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| E n vir o n m e nt al Mi cr o bi ol o g y | R e s e ar c h Arti cl e 

Pr ot e o mi c str e s s r e s p o n s e b y a n o v el m et h a n o g e n e nri c h e d 

fr o m t h e Gr e at S alt L a k e 

Willi a m  C.  C hri sti a n, 1, 2, 3 Z a c k ar y  J.  J a y, 1, 2, 3 Ni k ol a  T oli c, 4 C arri e  D.  Ni c or a, 5 R e e c e  Li vi n g st o n e, 1 St a vr o s  Tri m m er, 1, 2, 3 Ti m ot h y  R.  

M c D er m ott, 6 R ol a n d H at z e n pi c hl er 1, 2, 3, 7 

A U T H O R A F FI LI A TI O N S S e e a fli ati o n  li st o n p. 1 3 . 

A B S T R A C T M et h a n o g e ni c ar c h a e a a f e ct  t h e cli m at e t hr o u g h t h eir pr o d u cti o n of t h e 

gr e e n h o u s e  g a s,  m et h a n e.  H o w e v er,  it  i s  u n cl e ar  h o w  a  c h a n gi n g  cli m at e  a n d  ot h er  

a nt hr o p o g e ni c  i n f u e n c e s i m p a ct  m et h a n o g e n  p h ysi ol o g y  a n d  c o n s e q u e nt  m et h a n e  

f u x.  T h e  Gr e at  S alt  L a k e  ( G S L)  i s  a n  e n vir o n m e nt  t h at  h a s  b e e n  h e a vil y  i m p a ct e d  b y  

h u m a n a cti vit y, m or e t h a n d o u bli n g it s s alt c o n c e ntr ati o n si n c e t h e l a st m et h a n o g e n 

w a s  c ult ur e d  fr o m  it  i n  1 9 8 5.  I n  t hi s  st u d y,  w e  e nri c h e d  a  n o v el  m et h a n o g e n,  f or  

w hi c h  w e  pr o p o s e  t h e  n a m e  C a n di d at us  M et h a n o h al o p hil u s  hill e m a ni,  fr o m  t h e  G S L  

at a ti m e w h e n it s s ali nit y r e a c h e d a hi st ori c al hi g h. I nt er e sti n gl y, C a . M. hill e m a ni d o e s 

n ot  i n cr e a s e  t h e  e x pr e s si o n  of  e n er g y- c o n s er v ati o n  or  o s m ot ol er a n c e  pr ot ei n s  w h e n  

c h all e n g e d wit h s ali nit y or o x y g e n. I n c o ntr a st, C a . M. hill e m a ni pri oriti z e s tr a c e m et al 

u pt a k e  a n d  i m m u n e  f u n cti o n s  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  pr e s e n c e  of  t h e  s ulf at e-r e d u ci n g  

b a ct eri u m D es ulf o v er mi c ul us . 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n d at a fr o m G S L s h or e s oil s wit h 

e xtr e m el y hi g h a n d v ari a bl e m et h a n e f u x  i n di c at e d t h e pr e s e n c e of C a . M. hill e m a ni. 

O ur r e s ult s s h o w t h at C a . M. hill e m a ni i s a cti v e w h e n c h all e n g e d wit h e n vir o n m e nt al 

str e s s or s a n d c o ntri b ut e s t o t h e m et h a n e f u x  e m a n ati n g fr o m t h e G S L. 

I M P O R T A N C E M et h a n o g e n s  ar e  mi cr o b e s  t h at  a f e ct  t h e  cli m at e  t hr o u g h  t h eir  

pr o d u cti o n of t h e gr e e n h o u s e g a s, m et h a n e. C h a n g e s i n cli m at e a n d l a n d- u s e p att er n s 

ar e dr yi n g u p s ali n e l a k e s, d a m a gi n g t h eir u ni q u e e c o n o mi c a n d e c ol o gi c al v al u e. As l a k e 

l e v el s a cr o s s t h e gl o b e f all, it i s u n cl e ar h o w m et h a n o g e n s a n d t h e a m o u nt of m et h a n e 

t h e y pr o d u c e will c o n c urr e ntl y s hift. I n t hi s st u d y, w e m e a s ur e d hi g h m et h a n e o ut p ut 

fr o m t h e Gr e at S alt L a k e ( G S L) a cr o s s s e a s o n s a n d i d e nti f e d a n o v el m et h a n o g e n a s p art 

of a l ar g er m et h a n o g e ni c c o m m u nit y t h at i s r e s p o n si bl e f or t h e s e e mi s si o n s. W e c ult ur e d 

t hi s n o v el m et h a n o g e n fr o m G S L s e di m e nt s a n d d et er mi n e d t h at it s m et h a n e pr o d u c­

ti o n w a s l ar g el y u n a f e ct e d  b y str e s s c o n diti o n s. O ur f n di n g s  i n di c at e t h at m et h a n o g e n s 

i n  s ali n e  e n vir o n m e nt s,  i n cl u di n g  a  n o v el  c ulti v at e d  s p e ci e s,  m a y  b e  i m p ort a nt  a n d  

c o nti n u e d s o ur c e s of m et h a n e a s s ali nit y i n cr e a s e s. 

K E Y W O R D S ar c h a e a,  m et h a n o g e n,  s alt  str e s s,  h al o p hil e,  e n vir o n m e nt al  str e s s,  E dit or Xi a Di n g, C oll e g e of Lif e S ci e n c es, N a n c h a n g 

m et a pr ot e o mi c s, m et a g e n o mi c s, c ulti v ati o n, e xtr e m o p hil e s U ni v ersit y, N a n c h a n g, Ji a n g xi, C hi n a 

M
A d dr ess c orr es p o n d e n c e t o R ol a n d H at z e n pi c hl er, 

et h a n e  i s  a  p ot e nt  gr e e n h o u s e  g a s  t h at  h a s  c o ntri b ut e d  0. 3° C – 0. 8° C  t o  gl o b al  r ol a n d h at z e n pi c hl er @ g m ail. c o m. 

w ar mi n g si n c e t h e st art of t h e i n d u stri al r e v ol uti o n ( 1, 2 ). A p pr o xi m at el y 6 0 % of 
T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o n fi ct  of i nt er est. 

m et h a n e e mitt e d t o t h e at m o s p h er e i s pr o d u c e d b y m et h a n o g e n s, ar c h a e a t h at c o u pl e 
S e e t h e f u n di n g t a bl e o n p. 1 4 .t h e pr o d u cti o n of m et h a n e t o e n er g y c o n s er v ati o n ( 2, 3 ). D u e t o t h e o x y g e n s e n siti v­

it y of k e y e n z y m e s i n t h eir m et a b oli s m, a s w ell a s t h e c o m p ar ati v el y l o w fr e e- e n er g y R e c ei v e d 3 F e br u ar y 2 0 2 6 

A c c e pt e d 6 M a y 2 0 2 6 yi el d  of  m et h a n o g e n e si s,  it  w a s  l o n g  a s s u m e d  t h at  m et h a n o g e n s  ar e  r e stri ct e d  t o  
P u bli s h e d 1 1 J u n e 2 0 2 6

a n o xi c e n vir o n m e nt s wit h l ar g e st or e s of or g a ni c c ar b o n. S p e ci f c all y,  w etl a n d s, m elti n g 
T his is a w or k of t h e U. S. G o v er n m e nt a n d is n ot p er m afr o st s, ri c e p a d di e s, a n d a ni m al di g e sti v e tr a ct s ar e k n o w n f or t h eir hi g h m et h a n e 
s u bj e ct t o c o p yri g ht pr ot e cti o n i n t h e U nit e d St at es. 

f u x e s  (2 ) a n d h a v e b e e n e xt e n si v el y st u di e d, t o g et h er wit h m et h a n o g e n s t h er ei n, d u e 
F or ei g n c o p yri g hts m a y a p pl y. 

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 1  

,.. j Mi cr o bi ol o g y 
A S M S p e ctr u m 

0 

C h e c k f or 
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t o t h eir i n f u e n c e o n cli m at e c h a n g e. H o w e v er, m a n y a d diti o n al e c o s yst e m s c o ntri b ut e t o 

t h e  m et h a n e  c y cl e.  E n vir o n m e nt s  e x p eri e n ci n g  f a st  c h a n g e s  d u e  t o  a nt hr o p o g e ni c  

i n f u e n c e ar e of p arti c ul ar i nt er e st b e c a u s e t h e m a g nit u d e a n d dir e cti o n (i. e., e mi s si o n vs. 

u pt a k e) of m et h a n e f u x  c a n c h a n g e o n a n n u al t o d e c a d al s c al e s ( 4 – 7). 

T h e  Gr e at  S alt  L a k e  ( G S L)  a n d  ot h er  m aj or  t er mi n al  l a k e s  ar o u n d  t h e  gl o b e  ar e  

b ei n g  alt er e d  b y  h u m a n  a cti vit y  ( 8 – 1 0 ).  I n cr e a s e d  u p str e a m  w at er  c o n s u m pti o n  a n d  

e v a p or ati o n  d u e  t o  hi g h er  t e m p er at ur e s  ar e  c a u si n g  l a k e  l e v el s  t o  pl u m m et  ( 1 1 – 1 3). 

I n t er mi n al l a k e s, a d e cr e a s e i n w at er v ol u m e i s a c c o m p a ni e d b y a n i n cr e a s e i n s ali n­

it y. It i s w ell k n o w n t h at h al o p hili c m et h a n o g e n s pr o d u c e m et h a n e u n d er h y p er s ali n e 

c o n diti o n s ( 1 4 ); h o w e v er, h o w t h e y r e s p o n d t o i n cr e a si n g s ali nit y a n d h o w t hi s i m p a ct s 

m et h a n e f u x  ar e n ot w ell u n d er st o o d. R e c e nt st u di e s s u g g e st t h at i n cr e a si n g s ali nit y 

i n fr e s h w at er s yst e m s d e cr e a s e s m et h a n e e mi s si o n s (1 5 ) b ut al s o s u g g e st t h at dr o u g ht s 

will i n cr e a s e m et h a n e e mi s si o n s fr o m o n c e-i n u n d at e d s e di m e nt s ( 1 6 ). St u di e s s p e ci f­

c all y  e x a mi ni n g  s ali nit y  gr a di e nt s  h a v e  s h o w n  mi x e d  r e s ult s,  wit h  s o m e  r e p orti n g  n o  

c orr el ati o n  b et w e e n  s ali nit y  a n d  m et h a n e  e mi s si o n s  ( 1 7 )  a n d  ot h er s  f n di n g  a  n e g a­

ti v e  r el ati o n s hi p  ( 1 8,  1 9 ).  T h e s e  r e s ult s  h a v e  c o ntr a di ct or y  i m pli c ati o n s  f or  m et h a n e  

e mi s si o n s fr o m dr yi n g t er mi n al l a k e s, i n cl u di n g t h e G S L. U nf ort u n at el y, d at a e x a mi ni n g 

e mi s si o n s fr o m t h e s e u ni q u e e n vir o n m e nt s ar e r ar e, a n d t o t h e b e st of o ur k n o wl e d g e, 

o nl y o n e st u d y h a s q u a nti f e d  m et h a n e f u x  fr o m a t er mi n al l a k e (2 0 ), w hi c h m e a s ur e d 

l o w a n d s p ati all y h o m o g e n e o u s m et h a n e e mi s si o n s fr o m t h e G S L. M et h a n e pr o d u cti o n 

h a s b e e n o b s er v e d fr o m G S L s e di m e nt s ( 2 1 ), a n d a h al o p hili c m et h a n o g e n, M et h a n o h a­

l o p hil us m a hii, w a s i s ol at e d fr o m t h e G S L i n 1 9 8 5 (2 2 – 2 4 ). D e s pit e t h e s e o b s er v ati o n s, 

m a n y mi cr o bi al c o m m u nit y a n al ys e s of t h e G S L di d n ot f n d  or m e nti o n m et h a n o g e n s 

( 2 5 – 2 7). 

M.  m a hii  i s  a  m et h yl- di s m ut ati n g  m et h a n o g e n  t h at  t hri v e s  at  7 % – 1 2 %  N a Cl  ( 2 3). 

T h e  M et h a n o h al o p hil us  g e n u s  i n cl u d e s  si x  d e s cri b e d  s p e ci e s  a n d  s e v er al  str ai n s  ( 2 8, 

2 9 ). B e si d e s t h e G S L, t h e s e s p e ci e s w er e i s ol at e d fr o m d e e p- s e a s alt bri n e s, d e e p s h al e 

r e s er v oir s, h y p er s ali n e b a ys, a n d s alt p a n s (2 9 – 3 3 ). K n o w n m e m b er s of t h e M et h a n o h a­

l o p hil us g e n u s all s h ar e m et h yl- di s m ut ati n g m et h a n o g e n e si s fr o m m et h a n ol a n d fr o m 

m o n o-, di-, a n d tri m et h yl a mi n e s ( M M A, D M A, T M A), wit h o n e e x c e pti o n ( 3 4 ). C o n v er s el y, 

t h e y  ar e  all  i n c a p a bl e  of  gr o wi n g  vi a  a c et o cl a sti c  or  C O2 -r e d u ci n g  h y dr o g e n otr o p hi c  

m et h a n o g e n e si s.  T h e  s ali nit y  r a n g e  v ari e s  b y  or g a ni s m,  b ut  t h e y  h a v e  b e e n  s h o w n  

t o  gr o w  wit h  N a Cl  c o n c e ntr ati o n s  fr o m  1 %  t o  2 0 %  (2 8 ).  T h e y  t ol er at e  o s m oti c  str e s s  

t hr o u g h  b ot h  “s alt-i n”  str at e gi e s  wit h  m a n y  i o n  s y m p ort er s  a n d  a nti p ort er s  a n d  vi a  

t h e  bi o s y nt h e si s  of  t h e  c o m p ati bl e  s ol ut e,  gl y ci n e  b et ai n e  (3 4 ).  All  m e m b er s  of  t hi s  

g e n u s al s o u ni v er s all y e n c o d e g e n e s f or t h e d et o xi f c ati o n  of O2 , i n cl u di n g t hi or e d o xi n s, 

p er o xir e d o xi n s, al k yl h y dr o p er o xi d a s e s, a n d s u p er o xi d e r e d u ct a s e ( 2 8). 

I n  t hi s  st u d y,  w e  c ult ur e d  a  n o v el  s p e ci e s  of  t h e  g e n u s  M et h a n o h al o p hil us fr o m 

t h e  G S L  f or  w hi c h  w e  pr o p o s e  t h e  n a m e  C a n di d at us M et h a n o h al o p hil u s  hill e m a ni . 

Usi n g m et a g e n o mi c s a n d m et a pr ot e o mi c s, w e d e s cri b e it s u ni q u e f e at ur e s a n d e x pl or e 

h o w  t hi s  or g a ni s m  r e s p o n d s  t o  e n vir o n m e nt al  str e s s or s,  i n cl u di n g  s ali nit y.  Fi n all y,  w e  

q u a ntif y  m et h a n e  f u x  fr o m  t h e  G S L  a n d  i d e ntif y  t h e  mi cr o b e s  r e s p o n si bl e.  W e  c o m­

bi n e e n vir o n m e nt al, mi cr o bi ol o gi c al, a n d m et a- o mi c s t e c h ni q u e s t o e x a mi n e h o w t hi s 

m et h a n o g e n r e s p o n d s t o c h a n g e s e x p eri e n c e d i n t h e G S L. 

M A T E RI A L S A N D M E T H O D S 

C oll e cti o n of s a m pl e s a n d c ulti v ati o n 

Mi cr o bi alit e m at eri al w a s c oll e ct e d i n J ul y 2 0 2 2 fr o m Bri d g er B a y i n t h e S o ut h ar m of 

t h e G S L ( Fi g. S 1 a n d S 2). M et h a n o g e n s w er e e nri c h e d b y a d di n g 1 0 m M M M A t o 0. 2 

µ m flt er­ st erili z e d  G S L w at er. L a k e w at er w a s e v e nt u all y r e pl a c e d b y m e di a d e si g n e d b y 

P at er e k a n d S mit h ( 2 2 ), ori gi n all y u s e d t o i s ol at e M et h a n o h al o p hil us m a hii , b ut a dj u st e d 

t o t h e s ali nit y of t h e c urr e nt G S L ( 1 6 %). 

M et h a n o h al o p hil us e nri c h m e nt c ult ur e s w er e gr o w n i n P at er e k a n d S mit h 1 9 8 5 m e di a 

( 2 2), wit h di f eri n g  c o n c e ntr ati o n s of s alt s a n d T M A, a n d wit h o ut t h e a d diti o n of v ol atil e 

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 2  
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f att y a ci d s ol uti o n a n d s o di u m s ul f d e.  T h e h e a d s p a c e c o n si st e d of a 5 0/ 4 5/ 5 r ati o of 

H 2 / N2 / C O2  at a m bi e nt pr e s s ur e ( ~ 9 0 k P a i n B o z e m a n, M T). T h e a n o xi c m e di a i n cl u d e d 

t h e  f oll o wi n g  s alt s  t o  r e f e ct t h e  s ali nit y  of  G S L  w at er  fr o m  A pril  1 3,  2 0 2 3:  1 0 0  g/ L  

N a Cl, 4 5 g/ L M g Cl 2 , 5. 5 g/ L K Cl, 1. 5 g/ L C a Cl2 , 0. 1 3 g/ L Li Cl, 1 9 g/ L N a2 S O 4 , a n d 0. 5 g/ L 

N H 4 Cl. A d diti o n all y, t h e m e di a c o nt ai n e d t h e f oll o wi n g ( p er L): 5 0 0 µ L of 1 g/ L s o di u m 

r e s a z uri n s ol uti o n, 1 0 m L of D S M Z 1 4 1 tr a c e el e m e nt s ol uti o n, 2 3. 8 1 m L of 1 M s o di u m 

bi c ar b o n at e,  1 8. 8 7  m L  of  1  M  s o di u m  c ar b o n at e,  5  m L  of  4 0  g/ L  2- m er c a pt o et h a n e  

s ulf o ni c  a ci d  s o di u m  s alt  ( C o e n z y m e  M),  a n d  a  s m all  s p at ul a  ti p  ( 1 – 2  m g)  of  s o di u m  

dit hi o nit e a s a r e d u ct a nt. T h e p H w a s a dj u st e d t o ~ 7. 5, a n d t h e c ult ur e s w er e gr o w n i n 

9. 5  m L of m e di u m i n 7 0 m L s er u m b ottl e s. V a n c o m y ci n a n d str e pt o m y ci n ( 1 0 µ L of 5 0 

m g/ m L), 2 0 0 µ L of 1 M T M A, a n d 3 0 0 µ L of c ar b o n s o ur c e mi x ( 2 2 ) w er e a d d e d t o e a c h 

b ottl e. B ottl e s w er e i n o c ul at e d wit h 1 0 0 µ L fr o m t h e pr e vi o u s c ult ur e a n d gr o w n at 3 0° C 

f or a p pr o xi m at el y 1 m o nt h pri or t o tr a n sf er. 

M et h a n e m e a s ur e m e nt s 

M et h a n e  w a s  m e a s ur e d  vi a  G C- FI D  a s  pr e vi o u sl y  d e s cri b e d  ( 3 5 )  wit h  t h e  f oll o wi n g  

m o di f c ati o n s:  (i)  1  m L  of  s a m pl e  w a s  i nj e ct e d  i nt o  a ut o s a m pl er  vi al s  i n st e a d  of  2 5 0  

µ L, (ii) a 3 m L pl a sti c B D s yri n g e e q ui p p e d wit h a s a m pl e l o c k w a s u s e d i n pl a c e of a 

H a milt o n s yri n g e, a n d (iii) a n Rt x- 1 G C C a pill ar y c ol u m n w a s u s e d i n st e a d of a G S- C ar b o n­

P L O T c ol u m n. 

G e n e a m pli c o n a n al y si s 

1 6 S r R N A g e n e a n al ysi s w a s p erf or m e d a s d e s cri b e d i n Kr u k e n b er g et al. ( 3 6 ) u si n g E art h 

Mi cr o bi o m e  Pr oj e ct  pri m er s  5 1 5 F  a n d  8 0 6 R  ( 3 7,  3 8 ).  T h e  ml a s- m o d- F  a n d  m cr A -r e v- R 

pri m er s a n d t h e t o u c h d o w n a m pli f c ati o n  pr o gr a m fr o m a st u d y b y A n g el et al. w er e 

u s e d t o a m plif y t h e al p h a- s u b u nit of m et h yl- c o e n z y m e M r e d u ct a s e ( m cr A ) (3 9 ). F urt h er 

d et ail s c a n b e f o u n d i n t h e S u p pl e m e nt al m et h o d s. 

M et a g e n o mi c s 

A  c o m bi n ati o n  of  Ill u mi n a  s h ort-r e a d  a n d  N a n o p or e  l o n g-r e a d  s e q u e n ci n g,  f oll o wi n g  

a n e st a bli s h e d w or k f o w  (3 5 ) wit h s o m e m o di f c ati o n s,  w a s u s e d t o o bt ai n t h e cir c ul ar 

g e n o m e of C a . M. hill e m a ni str. B B. Fr a g m e nt e d b ut c o m pl et e ( > 9 9. 5 %) g e n o m e s w er e 

al s o g e n er at e d f or H al a n a er o bi u m a n d D es ulf o v er mi c ul us s p p. T h e g e n o m e s c a n b e f o u n d 

wit h t h e f oll o wi n g a c c e s si o n n u m b er s f or C a . M. hill e m a ni cl o s e d g e n o m e, D es ulf o v er­

mi c ul us s p. , a n d H al a n a er o bi u m s p. , r e s p e cti v el y: S A M N 5 4 1 1 9 6 0 3 , S A M N 5 4 1 1 9 6 0 4 , a n d 

S A M N 5 4 1 1 9 6 0 5 . D et ail s o n s e q u e n ci n g, a s s e m bl y, a n n ot ati o n, a n d g e n o m e c o m p ari s o n s 

ar e d e s cri b e d i n t h e S u p pl e m e nt al m et h o d s. 

S alt str e s s e x p eri m e nt 

F or  t h e  m et h a n e  pr o d u cti o n  a n d  m et a pr ot e o mi c s  e x p eri m e nt s,  M et h a n o h al o p hil us 

e nri c h m e nt  c ult ur e s  w er e  gr o w n  (i)  a s  t h e  c o ntr ol  ( 1 7 6  g/ L  t ot al  s alt s;  5 0/ 4 5/ 5  of  

H 2 / N2 / C O2  h e a d s p a c e), (ii) wit h N2  h e a d s p a c e ( 1 7 6 g/ L t ot al s alt s; 1 0 0 % N2 h e a d s p a c e), 

(iii) i n  l o w  s alt  m e di a  ( 1 1 4  g/ L  s alt s;  5 0/ 4 5/ 5  of  H 2 / N2 / C O2  h e a d s p a c e),  (i v)  hi g h  s alt  

m e di a ( 2 2 7 g/ L s alt s; 5 0/ 4 5/ 5 of H 2 / N2 / C O2  h e a d s p a c e), a n d ( v) mi cr o- o xi c c o n diti o n s 

( 1 7 6 g/ L t ot al s alt s; 5 0/ 4 5/ 5 of H2 / N2 / C O2  h e a d s p a c e pl u s 1 m L of flt er­ st erili z e d  r o o m 

air i nj e ct e d i nt o t h e h e a d s p a c e e v er y 4 d a ys, a c hi e vi n g c a. 0. 3 5 % O 2 u p o n fr st  i nj e cti o n). 

T h e  r ati o  of  t h e  di f er e nt  s alt s  f or  all  c o n diti o n s  w a s  t h e  s a m e  a s  d e s cri b e d  f or  t h e  

m e di a a b o v e, wit h e a c h s alt b ei n g d e cr e a s e d or i n cr e a s e d pr o p orti o n all y t o a c hi e v e t h e 

f n al  c o n c e ntr ati o n s. C ult ur e s gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o n s w er e tr a n sf err e d ( 1: 1 0 0) 

i nt o b ottl e s wit h t h e s e c o n diti o n s. T o a c cli m at e t h e t e st c ult ur e s t o str e s s c o n diti o n s, 

t h e y w er e gr o w n u n d er t h e s e t e st c o n diti o n s f or t hr e e tr a n sf er s b ef or e m et h a n e d at a 

w er e  r e c or d e d  d uri n g  t h e  f o urt h  g e n er ati o n.  T h o s e  f o urt h  g e n er ati o n  c ult ur e s  w er e  

t h e n u s e d t o i n o c ul at e a fft h  g e n er ati o n, w hi c h w a s h ar v e st e d i n mi d-l o g p h a s e ( b a s e d 

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 3  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/?term=SAMN54119603
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/?term=SAMN54119604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/?term=SAMN54119605
https://doi.org/10.1128/spectrum.00412-26
https://journals.asm.org/journal/spectrum
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o n  m et h a n e pr o d u cti o n) f or t h e m et a pr ot e o mi c s e x p eri m e nt a n d t h e 1 6 S r R N A g e n e 

c o m m u nit y a n al ysi s ( n  = 3 r e pli c at e s f or e a c h c o n diti o n). 

M et a pr ot e o mi c s s a m pl e pr e p ar ati o n a n d d at a a n al y si s 

T h e  h ar v e st e d  c ult ur e s  w er e  s e nt  t o  t h e  P a ci f c  N ort h w e st  N ati o n al  L a b or at or y  ( Ri c h­

l a n d,  W A,  U S A),  w h er e  2 0 0  µ g  of  pr ot ei n  w a s  u s e d  f or  di g e sti o n.  M S  a n al ysi s  of  t h e  

p e pti d e s  w a s  p erf or m e d  u si n g  a n  Or bitr a p  E x pl ori s  4 8 0  m a s s  s p e ctr o m et er  ( T h er m o  

S ci e nti f c,  W alt h a m,  M A,  U S A).  P e pti d e  m at c hi n g  fr o m  t h e  a c q uir e d  d at a  s et s  w a s  

p erf or m e d  u si n g  M S G F +  s oft w ar e  ( 4 0 )  a g ai n st  t h e  t ar g et  m et a- pr ot e o m e  c o m p o s e d  

fr o m s e q u e n c e d g e n o m e s ( S u p pl e m e nt al m et h o d s). P e pti d e a b u n d a n c e s, i nt e gr at e d a s 

ar e a u n d er t h e p e pti d e el uti o n p e a k s, w er e pr o d u c e d fr o m r a w s p e ctr a u si n g i n- h o u s e -

d e v el o p e d s oft w ar e M A SI C ( 4 1 ). M A SI C p e pti d e a b u n d a n c e s w er e l o g 2-tr a n sf or m e d t o 

r e m o v e s k e w n e s s i n t h e di stri b uti o n of m e a s ur e d a b u n d a n c e s. P e pti d e a b u n d a n c e s w er e 

c orr e ct e d f or t h e r el ati v e a b u n d a n c e of or g a ni s m s u si n g t h e s u m m e d ar e a u n d er t h e 

p e pti d e c ur v e s m a p pi n g t o e a c h or g a ni s m. Tr a n sf or m e d a b u n d a n c e v al u e s of p e pti d e s 

a n d l at er pr ot ei n s w er e n or m ali z e d u si n g t h e m e a n c e ntr al t e n d e n c y m et h o d i m pl e m e n­

t e d i n I nf er n o R s oft w ar e (4 2 ). U nl e s s ot h er wi s e i n di c at e d, all pr ot e o mi c d at a pr e s e nt e d 

i n t hi s st u d y r e pr e s e nt n or m ali z e d pr ot ei n a b u n d a n c e s. R a w pr ot e o mi c s d at a h a v e b e e n 

d e p o sit e d at m a s sI V E u n d er a c c e s si o n n u m b er: M S V 0 0 0 1 0 0 4 9 5 . F urt h er d et ail s c a n b e 

f o u n d i n t h e S u p pl e m e nt al m et h o d s. 

M et h a n e f u x  m e a s ur e m e nt s 

M et h a n e f u x  d at a w er e c oll e ct e d i n tr a n s e ct s p er p e n di c ul ar t o t h e s h or eli n e at Bri d g er 

B a y i n t h e s o ut h ar m of t h e G S L u si n g a Li- C O R 7 8 1 0 tr a c e g a s a n al y z er ( Li- C O R, Li n c ol n, 

N E, U S A). T err e stri al f u x  m e a s ur e m e nt s w er e m a d e a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d (4 3 ), b ut wit h 

a 1- mi n m e a s ur e m e nt p eri o d a n d a 1 0 s d e a d b a n d ti m e. T o g e n er at e d e pt h-r e s ol v e d 

1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n d at a, s oil c or e s w er e c oll e ct e d fr o m wit hi n t h e b o u n d ar y of 

t h e t err e stri al c oll ar, w hi c h r e gi st er e d t h e hi g h e st m et h a n e f u x.  A q u ati c f u x  m e a s ur e­

m e nt s w er e d o n e u si n g a c u st o m- m a d e f o ati n g  f u x  c h a m b er t o t a k e d u pli c at e, 1 mi n 

f u x  m e a s ur e m e nt s. A q u ati c f u x e s  w er e c al c ul at e d fr o m t h e li n e ar c h a n g e i n m et h a n e 

c o n c e ntr ati o n o v er ti m e, a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( 4 4). 

R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N 

E nri c h m e nt of a n o v el m et h a n o g e n 

Mi cr o bi alit e a n d w at er s a m pl e s fr o m Bri d g er B a y i n t h e s o ut h ar m of G S L w er e c oll e c­

t e d i n J ul y 2 0 2 2, w h e n t h e w at er l e v el w a s at it s l o w e st i n r e c or d e d hi st or y ( Fi g. S 3 ). 

M et h a n o g e n s w er e e nri c h e d u si n g t h e gr o wt h m e di u m u s e d t o i s ol at e M. m a hii ( 2 2). W e 

i n cr e a s e d t h e s ali nit y of t h e m e di u m t o m at c h G S L w at er fr o m A pril 1 3, 2 0 2 3, pr o vi d e d 

a h e a d s p a c e c o n si sti n g of 5 0 % H 2 , 4 5 % N2 , a n d 5 % C O2 , a n d u s e d T M A a s t h e m et h a n o­

g e ni c s u b str at e. T h e c ult ur e al s o pr o d u c e d m et h a n e fr o m M M A, D M A, a n d m et h a n ol, b ut 

n ot fr o m gl y ci n e b et ai n e or h y dr o g e n a n d c ar b o n di o xi d e ( Fi g. S 4). 

Aft er 2 1 m o nt h s of e nri c h m e nt, 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g i n di c at e d t h at 

t h e c ult ur e c o n si st e d of 6 3 % M et h a n o h al o p hil us , 2 0 % D es ulf o v er mi c ul us ( a s ulf at e-r e d u c­

i n g b a ct eri u m [ S R B]), a n d 1 6 % H al a n a er o bi u m  ( a n a n a er o bi c f er m e nt er). A n a d diti o n al 

2 5 t a x a c o ntri b ut e d t o t h e r e m ai ni n g < 1 % of t h e 1 6 S r R N A g e n e r e a d s. M et a g e n o mi c 

s e q u e n ci n g of t hi s s a m pl e wit h b ot h Ill u mi n a a n d O xf or d N a n o p or e e n a bl e d a s s e m bl y 

of a cir c ul ar M et h a n o h al o p hil us  g e n o m e ( 2. 0 9 M b). S e q u e n c e c o v er a g e i n di c at e d t h at 

t h e  c ult ur e  c o n si st e d  of  8 0 %  M et h a n o h al o p hil us ,  7 %  D es ulf o v er mi c ul us  s p.,  4 %  H al a­

n a er o bi u m  s p., wit h 9 % of s e q u e n c e s r e m ai ni n g u n bi n n e d. I n a d diti o n t o t h e s e t hr e e 

a s s e m bl e d g e n o m e s, t h e m et a g e n o m e c o nt ai n e d 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c e s b el o n gi n g 

t o  Vi bri o c h ol er a e ,  a  D es ulf o h al o bi u m  s p.,  a n d  a n  I zi m a pl as m a s p.  Att e m pt s  t o  i s ol at e  

t h e  m et h a n o g e n  u si n g  dil uti o n  t o  e xti n cti o n,  c ol o n y- pi c ki n g  fr o m  s oli d  m e di a,  a n d  

a d diti o n al a nti bi oti c s w er e n ot s u c c e s sf ul. 

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 4  

https://massive.ucsd.edu/ProteoSAFe/dataset.jsp?task=11e297745e774003ace4d7a3930b2c98
https://doi.org/10.1128/spectrum.00412-26
https://journals.asm.org/journal/spectrum
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R e s e ar c h Arti cl e 

C h ar a ct eri z ati o n  of  t h e  n o v el  m et h a n o g e n  a s  C a .  M et h a n o h al o p hil u s  
hill e m a ni 

T hi s  n e wl y  a s s e m bl e d  M et h a n o h al o p hil us g e n o m e  s h ar e s  l e s s  t h a n  9 5 %  a v er a g e  

n u cl e oti d e i d e ntit y wit h all ot h er g e n o m e s wit hi n it s g e n u s, i n di c ati n g a n o v el s p e ci e s 

( 4 5) a n d  o nl y  9 1. 2 %  wit h  M.  m a hii  (Fi g.  1 A).  T h e  1 6 S  r R N A  g e n e  i s  l e s s  t h a n  9 9. 3 %  

i d e nti c al t o ot h er s p e ci e s, n oti c e a bl y l o w er t h a n ot h er M et h a n o h al o p hil us s p e ci e s t o e a c h 

ot h er ( Fi g. S 5). W e pr o p o s e t h e n a m e C a n di d at us  M et h a n o h al o p hil u s hill e m a ni str ai n B B 

f or t hi s ar c h a e o n ( s e e et y m ol o g y s e cti o n i n t h e S u p pl e m e nt al t e xt). 

C o m p ari n g  pr ot ei n- c o di n g  s e q u e n c e s  e n c o d e d  b y  C a .  M.  hill e m a ni  t o  all  ot h er  

M et h a n o h al o p hil us  s p p.  s h o w e d  t h at  it  s h ar e s  t h e  m aj or  c h ar a ct eri sti c s  of  t h e  g e n u s,  

i n cl u di n g  m et h yl- di s m ut ati n g  m et h a n o g e n e si s  fr o m  M M A,  D M A,  T M A,  a n d  m et h a n ol  

(2 3, 2 8, 3 4 ). Li k e t h e ot h er M et h a n o h al o p hil us  s p e ci e s, C a . M. hill e m a ni l a c k s h y dr o g e n a­

s e s t h at w o ul d b e r e q uir e d f or h y dr o g e n otr o p hi c m et h yl-r e d u ci n g m et h a n o g e n e si s ( 2 3, 

2 8 ). Ot h er c o n s er v e d f u n cti o n s a cr o s s t h e g e n u s i n cl u d e gl y ci n e b et ai n e tr a n s p ort a n d 

s y nt h e si s, s y nt h e si s a n d u s a g e of t h e 2 2 n d a mi n o a ci d p yrr ol ysi n e ( P yl), a n d O 2 t ol er a n c e 

vi a t hi or e d o xi n s, p er o xi d a s e s, s u p er o xi d e r e d u ct a s e s, a n d p er o xir e d o xi n s. U ni q u e g e n eti c 

f e at ur e s of C a . M. hill e m a ni, a s c o m p ar e d t o ot h er m e m b er s of t h e M et h a n o h al o p hil us 

g e n u s , ar e di s c u s s e d i n t h e S u p pl e m e nt al r e s ult s. 

I n cr e a si n g s ali nit y i n t h e G S L 

T h e bi o m a s s t h at l e d t o c ult uri n g C a . M. hill e m a ni w a s c oll e ct e d fr o m t h e G S L i n J ul y 

2 0 2 2, w h e n t h e l a k e w a s at it s l o w e st r e c or d e d l e v el ( Fi g. S 3). A d diti o n all y, t h e s a m pl e 

c a m e fr o m Bri d g er B a y, w hi c h w a s c ut o f  fr o m t h e m ai n l a k e b y l o w w at er l e v el s, l e a di n g 

t o a s ali nit y m u c h hi g h er ( ~ 2 4 %) t h a n t h e r e st of t h e s o ut h ar m of t h e G S L ( ~ 1 7 %). N a + 

a n d Cl - c o n c e ntr ati o n s at t hi s ti m e w er e 3. 6 a n d 4. 2 M, r e s p e cti v el y, m or e t h a n t wi c e 

t h e c o n c e ntr ati o n s of t h e s e i o n s m e a s ur e d b y P o st et al. i n 1 9 7 7 ( 1. 6 a n d 1. 8 M) ( 4 7). 

I n c o ntr a st, M. m a hii  w a s i s ol at e d i n 1 9 8 5 (2 2 ), ri g ht b ef or e G S L r e a c h e d r e c or d e d hi g h 

Mi cr o bi ol o g y S p e ctr u m 

FI G  1 C a . M. hill e m a ni r e pr e s e nt s a n o v el s p e ci e s wit hi n t h e g e n u s M et h a n o h al o p hil us . (A ) P air wi s e a v er a g e n u cl e oti d e i d e ntit y ( A NI) a n d a v er a g e a mi n o 

a ci d i d e ntit y ( A AI) o n t h e b ott o m l eft a n d t o p ri g ht, r e s p e cti v el y, d e m o n str ati n g t h at C a . M. hill e m a ni r e pr e s e nt s a n e w s p e ci e s wit hi n t h e M et h a n o h al o p hil us 

g e n u s. ( B ) M a xi m u m li k eli h o o d tr e e of 6 5 ali g n e d a n d c o n c at e n at e d si n gl e- c o p y M et h a n o h al o p hil us  pr ot ei n s c o n str u ct e d wit h F a st Tr e e v 2. 1. 1 1 (4 6 ) a n d 1, 0 0 0 

b o ot str a p s. Cir cl e s r e pr e s e nt b o ot str a p v al u e s. N o d e s wit h < 5 0 s u p p ort w er e c oll a p s e d. A c c e s si o n n u m b er s f or t h e ot h er M et h a n o h al o p hil us  s p e ci e s c a n b e 

f o u n d i n T a bl e S 1. 

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 5  

A 

7 6. 9 7 6. 6 7 6. 6 7 6. 8 7 6. 8 7 6. 7 7 6. 8 
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A AI 

M. e u h a/ o bi u s 9 5 
M. s p. W G 1 

9 0 
M. s p. R S K 8 5 
M. p ort u c a/ e n si s 8 0 
M. pr of u n di 7 5 

: M. h al o p hi/ u s 7 0 

• C a. M. hill e m a ni 

. : M. m a hii 

7 7 M. l e vi h al o p hil u s 

: 3 < D 
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::::: Q) 

. g 
: J-
::::.: M et h a n o s ar ci n al e s 
C: 
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e > 9 5 

Q;;, 8 0 

0. 0 5 

M et h a n o h a/ o p hil u s  e u h a/ o bi u s D S M  1 0 3 6 9 

M et h a n o h a/ o p hi/ u s s p. W G 1 

M et h a n o h al o p hil u s s p.  R S K 

M et h a n o h al o p hil u s  p ort u c al e n si s F D F- 1 T 

M et h a n o h a/ o p hi/ u s  p ort u c a/ e n si s F D F- 1 

D S M  7 4 7 1 

M et h a n o h a/ o p hi/ u s  pr of u n di S L H T Y R O 

M et h a n o h al o p hil u s  h al o p hil u s D S M 3 0 9 4 

M et h a n o h a/ o p hi/ u s  h a/ o p hi/ u s Z- 7 9 8 2 

C a. M et h a n o h al o p hil u s  hill e m a ni 

M et h a n o h al o p hil u s m a hii D S M 5 2 1 9 

M et h a n o h al o p hil u s l e vi h al o p hil u s D S M 2 8 4 5 2 
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FI G  2 C a . M. hill e m a ni pr o d u c e s si mil ar a m o u nt s of m et h a n e u n d er a v ari et y of c o n diti o n s. (A ) M et h a n e pr o d u cti o n of t h e M et h a n o h al o p hil us e nri c h m e nt 

c ult ur e gr o w n u n d er v ari o u s str e s s c o n diti o n s. Err or b ar s ( w h er e vi si bl e) r e pr e s e nt t h e st a n d ar d d e vi ati o n of tri pli c at e c ult ur e s. ( B) C o m m u nit y c o m p o siti o n of t h e 

s a m e s a m pl e s t h at w er e pr o c e s s e d f or m et a pr ot e o mi c s, a s a s s e s s e d b y 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g. A m pli c o n s e q u e n c e v ari a nt s t h at c o n stit ut e d l e s s 

t h a n 0. 5 % of t h e t ot al c o m m u nit y w er e cl u st er e d i nt o t h e “ Ot h er” c at e g or y. 

w at er l e v el s ( Fi g. S 3). T hi s l e d u s t o t h e h y p ot h e si s t h at C a . M. hill e m a ni m a y b e a d a pt e d 

t o hi g h er o s m oti c str e s s l e v el s a s c o m p ar e d t o M. m a hii . 

M et h a n e pr o d u cti o n u n d er s alt str e s s 

T o  u n d er st a n d  h o w  str e s s or s  i n  t h e  G S L  e c o s yst e m  mi g ht  i m p a ct  C a .  M.  hill e m a ni,  

c o ntr ol c ult ur e s w er e c o m p ar e d t o t h o s e i n c u b at e d u n d er l o w s alt, hi g h s alt, 1 0 0 % N 2 , 

a n d  mi cr o- o xi c  c o n diti o n s  ( s e e  m et h o d s,  a b o v e).  Pr o p orti o n s  of  m aj or  s alt  i o n s  i n  all  

c o n diti o n s  m at c h e d  t h e  G S L,  w hi c h  c o ntr a st s  pr e vi o u s  w or k  o n  t h e  g e n u s  t h at  h a d  

o nl y m o d ul at e d N a Cl c o n c e ntr ati o n ( 2 2, 2 9, 4 8 ). T h e l a g ti m e f or m et h a n e pr o d u cti o n 

i n cr e a s e d  sli g htl y  wit h  i n cr e a si n g  s ali nit y  ( Fi g.  2 A).  N e v ert h el e s s,  t h e  o v er all  m et h a n e  

yi el d f or C a . M. hill e m a ni c ult ur e s w a s c o n si st e nt a cr o s s all c o n diti o n s t e st e d ( Fi g. 2 A). 

M a s s b al a n c e of t h e m et h yl gr o u p s pr o vi d e d vi a T M A s h o ws t h at aft er 1 6 d a ys 6 8 % – 

7 7 % w a s c o n v ert e d t o m et h a n e, c o n si st e nt wit h t h e 7 5 % v al u e f or m et h yl- di s m ut ati n g 

m et h a n o g e n e si s t h at h a s b e e n r e p ort e d f or s o m e e ur y ar c h a e ot al m et h a n o g e n s ( 4 9, 5 0). 

1 6 S  r R N A  g e n e  a m pli c o n  d at a  s h o w e d  t h at  C a .  M.  hill e m a ni  w a s  t h e  m o st  a b u n­

d a nt  m e m b er  i n  all  c o n diti o n s  ( Fi g.  2 B);  h o w e v er,  t h e  c o m m u nit y  c o m p o siti o n  of  

t h e s e  c ult ur e s  di f er e d  si g ni f c a ntl y  fr o m  t h e  t hr e e- s p e ci e s  e nri c h m e nt  i n di c at e d  b y  

t h e  m et a g e n o m e.  T h e  c o ntr ol,  l o w  s alt,  a n d  hi g h  s alt  c o n diti o n s  c o nt ai n e d  pri m aril y  

( > 6 8 %) C a . M. hill e m a ni, w hil e Des ulf o v er mi c ul us  w a s t h e o nl y ot h er or g a ni s m wit h a 

r el ati v e a b u n d a n c e o v er 0. 5 %. O v er 9 6 % of a m pli c o n s i n t h e O2  c o n diti o n b el o n g e d t o 

C a . M. hill e m a ni. B y c o ntr a st, i n t h e N2  c o n diti o n, 4 0 % of a m pli c o n s b el o n g e d t o C a . 

M.  hill e m a ni a n d l e s s t h a n 0. 1 % t o D es ulf o v er mi c ul us . A n I zi m a pl as m a s p e ci e s t h at w a s 

a b s e nt fr o m all ot h er s a m pl e s r e pr e s e nt e d 2 4 % of t h e c o m m u nit y, a n d t h e H al a n a er­

o bi u m  s p e ci e s  t h at  m a d e  u p  < 0. 1 %  of  a m pli c o n s  i n  all  ot h er  c o n diti o n s  c o n stit ut e d  

3 0 %  i n  t h e  N 2  c o n diti o n.  D e s pit e  di f er e n c e s  i n  c ult uri n g  c o n diti o n s  a n d  c o m m u nit y  

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 6  
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c o m p o siti o n, e s p e ci all y i n t h e N 2  c ult ur e s, all c o n diti o n s yi el d e d t h e s a m e a m o u nt of 

m et h a n e. 

M et a pr ot e o mi c s 

T o  u n d er st a n d  t h e  bi ol o gi c al  b a si s  f or  C a .  M.  hill e m a ni’s c o n si st e nt  m et h a n e  pr o d u c­

ti o n a cr o s s str e s sf ul c o n diti o n s, w e p erf or m e d m et a pr ot e o mi c s. Tri pli c at e c ult ur e s w er e 

h ar v e st e d i n mi d-l o g p h a s e, a n d p e pti d e s fr o m c ult ur e s of e a c h c o n diti o n w er e m a p p e d 

t o pr e di ct e d pr ot ei n s fr o m t h e a s s e m bl e d g e n o m e s. B e c a u s e n o bi n s h a d b e e n r etri e v e d 

f or t h e I zi m a pl as m a a n d D es ulf o h al o bi u m  s p p. f o u n d i n t h e N2  c o n diti o n, w e w er e n ot 

a bl e t o m a p p e pti d e s t o t h e s e or g a ni s m s. 

Str e s s c o n diti o n s d o n ot i m p a ct m et h a n o g e n e si s pr ot ei n e x pr e s si o n 

F or  all  c o n diti o n s,  t h e  pr ot ei n s  i n v ol v e d  i n  t h e  m et h yl- di s m ut ati n g  m et h a n o g e n e si s  

p at h w a y w er e a m o n g t h e t o p 1 0 % of M et h a n o h al o p hil us  pr ot ei n s e x pr e s s e d ( Fi g. S 6 ). 

T h e  pr ot ei n s  r e s p o n si bl e  f or  t h e  tr a n sf er  of  a  m et h yl  gr o u p  t o  c o e n z y m e  M  a n d  it s  

s u b s e q u e nt  r e d u cti o n  t o  m et h a n e  w er e  all  a m o n g  t h e  t o p  1 %,  wit h  o n e  e x c e pti o n  

( m et h yl c o b a mi d e: C o M m et h yltr a n sf er a s e i n t h e t o p 1. 1 % of t h e N2  c o n diti o n). T h e o nl y 

m et h a n o g e n e si s-r el at e d pr ot ei n t h at w a s di f er e nti all y  e x pr e s s e d w a s a n M M A- m et h yl­

tr a n sf er a s e pr ot ei n f o u n d i n t h e c o ntr ol c o n diti o n, b ut n ot i n t h e O 2  c o n diti o n ( Fi g. 3). 

H o w e v er, C a . M. hill e m a ni e n c o d e s t w o c o pi e s of t hi s pr ot ei n, a n d t h e ot h er c o p y w a s i n 

t h e t o p 1 % of pr ot ei n s e x pr e s s e d i n t h e O2 c o n diti o n, s u g g e sti n g t h at t h e m et h a n o g e ni c 

p at h w a y w a s n ot i m p a ct e d. 

It  w a s  pr e vi o u sl y  r e p ort e d  t h at  i n  r e s p o n s e  t o  l o n g-t er m  hi g h  a n d  l o w- s alt  str e s s,  

M et h a n o h al o p hil us  p ort u c al e nsis  tr a n s cri pt s  f or  m et h yl a mi n e  m et h yltr a n sf er a s e s  a n d  

c orri n oi d pr ot ei n s w er e u pr e g ul at e d ( 4 8 ). C o n v er s el y, w e s h o w t h at t h e C a . M. hill e m a ni 

m et h a n o g e ni c pr ot e o m e i s hi g hl y a n d u nif or ml y e x pr e s s e d, r e g ar dl e s s of hi g h or l o w s alt 

c o n c e ntr ati o n s. O n e p o s si bl e e x pl a n ati o n f or t h e l a c k of o b s er v e d m et h a n o g e ni c pr ot ei n 

e x pr e s si o n r e s p o n s e i s t h e hi g h b a s al e x pr e s si o n of e n er g y- c o n s er v ati o n pr ot ei n s ( Fi g. 

S 6 ). T hi s m a y b e a d v a nt a g e o u s i n a n e n vir o n m e nt wit h c o n st a nt str e s s or s t h at r e q uir e 

l ar g e  a m o u nt s  of  e n er g y  t o  t ol er at e  (i. e.,  o s m oti c  a n d  o xi d ati v e  str e s s).  T hi s  str at e g y  

c o ul d b e e s p e ci all y f e a si bl e i n t h e G S L, w h er e m et h yl at e d a mi n e s ar e li k el y al w a ys i n hi g h 

a b u n d a n c e d u e t o t h e pr o d u cti o n of a m et a b oli c pr e c ur s or, gl y ci n e b et ai n e ( 5 1 ), a s a 

c o m p ati bl e s ol ut e. 

A n ot h er p o s si bilit y i s t h at m et h a n o g e ni c pr ot ei n a cti vit y, a s o p p o s e d t o a b u n d a n c e, i s 

p o st-tr a n sl ati o n all y  r e g ul at e d  i n  r e s p o n s e  t o  str e s s.  A n  i n v e sti g ati o n  of  pr ot ei n  p h o s­

p h or yl ati o n  i n  M. p ort u c al e nsis  f o u n d  t h at  2 6 %  of  t h e  p h o s p h or yl at e d  pr ot ei n s  w er e  

i n v ol v e d i n m et h a n o g e n e si s, e n er g y c o n s er v ati o n, a n d o s m ol yt e bi o s y nt h e si s (5 2 ). T h at 

st u d y  f o u n d  t h at  a  m ut at e d  gl y ci n e  s ar c o si n e  N- m et h yltr a n sf er a s e  (r e s p o n si bl e  f or  

gl y ci n e b et ai n e s y nt h e si s), m o di f e d  t o a ct li k e a p h o s p h or yl at e d v er si o n, h a d r e d u c e d 

a cti vit y t h at r e s ult e d i n l o w er s ali nit y t ol er a n c e w h e n e x pr e s s e d i n Es c h eri c hi a c oli . W hil e 

t h e y  di d  n ot  h a v e  a n al o g o u s  d at a  f or  p h o s p h or yl at e d  m et h a n o g e ni c  pr ot ei n s,  t h e y  

d e m o n str at e  t h at  M et h a n o h al o p hil us  pr ot ei n s  c a n  b e  r e g ul at e d  b e y o n d  t h e  l e v el  of  

pr ot ei n e x pr e s si o n. T h e tr a n s cri pt o mi c a n d pr ot e o mi c f n di n g s  di s c u s s e d h er e, t o g et h er 

wit h t h e l a c k of di f er e nti al  e x pr e s si o n of m et h a n o g e ni c pr ot ei n s b y C a. M. hill e m a ni, 

s u g g e st  t h at  f ut ur e  w or k  o n  t h e  M et h a n o h al o p hil us  g e n u s  s h o ul d  e x a mi n e  f or m s  of  

r e g ul ati o n d o w n str e a m of pr ot ei n e x pr e s si o n. 

Li mit e d  n u m b er  of  pr ot ei n s  ar e  di f er e nti all y  e x pr e s s e d  i n  r e s p o n s e  t o  
c h a n gi n g s ali nit y 

C o ntr ar y  t o  o ur  e x p e ct ati o n s,  l o w  a n d  hi g h  s alt  c o n diti o n s  r e s ult e d  i n  r el ati v el y  f e w  

pr ot ei n s t h at w er e b ot h hi g hl y a n d di f er e nti all y  e x pr e s s e d, c o m p ar e d t o t h e c o ntr ol (Fi g. 

3 ). B ot h hi g h a n d l o w s alt c o n diti o n s s h o w e d t w o u pr e g ul at e d pr ot ei n s fr o m a n ir o n 

tr a n s p ort s yst e m, F e o A a n d F e o B, of w hi c h F e o A w a s n ot d et e ct e d i n t h e c o ntr ol. Of t h e 

m a n y D N A-r e p air pr ot ei n s e n c o d e d b y C a . M. hill e m a ni, n o n e w er e b ot h u pr e g ul at e d 

a n d  e x pr e s s e d  a b o v e  m e di a n  pr ot ei n  e x pr e s si o n  i n  t h e  hi g h  s alt  c o n diti o n.  T h e  l a c k  

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 7  
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FI G  3 C a . M. hill e m a ni di f er e nti al  pr ot ei n e x pr e s si o n b et w e e n c o ntr ol a n d t e st c o n diti o n s. T h e m a xi m u m n u m b er of di f er e nti all y  e x pr e s s e d pr ot ei n s o c c urr e d 

b et w e e n t h e c o ntr ol a n d N 2  c o n diti o n s, a n d all of t h e s e pr ot ei n s w er e m or e hi g hl y e x pr e s s e d i n t h e c o ntr ol. D o w nr e g ul at e d pr ot ei n s i n t h e N 2 c o n diti o n 

i n cl u d e d pr ot ei n s i n v ol v e d i n i m m u n e r e s p o n s e, m et al m et a b oli s m, a n d t h e c ell s urf a c e. Pr ot ei n s s h o w n i n t hi s f g ur e  m e et t hr e e crit eri a: (i) a b o v e m e di a n 

n or m ali z e d  pr ot ei n  e x pr e s si o n  f or  t h at  c o n diti o n,  (ii)  st ati sti c all y  si g ni f c a ntl y  di f er e nti all y  e x pr e s s e d  ( P  <  0. 0 5),  a n d  (iii)  f u n cti o n  c o ul d  b e  pr e di ct e d  (i. e.,  

h y p ot h eti c al s n ot i n cl u d e d). A n e g ati v e l o g f ol d c h a n g e i n di c at e s t h e pr ot ei n w a s m or e a b u n d a nt i n t h e c o ntr ol, p o siti v e i n di c at e s m or e a b u n d a nt i n t h e t e st 

c o n diti o n. Ast eri s k s i n t h e b o x e s i n di c at e t h at t h e pr ot ei n w a s n ot d et e ct e d i n eit h er t h at t e st c o n diti o n or t h e c o ntr ol, a n d a l o g 2 f ol d c h a n g e of 1 0 or − 1 0 

w a s i m p ut e d. B ol d e d pr ot ei n s i n di c at e t h at t h e c o di n g s e q u e n c e f or t hi s pr ot ei n w a s u ni q u e t o C a . M. hill e m a ni, a n d n o h o m ol o g s w er e i d e nti f e d i n ot h er 

M et h a n o h al o p hil us  g e n o m e s. Pr ot ei n s wit h gr a y b o x e s d o n ot i n di c at e a b s e n c e i n a s p e ci f c  c o n diti o n, b ut t h at t h e pr ot ei n di d n ot m e et all t hr e e crit eri a li st e d 

a b o v e. S e e T a bl e s S 3 t o S 7 f or r a w v al u e s. 

of  D N A-r e p air  pr ot ei n  e x pr e s si o n  i n  r e s p o n s e  t o  hi g h  s ali nit y  w a s  u n e x p e ct e d  ( 5 3), 

alt h o u g h  b a s al  e x pr e s si o n  of  s e v er al  of  t h e s e  pr ot ei n s  w a s  o b s er v e d  i n  t h e  c o ntr ol.  

Alt er n ati v el y,  t h e  n e e d  f or  D N A  r e p air  m a y  b e  miti g at e d  b y  o s m ot ol er a n c e  vi a  hi g h  

e x pr e s si o n of c o m p ati bl e s ol ut e p at h w a ys. I n d e e d, gl y ci n e b et ai n e s y nt h e si s a n d i m p ort 

g e n e s ar e i n t h e t o p 1 0 % of e x pr e s s e d pr ot ei n s i n t h e l o w- s alt, hi g h- s alt, a n d c o ntr ol 

c o n diti o n s. As di s c u s s e d a b o v e, p o st-tr a n sl ati o n al r e g ul ati o n c o ul d al s o pl a y a r ol e i n 

o s m ot ol er a n c e wit h o ut r e q uiri n g di f er e nti al  e x pr e s si o n of pr ot ei n s ( 5 2). 

Pr ot ei n  e x pr e s si o n  w a s  m or e  a f e ct e d  b y  t h e  O 2  gr o wt h  c o n diti o n.  T w o  pr ot ei n s  

a s s o ci at e d wit h pr ot ei n m o di f c ati o n  a n d t w o D N A-r e p air pr ot ei n s w er e u pr e g ul at e d a n d 

e x pr e s s e d a b o v e t h e m e di a n. A n a d diti o n al t hr e e D N A-r e p air pr ot ei n s w er e u pr e g ul at e d 

b ut n ot e x pr e s s e d a b o v e t h e m e di a n. T hi a mi n e i s k n o w n t o c o nf er a nti o xi d a nt pr o p erti e s 

( 5 4),  a n d  t w o  pr ot ei n s  i n v ol v e d  i n  t hi a mi n e  bi o s y nt h e si s,  h y dr o x y et h ylt hi a z ol e  ki n a s e  

a n d t hi a mi n e p h o s p h at e s y nt h a s e, w er e u pr e g ul at e d i n t h e O 2  c o n diti o n. S ur pri si n gl y, 

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 8  

Fi br o n e cti n  t y p e  3 d o m ai n- c o nt ai ni n g  pr ot ei n 

P G F- pr e- P G F  d o m ai n  pr ot ei n  1 

P G F- pr e- P G F  d o m ai n  pr ot ei n  2 

p ut ati v e A B C tr a n s p ort er  P G F- C T E R M- m o difi e d  s u b str at e- bi n di n g  pr ot ei n 

T u b uli n  li k e pr ot ei n 

l o g 2 F ol d C h a n g e 
1 0 

U T P-- gl u c o s e- 1- p h o s p h at e  uri d yl yltr a n sf er a s e  A gl F 

F K B P-t y p e  p e pti d yl- pr ol yl  ci s-tr a n s  i s o m er a s e 

S A M P- a cti v ati n g  e n z y m e  E 1 

p ut ati v e  c ar b o x yl-t er mi n al- pr o c e s si n g  pr ot e a s e,  d elt a pr ot e o b a ct eri al 

Fl a B Ar c h a e al  fl a g elli n 
5 

C h e m ot a xi s  pr ot ei n  C h e Y 

c o b alt o c h el at a s e,  C o b N  s u b u nit 

C o b al U m a g n e si u m  tr a n s p ort  pr ot ei n  C or A 

F e o A  F e 2 + tr a n s p ort  s y st e m  pr ot ei n A 

F e( 2 +)  tr a n s p ort er  F e o B 

h s d M: t y p e I r e stri cti o n- m o difi c ati o n  s y st e m 1 

h s d M:  t y p e  I r e stri cti o n- m o difi c ati o n  s y st e m  2 

h s d R: t y p e  I sit e- s p e cifi c  d e o x yri b o n u cl e a s e 

H s d S  R e stri cti o n e n d o n u cl e a s e  [ D ef e n s e  m e c h a ni s m s] 

p ut ati v e  n u cl e a s e  of t h e  R e c B f a mil y  [ D N A r e pli c ati o n,  r e c o m bi n ati o n,  a n d r e p air] 

D N A s ulf ur  m o difi c ati o n  pr ot ei n  D n d D 

Tr a n s p o s a s e,  I S 5 f a mil y  [ D N A  r e pli c ati o n,  r e c o m bi n ati o n,  a n d r e p air] 

A T P- d e p e n d e nt  D N A  h eli c a s e  P cr A 

r e x B: A T P- d e p e n d e nt  n u cl e a s e  s u b u nit  B 

N- a c et yl- al p h a- D- gl u c o s a mi n yl  L- m al at e s y nt h a s e  B s h A 

H e p ar a n  s ulf at e  D- gl u c o s a mi n yl  3- 0- s ulf otr a n sf er a s e 

G D P- m a n n o s e  4, 6- d e h y dr at a s e 

p ut ati v e  c y cli c  p yr a n o pt eri n  m o n o p h o s p h at e  s y nt h a s e 

nitr o g e n  fi x ati o n  n e g ati v e  r e g ul at or  Nill  1 

c o nj u g ati v e  tr a n sf er  A T P a s e 

T M A O  r e d u ct a s e  s y st e m  s e n s or  T or s 

p ut ati v e  A B C  tr a n s p ort er  A T P- bi n di n g  pr ot ei n 

TI G R 0 0 2 9 7:  f a mil y  pr ot ei n 

H D d o m ai n  pr ot ei n,  c y a n a mi d e  h y dr at a s e  f a mil y 

0 

- 5 

- 1 0 

C o h e si n  d o m ai n  pr ot ei n 

5 0 S  ri b o s o m al  pr ot ei n  L 1 5 

M o n o m et h yl a mi n e  m et h yltr a n sf er a s e  Mt m B 1 

H y dr o x y et h ylt hi a z ol e  ki n a s e 

T hi a mi n e- p h o s p h at e  s y nt h a s e 

nitr o g e n  fi x ati o n  n e g ati v e  r e g ul at or  Nill  2 

S u rf a c e- R el at e d 
Pr ot ei n s 

Pr ot ei n- M o dif yi n g 
Pr ot ei n s 

C h e m ot a xi s + 
M otilit y 

M et al 
M et a b oli s m 

D N A R e p air/ 
I m m u nit y 

Ot h er 
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n o n e  of  t h e  o x y g e n  d et o xi f c ati o n  g e n e s  w er e  u pr e g ul at e d.  C o n stit uti v e  e x pr e s si o n  

c o ul d al s o e x pl ai n t hi s l a c k of r e s p o n s e t o o x y g e n — s u p er o xi d e r e d u ct a s e, p er o xir e d o xi n, 

a n d c at al a s e- p er o xi d a s e ar e all i n t h e t o p 1 0 % of e x pr e s s e d pr ot ei n s i n t h e c o ntr ol. 

U ni q u e  C a .  M.  hill e m a ni  pr ot ei n s  ar e  di f er e nti all y  e x pr e s s e d  i n  t h e  N 2 
c o n diti o n 

W h e n c o m p ari n g t h e n u m b er of di f er e nti all y  e x pr e s s e d pr ot ei n s b et w e e n t h e c o ntr ol 

a n d t e st c o n diti o n s, t h e N 2  c o n diti o n r e s ult e d i n t wi c e a s m a n y di f er e nti all y  e x pr e s s e d 

pr ot ei n s ( T a bl e S 8). T hi s w a s c o n si st e nt w h e n flt eri n g  f or o nl y t h e pr ot ei n s t h at w er e 

e x pr e s s e d  a b o v e  t h e  m e di a n  f or  e a c h  c o n diti o n  or  c o ntr ol  ( T a bl e  S 9).  N ot a bl y,  all  2 6  

di f er e nti all y  a n d hi g hl y e x pr e s s e d C a . M. hill e m a ni pr ot ei n s i n t h e N2 c o n diti o n w er e l e s s 

a b u n d a nt t h a n i n t h e c o ntr ol ( Fi g. 3). A d diti o n all y, 8 of t h e s e 2 6 di f er e nti all y  a n d hi g hl y 

e x pr e s s e d pr ot ei n s ar e u ni q u e pr ot ei n s t o C a . M. hill e m a ni, a m o n g t h e M et h a n o h al o p hi­

l us g e n u s ( S u p pl e m e nt al r e s ult s). H o w e v er, n o n e of t h e s e u ni q u e a n d hi g hl y e x pr e s s e d 

pr ot ei n s w er e d et e ct e d i n t h e N₂ c o n diti o n; i n c o ntr a st, all ei g ht w er e f o u n d i n e v er y 

ot h er  c o n diti o n,  wit h  s e v e n  e x pr e s s e d  a b o v e  t h e  m e di a n.  W e  h y p ot h e si z e  t h at  t h e s e  

di sti n ct pr ot ei n e x pr e s si o n p att er n s i n t h e N 2  c o n diti o n ar e d u e t o t h e di f er e n c e s  i n 

c o m m u nit y c o m p o siti o n ( Fi g. 2 B). 

D N A  r e p air,  i m m u nit y,  a n d  m et al  u pt a k e  w er e  d o w nr e g ul at e d  i n  t h e  N 2 
c o n diti o n 

D o w nr e g ul at e d  f u n cti o n s  i n  t h e  N 2  c o n diti o n  i n cl u d e d  i m m u n e  r e s p o n s e  a n d  D N A  

r e p air,  c ell- s urf a c e  f e at ur e s,  a n d  m et al  m et a b oli s m  ( Fi g.  3).  A  c o b alt o c h el at a s e  a n d  

a  c o b alt/ m a g n e si u m  tr a n s p ort er  w er e  n ot  d et e ct e d  a n d  d o w nr e g ul at e d  1 9-f ol d,  

r e s p e cti v el y, i n t h e N2  c o n diti o n ( Fi g. 3). A d diti o n all y, o n e ir o n tr a n s p ort er w a s d o w nr e­

g ul at e d 2 9-f ol d, a n d t w o ot h er ir o n tr a n s p ort er s, d et e ct e d i n all ot h er c o n diti o n s, w er e 

a b s e nt fr o m t h e N 2  c o n diti o n. 

Hi g hl y e x pr e s s e d i m m u n e-r e s p o n s e a n d D N A-r e p air pr ot ei n s w er e n oti c e a bl y a b s e nt 

fr o m  t h e  N2  c o n diti o n.  S e v e n  pr ot ei n s  i n  t hi s  c at e g or y  ( Fi g.  3)  w er e  u n d et e ct a bl e  i n  

t h e N2  c o n diti o n, y et w er e e x pr e s s e d a b o v e t h e m e di a n i n all ot h er c o n diti o n s. El e v e n 

a d diti o n al pr ot ei n s i n v ol v e d i n i m m u n e r e s p o n s e or D N A r e p air w er e al s o d et e ct e d i n 

e v er y c o n diti o n e x c e pt f or N 2 . T h e s e i n cl u d e d t w o C RI S P R-r el at e d pr ot ei n s, t w o pr ot ei n s 

i n v ol v e d  i n  t h e  s ulf ur­ m o di f c ati o n  of  D N A  ( 5 5 ),  f o ur  D N A  h eli c a s e s,  t w o  D N A  r e p air  

pr ot ei n s, a n d a n a d diti o n al c o p y of t h e t y p e 1 r e stri cti o n­ m o di f c ati o n s yst e m pr ot ei n, 

H s d S. 

C a . M. hill e m a ni i s a d a pt e d t o s ul f d e  str e s s a n d c o m p etiti o n wit h D e s ulf o v er­
mi c ul u s  

T h e  g e n o mi c  a n d  pr ot e o mi c  d at a  d o  n ot  s u p p ort  t h e  h y p ot h e si s  t h at  o s m oti c  t ol er­

a n c e  di sti n g ui s h e s  C a .  M.  hill e m a ni  a n d  M.  m a hii .  B ot h  s p e ci e s  ar e  g e n eti c all y  c a p a­

bl e  of  s y nt h e si zi n g  a n d  t a ki n g  u p  t h e  c o m p ati bl e  s ol ut e,  gl y ci n e  b et ai n e,  a n d  b ot h  

e n c o d e i o n tr a n s p ort er s t o m ai nt ai n o s m oti c b al a n c e. W hil e C a . M. hill e m a ni e n c o d e s 

u ni q u e pr ot ei n s i n v ol v e d i n D N A r e p air a n d i m m u n e r e s p o n s e; it e n c o d e s n o u ni q u e 

pr ot ei n s pr e di ct e d t o s p e ci f c all y  pr o m ot e o s m ot ol er a n c e ( T a bl e S 1 0). I n f a ct, di f eri n g  

s alt  c o n c e ntr ati o n s  r e s ult e d  i n  a  r el ati v el y  s m all  pr ot e o mi c  c h a n g e  i n  t hi s  h al o p hili c  

m et h a n o g e n. 

I n st e a d, t h e m ai n pr ot e o mi c di f er e n c e s  w er e o b s er v e d i n t h e N2 c o n diti o n. I m m u n e-

r e s p o n s e  a n d  D N A-r e p air  pr ot ei n s,  i n cl u di n g  pr ot ei n s  u ni q u e  t o  C a .  M.  hill e m a ni,  

w er e hi g hl y e x pr e s s e d i n all c o n diti o n s e x c e pt f or t h e N 2 c o n diti o n. It w a s pr e vi o u sl y 

s h o w n  t h at  D N A-r e p air  tr a n s cri pt s  w er e  u pr e g ul at e d  b y  m et h a n o g e n s  i n  r e s p o n s e  t o  

t h e pr e s e n c e of s ul f d e  (5 6 ). A d diti o n all y, hi g h l e v el s of s ul f d e  c a n b e d etri m e nt al t o 

m et h a n o g e n s  ( 5 7,  5 8 )  a n d  ar e  k n o w n  t o  d a m a g e  D N A  (5 9 ).  S ul f d e  i s  pr o d u c e d  b y  

S R B s u si n g H 2  a s a n el e ctr o n d o n or, a n d n ot a bl y, all c o n diti o n s i n o ur st u d y, e x c e pt f or 

t h e N2  c o n diti o n, c o nt ai n e d a h e a d s p a c e wit h 5 0 % H 2 . W hil e w e di d n ot t a k e s ul f d e  

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 9  
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m e a s ur e m e nt s  d uri n g t h e pr ot e o mi c s e x p eri m e nt, c o n diti o n s wit h H2 i n t h e h e a d s p a c e 

yi el d e d c ult ur e s wit h a 1 5 – 5 0 0 ti m e s hi g h er r el ati v e a b u n d a n c e of t h e S R B D es ulf o v er mi­

c ul us ,  c o m p ar e d  t o  t h e  N2  c o n diti o n  ( Fi g.  2 B).  A  di f er e nt  S R B,  D es ulf o h al o bi u m, w a s 

pr e s e nt  i n  t h e  N 2  c o n diti o n  at  l o w er  r el ati v e  a b u n d a n c e s.  H o w e v er,  si n c e  n o  bi n  f or  

t hi s g e n u s w a s r etri e v e d fr o m o ur m et a g e n o m e, w e w er e u n a bl e t o m a p pr ot ei n s t o 

t hi s or g a ni s m. T o g et h er, t h e s e r e s ult s i n di c at e t h at eit h er hi g h l e v el s of s ul f d e  or t h e 

pr e s e n c e of t h e s p e ci f c  S R B D es ulf o v er mi c ul us  i n d u c e d a di sti n ct pr ot e o mi c r e s p o n s e b y 

C a . M. hill e m a ni. U ni q u e i m m u n e-r e s p o n s e a n d D N A-r e p air pr ot ei n s e x pr e s s e d b y C a . M. 

hill e m a ni i n t h e pr e s e n c e of D es ulf o v er mi c ul us p ot e nti all y r e pr e s e nt n o v el a d a pt ati o n s t o 

pr ot e ct or r e p air D N A fr o m S R B-r el at e d d a m a g e. 

A d diti o n all y, r e d u c e d e x pr e s si o n of m et al u pt a k e a n d c h el ati o n b y C a . M. hill e m a ni 

i n t h e N2  c o n diti o n, c o m p ar e d t o all ot h er c o n diti o n s, s u g g e st s c o m p etiti o n f or m et al s 

wit h D es ulf o v er mi c ul us . C o b alt i s cr u ci al f or m et h yl- di s m ut ati n g m et h a n o g e n e si s a s it i s 

t h e c of a ct or i n c orri n oi d pr ot ei n s u s e d t o tr a n sf er m et h yl gr o u p s t o M C R ( Fi g. S 6) ( 6 0 ). 

H o w e v er, t h e c o n v er si o n of s ulf at e t o s ul f d e  b y S R B c a n dir e ctl y di mi ni s h t h e a v ail a bilit y 

of c o b alt t hr o u g h C o 2 + - s ul f d e  c o- pr e ci pit ati o n (6 1 ). A d diti o n all y, S R B utili z e c o b alt a s a n 

e n z y m ati c c of a ct or f or v ari o u s m et a b oli s m s, i n cl u di n g di s si mil at or y s ulf at e r e d u cti o n ( 6 2, 

6 3 ), w hi c h c o ul d l e a d t o c o m p etiti o n. I n d e e d, D es ulf o v er mi c ul us  e x pr e s s e s t w o c o b alt o­

c h el at a s e s i n t h e c o ntr ol c o n diti o n, o n e j u st b el o w m e di a n n or m ali z e d e x pr e s si o n a n d 

t h e ot h er w ell a b o v e. T ol er ati n g s ul f d e  str e s s a n d c o m p eti n g a g ai n st D es ulf o v er mi c ul us 

f or c o b alt m a y b e i m p ort a nt f a ct or s i m p a cti n g C a . M. hill e m a ni p h ysi ol o g y w h e n H2 i s 

a v ail a bl e. 

C a . M. hill e m a ni u s e s p yrr ol y si n e s p ari n gl y 

M et h yl at e d a mi n e- utili zi n g m et h a n o g e n s ar e k n o w n t o e n c o d e t h e 2 2 n d a mi n o a ci d, 

p yrr ol ysi n e ( P yl), w hi c h pl a ys a n i m p ort a nt r ol e i n m et h yl a mi n e a cti v ati o n i n tri-, di-, a n d 

m o n o- m et h yl a mi n e  m et h yltr a n sf er a s e s  ( Mtt B,  Mt b B,  a n d  Mt m B,  r e s p e cti v el y)  ( 6 4 – 6 6 ). 

I n d e e d, C a . M. hill e m a ni e n c o d e s t h e g e n e s r e q uir e d f or P yl s y nt h e si s ( P yl B C) a n d u s e 

( P yl-t R N A li g a s e). A n m R N A s e c o n d ar y str u ct ur e el e m e nt, P Y LI S ( a n al o g o u s t o S E CI S f or 

s el e n o c yst ei n e), h a s b e e n s u g g e st e d t o e n a bl e P yl i n s erti o n i nt o pr ot ei n s ( 6 7, 6 8 ), a n d 

P Y LI S el e m e nt s w er e a n n ot at e d wit hi n C a . M. hill e m a ni’s m et h yl at e d- a mi n e m et h yltr a n s­

f er a s e g e n e s. A c c or di n gl y, P yl r e si d u e s w er e i d e nti f e d i n p e pti d e s m a p pi n g t o all t hr e e 

t y p e s of m et h yl at e d- a mi n e m et h yltr a n sf er a s e s e n c o d e d b y C a . M. hill e m a ni. 

Ki v e n s o n et al. h a v e r e c e ntl y pr o p o s e d t h at s o m e m et h a n o g e n s, i n cl u di n g M. m a hii , 

M et h a n o h al o p hil us  e u h al o bi us ,  a n d  M et h a n o h al o p hil us  l e vi h al o p hil us,  h a v e  r e pr o gr a m­

m e d t h e T A G c o d o n t o u ni v er s all y i n c or p or at e P yl, i n st e a d of b ei n g r e a d a s a St o p- c o d o n, 

a cr o s s t h e pr ot e o m e ( 6 9 ). W hil e t h e a ut h or s c o n fr m e d  t h eir h y p ot h e si s f or a m ari n e a n d 

a  h u m a n  g ut- a s s o ci at e d  m et h a n o g e n,  e x p eri m e nt al  d at a  o n  h al o p hili c  m et h a n o g e n s  

w er e n ot y et a v ail a bl e. M or e o v er, h o w a n d if mi cr o b e s r e g ul at e t h e i n c or p or ati o n of P yl 

at T A G c o d o n s i s a t o pi c of c urr e nt d e b at e ( 6 9, 7 0 ). H a vi n g alr e a d y i d e nti f e d P yl r e si d u e s 

i n  p e pti d e s  m a p pi n g  t o  m et h yltr a n sf er a s e  pr ot ei n s,  w e  u s e d  Ki v e n s o n’s  m o di f c ati o n  

t o Pr o di g al (6 9 ), a s w ell a s o ur o w n m o di f c ati o n s  t o Pr o k k a, t o r e- pr e di ct a n d a n n o­

t at e  g e n e s  f or  C a .  M.  hill e m a ni.  T hi s  r e s ult e d  i n  9 5  pr e di ct e d  pr ot ei n s  c o nt ai ni n g  a n  

i n-fr a m e T A G c o d o n. I n t hi s r e a n al ysi s, w e f o u n d p e pti d e hit s fr o m pr e di ct e d- P yl- c o n­

t ai ni n g pr ot ei n s d o w n str e a m of t h e pr e di ct e d- P yl r e si d u e. T hi s c o ul d s u g g e st t h at t h e 

T A G c o d o n i s r e s ulti n g i n a P yl r e si d u e, n ot b ei n g r e a d a s a St o p- c o d o n. H o w e v er, f or 

n o n- m et h yltr a n sf er a s e  pr ot ei n s  pr e di ct e d  t o  c o nt ai n  p yrr ol ysi n e,  o nl y  7  of  t h e  3, 4 6 3  

( 0. 2 %) d et e ct e d p e pti d e s a s s o ci at e d wit h t h o s e pr ot ei n s c o nt ai n e d P yl. I n c o ntr a st, 2, 9 2 0 

o ut of t h e 2 7, 1 1 4 ( 1 0. 7 %) p e pti d e s a s s o ci at e wit h m et h yltr a n sf er a s e pr ot ei n s c o nt ai n e d 

P yl. T h e l o w p er c e nt a g e of n o n- m et h yltr a n sf er a s e p e pti d e s i d e nti f e d a s c o nt ai ni n g P yl 

c o ul d i n di c at e t h at T A G c o d o n s, i n c o ntr a st t o g e n o mi c pr e di cti o n s f or t h e g e n u s ( 6 9), ar e 

pri m aril y r e a d a s St o p i n C a . M. hill e m a ni. 

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 1 0  
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Hi g h m et h a n e f u x  fr o m t h e G S L 

T o  a s s e s s  m et h a n o g e n  a cti vit y  i n sit u,  w e  m e a s ur e d  m et h a n e  f u x  fr o m  t h e  G S L.  W e  

f o c u s e d  o n  Bri d g er  B a y,  w h er e  t h e  C a .  M.  hill e m a ni  i n o c ul u m  w a s  o bt ai n e d  (Fi g. 

S 2 ).  M et h a n e  f u x e s  w er e  v er y  hi g h  b ut  al s o  v ari a bl e,  wit h  f u x e s  r e a c hi n g  3  m m ol  

C H 4 / m2 / d a y  o b s er v e d  c o n si st e ntl y  a cr o s s  s a m pli n g  d at e s  ( Fi g.  4 A  a n d  Fi g.  S 7).  T h e s e  

f u x e s  ar e  c o m p ar a bl e  t o  hi g h  m et h a n e  f u x  e n vir o n m e nt s  s u c h  a s  t h a wi n g  p er m a­

fr o st ( 4 3, 7 1 ) a n d fr e s h w at er w etl a n d s (7 2 ). T h e hi g h e st f u x  m e a s ur e d w a s 3 7 7 m m ol 

C H 4 / m2 / d a y ( Fi g. S 8), w hi c h gr e atl y e x c e e d s v al u e s r e p ort e d fr o m eit h er p er m afr o st or 

w etl a n d s. 

Fl u x e s  w er e  m e a s ur e d  i n  tr a n s e ct s  p er p e n di c ul ar  t o  t h e  w at er’s  e d g e,  i n cl u di n g  

b ot h t err e stri al a n d a q u ati c m e a s ur e m e nt s. W e r e p e at e dl y o b s er v e d a z o n e of el e v at e d 

t err e stri al  m et h a n e  f u x  b et w e e n  5  a n d  1 5  m  fr o m  t h e  s h or eli n e  ( Fi g.  4 A).  T hi s  w a s  

c o u nt eri nt uiti v e,  a s  w e  e x p e ct e d  t h at  t h e  m o st  a n o xi c  a n d  m et h a n o g e n- c o n d u ci v e  

c o n diti o n s  w o ul d  b e  ri g ht  at  t h e  s h or eli n e.  H o w e v er,  t hi s  tr e n d  w a s  o b s er v e d  a cr o s s  

s a m pli n g d at e s a n d tr a n s e ct s ( Fi g. S 7). 

O ur  r e s ult s  c o ntr a st  wit h  t h e  o nl y  ot h er  st u d y  t h at  m e a s ur e d  m et h a n e  f u x  fr o m  

t h e G S L (2 0 ), w hi c h o b s er v e d si mil ar a q u ati c f u x e s  ( 0. 4 2 +/−  0. 0 8 m m ol C H4 / m2 / d a y), 

b ut  m u c h  l o w er  t err e stri al  f u x e s  ( 0. 4 7  +/ −  0. 1  m m ol  C H 4 / m2 / d a y).  T h eir  f n di n g s  of  

si mil ar t err e stri al a n d a q u ati c f u x e s  a n d mi ni m al f u x  v ari a bilit y b et w e e n sit e s di d n ot 

c orr o b or at e o ur r e s ult s. W e h y p ot h e si z e t h at t hi s di s p arit y i s d u e t o t h e di f er e n c e  i n 

s p ati al s c al e s f or o ur t w o st u di e s. C o b o et al. ( 2 0 ) e x a mi n e d t h e di f er e n c e s  b et w e e n 

b a si n s  o v er  kil o m et er  s c al e s.  T h eir  tr a n s e ct s  i n cl u d e d  st e e p  v erti c al  gr a di e nt s  o v er  a  

kil o m et er fr o m t h e c o nt e m p or ar y G S L s h or eli n e. O ur m e a s ur e m e nt s w er e o n t h e m et er 

s c al e a n d c e nt er e d o n t h e c o nt e m p or ar y l a k e s h or e. It i s o nl y wit h o ur hi g h er s p ati al 

r e s ol uti o n ( a n d s m all er s c o p e) t h at w e o b s er v e d e xtr e m el y hi g h m et h a n e f u x e s  a n d f u x  

v ari a bilit y. T o g et h er, C o b o’s a n d o ur r e s ult s s h o w t h at t h e G S L d o e s h a v e e xtr e m el y hi g h 

m et h a n e f u x  a cr o s s s e a s o n s; h o w e v er, t h e z o n e of hi g h e st f u x  i s l o c at e d j u st m et er s 

fr o m t h e c urr e nt s h or eli n e. 

N o v el m et h a n o g e n s li k el y c o ntri b ut e t o t h e G S L m et h a n e f u x  

T o e x a mi n e t h e e c ol o gi c al r el e v a n c e of t h e n o v el m et h a n o g e n i n t h e G S L e c o s yst e m, w e 

p erf or m e d 1 6 S r R N A a n d m cr A  g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g o n s a m pl e s fr o m a s oil c or e 

t a k e n fr o m t h e tr a n s e ct A 1 0- m s a m pl e, w h er e e xtr e m el y hi g h a n d v ari a bl e m et h a n e f u x  

w a s o b s er v e d ( Fi g. S 8 ). T h e 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n d at a r e v e al e d t h at a cr o s s all d e pt h s, 

C a . M. hill e m a ni w a s t h e s e c o n d m o st a b u n d a nt m et h a n o g e n, w hil e ot h er M et h a n o h al o­

p hil us  s e q u e n c e s w er e t h e f o urt h m o st a b u n d a nt ( Fi g. 4 B). D es ulf o v er mi c ul us w a s t h e 

m o st a b u n d a nt g e n u s of S R B ( Fi g. S 9). C a . M. hill e m a ni w a s si mil arl y a b u n d a nt a cr o s s 

all d e pt h s, a n d it r e pr e s e nt e d t h e l ar g e st fr a cti o n of t h e m et h a n o g e ni c c o m m u nit y n e ar 

t h e s urf a c e. T hi s s u g g e st s s o m e l e v el of O2  t ol er a n c e, c o n si st e nt wit h t h e hi g h er r el ati v e 

a b u n d a n c e of C a . M. hill e m a ni i n t h e O2  c o n diti o n of o ur c ult ur e e x p eri m e nt s ( Fi g. 2 B). 

T h e  m o st  a b u n d a nt  m et h a n o g e n s,  b y  f ar,  w er e  r e pr e s e nt e d  b y  a  gr o u p  of  1 1  p o orl y  

c h ar a ct eri z e d s e q u e n c e s. A cl a s si f er  tr ai n e d o n t h e A R B- sil v a 1 6 S r R N A g e n e d at a b a s e 

( v er si o n 1 3 8. 2) c o ul d o nl y i d e ntif y t h e s e s e q u e n c e s a s m e m b er s of t h e or d er M et h a n of as­

ti di os al es ( 7 3), w hil e B L A S T o nl y r etri e v e d “ u n c ult ur e d ar c h a e o n cl o n e” s e q u e n c e s. T h e 

r el ati v e a b u n d a n c e of all m et h a n o g e n s i n cr e a s e d wit h d e pt h, r a n gi n g fr o m ~ 0. 2 5 % at 

t h e s urf a c e t o o v er 2 % of t h e t ot al c o m m u nit y at t h e 1 5 – 1 8 c m d e pt h. 

T h e m o st a b u n d a nt m cr A g e n e a m pli c o n s e q u e n c e s w er e al s o p o orl y c h ar a ct eri z e d — 

t h eir t o p B L A S T hit s w er e t o s e q u e n c e s r e c o v er e d fr o m d e e p- s e a a n o xi c bri n e s ( Fi g. 4 C ). 

M et h a n o h al o p hil us  s e q u e n c e s t h at c o ul d n ot b e a s si g n e d t o a s p e ci f c  s p e ci e s w er e t h e 

n e xt m o st a b u n d a nt. Of t h e M et h a n o h al o p hil us  s e q u e n c e s t h at w er e i d e nti f e d t o t h e 

s p e ci e s l e v el, M. m a hii  w a s t h e m o st a b u n d a nt, f oll o w e d b y M. p ort u c al e nsis  a n d C a . M. 

hill e m a ni. Li k e t h e 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n d at a, t h e p o orl y c h ar a ct eri z e d s e q u e n c e s 

i n cr e a s e d i n r el ati v e a b u n d a n c e wit h i n cr e a si n g d e pt h. I n b ot h t h e 1 6 S r R N A a n d m cr A 

g e n e  a m pli c o n  d at a  s et s,  t h e  m o st  a b u n d a nt  m et h a n o g e ni c  s e q u e n c e s  w er e  p o orl y  

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 1 1  
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FI G 4 M et h a n e f u x  a n d m et h a n o g e ni c c o m m u nit y fr o m Bri d g er B a y o n t h e Gr e at S alt L a k e. (A ) M et h a n e f u x e s  m e a s ur e d fr o m Tr a n s e ct A at Bri d g er B a y i n M a y 

a n d J ul y of 2 0 2 5 s h o w a z o n e of hi g h t err e stri al m et h a n e f u x  1 0 – 1 5 m fr o m t h e s h or eli n e. (B ) R el ati v e a b u n d a n c e of di f er e nt  m et h a n o g e n s i n a s oil c or e t a k e n 

fr o m t h e Tr a n s e ct A 1 0 m f u x  sit e fr o m J ul y 1 5, 2 0 2 5, b a s e d o n 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g. F or m o st t a x a, t a x o n o mi c cl a s si f c ati o n  w a s d o n e at t h e 

g e n u s l e v el. C a . M. hill e m a ni w a s m a n u all y c at e g ori z e d b a s e d o n a o n e- n u cl e oti d e di f er e n c e  fr o m ot h er M et h a n o h al o p hil us 1 6 S r R N A g e n e s i n t h e a m pli f e d  

r e gi o n. S e q u e n c e s t h at c o ul d n ot b e a s si g n e d a g e n u s ar e l a b el e d “ F a mil y” or “ Or d er” pri or t o t h e n a m e. “ U n c ult ur e d M et h a n o g e n s” ( p o s si bl y m e m b er s of 

t h e or d er M et h a n of a sti di o s al e s, s e e m ai n t e xt) w er e t h e m o st a b u n d a nt s e q u e n c e s. O nl y m et h a n o g e n s e q u e n c e s ar e s h o w n. ( C ) m cr A g e n e a m pli c o n r el ati v e 

a b u n d a n c e i n t h e s a m e s oil c or e s a m pl e s a s ( B ), c orr o b or ati n g t h e pr e s e n c e of C a . M. hill e m a ni. Ot h er M et h a n o h al o p hil us m cr A g e n e s e q u e n c e s w er e al s o 

pr e s e nt, i n cl u di n g s o m e t h at c o ul d n ot b e cl a s si f e d  t o t h e s p e ci e s l e v el. F or m o st t a x a, t a x o n o mi c cl a s si f c ati o n  w a s d o n e at t h e s p e ci e s l e v el. F or t a x a t h at c o ul d 

n ot b e a s si g n e d t o s p e ci e s, “ F a mil y” or “ G e n u s” i s i n cl u d e d i n t h e n a m e. 

M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 1 2  
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C o n cl u si o n 

C a .  M et h a n o h al o p hil u s  hill e m a ni  i s  a  n o v el  m et h a n o g e n,  c oll e ct e d  fr o m  t h e  s o ut h 

ar m  of  t h e  G S L  w h e n  it s  s ali nit y  w a s  at  a n  all-ti m e  hi g h.  M et a pr ot e o mi c  a n al ysi s 

of  t hi s  or g a ni s m  s h o w e d  t h at  m et h a n o g e n e si s  a n d  o s m ot ol er a n c e  pr ot ei n s  h a d  hi g h 

b a s al  e x pr e s si o n.  T h e  e x pr e s si o n  of  t h e s e  pr ot ei n s  w a s  n ot  i m p a ct e d  b y  s ali nit y 

c h a n g e s,  s u g g e sti n g  t h at  f ut ur e  pr ot e o mi c  st u di e s  of  t h e M et h a n o h al o p hil us g e n u s 

s h o ul d  f o c u s  o n  p o st-tr a n sl ati o n al m o di f c ati o n  a n d  ot h er  f or m s  of  r e g ul ati o n,  f or 

e x a m pl e,  o n  t h e  pr ot ei n  a cti vit y  or  m et a b ol o m e  l e v el s.  L ar g e di f er e n c e s  i n  t h e 

e x pr e s s e d  pr ot e o m e  w er e  i n st e a d  o b s er v e d  i n  t h e  N 2 c o n diti o n,  w hi c h  l a c k e d  a  l ar g e 

p o p ul ati o n  of  t h e  S R B, D es ulf o v er mi c ul us .  I n  c o n diti o n s  u n d er  w hi c h C a .  M.  hill e m a ni 

a n d D es ulf o v er mi c ul us w er e  b ot h  pr e s e nt,  t h e  m et h a n o g e n  hi g hl y  e x pr e s s e d  m et al 

tr a n s p ort er s  a n d  c h el at a s e s.  W e  h y p ot h e si z e  t h at  wit h s u f ci e nt  H 2 ,  S R B  dir e ctl y 

c o m p et e  f or  a n d  r e d u c e  t h e  a v ail a bilit y  of  tr a c e  m et al s,  f or ci n g C a .  M.  hill e m a ni  t o 

i n v e st  i n  t h e  u pt a k e  of  m et al s  vit al  t o  it s  e n er g y  m et a b oli s m.  C o c ult uri n g  of  t h e  t w o 

al s o  l e d  t o  t h e  u pr e g ul ati o n  of  u ni q u e  i m m u n e-r e s p o n s e  a n d  D N A-r e p air  pr ot ei n s 

b y C a .  M.  hill e m a ni,  i n di c ati n g  t h e  a d a pt ati o n  of  n o v el  str at e gi e s  t o  t ol er at e s ul f d e  

str e s s  a n d/ or D es ulf o v er mi c ul us .  Hi g h  m et h a n e f u x  w a s  m e a s ur e d  fr o m  t h e  s h or e  of 

t h e  G S L,  a n d  a m pli c o n  d at a  of  a  s oil  c or e i d e nti f e d C a .  M.  hill e m a ni  t o  b e  pr e s e nt 

at si g ni f c a nt  l e v el s, c o n fr mi n g  t h e  e c ol o gi c al  r el e v a n c e  of  t hi s  n o v el  m et h a n o g e n. 

I n  s u m m ar y,  t hi s  st u d y  c ult ur e d  a  n o v el  m et h a n o g e n  fr o m  t h e  G S L,  d e m o n str at e d 

t h at  it s  p h ysi ol o g y  m a y  n ot  b e  c o ntr oll e d  a s  m u c h  b y  c h a n g e s  i n  s ali nit y  a s  b y 

c o m m u nit y  i nt er a cti o n s,  a n d i d e nti f e d it  i n  G S L  s oil s  e x hi biti n g  hi g h  m et h a n e f u x.  

A C K N O W L E D G M E N T S 

T hi s  w or k  w a s  s u p p ort e d  b y  N A S A  E x o bi ol o g y  a w ar d  8 0 N S S C 2 1 K 0 4 8 7  (t o  T. R. M.)  

a n d  D e p art m e nt  of  E n er g y,  O f c e  of  S ci e n c e,  Bi ol o gi c al  a n d  E n vir o n m e nt al  R e s e ar c h  

a w ar d  D E- S C 0 0 2 5 6 6 1  (t o  R. H.).  A  p orti o n  of  t hi s  r e s e ar c h  w a s  p erf or m e d  u n d er  

FI C U S  a w ar d  5 0 9 7 9 0  ( D OI: 1 0. 4 6 9 3 6/ f c s. pr oj. 2 0 2 3. 6 0 8 4 7/ 6 0 0 0 8 9 0 5 )  a n d  u s e d  r e s o ur­

c e s  at  t h e  E n vir o n m e nt al  M ol e c ul ar  S ci e n c e s  L a b or at or y,  a  D O E  O f c e  of  S ci e n c e  

Us er F a cilit y s p o n s or e d b y t h e Bi ol o gi c al a n d E n vir o n m e nt al R e s e ar c h pr o gr a m u n d er 

c o ntr a ct  n o.  D E- A C 0 5- 7 6 R L 0 1 8 3 0.  B att ell e  o p er at e s  P N N L  f or  t h e  D O E  u n d er  c o ntr a ct  

D E- A C 0 5 7 6 R L O 0 1 8 3 0. 

W e t h a n k B o n ni e B a xt er ( W e st mi n st er U ni v er sit y) f or h er g ui d a n c e o n f el d  s a m pli n g, 

A n g el  Ni et o  a n d  Ci ar a  Pi k e  f or  a s si st a n c e  d uri n g  f el d  w or k,  V er o ni k a  Ki v e n s o n  ( U C  

B er k el e y)  f or  h el pf ul  di s c u s si o n s  o n  p yrr ol ysi n e  a n d  alt er n ati v e  c o d o n  u s e,  a n d  t h e  

l a b or at or y of S a m a nt h a J o y e ( U ni v er sit y of G e or gi a) f or h el p i n q u a ntif yi n g m aj or i o n s 
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M o nt h X X X X   V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ s p e ctr u m. 0 0 4 1 2- 2 6 1 3  

https://gold.jgi.doe.gov/analysis_project?id=Ga0676469
https://doi.org/10.1128/spectrum.00412-26
https://journals.asm.org/journal/spectrum
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S u p pl e m e nt al M at eri al 

S u p pl e m e nt al f g ur e s  ( S p e ctr u m 0 0 4 1 2- 2 6- S 0 0 0 1. d o c x). Fi g ur e s S 1 t o S 1 1. 

S u p pl e m e nt al  t e xt  ( S p e ctr u m 0 0 4 1 2- 2 6- S 0 0 0 2. d o c x).  S u p pl e m e nt al  m et h o d s,  r e s ult s,  

a n d et y m ol o g y. 

S u p pl e m e nt al t a bl e s ( S p e ctr u m 0 0 4 1 2- 2 6- S 0 0 0 3. xl s x). T a bl e s S 1 t o S 1 7, S 1 9, a n d S 2 2. 

T a bl e  S 1 8  ( S p e ctr u m 0 0 4 1 2- 2 6- S 0 0 0 4. xl s x).  Q C  2 D  pl ot s  fr o m  t h e  pr e c ur s or  m a s s  

s p e ctr a; c hr o m at o gr a p h y a n d m a s s f e at ur e s. 

T a bl e  S 2 0  ( S p e ctr u m 0 0 4 1 2- 2 6- S 0 0 0 5. xl s x).  L o g 2  a n d  C L R  tr a n sf or m e d  p e pti d e  

a b u n d a n c e v al u e s. 

T a bl e  S 2 1  ( S p e ctr u m 0 0 4 1 2- 2 6- S 0 0 0 6. xl s x).  D e-l o g g e d  M et h n a o h al o p hil u s  p e pti d e  

a b u n d a n c e s,  n or m ali z e d  t o  t h e  r el ati v e  a b u n d a n c e  of  M et h n a o h al o p hil u s  i n  e a c h  
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