e r  mi c r o a er o p hili c  c o n diti o n s  i n t h e p r e s e n c e  or  

a b s e n c e  of  H 2  a s  a n  el e ctr o n  d o n or  w e r e  u n s u c c e s sf ul.  T h e  H y d r o -

g e n o b a ct er  R S W 1  g e n o m e  e n c o d e s  a  v ari et y  of  s ulf ur  m et a b oli zi n g  

g e n e s,  i n cl u di n g a  h o m ol o g  of  S qr  ( s ulfi d e  q ui n o n e  o xi d or e d u ct a s e).  

T h e  R S W 1  g e n o m e  al s o  e n c o d e s  t h e s ulf ur  o xi d ati o n  ( S o x) s y st e m,  

i n cl u di n g S o x A X,  S o x Y Z,  a n d  S o x B,  i n di c ati n g t h e a bilit y  t o o xi di z e  

b ot h  S 0  a n d  S 2 O 3
2 −  t o S O 4

2- 5 7 . I n a d diti o n  t o S 0  o xi d ati o n  p at h w a y s,  t h e 

R S W 1  g e n o m e  e n c o d e s  S r e A B C  ( s ulf ur r e d u ct a s e),  a n  e n z y m e  c o m pl e x  

all o wi n g  f o r t h e r e d u cti o n  of  S 0  o r  p ol y s ul fi d e  ( Sx
2 − ) t o  H S -4 0 ,5 8 ,5 9 , wit h  

S r e A  b ei n g  t h e c at al yti c  s u b u nit.  T h e  a b s e n c e  of  a  t wi n ar gi ni n e  m otif  

i n t h e N-t er mi n u s  of  Sr e A  s u g g e st s  t h at it i s l o c ali z e d o n  t h e c yt o -

pl a s mi c  si d e  of  t h e c ell  m e m br a n e,  r e q uiri n g  S 0  o r  S x
2 −  t o b e  tr a n s-

p ort e d  a c r o s s  t h e c ell  m e m br a n e  ( Fi g. 2 ). T h e  R S W 1  g e n o m e  d o e s  n ot  

e n c o d e  di s si mil at or y  S O 4
2- r e d u cti o n  g e n e s,  i n di c ati n g t h at c ell s  c a n -

n ot  g e n e r at e  e n e r g y  fr o m S O 4
2- r e d u cti o n.  

T h e  H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1  g e n o m e  al s o  e n c o d e s  t hr e e h o m ol o g s  

of  [ Ni F e]- h y d r o g e n a s e s i n cl u di n g r e p r e s e nt ati v e s  of  g r o u p  1 e,  1  d,  a n d  

2 d  h y d r o g e n a s e 6 0  ( Fi g. 2 ). T h e  g r o u p  1 e  h y dr o g e n a s e  ( H y d r o g e n a s e 1)  

i s pr e di ct e d  t o s u p pl y  r e d u ci n g  e q ui v al e nt s  t o t h e S 0 / Sx
2- r e d u ci n g  Sr e  

c o m pl e x,  w hi c h  w a s  fi r st  i s ol at e d a n d  d e s cri b e d  i n t h e A q ui fi c al e s  

b a ct e ri u m  A q uif e x  a e oli c u s 4 0 , a n d  t h at i s di stri b ut e d  a m o n g  n u m e r o u s  

ot h er  b a ct e ri al  a n d  a r c h a e al  or g a ni s m s 5 8 ,5 9 ,6 1 – 6 3 . T h e  gr o u p 1  d h y dr o -

g e n a s e  ( H y dr o g e n a s e 2)  i s pr e di ct e d  t o b e  i n v ol v e d i n H 2  o xi d ati o n  

c o u pl e d  t o r e d u cti o n  of  O 2  a n d i s t h u s li k el y i n v ol v e d i n a e r o bi c  

r e s pir ati o n.  L a stl y,  t h e g r o u p  2  d  h y dr o g e n a s e  ( H y d r o g e n a s e 3)  i s 

h y p ot h e si z e d  t o b e  i n v ol v e d i n g e n er ati n g  r e d u ci n g  e q ui v al e nt s  (i. e., 

N A D( P) H)  f or C O 2  fi x ati o n,  alt h o u g h  t h e e x a ct  f u n cti o n h a s  n ot  b e e n  
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Fi g.  2  | Si m pli fi e d  m o d el  of  r el e v a n t  m e t a b oli c  c a p a bili ti e s  of  H y d r o g e n o b a ct e r  

s t r ai n  R S W 1  b a s e d  o n  g e n o m e  a n n o t a ti o n,  p h y si ol o gi c al  a s s a y s,  a n d  li t e r a t u r e 

d e s c ri bi n g  cl o s el y  r el a t e d  s t r ai n s.  A mt,  a m m o ni a  tr a n s p o rt er; CI,  c o m pl e x  1;  CIII,  

c o m pl e x  3;  CI V,  c o m pl e x  4  ( C o x); C y s W,  s ulf at e/t hi o s ulf at e  A B C  tr a n s p ort e r; C yt  B,  

c yt o c hr o m e  B  s u b u nit;  DI A,  di a p h or a s e  s u b u nit;  Gl n,  gl ut a mi n e  s y nt h et a s e;  Glt,  

gl ut a m at e  s y nt h a s e;  G N G,  gl u c o n e o g e n e si s;  H y d S,  h y dr o g e n a s e  s m all  s u b u nit;  

H y d L,  h y d r o g e n a s e  l a r g e s u b u nit;  N a s,  a s si mil at o r y  nitr at e  r e d u ct a s e;  Ni r,  nitrit e  

r e d u ct a s e;  P F O R,  p yr u v at e:  f er r e d o xi n o xi d or e d u ct a s e;  Q,  q ui n o n e  p o ol;  r T C A,  

i d e ntifi e d 6 0 . C o n si st e nt  wit h  t hi s pr e di cti o n,  a  di a p h or a s e  s u b u nit  t h at 

f a cilit at e s el e ctr o n  tr a n sf er t o/fr o m N A D( P) H  i s e n c o d e d  b y  a  g e n e  

p r o xi m al  t o t h e g r o u p  2  d  h y d r o g e n a s e  e n z y m e  ( Fi g. 2 ). 

H y d r o g e n o b a ct e r  R S W 1  g r o wt h  c h a r a ct e ri z a ti o n  
G e n o mi c  p r e di cti o n s  of  t h e m et a b oli s m  of  R S W 1  w e r e  t e st e d e x p eri -

m e nt all y,  i n p arti c ul a r  t h e a bilit y  t o o xi di z e  H S -, S0 , a n d  S 2 O 3
2- u n d e r  

mi cr o a e r o bi c  ( 2 % v ol./ v ol.  O 2 ) c o n diti o n s.  E q u ati o n s  a r e  pr o vi d e d  t o 

r ef er  t o t h r o u g h o ut t h e r e s ult s  a n d  di s c u s si o n:  

2 H S  + 2 O 2  !  S 2 O 3 2  + H 2 O  ð1 Þ 

2S 0  + 1 :5 O 2  + H 2 O  !  S O 4  + 2 H +  ð2 Þ 

2 2S 2 O 3  + 2 O 2  + H 2 O  !  2 S O 4  + 2 H  +  ð3 Þ 

2 H 2  + O 2  !  2 H 2 O  ð4 Þ 

H 2  + S 0  !  H S  + H +  ð5 Þ 

r e d u cti v e  T C A  c y cl e;  S qr,  s ul fi d e  q ui n o n e  o xi d or e d u ct a s e;  S o x,  s ulf ur  o xi d ati o n  

( S o x) p at h w a y;  S r e,  s ulf ur  r e d u ct a s e.  Pr ot ei n s  r el at e d  t o s ulf ur  o xi d ati o n  ( p ur pl e), 

s ulf ur  r e d u cti o n  ( or a n g e), nitr o g e n  a s si mil ati o n  ( d a r k bl u e),  c ar b o n  fi x ati o n  (r e d), 

h y d r o g e n  o xi d ati o n  (li g ht bl u e),  a n d  o xi d ati v e  p h o s p h or yl ati o n  ( gr e e n) ar e  c ol or  

c o d e d  r e s p e cti v el y.  T r a n s p ort  pr ot ei n s  a r e  y ell o w.  P at h w a y s  a r e  d e pi ct e d  t o o nl y  

s h o w  m et a b oli s m s  di s c u s s e d  i n t h e t e xt. Q u e sti o n  m a r k s  i n di c at e u n c ert ai nt y  i n 

h o w  t h o s e d e pi ct e d  t a s k s a r e  p e rf o r m e d.  

2S 0  + 4 H 2 O  !  S O 4  + 3 H S  + 5 H +  ð6 Þ 

C ell s  di d  n ot  gr o w  wit h  H S - w h e n  pr o vi d e d  wit h  2 %  O 2  a s  el e ct r o n  

a c c e pt or  ( E q. 1 ), p o s si bl y  d u e  t o t h e f a st ki n eti c s  of  a bi oti c  a n d  O 2 -

d e p e n d e nt  H S - o xi d ati o n  at  cir c u m n e utr al  p H 6 4 ,6 5 , a s  f u rt h e r  di s c u s s e d  

b el o w.  W h e n  c ell s  w e r e  p r o vi d e d  wit h  S 0  o r  S 2 O 3
2 −  a s  t h e el e ctr o n  

d o n o r  a n d  2 %  O 2  a s  t h e el e ctr o n  a c c e pt or  ( E q s. 2  a n d  3 ), t h e c o n -

c e ntr ati o n  of  c ell s  i n c r e a s e d c o n c o mit a nt  wit h  a n  i n cr e a s e i n t h e 

c o n c e ntr ati o n  of  S O 4
2 −  ( S u p pl e m e nt a r y Fi g.  4).  W h e n  H y dr o g e n o b a ct e r  

R S W 1  w a s  p r o vi d e d  wit h  H 2  a s  a n  el e ctr o n  d o n or  a n d  2 %  or  5 %  O 2  a s  t h e 

el e ctr o n  a c c e pt o r  ( E q. 4 ), c ell  c o n c e ntr ati o n s  al s o  i n cr e a s e d ( Fi g. 3 B).  

W h e n  c ult ur e s  w er e  pr o vi d e d  wit h  H 2  a s  t h e el e ctr o n  d o n or  a n d  S 0  a s  

t h e el e ctr o n  a c c e pt or  ( E q. 5 ), t h e c o n c e ntr ati o n  of  H S - i n c r e a s e d b ut  n o  

c h a n g e  i n t h e c ell  c o n c e ntr ati o n  w a s  o b s e r v e d  ( Fi g. 3 A,  B).  H S - c o n -

c e ntr ati o n s w e r e b el o w  t h e d et e cti o n  li mit  ( <  1  µ M;  S u p pl e m e nt a r y  

Fi g.  5)  i n a bi oti c  c o ntr ol s,  i n di c ati n g t h at H S - m e a s u r e d  i n bi ol o gi c  

e x p eri m e nt s  i s bi o g e ni c.  T hi s  s u g g e st s  t h at t h e H 2 / S0  r e d o x  c o u pl e  

m a y  s u p p ort  t h e e n e r g y  m et a b oli s m  of  t h e c ell  b ut  t h at t hi s i s n ot  

c o u pl e d  t o bi o m a s s  pr o d u cti o n  ( di s c u s s e d b el o w).  T hi s  o b s er v ati o n  i s 

c o n si st e nt  wit h  p ri or  c h ar a ct eri z ati o n  of  t h e A q ui fi c al e s  b a ct e ri a  T.  

r u b er a n d  A.  a e oli c us , w hi c h  w er e  al s o  s h o w n  t o b e  c a p a bl e  of  r e d u ci n g  

S 0  2 8 ,4 0  . I n t h e s u b s e cti o n s  b el o w,  e x p e ri m e nt s  a r e  pr e s e nt e d  t h at ar e  

ai m e d  at  i d e ntif yi n g t h e s p e ci fi c  eff e ct s  of  O 2  a n d  H 2  c o n c e ntr ati o n  o n  

N at ur e  C o m m u ni c ati o n s  | ( 2 0 2 5) 1 6: 1 0 6 3 4  
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Fi g.  3  | P r o d u c ti o n  of  t ot al  s ul fi d e  a n d  c ell s  i n a u t o t r o p hi c all y  g r o w n  c ul t u r e s  of  

H y d r o g e n o b a c t e r  R S W 1  i n t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  of  a d d e d  o x y g e n  ( O2 ) wi t h  

a n d  wi t h o u t  d ail y  h e a d s p a c e  a m e n d m e n t.  Gr o wt h  e x p eri m e nt s  w er e  c o n d u ct e d  

i n c ult ur e s  p r o vi d e d  wit h  h y dr o g e n  ( H2 ) a s  r e d u ct a nt,  el e m e nt al  s ulf ur  ( S0 ) a s  

o xi d a nt,  a n d  O 2  t o s p e ci fi e d  c o n c e ntr ati o n s  at  t h e st a rt  of  t h e e x p eri m e nt  (A , B ) or  

wit h  d ail y  a m e n d m e nt s  t o m ai nt ai n  O 2  at  t h e s p e ci fi e d  c o n c e ntr ati o n s  ( p a n el s C  &  

D ). C ult ur e s  c o nt ai ni n g  H 2  a n d  O 2  wit h o ut  S 0  w er e  i n cl u d e d f or g r o wt h  

6. 0 E + 0 8 6. 0 E + 0 8 

C
ell

s 
m
L 

H , 0 % O , S 

H , 2 % O , S 

H , 5 % O , S 

H , 2 % O 

H , 5 % O 

0 1 2 3 4 5 6 

5. 0 E + 0 8 

4. 0 E + 0 8 

3. 0 E + 0 8 

2. 0 E + 0 8 

1. 0 E + 0 8 

8. 5 E + 0 5 

D a y s 

c o m p ari s o n s  ( p a n el s B  &  D ). T ot al  a q u e o u s  s ul fi d e  ( H2 S/ H S -/ S2
-) w a s  d et er mi n e d  

b ef o r e  a n d  aft er  h e a d s p a c e  e x c h a n g e  a n d  t h u s a c c o u nt s  f or it s l o s s d uri n g  h e a d-

s p a c e  e x c h a n g e  ( p a n el C ). S O 4
2 −  w a s  n ot  p r o d u c e d  i n e x p e ri m e nt s  c o nt ai ni n g  S 0  

( S u p pl e m e nt a r y Fi g.  6).  All  c ult ur e s  w er e  pr o vi d e d  wit h  1 5 0  μ M S O 4
2 −  a s  a  s ulf ur  

s o ur c e  a n d  w e r e  i n c u b at e d o n  t h eir si d e s  at  7 0  ° C  o n  a  s h a ki n g  i n c u b at or ( 5 0 

r e v ol uti o n s  p er  mi n ut e).  T h e  a v er a g e  a n d  st a n d ar d  d e vi ati o n  of  t hr e e or  f o ur 

r e pli c at e  c ult ur e s  i s s h o w n.  S o ur c e  d at a  a r e  pr o vi d e d  a s  a  S o ur c e  D at a  fi l e. 

p at h w a y s  of  S 0  o xi d ati o n  a n d  r e d u cti o n  i n R S W 1  a n d  t h eir eff e ct s  o n  

t h e gr o wt h  a n d  m et a b oli s m  of  c ell s.  

I m p a ct of  O 2  c o n c e ntr ati o n o n S 0  m et a b oli s m  wit h o ut  r e a ct or  

h e a d s p a c e  e x c h a n g e . A  p r e vi o u s  st u d y  of  T.  r u b er a n d  A.  a e oli c us  

r e p ort e d  H 2 - d e p e n d e nt r e d u cti o n  of  S 0  t o H S - ( E q. 5 ) i n t h e p r e s e n c e  of  
2 8 ,4 0O 2  , a n  i nt er e sti n g o b s er v ati o n  si n c e  S 0  r e d u cti o n  i s a  f or m of  

a n a er o bi c  r e s pir ati o n  i n m a n y  c ell s 6 6 . R o b u st  gr o wt h  w a s  r e p ort e d  f or 

b ot h  T.  r u b er a n d  f o r A.  a e oli c us  c ell s  g r o w n  u n d e r  t hi s c o n diti o n,  

h o w e v er,  it i s u n cl e ar  fr o m t h e s e st u di e s  if c ell s  w e r e  si m ult a n e o u sl y  

r e d u ci n g  O 2  a n d  S 0  ( E q s. 4  a n d  5 ) a n d,  if s o,  w h et h e r  t h e r e w a s  a  g r o wt h  

b e n e fi t2 8 ,4 0 . Gi v e n  t h at  H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1  c a n  o xi di z e  S 0  o r  H 2  wit h  

O 2  ( E q s. 2  a n d  4 ) a n d  r e d u c e  S 0  wit h  H 2  ( E q. 5 ), a d diti o n al  i n v e sti g ati o n s 

i nt o t hi s p h e n o m e n o n  i n R S W 1  w er e  u n d ert a k e n.  F or  t h e f oll o wi n g 

e x p e ri m e nt s,  t h e fi n al  h e a d s p a c e  g a s  c o m p o siti o n  f o r a n a er o bi c  

g r o wt h  e x p e ri m e nt s  w a s  ( v ol./ v ol.): 8 0 %  H 2  a n d  2 0 %  C O 2 . F or  a e r o bi c  

g r o wt h  e x p eri m e nt s,  t h e a m o u nt  of  C O 2  i n t h e h e a d s p a c e  r e m ai n e d  

c o n st a nt  ( 2 0 % v ol./ v ol.)  b ut  t h e a m o u nt  of  O 2  i n t h e h e a d s p a c e  w a s  

a dj u st e d  a s  s p e ci fi e d,  w hil e  H 2  c o n c e ntr ati o n s  w e r e  a dj u st e d  t o b al -

a n c e  t h e O 2  c o n c e ntr ati o n s,  u nl e s s  ot h e r wi s e  n ot e d.  W h e n  pr o vi d e d  

0 %  v ol./ v ol.  O 2 , S0 , a n d  H 2 , a  t ot al of  ~ 5 0 0  μ M of H S - w a s  p r o d u c e d  o v e r  

t h e c o ur s e  of  t h e i n c u b ati o n b ut  t hi s w a s  n ot  c o u pl e d  t o pr o d u cti o n  of  

c ell s  ( Fi g. 3 A,  B).  H o w e v e r,  w h e n  c ell s  w er e  pr o vi d e d  wit h  2 %  a n d  5 %  

v ol./ v ol.  O 2 , S0 , a n d  H 2 , > 3. 5 m M  of  H S - w a s  pr o d u c e d  o v er  t h e c o ur s e  of  

t h e i n c u b ati o n a n d  m et a b oli c  a cti vit y  w a s  c o u pl e d  t o t h e pr o d u cti o n  of  

c ell s  ( Fi g. 3 A,  B).  I n c ult ur e s  p r o vi d e d  wit h  2 %  v ol./ v ol.  O 2 / S0 / H2 , c ell  

c o n c e ntr ati o n s  r e a c h e d  a  m a xi m u m  of  4. 5 4  ×  1 0 7  c ell s  m L −  1  w h er e a s  

t h o s e p r o vi d e d wit h 5 %  v ol./ v ol.  O 2 / S0 / H2  r e a c h e d  a  m a xi m u m  of  

9. 6 8  ×  1 0 7  c ell s  m L −  1  ( Fi g. 3 B).  Pr o d u cti o n  of  S O 4
2 −  w a s  n ot  o b s e r v e d  i n 

a n y  of  t h e s e c o n diti o n s,  i n di c ati n g t h at c ell s  w er e  n ot  o xi di zi n g  S 0  wit h  

O 2  ( E q. 2 ) or  di s pr o p orti o n ati n g  S 0  t o pr o d u c e  H S −  a n d  S O 4
2 − , p er  E q.  6  

( S u p pl e m e nt a r y Fi g.  6).  O n e  h u n d r e d  fi ft y μ M S O 4
2- w a s  p r o vi d e d  t o all  

r e a ct or s  a s  a  s ulf ur  s o u r c e,  s u c h  a s  t o n ot  i n d u c e c ell s  t o m et a b oli z e  S 0  

t o m a k e  it a v ail a bl e  f or a s si mil ati o n.  C ell s  pr o vi d e d  wit h  H 2  a n d  2 %  a n d  

5 %  v ol./ v ol.  O 2  wit h o ut  S 0  ( E q. 4 ) w er e  i n cl u d e d f or c o m p a ri s o n  a n d  

t h e s e r e a c h e d  fi n al  c o n c e ntr ati o n s  of  6. 8 7  ×  1 0 7  c ell s  m L −  1  a n d  

1. 7 5  ×  1 0 8  c ell s  m L −  1, r e s p e cti v el y  ( Fi g.  3 B).  H S - w a s  n ot  d et e ct e d  i n 

t h e s e c o n diti o n s.  B a s e d  o n  t h e s e d at a,  it w a s  h y p ot h e si z e d  t h at H 2 -

o xi di zi n g  c ell s  w e r e  si m ult a n e o u sl y  r e d u ci n g  S 0  a n d  O 2  ( E q s. 4  a n d  5 ) t o  

s u p p o rt  t h eir e n er g y  m et a b oli s m,  wit h  t h o s e c ell s  p r o vi d e d  wit h  

hi g h er  c o n c e ntr ati o n s  of  O 2  g ai ni n g  a d diti o n al  e n e r g y  fr o m a  g r e at e r  

a v ail a bilit y  of  t hi s o xi d a nt.  T h e  af or e m e nti o n e d  e x p e ri m e nt s  w er e  

p erf or m e d  wit h o ut  h e a d s p a c e  e x c h a n g e,  h o w e v er,  w hi c h  m a y  h a v e  

all o w e d  f or O 2  li mit ati o n t o d e v el o p  d u ri n g  t h e c o ur s e  of  i n c u b ati o n, 

l e a di n g t o a  s u b s e q u e nt  m et a b oli c  s wit c h  t o S 0  r e d u cti o n.  

I m p a ct of  O 2  c o n c e nt r ati o n  o n  S 0  m et a b oli s m  wit h  r e a ct or  h e a d-

s p a c e  e x c h a n g e . T h e  l o w s ol u bilit y 6 7  a n d  t h e l o w diff u si vit y  of  O 2  at  

hi g h  t e m p e r at u r e 6 8  c o ul d  c a u s e  a n o xi c  c o n diti o n s  t o d e v el o p  i n c ul -

t ur e s t h at w o ul d  pr o m ot e  S 0  r e d u cti o n  a n d  l e a d t o t h e e rr o n e o u s  

c o n cl u si o n  t h at t h e s a m e  c ell s  w er e  si m ult a n e o u sl y  r e d u ci n g  O 2  a n d  S 0 . 

T o  b e gi n t o r ul e o ut  t hi s  p o s si bilit y,  t h e s a m e  e x p eri m e nt al  c o n diti o n s  

w e r e  u s e d  a s  a b o v e,  h o w e v e r,  t h e h e a d s p a c e  of  e a c h  r e a ct or  w a s  fl u -

s h e d  f or 3 0  s e c  f oll o w e d b y  r e pl a c e m e nt  of  t h e g a s  p h a s e  t o t h e s p e -

ci fi e d  i niti al c o n c e ntr ati o n s  ( 0 %, 2 %,  or  5 %  v ol./ v ol.  O 2 ) e v e r y  2 4  h  

d uri n g  i n c u b ati o n ( Fi g. 3 C,  D).  

A s  i n t h e p r e vi o u s  e x p e ri m e nt,  c ult ur e s  p r o vi d e d  wit h  H 2  a n d  S 0  

b ut  n ot  wit h  O 2  ( 0 % v ol./ v ol.;  E q.  5 ) pr o d u c e d  H S - wit h o ut  a n  i n c r e a s e i n 

c ell  c o n c e ntr ati o n  ( Fi g. 3 C,  D).  D e s pit e  e x c h a n gi n g  t h e h e a d s p a c e  

e v er y  2 4  h,  c ult u r e s  pr o vi d e d  wit h  2 %  or  5 %  v ol./ v ol.  O 2 , H2 , a n d  S 0  still  

p r o d u c e d  H S -, g e n e r ati n g  1. 3  m M  H S - a n d  7 1 5  μ M H S -, r e s p e cti v el y  

( Fi g. 3 C).  T h e s e  c o n c e ntr ati o n s  a r e  l o w e r t h a n t h o s e m e a s ur e d  i n n o n-

e x c h a n g e  e x p eri m e nt s  ( Fi g. 3 A)  f or r e a s o n s di s c u s s e d  b el o w.  B ot h  t h e 

2 %  v ol./ v ol.  O 2 / S0 / H2  c o n diti o n  a n d  5 %  v ol./ v ol.  O 2 / S0 / H2  c o n diti o n  

r e a c h e d  si g ni fi c a ntl y  hi g h er  c ell  c o n c e ntr ati o n s,  1. 0 5  ×  1 0 8  a n d  

5. 1 3  ×  1 0 8  c ell s  m L −  1, r e s p e cti v el y,  w h e n  c o m p ar e d  t o t h e s a m e  c o n -

diti o n s  w h e n  t h e h e a d s p a c e  w a s  n ot  e x c h a n g e d  ( Fi g. 3 B,  D).  T hi s  

i n di c at e s t h at O 2  li mit ati o n m a y  h a v e  o c c u r r e d  i n c ult ur e s  d u ri n g  t h e 
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Fi g.  4  | P r o d u c ti o n  of  t ot al  s ul fi d e,  c ell s,  a n d  c o n s u m p ti o n  of  o x y g e n  ( O2 ) i n  

a u t o t r o p hi c all y  g r o w n  c ul t u r e s  of  H y d r o g e n o b a ct e r  R S W 1  i n t h e  p r e s e n c e  a n d  

a b s e n c e  of  el e m e n t al  s ulf u r  ( S0 ). Gr o wt h  e x p eri m e nt s  w er e  c o n d u ct e d  i n c ult ur e s  

p r o vi d e d  wit h  h y d r o g e n  ( H2 ) a n d  2 %  O 2  o r  wit h  H 2 , 2 % O2  a n d  S 0  wit h  d ail y  

a m e n d m e nt s  t o m ai nt ai n  O 2  at  t h e s p e ci fi e d  c o n c e ntr ati o n s  (A – C ) o r  wit h  m or e  

fr e q u e nt e x c h a n g e  b et w e e n  2 4 – 4 8  h  (D – F ). T ot al  a q u e o u s  s ul fi d e  ( H2 S/ H S -/ S2
-) w a s  

d et er mi n e d  b ef or e  a n d  aft e r  h e a d s p a c e  e x c h a n g e  a n d  t h u s a c c o u nt s  f or it s l o s s 

2. 5 

2 

1. 5 

1 
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0  1 2  2 4  3 6  4 8  
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Ti m e ( hr s) 

d uri n g  h e a d s p a c e  e x c h a n g e  ( p a n el s A  a n d  D).  O 2  m e a s ur e m e nt s  w er e  t a k e n pri or  t o 

h e a d s p a c e  a dj u st m e nt s  ( C a n d  F).  D a s h e d  li n e i n p a n el  C  r e pr e s e nt s  t h e li mit of  

d et e cti o n.  S O 4
2 −  w a s  n ot  pr o d u c e d  i n e x p eri m e nt s  c o nt ai ni n g  S 0  ( S u p pl e m e nt a r y 

Fi g.  8).  All  c ult ur e s  w e r e  p r o vi d e d  wit h  ~ 1 5 0  μ M S O 4
2 −  a s  a  s ulf ur  s o u r c e  a n d  w e r e  

i n c u b at e d o n  t h ei r si d e s  at  7 0  ° C  o n  a  s h a ki n g  i n c u b at or ( 5 0 r e v ol uti o n s  p er  mi n -

ut e).  T h e  a v e r a g e  a n d  st a n d a r d  d e vi ati o n  of  f o ur r e pli c at e  ( A– C)  a n d  t hr e e r e pli c at e  

( p a n el s D – F)  c ult ur e s  i s s h o w n.  S o ur c e  d at a  a r e  pr o vi d e d  a s  a  S o ur c e  D at a  fi l e. 

c o ur s e  of  t h e e x p eri m e nt s  wit h o ut  h e a d s p a c e  e x c h a n g e.  Alt h o u g h  

c ell s  p r o vi d e d  wit h  H 2  a n d  2 %  a n d  5 %  v ol./ v ol  O 2  wit h o ut  S 0  ( E q. 4 ) al s o  

r e a c h e d  a  hi g h er  fi n al  c ell  c o n c e ntr ati o n  ( 1. 0 7 ×  1 0 8  c ell s  m L −  1  a n d  

3. 1 4  ×  1 0 8  c ell s  m L −  1, r e s p e cti v el y)  w h e n  c o m p a r e d  t o t h e n o  h e a d-

s p a c e  e x c h a n g e  e x p eri m e nt,  t h e i n cr e a s e w a s  n ot  a s  si g ni fi c a nt  a s  t h e 

i n cr e a s e o b s e r v e d  i n c ult u r e s  pr o vi d e d  wit h  S 0  ( Fi g. 3 B,  D).  C ult ur e s  

p r o vi d e d  wit h  H 2  a n d  2 %  O 2  wit h  a n d  wit h o ut  S 0  ( E q. 4 ) g r e w  si mil a rl y  

w h e n  t h e at m o s p h e r e  w a s  e x c h a n g e d,  w hil e  c ult u r e s  pr o vi d e d  wit h  H 2  

a n d  5 %  O 2  i n t h e p r e s e n c e  of  S 0  g r e w  si g ni fi c a ntl y  b ett er  t h a n c ult ur e s  

p r o vi d e d  wit h  H 2  a n d  5 %  O 2  wit h o ut  S 0  ( Fi g. 3 D).  T hi s  i n di c at e s t h at 

t h er e i s a  si g ni fi c a nt  gr o wt h  b e n e fi t w h e n H2 - o xi di zi n g c ell s  a r e  pr o -

vi d e d  wit h  b ot h  O 2  a n d  S 0 . 

T h e  l a c k of  sti m ul ati o n  of  gr o wt h  i n t h e 2 %  O 2  c o n diti o n  wit h  S 0  i s 

li k el y e x pl ai n e d  b y  t h e a bi oti c  c o n s u m pti o n  of  O 2  b y  H S - ( di s c u s s e d 

b el o w),  w hi c h  m a y  h a v e  d e c r e a s e d  O 2  a v ail a bilit y  d u ri n g  t h e c o u r s e  of  

t h e i n c u b ati o n, w h e n  c o m p a r e d  t o t h e c o n diti o n  wit h o ut  S 0  ( E q. 4 ). 

F u rt h er,  t h e a m o u nt  of  H S - t h at a c c u m ul at e d  i n c ult ur e s  d uri n g  t h e 

c o ur s e  of  i n c u b ati o n w a s  n ot  c o n st a nt,  a n d  p eri o d s  of  H S - a c c u m ul a -

ti o n w er e  o b s e r v e d  f oll o w e d b y  p eri o d s  of  H S - dr a w d o w n  t o w a r d s t h e 

e n d  of  i n c u b ati o n ( Fi g. 3 C).  F or  e x a m pl e,  a  s u b st a nti al  a m o u nt  of  H S -

w a s  p r o d u c e d  u ntil  d a y  t h r e e i n t h e 2 %  O 2 / S0 / H2  g r o wt h  c o n diti o n  b ut  

t h e n r a pi dl y  di s a p p e a r e d  b et w e e n  d a y  t hr e e a n d  f o ur. T h e  d e pl eti o n  of  

H S - c orr e s p o n d s  t o a  c e s s ati o n  i n c ell  p r o d u cti o n,  s u g g e sti n g  t h at t h e 

d e c r e a s e  w a s  d u e  t o i n a cti vit y of  c ell s  ( Fi g. 3 C- D).  H S - i s r e a dil y  

o xi di z e d  b y  O 2  at  cir c u m n e utr al  p H 6 4 ,6 5 , s u g g e sti n g  t h at t h e d e c r e a s e  

c o ul d  b e  attri b ut e d  t o a bi oti c  o xi d ati o n.  It i s u nli k el y  t h at H y d r o -

g e n o b a ct er  R S W 1  i s r e s p o n si bl e  f or t h e d e c r e a s e  i n H S - c o n si d e ri n g  t h at 

e x p e ri m e nt s  f ail e d t o d e m o n str at e  t hi s c a p a bilit y  i n t hi s str ai n  ( E q. 1 ; 

s e e  a b o v e).  R at h er,  a bi oti c  c o ntr ol  e x p e ri m e nt s  i n di c at e d t h at t h e Ni 2 +  

a n d  C o 2 +  i o n s ( a n d t o a  l e s s er e xt e nt  F e 2 +  i o n s) pr e s e nt  i n t h e S L- 1 0  tr a c e 

m et al s  u s e d  t o c ulti v at e  H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1  c at al y z e d  t h e o xi d a -

ti o n of  H S - a n d  t h at t hi s r e q uir e d  a n d  c o n s u m e d  O 2  ( s e e S u p pl e m e n -

t ar y R e s ult s  i n t h e S u p pl e m e nt al  M at eri al  fi l e, S u p pl e m e nt a r y  Fi g.  7).  

T o  f urt h er i n v e sti g at e w h et h er  a n a er o bi c  c o n diti o n s  d e v el o p e d  i n 

r e a ct or s  r e s ulti n g  i n H 2 - o xi di zi n g c ell s  s wit c hi n g  fr o m O 2  r e d u cti o n  

( E q. 4 ) t o  S 0  r e d u cti o n  ( E q. 5 ), a s  o p p o s e d  t o si m ult a n e o u s  r e d u cti o n  of  

O 2  a n d  S 0  ( E q s. 4  a n d  5 ), g r o wt h  e x p e ri m e nt s  c o nt ai ni n g  2 %  O 2  wit h  or  

wit h o ut  S 0  ( Fi g. 3 C,  D)  w e r e  r e p e at e d  a n d  h e a d s p a c e  O 2  c o n c e ntr ati o n s  

w e r e  d et e r mi n e d  e v er y  2 4  h  pri or  t o r e pl a ci n g  t h e h e a d s p a c e  wit h  H 2 / 

C O 2 / O2  t o s p e ci fi e d  c o n c e ntr ati o n s.  H S - a n d/ or  c ell  pr o d u cti o n  i n b ot h  

g r o wt h  c o n diti o n s  ( Fi g. 4 A,  B)  w e r e  si mil a r  t o w h at  w a s  m e a s u r e d  

p r e vi o u sl y  ( Fi g. 3 C,  D).  I n b ot h  c ult u r e  c o n diti o n s,  t h e c o n c e ntr ati o n  of  

O 2  i n t h e h e a d s p a c e  d e c r e a s e d  d uri n g  t h e i n c u b ati o n p eri o d  ( Fi g. 4 C).  

I n t h e H 2 / O2  c o n diti o n  ( E q. 4 ), t h e r at e  of  O 2  c o n s u m pti o n  w a s  f a st e r 

t h a n i n t h e H 2 / O2 / S0  c o n diti o n,  w hi c h  w a s  r e fl e ct e d  i n t h e p r o d u cti o n  

of  m or e  c ell s  i n t h e f or m er c o n diti o n  r el ati v e  t o t h e l att e r c o n diti o n  

b et w e e n  d a y s  0  a n d  1.  T h e  sl o w er  r at e  of  c ell  pr o d u cti o n  w h e n  S 0  w a s  

p r e s e nt  i n di c at e s t h at S 0  aff e ct s  t h e c o u pli n g  of  H 2  o xi d ati o n  t o O 2  
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i n cr e a s e i n S O 4
2- c o n c e ntr ati o n  w a s  d et e ct e d  i n t h e s e c o n diti o n s  A 3 0 0 0 

( S u p pl e m e nt a r y Fi g.  8),  i n di c ati n g t h at t h e s e c ell s  ar e  n ot  gr o wi n g  vi a  

S 0  o xi d ati o n  ( E q. 2 ) o r  t hr o u g h t h e di s pr o p orti o n ati o n  of  S 0  ( E q. 6 ).2 5 0 0 
T hi s  s h o w s  t h at O 2  li k el y b e c a m e  li miti n g a n d  t h e pr e s e n c e  of  S 0  

all o w e d  f or a d diti o n al  H 2  o xi d ati o n  a n d  gr o wt h.  H o w e v er,  t h e s e d at a  2 0 0 0 

0 % H , 2 % O , S 

1 0 % H , 2 % O , S 

2 0 % H , 2 % O , S 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 

A
q
u
e
o
us

 s
ulf

i
d
e 

( 
M)

 

d o  n ot  i n di c at e t h at O 2  w a s  d e pl et e d  b ef or e  S 0  r e d u cti o n  o c c u rr e d.  

T o  d et er mi n e  if H S - p r o d u cti o n  i n H 2 / O2 / S0  c o n diti o n s  i s d u e  t o 

d e pl eti o n  of  O 2  t hr o u g h H 2  o xi d ati o n  ( E q. 4 ) f oll o w e d b y  t h e r e d u cti o n  

of  S 0  ( E q. 5 ) or  w h et h er  r e d u cti o n  of  s u b str at e s  o c c ur s  si m ult a n e o u sl y,  

t h e s a m e  e x p e ri m e nt  wit h  2 %  O 2 , S0 , a n d  H 2  d e s c ri b e d  a b o v e  w a s  

i niti at e d, b ut  wit h  t h e h e a d s p a c e  b ei n g  e x c h a n g e d  m or e  fr e q u e ntl y at  

2 4,  3 8,  a n d  4 8  h  ( Fi g. 4 D – F).  T h e  r at e s  of  c ell  pr o d u cti o n  a n d  O 2  c o n -

s u m pti o n  w e r e  si mil ar  t o p r e vi o u s  e x p e ri m e nt s,  alt h o u g h  o nl y  4 0 0  μ M  

1 5 0 0 

1 0 0 0 

5 0 0 

0 
of  H S - a c c u m ul at e d  ( Fi g. 4 D).  T hi s  i s attri b ut a bl e  t o t h e hi g h er  c o n -

c e ntr ati o n  a n d  t ot al a m o u nt  of  O 2  i n t h e s e e x p e ri m e nt s.  I m p ort a ntl y, 
D a y s t h e c o n c e ntr ati o n  of  O 2  d e c r e a s e d  i n t h e h e a d s p a c e  a s  c ell  a n d  H S -

B 
1 0 0 0 c o n c e ntr ati o n s  i n cr e a s e d ( Fi g. 4 E,  F).  T o g et h e r,  t h e s e d at a  i n di c at e 

t h at H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1  si m ult a n e o u sl y  c at al y z e d  t h e H 2 - d e p e n-

d e nt  r e d u cti o n  of  S 0  a n d  O 2  ( vi a E q s.  4  a n d  5 ). It i s s u g g e st e d  t h at t hi s 
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8 0 0 
h y bri d  a er o bi c- a n a e r o bi c  m et a b oli s m  m a y  h a v e  b e e n  o v e rl o o k e d  i n 

A q ui fi c al e s  ( a n d p o s si bl y  ot h er  mi cr o or g a ni s m s)  i n p r e vi o u s  st u di e s  
6 0 0 d u e  t o ef fi ci e nt  a bi oti c  o xi d ati o n  of  H S - b y  tr a c e el e m e nt s  i n t h e g r o wt h  

m e di u m  u s e d  t o c ulti v at e  c ell s.  

4 0 0 
I m p a ct of  H 2  c o n c e ntr ati o n o n S 0  m et a b oli s m . T o  b ett er  u n d er st a n d  

S 0  r e d u cti o n  a cti vit y  i n c ult u r e s  of  H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1,  e x p eri -
2 0 0 m e nt s  w er e  e st a bli s h e d  t o v ar y  H 2  c o n c e ntr ati o n s  i n c ult ur e s  w hil e  

k e e pi n g  O 2  c o n c e ntr ati o n s  c o n st a nt.  H e a d s p a c e  H 2  c o n c e ntr ati o n s  of  

0 %,  1 0 %  a n d  2 0 %  v ol./ v ol.  w er e  t e st e d w hil e  k e e pi n g  t h e h e a d s p a c e  O 2  

c o n c e ntr ati o n  at  2 %  v ol./ v ol.  All  e x p eri m e nt s  c o nt ai n e d  t h e s a m e  

a m o u nt  of  S 0  a n d  h a d  a  N 2  h e a d s p a c e  wit h  2 0 %  C O 2  t h at w a s  a m e n d e d  

0 

D a y s 
wit h  H 2  a n d  O 2  t o m e et  t h e t a r g et c o n c e ntr ati o n s.  W h e n  gi v e n  0 %  H 2 ,C 3. 2 E + 0 7 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 

2 %  O 2 , a n d  S 0 , H S- w a s  n ot  d et e ct e d  ( Fi g. 5 A),  w hil e  n e a rl y  7 0 0  μ M of  

S O 4
2- w a s  p r o d u c e d  ( Fi g. 5 B),  i n di c ati n g S 0  o xi d ati o n  a cti vit y  ( E q. 2 ). I n 

t hi s g r o wt h  c o n diti o n,  t h e c ell  c o n c e ntr ati o n  i n c r e a s e d fr o m 8. 0  x  1 0 5  

c ell s  m L −  1  t o 1. 1  x  1 0 7  c ell s  m L −  1  ( Fi g. 5 C).  I n c o ntr a st,  c ult u r e s  p r o vi d e d  

wit h  1 0 %  or  2 0 %  H 2 , 2 %  O 2 , a n d  S 0 , pr o d u c e d  r o u g hl y  1  m M  a n d  2. 5  m M  

of  H S -, r e s p e cti v el y  ( Fi g.  5 A),  wit h  mi ni m al  i n c r e a s e s i n S O 4
2- ( ~ 1 5 0  µ M)  

( Fi g. 5 B).  C ell  c o n c e ntr ati o n s  i n c r e a s e d fr o m 8. 2 7  ×  1 0 5  c ell s  m L −  1  t o 

2. 1 3  ×  1 0 7  c ell s  m L −  1  at  1 0 %  H 2  a n d  fr o m 7. 9 1  ×  1 0 5  c ell s  m L −  1  t o 

2. 7 3  ×  1 0 7  c ell s  m L −  1  at  2 0 %  H 2  ( Fi g. 5 C).  T h e  m a xi m u m  c ell  c o n -

c e ntr ati o n s  i n t h e H 2 - c o nt ai ni n g gr o wt h  e x p eri m e nt s  w er e  si g ni fi c a ntl y  

hi g h e r  t h a n i n t h o s e c o n d u ct e d  i n t h e a b s e n c e  of  H 2  ( Fi g. 5 C).  D e s pit e  

mi ni m al  i n c r e a s e s i n S O 4
2 −  ( ~ 1 5 0  t o 2 0 0  µ M  o v er  8  d a y s  i n c u b ati o n) 

2. 7 E + 0 7 

2. 2 E + 0 7 

C
ell

s 
m
L

1. 7 E + 0 7 

1. 1 E + 0 7 

6. 1 E + 0 6 

8. 0 E + 0 5 m e a s u r e d  i n t h e 1 0 %  a n d  2 0 %  v ol./ v ol.  H 2 , S0 , a n d  2 %  v ol./ v ol.  O 2  

c o n diti o n s,  t h e a m o u nt  pr o d u c e d  c a n n ot  e x pl ai n  t h e i n c r e a s e i n c ell  

pr o d u cti o n  a n d  i s n o n- st oi c hi o m etri c  wit h  t h e a m o u nt  of  H S −  p r o-D a y s 
d u c e d  t h at w o ul d  b e  p r e di ct e d  f or S 0  di s pr o p orti o n ati o n  ( E q.6 ; 3 H S−  

Fi g.  5  | P r o d u c ti o n  of  t ot al  s ul fi d e,  s ulf a t e,  a n d  c ell s  u n d e r  v a ri a bl e  h y d r o g e n  

( H2 ) c o n c e n t r a ti o n s  a n d  2 %  o x y g e n  ( O2 ) i n a u t o t r o p hi c all y  g r o w n  c ul t u r e s  of  

H y d r o g e n o b a c t e r  R S W 1.  T ot al  s ul fi d e  ( H2 S/ H S -/ S2- ; p a n el  A ) c o n c e ntr ati o n,  s ulf at e  

( S O4
2- ; p a n el  B ) c o n c e nt r ati o n,  a n d  c ell  c o n c e ntr ati o n  ( p a n el C ) w er e  m e a s ur e d  i n 

c ult u r e s  p r o vi d e d  wit h  S 0  a n d  2 %  v ol./ v ol.  O 2  i n t h e h e a d s p a c e  wit h  s p e ci fi e d  

a m o u nt s  of  H 2  ( v ol./ v ol. i n h e a d s p a c e).  All  c ult ur e s  w er e  p r o vi d e d  wit h  1 5 0  μ M S O 4
2 -

a s  a  s ulf ur  s o ur c e  a n d  c ult ur e s  w er e  i n c u b at e d o n  t h ei r si d e s  at  7 0  ° C  o n  a  s h a ki n g  

i n c u b at or ( 5 0 r e v ol uti o n s  p er  mi n ut e).  T h e  a v er a g e  a n d  st a n d ar d  d e vi ati o n  of  tri-

pli c at e  c ult ur e s  i s i n di c at e d. S o ur c e  d at a  a r e  pr o vi d e d  a s  a  S o ur c e  D at a  fi l e. 

r e d u cti o n.  Alt er n ati v el y,  t h e i n o c ul u m f or t hi s e x p e ri m e nt  w a s  H 2 / O2 -

g r o w n  c ell s,  w hi c h  m a y  h a v e  l e d t o t h e l o n g er l a g i n H 2 / O2 / S0 - g r o w n 

c ult u r e s.  B et w e e n  d a y s  1  a n d  2,  n e a rl y  1. 2  m M  of  H S - w a s  p r o d u c e d  i n 

H 2 / O2 / S0 - g r o w n c ult ur e s,  w hi c h  i s attri b ut a bl e  t o S 0  r e d u cti o n,  a n d  t h e 

r at e of  c ell  p r o d u cti o n  w a s  f a st e r t h a n i n H 2 / O2 - gr o w n c ult ur e s.  I n b ot h  

gr o wt h  c o n diti o n s,  O 2  c o n c e ntr ati o n s  w e r e  d e pl et e d  fr o m 2 %  t o < 0. 3 %  

(li mit of  d et e cti o n)  b et w e e n  1  a n d  2  d a y s  of  i n c u b ati o n ( Fi g. 4 C).  N o  

t o 1  S O 4
2 − ), c o n si st e nt  wit h  t h e l a c k of  k n o w n  di s pr o p orti o n ati n g  

e n z y m e s  e n c o d e d  i n t h e R S W 1  g e n o m e.  T h e s e  d at a  i n di c at e t h at H 2  

sti m ul at e d  a cti vit y  i n t h e p r e s e n c e  of  S 0  a n d  O 2  a n d  f urt h er s u g g e st s  

t h at c ell s  w e r e  si m ult a n e o u sl y  r e d u ci n g  S 0  a n d  O 2  wit h  H 2 , a s  di s c u s s e d  

a b o v e.  It i s al s o  p o s si bl e  t h at c ell s  w e r e  al s o  o xi di zi n g  S 0  ( E q. 2 ), al b eit  

at  a  mi ni m al  l e v el. If tr u e, t hi s w o ul d  i n di c at e t h at si m ult a n e o u s  

r e d u cti o n  of  S 0  a n d  O 2  i s o c c ur ri n g  d u ri n g  si m ult a n e o u s  o xi d ati o n  of  

H 2  a n d  S 0 , a d di n g  f u rt h er t o t h e m et a b oli c  c o m pl e xit y  of  R S W 1.  

C o m bi n e d  I m p a ct of  H 2  a n d  O 2  c o n c e nt r ati o n s  o n  S 0  m et a b oli s m . 

T o  b e gi n  t o br a c k et  t h e c o n c e ntr ati o n s  of  O 2  a n d  H 2  t h at di ct at e  t h e 

m o d e  or  dir e cti o n alit y  of  S 0  m et a b oli s m  i n H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1,  

c ult u r e s  w e r e  pr o vi d e d  wit h  S 0 , 5 %  v ol./ v ol.  O 2 , a n d  H 2  at  h e a d s p a c e  

c o n c e ntr ati o n s  of  0 %,  1 0 %,  a n d  2 0 %  v ol./ v ol.  At  0 %  a n d  1 0 %  v ol/ v ol.  H 2 , 

H S - w a s  n ot  d et e ct e d  w hil e  o v er  1  m M  of  S O 4
2- w a s  p r o d u c e d  i n b ot h  

c o n diti o n s  ( S u p pl e m e nt a r y Fi g.  9 A,  B).  I n t h e s e gr o wt h  c o n diti o n s,  t h e 

c o n c e ntr ati o n  of  c ell s  i n c r e a s e d fr o m 1. 1 9  × 1 0 6  a n d  1. 2 7  ×  1 0 6  t o 
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Fi g.  6  | Vi a bili t y  a n d  A T P  c o n t e n t  of  H y d r o g e n o b a ct e r  R S W 1  c ell s  w h e n  i n c u-

b a t e d  i n t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  of  a n  el e c t r o n  d o n o r  ( H2 ) o r  a n  el e c t r o n  

a c c e p t o r  ( S0 ). C ell  c o n c e ntr ati o n  a n d  c ell  vi a bilit y  ( p a n el A ) w er e  q u a nti fi e d  i n 

c ult u r e s  gr o w n  wit h  h y d r o g e n  ( H2 ) a n d  el e m e nt al  s ulf ur  ( S0 ), wit h  S 0  o nl y,  or  wit h  

H 2  o nl y  o v er  4  d a y s  of  i n c u b ati o n. T h e  p r o d u cti o n  of  c ell s  a n d  t h eir vi a bilit y  w a s  

d et er mi n e d  u si n g  li v e/ d e a d st ai ni n g  a n d  fl u or e s c e nt  mi cr o s c o p y  ( p a n el A ). A T P  

2. 1 3  ×  1 0 7  a n d  6. 4 2  ×  1 0 7  c ell s  m L −  1, r e s p e cti v el y,  i n di c ati n g t h at c ell s  

ar e  c o u pli n g  a e r o bi c  o xi d ati o n  of  S 0 , p er  E q.  2 , t o g r o wt h  ( S u p pl e-

m e nt ar y  Fi g.  9 C).  It i s n ot  k n o w n  if t h e c ell s  ar e  al s o  o xi di zi n g  H 2  i n 

t h e s e c o n diti o n s  ( E q. 4 ), alt h o u g h  t h e hi g h e r  c ell  c o n c e ntr ati o n  

r e a c h e d  w h e n  H 2  i s p r e s e nt  s u g g e st s  t h at H 2  sti m ul at e d  g r o wt h  e v e n  

w h e n  c ell s  w e r e  o xi di zi n g  S 0 . I n c o ntr a st,  i n c ult ur e s  gr o w n  wit h  S 0 , 2 0 %  

v ol/ v ol.  H 2  a n d  5 %  v ol/ v ol.  O 2 , a  t ot al of  ~ 5 5 0  μ M of  H S - w a s  p r o d u c e d  

w hil e  n o  si g ni fi c a nt  i n c r e a s e i n S O 4
2- w a s  d et e ct e d  ( S u p pl e m e nt a r y 

Fi g.  9 A,  B).  T h e  c o n c e ntr ati o n  of  c ell s  i n c r e a s e d fr o m 1. 2 4  ×  1 0 6  t o 

1. 2 3  ×  1 0 8  c ell s  m L −  1  i n t hi s gr o wt h  c o n diti o n  ( S u p pl e m e nt a r y Fi g.  9 C).  

T h e  pr o d u cti o n  of  H S - a n d  c ell s  wit h o ut  p r o d u cti o n  of  S O 4
2- i n di c at e s 

t h at H 2  o xi d ati o n  i s b ei n g  c o u pl e d  t o t h e si m ult a n e o u s  r e d u cti o n  of  S 0  

a n d  O 2  ( E q s. 4  a n d  5 ). C oll e cti v el y  t h e s e d at a  i n di c at e t h at t h e a v ail -

a bilit y  of  b ot h  O 2  a n d  H 2  i m p a ct  t h e m o d e of S0  m et a b oli s m  i n R S W 1.  At  

1 0 %  H 2 , t h e m o d e  of  S 0  m et a b oli s m  b y  c ult u r e s  of  R S W 1  i s d e p e n d e nt  

o n  t h e c o n c e ntr ati o n  of  O 2 , w h e r e b y  c ell s  r e d u c e d  S 0  at  ≤ 2 %  O 2  b ut  

o xi di z e  S 0  at  ≥ 5 %  O 2 . I n c o ntr a st,  at  2 0 %  H 2 , c ult ur e s of  R S W 1 r e d u c e d  

S 0  r e g ar dl e s s  of  t h e O 2  c o n c e ntr ati o n  ( Fi g. 5 , S u p pl e m e nt a r y  Fi g.  9).  

T h e s e  d at a  al s o  s u g g e st  t h at r e g a r dl e s s  of  w h et h er  c ell s  a r e  o xi di zi n g  

or  r e d u ci n g  S 0 , t h e p r e s e n c e  of  H 2  h a s  a  sti m ul at or y  eff e ct  o n  g r o wt h  of  

c ell s,  r e s ulti n g  i n hi g h er  c ell  c o n c e ntr ati o n s  w h e n  i n c u b ati o n s c o nt ai n  

a n y  a m o u nt  of  H 2  ( Fi g. 5 , S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  9).  

C ell  Vi a bilit y  a n d  A T P  p r o d u cti o n  i n H 2 / S 0  r e d u ci n g  c ell s . T o  

d et er mi n e  w h et h er  a n a er o bi c  S 0  r e d u cti o n  p r o vi d e s  c ell s  a  b e n e fi t 

d e s pit e  a  l a c k of  i n c r e a s e i n c ell  c o n c e ntr ati o n,  li v e/ d e a d st ai ni n g  w a s  

u s e d  t o e x a mi n e  t h e vi a bilit y  of  c ell s  u n d e r  t hr e e diff e r e nt  c o n diti o n s:  

H 2 / S0 , N2 / S0 , a n d  H 2  o nl y.  Aft er  f o ur d a y s  of  i n c u b ati o n at  7 0  ° C,  t h e 

t ot al n u m b e r  of  c ell s  a n d  t h o s e t h at w e r e  d e e m e d  vi a bl e  vi a  li v e/ d e a d 

c o nt e nt  of  c ell s  f oll o wi n g 4  d a y s  of  i n c u b ati o n a s  d et er mi n e d  u si n g  a  fi r efl y l u ci -

f e r a s e a s s a y  ( p a n el B ). I n di vi d u al r e pli c at e s  a r e  s h o w n  a s  bl a c k  ci r cl e s.  All  c ult ur e s  

w e r e  p r o vi d e d  wit h  1 5 0  μ M S O 4
2- a s  a  s ulf ur  s o ur c e  a n d  w e r e  i n c u b at e d o n  t h eir 

si d e s  at  7 0  ° C  o n  a  s h a ki n g  i n c u b at or ( 5 0 r e v ol uti o n s  p e r  mi n ut e).  T h e  a v e r a g e  a n d  

st a n d ar d  d e vi ati o n  of  m e a s ur e m e nt s  of  tri pli c at e c ult ur e s  i s i n di c at e d. A b br e vi a -

ti o n s: B D,  b el o w  d et e cti o n.  S o ur c e  d at a  a r e  p r o vi d e d  a s  a  S o ur c e  D at a  fi l e. 

st ai ni n g  diff e r e d  m a r k e dl y  u n d e r  t h e v ari o u s  g r o wt h  c o n diti o n s.  T h e  

t ot al n u m b er  of  c ell s  d e cr e a s e d  b y  5. 4 4  ×  1 0 5  c ell s  m L −  1  ( 3 7 %), 8. 1 7  ×  1 0 5  

c ell s  m L −  1  ( 5 6 %), a n d  1. 11  ×  1 0 6  c ell s  m L −  1  ( 7 6 %) f oll o wi n g f o ur d a y s  

i n c u b ati o n i n t h e pr e s e n c e  of  H 2 / S0 , N2 / S0 , or H2  o nl y  ( Fi g. 6 A).  Of  t h e 

t ot al c ell s  r e m ai ni n g  aft e r  f o ur d a y s  of  i n c u b ati o n, c ell s  t h at r e m ai n e d  

vi a bl e  d e c r e a s e d  b y  4. 7 7  ×  1 0 5  c ell s  m L −  1  ( 4 0 %), 9. 4 6  ×  1 0 5  c ell s  m L −  1  

( 8 0 %), a n d  9. 6 3  ×  1 0 5  c ell s  m L −  1  ( 81 %) i n H 2 / S0 , N2 / S0 , o r  H 2  r e s p e cti v el y  

( Fi g. 6 A).  T o g et h e r,  t h e s e d at a  i n di c at e t h at c ell s  p r o vi d e d  wit h  t h e H 2  

a n d  S 0  h a v e  a  cl e a r  a d v a nt a g e  o v e r  t h e ot h e r  c o n diti o n s,  wit h  t h e 

hi g h e st  p e r c e nt a g e  of  li v e c ell s  r e m ai ni n g  aft er  f o u r d a y s  of  i n c u b ati o n. 

T hi s  i n di c at e s t h at t h e H 2 / S0  r e d o x  c o u pl e  i s p r o vi di n g  a  p h y si ol o gi c al  

b e n e fi t t o c ell s  i n  t h e a b s e n c e  of  O 2 . 

Gi v e n  t h e m e m br a n e- a s s o ci at e d  n at u r e  of  t h e H y d- Sr e  c o m pl e x  

( Fi g. 2 ), it i s p o s si bl e  t h at t h e m et a b oli s m  of  t h e H 2  a n d  S 0  c o u pl e  all o w s  

f or t h e g e n er ati o n  of  a n  el e ctr o c h e mi c al  p ot e nti al  t h at c a n  b e  u s e d  t o 

d ri v e  A T P  s y nt h e si s.  W hil e  e x p eri m e nt s  w e r e  n ot  d o n e  t o dir e ctl y  

m e a s u r e  t h e el e ctr o c h e mi c al  p ot e nti al  i n c ell s  g r o w n  wit h  H 2 / S0 , N2 / S0 , 

or  H 2  o nl y,  a n  e x p eri m e nt  w a s  p erf or m e d  t o q u a ntif y  t h e c o n c e ntr a -

ti o n of  A T P  i n c ell s  f oll o wi n g f o ur d a y s  of  i n c u b ati o n at  7 0  ° C.  T h e  o nl y  

c ell s  t h at h a d  d et e ct a bl e  A T P  a b o v e  b a c k gr o u n d  v al u e s  w er e  t h o s e 

p r o vi d e d  wit h  H 2  a n d  S 0  ( Fi g. 6 B).  It s h o ul d  b e  n ot e d  t h at R S W 1  c ell s  

w e r e  dif fi c ult  t o l y s e, a n d  t h e A T P  m e a s ur e m e nt s  r e p ort e d  h er ei n  

s h o ul d  b e  r e g a r d e d  a s  q u alit ati v e.  N o n et h el e s s,  t h e pr o d u cti o n  of  A T P  

i n c ult u r e s  pr o vi d e d  wit h  H 2  a n d  S 0  a n d  t h e l a c k of  d et e ct a bl e  A T P  i n 

t h e ot h er  gr o wt h  c o n diti o n s  s u g g e st s  t h at R S W 1  c a n  r e s pi r e  S 0  wit h  H 2 . 

W h y  t h e H 2 / S0  r e d o x  c o u pl e  c a n n ot  s u p p ort  gr o wt h  i s n ot  cl e a r  gi v e n  

t h at it c a n  s u p p ort  g r o wt h  i n ot h e r  c ell s.  N e v ert h el e s s,  t h e H 2 / S0  r e d o x  

c o u pl e  cl e a rl y  pr o vi d e s  a n  e n e r g eti c  b e n e fi t t o t h e c ell s,  b ot h  i n t h e 

p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  of  O 2 . 
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Fi g.  7  | T r a n s c ri p ti o n al  r e g ul a ti o n  of  g e n e s  e n c o di n g  p r o t ei n s  h y p o t h e si z e d  t o  sr e AA b e  i n v ol v e d i n s ulf u r  r e s pi r a ti o n  ( S0 ), a n d  o x y g e n  ( O2 ) r e s pi r a ti o n,  a s  d e t e r -

1. 0 mi n e d  b y  q u a n ti t a ti v e  P C R  o n  r e v e r s e  t r a n s c ri b e d  c o m pl e m e n t a r y  D N A  

( c D N A). P a n el s  A -C  d e pi ct  t h e e x pr e s si o n  of  a  si n gl e  g e n e  of  i nt e r e st n or m ali z e d  t o 

R N A  p ol y m er a s e  s u b u nit  b et a  (r p o B) tr a n s cri pt c o p y  n u m b er  f o r e a c h  c o n diti o n  0. 8 
t e st e d. All  c ult ur e s  w er e  p r o vi d e d  wit h  1 5 0  μ M S O 4

2 - a s  a  s ulf ur  s o ur c e  a n d  w er e  
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i n c u b at e d o n  t h ei r si d e s  at  7 0  ° C  o n  a  s h a ki n g  i n c u b at or ( 5 0 r e v ol uti o n s  p er  mi n -

ut e).  C ult ur e s  w er e  h a r v e st e d  at  mi d-l o g  p h a s e  f or R N A  e xtr a cti o n  a n d  s u b s e q u e nt  

c o n v e r si o n  t o c D N A.  D at a  f r o m f o ur r e pli c at e  c ult ur e s  a r e  pl ott e d.  B o x  pl ot s  s h o w  

t h e u p p e r  q u a rtil e,  l o w er q u a rtil e,  m e a n  ( r e p r e s e nt e d b y  x),  a n d  t h e m e di a n  

( r e p r e s e nt e d b y  t h e s oli d  li n e). W hi s k er s  r e p r e s e nt  t h e m a xi m u m  a n d  mi ni m u m  

v al u e.  T h e r e  a r e  n o  o utli e r s  i n t h e d at a s et.  S o ur c e  d at a  a r e  pr o vi d e d  a s  a  S o ur c e  

D at a  fi l e. 

s u b u nit  of  s ulf u r  r e d u ct a s e  (sr e A ) a n d  t w o i s of or m s of  s u b u nit  1  of  

c yt o c h r o m e  c  o xi d a s e  (c o x 1 a n d  c o x 2).  A ut otr o p hi c all y  gr o w n  c ell s  

w e r e  c ulti v at e d  u n d e r  t hr e e diff e r e nt  c o n diti o n s  ( H2  + O 2 ; H2  + 2 %  B 9 0 O 2  + S 0 , a n d  H 2  + 5 %  O 2  + S 0 ) wit h  h e a d s p a c e  e x c h a n g e  t o pr e v e nt  O 2  

li mit ati o n ( Fi g. 3 C,  D.  Fi g.  4 ). R N A  w a s  n ot  r e c o v er e d  fr o m c ult ur e s  8 0 

7 0 

6 0 

5 0 

4 0 

3 0 

2 0 

1 0 

0 
c o x  2 

pr o vi d e d  wit h  H 2 / S0  o nl y,  pr e v e nti n g  a  c o m p ari s o n  of  e x pr e s si o n  

p att er n s  u n d er  t hi s gr o wt h  c o n diti o n.  

I nt er e sti n gl y, e x pr e s si o n  of  sr e A  v ari e d  o nl y  sli g htl y  a m o n g  t h e 

c o n diti o n s  a n d  w a s  n ot  u pr e g ul at e d  i n a n y  c o n diti o n s  c o m p a r e d  t o 

r p o B ( Fi g. 7 A),  s u g g e sti n g  c o n stit uti v e  e x p r e s si o n  of  sr e  or  p o s si bl e  

p o st-tr a n s cri pti o n al  r e g ul ati o n.  sr e  a n d  h y d 1  a r e  n ot  s p ati all y  c o-

l o c ali z e d i n t h e g e n o m e  d e s pit e  b ei n g  h y p ot h e si z e d  t o e n c o d e  pr o -

t ei n s t h at f o r m a  m e m br a n e- a s s o ci at e d  c o m pl e x 4 0 ,5 9 . T hi s  m a y  i n di c at e  

a  l o w er li k eli h o o d t h at t h e s e g e n e s  a r e  c o- r e g ul at e d,  a s  o p p o s e d  t o 

g e n e s  t h at a r e  pr o xi m al  o n  t h e g e n o m e.  B ot h  c o x 1 a n d  c o x 2 w er e  

u pr e g ul at e d  i n b ot h  t h e S 0 / H2 / 2 % O2  a n d  t h e S 0 / H2 / 5 % O2  r el ati v e  t o t h e 

H 2 / 2 % O 2  c o n diti o n  ( Fi g. 7 B,  C).  I n m a n y  b a ct e ri a,  e x p r e s si o n  of  m ul -

ti pl e i s of o r m s of  c o x  i s r e g ul at e d  b y  a v ail a bilit y  of  O 2
6 9 . C ell s  w er e  

h ar v e st e d  f or R N A  d u ri n g  mi d  l o g p h a s e,  at  a r o u n d  4 4  h  ( 2 0 h  aft e r  t h e 

fi r st  h e a d s p a c e  e x c h a n g e).  B a s e d  o n  gr o wt h  a n d  a cti vit y  d at a  p r e -

s e nt e d  a b o v e  ( Fi g. 4 A – C), it i s li k el y  t h at O2  h a d  b e c o m e  li miti n g i n 2 %  

O 2 / H2  c ult ur e s  n ot  p r o vi d e d  wit h  S 0  b ut  w a s  still  a v ail a bl e  i n c ult u r e s  

t h at w e r e  p r o vi d e d  wit h  2 %  O 2 / H2 / S0  o r  5 %  O 2 / H2 / S0 . A s s u c h  O 2  li m-

it ati o n c o ul d  e x pl ai n  t h e d o w n- r e g ul ati o n  of  c o x  i n t h e H 2 / O2  c o n di -

ti o n. N o n et h el e s s,  c o- e x pr e s si o n  of  b ot h  sr e  a n d  c o x  i n c ult u r e s  g r o w n  

wit h  H 2 / S0 / O2  s u p p ort s  t h e c o n cl u si o n  t h at R S W 1  si m ult a n e o u sl y  

r e s pir e s  a er o bi c all y  a n d  a n a er o bi c all y  t h r o u g h t h e si m ult a n e o u s  

r e d u cti o n  of  S 0  a n d  O 2 . 

I m pli c ati o n s 
D at a  pr e s e nt e d  h er e  s u g g e st s  t h at a  str ai n  of  H y dr o g e n o b a ct er  ( R S W 1) 

i s ol at e d fr o m a  cir c u m n e utr al  h ot  s p ri n g  i n Y N P  s o u r c e d  b y  t h e a n o xi c  

d e e p  h y d r ot h e r m al  a q uif er  i s c a p a bl e  of  si m ult a n e o u sl y  r e s piri n g  

a e r o bi c all y  a n d  a n a e r o bi c all y  b y  r e d u ci n g  O 2  a n d  S 0  wit h  H 2  a s  

r e d u ct a nt.  Alt h o u g h  R S W 1  c o ul d  n ot  c o u pl e  H 2 - d e p e n d e nt a n a e r o bi c  
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S 0  r e d u cti o n  t o gr o wt h,  c ell s  pr o d u c e d  H S - i n t hi s c o n diti o n  a n d  h a d  

hi g h e r  vi a bilit y  a n d  A T P  l e v el s. T hi s  i n di c at e s t h at t h e H 2 / S0  r e d o x  

c o u pl e  i s u s e d  t o g e n e r at e  a n  el e ctr o c h e mi c al  gr a di e nt  t o p o w er  A T P  

s y nt h e si s  a n d  t h u s w o ul d  r e p r e s e nt  a  s el e ct a bl e  fi t n e s s a d v a nt a g e  i n 

t h e p r e s e n c e  or  a b s e n c e  of  a v ail a bl e  O 2 . T h e s e  d at a  h el p  t o r e c o n cil e  

pr e vi o u s  o b s er v ati o n s  i n T.  r u b er a n d  A.  a e oli c u s  t h at i n di c at e d H S -

p r o d u cti o n  fr o m S 0  i n a er o bi c all y  gr o w n  c ult u r e s 2 8 ,4 0 . T h e  di stri b uti o n  

of  Sr e  i s wi d e s pr e a d  a m o n g  m e m b e r s  of  t h e A q ui fi c al e s,  ot h e r  B a c -

t eri a, a n d  s o m e  Ar c h a e a 5 9 , wit h 1 0 0 % of t h e  T h er m o cri ni s  g e n o m e s,  

5 0 %  of  t h e H y dr o g e n o b a ct er  g e n o m e s,  a n d  all  H y dr o g e ni vir g a  g e n o m e s  
Tr a n s cri pti o n al  r e g ul ati o n  of  S 0  a n d  O 2  m et a b oli s m  i n R S W 1 . T h e  ( all m e m b er s  of  t h e A q ui fi c a c e a e)  e n c o di n g  h o m ol o g s  of  S r e A.  T hi s  
a p p ar e nt  si m ult a n e o u s  H 2 - d e p e n d e nt r e s pir ati o n  of  S 0  a n d  O 2  b y  s u g g e st s  t h e p o s si bilit y  t h at t hi s h y bri d  m o d e  of  e n er g y  m et a b oli s m  
H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1  s u g g e st s  c o m pl e x  r e g ul ati o n  of  sr e  a n d/ or  c o x  m a y  e xt e n d  b e y o n d  R S W 1,  T.  r u b er, a n d  A.  a e oli c us  t o ot h er  m e m b e r s  
u s e d  t o m et a b oli z e  S 0  a n d  O 2 , r e s p e cti v el y.  T o  b e gi n  t o i n v e sti g at e t h e of  t hi s or d er  a n d  p ot e nti all y  t o ot h er  or g a ni s m s  e n c o di n g  S r e.  F urt h er,  
tr a n s c ri pti o n al r e g ul ati o n  of  g e n e s  i n v ol v e d i n t h e s e p r o c e s s e s,  pri- it s h o ul d  b e  n ot e d  t h at H S - c y cli n g  wit h  O 2  a n d  tr a c e m et al s  l e d t o r a pi d  
m e r s  w e r e  d e si g n e d  f or g e n e s  of  i nt e r e st ( G OI), i n cl u di n g t h e al p h a  o xi d ati o n  of  H S - i n c ult ur e s  gr o w n  u n d er  o pti m al,  l a b or at or y 
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c o n diti o n s.  I n n at u r al  e n vir o n m e nt s  w h e r e  g r o wt h  c o n diti o n s  ar e  

t y pi c all y s u b o pti m al,  it i s p o s si bl e  t h at H S - m a y  n ot  a c c u m ul at e  d u e  t o 

q ui c k  a n d  ef fi ci e nt  a bi oti c  o xi d ati o n  b y  tr a c e m et al s/ O 2  i n w h at  h a s  

b e e n  r ef e rr e d  t o a s  t h e cr y pti c  s ulf ur  c y cl e 7 0 ,7 1 . Gi v e n  t h at tr a c e el e -

m e nt s  s u c h  a s  Ni  a n d  C o  c a n  b e  e nri c h e d  i n h ot  s pri n g s 7 2 , it i s p o s si bl e  

t h at t hi s m et a b oli s m  c o ul d  e a sil y  b e  o v erl o o k e d  i n t h e s e e n vir o n m e nt s  

d u e  t o r a pi d  o xi d ati o n  of  H S -. 

A  h y bri d  e n e r g y  m et a b oli s m  li k e t h at d e s c ri b e d  h e r ei n  f o r R S W 1  

( a n d e xt e n d e d  t o T.  r u b er, A.  a e oli c us , a n d  p o s si bl y  ot h e r  or g a ni s m s)  

c o ul d  b e  e c ol o gi c all y  b e n e fi ci al  t o c ell s  t h at i n h a bit e n vir o n m e nt s  

w h er e  t h e s u p pl y  of  o xi d a nt s  ar e  li mit e d a n d/ or  hi g hl y  v ari a bl e.  T h e  

d eli v e r y  of  O 2  t o h ot  s pri n g s  s o ur c e d  b y  d e e p,  a n o xi c  fl ui d s  i s pri m aril y  

t h r o u g h at m o s p h eri c  i n g a s si n g, w hi c h  i s li k el y t o b e  li mit e d a n d  v ari -

a bl e  d e p e n di n g  o n  t h e a m o u nt  of  t ur b ul e n c e cr e at e d  b y  g a s  ef fl u x  a n d  

t h e t e m p e r at ur e of  t h e s pri n g.  S u c h  c o n diti o n s  mi g ht  s el e ct  f or c ell s  

t h at c a n  m ai nt ai n  a n  el e ctr o c h e mi c al  p ot e nti al  b y  r e s piri n g  l o w e r 

p ot e nti al  o xi d a nt s,  s u c h  a s  S 0 , w h e n  hi g h er  p ot e nti al  o xi d a nt s,  s u c h  a s  

O 2 , ar e  t e m p o r all y n ot  a v ail a bl e.  F or  r e a s o n s  t h at ar e  n ot  cl e ar,  

r e s pir ati o n  of  S 0  i s n ot  c o u pl e d  t o gr o wt h  i n R S W 1.  H o w e v er,  w h e n  O 2  

i s a v ail a bl e,  R S W 1  c o nti n u e s  t o r e s pir e  S 0  w hil e  r e s piri n g  O 2 . T o g et h er,  

t h e s e a cti viti e s  w o ul d  p r o vi d e  a d diti o n al  e n e r g y  t o dri v e  bi o m a s s  

s y nt h e si s.  T hi s  c o ul d  e x pl ai n  t h e a p p a r e nt  c o n stit uti v e  e x pr e s si o n  of  

sr e  a n d  u p r e g ul ati o n  of  c o x 1 a n d  c o x 2  i n c ell s  pr o vi d e d  wit h  b ot h  S 0  a n d  

2 %  or  5 %  O 2  r el ati v e  t o c ell s  o nl y  pr o vi d e d  wit h  2 %  O 2  w hi c h  li k el y 

b e c a m e  li miti n g. I n t hi s m o d el,  S 0  r e d u cti o n  all o w s  f o r A T P  t o b e  

g e n er at e d  t o m ai nt ai n  c ell  vi a bilit y  d uri n g  p eri o d s  of  a n o xi a.  

A q ui fi c al e s  ar e  oft e n  c o n si d e r e d  t o b e  a m o n g  t h e e arli e st  di v e r -

gi n g  t h er m o p hili c B a ct eri a 4 7 ,7 3 , wit h  t h o s e t h at a r e  o bli g at e  a n a er o b e s  

( D e s ulf u r o b a ct eri a c e a e) di v e r gi n g  e arli e r  t h a n o bli g at e  mi c r o -

a e r o p hil e s  ( H y d r o g e n ot h e r m a c e a e, A q ui fi c a c e a e)  ( Fi g. 1 ). O b s e r v a -

ti o n s m a d e h e r e c o ul d  p r o vi d e i n si g ht  i nt o  a str at e g y t h at  e n a bl e d  

a n a er o bi c  b a ct eri a  t o di v e r sif y  t o t a k e a d v a nt a g e  of  O 2  a s  it b e c a m e  

p r o g r e s si v el y  m o r e  a v ail a bl e.  W hil e  c u rr e nt  p a r a di g m s  s u g g e st  t h at 

f a c ult ati v el y a n a e r o bi c  or g a ni s m s  s hift  fr o m a n a e r o bi c  t o a e r o bi c  

r e s pir ati o n w h e n O 2  i s a v ail a bl e  t o m a xi mi z e  e n e r g y  g ai n  a n d  t o n ot  

t o xif y a n a er o bi c  bi o c h e mi str y,  it i s p o s si bl e  t h at t h e e p h e m er al  n at ur e  

of  O 2  i n m o d e r n  h ot  s pri n g s  r e m ai n s  r e mi ni s c e nt  of  e arl y  E a rt h  w h e n  

w hiff s  of  O 2  b e g a n  t o e nt e r  t h e bi o s p h er e 7 4  a n d  c o nti n u e s  t o s el e ct  f or 

or g a ni s m s  a d a pt e d  t o s u c h  c o n diti o n s.  It c o ul d  b e  a  s el e cti v e  di s -

a d v a nt a g e  t o c ell s  t o w h oll y  s hift  t o a e r o bi c  e n er g y  m et a b oli s m  if t h e 

bi o e n er g eti c  c o st s  of  s u c h  a  m et a b oli c  s hift  (i. e., s y nt h e si zi n g  n e w  

p r ot ei n s)  o ut w ei g h s  t h e e n e r g y  g ai n.  Alt e r n ati v el y,  it i s p o s si bl e  t h at 

S r e  w a s  a c q ui r e d  aft er  t h e ri s e  i n O 2  o c c u rr e d  a n d  h a s  b e e n  m ai nt ai n e d  

d u e  t o t h e s el e cti v e  a d v a nt a g e  it p r o vi d e s.  W hil e  si m ult a n e o u s  a n a e -

r o bi c  a n d  a er o bi c  r e s pi r ati o n  h a s  n ot  b e e n  s u g g e st e d  or  i d e ntifi e d  

p ri o r  t o t hi s st u d y,  t hi s o b s e r v ati o n  i s n ot  i n c o n si st e nt wit h  r e p ort s  of  

a n a er o bi c  m et a b oli s m s  ( e. g., S O 4
2- r e d u cti o n)  o c c u rri n g  i n t h e p r e -

s e n c e  of  O 2  ( e. g.,7 5 – 7 7 ) a n d  c o ul d  b e  a  si g ni fi c a nt  o v e r si g ht  i n t h e c ur r e nt  

u n d er st a n di n g  of  mi c r o bi al  m et a b oli s m s.  A s  s u c h,  t hi s m et a b oli c  

str at e g y  h a s  t h e p ot e nti al  t o b e  wi d e s p r e a d  a m o n g  o r g a ni s m s  li vi n g i n 

d y n a mi c  e n vir o n m e nt s,  s u c h  a s  h ot  s pri n g s,  i nt e rti d al z o n e s,  a n d  

mi cr o bi al  m at s  d u e  t o t h e s el e cti v e  a d v a nt a g e  t h at it p r o vi d e s  f or s u c h  

or g a ni s m s.  

M e t h o d s  
S a m pl e  c oll e cti o n,  e n ri c h m e nt,  a n d  i s ol ati o n 
R o a d si d e  W e st  ( R S W; N  4 4 ° 4 5'1 2. 7 ”; W  1 1 0 ° 4 3' 4 0. 1 ”) i s  i n t h e  N y m p h  

L a k e  a r e a  al o n g  t h e N o rri s- M a m m ot h  C orri d or,  W y o mi n g,  U. S. A  

( S u p pl e m e nt a r y Fi g.  1).  Fi el d  d et er mi n ati o n s  of  h ot  s p ri n g  p H  a n d  

t e m p er at u r e w e r e  m a d e  u si n g  a  W T W  c o m bi n ati o n  p H  pr o b e  ( W eil-

h ei m,  G e r m a n y)  a n d  c o n d u cti vit y  w a s  m e a s u r e d  u si n g  a  t e m p e r at u r e-

c o m p e n s at e d  Y SI  m et e r  ( Y SI I n c., Y ell o w  S p ri n g s,  O H).  Di s s ol v e d  

o x y g e n  ( D O) c o n c e ntr ati o n s  w e r e  m e a s ur e d  o n- sit e  u si n g  a  hi g h-

t e m p er at u r e P St 3  o x y g e n  di p pi n g  p r o b e  a n d  a  Fi b o x  4  D O  i n str u m e nt 

( P r e S e n s, R e g e n s b ur g,  G er m a n y).  T ot al  s ul fi d e  ( H2 S/ H S -/ S2  
−  a n d  a ci d  

v ol atil e  s ul fi d e;  h e r ei n  t e r m e d H S - si n c e  t hi s i s t h e m o st  p r e v al e nt  f o r m 

at  p H  7. 0 6 7 ) a n d  f e rr o u s i r o n ( F e(II)) c o n c e ntr ati o n s  i n h ot  s pri n g  

w at er s  w e r e  q u a nti fi e d  i n t h e fi el d  wit hi n  a  mi n ut e  of  s a m pl e  c oll e cti o n  

u si n g  H a c h  s ul fi d e  r e a g e nt s  1  a n d  2,  H a c h  f er r o zi n e pill o w s,  a n d  a  H a c h  

D R/ 8 9 0  fi el d  d e pl o y a bl e  s p e ctr o p h ot o m et er  ( H a c h C o m p a n y,  L o v e -

l a n d, C O).  W at er s  w e r e  n ot  fi lt er e d pri or  t o d et er mi n ati o n  of  H S - o r  

F e(II).  W at e r  f o r d et er mi n ati o n  of  s ulf at e  ( S O4
2 − ) a n d  c hl ori d e  ( Cl-) w a s  

fi lt e r e d ( 0. 2 2 µ m)  i nt o p ol y p r o p yl e n e  b ottl e s  a n d  st o r e d  at  4  ° C.  U p o n  

ar ri v al  at  t h e l a b, H a c h  S O 4
2 −  a n d  Cl - t e st kit s  a n d  t h e H a c h  D R/ 8 9 0  fi el d  

d e pl o y a bl e  s p e ctr o p h ot o m et e r  w e r e  u s e d  t o d et e r mi n e  c o n c e ntr a -

ti o n s of  S O 4
2 −  a n d  Cl −  . Di s s ol v e d  g a s  c o n c e ntr ati o n s  a n d  a d diti o n al  

g e o c h e mi c al  a n al y s e s  of  R S W  s p ri n g  w at er  ar e  r e p ort e d  p r e vi o u sl y 4 3 ,4 4 . 

R o u g hl y  1  g  of  fl o c c ul a nt  s e di m e nt  fr o m R S W  ( p H 6. 8,  6 8 ° C)  w a s  

c oll e ct e d  o n  J u n e 2 1,  2 0 1 7.  T h e  s a m pl e  w a s  c oll e ct e d  a s e pti c all y  u si n g  a  

fl a m e  st erili z e d  s p at ul a,  tr a n sf err e d t o a  7 0  m L  s er u m  b ottl e,  fi ll e d wit h  

s p ri n g  w at er,  a n d  c a p p e d  wit h  a  b ut yl  r u b b e r  st o p p e r.  T h e  sl ur r y  w a s  

tr a n s p ort e d b a c k  t o t h e l a b at  a m bi e nt  t e m p e r at ur e ( ~  2 1  ° C)  w h er e  it 

w a s  t h e n u s e d  t o i n o c ul at e e nri c h m e nt  m e di u m.  Mi n e r al  s alt s  e n ri c h -

m e nt  m e di u m  w a s  c o m p o s e d  of  N H 4 Cl  ( 0. 3 3 g  L − 1), C a Cl 2  • 2 H 2 O  

( 0. 1 g  L − 1), K Cl  ( 0. 3 3 g  L − 1), M g Cl 2  • 6 H 2 O ( 0. 3 3  g  L − 1), N a 2 S O 4  • 1 0 H 2 O  

( 0. 0 3 g  L − 1), K 2 H P O 4  ( 0. 1 g  L − 1), a n d  Tri s- H Cl  ( 1. 0 g  L − 1), wit h  t h e p H  

a dj u st e d  t o 7. 0  u si n g  N a O H.  All  gl a s s w a r e  w a s  s o a k e d  i n tr a c e m et al  

g r a d e  1 0 %  nitri c  a ci d  ( 1 0 % v ol./ v ol.  i n Milli Q  w at e r)  o v er ni g ht  a n d  t h e n 

ri n s e d  i n Milli Q  w at e r  p ri or  t o u s e  i n e x p eri m e nt s.  Fift y- fi v e  m L  of  

m e di a  w a s  di s p e n s e d  i nt o 1 6 5  m L  s e r u m  b ottl e s,  a n d  t h e s e w er e  c a p -

p e d  a n d  s e al e d  p ri or  t o a ut o cl a v e  st e rili z ati o n.  Aft e r  a ut o cl a vi n g  a n d  

w hil e  s er u m  b ottl e s  w er e  still  h ot,  m e di u m  w a s  p ur g e d  f or 2 0  mi n  wit h  

N 2  p a s s e d  o v e r  h e at e d  ( 2 5 0 ° C)  a n d  h y d r o g e n  ( H2 )-r e d u c e d c o p p e r  

s h a vi n g s.  U nl e s s  st at e d  ot h e r wi s e,  t h e h e a d s p a c e  ( 11 0 m L)  of  s e r u m  

b ottl e s  w a s  t h e n a dj u st e d  t o a  fi n al  c o m p o siti o n  of  ( v ol./ v ol.): 7 8 %  H 2 , 

2 0 %  c ar b o n  di o xi d e  ( C O2 ), a n d  2 %  o x y g e n  ( O2 ). A n o xi c  a n d  fi lt e r-

st e rili z e d  s ol uti o n s  of  S L- 1 0  tr a c e m et al s 7 8  a n d  W olf e ’s Vit a mi n s 7 9  w er e  

a d d e d  u si n g  N 2 -fl u s h e d  s y ri n g e s  a n d  n e e dl e s  t o fi n al  c o n c e ntr ati o n s  of  

2 m L L − 1. A  s e ri al  dil uti o n  (t e n-f ol d) e n ri c h m e nt  e x p e ri m e nt  w a s  c o n -

d u ct e d  u si n g  5. 0  m L  of  t h e s e di m e nt- s pri n g  w at e r  sl u r r y  a s  t h e i niti al 

i n o c ul u m. E nri c h m e nt  p r o gr e s s  w a s  m o nit o r e d  b y  e n u m e r ati o n  of  

c ell s.  B ri e fl y,  2  µ L of 4 ’, 6- di a mi di n o- 2- p h e n yli n d ol e ( D A PI; 2  µ g/ m L  fi n al  

c o n c e ntr ati o n)  w a s  a d d e d  t o s u b- s a m pl e s  of  c ult ur e  t h at w er e  t h e n 

i n c u b at e d at  r o o m  t e m p e r at ur e ( ~  2 1  ° C)  f or 1 5  mi n.  S a m pl e s  w e r e  t h e n 

tr e at e d wit h  d et er g e nt  [ 1 0 0 m M  et h yl e n e di a mi n et etr a a c eti c  a ci d  

( E D T A), 1 0 0  m M  s o di u m  p yr o p h o s p h at e,  1 %  ( v/ v) T w e e n  8 0]  t o di s -

a g g r e g at e  c ell s 8 0 . Di s a g gr e g at e d  a n d  st ai n e d  c ell s  w er e  fi lt er e d o nt o  

bl a c k  p ol y c a r b o n at e  fi lt er s ( 0. 2 2 µ m)  ( Milli p or e, Bill eri c a,  M A)  a n d  

w e r e  e n u m er at e d  u si n g  a n  E v o s  fl u or e s c e nt  mi cr o s c o p e  ( Lif e T e c h -

n ol o gi e s,  C a rl s b a d,  C A).  Aft e r  s e v e r al  tr a n sf er s of  t h e m o st  dil ut e  

e nri c h m e nt  c ult u r e,  a  si n gl e  m or p h ot y p e  w a s  o b s er v e d  vi a  fl u o r e s -

c e n c e  mi c r o s c o p y.  

D N A  e x t r a c ti o n,  g e n o m e  s e q u e n ci n g  
T e n  millilit er s  of  a  l o g p h a s e  c ult u r e  e x hi biti n g  a  si n gl e  m or p h ot y p e  

w e r e  s u bj e ct e d  t o c e ntrif u g ati o n  ( 4 6 9 6 x  g , 3 0  mi n,  4  ° C)  t o p ell et  c ell s.  

D N A  w a s  e xtr a ct e d  fr o m t h e p ell et e d  bi o m a s s  wit h  t h e M P  Bi o  F a st D N A  

s pi n  kit  ( M P Bi o m e di c al s,  I r vi n e, C A)  f oll o wi n g m a n uf a ct u r e r  g ui d e -

li n e s a n d  D N A  w a s  q u a nti fi e d  u si n g  t h e Q u bit  d s D N A  hi g h  s e n siti vit y  

a s s a y  kit  (I n vitr o g e n, W alt h a m,  M A).  G e n o mi c  D N A  u n d e r w e nt  li br a r y 

p r e p a r ati o n  a n d  w a s  s e q u e n c e d  b y  t h e U ni v e r sit y  of  Wi s c o n si n  Bi o -

t e c h n ol o g y C e nt er  S e q u e n ci n g  F a cilit y  u si n g  t h e Ill u mi n a N o v a -

S e q 6 0 0 0  pl atf o r m.  R e a d s  w e r e  tri m m e d a n d  d o w n  s a m pl e d  u si n g  

Tri m G al or e  v. 0. 6. 0  (htt p s:// git h u b. c o m/ F eli x Kr u e g er/ Tri m G al or e ) a n d  

B B M a p  (htt p s:// s o ur c ef or g e. n et/ pr oj e ct s/ b b m a p/ ). T ri m m e d  a n d  

d o w n  s a m pl e d  r e a d s  w e r e  t h e n a s s e m bl e d  u si n g  S p a d e s  v. 3. 1 4. 0 8 1  wit h  

d ef a ult  p a r a m et e r s.  P r ot ei n s  w er e  pr e di ct e d  a n d  a n n ot at e d  wit h  

P R O K K A 8 2  u si n g  d ef a ult  p ar a m et e r s.  T h e s e  g e n e  p r e di cti o n s  w er e  

f urt h er e v al u at e d  u si n g  t h e K y ot o  E n c y cl o p e di a  of  G e n e s  a n d  G e n -

o m e s  ( K E G G) d at a b a s e 8 3  a n d  t h e K E G G  A ut o m ati c  A n n ot ati o n  S er v er  

N at ur e  C o m m u ni c ati o n s  | ( 2 0 2 5) 1 6: 1 0 6 3 1 0  

https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore
https://sourceforge.net/projects/bbmap/
www.nature.com/naturecommunications
https://6H2O(0.33
https://doi.org/10.1038/s41467-025-56418-4


A rti cl e  htt p s: // d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7- 0 2 5- 5 6 4 1 8- 4  

( K A A S)8 4  t o d et er mi n e  p ot e nti al  m et a b oli c  p at h w a y s  a n d  f u n cti o n s 

e n c o d e d  b y  t h e R S W 1  g e n o m e.  K E G G  a n n ot ati o n s  w er e  f urt h er s c r u -

ti ni z e d m a n u all y  u si n g  N ati o n al  C e nt er  f o r Bi ot e c h n ol o gi c al  I nf o r m a-

ti o n ( N C BI) B L A S T p  a n d  ali g n m e nt  t o ol s. R a w  r e a d s  w e r e  a n al y z e d  

u si n g  t h e Si n gl e M  pl atf or m  ( v. 0. 1 5. 0) a n d  t h e ‘pi p e ’ f u n cti o n wit h  

d ef a ult  p ar a m et er s 4 5  t o c o n fi r m  t h at t h e c ult u r e  i s a n  i s ol at e. A v er a g e  

n u cl e oti d e  i d e ntit y ( A NI) a n d  a v er a g e  a mi n o  a ci d  i d e ntit y ( A AI) 

b et w e e n  g e n o m e s  a n d  e n c o d e d  p r ot ei n s  w a s  c al c ul at e d  u si n g  t h e A NI  

a n d  A AI  c al c ul ati o n  t o ol8 5 . 

P h yl o g e n eti c  di st ri b uti o n  of  s ulf u r  r e d u ct a s e  ( S r e) a m o n g  
a q ui fi c al e s  g e n o m e s  
G e n o m e s  a n d  M A G s  af fi li at e d wit h  t h e or d e r  A q ui fi c al e s  w e r e  c o m -

pil e d  fr o m t h e I nt e g r at e d Mi c r o bi al  G e n o m e s  (I M G) a n d  N C BI  d at a -

b a s e s.  A d diti o n all y,  M A G s  fr o m s e di m e nt s  c oll e ct e d  fr o m 3 7  h ot  

s p ri n g s  s a m pl e d  a cr o s s  Y N P  t h at v a r y  i n t e m p e r at ur e a n d  p H 8 6  w er e  

i n cl u d e d i n t h e a n al y si s.  A c c e s si o n  n u m b e r s  f or all  M A G s  utili z e d  c a n  

b e  f o u n d i n S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  2. T h e  m a r k er fi n d er  s cri pt  (htt p s://  

git h u b. c o m/f a yl w a r d/ m ar k e r fi n d er ) w a s  t h e n u s e d  t o s e ar c h  t h e 

g e n o mi c  d at a  f or 3 0  u ni v er s al  m ar k er  g e n e s  t h at w e r e  ali g n e d  wit h  

Cl u st al O  ( v. 1. 2. 4)8 7  a n d  c o n c at e n at e d.  T h e  c o n c at e n at e d  ali g n m e nt  w a s  

s u bj e ct  t o M a xi m u m- Li k eli h o o d  p h yl o g e n eti c  c o n str u cti o n  u si n g  I Q-

Tr e e 8 8 . M o d el  fi n d er  pl u s  ( M F P) w a s  u s e d  t o d et e r mi n e  t h e b e st  s u b -

stit uti o n  m o d el  f or t h e d at a s et  a n d  1 0 0 0  ‘ultr af a st ’ b o ot str a p s  w er e  

u s e d  t o d et er mi n e  br a n c h  s u p p ort.  T hr e e  diff er e nt  s p e ci e s  of  T h er -

m ot o g a  w e r e  u s e d  t o r o ot  t h e tr e e, a n d  tr e e w a s  vi s u ali z e d  a n d  e dit e d  

u si n g  t h e I nt e r a cti v e Tr e e  of  Lif e  (I T O L)8 9  p r o g r a m.  T h e  di stri b uti o n  of  

s ulf u r  r e d u ct a s e  s u b u nit  al p h a  ( Sr e A) h o m ol o g s  w a s  d et e r mi n e d  vi a  

B L A S T p  a n al y si s  a g ai n st  e a c h  g e n o m e  or  M A G  u si n g  S r e A  fr o m A q uif e x  

a e oli c us  ( W P_ 0 1 0 8 8 0 7 8 2. 1;4 0 ) a s  a  q u e r y  wit h  e- v al u e  c ut- off  s et  at  1 0 − 8 0  

a n d  q u e r y  c o v er a g e  s et  t o 7 0.  

G r o wt h  c o n diti o n s  a n d  q u a nti fi c ati o n  
Mi n e r al  s alt s  m e di u m,  p r e p ar e d  a s  d e s cri b e d  a b o v e,  w a s  u s e d  i n all  

c ulti v ati o n  e x p e ri m e nt s.  T h e  fi n al  h e a d s p a c e  g a s  c o m p o siti o n  f or 

a n a er o bi c  g r o wt h  e x p e ri m e nt s  w a s  ( v ol./ v ol.): 8 0 %  H 2  a n d  2 0 %  C O 2 . 

F or  a er o bi c  gr o wt h  e x p eri m e nt s,  t h e a m o u nt  of  C O 2  i n t h e h e a d s p a c e  

r e m ai n e d  c o n st a nt  ( 2 0 % v ol./ v ol.)  b ut  t h e a m o u nt  of  O 2  i n t h e h e a d-

s p a c e  w a s  a dj u st e d  a s  s p e ci fi e d,  w hil e  H 2  c o n c e ntr ati o n s  w er e  a dj u st e d  

t o b al a n c e  t h e O 2  c o n c e ntr ati o n s,  u nl e s s  ot h e r wi s e  n ot e d.  S e r u m  

b ottl e s  a m e n d e d  wit h  S 0  w e r e  p r e p ar e d  u si n g  a  m o di fi e d  pr ot o c ol  

fr o m w h at  i s d e s cri b e d  a b o v e  t o a v oi d  m elti n g  t h e mi n er al  ( m elti n g 

p oi nt  i s ~  1 1 2  ° C).  I n st e a d of  c a p pi n g  b ottl e s  pri or  t o a ut o cl a vi n g,  b ot -

tl e s w er e  c o v er e d  wit h  al u mi n u m  f oil a n d  w er e  a ut o cl a v e d  al o n g si d e  

n e w  b ut yl  r u b b e r  st o p p er s.  Aft e r  a ut o cl a vi n g  b ut  w hil e  still  h ot,  S 0  

( b a k e d at  1 0 0  ° C  f or 2 4  h)  w a s  a d d e d  t o a  fi n al  c o n c e ntr ati o n  of  5  g  L −  1. 

B ottl e s  w e r e  i m m e di at el y c a p p e d  a n d  s e al e d  wit h  a ut o cl a v e d  r u b b e r  

st o p p er s  a n d  cri m p  c a p s,  a n d  t h e m e di u m  w a s  i m m e di at el y p u r g e d  

wit h  fi lt e r e d N 2  a s  d e s c ri b e d  a b o v e.  W olf e ’s  vit a mi n  s ol uti o n  a n d  S L- 1 0  

tr a c e m et al  s ol uti o n  w er e  a d d e d  p ri or  t o i n o c ul ati n g a s  d e s cri b e d  

a b o v e.  H S - a n d  t hi o s ulf at e ( S2 O 3
2 − ) o xi d ati o n  gr o wt h  e x p eri m e nt s  w er e  

c o n d u ct e d  i n a n  8 0/ 2 0 %  v ol./ v ol.  N 2 / C O2  h e a d s p a c e  wit h  2 %  v ol./ v ol.  

O 2  a n d w e r e p r o vi d e d wit h 5 0 0  µ M N a 2 S a s  t h e  H S - s o u r c e  or  1  m M  

N a 2 S 2 O 3  a s  t h e S 2 O 3
2 −  s o ur c e,  r e s p e cti v el y.  All  e x p eri m e nt s  w er e  

i n c u b at e d at  7 0  ° C  o n  t h ei r si d e  o n  a  s h a ki n g  pl atf or m  i n c u b at or 

( 5 0 r p m)  t o i n c r e a s e i nf u si o n of  h e a d s p a c e  g a s e s  i nt o t h e m e di u m,  

u nl e s s  ot h er wi s e  n ot e d.  T h e  n et  pr o d u cti o n  of  t ot al H S −  d uri n g  g r o wt h  

w a s  q u a nti fi e d  u si n g  t h e m et h yl e n e  bl u e  a s s a y 9 0  o n  s u b s a m pl e s  of  

u n fi lt er e d c ult u r e.  S O 4
2- c o n c e ntr ati o n s  w er e  d et er mi n e d  u si n g  a  t u r-

bi di m etri c  a s s a y 9 1  o n  s u b s a m pl e s  of  u n fi lt er e d c ult ur e.  C ell  c o n -

c e ntr ati o n  w a s  d et e r mi n e d  mi c r o s c o pi c all y  a s  d e s cri b e d  a b o v e.  O 2  

c o n c e ntr ati o n s  i n t h e h e a d s p a c e  w er e  m e a s ur e d  vi a  g a s  c hr o m at o -

g r a p h y  b y  i nj e cti n g 0. 2 5  m L  of  g a s  i nt o a n  i nj e ct or v al v e  s et  at  1 2 5  ° C  i n 

a  S hi m a d z u  G C- 2 0 1 4  g a s  c hr o m at o g r a p h  ( S hi m a d z u, K y ot o,  J a p a n) 

e q ui p p e d  wit h  a  2. 0  M  x  1/ 8”  M ol e c ul ar  Si e v a  5  A  6 0/ 8 0  c ol u m n  ( O hi o 

V all e y  S p e ci alt y  C o m p a n y,  M ari ett a,  O H)  wit h  t h e o v e n  t e m p e r at ur e 

s et  t o 4 0  ° C.  O 2  w a s  m e a s u r e d  u si n g  a  t h e r m al c o n d u cti vit y  d et e ct or  

( T C D) s et  t o 1 5 0  ° C  wit h  ultr a hi g h p u rit y  ( U H P) ar g o n  a s  t h e c a rri e r  g a s.  

P e a k  h ei g ht  f or s a m pl e s  w a s  c o n v e rt e d  t o p er c e nt  u si n g  a  st a n d ar d  

c u r v e  g e n er at e d  wit h  U H P  O 2  ( E G a s D e p ot,  L a r g o,  F L).  A bi oti c  S 0  

r e d u ci n g  e x p eri m e nt s  ( S u p pl e m e nt a r y Fi g.  5)  w e r e  pr e p a r e d  a s  

d e s cri b e d  a b o v e,  w e r e  u ni n o c ul at e d,  a n d  w e r e  i n c u b at e d at  7 0  ⁰ C.  

M et h o d s  f or a bi oti c  H S - o xi d ati o n  e x p eri m e nt s  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  7)  

c a n  b e f o u n d  i n  t h e S u p pl e m e nt al  M at e ri al s  fi l e. 

C ell  vi a bilit y  e x p e ri m e nt s  a n d  A T P  a s s a y s  
C ell  vi a bilit y  e x p eri m e nt s  w e r e  c o n d u ct e d  b y  i n c u b ati n g H y d r o -

g e n o b a ct er  R S W 1  c ell s  u n d er  t hr e e diff er e nt  c o n diti o n s:  1)  H 2  + S 0 , 2)  

N 2  + S 0 , or 3) H2  o nl y.  B a s e  s alt s  gr o wt h  m e di u m  w a s  p r e p ar e d  a s  

d e s cri b e d  a b o v e.  T h e  c ar b o n  s o ur c e  i n all  e x p eri m e nt s  w a s  C O 2  at  a  

fi n al  c o n c e ntr ati o n  of  2 0 %  ( v ol./ v ol.) i n t h e h e a d s p a c e.  W h er e  i n di-

c at e d,  H 2  w a s  a d d e d  t o a  fi n al  c o n c e ntr ati o n  of  8 0 %  ( v ol./ v ol.) i n t h e 

h e a d s p a c e,  S 0  w a s  pr o vi d e d  t o a  fi n al  c o n c e ntr ati o n  of  5  g  L −  1, a n d  N 2  

w a s  a d d e d  t o a  fi n al  c o n c e ntr ati o n  of  8 0 %  ( v ol./ v ol.) i n t h e h e a d s p a c e.  

T o  d et er mi n e  t h e vi a bilit y  of  c ell s  i n e a c h  of  t h e t h r e e c o n diti o n s,  a  

LI V E/ D E A D  st ai n  (I n vitr o g e n, W alt h a m,  M A)  w a s  u s e d  f oll o wi n g m a n -

uf a ct ur er ’s  p r ot o c ol s.  C ell s  w e r e  c o u nt e d  o n  a n  E V O s  M 5 0 0 0  fl u o r -

e s c e nt  mi c r o s c o p e  ( Lif e T e c h n ol o gi e s,  C arl s b a d,  C A)  u si n g  t h e o v e rl a y  

f u n cti o n a n d  G F P  a n d  T e x a s  R e d  li g ht c u b e s  ( Lif e T e c h n ol o gi e s).  O n  

t h e f o urt h d a y  of  i n c u b ati o n, c ell s  w e r e  h ar v e st e d  b y  c e ntrif u g ati o n  

( 4 6 9 6 x  g , 3 5  mi n,  4  ° C).  S u p er n at a nt  w a s  di s c a r d e d  a n d  p ell et s  w er e  

u s e d  f or A T P  q u a nti fi c ati o n.  Bri e fl y,  5 0 0  µ L  of  st e ril e  m e di a  w a s  a d d e d  

t o p ell et s  a n d  t h e y w er e  r e s u s p e n d e d  b y  g e ntl e  v o rt e xi n g.  R e s u s -

p e n d e d  c ell s  w er e  tr a n sf e rr e d t o L y si s  E  M atri x  b e a d  b e ati n g  t u b e s ( M P 

Bi o m e di c al s).  Fi v e  h u n d r e d  µ L  of  p h e n ol/ c hl or of or m  ( 1: 1 r ati o)  w a s  

a d d e d  t o e a c h  t u b e a n d  t u b e s w er e  s u bj e ct e d  t o b alli sti c  b e a d  b e ati n g  

( Mi ni- B e a d B e at er 1 6,  Bi o s p e c  Pr o d u ct s,  B a rtl e s vill e,  O K)  f o r 2 0  s  t o 

p r o m ot e  c ell  l y si s. T u b e s  c o nt ai ni n g  l y s at e s w er e  t h e n tr a n sf er r e d t o a  

p r e- c o ol e d  c e ntrif u g e  ( 4 ° C)  a n d  w er e  s p u n  f or 5  mi n  at  1 4, 0 0 0  x  g  

( 4 ° C)  t o s e p a r at e  t h e a q u e o u s  p h a s e.  T h e  u p p e r  a q u e o u s  p h a s e  w a s  

tr a n sf e rr e d t o a  st eril e  mi c r o c e ntrif u g e  t u b e f or A T P  q u a nti fi c ati o n.  

A n  A T P  q u a nti fi c ati o n  kit  e m pl o yi n g  fi r efl y  l u cif er a s e (I n vitr o g e n) 

w a s  u s e d  f oll o wi n g m a n uf a ct u r e r ’s  g ui d eli n e s  wit h  a  sli g ht  m o di fi c a -

ti o n t o t h e w or ki n g  s ol uti o n.  T o  i n cr e a s e a s s a y  s e n siti vit y,  3. 5  µ L of  

l u cif er a s e w a s  a d d e d  t o t h e A T P  w or ki n g  s ol uti o n  a s  o p p o s e d  t o 2. 5  µ L.  

A T P  w a s  q u a nti fi e d  b y  a d di n g  2 7 0  µ L  of  A T P  w or ki n g  s ol uti o n  t o a  nitri c  

a ci d  w a s h e d  gl a s s  t e st t u b e. T hi rt y  µ L  of  s a m pl e  w a s  a d d e d  a n d  mi x e d  

b y  g e ntl y  pi p etti n g  u p  a n d  d o w n  a n d  i n c u b at e d at  r o o m  t e m p e r at ur e 

f or o n e  mi n ut e.  F oll o wi n g  i n c u b ati o n, t e st t u b e s w er e  pl a c e d  i n a  

l u mi n o m et e r ( L u- mi ni, Vitl  Lif e  S ol uti o n s,  A s hl a n d,  V A)  a n d  m e a s u r e -

m e nt s  w er e  r e c or d e d.  B a c k g r o u n d  a s s a y s  w er e  p erf o r m e d  i n tri pli c at e 

u si n g  bl a n k  m e di u m  t r e at e d t h e s a m e  a s  s a m pl e s  a n d  v al u e s  w er e  

s u btr a ct e d  fr o m e x p eri m e nt al  s a m pl e s.  A  st a n d a r d  c ur v e  t o r el at e  A T P  

c o n c e ntr ati o n  t o l u mi n e s c e n c e w a s  g e n e r at e d  u si n g  a n  A T P  st o c k  

(I n vitr o g e n) a n d  t h e s a m e  v ol u m e s  a n d  A T P  w or ki n g  s ol uti o n  

d e s cri b e d  a b o v e.  

R N A  e xt r a cti o n  a n d  c D N A  s y nt h e si s  
Mi d-l o g  p h a s e  c ult ur e s  of  H y dr o g e n o b a ct er  R S W 1  w er e  h a r v e st e d  b y  

fi ltr ati o n u si n g  a n  a ut o cl a v e d  gl a s s  fi lt er t o w e r. C ell s  w er e  fi lt er e d o nt o  

4 7  m m  di a m et e r,  0. 2  µ m p or e  si z e  fi lt e r s ( P all, P ort  W a s hi n gt o n,  N Y).  

Filt er s  w e r e  t h e n pl a c e d  i nt o st eril e  5 0  m L  F al c o n  t u b e s a n d  7 5 0  µ L of  

T RI z ol  e xtr a cti o n  r e a g e nt  (I n vitr o g e n) w a s  t h e n a d d e d.  T h e  fi lt e r e d 

bi o m a s s  a n d  T RI z ol  w er e  t h e n fl a s h  fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n  a n d  

st o r e d  at  −  8 0  ° C  u ntil  f urt h er pr o c e s si n g.  D et ail e d  i n str u cti o n s f or 

T RI z ol  e xtr a cti o n s  c a n  b e  f o u n d i n S u p pl e m e nt al  M at e ri al.  R N A  w a s  

q u a nti fi e d  u si n g  t h e Q u bit  B R  R N A  q u a nti fi c ati o n  kit  (I n vitr o g e n) a n d  

w a s  q u alit y  c h e c k e d  u si n g  a  N a n o D r o p s p e ctr o p h ot o m et er  ( T h e r m o-

Fi s h er  S ci e nti fi c,  W alt h a m,  M A).  T h e  a b s e n c e  of  P C R- a m pli fi a bl e  D N A  

w a s  c o n fi r m e d  b y  P C R  a m pli fi c ati o n  u si n g  u ni v er s al  1 6 S  r R N A  p ri m er s  

N at ur e  C o m m u ni c ati o n s  | ( 2 0 2 5) 1 6: 1 0 6 3 1 1  
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( 5 1 5 F  ( 5’-  G T G Y C A G C M G C C G C G G T A A- 3’) a n d  8 0 6  R  ( 5’- G G A C-

T A C N V G G G T W T C T A A T ’)) a n d  w a s  vi s u ali z e d  t h r o u g h g el  el e ctr o -

p h or e si s.  T h e  t hirt y fi v e  c y cl e  P C R  w a s  c o n d u ct e d  at  a n  a n n e ali n g  

t e m p er at u r e of 5 0  ° C  wit h 5  µ L of  t e m pl at e.  Aft e r c o n fi r mi n g  t h e 

q u alit y  of  R N A  a n d  t h e a b s e n c e  of  P C R  a m pli fi a bl e  D N A,  R N A  w a s  

c o n v e rt e d  i nt o c D N A  u si n g  t h e i S c ri pt S el e ct  c D N A  s y nt h e si s  kit  ( Bi o-

R a d  L a b or at ori e s,  H er c ul e s,  C A)  a c c or di n g  t o t h e m a n uf a ct u r e r ’s  

pr ot o c ol.  

q P C R  
c D N A  w a s  s u bj e ct  t o q u a ntit ati v e  P C R  ( q P C R) u si n g  f o ur diff er e nt  

p ri m er  s et s  d e si g n e d  u si n g  t h e N C BI  P ri m e r  B L A S T  t o ol. E a c h  p ri m e r  

s et  w a s  d e si g n e d  t o a m plif y  a  s p e ci fi c  g e n e  of  i nt er e st ( G OI), i n cl u di n g 

pri m er s  f or t h e r p o B s u b u nit,  s ulf ur  r e d u ct a s e  s u b u nit  A  (sr e A ), a n d  

c y ct o c hr o m e  c  o xi d a s e  s u b u nit  1  g e n e s  (c o x 1,  c o x 2).  Pri m er  s e q u e n c e s,  

t h e g e n e s  t h e y t a r g et, a n d  p ri m e r  a n n e ali n g  t e m p e r at ur e s ar e  r e p ort e d  

i n S u p pl e m e nt ar y  D at a  1.  q P C R  w a s  c o n d u ct e d  u si n g  t h e S Y B R  Gr e e n  

S u p er mi x  ( Bi o- R a d L a b or at o ri e s)  i n a  fi n al  v ol u m e  of  2 0  μ L.  O n e  μ L of  

c D N A  p r o d u ct  a n d  0. 5  µ L  of  b ot h  t h e f or w a r d a n d  r e v er s e  p ri m er s  

( 1 0 m M  st o c k  c o n c e ntr ati o n)  w er e  a d d e d  t o e a c h  r e a cti o n  a n d  r e a c-

ti o n s w e r e  s u bj e ct  t o t h e f oll o wi n g c y cli n g  c o n diti o n s  i n t h e C F X  

C o n n e ct  R e al-ti m e  s y st e m  ( Bi o- R a d): I niti al d e n at uri n g  at  9 5  ° C  f or o n e  

mi n ut e,  f oll o w e d b y  3 5  c y cl e s  of  9 5  ° C  f or 3 0  s,  a n n e ali n g  at  s p e ci fi e d  

t e m p er at u r e ( S u p pl e m e nt ar y D at a  1)  f or o n e  mi n ut e,  a n d  e xt e n si o n  at  

7 2  ° C  f or 3 0  s,  wit h  a  pl at e  r e a d  st e p  at  t h e e n d  of  e a c h  c y cl e.  T hi s  w a s  

f oll o w e d b y  a  m elt  c ur v e  fr o m 6 5 – 9 5  ° C  wit h  0. 5  ° C  i n c r e a s e s e v e r y  5  s.  

D et ail s  f or c r e ati n g  pl a s mi d  st a n d a r d s  c a n  b e  f o u n d i n t h e S u p pl e -

m e nt al  M at eri al s  d o c u m e nt.  N e g ati v e  c o ntr ol  q P C R  r e a cti o n s  w er e  

p erf or m e d  i n t h e a b s e n c e  of  a d d e d  c D N A.  

R e p o rti n g  s u m m a r y  
F u rt h er  i nf or m ati o n o n  r e s e a r c h  d e si g n  i s a v ail a bl e  i n t h e N at ur e  

P ortf oli o  R e p orti n g  S u m m a r y  li n k e d t o t hi s arti cl e.  

D a t a  a v ail a bili t y  
All  d at a  g e n er at e d  or  a n al y z e d  d u ri n g  t hi s st u d y  ar e  i n cl u d e d i n t h e 

t e xt a n d  fi g ur e s  of  t hi s p u bli s h e d  a rti cl e  a n d  it s S u p pl e m e nt a r y  

M at eri al s.  R a w  v al u e s  f or all  fi g u r e s  i n t h e m a n u s cri pt  a n d  s u p pl e -

m e nt al  m at eri al s  c a n  b e  f o u n d i n t h e S o ur c e  D at a  fi l e. R S W 1  g e n o mi c  

s e q u e n ci n g  i s a v ail a bl e  t h r o u g h N C BI  u n d e r  Bi o s a m pl e  a c c e s si o n  

n u m b er  S A M N 4 0 7 0 9 7 3 3.  S o u r c e  d at a  a r e  pr o vi d e d  wit h  t hi s p a p er.  
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