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A b st r a ct 

S ei s mi c e n e r g y, li k e t h at r el e a s e d b y e a rt h q u a k e s, c a n f r a ct u r e r o c k a n d t h e r e b y alt e r s u b s u rf a c e f ui d f o w p at h s, r el e a s e s u b st r at e s f r o m 
i n cl u si o n s, a n d e x p o s e f r e s h mi n e r al s u rf a c e s c a p a bl e of r e a cti n g wit h w at e r. H o w e v e r, it i s u n cl e a r h o w s u c h s ei s mi c-i n d u c e d c h a n g e s 
i n f u e n c e mi c r o bi al c o m m u niti e s. V ol c a ni c all y a cti v e a r e a s e x p e ri e n c e f r e q u e nt s ei s mi c a cti vit y a n d t h u s r e p r e s e nt i d e al l o c ati o n s t o 
e x a mi n e  t h e  i n f u e n c e  of  s ei s mi c-i n d u c e d  g e o c h e mi c al  c h a n g e  o n  s u b s u rf a c e  mi c r o bi al  c o m m u niti e s.  H e r e,  w e  d e m o n st r at e  t h at 
e n e r g y  r el e a s e d  i n  a n  e a rt h q u a k e  s w a r m  i n  2 0 2 1  c o r r el at e d  wit h  e xt e n si v e  t e m p o r al  c h a n g e  i n  t h e  g e o c h e mi c al  a n d  mi c r o bi al 
c o m p o siti o n of a q uif e r f ui d s s a m pl e d f r o m ∼ 1 0 0 m d e pt h i n a b o r e h ol e i n Y ell o w st o n e N ati o n al P a r k. I n c r e a s e d e n e r g y a b s o r b e d at 
t h e  b o r e h ol e  o v e r  ti m e  w a s  c o r r el at e d  wit h  i n c r e a s e d  c o n c e nt r ati o n s  of  h y d r o g e n,  di s s ol v e d  o r g a ni c  c a r b o n,  a n d  s ul f d e  a n d  w a s 
a s s o ci at e d  wit h  d e pl eti o n  of δ 1 3 C  i n  di s s ol v e d  o r g a ni c  c a r b o n,  i n c r e a s e d  c o n c e nt r ati o n s  of  c ell s,  a n d  i n c r e a s e d  a b u n d a n c e s  of 
c h e m olit h ot r o p hi c, p ut ati v e h y d r o g e n- o xi di zi n g D et hi o b a ct er a c e a e a n d D e s ulf ot o m a c ul u m b a ct e ri a. Di s si p ati o n of t h e e a rt h q u a k e s w a r m 
w a s  a s s o ci at e d  wit h  d e c r e a s e d  c o n c e nt r ati o n s  of  h y d r o g e n,  s ul f d e,  a n d  c ell s.  T h e s e  r e s ult s  s u g g e st  t h e  s u b s u rf a c e  bi o s p h e r e 
d y n a mi c all y  r e s p o n d s  t o  s ei s mi c-i n d u c e d  g e o c h e mi c al  c h a n g e  at  t h e  l e v el  of  a cti vit y  a n d  g r o wt h.  L a b o r at o r y  m e c h a ni c al 
c o m mi n uti o n of r h y olit e, t h e p ri m a r y b e d r o c k i n Y ell o w st o n e, r el e a s e d o r g a ni c c a r b o n a n d h y d r o g e n a n d g e n e r at e d h y d r o g e n w h e n 
e x p o s e d t o w at e r. T hi s i n di c at e s t h e p r e s e n c e of a l a r g e s u b s u rf a c e r e s e r v oi r of o r g a ni c c a r b o n a n d h y d r o g e n t h at c a n b e r el e a s e d o r 
g e n e r at e d  b y  s ei s mi c  i n d u c e d  b e d r o c k  f r a ct u ri n g.  T a k e n  t o g et h e r,  t h e s e  d at a  i n di c at e  s ei s mi c-i n d u c e d  g e n e r ati o n  of  c h e mi c al 
di s e q uili b ri a c a n s u p p o rt t h e p e r si st e n c e of c o m pl e x s u b s u rf a c e mi c r o bi o m e s. 

K e y w o r d s: e a rt h q u a k e, v ol c a n o, a ut ot r o p h, h y d r o g e n, o r g a ni c c a r b o n 

Si g ni f c a n c e 

T h e s u b s u rf a c e h o st s a s u b st a nti al f r a cti o n of E a rt h’ s bi o m a s s a n d bi o di v e r sit y. U nli k e s u rf a c e e c o s y st e m s t h at a r e s u p p o rt e d b y li g ht 
e n e r g y, s u b s u rf a c e e c o s y st e m s a r e f u el e d b y c h e mi c al e n e r g y r el e a s e d b y di s si p ati o n of di s e q uili b ri a i n c h e mi c al r e a cti o n s. H o w e v e r, 
it i s u n cl e a r h o w c h e mi c al di s e q uili b ri a i s m ai nt ai n e d i n t h e s u b s u rf a c e o v e r g e ol o gi c al ti m e p e ri o d s t o s u p p o rt a b u n d a nt a n d di v e r s e 
mi c r o bi al c o m m u niti e s. H e r e, w e s h o w t h at e n e r g y r el e a s e d b y e a rt h q u a k e s i n Y ell o w st o n e g e n e r at e s c h e mi c al di s e q uili b ri a t h at mi -
c r o bi al i n h a bit a nt s r e s p o n d t o at t h e l e v el of a cti vit y a n d g r o wt h. T h e s e r e s ult s p r o vi d e n e w i n si g ht i nt o h o w mi c r o bi al lif e i s m ai n -
t ai n e d i n E a rt h’ s s u b s u rf a c e, b ot h t o d a y a n d i n it s di st a nt p a st, a n d s u g g e st si mil a r g e ol o gi c p r o c e s s e s c o ul d s u p p o rt s u b s u rf a c e lif e o n 
s ei s mi c all y a cti v e pl a n et s, li k e M a r s. 

I nt r o d u cti o n c h e mi c al  r e a cti o n s  i n v ol vi n g  h y d r o g e n  ( H 2 ),  c a r b o n  di o xi d e 

( C O2 ),  a n d  a  v a ri et y  of  s ulf u r  a n d  i r o n  c h e mi c al s,  a m o n gT h e s u b s u rf a c e h o st s u p t o 3 0 % of E a rt h’ s bi o m a s s ( 1 – 3 ) a n d it s 

bi o s p h e r e  h a s  b e e n  s u g g e st e d  t o  e xt e n d  t o  d e pt h s  of > 5 k m  if ot h e r s ( 4 – 8 ). Di s e q uili b ri a a m o n g s u c h c h e mi c al s a r e m ai nt ai n e d 

cl e m e nt  c o n diti o n s  f o r  mi c r o bi al  lif e  a r e  m ai nt ai n e d  ( 4 ). l a r g el y  b y  w at e r- r o c k  i nt e r a cti o n  i n cl u di n g  t h e  p r o c e s s e s  of  r a-

S u b s u rf a c e mi c r o bi al c o m m u niti e s a r e f u el e d b y di s e q uili b ri a i n  di ol y si s  ( e. g.  ( 9 )),  c at a cl a si s  ( e. g.  (1 0 – 1 2 )),  a n d  s e r p e nti ni z ati o n 
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( e. g. (1 3 , 1 4 )). R e a ct a nt s o n mi n e r al s u rf a c e s r e s p o n si bl e f o r m ai n-

t ai ni n g  c h e mi c al  di s e q uili b ri a,  h o w e v e r,  a r e  c o n s u m e d  d u ri n g 

w at e r – r o c k r e a cti o n s ( 1 1 ). T hi s r ai s e s t h e k e y q u e sti o n s of h o w, 

w h e n, a n d w h e r e s u c h  c h e mi c al s a r e g e n e r at e d/ r el e a s e d i n t h e 

s u b s u rf a c e  a n d h o w  di s e q uili b ri u m  i s  m ai nt ai n e d o v e r  g e ol o gi c 

ti m e p e ri o d s t o s u p p o rt i s ol at e d c o m m u niti e s f o u n d e d o n c h e m -

i c al ( mi n e r al) e n e r g y. 

Ki n eti c e n e r g y, li k e t h at r el e a s e d b y e a rt h q u a k e s c a n f r a ct u r e 

r o c k t h e r e b y alt e ri n g f ui d f o w p at h s, r el e a si n g s u b st r at e s i n i n -

cl u si o n s o r p o r e s p a c e s, a n d/ o r e x p o si n g f r e s h mi n e r al s u rf a c e s 

c a p a bl e  of  r e a cti n g  wit h  w at e r  ( 1 5 – 1 7 ).  N u m e r o u s  st u di e s  h a v e 

d o c u m e nt e d b r o a d c h a n g e s i n t h e g e o c h e mi st r y of a q uif e r f ui d s 

f oll o wi n g e a rt h q u a k e s (1 8 – 2 3 ). Of p a rti c ul a r si g ni f c a n c e t o mi c r o-

o r g a ni s m s a r e g e o c h e mi c al c h a n g e s i n d u c e d b y t h e m e c h a ni c al 

s h e a ri n g  of  sili c at e  mi n e r al s,  t h at  o n c e  e x p o s e d  t o  w at e r,  h a v e 

b e e n s h o w n t o i niti at e a s e ri e s of r a di c al r e a cti o n s t h at c a n p r o -

d u c e  H 2 ,  o x y g e n,  a n d  s ulf at e  ( S O4
2 − ),  a m o n g  ot h e r  r e d o x- a cti v e 

c o m p o u n d s  ( 1 0 – 1 2 , 2 4 – 2 8 ).  I n c r e a s e d  w at e r– r o c k  i nt e r a cti o n 

m a d e  p o s si bl e  b y  n at u r al,  s ei s mi c-i n d u c e d  b e d r o c k  f r a ct u ri n g 

m a y e x pl ai n t h e i n c r e a s e d p r e v al e n c e of H 2 a n d ot h e r g e o g a s e s 

s u c h  a s  C H 4 i n  f ui d s  f r o m  a cti v e  f a ult  z o n e s  (1 1 , 2 8 – 3 1 ). 

Si mil a rl y, b e d r o c k f r a ct u ri n g d u e t o mi ni n g a cti viti e s w a s a s s o ci -

at e d  wit h  i n c r e a s e d  c o n c e nt r ati o n s  of  H 2 a n d  C H 4 i n  a  3. 5 4 k m 

d e e p  b o r e h ol e  ( 3 2 ).  Gi v e n  t h at  t h e  b o r e h ol e  w a s  d r y,  it  i s  li k el y 

t h at alt e r ati o n of f ui d f o w p at h s b y i n d u c e d b e d r o c k f r a ct u ri n g i n -

c r e a s e d t h e c o n n e cti vit y of i s ol at e d f ui d s, all o wi n g f o r r el e a s e of H 2 

a n d ot h e r g e o g a s e s t h at h a v e a c c u m ul at e d i n t h e c r u st ( 3 3 – 3 6 ). 

W hil e t h e eff e ct of s ei s mi c a cti vit y o n t h e g e o c h e mi st r y of f u -

i d s h a s b e e n wi d el y st u di e d, f a r l e s s i s k n o w n of t h e i n f u e n c e of 

s ei s mi c a cti vit y o n mi c r o bi al c o m m u niti e s. O n e st u d y e x a mi n e d 

t h e t a x o n o mi c c o m p o siti o n of mi c r o bi al c o m m u niti e s i n a q uif e r s 

f o u r m o nt h s aft e r a m a g nit u d e ( M) 5. 8 s ei s mi c e v e nt ( 3 7 ). W hil e 

t h e c o m p o siti o n of t h e c o m m u niti e s c h a n g e d sli g htl y d u ri n g t h e 

s a m pli n g  p e ri o d,  it  i s  n ot  cl e a r  if  t hi s  w a s  d u e  t o  g e o c h e mi c al 

c h a n g e  a s s o ci at e d  wit h  t h e  s ei s mi c  e v e nt  it s elf.  Ot h e r  st u di e s 

h a v e s p e c ul at e d a b o ut t h e i n f u e n c e of s ei s mi c H 2 o n s u b s u rf a c e 

mi c r o bi al e c o s y st e m s b a s e d o n e x sit u g e o c h e mi c al o r c ulti v ati o n 

a s s a y s ( 2 6 , 3 8 , 3 9 ) o r i n sit u a cti vit y a s s a y s (3 1 ), t h e l att e r of w hi c h 

i d e nti f e d a n i n c r e a s e d a b u n d a n c e of H2 - d e p e n d e nt a c et o g e n s i n 

s e di m e nt s  n e a r  f a ult s  1  y e a r  aft e r  t h e  M  9. 1  T o ̄h o k u- o ki  e a rt h -

q u a k e off t h e c o a st of J a p a n. A s s u c h, t h e i n f u e n c e of s ei s mi c a c -

ti vit y o n s u b s u rf a c e mi c r o bi al c o m m u niti e s i s u n k n o w n a n d t h e 

c riti c al q u e sti o n of w h et h e r s ei s mi c i n d u c e d c h a n g e s i n g e o c h e m -

i st r y  ( e. g.  g e n e r ati o n  o r  r el e a s e  of  H2 )  i m p a ct  mi c r o bi al  a cti vit y 

a n d  bi o m a s s  p r o d u cti o n  i n  s u b s u rf a c e  e c o s y st e m s  r e m ai n s  u n -

a n s w e r e d. T hi s k n o wl e d g e g a p c a n b e l a r g el y att ri b ut e d t o l o gi s -

ti c al  c h all e n g e s  i n  c o o r di n ati n g  t e m p o r al  s a m pli n g  b ef o r e, 

d u ri n g, a n d aft e r u n p r e di ct a bl e a n d oft e n r a r e s ei s mi c e v e nt s. 

E a rt h q u a k e s t e n d t o b e c o n c e nt r at e d n e a r pl at e m a r gi n s a n d 

v ol c a ni c all y  a cti v e  a r e a s  ( 1 1 , 2 8 )  a n d  a r e  f r e q u e nt  i n 

Y ell o w st o n e  Pl at e a u  V ol c a ni c  Fi el d  ( Y P V C),  U nit e d  St at e s 

( Fi g. 1 a), w h e r e ∼ 1, 0 0 0 t o 3, 0 0 0 e v e nt s o c c u r p e r y e a r ( 1 5 ). T h e s e 

s ei s mi c e v e nt s a r e d o mi n at e d b y e a rt h q u a k e s w a r m s ( 4 1 ), d e f n e d 

a s t h e s p ati al a n d t e m p o r al cl u st e ri n g of e a rt h q u a k e s, w hi c h h a v e 

m o st  r e c e ntl y  o c c u r r e d  i n  a  n o rt h – s o ut h  t r e n di n g  b elt  b et w e e n 

t h e  S o u r  C r e e k  r e s u r g e nt  d o m e  a n d  Y ell o w st o n e  L a k e  ( 4 2 )  a n d 

n e a r t h e n o rt h w e st ri m of t h e c al d e r a, p r o xi m al t o N o r ri s G e y s e r 

B a si n ( 4 1 ). S e v e n b o r e h ol e s w e r e d rill e d i n t h e Y P V F t o m o nit o r 

t h e v ol c a n o a n d s ei s mi c a cti vit y ( 4 3 ), o n e of w hi c h i s l o c at e d o n 

t h e  w e st e r n  s h o r e  of  Y ell o w st o n e  L a k e  ( G r a nt  B 9 4 4)  ( 4 4 ). 

N u m e r o u s  f a ult s  a n d  f r a ct u r e s,  b ot h  m a p p e d  a n d  b u ri e d,  a s 

w ell a s l at e r al b o u n d a ri e s b et w e e n f o w s a n d i n gl a ci al d e p o sit s, 

p r o vi d e p e r m e a bl e p at h w a y s f o r f ui d mi g r ati o n at t h e B 9 4 4 w ell 

(4 0 , 4 3 ).  M o r e  s p e ci f c all y,  t h e  n e a r  s u rf a c e  of  B 9 4 4  i s  c o m pl e x 

a n d  c o m p ri s e s  gl a ci al  a n d  t uff a c e o u s  s e di m e nt s  ( s u rf a c e  t o 

∼ 1 3. 7 m)  t h at  o v e rl y  t hi c k e r  r h y oliti c  l a v a  f o w s  t h at  c o m p ri s e 

w el d e d a n d u n w el d e d r h y oliti c t uff ( 4 3 ). R e si sti vit y d at a s u g g e st 

t h e  p r e s e n c e  of  n e a r  s u rf a c e  w at e r  b e a ri n g  u nit s  t h at  c o ul d 

f a cilit at e l at e r al f ui d f o w n e a r B 9 4 4 ( Fi g. 1 b) ( 4 0 ). H e r e, t e m p o r al 

r el ati o n s hi p s b et w e e n r a di at e d s ei s mi c e n e r g y f r o m l o c al e a rt h -

q u a k e s a n d c h a n g e s i n t h e c h e mi st r y a n d mi c r o bi al c o m m u niti e s 

a c r o s s 6 m o nt h s a r e e x a mi n e d i n a n a q uif e r h o st e d i n  r h y oliti c 

b e d r o c k t h at i s i nt e r s e ct e d b y B 9 4 4. F u rt h e r, w e c h a r a ct e ri z e al -

t e r e d a n d u n alt e r e d h a n d s a m pl e s of r h y olit e a n d d et e r mi n e t h e 

a m o u nt  of  H 2 ,  C H4 ,  a n d  o r g a ni c  c a r b o n  r el e a s e d  f oll o wi n g  d r y 

m e c h a ni c al c o m mi n uti o n ( r el e a s e of s u b st r at e s f r o m i n cl u si o n s, 

p o r e s p a c e s) a n d e x p o s u r e t o w at e r ( g e n e r ati o n of s u b st r at e s vi a 

w at e r – r o c k  i nt e r a cti o n).  T h e  h y p ot h e si s  g ui di n g  t hi s  w o r k  w a s 

t h at c h e mi c al c h a n g e s t o t h e a q uif e r, eit h e r t h r o u g h mi n e r al r e -

s u rf a ci n g  a n d  s u b s e q u e nt  w at e r- r o c k  i nt e r a cti o n,  alt e r ati o n  of 

f ui d f o w  p at h s, o r  r el e a s e  f r o m f ui d  i n cl u si o n s o r p o r e  s p a c e s 

i n r o c k, w o ul d sti m ul at e mi c r o bi al a cti vit y a n d g r o wt h. 

M at e ri al s a n d m et h o d s 

G e n e r ati o n of g e ol o gi c m a p 

M a p  l a y e r s  w e r e  o bt ai n e d  f r o m  t h e  W y o mi n g  St at e  G e ol o gi c al 

S u r v e y a n d w e r e m o di f e d f r o m t h e Di git al G e ol o gi c- GI S M a p of 

t h e Y ell o w st o n e N ati o n al P a r k a n d Vi ci nit y, W y o mi n g, M o nt a n a, 

a n d  I d a h o  a d a pt e d  f r o m  U S  G e ol o gi c al  S u r v e y  m a p s  b y 

C h ri sti a n s e n,  Bl a n k,  P r o st k a,  S m e d e s,  Pi e r c e,  t h e  U S  G e ol o gi c al 

S u r v e y, Elli ot, N el s o n, W a hl, Wit ki n d, L o v e, a n d ot h e r s ( 1 9 5 6 t o 

2 0 0 7),  a n d  a  M o nt a n a  B u r e a u  of  Mi n e s  a n d  G e ol o g y  m a p  b y 

B e r g, L o n n, a n d L o c k e ( 1 9 9 9) i n t h e s oft w a r e Q GI S 3. 3 0. 1. T h e s e 

l a y e r s  a r e  a v ail a bl e  f r o m  t h e  N ati o n al  P a r k  S e r vi c e  G e ol o gi c 

R e s o u r c e s  I n v e nt o r y  p r o g r a m  ( L a k e w o o d,  C O; htt p s://i r m a. n p s . 

g o v/ D at a St o r e/ R ef e r e n c e/ P r o fl e/ 1 0 4 4 8 4 2 ). 

Sit e d e s c ri pti o n a n d s a m pl e c oll e cti o n 

B 9 4 4 ( 4 4. 3 8 9 6 6 9, − 1 1 0. 5 4 3 7 2 2; El e v ati o n, 2 3 6 5 m) i s l o c at e d s o ut h 

of  t h e  W e st  T h u m b  of  Y ell o w st o n e  L a k e  a n d  p e r mitt e d 

( Y E L L- 0 8 1 5 4)  a c c e s s  i s  vi a  a  N ati o n al  P a r k  S e r vi c e  ( N P S)  r o a d. 

B 9 4 4 w a s d rill e d b et w e e n 2 0 0 8 J ul y 1 6 a n d J ul y 2 6 t o a d e pt h of 

∼ 1 5 7 m.  S a m pl e  c oll e cti o n s  w e r e  p e rf o r m e d  i n  2 0 2 1  o n  M a y  2 7 

(J uli a n  C al e n d a r  d at e  1 4 7),  J u n e  2 3  ( 1 7 4),  A u g u st  2 5  ( 2 3 7), 

O ct o b e r 6 ( 2 7 9), a n d N o v e m b e r 3 ( 3 0 7); s a m pli n g i n J ul y w a s at -

t e m pt e d b ut n ot p o s si bl e d u e t o m e c h a ni c al f ail u r e of t h e bl a d d e r 

p u m p.  J uli a n  C al e n d a r  d at e s  a r e  u s e d  f r o m  h e r ei n  t o  f a cilit at e 

c o nti n u o u s ti m e r e p o rti n g i n 2 0 2 1. S a m pl e s w e r e c oll e ct e d f r o m 

a  d e pt h  of  9 9. 1 m  u si n g  a  m o d el  4 0 7  bl a d d e r  p u m p  ( S oli n st, 

G e o r g et o w n,  C a n a d a)  e q ui p p e d  wit h  a  p ol yt et r a f u o r o et h yl e n e 

bl a d d e r.  T h e  bl a d d e r  p u m p  w a s  e q ui p p e d  wit h  a  hi g h  d e n sit y 

p ol y et h yl e n e ( H D P E) s a m pl e li n e, a H D P E d ri v e li n e, a n d a st ai n -

l e s s st e el  r e c o v e r y c a bl e. T h e s a m pl e  li n e w a s  ri n s e d i n  t h e l a b 

wit h ∼ 1 0 0  L  of  di still e d  w at e r  b ef o r e  a n d  aft e r  e a c h  u s e.  Fl ui d s 

w e r e c oll e ct e d b y di s pl a c e m e nt u si n g c o m p r e s s e d ai r wit h s a m pl e 

c oll e cti o n a n d bl a d d e r r e flli n g ti m e s o pti mi z e d f o r s a m pl e d e pt h 

( p e r m a n uf a ct u r e r g ui d eli n e s). C o m p r e s si o n a n d i n f ati o n of t h e 

bl a d d e r  w a s  a ut o m ati c all y  c o nt r oll e d  d u ri n g  s a m pli n g  u si n g  a 

m o d el 4 6 4 M k 3 el e ct r o ni c c o nt r ol u nit ( S oli n st) a n d a hi g h p r e s -

s u r e  c o m p r e s s o r.  A  m o d el  3 0 0 1  L e v el o g g e r  5  ( S oli n st)  w a s  u s e d 

t o m e a s u r e t e m p e r at u r e at t h e d e pt h of s a m pli n g. 

T h e bl a d d e r p u m p s a m pl e li n e ( at t h e s u rf a c e) w a s e q ui p p e d 

wit h  a  L u e r-l o k  ftti n g  a n d  a  t h r e e- w a y  st o p c o c k  t o  e n a bl e 

s a m pl e c oll e cti o n wit h o ut at m o s p h e ri c e x p o s u r e. P ri o r t o s a m pl e 
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Fi g. 1. a) L o c ati o n of t h e G r a nt ( B 9 4 4) b o r e h ol e i n Y ell o w st o n e N ati o n al P a r k ( Y N P). M a g e nt a d ot s r e p r e s e nt s ei s mi c e v e nt s a c r o s s J uli a n d a y s 1 0 9 – 3 0 6, 

2 0 2 1, wit h t h e si z e i n di c ati v e of t h e m a g nit u d e ( M) of t h e e v e nt. Q u at e r n a r y f a ult li n e s a r e s h o w n i n bl a c k, c al d e r a b o u n d a ri e s a r e s h o w n i n b r o w n, a n d a 

si n gl e a e ri al el e ct r o m a g n eti c ( A E M) fi g ht li n e t h at i s 1 2 0 0 m w e st of B 9 4 4 i s s h o w n wit h a bl a c k d a s h e d li n e ( 4 0 ). b) C r o s s- s e cti o n s f r o m 1 D el e ct ri c al 

r e si sti vit y m o d el s f r o m i n v e rt e d A E M d at a c oll e ct e d al o n g t h e s el e ct e d fi g ht p r o fl e. G r o u n d w at e r a n d t h e r m al f ui d s c o nt ai ni n g a p p r e ci a bl e t ot al 

di s s ol v e d s oli d s si g ni f c a ntl y r e d u c e r e si sti viti e s of p o r o u s v ol c a ni c r o c k s a n d c a n b e diff e r e nti at e d b y t h ei r r e si sti vit y si g n at u r e s ( 4 0 ). M a p p e d alt e r n ati o n 

a n d r e si sti vit y si g n at u r e s of g r o u n d w at e r p at h w a y s, t h e r m al f ui d p at h w a y s, a n d alt e r ati o n a r e d e pi ct e d. 

c oll e cti o n, a mi ni m u m of 2 L of w at e r w a s p u m p e d t h r o u g h t h e bl a d -

d e r a n d s a m pl e li n e (t ot al v ol u m e f o r b ot h i s 1. 4 L); s a m pl e s w e r e 

o nl y  c oll e ct e d  o n c e  t h e  c o n d u cti vit y  ( Y SI  E C 3 0 0,  Y ell o w  S p ri n g s, 

O H) of s a m pl e d w at e r s st a bili z e d. Pl a n kt o ni c bi o m a s s s a m pl e s f o r 

m ol e c ul a r a n al y s e s w e r e c oll e ct e d u si n g 0. 2 2- µ m p ol y et h e r s ulf o n e 

( P E S)  St e ri v e x  flt e r s  ( Milli p o r e;  B u rli n gt o n,  M A);  flt r at e  w a s  c ol-

l e ct e d f o r g e o c h e mi c al  a n al y s e s  ( d e s c ri b e d b el o w). D e p e n di n g  o n 

t h e  s a m pli n g  d at e  a n d  a m o u nt  of  bi o m a s s,  b et w e e n  5 0  a n d 

1 0 0 m L of w at e r c o ul d b e flt e r e d t h r o u g h e a c h St e ri v e x flt e r b ef o r e 

b a c k p r e s s u r e r e s ult e d i n bl a d d e r f ail u r e. A mi ni m u m of t h r e e flt e r s 

of  bi o m a s s  w e r e  c oll e ct e d  at  e a c h  s a m pl e  d at e  f r o m  e a c h  w ell. 

F oll o wi n g  s a m pl e  c oll e cti o n,  flt e r s  w e r e  p u r g e d  wit h  1 6 0- m L  of 

ult r a- hi g h p u rit y N 2 u si n g a st e ril e s y ri n g e, w e r e pl a c e d i n st e ril e 

5 0- m L F al c o n t u b e s, a n d w e r e f r o z e n o n sit e u si n g d r y i c e. Filt e r s r e -

m ai n e d f r o z e n ( − 8 0 ° C) u ntil u s e d f o r m ol e c ul a r a n al y s e s. 

Filt e r e d  ( 0. 2 2 µ m  St e ri v e x)  w at e r  s a m pl e s  f o r  i n d u cti v el y 

c o u pl e d pl a s m a- m a s s s p e ct r o m et r y (I C P- M S) f o r t r a c e m et al d e -

t e r mi n ati o n,  I C P- o pti c al  e mi s si o n  s p e ct r o m et r y  ( O E S)  f o r  m aj o r 
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0 

b 

1 0  2 0 k m 

1 0 0 0 

Pr oj e cti o n  of 8 9 4 4 
s e di m e nt s, ut... Jl y olit e 

nit s 

Di st a n c e  ( m) 2 0 0 0 

0 Gr a nt B 9 4 4 

e J uli a n d a y s 1 0 9- 3 0 6, 2 0 2 1, M > 2. 5 

•  J uli a n d a y s 1 0 9- 3 0 6,  2 0 2 1, M 1. 1- 2. 5 

•  J uli a n d a y s 1 0 9- 3 0 6,  2 0 2 1, M 0- 1 

-  F a ult s 

-  C al d er a s 

= R o a d s 

• • •  S el e ct 2 0 1 6 A E M fli g ht li n e 

W at er 

- T a -  T erti ar y ( E o c e n e} A b s ar o k a V ol c a ni c s 

p E: b -  Pr e c a m bri a n B a s e m e nt R o c k 

Q al -  Q u at er n ar y all u vi u m 

Qr - Q u at er n ar Y, p o st- c al d er a r h y olit e 

- Qt -  Q u at er n ar y t uft 

• Q b -  Q u at er n ar y b a s alt 

• P M z - P al e o z oi c a n d M e s o z oi c s e di m e nt ar y r o c k 

• Ti -  T erti ar y ( E o c e n e) i ntr u si o n s 

3 0 0 0 

V E = 1 : 1 (r e si sti vit y) 
•········ w et·····j'··--I Dr v 
4  7  1 3  2 9  6 6  1 5 0 4 6 9 

R e si sti vit y ( o h m- m 

alt er e. r e s h 

M a p p e d alt er ati o n 

Gr o u n d w at er p at h w a y 
T h er m al fl ui d o utfl o w 
Alt er ati o n (t h er m al fl ui d p at h) 

https://academic.oup.com/pnasnexus/article/4/11/pgaf344/8340224
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c ati o n d et e r mi n ati o n, a n d i o n c h r o m at o g r a p h y (I C) f o r a ni o n d e -

t e r mi n ati o n  w e r e  c oll e ct e d  i n  l o w  d e n sit y  p ol y et h yl e n e  ( L D P E) 

b ottl e s. P ri o r t o s a m pl e c oll e cti o n, b ottl e s w e r e w a s h e d wit h t r a c e 

m et al  g r a d e  nit ri c  a ci d  a n d  w e r e  ri n s e d  wit h  Milli Q  ( M Q)  w at e r 

(t h r e e  ti m e s).  F oll o wi n g  c oll e cti o n,  s a m pl e s  w e r e  i m m e di at el y 

a ci di f e d ( 1 % v ol/ v ol) wit h t r a c e m et al g r a d e nit ri c a ci d. S a m pl e s 

f o r  a ni o n  a n al y s e s  vi a  i o n  c h r o m at o g r a p h y  w e r e  c oll e ct e d  a s 

a b o v e  b ut  w e r e  n ot  a ci di f e d.  S a m pl e s  w e r e  s e nt  t o  t h e 

A n al yti c al  L a b o r at o r y  at  t h e  M o nt a n a  B u r e a u  of  Mi n e s  a n d 

G e ol o g y  f o r  I C P- M S  ( T h e r m o  S ci e nti f c  i C A P  Q;  W alt h a m,  M A), 

I C P- O E S  ( T h e r m o  S ci e nti f c  i C A P  6 0 0 0),  a n d  I C  ( M et r o h m 

C o m p a ct  I C  Pl u s;  H e ri s a u,  S wit z e rl a n d)  a n al y s e s,  a s  d e s c ri b e d 

p r e vi o u sl y ( 4 5 ). S a m pl e s f o r di s s ol v e d o r g a ni c c a r b o n ( D O C) q u a n-

ti f c ati o n a n d i s ot o pi c a n al y s e s w e r e flt e r e d u si n g 0. 2 2- µ m S u p o r 

flt e r s a n d w e r e c oll e ct e d i n p r e- a s h e d, b r o w n gl a s s b ottl e s. D O C 

c o n c e nt r ati o n s  w e r e  i niti all y  d et e r mi n e d  vi a  a  S hi m a d z u 

T O C- V C S H a n al y z e r  ( K y ot o,  J a p a n).  S e c o n d a ril y, D O C  c o n c e nt r a -

ti o n s a n d t h ei r c a r b o n i s ot o pi c c o m p o siti o n s w e r e d et e r mi n e d u s -

i n g  a  Pi c a r r o  G 2 1 3 1-I  a n d  G a s  C o n c e nt r ati o n  A n al y z e r  ( S a nt a 

Cl a r a,  C A)  c o u pl e d  t o  a n  A u r o r a  1 0 3 0 W  T ot al  C a r b o n  A n al y z e r 

( Y SI, Y ell o w S p ri n g s, O H). S a m pl e s of M Q w at e r w e r e flt e r e d i n 

t h e  f el d  t o  a s s e s s  ( vi a  S hi m a d z u)  b a c k g r o u n d  D O C  a s s o ci at e d 

wit h flt e ri n g. I n t h e l a b, s a m pl e s of M Q w at e r w e r e p u m p e d u si n g 

t h e  P T F E  bl a d d e r  a n d  5 0 0’  H D P E  s a m pl e  li n e,  w e r e  flt e r e d  a s 

a b o v e,  a n d  a n al y z e d  ( vi a  S hi m a d z u)  t o  a s s e s s  b a c k g r o u n d  D O C 

l e v el s a s s o ci at e d wit h t h e bl a d d e r a n d s a m pl e li n e s. D O C c o n c e n-

t r ati o n s f r o m t h e s e c o nt r ol s n e v e r e x c e e d e d 0. 4 m g L − 1 . S a m pl e s 

f o r δ 2 H a n d δ 1 6 O a n al y si s of  w at e r  ( Pi c a r r o m o d el L 2 1 3 0-I) w e r e 

c oll e ct e d i n a ut o cl a v e- st e rili z e d L D P E b ottl e s wit h n o h e a d s p a c e 

a n d  w e r e  n ot  a ci di f e d.  All  flt e r e d  w at e r s  w e r e  i m m e di at el y 

pl a c e d  o n  i c e  i n  t h e  f el d  a n d  st o r e d  at  4  ° C  p ri o r  t o  a n al y si s. 

Di s s ol v e d  ( 0. 2 2 µ m- flt e r e d)  a n d  t ot al  ( u n flt e r e d)  s ul f d e  a n d 

F e(II) c o n c e nt r ati o n s w e r e m e a s u r e d o n- sit e u si n g r e a g e nt- b a s e d 

c ol o ri m et ri c  t e st s  vi a  t h e  m et h yl e n e  bl u e  ( H a c h  m et h o d  8 1 3 1) 

a n d f e r r o zi n e a s s a y s ( H a c h m et h o d 8 1 4 7) a n d a m o d el D R 8 9 0 p o rt -

a bl e s p e ct r o p h ot o m et e r ( H a c h C o m p a n y, L o v el a n d, C O). 

T e n millilit e r s a m pl e s of u n flt e r e d w at e r w e r e c oll e ct e d i nt o 

1 5- m L F al c o n t u b e s c o nt ai ni n g 0. 2 2 µ m- flt e r e d f o r m ali n ( 2 % f n al 

c o n c e nt r ati o n), i m m e di at el y pl a c e d o n i c e i n t h e f el d, a n d st o r e d 

at 4 ° C p ri o r t o c ell e n u m e r ati o n. Wit hi n 3 d a y s of s a m pl e c oll e c -

ti o n,  f x e d  c ell s  w e r e  st ai n e d  b y  a d di n g  4’, 6- di a mi di n o-

2- p h e n yli n d ol e ( D A PI) t o a f n al c o n c e nt r ati o n of 2 µ g/ m L f oll o w e d 

b y i n c u b ati o n at r o o m t e m p e r at u r e ( ∼ 2 1 ° C) f o r 1 5 mi n. S a m pl e s 

w e r e t h e n t r e at e d wit h d et e r g e nt [ 1 0 0 m M et h yl e n e di a mi n et et r a -

a c eti c  a ci d  ( E D T A),  1 0 0 m M  s o di u m  p y r 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  a s  p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d  ( 4 6 ). 

Di s a g g r e g at e d a n d st ai n e d c ell s w e r e flt e r e d o nt o bl a c k 0. 2 2 µ m 

p ol y c a r b o n at e  flt e r s  ( Milli p o r e Si g m a,  B u rli n gt o n,  M A)  a n d 

w e r e  e n u m e r at e d  u si n g  a n  E v o s  f u o r e s c e n c e  mi c r o s c o p e 

( T h e r m o S ci e nti f c, W alt h a m, M A). 

U n flt e r e d w at e r s w e r e al s o c oll e ct e d f o r m e a s u ri n g di s s ol v e d 

g a s e s u si n g a m o di f e d b u b bl e st ri p m et h o d, a s d e s c ri b e d p r e vi -

o u sl y  ( 4 7 ).  B ri e f y,  1 0 0 m L  of  w at e r  w a s  c oll e ct e d  di r e ctl y  f r o m 

t h e  L u e r-l o k  ftti n g  o n  t h e  s a m pl e  li n e  u si n g  a  1 6 0- m L  s y ri n g e 

e q ui p p e d  wit h a  3- w a y st o p c o c k.  A 1 0- m L v ol u m e of  ult r a- hi g h 

p u rit y ( U H P) N 2 w a s t h e n i nj e ct e d i nt o t h e s y ri n g e a n d t h e s y ri n g e 

c o nt e nt s  w e r e  vi g o r o u sl y  s h a k e n  f o r  1 0  t o  1 5  mi n  t o  p r o m ot e 

e q uili b r ati o n of di s s ol v e d g a s e s i nt o t h e h e a d s p a c e b u b bl e. T h e 

g a s b u b bl e w a s t h e n c oll e ct e d vi a di s pl a c e m e nt i nt o 2 4- m L s e r u m 

b ottl e s c o nt ai ni n g s at u r at e d s o di u m c hl o ri d e a n d w e r e st o r e d at 

r o o m t e m p e r at u r e ( 4 7 ). At t h e l a b, 1 0 m L of t h e g a s b u b bl e w e r e 

i nj e ct e d i nt o a m o d el S RI 8 6 1 0 C g a s c h r o m at o g r a p h ( S RI i n st r u-

m e nt s,  T o r r a n c e,  C A)  a n d  g a s e s  w e r e  m e a s u r e d  a s  p r e vi o u sl y 

d e s c ri b e d ( 4 7 ). H eli u m w a s u s e d a s a c a r ri e r g a s f o r all a n al y s e s. 

G a s  c o n c e nt r ati o n s  w e r e  c al c ul at e d  u si n g  c e rti f e d  st a n d a r d s 

( A m e ri c a n  G a s  G r o u p,  T ol e d o,  O H)  a n d  w e r e  c o n v e rt e d  t o  di s-

s ol v e d a q u e o u s p h a s e c o n c e nt r ati o n s u si n g H e n r y’ s l a w. All v al -

u e s a r e p r e s e nt e d a s t h e a v e r a g e of t h e m e a n of t h r e e r e pli c at e s. 

E xt e n si v e g a s e x s ol uti o n d u e t o d e p r e s s u ri z ati o n d u ri n g s a m pl e 

c oll e cti o n  p r e v e nt e d  a c c u r at e  p H  m e a s u r e m e nt s  of  w at e r s  di s -

c h a r g e d at t h e s u rf a c e. T h u s, p H p a p e r h o u s e d i n a st ai nl e s s- st e el 

m e s h  c yli n d e r  w a s  l o w e r e d  i nt o  t h e  w ell  t o  q u alit ati v el y  d et e r -

mi n e  p H  at  t h e  t o p  of  t h e  w at e r  c ol u m n.  S el e ct  g e o c h e mi c al 

d at a a r e r e p o rt e d i n T a bl e 1 , a n d all g e o c h e mi c al d at a i s p r e s e nt e d 

i n SI A p p e n di x T a bl e S 1 . 

D N A e xt r a cti o n a n d m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g 

Filt e r s w e r e r e m o v e d f r o m St e ri v e x c a rt ri d g e s u si n g a st e ril e a ut o -

cl a v e d s a w, a s p r e vi o u sl y d e s c ri b e d ( 4 8 ). D N A w a s e xt r a ct e d f r o m 

t ri pli c at e flt e r s c o nt ai ni n g bi o m a s s u si n g t h e F a st D N A S pi n Kit f o r 

S oil ( M P Bi o m e di c al s, S a nt a A n a, C A) a n d w a s q u a nti f e d wit h t h e 

Q u a nt-i T  D N A  H S  a s s a y  a n d  a  Q u bit  f u o r o m et e r  (I n vit r o g e n, 

C a rl s b a d,  C A).  St e ril e  flt e r s  w e r e  al s o  p r o c e s s e d  a n d  s u bj e ct e d 

t o e xt r a cti o n  t o  a s s e s s  p ot e nti al c o nt a mi n ati o n  a s s o ci at e d  wit h 

t h e s e st e p s; q u a nti f a bl e D N A w a s n e v e r m e a s u r e d i n bl a n k e x -

t r a cti o n s. E q u al v ol u m e s of e a c h t ri pli c at e e xt r a ct w e r e t h e n c o m -

bi n e d a n d f r o z e n at − 2 0 ° C f o r u s e i n m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g. 

Ill u mi n a  li b r a r y  p r e p a r ati o n  a n d  p ai r e d- e n d  N o v a S e q 6 0 0 0  s e-

q u e n ci n g  ( 2 × 1 5 0 b p)  w e r e  c o n d u ct e d  at  t h e  U ni v e r sit y  of 

Wi s c o n si n S e q u e n ci n g C e nt e r. 

R e a d s  w e r e t ri m m e d  wit h  t h e  T ri m G al o r e  v. 0. 6. 0  p r o g r a m  t o 

cl e a v e  s e q u e n ci n g  a d a pt e r s,  f oll o w e d  b y  d o w n- s a m pli n g  wit h 

b b n o r m  ( htt p s:// git h u b. c o m/ Bi oI nf o T o ol s/ B B M a p ;  v. 3 8. 8 7)  t o  a c-

c o u nt f o r s e q u e n c e r e d u n d a n c y a n d i m p r o v e a s s e m bli e s, a s p r e vi -

o u sl y  d e s c ri b e d  ( 4 5 ).  T ri m m e d  a n d  d o w n- s a m pl e d  s e q u e n c e s 

w e r e  a s s e m bl e d  i n di vi d u all y  u si n g  t h e  m et a S P A d e s  v. 3. 1 4. 0  a s -

s e m bl e r a n d wit h d ef a ult p a r a m et e r s. A s s e m bl y st ati sti c s a r e r e -

p o rt e d i n SI A p p e n di x T a bl e S 2 . A s s e m bl e d c o nti g s w e r e bi n n e d 

i nt o  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)  u si n g  t h e 

M et a W R A P v. 1. 3. 2 pi p eli n e b a s e d o n r e a d d e pt h a n d t et r a n u cl e o -

ti d e f r e q u e n c y  a n d  i n d e p e n d e nt  bi n ni n g wit h  t h e m et a B A T  v. 2, 

M a x Bi n v. 2, a n d C O N C O C T v. 1. 1. 0 al g o rit h m s, a n d b y s p e cif yi n g 

a l e n gt h (l) of − 2 5 0 0. O pti m al M A G bi n d at a s et s w e r e i d e nti f e d u s -

i n g t h e bi n r e f n e m e nt m o d ul e of M et a W R A P. O nl y M A G s t h at e x-

hi bit e d > 5 0 % e sti m at e d c o m pl et e n e s s a n d < 1 0 % c o nt a mi n ati o n 

( c o n si st e nt wit h m o d e r at e t o hi g h q u alit y g e n o m e s (4 9 )) w e r e r e-

t ai n e d f o r f u rt h e r a n al y s e s. 

M A G s  w e r e  t a x o n o mi c all y  cl a s si f e d  u si n g  t h e  G T D B - T k 

v. 1. 3. 0 cl a s si f e r ( 5 0 ) a n d t h e b a c 1 2 0 a n d a r c 1 2 2 d a t a s e t s f o r b a c-

t e ri al a n d a r c h a e al cl a s si f c a ti o n, r e s p e c ti v el y. T a x o n o mi c d e si g -

n a ti o n s  a r e  p r o vi d e d  t o  t h e  l o w e s t  t a x o n o mi c  r a n k  t h a t  w a s 

f o r m all y r e c o g ni z e d a t t h e ti m e of t h e w ri ti n g of t hi s m a n u s c ri p t. 

T h e r el a ti v e a b u n d a n c e of M A G s w a s e s ti m a t e d b a s e d o n m a p -

pi n g of q u ali t y - fl t e r e d r e a d s t o t h o s e M A G s u si n g t h e B W A m a p -

pi n g  t o ol  ( v. 0. 7. 1 7 ).  R el a ti v e  a b u n d a n c e s  a r e  r e p o r t e d  a s  t h e 

p e r c e n t a g e of r e a d s m a p p e d t o M A G s. T o e v al u a t e w h e t h e r t h e 

M A G - b a s e d  d a t a s e t  a c c u r a t el y  r e p r e s e n t e d  c o m m u ni t y  t a x o -

n o mi c c o m p o si ti o n, M A G t a x o n o mi c cl a s si f c a ti o n s a n d t h ei r a s -

s o ci a t e d r el a ti v e a b u n d a n c e s w e r e c o m p a r e d a g ai n s t e s ti m a t e s 

f r o m  a s s e m bl y -f r e e  r e a d - b a s e d  t a x o n o mi c  a n al y s e s,  a s  d e -

s c ri b e d p r e vi o u sl y ( 4 5 ). M A G c o n ti g s a n d t h e m e t a g e n o mi c r e a d s 

h a v e b e e n d e p o si t e d i n t h e N a ti o n al C e n t e r f o r Bi o t e c h n ol o gi c al 

I nf o r m a ti o n  ( N C BI)  w h ol e  g e n o m e  s e q u e n c e  ( W G S)  d a t a b a s e 

u n d e r  bi o p r oj e c t  a c c e s si o n  P RJ N A 1 1 6 4 2 8 8.  M A G  t a x o n o m y, 
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T a bl e 1. S el e ct g e o c h e mi c al a n d mi c r o bi al d at a c oll e ct e d o n f ui d s s a m pl e d f r o m t h e G r a nt B 9 4 4 b o r e h ol e ( L at: 4 4. 3 8 9 6 6 9; L o n g: 
− 1 1 0. 5 4 3 7 2 2; El e v: 2 3 6 5 m) o n t h e s p e ci f e d d at e s. F ull g e o c h e mi c al a n d mi c r o bi al d at a s et s a r e p r o vi d e d i n T a bl e S 1 . 

G r a nt ( B 9 4 4) C o o r di n at e d U ni v e r s al Ti m e ( U T C) a n d J uli a n C al e n d a r D at e 

2 0 2 1 M a y 2 7 2 0 2 1 J u n e 2 3 2 0 2 1 A u g u st 2 5 2 0 2 1 O ct o b e r 6 2 0 2 1 N o v e m b e r 3 

A n al yt e 1 4 7 1 7 4 2 3 7 2 7 9 3 0 7 

T e m p. ( ° C) 3 5 3 5 3 5 3 5 3 5 

p H 

C o n d. ( µ S c m − 1 ) 

H S − ( µ M; u n flt) 

H S − ( µ m; flt) 

7. 5 

3 5 5. 9 

1 0. 3 ( 0. 8) 

3. 1 ( 0. 0) 

7. 5 

3 0 6. 4 

4 4. 8 ( 5. 5) 

2 6. 6 ( 2. 7) 

7. 5 

3 2 6. 9 

5 7. 8 ( 1. 6) 

4 4. 3 ( 2. 4) 

7. 5 

2 3 0. 6 

6 2. 5 ( 4. 1) 

4 9. 0 ( 1. 8) 

7. 5 

2 3 0. 0 

4 3. 2 ( 0. 9) 

3 4. 4 ( 3. 1) 

F e(II) ( µ M; u n flt) 2. 9 ( 0. 4) 4. 1 ( 0. 5) 4. 0 ( 0. 6) 1. 7 ( 0. 1) 0. 8 ( 0. 2) 

F e(II) ( µ M; flt) 0. 3 ( 0. 0) 0. 4 ( 0. 0) 0. 6 ( 0. 1) 0. 2 ( 0. 1) B D 

H 2 ( µ M) 3 0. 6 ( 1. 5) 2 6. 7 ( 0. 2) 4 4. 0 ( 0. 2) 4 1. 6 ( 0. 7) 2 3. 4 ( 1. 3) 

C O 2 ( n M) B D B D B D B D B D 

C H 4 ( n M) B D B D B D B D B D 

δ 1 8 O H 2 O V S M O W ( ‰) − 1 5. 2 − 1 5. 4 − 1 6. 0 − 1 5. 9 − 1 6. 3 

δ 2 H H 2 O V S M O W ( ‰) 

D O C ( m g L − 1 ) 

− 1 2 4. 8 

3. 4 6 ( 0. 3 2) 

− 1 2 6. 7 

4. 3 2 ( 0. 8 8) 

− 1 2 8. 6 

N A 

− 1 2 7. 8 

7. 9 0 ( 0. 4 0) 

− 1 2 7. 3 

N A 

δ 1 3 C D O C P D B ( ‰) 

Cl − ( µ M) 

S O 4 
2 − ( µ M) 

C ell s m L − 1 ( a v g) 

− 1 4. 0 ( 0. 5) 

2 7 1 

6 5 

1. 2 8 ± 0. 3 1 × 1 0 6 

− 1 4. 2 ( 0. 9) 

2 9 3 

1 2 3 

3. 1 1 ± 0. 4 4 × 1 0 6 

N A 

3 1 3 

2 7 

8. 3 6 ± 0. 3 1 × 1 0 6 

− 1 7. 5 ( 0. 4) 

3 2 2 

5 1 

8. 8 3 ± 0. 2 1 × 1 0 6 

N A 

3 4 7 

2 7 

2. 2 3 ± 0. 1 0 × 1 0 6 

T h e st a n d a r d d e vi ati o n of t ri pli c at e m e a s u r e m e nt s i s p r o vi d e d i n p a r e nt h e s e s, w h e r e a v ail a bl e. 

e s ti m a t e d c o m pl e t e n e s s, c o n t a mi n a ti o n, a n d a b u n d a n c e a r e r e -

p o r t e d i n T a bl e s S 3 a n d S 4 . 

M A G s  f r o m  e a c h  d e pt h  w e r e  c oll a p s e d  i nt o  o p e r ati o n al  t a x o -

n o mi c u nit s ( O T U s) s p e cif yi n g a t h r e s h ol d of > 9 5 % a v e r a g e n u cl e o -

ti d e  i d e ntit y  ( A NI),  u si n g  t h e  f a st A NI  p r o g r a m  ( v. 1. 3 2)  ( 5 1 ).  A 

r e p r e s e nt ati v e M A G f r o m e a c h O T U w a s s el e ct e d f o r d o w n st r e a m 

a n al y s e s. M A G s w e r e f r st s el e ct e d t o m a xi mi z e e sti m at e d g e n o m e 

c o m pl eti o n  a n d  s e c o n dl y  t o  mi ni mi z e  e sti m at e d  c o nt a mi n ati o n. 

M A G g e n e p r e di cti o n s w e r e m a d e wit h P R O K K A v 1. 1 1 ( 5 2 ) a n d r e-

s ult a nt p r ot ei n a n n ot at e d fl e s w e r e t h e n s u bj e ct e d t o m et a b oli c r e -

c o n st r u cti o n f r st vi a t h e Hi d d e n M a r k o v M o d el ( H M M) s e a r c h e s of 

k e y f u n cti o n al g e n e s, a s i m pl e m e nt e d i n t h e M E T A B O LI C s oft w a r e 

p r o g r a m ( v. 4. 0) ( 5 3 ). W h ol e m et a g e n o m e a s s e m bli e s w e r e al s o s u b-

j e ct e d  t o  p r ot ei n  a n n ot ati o n  u si n g  P R O K K A  u si n g  t h e  “ m et a g e-

n o m e”  p a r a m et e r  f a g  a n d  mi ni m u m  c o nti g  l e n gt h s  of  1, 0 0 0 b p. 

R e f n e m e nt of m et a b oli c a n n ot ati o n s w a s c o n d u ct e d, a s p r e vi o u sl y 

d e s c ri b e d ( 4 5 ). [ Ni F e]- a n d [ F e F e]- h y d r o g e n a s e s w e r e i d e nti f e d i n 

t h e  u n a s s e m bl e d  m et a g e n o m e  a s s e m bli e s  a n d  M A G  bi n s  b y 

B L A S T s e a r c h e s of q u e r y s e q u e n c e s, a s d e s c ri b e d el s e w h e r e ( 5 4 ), 

al o n g si d e  t h e  H M M- b a s e d  i d e nti f c ati o n s  wit hi n  M E T A B O LI C 

( T a bl e S 5 ).  B ri e f y,  c a n di d at e  h o m ol o g s  w e r e  i d e nti f e d  b a s e d  o n 

> 3 0 % a mi n o a ci d i d e ntit y a n d > 6 0 % q u e r y c o v e r a g e t o t h e q u e r y s e -

q u e n c e s. T h e p r e s e n c e of c o n s e r v e d c y st ei n yl m otif s a n d af fli ati o n 

wit h k n o w n g r o u p s of h y d r o g e n a s e s w e r e e v al u at e d b a s e d o n c o m -

p a ri s o n t o t h e H y d D B d at a b a s e ( 5 5 ), wit h m a n u al v e ri f c ati o n wit h 

o u r  i n  h o u s e  h y d r o g e n a s e  d at a b a s e  ( 5 4 ).  T h e  B L A S T- b a s e d  a n d 

H M M- b a s e d  i d e nti f c ati o n s  w e r e  c o m bi n e d  t o  r e p r e s e nt t h e  t ot al 

s et of h y d r o g e n a s e s. 

Mi n e r al c o u p o n s a n d 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n ci n g 

H a n d s a m pl e s of alt e r e d a n d u n alt e r e d L a v a C r e e k T uff ( r h y olit e) 

w e r e  ki n dl y  p r o vi d e d  b y  D r.  M a di s o n  M y e r s  f r o m  a  p e r s o n al 

N P S- p e r mitt e d  c oll e cti o n.  R h y olit e  i s  t h e  p r e d o mi n a nt  b e d r o c k 

t y p e at > 1 3 m d e pt h i n B 9 4 4 ( 4 3 ). T h e u n alt e r e d r h y olit e s a m pl e 

w a s c o at e d i n 7 0 % et h a n ol a n d t h e n ri n s e d wit h flt e r- st e rili z e d 

M Q  w at e r  i n  a  U V-t r e at e d  l a mi n a r  f o w  h o o d  a n d  w a s  t h e n 

c r u s h e d  wit h  a n  et h a n ol  ( 7 0 %)-t r e at e d  h a m m e r.  A  m o d el  L C- 8 

j a w  c r u s h e r  e q ui p p e d  wit h  c h r o mi u m- a n d  c a r b o n- h a r d e n e d 

st ai nl e s s- st e el  pl at e s  ( Gil s o n,  L e wi s  C e nt e r,  O H)  w a s  t h e n  u s e d 

t o c r u s h t h e f r a g m e nt s i nt o s m all e r pi e c e s t h at w e r e t h e n si e v e d 

t o  o bt ai n  p a rti cl e s  b et w e e n  1  a n d  2 m m  i n  di a m et e r.  T h e  j a w 

c r u s h e r  w a s  ri n s e d  wit h  7 0 %  et h a n ol  p ri o r  t o  c r u s hi n g  i n  t h e 

U V-t r e at e d  l a mi n a r  f o w  h o o d.  P a rti cl e s  w e r e  l o a d e d  i nt o  3 0 4 

st ai nl e s s  st e el  c yli n d e r s  ( 2 5. 4 c m  l e n gt h,  1. 2 7 c m  di a m et e r, 

8 0 0 µ m  m e s h  si z e  ( 5 6 )),  ri n s e d  wit h  M Q  w at e r,  w r a p p e d  i n  f oil, 

a n d  d r y  a ut o cl a v e- st e rili z e d.  T h e  c o u p o n  c o nt ai ni n g  r h y olit e 

c hi p s w a s d e pl o y e d t o a d e pt h of ∼ 1 0 0 m i n G r a nt B 9 4 4 o n 2 0 2 1 

M a y 2 1 (J uli a n d at e 1 4 7) u si n g 1. 2 m m di a m et e r vi n yl c o at e d st ai n -

l e s s st e el wi r e. D u ri n g s a m pli n g o n 2 3 J u n e ( 1 7 4), t h e c o u p o n w a s 

b r o u g ht  t o t h e  s u rf a c e  a n d st o r e d i n  a n o xi c  di still e d w at e r  i n  a 

r u b b e r st o p p e r c a p p e d p ol y vi n yl c hl o ri d e ( P V C) t u b e. Aft e r s a m -

pli n g o n t h at d a y a n d w hil e still i n t h e f el d, t h e c o u p o n w a s r e d e -

pl o y e d  t o  t h e  s a m e  d e pt h.  T h e  c o u p o n  w a s  r e c o v e r e d  o n  2 0 2 1 

A u g u st  2 5  ( 2 3 7)  a n d  i m m e di at el y  t r a n sf e r r e d  i n  t h e  f el d  t o  a n 

et h a n ol  ( 7 0 %)-t r e at e d  a n d  M Q  w at e r- w a s h e d  P V C  t u b e,  c a p p e d 

wit h P V C c a p s, a n d f r o z e n o n sit e u si n g d r y i c e d u ri n g t r a n s p o rt 

b a c k t o t h e l a b. At t h e l a b, t u b e s a n d t h ei r c o nt e nt s w e r e k e pt at 

− 8 0 ° C u ntil p r o c e s si n g. 

T h e c o u p o n  a n d it s c o nt e nt s  w e r e t h a w e d at  r o o m t e m p e r a -

t u r e,  o p e n e d,  a n d  r h y olit e  p a rti cl e s  w e r e  r e m o v e d  u si n g  f a m e-

st e rili z e d  f o r c e p s.  P a rti cl e s  ( ∼ 5 0 0 m g  t ot al)  w e r e  s u bj e ct e d  t o 

D N A e xt r a cti o n a n d q u a nti f c ati o n a s d e s c ri b e d a b o v e. P C R a m p -

li f c ati o n of b a ct e ri al a n d a r c h a e al 1 6 S r R N A g e n e f r a g m e nt s uti-

li z e d  t h e  u ni v e r s al  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  3 ′)  p ri m e r s  a n d  c y cli n g 

c o n diti o n s  a s  p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d  ( 5 7 ).  S e q u e n c e s  w e r e  a s-

s e m bl e d a n d s u bj e ct e d t o q u alit y flt e ri n g, a n d r e m o v al of si n gl e -

t o n s e q u e n c e s, a s p r e vi o u sl y d e s c ri b e d ( 5 7 ), r e s ulti n g i n 5 8 3, 5 9 2 

r e a d s ( T a bl e S 6 ). R e a d s w e r e cl u st e r e d i nt o O T U s u si n g a 9 7. 0 % 

si mil a rit y  c ut off,  a n d  O T U s  w e r e  cl a s si f e d  u si n g  Sil v a  1 3 8  S S U 

d at a b a s e. 

S ei s mi c e n e r g y 

T h e o ri gi n al g o al of t hi s p r oj e ct w a s t o o bt ai n e n e r g eti c d at a m e a s -

u r e d u si n g d o w n- b o r e h ol e i n st r u m e nt ati o n i n st all e d i n B 9 4 4 f o r 

d o w n st r e a m  a n al y s e s.  H o w e v e r,  B 9 4 4  l o st  c o m m u ni c ati o n/ d at a 

d u ri n g  t h e  2 0 2 1  s a m pli n g  s e a s o n.  A s  s u c h,  all  s ei s mi c  d at a  f o r 

t h e  Y V F P  r e gi o n  w a s  o bt ai n e d  f r o m  t h e  Q u a rt e rl y  S ei s mi cit y 
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S u m m a ri e s  r el e a s e d  p u bli cl y  b y t h e  U ni v e r sit y  of  Ut a h  ( htt p s:// 

q u a k e. ut a h. e d u/ e a rt h q u a k e- c e nt e r/ q u a rt e rl y- s ei s mi cit y- r e p o rt s ). 

L o c a ti o n ( gl o b al p o si ti o n c o o r di n a t e s [ G P S]), t h e c o m p u t e d l o c al 

Ri c h t e r m a g ni t u d e ( M), a n d d e p t h b el o w s e a l e v el ( k m) of e a c h 

s ei s mi c  e v e n t  w e r e  c o m pil e d.  L o c a ti o n  a n d  d e p t h  d a t a  f o r 

e a c h  e v e n t  e pi c e n t e r  w e r e  u s e d  t o  q u a n tif y  t h e  di s t a n c e  t o 

B 9 4 4. S p e ci f c all y, t h e s u rf a c e di s t a n c e b e t w e e n t h e e pi c e n t e r 

a n d b o r e h ol e l o c a ti o n s  w a s  c al c ul a t e d u si n g G P S  c o o r di n a t e s 

a n d  a s s u m e d  a  Vi n c e n t y  elli p s oi d  s u rf a c e  b e t w e e n  t h e  t w o 

p oi n t s. Di s t a n c e a t d e p t h w a s t h e n c al c ul a t e d f r o m t h e s u rf a c e 

di s t a n c e a n d d e p t h m e a s u r e m e n t s u si n g t h e P y t h a g o r e a n t h e -

o r e m, c o n si d e ri n g t h e d e p t h of s a m pli n g a t B 9 4 4. M r e a di n g s 

w e r e t h e n c o n v e rt e d t o e n e r g y (J) a c c o r di n g t o t h e Ri c ht e r e q u ati o n, 

l o g1 0 J = 4. 4 + 1. 5 M.  E n e r g y  w a s  t h e n  n o r m ali z e d  t o  di st a n c e  u si n g 

t h e  i n v e r s e- s q u a r e  l a w  ( 1/ D ^ 2),  w h e r e D i s  t h e  di st a n c e  i n  k m. 

T h e  d at e,  l o c ati o n, M ,  a n d  e n e r g y  of  s ei s mi c  e v e nt s  a r e  r e p o rt e d 

i n T a bl e S 7 . 

P r e ci pit ati o n d at a 

T h e o ri gi n al g o al o f t hi s p r oj e c t w a s t o o b t ai n p r e ci pi t a ti o n d a t a 

m e a s u r e d wi t h a n o n si t e w e a t h e r s t a ti o n i n s t all e d a t B 9 4 4 f o r 

d o w n s t r e a m  a n al y s e s.  H o w e v e r,  B 9 4 4  l o s t  c o m m u ni c a ti o n / 

d a t a d u ri n g t h e 2 0 2 1 s a m pli n g s e a s o n. A s s u c h, p r e ci pi t a ti o n 

d a t a  w a s  c o m pil e d  f r o m  t h e  C a bi n  C r e e k,  Y ell o w s t o n e 

N a ti o n al P a r k, W y o mi n g ( 4 4. 3 1 1 3 8 8 9; − 1 1 0. 1 5 0 2 7 7 7 8; El e v a ti o n, 

2 6 4 6 m)  w e a t h e r  s t a ti o n  a d mi ni s t e r e d  b y  t h e  Cli m a t e  C e n t e r, 

D e s e r t  R e s e a r c h  I n s ti t u t e,  R e n o,  N e v a d a  ( N E S S  I D = F A 4 5 D 0 7 0; 

N a ti o n al  W e a t h e r  S e r vi c e  i d e n ti f e r = 4 8 0 1 1 8; h t t p s: // r a w s. d ri. 

e d u / c gi - bi n / r a w M AI N. pl ? w y W C A B ).  T h e  C a bi n  C r e e k  w e a t h e r 

s t a ti o n i s l o c a t e d 3 2. 5 k m f r o m t h e G r a n t B 9 4 4 b o r e h ol e a n d i s 

o n t h e s o u t h e a s t e r n p a r t of t h e l a k e. P r e ci pi t a ti o n d a t a i s r e p o r t e d 

i n T a bl e S 8 . 

St ati sti c al t e st s 

M ulti v a ri at e a p p r o a c h e s w e r e u s e d t o e x a mi n e r el ati o n s hi p s b e -

t w e e n s ei s mi c e n e r g y a b s o r b e d at B 9 4 4, g e o c h e mi st r y, a n d c o m -

m u nit y  c o m p o siti o n.  T h e  s ei s mi c  e n e r g y  a b s o r b e d  (i n  kJ)  w a s 

s u m m e d b et w e e n s a m pli n g d at e s. I n t h e c a s e of t h e f r st s a m pli n g 

d at e, t h e a v e r a g e ti m e b et w e e n t h e s e c o n d t h r o u g h fft h s a m pli n g 

d at e s ( 4 0 d a y s) w a s u s e d t o i d e ntif y t h e wi n d o w of ti m e p r e c e di n g 

t h e  f r st  d at e  of  s a m pli n g  ( 2 0 2 1  A p ril  1 7)  t o  q u a ntif y  e n e r g y  r e -

l e a s e d o v e r t h at i nt e r v al (SI A p p e n di x D at a s et S 7 ). T h e s a m e a p-

p r o a c h  w a s  t a k e n  f o r  p r e ci pit ati o n  d at a  ( SI  A p p e n di x  D at a s et 

S 8 ). T h e s u m m e d e n e r g y ( kJ) o r p r e ci pit ati o n ( m m) p r e c e di n g t h e 

f r st  s a m pli n g  a n d  b et w e e n  t h e  n e xt  f o u r  s a m pli n g s  w e r e  t h e n 

u s e d t o c r e at e E u cli d e a n di s si mil a rit y m at ri c e s f o r e a c h d at a s et. 

G e o c h e mi c al  a n al yt e s  t h at  di d  n ot  v a r y  a m o n g  s a m pli n g  d at e s 

w e r e  n ot  c o n si d e r e d  i n  st ati sti c al  t e st s,  n o r  w e r e  a n al yt e s  t h at 

w e r e o nl y d et e ct e d o n a si n gl e s a m pl e d at e. T o li mit r e d u n d a n c y, 

o nl y u n flt e r e d s ul f d e a n d u n flt e r e d f e r r o u s i r o n d at a w e r e u s e d 

i n st ati sti c al t e st s. I s ot o pi c a n d c o n c e nt r ati o n d at a f o r D O C w e r e 

e x cl u d e d f r o m a n al y si s si n c e t h e y w e r e o nl y m e a s u r e d o n t h r e e 

of t h e f v e s a m pli n g d at e s. Fi n all y, i s ot o pi c a n al y s e s of H 2 O w e r e 

e x cl u d e d f r o m a n al y s e s a s t h e s e a r e u nli k el y t o i n f u e n c e mi c r o -

o r g a ni s m s.  T h e  r e m ai ni n g  g e o c h e mi c al  d at a  ( 3 6  a n al yt e s, 

T a bl e S 9 ) w e r e t h e n s c al e d ( n o r m ali z e d) t o v al u e s of 0 t o 1 b y di v-

i di n g b y t h e m a xi m u m m e a s u r e d v al u e, a n d t h e r e s ulti n g d at a s et 

w a s u s e d t o g e n e r at e a E u cli d e a n di s si mil a rit y m at ri x. M A G O T U s 

t h at w e r e d et e ct e d i n c o m m u niti e s f r o m o nl y o n e s a m pli n g d at e 

w e r e  e x cl u d e d  a n d  t h e  r el ati v e  a b u n d a n c e  of  t h e  r e m ai ni n g 

O T U s  ( 9 1 – 9 9 %  of  bi n n e d  p o p ul ati o n s)  w e r e  u s e d  t o  g e n e r at e  a 

B r a y- C u rti s  di s si mil a rit y  m at ri x.  M a nt el  r e g r e s si o n s  w e r e 

p e rf o r m e d  t o  d et e r mi n e  c o r r el ati o n s  b et w e e n  m at ri c e s  u si n g 

P A S T v 4. 1 6 c. 

M e c h a ni c al c o m mi n uti o n of r h y olit e 

R o u g hl y 1 i n c h c u b e s u b s a m pl e s of u n alt e r e d a n d alt e r e d r h y olit e 

( d e s c ri b e d a b o v e) w e r e c ut u si n g a M k- 1 4 di a m o n d  bl a d e w at e r 

s a w  ( M K  Di a m o n d  P r o d u ct s,  I n c., T o r r e n c e,  C A).  T h e  s u rf a c e  of 

e a c h c u b e w a s w a s h e d wit h 7 0 % p e r o xi d e t o r e m o v e o r g a ni c c o n -

t a mi n ati o n. C u b e s w e r e t h e n g r o u n d t o 0. 5 t o 2 m m p a rti cl e s u s -

i n g  a n  et h a n ol-t r e at e d  j a w  c r u s h e r  ( d e s c ri b e d  a b o v e)  i n  a n 

et h a n al- a n d U V-t r e at e d l a mi n a r f o w h o o d. I n t ri pli c at e, r o u g hl y 

4 0 g of t h e c o a r s e m at e ri al w a s t h e n t r a n sf e r r e d t o a p r e c hill e d ( 4 

° C) a n d et h a n ol ( 7 0 %)- ri n s e d P ul v e ri s ett e 6 mill ( F rit s c h, Pill s b o r o, 

N C). T h e c h r o mi u m h a r d e n e d st ai nl e s s st e el b o wl a n d it s c o nt e nt s 

w e r e f u s h e d wit h flt e r- st e rili z e d ( 0. 2 µ m n yl o n b utt o n flt e r) U H P 

N 2 , p r e c hill e d t o 4 ° C, a n d t h e n w a s s u bj e ct e d t o milli n g f o r 5 mi n 

at 5 0 0 r p m t o g e n e r at e a f n e p o w d e r. A 1 0 m L s u b s a m pl e of t h e 

h e a d s p a c e f r o m t h e mill w a s c oll e ct e d a n d a n al y z e d vi a G C a s d e -

s c ri b e d a b o v e t o q u a ntif y g a s e s r el e a s e d f r o m i n cl u si o n s o r p o r e 

s p a c e s ( d r y c r u s h). S u b s a m pl e s of t h e < 6 3 µ m f r a cti o n w e r e s u b -

j e ct e d t o X- r a y f u o r e s c e n c e ( X R F) a n d X- r a y diff r a cti o n ( X R D) a n a-

l y si s t o s e mi- q u a ntit ati v el y e sti m at e el e m e nt al a n d mi n e r al o gi c al 

c o m p o siti o n s  of  alt e r e d  a n d  u n alt e r e d  r h y olit e.  X R F  w a s  c o n -

d u ct e d  u si n g  a  p o rt a bl e  Nit o n  X L 3t  9 5 0  u nit  ( T h e r m o S ci e nti f c, 

W alt h a m, M A) a n d X R D w a s c o n d u ct e d u si n g a S CI N T A G X- 1 s y s -

t e m ( Ei g e n m a n n G m b H, M a n n h ei m, G e r m a n y). I m p o rt a ntl y, el e -

m e nt s  li g ht e r  t h a n  2 4  a m u  c a n n ot  b e  d et e ct e d  u si n g  t hi s 

p o rt a bl e X R F u nit d u e t o i nt e rf e r e n c e b y s hi el di n g. 

G e n e r ati o n of H 2 f r o m p ul v e ri z e d r o c k w a s d et e r mi n e d i n t h e 

p r e s e n c e of w at e r ( w et c r u s h), u si n g p r e vi o u sl y d e s c ri b e d m et h -

o d s ( 1 0 ). B ri e f y, 1 0 g of f n e p o w d e r e d r o c k (< 6 3 µ m) w a s di st ri b -

ut e d  i nt o  s e r u m  b ottl e s  c o nt ai ni n g  2 0 m L  of  a n o xi c,  M Q  w at e r, 

l e a vi n g a  h e a d s p a c e of 1 3 m L. T h e  h e a d s p a c e of vi al s w a s t h e n 

p u r g e d wit h U H P N 2 . I n t h e f r st s et of e x p e ri m e nt s, s e r u m b ottl e s 

w e r e i n c u b at e d at 3 5 ° C (t e m p e r at u r e of s a m pl e d B 9 4 4 f ui d s), a n d 

s u b s a m pl e s  of  h e a d s p a c e  w e r e  c oll e ct e d  f oll o wi n g  2 4,  4 8,  a n d 

1 2 0 h i n c u b ati o n. S u b s a m pl e s of g a s w e r e c oll e ct e d b y f r st i nj e ct -

i n g  1 0 m L  of  U H P  N2 i n t o  t h e  h e a d s p a c e,  all o wi n g  it  t o  mi x  f o r 

5 mi n,  a n d t h e n r e m o vi n g  1 0 m L of  g a s t o r u n  o n t h e  G C.  Aft e r 

1 2 0 h i n c u b ati o n, t h e li q ui d p h a s e of r e a ct o r s w a s c oll e ct e d vi a fl -

t r ati o n ( 0. 2 µ m S u p o r flt e r s) a n d w a s p r e s e r v e d f o r d et e r mi n ati o n 

of D O C c o n c e nt r ati o n a n d it s i s ot o pi c ( δ 1 3 C) c o m p o siti o n, a s d e -

s c ri b e d a b o v e. All g a s o r a q u e o u s c o n c e nt r ati o n d at a w e r e n o r -

m ali z e d t o t h e a m o u nt of mill e d r o c k a d d e d t o e a c h vi al. T h e p H 

of  t h e  r e m ai ni n g  w at e r,  f oll o wi n g  c oll e cti o n  of  s u b s a m pl e s  f o r 

D O C, w a s m e a s u r e d wit h p H st ri p s. 

R e s ult s a n d di s c u s si o n 

O v e r vi e w of s a m pl e c oll e cti o n 

F r o m 2 0 2 1 M a y 2 7 t o N o v e m b e r 3 (J uli a n d a y s 1 4 7 t o 3 0 7), f v e f ui d 

s a m pl e s w e r e c oll e ct e d f r o m a d e pt h of ∼ 1 0 0 m ( 3 2 5 ft) i n B 9 4 4. 

Fl ui d s  w e r e  c oll e ct e d  u si n g  a  bl a d d e r  p u m p  vi a  di s pl a c e m e nt 

wit h  c o m p r e s s e d  ai r  a n d  s u b s a m pl e s  w e r e  p r e s e r v e d  f o r  g e o -

c h e mi c al  c h a r a ct e ri z ati o n,  pl a n kt o ni c  c ell  q u a nti f c ati o n,  a n d 

m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g of pl a n kt o ni c c ell s. E a rt h q u a k e c at al o g 

d at a w e r e c o m pil e d f r o m t h e Q u a rt e rl y S ei s mi cit y S u m m a ri e s r e -

l e a s e d p u bli cl y b y t h e U ni v e r sit y of Ut a h a n d w e r e u s e d t o c al c u-

l at e t h e ki n eti c e n e r g y a b s o r b e d at t h e b o r e h ol e a n d t h e e n e r g y f o r 

e a c h s ei s mi c e v e nt w a s s u m m e d o v e r si x s a m pli n g wi n d o w s t h at 

p r e d at e t h e f r st s a m pl e c oll e cti o n a n d t h at t h e n s p a n e a c h a d d -

iti o n al s a m pl e c oll e cti o n d at e, a s r e p o rt e d i n T a bl e S 7 . Si mil a rl y, 
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p r e ci pit ati o n d at a w e r e c o m pil e d f r o m t h e C a bi n C r e e k w e at h e r 

st ati o n  n e a r  t h e  o utl et  of  Y ell o w st o n e  L a k e  a n d  p r e ci pit ati o n 

a m o u nt s w e r e s u m m e d o v e r si x s a m pli n g wi n d o w s t h at p r e d at e 

t h e f r st s a m pl e c oll e cti o n a n d t h at t h e n s p a n e a c h s a m pl e c oll e c -

ti o n,  a s  r e p o rt e d  i n  T a bl e S 8 . St ati sti c al  a n al y s e s  w e r e  u s e d  t o 

i d e ntif y a s s o ci ati o n s a m o n g t h e d at a s et s. 

I n f u e n c e of s ei s mi cit y a n d pr e ci pit ati o n o n B 9 4 4 f ui d 
g e o c h e mi str y 

A t ot al of 2 1 8 2 s ei s mi c e v e nt s wit h a n a v e r a g e m a g nit u d e ( M) of 

0. 9 a n d  a  m a xi m u m  M  of  3. 6  w e r e  d et e ct e d  b et w e e n  2 0 2 1  M a y 

1 3  a n d  N o v e m b e r  3  (J uli a n  d a y s  1 3 3  t o  3 0 7)  at  B 9 4 4  ( T a bl e S 7 ). 

T h e s e e v e nt s c o m bi n e d f o r a c al c ul at e d t ot al e n e r g y a b s o r b e d of 

∼ 7 4. 2  m e g aj o ul e s  ( MJ)  o v e r  t hi s  ti m e  i nt e r v al.  T h e  hi g h e st  f r e -

q u e n c y ( 1 4 1 6 e v e nt s) a n d e n e r g eti c i nt e n sit y ( M 3. 6) of e v e nt s o c -

c u r r e d  b et w e e n  d a y s  1 7 4  a n d  2 3 7  (t hi r d  s a m pli n g  wi n d o w), 

t ot ali n g ∼ 6 4 MJ a b s o r b e d ( Fi g. 2 a); t h e m aj o rit y of w hi c h w e r e a s -

s o ci at e d wit h a s w a r m o n d a y s 1 9 6 t o 1 9 7 ( 3 6 9 e v e nt s, 2 9. 4 MJ). 

A n ot h e r s w a r m o c c u r r e d j u st p ri o r t o t h e t hi r d s a m pli n g wi n d o w 

Fi g. 2. Ki n eti c e n e r g y a b s o r b e d at t h e G r a nt B 9 4 4 ( a) b o r e h ol e d u ri n g t h e 

d e f n e d s a m pli n g wi n d o w s ( W) i n 2 0 2 1. T h e c u m ul ati v e s ei s mi c e n e r g y 

w a s t a b ul at e d f o r 1 0 d a y s p ri o r t o t h e st a rt of t h e f r st s a m pli n g wi n d o w 

a n d i s i n di c at e d f o r e a c h of t h e f v e s a m pli n g wi n d o w s t h at p r e c e d e e a c h 

s a m pli n g c oll e cti o n. S ei s mi c a n d e sti m at e d ki n eti c e n e r g y d at a a r e 

r e p o rt e d i n T a bl e S 7 . P ri n ci p al c o o r di n at e a n al y si s ( P C O) of t h e v a ri ati o n 

i n g a s a n d a q u e o u s g e o c h e mi c al d at a f o r B 9 4 4 ( b). T h e J uli a n d at e f o r e a c h 

s a m pl e i s i n di c at e d a n d a r r o w s i n di c at e t h e p r o g r e s si o n of g e o c h e mi c al 

c h a n g e a s s o ci at e d wit h t h e c u m ul ati v e ki n eti c e n e r g y a b s o r b e d d u ri n g 

t h e s p e ci f e d s a m pli n g wi n d o w. G e o c h e mi c al d at a a r e r e p o rt e d i n 

T a bl e S 1 a n d n o r m ali z e d g e o c h e mi c al d at a u s e d t o c o n st r u ct P C O pl ot s 

a r e r e p o rt e d i n T a bl e S 9 . 

o n d a y s 1 7 2 t o 1 7 3 ( 1 3 9 e v e nt s, 1. 5 MJ). M a n y of t h e s e e v e nt s w e r e 

c o n c e nt r at e d n e a r t h e s o ut h e r n c al d e r a b o u n d a r y i n Y ell o w st o n e 

L a k e ( Fi g. 1 a). P r e ci pit ati o n d at a w a s al s o c o m pil e d o v e r t h e s a m -

pli n g wi n d o w s, w hi c h t ot al e d 2 0 7. 7 4 m m at t h e C a bi n C r e e k w e a -

t h e r st ati o n l o c at e d 3 2. 5 k m s o ut h e a st of B 9 4 4 ( T a bl e S 8 ). M o st of 

t h e p r e ci pit ati o n o c c u r r e d i n t h e 4 0- d a y wi n d o w ( 6 8. 2 9 m m t ot al) 

p r e c e di n g t h e f r st s a m pli n g (J uli a n d a y 1 4 7) a n d d u ri n g t h e 6 3- d a y 

wi n d o w ( 7 6. 3 1 m m t ot al) p r e c e di n g t h e t hi r d s a m pli n g (J uli a n d a y 

2 3 7). S a m pli n g a c r o s s t h e s e s ei s mi c a n d p r e ci pit ati o n e v e nt s w a s 

f o rt uit o u s  a n d  p r o vi d e d  t h e  u ni q u e  o p p o rt u nit y  t o  e v al u at e 

w h et h e r c o o r di n at e d g e o c h e mi c al a n d mi c r o bi al c h a n g e s i n a q ui -

f e r  f ui d s  w e r e  a s s o ci at e d  wit h  t h e s e  s ei s mi c  a n d  p r e ci pit ati o n 

e v e nt s. 

C o n c e nt r ati o n s of S O 4
2 − a n d Cl − , oft e n u s e d t o i d e ntif y a h y d r o-

t h e r m al i n f u e n c e o n n at u r al w at e r s ( Fi g. S 1 ) (5 8 ), i n B 9 4 4 w at e r s 

w e r e  l o w  ( 6 3  a n d  3 1 0 µ M  o r  6  a n d  1 1 m g  L − 1 ,  r e s p e cti v el y, 

T a bl e 1 ) a n d w e r e si mil a r t o c o n c e nt r ati o n s m e a s u r e d w h e n t h e 

b o r e h ol e w a s o ri gi n all y d rill e d i n 2 0 0 8 ( 4 3 ). Li k e wi s e, t h e c o n d u ct-

i vit y ( 2 3 0 t o 3 5 6 µ S c m− 1 ) of w at e r s a c r o s s t h e s a m pli n g i nt e r v al 

w a s  si mil a r  t o  w h e n  t h e  b o r e h ol e  w a s  o ri gi n all y  d rill e d  ( 2 6 7 µ S 

c m − 1 ), b ut l o w c o m p a r e d t o t y pi c al h y d r ot h e r m al a q uif e r w at e r s 

i n Y ell o w st o n e (> 1 m S c m − 1 ), a s e sti m at e d vi a di s c h a r g e i n s u r f-

ci al h ot s p ri n g s ( 5 8 ). H o w e v e r, t h e δ 1 8 O a n d δ 2 H i n H 2 O of w at e r s 

w e r e i s ot o pi c all y li g ht e r t h a n w h e n t h e w ell w a s o ri gi n all y d rill e d 

b ut w e r e si mil a r t o n e a r b y Y ell o w st o n e L a k e ( Fi g. S 2 ). Fi n all y, t h e 

t e m p e r at u r e ( ∼ 3 5 ° C) at d e pt h a n d p H ( ∼ 7. 5 at t h e t o p of t h e w at e r 

c ol u m n i n t h e w ell) of w at e r s w e r e li k e t h o s e ( 3 1 t o 3 5 ° C; p H 7 t o 9) 

w h e n t h e w ell w a s o ri gi n all y d rill e d. T o g et h e r, t h e s e d at a p oi nt t o 

a q uif e r  w at e r s  i nt e r s e ct e d  b y  B 9 4 4  a s  b ei n g  m et e o ri c  ( 5 8 )  a n d 

h e at e d b y a s h all o w s o u r c e li k e ot h e r a q uif e r s i n t h e G r a nt a r e a 

of t h e Y P V F ( 5 9 ). 

A t o t al  of 3 6  g e o c h e mi c al  a n al y t e s  t h a t v a ri e d  a m o n g  s a m -

pli n g  d a t e s  a n d  t h a t  w e r e  a b o v e  li mi t s  of  d e t e c ti o n  i n  m o r e 

t h a n t w o of t h e s a m pl e s w e r e u s e d t o g e n e r a t e a E u cli d e a n m a -

t ri x  d e s c ri bi n g  t h e  di s si mil a ri t y  i n  g e o c h e mi s t r y  a m o n g  f ui d 

s a m pl e s  ( T a bl e S 3 ).  O v e r  t h e  s a m pli n g  p e ri o d,  c h a n g e s  i n  t h e 

b ul k g e o c h e mi c al c o m p o si ti o n of f ui d s w e r e o b s e r v e d i n r el a ti o n 

t o  s ei s mi c  e n e r g y  b u t  n o t  i n  r el a ti o n  t o  p r e ci pi t a ti o n  d a t a.  A 

M a n t el r e g r e s si o n of m a t ri c e s d e s c ri bi n g t h e E u cli d e a n di s si mi -

l a ri t y i n a c c u m ul a t e d s ei s mi c e n e r g y a b s o r b e d a n d g e o c h e mi s t r y 

r e v e al e d a si g ni f c a n t, p o si ti v e r el a ti o n s hi p ( M a n t el R = 0. 5 5, P = 

0. 0 2). H o w e v e r, a m a n t el r e g r e s si o n of m a t ri c e s d e s c ri bi n g t h e 

E u cli d e a n  di s si mil a ri t y  i n  a c c u m ul a t e d  p r e ci pi t a ti o n  a n d  g e o -

c h e mi s t r y  r e v e al e d  a n  i n si g ni f c a n t,  i n v e r s e  r el a ti o n s hi p 

( M a n t el R = − 0. 2 4, P = 0. 7 8). P ri n ci p al c o o r di n a t e s ( P C O) a n al y si s 

of t h e E u cli d e a n m a t ri x d e s c ri bi n g t h e di s si mil a ri t y i n g e o c h e m -

i s t r y al s o r e v e al e d s y s t e m a ti c c h a n g e s i n g e o c h e mi c al c o m p o s-

i ti o n  ( Fi g. 2 b).  P C O  a xi s  1,  w hi c h  e x pl ai n e d  4 7. 4 %  of  t h e 

v a ri a n c e,  w a s  si g ni f c a n tl y  c o r r el a t e d  wi t h  s ei s mi c  e n e r g y  a b -

s o r b e d o v e r t h o s e s a m pli n g wi n d o w s ( a dj R = 0. 8 2, a dj P = 0. 0 2; 

Fi g. S 3 a )  a n d  t hi s  r el a ti o n s hi p  w a s  d ri v e n  l a r g el y  b y  c h a n g e s 

t h a t o c c u r r e d b e t w e e n d a y s 1 7 4 a n d 2 3 7 ( T a bl e 1 ). N ei t h e r a x e s 

1 n o r 2 of t h e s ei s mi c e n e r g y P C O pl o t w e r e si g ni f c a n tl y a s s o ci -

a t e d wi t h a c c u m ul a t e d p r e ci pi t a ti o n. 

A m o n g t h o s e g e o c h e mi c al a n al yt e s t h at v a ri e d m o st a n d t h at 

c o ul d p r o vi d e i n si g ht i nt o mi c r o bi al c o m m u nit y c h a n g e s d u e t o 

t h ei r u s e i n o r g e n e r ati o n b y mi c r o bi al e n e r g y m et a b oli s m w e r e 

H 2 , s ul f d e, a n d di s s ol v e d o r g a ni c c a r b o n ( D O C). C o n c e nt r ati o n s 

of t h e s e a n al yt e s i n c r e a s e d b et w e e n d a y 1 4 7 a n d d a y 2 3 7, t h e n 

d e c r e a s e d t h e r e aft e r t o d a y 3 0 7. O v e r t hi s ti m e f r a m e, H 2 c o n c e n -

t r ati o n s r a n g e d f r o m 2 7 t o 4 4 µ M, r o u g hl y 1 0 t o 2 0 ti m e s t h e hi g h -

e st  c o n c e nt r ati o n  m e a s u r e d  i n  Y P V F  w at e r s  (t h e r m al  a n d 

n o nt h e r m al) t o  d at e  ( 4 7 ). I n c r e a s e s  i n  H2 w e r e  a c c o m p a ni e d  b y 
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i n c r e a s e s i n s ul f d e, p o s si bl y s u g g e sti v e of mi c r o bi al c o u pli n g of 

H 2 o xi d ati o n  t o  S O 4
2 − r e d u cti o n,  a s  di s c u s s e d  b el o w.  I n  a d diti o n 

t o s ul f d e c o n c e nt r ati o n i n c r e a si n g o v e r t h e s a m pli n g p e ri o d ( e x -

c e pt f o r t h e l a st s a m pl e), t h e f r a cti o n of t ot al s ul f d e ( n o n flt e r e d) 

a s s ol u bl e s ul f d e ( 0. 2 2 µ m- flt e r e d) s y st e m ati c all y i n c r e a s e d f r o m 

3 0. 1 t o 7 9. 6 % of t ot al d u ri n g t h e s a m pli n g p e ri o d, p o s si bl y i n di c a -

ti v e of it s r e c e nt i n p ut i nt o t h e s y st e m. T h e D O C c o n c e nt r ati o n i n -

c r e a s e d a n d t h e δ 1 3 C - D O C s y st e m ati c all y d e c r e a s e d ( − 1 4 t o − 1 8 ‰ 

v s. P D B) a c r o s s t h e s a m pli n g p e ri o d ( T a bl e 1 ; Fi g. S 4 b ), i n di c ati n g 

dil uti o n of t h e e xi sti n g p o ol wit h i s ot o pi c all y li g ht D O C. D O C c o n -

c e nt r ati o n s i n B 9 4 4 w at e r s ( 3. 5 t o 7. 9 m g L − 1 ) w e r e s u b st a nti all y 

hi g h e r t h a n i n t h e r m al a n d n o nt h e r m al w at e r s i n t h e Y P V F wit h 

si mil a r p H ( Fi g. S 4 a ; T a bl e S 1 0 ) a n d t h e δ 1 3 C - D O C w a s s u b st a nti al -

l y h e a vi e r t h a n m o st h ot s p ri n g s s o u r c e d b y m et e o ri c w at e r s (i. e. 

− 1 8  t o − 2 8  ‰  v s.  V P D B)  ( 6 0 ).  It  i s  p o s si bl e  t h at  t h e  i n c r e a s e  i n 

D O C c o n c e nt r ati o n c a n b e att ri b ut e d t o bi oti c f x ati o n p at h w a y s, 

a s  p ot e nti all y  i n di c at e d  b y  a  d e c r e a s e  i n  t h e δ 1 3 C - D O C,  if  DI C 

w a s al s o i s ot o pi c all y h e a v y. H o w e v e r, DI C c o n c e nt r ati o n ( a n d it s 

δ 1 3 C) w a s n ot m e a s u r e d. Alt e r n ati v el y, it i s p o s si bl e t h at t hi s o b -

s e r v ati o n i s d u e t o dil uti o n of t h e e xi sti n g D O C p o ol b y i n p ut of i s o -

t o pi c all y li g ht ( a bi oti c o r bi oti c) D O C d u e t o alt e r ati o n of f ui d f o w 

p at h s o r r el e a s e f r o m f ui d i n cl u si o n s. B ot h p o s si biliti e s a r e di s -

c u s s e d i n m o r e d et ail b el o w. 

W hil e it h a s b e e n s h o w n t h at t h e c o n d u cti vit y of d e e p w at e r s 

(> 2 0 0 m) i m p a ct e d b y h y d r ot h e r m al a cti vit y c a n s hift s e a s o n all y 

(6 1 ),  t hi s  i s  n ot  li k el y  t o  b e  r e s p o n si bl e  f o r  t h e  g e o c h e mi c al 

c h a n g e s  o b s e r v e d  i n  B 9 4 4  h e r ei n,  at  l e a st  o n  t h e  ti m e  f r a m e  of 

t h e m e a s u r e m e nt s m a d e. F o r e x a m pl e, if s e a s o n al r e c h a r g e w a s 

r e s p o n si bl e  f o r  t h e o b s e r v e d  g e o c h e mi c al  c h a n g e s,  t h e  c h a n g e s 

w o ul d b e e x p e ct e d t o b e r e f e ct e d i n s y st e m ati c s hift s i n t h e i s o -

t o pi c c o m p o siti o n of w at e r, c o n c e nt r ati o n s of c o n s e r v ati v el y b e -

h a vi n g  di s s ol v e d  i o n s  (i. e.  N a + ,  Cl− ,  K+ ),  a n d  el e ct ri c al 

c o n d u cti vit y,  n o n e  of  w hi c h  w e r e  o b s e r v e d  ( T a bl e 1 ;  Fi g. S 2 ). 

F u rt h e r,  a n d  a s  d e s c ri b e d  a b o v e,  t h e  o b s e r v e d  s y st e m ati c  g e o -

c h e mi c al c h a n g e s w e r e n ot a s s o ci at e d wit h a c c u m ul at e d p r e ci pi -

t ati o n d u ri n g t h e ti m e wi n d o w s p r e c e di n g s a m pli n g e v e nt s. W hil e 

s ei s mi c e n e r g y m a y i n d u c e n e a r i n st a nt a n e o u s c h a n g e s t o a q uif e r 

h y d r ol o g y,  s u c h  a s  h a s  b e e n  s h o w n  b y  di s c h a r gi n g  h ot  s p ri n g s 

Fi g. 3. C o n c e nt r ati o n s of s ul f d e ( H S − ), h y d r o g e n ( H2 ), a n d c ell s i n 

s a m pl e s c oll e ct e d o n s p e ci f e d d at e s a n d t h e a c c u m ul at e d e n e r g y 

a b s o r b e d a s c al c ul at e d f r o m s ei s mi c d at a. T h e r e p o rt e d H S − v al u e s a r e o n 

u n flt e r e d s a m pl e s. C h e mi c al a n d mi c r o bi al d at a d e pi ct 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 t h r e e t ri pli c at e m e a s u r e m e nt s f o r e a c h a n al yt e ( s e e 

T a bl e s 1 a n d S 1 ). A c c u m ul at e d e n e r g y ( s a m e a s p r e s e nt e d i n Fi g. 2 ) i s al s o 

i n cl u d e d t o f a cilit at e ali g n m e nt of s ei s mi c e n e r g y a b s o r b e d at B 9 4 4 a n d 

g e o c h e mi c al a n d mi c r o bi al c h a n g e s i n B 9 4 4 f ui d s. 

s o u r c e d  b y  s h all o w  a n d  d e e p  a q uif e r s  i n  t h e  Y P V F  ( 6 2 , 6 3 ),  f a r 

l e s s i s k n o w n of t h e ti m e s c al e s of r e c h a r g e of Y ell o w st o n e’ s s u b-

s u rf a c e a q uif e r s. A r e c e nt i s ot o pi c a n al y si s of a n a ci di c h ot s p ri n g 

i n  Y ell o w st o n e  a n d  a  c ol o c ali z e d  ci r c u m n e ut r al  h ot  s p ri n g 

s o u r c e d p r e d o mi n at e d b y a n e a r s u rf a c e a q uif e r a n d a d e e p a q ui -

f e r, r e s p e cti v el y, r e v e al e d ti m e s c al e s of a q uif e r r e c h a r g e t h at w a s 

o n t h e o r d e r of y e a r s ( a ci di c s p ri n g) t o h u n d r e d s of y e a r s ( ci r c u m -

n e ut r al  s p ri n g)  ( 6 4 ).  Li k e wi s e,  s e v e r al  h ot  s p ri n g s  i n  t h e  N o r ri s 

G e y s e r  B a si n  of  Y ell o w st o n e  t h at  a r e  at  l e a st  p a rti all y  s o u r c e d 

b y n e a r s u rf a c e a q uif e r s e x hi bit e d t e m p o r al g e o c h e mi c al c h a n g e s 

t h at  w e r e  a s s o ci at e d  wit h  s e a s o n al  p r e ci pit ati o n  e v e nt s  ( 5 7 )  o r 

c h a n g e s i n t h e w at e r t a bl e ( 6 5 ). W hil e t h e h y d r ol o gi c al f o w p at h s 

of a q uif e r s i nt e r s e ct e d b y B 9 4 4 a r e n ot k n o w n, t h e n e a r s u rf a c e 

w at e r b e a ri n g u nit s n e a r B 9 4 4, a s i nf e r r e d f r o m a e ri al el e ct r o m a g -

n eti c d at a ( Fi g. 1 b) ( 4 0 ), li k el y c a n f a cilit at e r e c h a r g e a n d l at e r al 

f ui d f o w. H o w e v e r, it i s p o s si bl e t h at t h e ti m e i nt e r v al s a s s o ci -

at e d wit h r e c h a r g e a n d f o w a r e l o n g e r t h a n t h o s e o b s e r v e d i n ot h -

e r a r e a s of Y N P a n d t h o s e w e r e n ot c a pt u r e d i n t h e ti m e f r a m e of 

t h e t e m p o r al st u d y c o n d u ct e d h e r ei n. T h e s e o b s e r v ati o n s c all f o r 

a d diti o n al i n v e sti g ati o n s t o b ett e r c o n st r ai n t h e h y d r ol o gi c al d y -

n a mi c s  of  t h e r m al  a n d  n o n-t h e r m al  a q uif e r s,  i n  p a rti c ul a r 

c o n si d e ri n g p r e di ct e d f ut u r e c h a n g e s i n p r e ci pit ati o n a c r o s s t h e 

Y P V C ( 6 6 ). 

I n f u e n c e of s ei s mi cit y a n d g e o c h e mi str y o n mi cr o bi ol o g y 

S hift s i n t h e g e o c h e mi c al c o m p o siti o n of w at e r s w e r e a c c o m p a n -

i e d b y i n c r e a s e s i n t h e c o n c e nt r ati o n of pl a n kt o ni c c ell s ( T a bl e 1 ; 

Fi g. 3 ). C ell c o n c e nt r ati o n s i n c r e a s e d s y st e m ati c all y f r o m 1. 2 8 × 

1 0 6 c ell s m L − 1 o n d a y 1 4 7 t o 8. 3 6 × 1 0 6 c ell s m L − 1 o n d a y 2 3 7, st a -

bili zi n g t h e r e aft e r a n d t h e n d e cli ni n g t o 2. 2 3 × 1 0 6 c ell s m L − 1 o n 

d a y 3 0 7 f oll o wi n g t h e n e a r c e s s ati o n of s ei s mi c a cti vit y ( Fi g. 2 a) 

a n d  a  s hift  i n  g e o c h e mi st r y  t o w a r d  it s  i niti al  c o m p o siti o n 

( Fi g. 2 b). Filt e r e d bi o m a s s f r o m e a c h s a m pli n g d at e w a s s u bj e ct e d 

t o D N A e xt r a cti o n, m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g, a s s e m bl y, a n d bi n -

ni n g i nt o M A G s ( T a bl e S 2 ). M A G s w e r e t h e n o r g a ni z e d i nt o O T U s 

b a s e d o n 9 5 % A NI a n d t h ei r r el ati v e a b u n d a n c e s w e r e d et e r mi n e d 

b y r e a d m a p pi n g ( T a bl e S 4 ). M A G O T U s w e r e c h a r a ct e ri z e d t a x o-

n o mi c all y ( T a bl e S 4 ) a n d t hi s yi el d e d si mil a r r e s ult s t o a s s e m bl y- 

f r e e t a x o n o mi c a n al y s e s ( Fi g. S 5 ). 

B 9 4 4 c o m m u niti e s h a d si mil a r g e n o mi c ri c h n e s s a c r o s s s a m -

pli n g d at e s, r a n gi n g f r o m 6 6 t o 7 5 O T U s. O nl y 3 8 of t h o s e O T U s, 

h o w e v e r, w e r e i d e nti f e d i n c o m m u niti e s f r o m all f v e s a m pli n g 

d at e s,  i n di c ati n g  hi g h  p o p ul ati o n  t u r n o v e r  b et w e e n  s a m pli n g 

wi n d o w s. T hi s i s i nt e r e sti n g a s s e v e r al r e c e nt st u di e s s u g g e st r el a -

ti v el y st a bl e s u b s u rf a c e c o m m u niti e s h o st e d i n c o nti n e nt al b e d -

r o c k ( 6 1 ) b ut t h at c a n d r a sti c all y c h a n g e w h e n p h y si c al c h a n g e s 

i n t h e p e r m e a bl e f r a ct u r e n et w o r k o c c u r (6 7 ). A di s si mil a rit y m a-

t ri x w a s c o n st r u ct e d t o d e s c ri b e v a ri ati o n i n t h e di st ri b uti o n a n d 

a b u n d a n c e of O T U s a c r o s s s a m pli n g d at e s ( T a bl e S 9 ). R e g r e s si o n 

of t hi s m at ri x a n d a m at ri x d e s c ri bi n g v a ri ati o n i n t h e g e o c h e m -

i c al c o m p o siti o n of f ui d s r e v e al e d a p o siti v e ( al b eit st ati sti c all y 

i n si g ni f c a nt)  c o r r el ati o n  ( M a nt el R = 0. 4 9, P = 0. 1 3).  Gi v e n  t h at 

t h e g e o c h e mi c al m at ri x i s al s o c o r r el at e d wit h t h e s ei s mi c e n e r g y 

m at ri x, t hi s s u g g e st s t h at s ei s mi c a cti vit y i s i n f u e n ci n g t h e mi c r o -

bi al  c o m m u nit y  c o m p o siti o n  t h r o u g h  it s  eff e ct  o n  a q uif e r  g e o -

c h e mi st r y. Alt e r n ati v el y, it i s p o s si bl e t h at c h a n g e s i n f ui d f o w 

p at h s d u e t o s ei s mi c e n e r g y all o w e d f o r pl a n kt o ni c c ell s of sli g htl y 

diff e r e nt a b u n d a n c e a n d c o m p o siti o n t o mi g r at e i nt o a n d o ut of 

t h e B 9 4 4 f r a ct u r e w at e r s. 

T o d et e r mi n e if s hift s i n c o m m u nit y c o m p o siti o n w e r e r el at e d 

t o m e a s u r e d g e o c h e mi c al c h a n g e s, t h e t a x o n o mi c i d e ntiti e s a n d 

m et a b oli c p ot e nti al s of r e p r e s e nt ati v e M A G s f o r a b u n d a nt M A G 
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Fi g. 4. R el ati v e a b u n d a n c e of m et a g e n o m e a s s e m bl e d g e n o m e ( M A G) o p e r ati o n al t a x o n o mi c u nit s ( O T U s) i n pl a n kt o ni c c o m m u niti e s s a m pl e d f r o m t h e 

B 9 4 4 b o r e h ol e i n 2 0 2 1 a s a f u n cti o n of s a m pli n g d at e (J uli a n d at e). B u b bl e s a r e o v e rl ai d b a s e d o n M A G O T U s e n c o di n g a ut ot r o p hi c p at h w a y s a n d/ o r 

h o m ol o g s of h y d r o g e n a s e e n z y m e s p r 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 ( s e e T a bl e S 5 ). 

O T U s w e r e c h a r a ct e ri z e d ( Fi g. 4 ). At a t a x o n o mi c l e v el, t h e d o mi n-

a nt  p o p ul ati o n s  w e r e  cl o s el y  r el at e d  t o  o r g a ni s m s  c o m m o n  t o 

a q u ati c a n d/ o r s u b s u rf a c e e n vi r o n m e nt s, i n cl u di n g h et e r ot r o p hi c 

O T U s  r el at e d  t o P or p h yr o b a ct er , B ellili n e a , Br e v u n di m o n a s ,  a n d 

A q u a b a ct eri u m a n d  f a c ult ati v e  a ut ot r o p hi c  O T U s  r el at e d  t o 

D et hi o b a ct er a c e a e ( e n c o d e s  t h e  W o o d- Lj u n g d a hl  ( W L)  p at h w a y), 

D e c hl or o m o n a s ( C al vi n  c y cl e),  a n d R h o d o pl a n e s ( C al vi n  c y cl e) 

( T a bl e S 5 ). D e s ulf ot o m a c ul u m ( 3 O T U s), li k e s e v e r al ot h e r c h a r a ct e r-

i z e d m e m b e r s of t hi s g e n u s (6 8 ), e n c o d e s a p a rti al W L p at h w a y 

( m et h yl b r a n c h) a n d c a n li k el y f x C O2 if a n o r g a ni c c a r b o n s o u r c e 

s u c h a s a c et at e i s a v ail a bl e (i. e. mi x ot r o p hi c). T h e a b u n d a n c e s of 

t h e s e O T U s s hift e d m a r k e dl y o v e r t h e s a m pli n g p e ri o d, m o st n ot -

a bl y vi a a d e c r e a s e i n P or p h yr o b a ct er f r o m 3 9 t o 1 7 % of t h e bi n n e d 

r e a d s b et w e e n d a y s 1 7 4 a n d 2 3 7 a n d a n i n c r e a s e i n B ellili n e a f r o m 4 

t o 2 2 % of bi n n e d r e a d s o v e r t hi s s a m e ti m e. Si mil a rl y, t h e a b u n -

d a n c e of t h e p ut ati v el y mi x ot r o p hi c, bi s ul ft e r e d u ct a s e- e n c o di n g 

s ulf at e r e d u c e r D e s ulf at o m a c ul u m p o p ul ati o n 1 d e c r e a s e d f r o m 7 t o 

1 %,  w h e r e a s D e s ulf at o m a c ul u m p o p ul ati o n  2  i n c r e a s e d  i n  a b u n -

d a n c e f r o m 0 t o 5 % of t h e bi n n e d r e a d s o v e r t hi s s a m e ti m e; t h e 

t hi r d D e s ulf at o m a c ul u m p o p ul ati o n  w a s  v a ri a bl y  p r e s e nt  i n  l o w 

a b u n d a n c e s  o v e r  t h e  s a m pli n g  p e ri o d.  C o n si st e nt  wit h  t h e s e 

m et a b oli c  p r e di cti o n s,  S O 4
2 − - r e d u ci n g  e n ri c h m e nt s  u si n g w at e r s 

f r o m B 9 4 4 t h at w e r e a m e n d e d wit h H 2 / C O 2 o r a mi xt u r e of f o r -

m at e,  l a ct at e,  a c et at e,  a n d  p r o pi o n at e  b ot h  p r o d u c e d  a  c ult u r e 

of D e s ulf at o m a c ul u m (6 9 ), t h at w a s m o st cl o s el y r el at e d ( 9 6 % s e-

q u e n c e  i d e ntiti e s;  N C BI  A c c e s si o n:  O P 8 9 5 6 9 7)  t o  t h e  1 6 S  r R N A 

g e n e  f r o m  t h e  p o p ul ati o n  2  M A G.  T h e D et hi o b a ct er a c e a e M A G, 

w hi c h  e n c o d e d  h o m ol o g s  of  p r ot ei n s  i n v ol v e d  i n  t hi o s ulf at e 

r e d u cti o n  ( P h s A;  T a bl e S 5 ),  i n c r e a s e d  i n  a b u n d a n c e  b et w e e n 

d a y s 2 3 7 a n d 2 7 9, d e c r e a si n g t h e r e aft e r. 

W h e n s u m m e d a c r o s s O T U s, t h e a b u n d a n c e of p ut ati v e a ut o -

t r o p h s d e c r e a s e d i niti all y f r o m 1 3 % of t h e bi n n e d c o m m u nit y o n 

d a y 1 4 7 t o 8 % o n d a y 1 7 4, t h e n i n c r e a si n g t o 1 7 a n d 2 4 % o n d a y s 

2 3 7 a n d 2 7 9, r e s p e cti v el y, w h e n m o st of t h e s ei s mi c e n e r g y w a s 

a b s o r b e d  ( Fi g. 2 a),  f oll o w e d  b y  a  d e c r e a s e  o n  d a y  3 0 7  ( Fi g. S 6 ) 

w h e n  s ei s mi c  a cti vit y  di s si p at e d.  Si mil a rl y,  t h e  a b u n d a n c e  of 

a ut ot r o p hi c  M A G s  t h at  e n c o d e  [ Ni F e]- a n d  [ F e F e]- h y d r o g e n a s e s 

i n c r e a s e d f r o m 1 2 % of t h e c o m m u nit y o n d a y 1 4 7 t o 2 3 % o n d a y 

2 7 9, d e c r e a si n g t o 1 4 % o n d a y 3 0 7. T h e s e i n c r e a s e s w e r e l a r g el y 

d ri v e n  b y  i n c r e a s e d  a b u n d a n c e s  of  a ut ot r o p hi c/ mi x ot r o p hi c 

M A G O T U s r el at e d t o D e s ulf at o m a c ul u m ( all t h r e e p o p ul ati o n s e n-

c o d e  si x  h o m ol o g s  of  [ F e F e]- h y d r o g e n a s e  a n d  o n e  h o m ol o g  of 

[ Ni F e]- h y d r o g e n a s e) a n d D et hi o b a ct er a c e a e ( e n c o d e s f o u r h o m ol o g s 

of [ F e F e]- h y d r o g e n a s e a n d o n e h o m ol o g of [ Ni F e]- h y d r o g e n a s e). 

T h e  n u m b e r  of  h y d r o g e n a s e  h o m ol o g s  e n c o d e d  i n  t h e s e  t w o 

M A G s  p oi nt s  t o  t h ei r  d e p e n d e n c e  o n  H 2 ,  li k e  t h at  of  t h e 

c o m m o n  s u b s u rf a c e  f a c ult ati v el y  a ut ot r o p hi c  s ulf at e  r e d u c e r 

C a n di d at u s D e s ulf o r u di s  a u d a x vi at o r  ( e n c o d e s  si x  h o m ol o g s  of 

[ F e F e]- h y d r o g e n a s e  a n d  t w o  h o m ol o g s  of  [ Ni F e]- h y d r o g e n a s e) 

(7 0 , 7 1 ).  Gi v e n  t h at  h y d r o g e n a s e s  a r e  i n h e r e ntl y  r e v e r si bl e  (5 4 ), 

it  i s  al s o  p o s si bl e  t h at  t h e s e  t a x a  c o nt ri b ut e  H2 t o  t h e  s y st e m 

w h e n el e ct r o n a c c e pt o r a v ail a bilit y i s l o w. C oll e cti v el y, t h e s e o b -

s e r v ati o n s s u g g e st t h at t h e i n c r e a s e i n t h e c o n c e nt r ati o n of c ell s 

w a s d ri v e n, at l e a st i n p a rt, b y i n c r e a s e d H 2 - d ri v e n c h e m olit h ot r o -

p hi c a cti vit y, a s e vi d e n c e d b y i n c r e a s e s i n t h e r el ati v e a b u n d a n c e 

of p ut ati v e H 2 - d e p e n d e nt a ut ot r o p h s a n d D O C a n d a d e c r e a s e i n 
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p _ Pr ot e o b a ct eri a: s _ P or p h yr o b a ct er  s p 0 0 2 2 1 5 4 9 5 • • • • • 
p _ Fir mi c ut e s;f _ Er y si p el otri c h a c e a e; g _ U B A 2 2 1 2 • •  • • • 

p _ C hl or ofl e x ot a: g _ B ellili n e a • • • • • 
p _ Pr ot e o b a ct eri a; g _ A q u a b a ct eri u m 0 0 0 0 0 

p _ Pr ot e o b a ct eri a; s _ Bl a st o m o n a s  d el afi el dii 0 0 

p _ Fir mi c ut e s _ B; g _ D e s ulf ot o m a c ul u m  1 • • • • • R el ati v e  A b u n d a n c e( %) 

0. 0 0 1 % 

p _ Fir mi c ut e s _ B; g _ D e s ulf ot o m a c ul u m  2 • • • 0 1 % 

p _ Fir mi c ut e s _ B; g _ D e s u 1f ot o m a c ul u m  3 0 1 0 % 

0 5 0 % 

p _ Pr ot e o b a ct eri a: g _ Bl a st o m o n a s 0 0 0 0 

p _ Flr mi c ut e s _ O;f _ D et hi o b a ct er a o e a e • • • A ut otr a p h  w/ H 2 a s e 

p _ Pr ot e o b a ct eri a; s _ Br e v u n di m o n a s  s p 0 0 0 1 5 5 5 7 5 0 0 0 0 0 • A ut otr o p h  w/ o H 2 a s e 

p _ Pr ot e o b a ct eri a; s _ R h o d o pl a n e s  pi s ci n a e . • • • • H et er otr o p h  w/ H 2 a s e 

0 H et er otr o p h  w/ o  H 2 a s e 
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t h e 1 3 C of t h at D O C. T h e i n c r e a s e i n s ul f d e a n d H 2 o v e r t hi s ti m e, 

i n p a rti c ul a r b et w e e n d a y s 1 7 4 a n d 2 3 7, s u g g e st s t hi s i n c r e a s e i n 

c ell  c o n c e nt r ati o n  m a y  h a v e  b e e n  sti m ul at e d  b y  c h e m olit h o -
2 − 2 −t r o p h s  s u p p o rt e d  b y  t h e  H 2 / S O 4 o r  H 2 / S 2 O 3 r e d o x  c o u pl e s. 

Alt e r n ati v el y, if D O C i s e x o g e n o u sl y b ei n g i nt r o d u c e d t o t h e a q ui -

f e r i nt e r s e ct e d b y B 9 4 4 vi a c h a n g e s i n f ui d f o w p at h s, it i s p o s si bl e 

t h at  t h e s e  o r g a ni s m s  s wit c h  t o  h et e r ot r o p hi c  m et a b oli s m s  a n d 

m a y b e r e s p o n si bl e f o r p r o d u cti o n of H 2 . 

R h y olit e a s a c ol o ni z a bl e s u b st r at e 

T o  e v al u at e  t h e  a bilit y  of  mi c r o o r g a ni s m s  t o  c ol o ni z e  r el e v a nt 

b e d r o c k  (i. e.  r h y olit e,  t h e  p r e d o mi n a nt  b e d r o c k  i nt e r s e ct e d  b y 

B 9 4 4 ( 4 3 )), u n alt e r e d r h y olit e c hi p s ( 0. 5– 2 m m di a m et e r) r et ai n e d 

i n a st ai nl e s s- st e el c o u p o n w e r e i n c u b at e d f o r 9 0 d a y s at a d e pt h 

of ∼ 1 0 0 m i n B 9 4 4. T h e i n c u b ati o n p e ri o d s p a n n e d t h e f r st s a m -

pli n g  d at e  ( d a y  1 4 7)  t o  t h e  t hi r d  s a m pli n g  d at e  ( d a y  2 3 7). 

U n alt e r e d  r h y olit e  w a s  s u bj e ct e d  t o  X R F  a n d  X R D  a n al y s e s  t o 

s e mi q u a ntit ati v el y d et e r mi n e el e m e nt al a n d mi n e r al o gi c al c o m -

p o siti o n, a n d t h e s e d at a a r e r e p o rt e d i n T a bl e s S 1 1 a n d S 1 2 , r e-

s p e cti v el y.  F oll o wi n g  i n c u b ati o n,  g e n o mi c  D N A  w a s  e xt r a ct e d 

f r o m t h e r o c k c hi p s a n d s u bj e ct e d t o P C R a m pli f c ati o n a n d s e -

q u e n ci n g of 1 6 S r R N A g e n e s t o d et e r mi n e if t h e t a x o n o mi c c o m -

p o siti o n  of  c o m m u niti e s  t h at  c ol o ni z e d  r h y olit e  s u rf a c e s 

r e s e m bl e d t h o s e of t h e pl a n kt o ni c c o m m u niti e s a n al y z e d a b o v e 

u si n g m et a g e n o mi c a p p r o a c h e s. 

T h e d o mi n a nt 1 6 S r R N A g e n e O T U ( 5 3 % of 1 6 S r R N A g e n e s e -

q u e n c e s) i d e nti f e d i n t h e r h y olit e- a s s o ci at e d c o m m u nit y w a s r e -

l at e d  t o D et hi o b a ct er a c e a e ( T a bl e S 6 ).  W hil e  t h e D et hi o b a ct er a c e a e 

M A G s  t h at  f o r m  t h e  O T U  f r o m  B 9 4 4  d o  n ot  i n cl u d e  1 6 S  r R N A 

g e n e s, 1 6 S r R N A g e n e f r a g m e nt s i n u n bi n n e d c o nti g s wit h si mil a r 

c o v e r a g e s t o t h at of t h e M A G O T U s h a r e 9 7 – 9 9 % i d e ntiti e s wit h 

t h o s e  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  r h y olit e  c hi p s.  T h e  m a xi m u m  a b u n -

d a n c e of t h e D et hi o b a ct er a c e a e O T U M A G w a s 8. 6 % i n pl a n kt o ni c 

c o m m u niti e s ( T a bl e S 4 ), s u g g e sti n g t h at t hi s o r g a ni s m m a y p r ef e r 

g r o wt h  o n  s u rf a c e s  s u c h  a s  r h y olit e.  A d diti o n al  a b u n d a nt 

O T U s  ( > 2 %  of  t ot al  r e a d s)  a s s o ci at e d  wit h  t h e  r h y olit e  c hi p s 

w e r e  t h o s e  r el at e d  t o Br e v u n di m o n a s ( 8 %), G e o s p or o b a ct er ( 7 %), 

D e s ulf ot o m a c ul u m ( 6 %), R h o d o c y cl a c e a e ( 5 %), a n d B ellili n e a ( 3 %), all 

at  a b u n d a n c e s  li k e  t h o s e  o b s e r v e d  f o r  M A G  O T U s  f r o m  flt e r e d 

w at e r s  c oll e ct e d  a c r o s s  s a m pli n g  d at e s.  W hil e P or p h yr o b a ct er , 

B ellili n e a ,  a n d A q ui b a ct eri u m M A G  O T U s  w e r e  a b u n d a nt  a m o n g 

pl a n kt o ni c  c o m m u niti e s  a c r o s s  all  s a m pli n g  d at e s  ( 1 7. 0  t o 

3 9. 0 %,  1. 1  t o  2 1. 7 %,  a n d  2. 5  t o  1 2. 7 %,  r e s p e c ti v el y),  1 6 S  r R N A 

g e n e  O T U s  af fli a t e d  wi t h  t h e s e  g e n e r a  w e r e  n o t  a b u n d a n t 

(< 4 %)  i n  r h y oli t e - a s s o ci a t e d  c o m m u ni ti e s.  T hi s  m a y  s u g g e s t 

t h e s e p o p ul a ti o n s p r ef e r g r o w t h i n a pl a n k t o ni c s t a t e. I t i s al s o 

p o s si bl e t h a t t h e diff e r e n c e s i n t h e a b u n d a n c e s of O T U s i n pl a n k -

t o ni c  c o m m u ni ti e s  a s s e s s e d  vi a  m e t a g e n o mi c s  a n d  r h y oli t e 

s u rf a c e - a s s o ci a t e d c o m m u ni ti e s a s s e s s e d vi a 1 6 S r R N A a m pli -

c o n s e q u e n ci n g c o ul d b e a t t ri b u t a bl e t o P C R p ri m e r a m pli f c a -

ti o n  bi a s.  N o n e t h el e s s,  o v e r all  si mil a ri ti e s  i n  t h e  c o m p o si ti o n 

of  t h e  c o m m u ni ti e s  s u g g e s t  t h a t  pl a n k t o ni c  c o m m u ni ti e s 

s a m pl e d o v e r t h e c o u r s e of t h e s t u d y r e p r e s e n t, a t l e a s t i n p a r t, 

t h o s e t h a t m a y a s s o ci a t e wi t h mi n e r al s u rf a c e s i n t h e s u b s u rf a c e 

f r a c t u r e n e t w o r k s t h a t f o r m t h e n e a r s u rf a c e a q uif e r t h a t i s i n -

t e r s e c t e d b y B 9 4 4. 

R h y olit e a s a s o u r c e of H 2 a n d D O C 

T o  d et e r mi n e  t h e  p ot e nti al  f o r  r el e a s e  of  o r g a ni c  c a r b o n  a n d 

H 2 f r o m  r h y olit e  a n d  t o  e x a mi n e  w h et h e r  H 2 c a n  b e  g e n e r at e d 

vi a  m e c h a n o r a di c al  sili c at e- b a s e d  m e c h a ni s m s  (i. e.  c at a cl a si s 

(1 0 – 1 2 )),  b ot h  u n alt e r e d  a n d  alt e r e d  L a v a  C r e e k  T uff  ( r h y olit e) 

Fi g. 5. C o n c e nt r ati o n s of h y d r o g e n ( H 2 ) a n d di s s ol v e d o r g a ni c c a r b o n 

( D O C) i n alt e r e d a n d u n alt e r e d L a v a C r e e k T uff ( r h y olit e) h a n d s a m pl e s. 

H a n d s a m pl e s w e r e p ul v e ri z e d d r y a n d t h e c o n c e nt r ati o n of H 2 w a s 

m e a s u r e d ( 0 h, d r y). T h e n, p ul v e ri z e d r o c k w a s i n c u b at e d i n w at e r at 3 5 ° C 

( w et) o v e r a p e ri o d of 1 2 0 h wit h s u b s a m pl e s of g a s s a m pl e d f o r H2 . At t h e 

e n d of t h e i n c u b ati o n, t h e a q u e o u s p h a s e w a s a n al y z e d f o r D O C, a s 

i n di c at e d b y t h e h a s h e d li n e. 

w e r e s u bj e c t e d t o p ul v e ri z a ti o n a n d e x p o s u r e t o w a t e r f oll o w e d 

b y a n al y si s o f t h e g a s a n d li q ui d p h a s e. T h e el e m e n t al a n d mi n -

e r al o gi c al c o m p o si ti o n s o f t h e s t a r ti n g m a t e ri al s a r e gi v e n i n 

T a bl e s S 1 1 a n d S 1 2 .  W hil e  t h e  el e m e n t al  c o m p o si ti o n s  w e r e 

hi g hl y si mil a r, al t e r e d r h y oli t e h a d a hi g h e r a m o u n t o f o p al / sil -

i c a  h y d r a t e  a n d  k a oli ni t e  t h a n  t h e  u n al t e r e d  r h y oli t e,  li k el y 

d ri v e n b y a ci d - s t e a m h y d r o t h e r m al al t e r a ti o n ( 7 2 , 7 3 ). A p r e vi-

o u sl y d e s c ri b e d a p p r o a c h w a s u s e d, w h e r ei n c o a r s el y g r o u n d 

r o c k  w a s  p ul v e ri z e d  t o  a  g r ai n  si z e  b el o w  6 3 µ m  i n  a  s e al e d 

b all  mill  a t  4  ° C  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  U H P  N 2 ,  wi t h  t h e  g a s e s 

r el e a s e d  f r o m  t hi s  d r y  c r u s h  c o n si d e r e d  t o  b e  r el e a s e d  f r o m 

mi n e r al p o r e s p a c e s, f ui d i n cl u si o n s, a n d / o r c r y s t al s t r u c t u r e s 

(1 0 , 2 4 ). A t o t al o f 0. 4 1 ± 0. 7 1 a n d 0. 3 7 ± 0. 6 5 n m ol s H 2 g − 1 w a s 

q u a n ti f e d  f oll o wi n g  d r y  c r u s hi n g  o f  al t e r e d  a n d  u n al t e r e d 

r h y oli t e, r e s p e c ti v el y (i. e. t h e 0 - d a y ti m e p oi n t; Fi g. 5 ). T h e s e 

v al u e s  a r e  l o w  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h o s e  m e a s u r e d  f r o m 

sili c a - ri c h q u a r t z a n d q u a r t zi t e ( ∼ 1 0 n m ol s g − 1 ) w h e n p ul v e ri z e d 

t o a si mil a r g r ai n si z e ( 2 4 ). H o w e v e r, t h o s e H2 a m o u n t s r e p o r t e d 

p r e vi o u sl y w e r e  e x p o s e d  t o w a t e r  f oll o w e d  b y  i m m e di a t e s u b -

s a m pli n g  w h e r e a s  t h o s e  r e p o r t e d  h e r e  w e r e  n o t  e x p o s e d  t o 

w a t e r.  I t  i s  p o s si bl e  t h a t,  i n  t h e  p r e vi o u s  s t u di e s,  e x p o s u r e  t o 

w a t e r p r o m o t e d r el e a s e of H 2 f r o m mi n e r al s u rf a c e s d u e t o di s -

r u p ti o n of v a n d e r W a al i n t e r a c ti o n s ( 7 4 ). 

F oll o wi n g  d r y  c r u s hi n g,  p ul v e ri z e d  r o c k  p o w d e r  ( 1 0 g)  w a s 

t r a n sf e r r e d t o r e a ct o r s c o nt ai ni n g w at e r ( 2 0 m L) t h at w e r e i n c u -

b at e d at 3 5 ° C. W hil e H 2 p r o d u cti o n w a s hi g hl y v a ri a bl e a m o n g 

r e pli c at e s f o r e a c h r o c k t y p e, si mil a r t o w h at h a s b e e n o b s e r v e d 

p r e vi o u sl y wit h r o c k h a n d s a m pl e s w h e n p ul v e ri z e d a n d e x p o s e d 

t o w at e r ( 1 0 ), t h e a v e r a g e H2 c o n c e nt r ati o n a m o n g t h e t h r e e r e p -

li c at e s i n c r e a s e d li n e a rl y u p t o 4 8 h i n c u b ati o n f o r b ot h r o c k t y p e s 

a n d t h e n pl at e a u e d. T h e a v e r a g e r at e of H 2 p r o d u cti o n o v e r t hi s 

p e ri o d w a s 2. 7 7 a n d 1. 5 4 n m ol g − 1 h − 1 f o r alt e r e d a n d u n alt e r e d 

r h y olit e,  r e s p e cti v el y  ( Fi g. 5 ).  T h e s e  r at e s  a r e  r o u g hl y  f v e  a n d 

t h r e e  ti m e s  f a st e r  t h a n  t h o s e  r e p o rt e d  f o r  p ul v e ri z e d  q u a rt zit e 

( 0. 4 2 n m ol g − 1 h − 1 ) w h e n i n c u b at e d at 3 5 ° C (1 0 ). T h e w at e r/ r o c k 

r ati o i n e x p e ri m e nt s c o n d u ct e d h e r e ( 2: 1) w a s d o u bl e t h at u s e d 

i n t h e p r e vi o u sl y m e nti o n e d st u d y ( 1: 1), w hi c h m a y s u g g e st t h at 

a v ail a bilit y of w at e r li mit e d r at e s of H 2 g e n e r ati o n i n t h e f o r m e r 
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st u d y. S m all q u a ntiti e s of C H 4 a n d C O 2 w e r e al s o r el e a s e d f r o m 

t h e  r o c k s  b ut  w e r e  n e a r  o r  b el o w  v al u e s  f r o m  t h e  c ali b r ati o n 

st a n d a r d s a n d t h u s a r e n ot r e p o rt e d. 

At t h e e n d of t h e 1 2 0 h i n c u b ati o n of p ul v e ri z e d r o c k p o w d e r i n 

t h e p r e s e n c e of w at e r, t h e a q u e o u s p h a s e w a s h a r v e st e d a n d t h e 

p H  of  w at e r  i n  t h e  r e a ct o r,  D O C  c o n c e nt r ati o n,  a n d  t h e δ 1 3 C  of 

D O C w e r e d et e r mi n e d. T h e p H of t h e w at e r i n r e a ct o r s c o nt ai ni n g 

alt e r e d r h y olit e, a s d et e r mi n e d s e mi q u a ntit ati v el y wit h p H p a p e r, 

w a s ∼ 5. 5  a n d  t h at  of  u n alt e r e d  r h y olit e  w a s ∼ 6. 5.  W hil e  hi g hl y 

v a ri a bl e, t h e a v e r a g e D O C c o n c e nt r ati o n i n alt e r e d a n d u n alt e r e d 

r h y olit e f oll o wi n g p ul v e ri z ati o n a n d i n c u b ati o n i n t h e p r e s e n c e of 

w at e r w a s 3. 8 ± 3. 5 a n d 2. 7 ± 2. 5 µ m ol g − 1 . D u e t o t h e e x p e ri m e n-

t al d e si g n, it i s n ot  k n o w n w h et h e r t h e D O C  w a s r el e a s e d  f r o m 

p o r e s p a c e s, f ui d i n cl u si o n s, a n d/ o r c r y st al st r u ct u r e s o r w h et h e r 

it w a s g e n e r at e d d u ri n g t h e i n c u b ati o n vi a w at e r/ r o c k/ g a s r e a c-

ti o n s.  H o w e v e r,  d u ri n g  t h e  d r y  p ul v e ri z ati o n  of  t h e  mi n e r al  e x -

c e e di n gl y  s m all  a m o u nt s  of  C O 2 ( o nl y  d et e ct a bl e  i n  o n e  of  t h e 

t h r e e alt e r e d r h y olit e r e pli c at e s b ut b el o w c ali b r ati o n st a n d a r d s) 

w e r e r el e a s e d i nt o t h e U H P N 2 a t m o s p h e r e of t h e r e a ct o r s. T h u s, 

it  i s  li k el y  t h at  t h e  D O C  t h at  w a s  d et e ct e d  w a s  p r e s e nt  i n  p o r e 

s p a c e s,  f ui d  i n cl u si o n s,  a n d/ o r  c r y st al  st r u ct u r e s  w a s  r el e a s e d 

d u ri n g  p ul v e ri z ati o n.  W hil e  t h e  D O C  c o n c e nt r ati o n  w a s  hi g hl y 

v a ri a bl e, t h e δ 1 3 C of D O C w a s l e s s v a ri a bl e a n d a v e r a g e d − 1 4. 7 ± 

1. 3 a n d − 1 3. 6 ± 0. 9 ‰ v s. V P D B f o r alt e r e d a n d u n alt e r e d r h y olit e, 

r e s p e cti v el y.  I nt e r e sti n gl y,  t h e s e  v al u e s  a r e  wit hi n  t h e  r a n g e  of 

b ei n g  att ri b ut a bl e  t o  bi ol o gi c al  a cti vit y  if  t h e δ 1 3 C  of  DI C  t h at 

w a s  f x e d  w a s  si mil a r  t o  w h at  i s  t y pi c all y  e n c o u nt e r e d  i n  Y P V F 

(7 5 ).  H o w e v e r,  h y d r ot h e r m al  s y nt h e si s  r e a cti o n s  h a v e  b e e n 

s h o w n  t o  p r o d u c e  D O C  t h at  h a s  si mil a r  i s ot o pi c  c o m p o siti o n 

( e. g. (7 6 )), r e n d e ri n g it dif f c ult t o att ri b ut e t h e d et e ct e d D O C t o a 

bi oti c  o r  a n  a bi oti c  s o u r c e.  F u rt h e r,  mi c r o o r g a ni s m s  h a v e  b e e n 

s h o w n  t o  i n h a bit  t h e  p o r e  s p a c e s  a n d  mi c r of r a ct u r e s  of  hi g hl y 

c r y st alli n e  r o c k  ( e. g.  ( 7 7 , 7 8 ))  s u g g e sti n g  t h at  t h e  D O C  r el e a s e d 

f r o m p o r o u s r h y olit e c o ul d b e f r o m e n d olit hi c c ell s l y s e d d u ri n g 

p ul v e ri z ati o n. W hil e it i s t e m pti n g t o s p e c ul at e t h at D O C r el e a s e d 

f r o m r h y olit e d u e t o s ei s mi c i n d u c e d f r a ct u ri n g sti m ul at e d t h e i n -

c r e a s e i n t h e c o n c e nt r ati o n of mi c r o bi al c ell s, a d diti o n al st u di e s 

a r e n e e d e d t o d et e r mi n e t h e c o m p o siti o n a n d l a bilit y of t h e D O C 

a n d  w h et h e r  it  r e p r e s e nt s  a  bi o a v ail a bl e  c a r b o n  a n d  e n e r g y 

s o u r c e f o r t h o s e c ell s. 

C o n cl u si o n s 

O b s e r v ati o n s m a d e h e r e s u g g e st t h at ki n eti c e n e r g y r a di at e d f r o m 

l o c al e a rt h q u a k e s alt e r e d t h e g e o c h e mi c al a n d mi c r o bi al c o m p o-

siti o n s of a q uif e r f ui d s. F o rt uit o u s s a m pli n g i n t h e s ei s mi c all y a c -

ti v e Y P V F all o w e d f o r t h e a p p a r e nt c a pt u r e of t h e c h e mi c al a n d 

mi c r o bi al r e s p o n s e t o t h e o n s et of a s ei s mi c s w a r m i n 2 0 2 1 a n d 

it s c o n cl u si o n, wit h t h e f ui d c h e mi st r y a n d mi c r o bi ol o g y b e gi n-

ni n g  t o  r et u r n  t o  t h ei r  i niti al  c o m p o siti o n s  aft e r  t h e  f n al ∼ 2 8 

d a y s of r el ati v e q ui e s c e n c e i n s ei s mi cit y. W hil e it i s n ot k n o w n if 

t h e  c h a n g e  i n  f ui d  c o m p o siti o n  w a s  d u e  t o  alt e r ati o n  of  f ui d 

f o w p at h s, mi n e r al r e s u rf a ci n g a n d s u b s e q u e nt w at e r – r o c k i nt e r -

a cti o n, o r r el e a s e f r o m f ui d i n cl u si o n s o r p o r e s p a c e s i n r o c k, t h e 

r el ati v el y  s h o rt  ti m e s c al e s  o v e r  w hi c h  t h e  c h a n g e s  o c c u r r e d 

m a y  p oi nt  t o  f o w  p at h  alt e r ati o n  a s  a  li k el y  e x pl a n ati o n,  s u c h 

a s  h a s  b e e n  s u g g e st e d  f o r  s u rf a c e  h y d r ot h e r m al  f e at u r e s  i n 

Y ell o w st o n e ( 6 2 , 6 3 ). R e si sti vit y m a p pi n g of t h e n e a r s u b s u rf a c e 

vi a a e ri al el e ct r o m a g n eti c s u r v e y s n e a r t h e G r a nt B 9 4 4 b o r e h ol e 

r e v e al pl a u si bl e l at e r al f ui d c o n d uit s t h at c o ul d e n a bl e f ui d mi -

g r ati o n  ( 4 0 ).  W hil e  f ui d  f o w  p at h  m o di f c ati o n  w o ul d  li k el y  b e 

p e r m a n e nt,  t h e  o b s e r v ati o n  t h at  t h e  c h e mi c al  c o m p o siti o n 

of  f ui d s  b e g a n  t o  r et u r n  t o  n e a r  st a rti n g  c o n diti o n s  f oll o wi n g 

q ui e s c e n c e i n s ei s mi cit y m a y alt e r n ati v el y p oi nt t o a n i m p o rt a nt 

r ol e f o r s ei s mi c-i n d u c e d c at a cl a si s i n p r o m oti n g i n c r e a s e d w at e r- 

r o c k  i nt e r a cti o n  a n d  f ui d  i n cl u si o n  r el e a s e  t h at  t e m p o r a ril y 

m o di f e d t h e c h e mi st r y of t h e f ui d s. A d diti o n al hi g h e r f r e q u e n c y 

s a m pli n g, al o n g si d e m o r e d et ail e d s u b s u rf a c e g e o p h y si c al m e a s -

u r e m e nt s,  w o ul d  p r o vi d e  u s ef ul  i n si g ht  i nt o  e v al u ati n g  e a c h  of 

t h e s e p o s si biliti e s. 

C h a n g e s i n t h e g e o c h e mi c al c o m p o siti o n of f ui d s w e r e c o o r di -

n at e d wit h c h a n g e s i n t h e t a x o n o mi c c o m p o siti o n of c o m m u niti e s 

a n d t h ei r f u n cti o n s, p a rti c ul a rl y t h o s e p ut ati v el y i n v ol v e d i n d a r k 

( c h e m olit h ot r o p hi c)  p ri m a r y  p r o d u cti o n.  P ut ati v e  S O2
4 
− / S 2 O 3

2 − 

- r e d u ci n g c h e m olit h ot r o p h s r el at e d t o t h e D et hi o b a ct er a c e a e f a mil y 

a n d D e s ulf at o m a c ul u m g e n u s, b ot h of w hi c h e n c o d e m ulti pl e h y -

d r o g e n a s e h o m ol o g s a n d t h at e n c o d e C O 2 f x ati o n p at h w a y s, i n -

c r e a s e d i n a b u n d a n c e o v e r ti m e. T h e s y st e m ati c i n c r e a s e i n t h e 

a b u n d a n c e of p ut ati v e h y d r o g e n ot r o p hi c c h e m olit h ot r o p h s, c o m -

bi n e d wit h t h e i n c r e a s e i n D O C c o n c e nt r ati o n s a n d c o n c o mit a nt 

d e pl eti o n of δ 1 3 C of t h at D O C, s u g g e st s t h at t h e a cti vit y of t h e s e 

t a x a  w a s  sti m ul at e d,  p e r h a p s  b y  b e d r o c k  f r a ct u ri n g  t h at  p r o -

m ot e d g e n e r ati o n of H 2 i n a q uif e r f ui d s. R h y olit e, t h e p r e d o mi n-

a nt b e d r o c k i nt e r s e ct e d b y B 9 4 4, w a s p r ef e r e nti all y c ol o ni z e d b y 

D et hi o b a ct er a c e a e, s u g g e sti n g  t h at  it s  r ol e  a s  a  p ri m a r y  p r o d u c e r 

m a y  b e  e v e n  g r e at e r  t h a n  w h at  w o ul d  b e  e sti m at e d  b a s e d  o n 

pl a n kt o ni c c o m m u nit y d at a. R h y olit e w a s al s o s h o w n t o h a r b o r 

s u b st a nti al D O C t h at, w h e n f r a ct u r e d b y s ei s mi c a cti vit y, c o ul d 

b e  r el e a s e d  i nt o  s u r r o u n di n g  w at e r s.  I n c r e a s e d  p r o d u cti o n  of 

D O C  b y  H 2 - d e p e n d e nt  c h e m olit h ot r o p h s  ( e. g. D et hi o b a ct er a c e a e/ 

D e s ulf at o m a c ul u m ) o r r el e a s e of D O C f r o m r h y oliti c b e d r o c k, o n e 

o r  b ot h  of  w hi c h  a p p e a r  t o  b e  a s s o ci at e d  wit h  s ei s mi c  e n e r g y, 

m a y h el p e x pl ai n t h e a b u n d a n c e of p ut ati v e h et e r ot r o p h s i n t h e 

a q uif e r  i nt e r s e ct e d  b y  B 9 4 4.  I n d e e d,  t h e  c o n c e nt r ati o n s  of  H 2 

a n d  D O C  w e r e  a m o n g  t h e  hi g h e st  e v e r  m e a s u r e d  i n  w at e r s  i n 

t h e Y P V F, p oi nti n g t o t h e c o nti n e nt al s u b s u rf a c e a s a p ot e nti all y 

si z a bl e r e s e r v oi r of t h e s e c o m p o u n d s t h at, w h e n m a d e a v ail a bl e 

b y s ei s mi c a cti vit y, c a n s u st ai n s u b s u rf a c e mi c r o bi al c o m m u ni -

ti e s  i n  g e ol o gi c all y  a cti v e  r e gi o n s  gl o b all y.  T h e s e  o b s e r v ati o n s 

m a y  b e  e xt e n d e d  t o  ot h e r  r o c k y  pl a n et s  w h e r e  s ei s mi c  a cti vit y 

h a s b e e n d et e ct e d, s u c h a s M a r s ( 7 9 ), s u g g e sti n g t h at t h e s u c h a c-

ti vit y c o ul d e x p a n d pl a n et a r y h a bit a bilit y. 

A c k n o wl e d g m e nt s 

W e t h a n k A n ni e C a rl s o n a n d J a cl y n M cIl w ai n of t h e N ati o n al P a r k 

S e r vi c e f o r p e r mitti n g t hi s w o r k u n d e r r e s e a r c h p e r mit 8 1 5 4. W e 

a r e  al s o  g r at ef ul  t o  Al e xi s  E n gl a n d,  A n n a  F r e n c h,  Z a c k  G a r vi n, 

a n d  L u k e  D e n o n c o u rt  f o r  a s si st a n c e  wit h  f el d  r e s e a r c h  a n d  t o 

M a s o n M u n r o- E h rli c h f o r p r eli mi n a r y bi oi nf o r m ati c s a n al y s e s. 

S u p pl e m e nt a r y M at e ri al 

S u p pl e m e nt a r y m at e ri al i s a v ail a bl e at P N A S N e x u s o nli n e. 

F u n di n g 

T hi s w o r k w a s f u n d e d b y a g r a nt ( M S U- D 1 9) f r o m t h e W. M. K e c k 

F o u n d ati o n t o E. S. B., C. F., D. M., T. K., S. B,. J. H., a n d T. C. O. 

A ut h o r C o nt ri b uti o n s 

E ri c S. B o y d ( C o n c e pt u ali z ati o n, D at a c u r ati o n, F o r m al a n al y si s, 

S u p e r vi si o n,  F u n di n g  a c q ui siti o n,  V ali d ati o n,  I n v e sti g ati o n, 

Vi s u ali z ati o n,  M et h o d ol o g y,  W riti n g — o ri gi n al  d r aft,  P r oj e ct  a d -

mi ni st r ati o n,  W riti n g — r e vi e w  &  e diti n g),  D a ni el  R.  C ol m a n 
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1 2  | P N A S N e x u s , 2 0 2 5, V ol. 4, N o. 1 1 

( D at a  c u r ati o n,  F o r m al  a n al y si s,  I n v e sti g ati o n,  M et h o d ol o g y, 

W riti n g — r e vi e w  &  e diti n g),  A n a  M e n c h a c a  ( D at a  c u r ati o n, 

F o r m al  a n al y si s,  I n v e sti g ati o n,  M et h o d ol o g y),  R a c h el  L.  S pi et z 

(I n v e sti g ati o n,  M et h o d ol o g y),  A n n a  S h o e m a k e r  ( D at a  c u r ati o n, 

F o r m al  a n al y si s),  C a r ol  Fi n n  ( D at a  c u r ati o n,  F o r m al  a n al y si s, 

F u n di n g a c q ui siti o n), D a vi d M e n ci n ( C o n c e pt u ali z ati o n, F u n di n g 

a c q ui siti o n, I n v e sti g ati o n, M et h o d ol o g y), E v a A n d r a d e- B a r a h o n a 

( D at a c u r ati o n, F o r m al a n al y si s, M et h o d ol o g y), Al y si a C o x ( D at a 

c u r ati o n,  F o r m al  a n al y si s,  W riti n g — r e vi e w  &  e diti n g),  T h o m a s 

Ki eft  ( F u n di n g  a c q ui siti o n,  W riti n g — r e vi e w  &  e diti n g),  S u s a n 

Bil e k  ( D at a  c u r ati o n,  F u n di n g  a c q ui siti o n,  M et h o d ol o g y), 

J eff e r s o n  H u n g e rf o r d  ( F u n di n g  a c q ui siti o n,  M et h o d ol o g y),  a n d 

T ulli s C. O n st ott ( F u n di n g a c q ui siti o n) 

D at a A v ail a bilit y 

All  d at a  a r e  i n cl u d e d  i n  t h e  m a n u s c ri pt  a n d/ o r s u p p o rti n g 

i nf o r m ati o n. 

R ef e r e n c e s 

1 P a r k e s RJ, C r a g g B A, W ell s b u r y P. 2 0 0 0. R e c e nt st u di e s o n b a ct e r -

i al  p o p ul ati o n s  a n d  p r o c e s s e s  i n  s u b s e afl o o r  s e di m e nt s:  a  r e-

vi e w. H y dr o g e ol J . 8: 1 1– 2 8. 

2 W hit m a n W B, C ol e m a n D C, Wi e b e WJ. 1 9 9 8. P r o k a r y ot e s: t h e u n -

s e e n m aj o rit y. Pr o c N atl A c a d S ci U S A . 9 5: 6 5 7 8– 6 5 8 3. 

3 M a g n a b o s c o C, et al. 2 0 1 8. T h e bi o m a s s a n d bi o di v e r sit y of t h e 

c o nti n e nt al s u b s u rf a c e. N at G e o s ci . 1 1: 7 0 7– 7 1 7. 

4 B r a dl e y J A, et al. 2 0 2 0. Wi d e s p r e a d e n e r g y li mit ati o n t o lif e i n gl o -

b al s u b s e afl o o r s e di m e nt s. S ci A d v . 6: e a b a 0 6 9 7. 

5 St e v e n s  T.  1 9 9 7.  Lit h o a ut ot r o p h y  i n  t h e  s u b s u rf a c e. F E M S 

Mi cr o bi ol R e v . 2 0: 3 2 7– 3 3 7. 

6 N e al s o n K H, I n a g a ki F, T a k ai K. 2 0 0 5. H y d r o g e n- d ri v e n s u b s u r -

f a c e lit h o a ut ot r o p hi c mi c r o bi al e c o s y st e m s ( S Li M E s): d o t h e y e x -

i st a n d w h y s h o ul d w e c a r e ? Tr e n d s Mi cr o bi ol . 1 3: 4 0 5– 4 1 0. 

7 O s b u r n  M R,  L a R o w e  D E,  M o m p e r  L M,  A m e n d  J P.  2 0 1 4. 

C h e m olit h ot r o p h y i n t h e c o nti n e nt al d e e p s u b s u rf a c e: S a nf o r d 

U n d e r g r o u n d  R e s e a r c h  F a cilit y  ( S U R F),  U S A. Fr o nt  Mi cr o bi ol .  5: 

6 1 0. 

8 Li n  L- H, et  al. 2 0 0 6.  L o n g-t e r m  s u st ai n a bilit y  of  a  hi g h- e n e r g y, 

l o w- di v e r sit y c r u st al bi o m e. S ci e n c e . 3 1 4: 4 7 9– 4 8 2. 

9 Li n L- H,  et al. 2 0 0 5. R a di ol yti c H 2 i n c o nti n e nt al c r u st: n u cl e a r 

p o w e r  f o r  d e e p  s u b s u rf a c e  mi c r o bi al  c o m m u niti e s. G e o c h e m 

G e o p h y s G e o s y st . 6: Q 0 7 0 0 3. 

1 0 T elli n g J, et al. 2 0 1 5. R o c k c o m mi n uti o n a s a s o u r c e of h y d r o g e n 

f o r s u b gl a ci al e c o s y st e m s. N at G e o s ci . 8: 8 5 1– 8 5 5. 

1 1 Kit a I, M at s u o S, W a kit a H. 1 9 8 2. H 2 g e n e r ati o n b y r e a cti o n b e -

t w e e n H 2 O a n d c r u s h e d r o c k: a n e x p e ri m e nt al st u d y o n H 2 d e -

g a s si n g f r o m t h e a cti v e f a ult z o n e. J G e o p h y s R e s S oli d E art h. 8 7: 

1 0 7 8 9 – 1 0 7 9 5. 

1 2 L ef e u v r e N, et al. 2 0 2 5. T h e c o nt ri b uti o n of m e c h a n o r a di c al r e a c -

ti o n s  t o  c r u st al  h y d r o g e n  g e n e r ati o n. E art h  Pl a n et  S ci  L ett .  6 6 0: 

1 1 9 3 6 3. 

1 3 St e v e n s T O, M c Ki nl e y J P. 2 0 0 0. A bi oti c c o nt r ol s o n H 2 p r o d u cti o n 

f r o m b a s alt− w at e r r e a cti o n s a n d i m pli c ati o n s f o r a q uif e r bi o g e o -

c h e mi st r y. E n vir o n S ci T e c h n ol . 3 4: 8 2 6– 8 3 1. 

1 4 M a y h e w L E, Elli s o n E T, M c C oll o m T M, T r ai n o r T P, T e m pl et o n A S. 

2 0 1 3.  H y d r o g e n  g e n e r ati o n  f r o m  l o w-t e m p e r at u r e  w at e r – r o c k 

r e a cti o n s. N at G e o s ci . 6: 4 7 8– 4 8 4. 

1 5 L o w e n st e r n  J B,  S mit h  R B,  Hill  D P.  2 0 0 6.  M o nit o ri n g  s u p e r-

v ol c a n o e s: g e o p h y si c al a n d g e o c h e mi c al si g n al s at Y ell o w st o n e 

a n d  ot h e r  l a r g e  c al d e r a  s y st e m s. P hil o s  Tr a n s  R  S o c  A .  3 6 4: 

2 0 5 5 – 2 0 7 2. 

1 6 H u r wit z  S,  L o w e n st e r n  J B.  2 0 1 4.  D y n a mi c s  of  t h e  Y ell o w st o n e 

h y d r ot h e r m al s y st e m. R e v G e o p h y s . 5 2: 3 7 5– 4 1 1. 

1 7 P a r n ell  J,  Bl a m e y  N.  2 0 1 7.  Gl o b al  h y d r o g e n  r e s e r v oi r s  i n  b a s e -

m e nt a n d b a si n s. G e o c h e m Tr a n s . 1 8: 2. 

1 8 O n d a  S, et  al. 2 0 1 8.  G r o u n d w at e r  o x y g e n  i s ot o p e  a n o m al y 

b ef o r e t h e M 6. 6 T ott o ri e a rt h q u a k e i n S o ut h w e st J a p a n. S ci R e p . 

8: 4 8 0 0. 

1 9 S c h u e s sl e r J A, K ä m pf H, K o c h U, Al a wi M. 2 0 1 6. E a rt h q u a k e i m -

p a ct o n i r o n i s ot o p e si g n at u r e s r e c o r d e d i n mi n e r al s p ri n g w at e r. 

J G e o p h y s R e s S oli d E art h. 1 2 1: 8 5 4 8– 8 5 6 8. 

2 0 T s u n o g ai  U,  W a kit a  H.  1 9 9 5.  P r e c u r s o r y  c h e mi c al  c h a n g e s  i n 

g r o u n d w at e r: K o b e e a rt h q u a k e, J a p a n. S ci e n c e . 2 6 9: 6 1– 6 3. 

2 1 G al a s si D M, et al. 2 0 1 4. E a rt h q u a k e s t ri g g e r t h e l o s s of g r o u n d -

w at e r bi o di v e r sit y. S ci R e p . 4: 6 2 7 3. 

2 2 K a o w n  D, et  al. 2 0 1 9.  E v al u ati n g  t h e  r e s p o n s e s  of  all u vi al  a n d 

b e d r o c k  a q uif e r s  t o  e a rt h q u a k e s  ( M  L 5. 1  a n d  M  L 5. 8)  u si n g 

h y d r ol o gi c al  a n d  e n vi r o n m e nt al  t r a c e r  d at a. H y dr o g e ol  J .  2 7: 

2 0 1 1 – 2 0 2 5. 

2 3 B a ni y a  S, et  al. 2 0 2 4.  T h e o r eti c al  a n d  e a rt h q u a k e-i n d u c e d 

g r o u n d w at e r  c h e mi st r y  c h a n g e s:  a  p e r s p e cti v e. J  H y dr ol.  6 4 3: 

1 3 1 9 1 7. 

2 4 M a c d o n al d M L, W a d h a m J L, T elli n g J, S ki d m o r e M L. 2 0 1 8. Gl a ci al 

e r o si o n li b e r at e s lit h ol o gi c e n e r g y s o u r c e s f o r mi c r o b e s a n d a ci d -

it y f o r c h e mi c al w e at h e ri n g b e n e at h gl a ci e r s a n d i c e s h e et s. Fr o nt 

E art h S ci . 6: 2 1 2. 

2 5 H e H, et al. 2 0 2 1. A n a bi oti c s o u r c e of A r c h e a n h y d r o g e n p e r o xi d e 
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h y d r o g e n r e s o u r c e s. S ci A d v . 1 0: e a d o 0 9 5 5. 

3 6 Z g o n ni k  V.  2 0 2 0.  T h e  o c c u r r e n c e  a n d  g e o s ci e n c e  of  n at u r al 
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G e ol o gi c al S u r v e y), p 7 0. 

D
o

w
nl

o
a
d
e
d fr

o
m 

htt
ps://

ac
a
d
e

mic.
o
u
p.c

o
m/

p
n
as

n
ex

us/
articl

e/
4/

1
1/

p
g
af

3
4
4/

8
3
4
0
2
2
4 

by 
M
o
nt

a
n
a 

St
at

e 
U
niv

ersity - 
B
oz

e
m
a
n 

us
er 

o
n 

0
3 J

u
n
e 

2
0
2
6 

https://academic.oup.com/pnasnexus/article/4/11/pgaf344/8340224


1 4  | P N A S N e x u s , 2 0 2 5, V ol. 4, N o. 1 1 

7 4 M ut h e r  T,  K al a nt a ri  D a h a g hi  A.  2 0 2 4.  C al c ul ati o n  of  h y d r o g e n 

a d s o r pti o n  i s ot h e r m s  a n d  H e n r y  c o effi ci e nt s  wit h  mi x e d  C O 2 

7 7 F o n e s  E M,  T e m pl et o n  A S,  M o g k  D W,  B o y d  E S.  2 0 2 2. 

T r a n sf o r m ati o n  of  l o w- m ol e c ul a r- w ei g ht  o r g a ni c  a ci d s  b y  mi-

a n d C H 4 g a s e s o n h y d r o x yl at e d q u a rt z s u rf a c e: i m pli c ati o n s t o c r o bi al  e n d olit h s  i n  s u b s u rf a c e  m afi c  a n d  ult r a m afi c  i g n e o u s 

7 5 

h y d r o g e n g e o- st o r a g e. J E n er g y St or a g e. 8 7: 1 1 1 4 2 5. 

H a vi g J R, R a y m o n d J, M e y e r- D o m b a r d D A R, Z ol ot o v a N, S h o c k E L. 7 8 

r o c k. E n vir o n Mi cr o bi ol . 2 4: 4 1 3 7– 4 1 5 2. 

T e m pl e t o n A S, et al. 2 0 2 1. A c c e s si n g t h e s u b s u rf a c e bi o s p h e r e 

2 0 1 1.  M e r gi n g  i s ot o p e s  a n d  c o m m u nit y  g e n o mi c s  i n  a  sili c e o u s wi t hi n r o c k s u n d e r g oi n g a c ti v e l o w - t e m p e r a t u r e s e r p e n ti ni z a -

7 6 

si nt e r- d e p o siti n g h ot s p ri n g. J G e o p h y s R e s Bi o g e o sci e nc e s. 1 1 6: G 0 1 0 0 5. 

M c C oll o m T M, S e e w al d J S. 2 0 0 6. C a r b o n i s ot o p e c o m p o siti o n of 

ti o n i n t h e s a m ail o p hi oli t e ( O m a n d rilli n g p r oj e c t). J G e o p h y s 

R e s Bi o g e o s ci e n c e s . 1 2 6: e 2 0 2 1J G 0 0 6 3 1 5. 

o r g a ni c c o m p o u n d s p r o d u c e d b y a bi oti c s y nt h e si s u n d e r h y d r o - 7 9 B a n e r dt W B, et al. 2 0 2 0. I niti al r e s ult s f r o m t h e I n Si g ht mi s si o n o n 

t h e r m al c o n diti o n s. E art h Pl a n et S ci L ett . 2 4 3: 7 4– 8 4. M a r s. N at G e o s ci . 1 3: 1 8 3– 1 8 9. 

D
o

w
nl

o
a
d
e
d fr

o
m 

htt
ps://

ac
a
d
e

mic.
o
u
p.c

o
m/

p
n
as

n
ex

us/
articl

e/
4/

1
1/

p
g
af

3
4
4/

8
3
4
0
2
2
4 

by 
M
o
nt

a
n
a 

St
at

e 
U
niv

ersity - 
B
oz

e
m
a
n 

us
er 

o
n 

0
3 J

u
n
e 

2
0
2
6 

https://academic.oup.com/pnasnexus/article/4/11/pgaf344/8340224

	Seismic shifts in the geochemical and microbial composition of a Yellowstone aquifer
	Introduction
	Materials and methods
	Generation of geologic map
	Site description and sample collection
	DNA extraction and metagenomic sequencing
	Mineral coupons and 16S rRNA gene sequencing
	Seismic energy
	Precipitation data
	Statistical tests
	Mechanical comminution of rhyolite

	Results and discussion
	Overview of sample collection
	Influence of seismicity and precipitation on B944 fluid geochemistry
	Influence of seismicity and geochemistry on microbiology

	Rhyolite as a colonizable substrate
	Rhyolite as a source of H2 and DOC

	Conclusions
	Acknowledgments
	Supplementary Material
	Funding
	Author Contributions
	Data Availability
	References

	Copy Cover Page.pdf
	Blank Page
	Blank Page




