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T h e  M ol e c ul ar  Bi o s ci e n c e  Pr o gr a m ( M B S P);

N ati o n al  S ci e n c e  F o u n d ati o n,  Gr a nt/ A w ar d

N u m b er:  E A R- 1 8 2 0 6 5 8;  F a mil y of  B e v erl y

F er g u s o n

A b str a ct  
El e m e nt al s ulf ur ( S 8

0 )- o xi di si n g  S ulf ol o b al e s ( Ar c h a e a) d o mi n at e hi g h-
t e m p er at ur e a ci di c h ot s pri n g s ( > 8 0 C, p H  < 4).  H o w e v er, g e n o mi c a n al y s e s
of  S 8

0 - o xi di si n g  m e m b er s of t h e  S ulf ol o b al e s r e v e al a p at c h y di stri b uti o n of
g e n e s e n c o di n g s ulf ur o x y g e n a s e r e d u ct a s e ( S O R), a n  S 8

0 di s pr o p orti o n at -
i n g e n z y m e attri b ut e d t o  S8

0 o xi d ati o n.  H er e,  w e r e p ort t h e  S 8
0 - d e p e n d e nt

gr o wt h of t w o  S ulf ol o b al e s str ai n s pr e vi o u sl y i s ol at e d fr o m a ci di c h ot s pri n g s
i n  Y ell o w st o n e  N ati o n al  P ar k, o n e of  w hi c h a s s o ci at e d  wit h b ul k  S8

0 d uri n g
gr o wt h a n d o n e t h at di d n ot.  T h e g e n o m e s of e a c h str ai n e n c o d e d diff er e nt
s ulf ur  m et a b oli s m e n z y m e s,  wit h o nl y o n e e n c o di n g  S O R.  Di al y si s  m e m -
br a n e e x p eri m e nt s s h o w e d t h at dir e ct c o nt a ct i s n ot r e q uir e d f or  S 8

0 o xi d a -
ti o n i n t h e  S O R- e n c o di n g str ai n.  T hi s i s attri b ut e d t o t h e g e n er ati o n of
h y dr o g e n s ulfi d e ( H 2 S) fr o m  S 8

0 di s pr o p orti o n ati o n t h at c a n diff u s e o ut of
t h e c ell t o s ol u bili s e b ul k  S8

0 t o f or m s ol u bl e p ol y s ulfi d e s ( Sx
2  ) a n d/ or  S8

0

n a n o p arti cl e s t h at r e a dil y diff u s e a cr o s s di al y si s  m e m br a n e s.  T h e  S ulf ol o-
b al e s str ai n l a c ki n g  S O R r e q uir e d dir e ct c o nt a ct t o o xi di s e  S 8

0 ,  w hi c h c o ul d
b e o v er c o m e b y t h e a d diti o n of  H 2 S.  Hi g h c o n c e ntr ati o n s of  S 8

0 i n hi bit e d
t h e gr o wt h of b ot h str ai n s.  T h e s e r e s ult s i m pli c at e alt er n ati v e str at e gi e s t o
a c q uir e a n d  m et a b oli s e s ulf ur i n  S ulf ol o b al e s a n d h a v e i m pli c ati o n s f or t h eir
di stri b uti o n a n d e c ol o g y i n t h eir h ot s pri n g h a bit at s.

I N T R O D U C TI O N 

M e m b er s of t h e ar c h a e al or d er  S ulf ol o b al e s d o mi n at e
a ci di c ( p H < 4. 0) a n d hi g h-t e m p er at ur e ( > 8 0  C) h ot
s pri n g s ( C ol m a n et al., 2 0 1 8 ; Ji a n g et al., 2 0 1 6 ;  Ur bi et a
et al., 2 0 1 5 ;  W ar d et al., 2 0 1 7 ). S ulf ol o b u s , t h e fir st
g e n u s of  S ulf ol o b al e s d e s cri b e d,  w a s s h o w n t o c at al-
y s e t h e o x y g e n ( O 2 )- d e p e n d e nt o xi d ati o n of ort h or h o m-
bi c el e m e nt al s ulf ur ( S 8

0 ), g e n er ati n g s ulf uri c a ci d
( H2 S O 4 ) a s a pr o d u ct ( Br o c k et al., 1 9 7 2 ).  T hi s o b s er-
v ati o n h el p e d t o e x pl ai n t h e a ci difi c ati o n of h ot s pri n g s
s o ur c e d b y h y dr o g e n s ulfi d e ( H 2 S)-ri c h v ol c a ni c g a s
( Br o c k et al., 1 9 7 2 ;  M o s s er et al., 1 9 7 3 ).  M or e s p e cifi-
c all y, t h e  O 2 - d e p e n d e nt o xi d ati o n of  H2 S g e n er at e s
t hi o s ulf at e ( S2 O 3

2  ),  w hi c h di s pr o p orti o n at e s at a ci di c
p H t o f or m  S 8

0 a n d s ulfit e ( S O 3
2  ), t h e l att er of  w hi c h i s

al s o u n st a bl e i n t h e pr e s e n c e of  O 2 a n d o xi di s e s t o
f or m  S O4

2  .  H o w e v er, t h e s e c oll e cti v e r e a cti o n s d o n ot
g e n er at e n et a ci dit y ( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ;
N or d str o m et al., 2 0 0 5 ;  Si m s et al., 2 0 2 3 ).  R at h er, it i s
t h e  O2 - d e p e n d e nt o xi d ati o n of  S8

0 t h at g e n er at e s n et
a ci dit y i n t h e f or m of  H 2 S O 4 . Y et, S8

0 i s st a bl e i n t h e
a b s e n c e of  mi cr o bi al c at al y st s ( N or d str o m et al., 2 0 0 5 ;
X u et al., 1 9 9 8 ).  M e m b er s of t h e or d er  S ulf ol o b al e s
t h er ef or e b e c a m e  m o d el s t o u n d er st a n d t h e o xi d ati o n
of  S 8

0 i n a ci di c hi g h-t e m p er at ur e h ot s pri n g s ( Br o c k
et al., 1 9 7 2 ;  C ol m a n et al., 2 0 1 8 ;  M o s s er et al., 1 9 7 3 ;
S hi v v er s  &  Br o c k, 1 9 7 3 ).

Aft er > 5 0 y e ar s of st u d y of  S ulf ol o b al e s, s e v er al
t h e m e s h a v e e m er g e d of t h eir e c ol o g y, p h y si ol o g y a n d
e v ol uti o n.  F or e x a m pl e, all c ulti v at e d  m e m b er s of  S ulf o-
l o b al e s ar e t h er m o a ci d o p hil e s t h at t e n d t o b e
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m et a b oli c all y fl e xi bl e, gr o wi n g a er o bi c all y or a n a er o bi -
c all y t hr o u g h c h e m o a ut otr o p hi c, c h e m o h et er otr o p hi c or
c h e m olit h o h et er otr o p hi c p at h w a y s ( A m e n a b ar
et al., 2 0 1 8 ;  C ol m a n et al., 2 0 1 8 ;  C o u nt s et al., 2 0 2 1 ;
J o h n s o n, 1 9 9 8 ; J o h n s o n  &  Q u atri ni, 2 0 2 0 ; L e wi s
et al., 2 0 2 1 ; Li u et al., 2 0 2 1 ).  F urt h er, r e c e nt p h yl o g e-
n o mi c a n al y s e s s u g g e st t h at  S ulf ol o b al e s di v er sifi e d
fr o m t h eir n e utr o p hili c a n c e st or s  1. 0 – 0. 6  M a, c oi n ci -
d e nt  wit h t h e ri s e of at m o s p h eri c  O 2 c o n c e ntr ati o n s t o
n e ar pr e s e nt- d a y l e v el s ( C ol m a n et al., 2 0 1 8 ).  Y et,
g e n o mi c a n al y s e s of  S ulf ol o b al e s hi g hli g ht  m a n y
r e m ai ni n g u n a n s w er e d q u e sti o n s of  S ulf ol o b al e s p h y si-
ol o g y a n d e c ol o g y.  F or e x a m pl e, t h e  m aj orit y of t h e
pr ot ei n s e n c o d e d b y  S ulf ol o b al e s h a v e u n d e s cri b e d
f u n cti o n s ( C o u nt s et al., 2 0 2 1 ), a n d littl e i s k n o w n a b o ut
t h e f e e d b a c k s t h at all o w e d f or t h e di v er sifi c ati o n of  S ul-
f ol o b al e s i nt o t h e a ci di c h a bit at s t h at t h e y h el p e d cr e at e
( C ol m a n et al., 2 0 1 8 ;  C o u nt s et al., 2 0 2 1 ).  P er h a p s t h e
l ar g e st g a p i n u n d er st a n di n g i s t h e a p p ar e nt v ari ati o n
i n t h e p at h w a y s of  S8

0 o xi d ati o n i n  S ulf ol o b al e s.
T h e o nl y c h ar a ct eri s e d p at h w a y f or  S 8

0 o xi d ati o n i n
S ulf ol o b al e s st art s  wit h t h e  O 2 - d e p e n d e nt s ulf ur o x y g e-
n a s e r e d u ct a s e ( S O R) e n z y m e t h at c at al y s e s t h e di s -
pr o p orti o n ati o n of  S 8

0 t o f or m  H2 S,  S O 3
2   a n d  S 2 O 3

  i n
t h e c yt o pl a s m of c ell s ( Kl et zi n, 1 9 8 9 , 1 9 9 2 ;  Uri c h
et al., 2 0 0 4 , 2 0 0 6 ).  S ur pri si n gl y, o nl y  m e m b er s of t h e
S ulf ol o b al e s g e n er a A ci di a n u s , S ulf uri s p h a er a , St y gi o-
l o b u s a n d S ulf uri ci diif e x e n c o d e  S O R ( C o u nt s
et al., 2 0 2 1 ; Li u et al., 2 0 2 1 ),  w hil e  m a n y ot h er  S8

0 -
o xi di si n g  S ulf ol o b al e s g e n er a, i n cl u di n g M et all o-
s p h a er a , S ulf ol o b u s a n d S a c c h ar ol o b u s d o n ot e n c o d e
S O R ( C o u nt s et al., 2 0 2 1 ; Ji a n g et al., 2 0 1 4 ; Li u
et al., 2 0 2 1 ;  S a k ai  &  K ur o s a w a, 2 0 1 8 ).  F urt h er,  m a n y
S ulf ol o b al e s g e n o m e s h a v e b e e n a s s e m bl e d fr o m
m et a g e n o mi c s e q u e n c e s t h at al s o d o n ot e n c o d e  S O R
( C ol m a n et al., 2 0 2 2 ;  Si m s et al., 2 0 2 3 ).  H o w e v er,  wit h-
o ut c ulti v ati o n d at a, it c a n n ot b e a s s u m e d t h at t h e y c a n
o xi di s e  S 8

0 .  Tr a n s cri pt o mi c a n d c o m p ar ati v e g e n o mi c
st u di e s h a v e b e e n u s e d t o s u g g e st t h at s ulf ur di o x y-
g e n a s e ( S D O),  N A D P H: s ulf ur o xi d or e d u ct a s e ( N S R),
or h et er o di s ulfi d e r e d u ct a s e ( H D R)  m a y b e i n v ol v e d i n
S 8

0 - o xi d ati o n i n  m e m b er s of t h e  S ulf ol o b al e s t h at l a c k
S O R ( C ol m a n et al., 2 0 2 2 ; Ji a n g et al., 2 0 1 4 ;  W a n g
et al., 2 0 2 0 ).

S 8
0 h a s a l o w s ol u bilit y ( < 5 0 0 n M at 8 0  C;

K a m y s h n y, 2 0 0 9 ), s u g g e sti n g t h at c ell s  m u st a s s o ci at e
wit h t h e s urf a c e of t h e  mi n er al t o di s pr o p orti o n at e or
o xi di s e it ( W ei s s, 1 9 7 3 ) or s o m e h o w ot h er wi s e pr o m ot e
it s s ol u bili s ati o n. I nt er e sti n gl y, t h er m o a ci d o p hili c
Ar c h a e a t h at r e d u c e  S 8

0 , i n cl u di n g a  m e m b er of t h e
S ulf ol o b al e s ( A ci di a n u s str ai n  D S 8 0) t h at e n c o d e s
S O R,  w er e s h o w n t o n ot a s s o ci at e  wit h b ul k  S 8

0 d uri n g
gr o wt h ( A m e n a b ar  &  B o y d, 2 0 1 8 ;  B o y d  &
Dr u s c h el, 2 0 1 3 ).  R at h er, t h e s e c ell s r e d u c e d s ol u bl e
n a n o p arti c ul at e  S 8

0 t h at f or m e d  w h e n bi ol o gi c all y pr o-
d u c e d  H 2 S r e a ct e d  wit h b ul k  S 8

0 , g e n er ati n g p ol y s ul-
fi d e ( Sx

2  ) t h at r a pi dl y di s pr o p orti o n at e s at a ci di c p H t o

pr o d u c e s ol u bl e  m ol e c ul ar  S 8 ri n g s.  D u e t o t h eir h y dr o-
p h o bi cit y, t h e s e  S 8 ri n g s r a pi dl y a g gr e g at e t o f or m
n a n o p arti c ul at e  S 8

0 .  T h e s e c oll e cti v e o b s er v ati o n s
r ai s e t h e q u e sti o n of  w h et h er a si mil ar  m e c h a ni s m
mi g ht b e i n v ol v e d i n t h e s ol u bili s ati o n of  S 8

0 i n  S O R-
e n c o di n g  S ulf ol o b al e s str ai n s a n d  w h et h er t hi s  mi g ht
c o ntri b ut e diff er e n c e s t o t h e r e s p e cti v e e c ol o gi e s of
S O R- v er s u s n o n- S O R- e n c o di n g str ai n s, s u c h a s
pl a n kt o ni c or  mi n er al- s urf a c e a s s o ci at e d gr o wt h.

W e pr e vi o u sl y i s ol at e d t w o n e w  S ulf ol o b al e s str ai n s
c a p a bl e of o xi di si n g  S 8

0 fr o m a ci di c h ot s pri n g s i n  Y el-
l o w st o n e  N ati o n al  P ar k ( Y N P),  W y o mi n g,  U S A.  O n e
str ai n, St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 e n c o d e s  S O R,  w h er e a s
t h e ot h er str ai n,  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5, d o e s n ot
e n c o d e  S O R.  Mi cr o s c o pi c a n al y s e s of t h e t w o c ult ur e s
gr o w n u n d er  S 8

0 - o xi di si n g c o n diti o n s r e v e al e d t h at St y-
gi ol o b u s s p.  R P 8 5 di d n ot a s s o ci at e  wit h  S 8

0 d uri n g
S 8

0 - d e p e n d e nt gr o wt h,  w h er e a s  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5
w a s r e g ul arl y a s s o ci at e d  wit h  S 8

0 p arti cl e s.  H er e,  w e
h y p ot h e si s e t h at  S O R all o w s St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 t o
gr o w  wit h o ut dir e ct c o nt a ct  wit h  S 8

0 si n c e  H 2 S, a pr o d -
u ct of  S 8

0 di s pr o p orti o n ati o n, c a n i niti at e t h e pr o d u cti o n
of  S x

2   a n d s ol u bl e n a n o p arti c ul at e  S 8
0 , a s d e s cri b e d

a b o v e. I n c o ntr a st,  w e h y p ot h e si s e d t h at  S ulf ol o b al e s
s p.  R B 8 5  w o ul d r e q uir e dir e ct c o nt a ct  wit h  S 8

0 t o o xi-
di s e it.  T h e r e s ult s of e x p eri m e nt s ai m e d at t e sti n g
t h e s e h y p ot h e s e s s h e d n e w li g ht o n r el e v a nt p h y si ol o g-
i c al diff er e n c e s a m o n g  m e m b er s of t h e  S ulf ol o b al e s
t h at li k el y c o ntri b ut e t o t h e p artiti o ni n g of t h e  S8

0 o xi d a -
ti o n ni c h e, t h er e b y e n a bli n g t h eir st a bl e c o- e xi st e n c e.

E X P E RI M E N T A L  P R O C E D U R E S  

Str ai n  s el e cti o n  

St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 a n d  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5  w er e
i s ol at e d fr o m ‘R e al g ar  P o ol ’ ( R P; p H 3. 9, T 8 5. 8  C;
4 4. 7 3 5 5 8  N, 1 1 0. 7 0 7 0 5  W) a n d ‘R e d  B u b bl er ’ ( R B;
p H 3. 0, T 9 0  C; 4 4. 7 2 6 5 0  N, 1 1 0. 7 0 9 0 0  W), r e s p e c -
ti v el y, b ot h l o c at e d at  N orri s  G e y s er  B a si n,  Y N P
( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ). St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5
w a s i s ol at e d u n d er a ut otr o p hi c a n d  mi cr o a er o p hili c
H 2 S- o xi di si n g c o n diti o n s at 8 5  C a n d p H 4. 0, a n d it c a n
al s o o xi di s e  S 8

0 .  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5  w a s i s ol at e d
u n d er a ut otr o p hi c a n d  mi cr o a er o p hili c  H 2 S- o xi di si n g
c o n diti o n s at 8 5  C a n d p H 3. 0, a n d it c a n al s o o xi di s e
S 8

0 a n d  H 2 ( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ).

C ult ur e  c o n diti o n s  

St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 a n d  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5  w er e
c ulti v at e d i n b a s e s alt s  m e di u m a m e n d e d  wit h 2 0 %
filt er- st erili s e d ( 0. 2 2 μ m) a n d a ut o cl a v e d s o ur c e  w at er
fr o m e a c h r e s p e cti v e h ot s pri n g  w h er e t h e str ai n s  w er e
ori gi n all y i s ol at e d.  F or St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5, t hi s  w a s

2 of  1 2  F E R N A N D E S- M A R TI N S E T  A L .
E N VI R O N M E N T A L MI C R O BI O L O G Y 

 14622920, 2024, 9, 
Do

wnloaded fro
m https://enviro

micro-journals.onlinelibrary.
wiley.co

m/doi/10.1111/1462-2920.16691 by 
Montana 

State 
University 

Library, 
Wiley 

Online 
Library on [29/10/2024]. 

See the 
Ter

ms and 
Conditions (https://onlinelibrary.

wiley.co
m/ter

ms-and-conditions) on 
Wiley 

Online 
Library for rules of use; 

O
A articles are governed by the applicable 

Creative 
Co

m
mons 

License 

https://enviromicro-journals.onlinelibrary.wiley.com/action/rightsLink?doi=10.1111%2F1462-2920.16691&mode=


‘R e al g ar  P o ol ’ ( p H 3. 9, T 8 5. 8  C) a n d f or  S ulf ol o b al e s
s p.  R B 8 5, it  w a s ‘R e d  B u b bl er ’ ( p H 3. 0, T 9 0  C).  A d di -
ti o n al d et ail s of t h e s pri n g s ar e r e p ort e d el s e w h er e
( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ).  B a s e s alt s  m e di u m
c o nt ai n e d:  N H 4 Cl ( 0. 3 3 g L  1 ),  K Cl ( 0. 3 3 g L 1 ),  C a Cl2
 2 H 2 O ( 0. 3 3 g L  1 ),  M g Cl2  6 H 2 O ( 0. 3 3 g L  1 ) a n d
K H 2 P O 4 ( 0. 3 3 g L 1 ) ( B o y d et al., 2 0 0 7 ).  T h e p H of t h e
b a s e s alt s/filt er e d s pri n g  w at er  m e di u m  w a s a dj u st e d t o
t h e p H of t h e s pri n g  w h er e t h e str ai n  w a s i s ol at e d u si n g
0. 5  N  H Cl.  T h e t ot al  Cl   c o nt e nt of t h e b a s e  m e di u m
( 8 0 0  m g L  1 ) i s si mil ar t o t h e a m o u nt of  Cl  i n t h e h ot
s pri n g s (  6 0 0  m g L  1 )  w h er e t h e s e or g a ni s m s  w er e
ori gi n all y i s ol at e d ( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ).
Fift y-fi v e  millilitr e s of b a s e s alt s/filt er e d s pri n g  w at er
m e di u m  w a s di s p e n s e d i nt o 1 6 0  m L s er u m b ottl e s t h at
w er e t h e n s e al e d  wit h bl a c k b ut yl r u b b er st o p p er s.
S e al e d s er u m b ottl e s  w er e a ut o cl a v e d a n d t h e n  S 8

0

( 0. 1 6 or 1. 6 g L 1 ; st erili s e d at 1 0 0 C, 2 h)  w a s a d d e d
t o t h e s er u m b ottl e s o n c e t h e y c o ol e d t o b el o w 1 0 0 C.
F oll o wi n g t h e a d diti o n of  S 8

0 a n d  w hil e still h ot, vi al s
a n d t h eir c o nt e nt s  w er e p ur g e d f or 2 0  mi n  wit h  N 2

p a s s e d o v er h e at e d ( 3 5 0  C) a n d  H 2 -r e d u c e d c o p p er
s h a vi n g s.  N e xt, t h e h e a d s p a c e  w a s p ur g e d  wit h a  mi x -
t ur e of  N2 : c ar b o n di o xi d e ( C O2 ) ( 8 0: 2 0) f or 5  mi n, a n d
vi al s  w er e pl a c e d i n a n 8 0  C i n c u b at or.  T h e h e a d s p a c e
w a s e q uili br at e d t o at m o s p h eri c pr e s s ur e aft er 2 h i n c u -
b ati o n, f oll o w e d b y t h e a d diti o n of a n o xi c a n d filt er-
st erili s e d ( 0. 2 2 μ m) s ol uti o n s of  W olf e ’s vit a mi n s
( Atl a s, 2 0 0 4 ) a n d  S L- 1 0  m et al s ( Wi d d el, 1 9 8 3 ) t o fi n al
c o n c e ntr ati o n s of 1  m L L  1 e a c h.  O x y g e n ( O 2 ) ( a s air)
w a s a d d e d t o t h e h e a d s p a c e t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of
2 % v ol./ v ol.  T h e fi n al h e a d s p a c e c o nt ai n e d a p pr o xi -
m at el y 7 8 %  N 2 , 2 0 %  C O2 a n d 2 %  O 2 , a s d e s cri b e d
a b o v e. I n o c ul u m f or u s e i n  S 8

0 o xi d ati o n e x p eri m e nt s
w a s gr o w n  wit h  H 2 S ( a d d e d a s  N a 2 S) a s a n el e ctr o n
d o n or t o  mi ni mi s e t h e c arr y o v er of  S 8

0 , a s pr e vi o u sl y
d e s cri b e d ( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ).  Fi v e  millili-
tr e s ( 1/ 1 0 dil uti o n) of a l o g p h a s e c ult ur e  wit h
d e pl et e d  H 2 S ( b el o w t h e li mit of d et e cti o n of 2 μ M)  w a s
u s e d a s i n o c ul u m, a n d c ult ur e s  w er e i n c u b at e d o n a
s h a ki n g ( 5 0 r ot ati o n s p er  mi n) pl atf or m i n c u b at or at
a t e m p er at ur e of 8 0  C.

M o nit ori n g  of  gr o wt h  a n d  a cti vit y  

T h e pr o d u cti o n of c ell s  w a s  m o nit or e d b y filt eri n g s u b -
s a m pl e s of c ult ur e o n bl a c k, 0. 2 2 μ m p ol y c ar b o n at e fil -
t er s ( Milli p or e  Si g m a,  Bill eri c a,  M A), st ai ni n g  wit h
4 0, 6- di a mi di n o- 2- p h e n yli n d ol e ( D A PI) ( 2 μ g m L  1 fi n al
c o n c e ntr ati o n) f or 1 0  mi n, a n d e n u m er ati o n o n a n  E v o s
fl u or e s c e nt  mi cr o s c o p e ( T h er m o Fi s h er  S ci e ntifi c,  W al-
t h a m,  M A,  U S A).  T h e c o n c e ntr ati o n of t ot al a q u e o u s
s ulfi d e ( H 2 S/ H S  / S2   a n d a ci d v ol atil e  m et al s ulfi d e s)
i n c ult ur e s  w a s q u a ntifi e d u si n g t h e  m et h yl e n e bl u e
r e d u cti o n a s s a y ( F o g o  &  P o p o w s k y, 1 9 4 9 ),  w hil e t h e
pr o d u cti o n of s ulf at e ( S O 4

2  ) i n c ult ur e s  w a s q u a ntifi e d

u si n g a b ari u m c hl ori d e t ur bi dit y a s s a y ( K ol m ert
et al., 2 0 0 0 ).

E v al u ati n g  t h e r e q uir e m e nt  f or dir e ct  
c o nt a ct  t o S 8  

0  mi n er al  

T h e r e q uir e m e nt f or dir e ct c o nt a ct of St y gi ol o b u s
s p.  R P 8 5 a n d  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 c ell s  wit h  S 8

0

( 0. 1 6 g L 1 ) t o c at al y s e t h e o xi d ati o n of t h e  mi n er al  wit h
O 2 a s t h e el e ctr o n a c c e pt or  w a s i n v e sti g at e d u si n g di al -
y si s  m e m br a n e s  wit h 3. 5 k D a p or e si z e s ( S p e ctr u m
L a b or at ori e s,  G ar d e n a,  C A).  Bri efl y, di al y si s  m e m -
br a n e s a n d cli p s  w er e cl e a n e d  wit h a ut o cl a v e d  Milli- Q
w at er a n d 5 0 % et h a n ol i n c u b ati o n st e p s, a s pr e vi o u sl y
d e s cri b e d ( A m e n a b ar  &  B o y d, 2 0 1 8 ;  P a y n e
et al., 2 0 2 1 ).  Aft er cl e a ni n g, di al y si s  m e m br a n e s  w er e
k e pt  m oi st a n d  m a ni p ul at e d i n si d e a  U V-tr e at e d l a mi n ar
fl o w h o o d.  O n e e n d of e a c h di al y si s  m e m br a n e  w a s
s e al e d  wit h a cli p s o t h at st erili s e d  S 8

0 c o ul d b e a d d e d,
f oll o w e d b y a d diti o n of 1  m L of st eril e b a s e s alt  m e di u m
( at t h e a p pr o pri at e p H f or e a c h str ai n).  T h e n, t h e ot h er
e n d  w a s al s o s e al e d  wit h a cli p, a n d di al y si s  m e m -
br a n e s  w er e a g ai n ri n s e d  wit h a ut o cl a v e d  Milli- Q t o
mi ni mi s e p ot e nti al  S 8

0 c o nt a mi n ati o n o n t h e o ut si d e of
t h e  m e m br a n e s.

T h e eff e ct of  H 2 S (  1 5 μ M a d d e d a s  N a 2 S) a m e n d -
m e nt o n t h e r e q uir e m e nt f or dir e ct c o nt a ct  wit h  S 8

0 t o
c at al y s e t h e o xi d ati o n of t h e  mi n er al  wit h  O 2 a s t h e
el e ctr o n a c c e pt or  w a s e v al u at e d b y s e q u e st eri n g  mi n -
er al i n di al y si s  m e m br a n e s i n c ult ur e s of  S ulf ol o b al e s
s p.  R B 8 5.  U ni n o c ul at e d a bi oti c c o ntr ol s a n d p o siti v e
c o ntr ol s t h at all o w e d f or dir e ct c o nt a ct  wit h t h e  mi n er al
w er e i n cl u d e d.  Di al y si s  m e m br a n e s a n d cli p s  w er e
i n cl u d e d i n b ot h s et s of c o ntr ol s.

P h yl o g e n o mi c  a n d  g e n o mi c  
c h ar a ct eri s ati o n  

T h e dr aft g e n o m e s e q u e n c e s of St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5
a n d  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5  w er e g e n er at e d a s pr e vi -
o u sl y d e s cri b e d a n d ar e d e p o sit e d u n d er  Bi o Pr oj e ct
P R J N A 1 0 1 9 7 6 3, e x c e pt f or t h e tr a n sl at e d pr ot ei n c o n -
t e nt f or  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5,  w hi c h  w a s pr o vi d e d i n
T a bl e S 2 ( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ).  T h e t w o
dr aft g e n o m e s of t h e i s ol at e s, al o n g  wit h 1 9 t y p e str ai n s
of t h e  S ulf ol o b al e s or d er, a n d o ut gr o u p t a x a ( D e s ulf ur-
o c c o c u s a m yl ol yti c u s , D e s ulf ur o c c o c u s  m u c o s u s ,
T h er m o gl a di u s c al d er a e a n d T h er m o s p h a er a a g gr e-
g a n s )  w er e s u bj e ct e d t o  m ar k er g e n e (n =  3 0) i d e ntifi -
c ati o n, ali g n m e nt a n d c o n c at e n ati o n u si n g
M ar k erfi n d er ( htt p s:// git h u b. c o m/f a yl w ar d/ m ar k erfi n d er #
m ar k erfi n d er ).  T h e r e s ult a nt ali g n m e nt bl o c k  w a s s u b-
j e ct e d t o p h yl o g e n o mi c r e c o n str u cti o n u si n g t h e s oft-
w ar e I Q- Tr e e ( v. 1. 6. 1 1) ( N g u y e n et al., 2 0 1 5 )  wit h t h e
l e a n d g a s c u el ( L G)  m o d el s p e cifi c ati o n a n d 1 0 0 0
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‘ultr af a st ’ b o ot str a p r e pli c at e s, a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d
( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ).

T h e  B a si c L o c al  Ali g n m e nt  S e ar c h  T o ol ( B L A S T p)
( B or at y n et al., 2 0 1 2 )  w a s u s e d t o i d e ntif y h o m ol o g u e s
i n v ol v e d ( or pr o p o s e d t o b e) i n t h e st e p s of di s si mil a-
t or y s ulf ur  m et a b oli s m, i n cl u di n g: s ulfi d e: q ui n o n e o xi d o-
r e d u ct a s e ( S Q R); s ulf ur o x y g e n a s e:r e d u ct a s e ( S O R);
S D O;  H D R,  H dr A B 1 B 2 C 1 C 2; s ulf ur/ p ol y s ulfi d e r e d u c -
t a s e ( Sr e A B C); c yt o c hr o m e c o xi d a s e s u b u nit I ( C o x).
Q u er y s e q u e n c e s f or u s e i n  B L A S T p  w er e h o m ol o g u e s
fr o m t h e g e n o m e s of str ai n s  wit h d e m o n str at e d  m et a-
b oli c a cti vit y (i. e., A ci di a n u s a m bi v al e n s , A ci di a n u s
bri erl e yi a n d M et all o s p h a er a pr u n a e ).  A n E - v al u e c ut off
of 1. 0 e  5 0 , a n a mi n o a ci d i d e ntit y of > 5 0 %, a n d a c o v-
er a g e of > 6 0 % of t h e q u er y s e q u e n c e  w er e u s e d t o
i d e ntif y h o m ol o g u e s ( T a bl e s S 1 ;  F er n a n d e s- M arti n s
et al., 2 0 2 4 ).

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

P h yl o g e n o mi c  a n al y s e s  a n d  g e n o mi c  
c h ar a ct eri s ati o n  of  S ulf ol o b al e s  str ai n s  

A p h yl o g e n o mi c r e c o n str u cti o n of St y gi ol o b u s
s p.  R P 8 5 a n d  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5, al o n g  wit h

c ulti v at e d  S ulf ol o b al e s str ai n s ( n =  1 9),  w a s c o n -
str u ct e d a n d a n n ot at e d  wit h e x p eri m e nt al d at a c o m -
pil e d fr o m pr e vi o u s st u di e s t h at r e p ort  w h et h er t h e
or g a ni s m c o ul d o xi di s e  S 8

0 ( Fi g ur e 1 ).  Si mil arl y, t h e
pr e s e n c e a n d a b s e n c e of s ulf ur o xi d or e d u ct a s e ( S O R)
h o m ol o g u e s  w a s o v erl ai d o n t h e p h yl o g e n y, a m o n g
ot h er pr ot ei n h o m ol o g u e s i n v ol v e d i n s ulf ur  m et a b o -
li s m.  O nl y 2 of t h e 2 1  S ulf ol o b al e s i n cl u d e d i n t h e p h y-
l o g e n y h a v e n ot b e e n e x p eri m e nt all y s h o w n t o o xi di s e
S 8

0 : St y gi ol o b u s a z ori c u s a n d S a c c h ar ol o b u s c al di s si-
m u s . S. a z ori c u s w a s i niti all y r e p ort e d a s a stri ct a n a er -
o b e t h at c o u pl e d  H 2 o xi d ati o n  wit h  S 8

0 r e d u cti o n
( S e g er er et al., 1 9 9 1 ), alt h o u g h  m or e r e c e nt g e n o mi c
s e q u e n ci n g d at a r e v e al e d t h e pr e s e n c e of  C o x pr ot ei n
h o m ol o g u e s i n di c ati v e of a n a bilit y t o r e s pir e a er o bi -
c all y ( C o u nt s et al., 2 0 2 1 ). I n a d diti o n, r e c e ntl y i s ol at e d
St y gi ol o b u s str ai n s  w er e s h o w n t o a er o bi c all y o xi di s e
S 8

0 ( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ;  S a k ai et al., 2 0 2 2 ).
T h u s, it c a n n ot b e r ul e d o ut t h at S. a z ori c u s c a n o xi di s e
S 8

0 .  O n t h e ot h er h a n d, S. c al di s si m u s i s a f a c ult ati v el y
a n a er o bi c ir o n r e d u c er t h at  w a s e x p eri m e nt all y s h o w n
n ot t o o xi di s e  S 8

0 w h e n pr o vi d e d  wit h  O 2 ( S a k ai  &
K ur o s a w a, 2 0 1 8 ).

T h e p h yl o g e n eti c di stri b uti o n of  S O R, t h e  m o st
c o m m o n e n z y m e attri b ut e d t o  S 8

0 o xi d ati o n i n t h e  S ul-
f ol o b al e s ( C o u nt s et al., 2 0 2 1 ;  F err eir a et al., 2 0 2 2 ; Li u

F I  G U R  E  1  P h yl o g e n o mi c r e c o n str u cti o n of c ulti v at e d  S ulf ol o b al e s str ai n s ( n =  1 9) fr o m pr e vi o u s st u di e s a n d  S ulf ol o b al e s i s ol at e s u s e d i n
t hi s st u d y ( S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 a n d St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5).  T h e  M a xi m u m- Li k eli h o o d p h yl o g e n y  w a s c o n str u ct e d u si n g a n ali g n m e nt of

m ar k er g e n e s ( n =  3 0) a n d t h e L G s u b stit uti o n  m o d el, a d a pt e d fr o m ( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ).  N u m b er s o n e d g e s i n di c at e b o ot str a p
v al u e s ( o ut of 1 0 0 0 r e pli c at e s).  All r e pr e s e nt ati v e str ai n s h a v e t h e d e m o n str at e d a bilit y t o o xi di s e ort h or h o m bi c el e m e nt al s ulf ur ( S 8

0 ), e x c e pt f or

St y gi ol o b u s a z ori c u s a n d S a c c h ar ol o b u s c al di s si m u s (r ef er e n c e s i n  T a bl e S 1 ).  T h e pr e s e n c e of h o m ol o g u e s of k e y s ulf ur- m et a b oli si n g e n z y m e s
i s  m a p p e d t o e a c h  m et a g e n o m e- a s s e m bl e d g e n o m e or g e n o m e ( gr e y s h a d e i n di c at e s pr e s e n c e).  A bf d, 4- h y dr o x y b ut a n o yl- C o A d e h y dr at a s e;
C o x, c yt o c hr o m e c o xi d a s e s u b u nit I;  H dr A B 1 B 2 C 1 C 2, h et er o di s ulfi d e r e d u ct a s e;  S O R, s ulf ur o xi d or e d u ct a s e:r e d u ct a s e;  S Q R, s ulfi d e: q ui n o n e

o xi d or e d u ct a s e;  Sr e A B C, s ulf ur/ p ol y s ulfi d e r e d u ct a s e.
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et al., 2 0 2 1 ), a m o n g t h e 2 1  S ulf ol o b al e s g e n o m e s i s
p at c h y a n d d o e s n ot f ull y o v erl a p  wit h e x p eri m e nt al
d at a i n di c ati n g a n a bilit y t o o xi di s e  S 8

0 .  Of t h e
1 9 g e n o m e s fr o m  S ulf ol o b al e s t h at c a n o xi di s e  S 8

0 ,
1 1 e n c o d e d h o m ol o g u e s of  S O R a n d t h e s e b el o n g e d
t o o nl y f o ur  S ulf ol o b al e s g e n er a (S ulf uri s p h a er a , St y-
gi ol o b u s , S ulf ur a ci dif e x a n d A ci di a n u s ) ( Fi g ur e 1 ).  T h e
m o st  w ell- c h ar a ct eri s e d  S O R i s fr o m A. a m bi v al e n s
( Kl et zi n, 1 9 8 9 , 1 9 9 2 ;  Uri c h et al., 2 0 0 4 , 2 0 0 6 ) a n d t hi s
s h ar e s 6 7. 4 % s e q u e n c e i d e ntiti e s  wit h  S O R fr o m St y-
gi ol o b u s s p.  R P 8 5. I m p ort a ntl y, t h e k e y c at al yti c r e si -
d u e s i n cl u di n g  C y s 3 1 ,  Hi s8 6 ,  Hi s9 0 , C y s1 0 1 ,  C y s1 0 4 a n d
Gl u 1 1 4 i n A. a m bi v al e n s S O R ( U ni pr ot  P 2 9 0 8 2) ar e
c o n s er v e d i n St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5  S O R.  N ot a bl y,
g e n o m e s affili at e d  wit h t h e g e n u s S ulf o dii c o c c u s w er e
n ot i n cl u d e d i n t hi s a n al y si s si n c e  m e m b er s
w er e r e p ort e d t o b e i n hi bit e d b y  S 8

0 ( S a k ai  &
K ur o s a w a, 2 0 1 7 ).  Si mil arl y,  m e m b er s of t h e S ulf ur o-
c o c c u s g e n u s  w er e n ot i n cl u d e d si n c e p arti al or c o m -
pl et e g e n o m e s ar e n ot a v ail a bl e f or t h e s e str ai n s ( Li u
et al., 2 0 2 1 ) ( Fi g ur e 1 ).  N o n et h el e s s, t h e s e r e s ult s ar e
c o n si st e nt  wit h pr e vi o u s st u di e s t h at h a v e s h o w n t h at
n e arl y h alf of c h ar a ct eri s e d  S ulf ol o b al e s d o n ot e n c o d e
h o m ol o g u e s of  S O R ( C o u nt s et al., 2 0 2 1 ; Li u
et al., 2 0 2 1 ).

T h e a b s e n c e of  S O R i n  S ulf ol o b al e s str ai n s d e m o n -
str at e d t o o xi di s e  S 8

0 h a s pr o m pt e d tr a n s cri pt o mi c,
c o m p ar ati v e g e n o mi c a n d  m ut a g e n e si s st u di e s t o i d e n -
tif y alt er n ati v e  m e c h a ni s m s ( Ai et al., 2 0 1 9 ;  A u er ni k  &
K ell y, 2 0 0 8 ; Ji a n g et al., 2 0 1 4 ;  Z el d e s et al., 2 0 1 9 ).
T h e s e st u di e s h a v e i d e ntifi e d a c o m pl e m e nt of pr ot ei n-
e n c o di n g g e n e s t h at a p p e ar t o b e n e c e s s ar y f or di s si m-
il at or y o xi d ati v e s ulf ur  m et a b oli s m i n  S ulf ol o b al e s,  wit h
t h e pr e s e n c e/ a b s e n c e of  S O R st a n di n g o ut a m o n g
t h e m.  T h e s e st u di e s al s o i d e ntifi e d a p ot e nti al r ol e f or
S D O i n  S 8

0 o xi d ati o n.  H o m ol o g u e s of t hi s e n z y m e t e n d
t o b e pr e s e nt i n or g a ni s m s  wit h t h e a bilit y t o o xi di s e  S8

0

b ut t h at l a c k  S O R,  wit h o nl y M et all o s p h a er a c u pri n a ,
S a c c h ar ol o b u s s olf at ari c u s , S. a z ori c u s a n d S ulf ol o b u s
a ci d o c al d ari u s l a c ki n g h o m ol o g u e s of b ot h  S O R a n d
S D O ( T a bl e S 1 ).  T o t h e e xt e nt t h at  S D O  m a y p arti ci-
p at e i n  S 8

0 o xi d ati o n, t h e o b s er v e d di stri b uti o n of  S O R
a n d  S D O, i n cl u di n g t h eir n e ar- u bi q uit o u s di stri b uti o n
a m o n g c ert ai n  S ulf ol o b al e s g e n er a, s u g g e st s t h at t h e y
diff er e nti all y c o ntri b ut e t o t h e p h y si ol o g y a n d t h u s e c ol -
o g y of t h e s e or g a ni s m s.

Gr o wt h  a n d  a cti vit y  of  St y gi ol o b u s  
s p.  R P 8 5  a n d  S ulf ol o b al e s  s p.  R B 8 5  
wit h  S 8

0  

B ot h St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 a n d  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5
w er e gr o w n a ut otr o p hi c all y  wit h 2 %  O 2 v ol./ v ol. a n d  wit h
S 8

0 at c o n c e ntr ati o n s of 0. 1 6 g L  1 ( 5  m M if f ull y s ol u bi-
li s e d) or 1. 6 g L 1 ( 5 0  m M if f ull y s ol u bili s e d).  F or t h e
S O R- e n c o di n g St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5,  S 8

0 o xi d ati o n  w a s

c o u pl e d t o gr o wt h ( Fi g ur e 2 A, B ). I nt er e sti n gl y, t h e gr o wt h
r at e a n d  S 8

0 - o xi d ati o n a cti vit y  w er e gr e at er i n c ult ur e s
pr o vi d e d  wit h 0. 1 6 g L  1 S 8

0 t h a n t h o s e pr o vi d e d  wit h
1. 6 g L  1 S 8

0 .  C ult ur e s pr o vi d e d  wit h 0. 1 6 g L 1 S 8
0 h a d

n o o b s er v e d l a g p h a s e a n d a c hi e v e d a hi g h er c ell d e n -
sit y ( 3. 8 ± 0. 7   1 0 6 c ell s  m L  1 ) a n d a hi g h er  S O4

2   

c o n c e ntr ati o n ( 1. 5 ± 0. 0 3  m M pr o d u c e d) t h a n t h o s e pr o -
vi d e d  wit h 1. 6 g L  1 S 8

0 . I n c ult ur e s pr o vi d e d  wit h
1. 6 g L  1 S 8

0 , t h e l a g p h a s e e n d e d b et w e e n 2 4 a n d
4 8 h, a n d t h e c ult ur e s a c hi e v e d l o w er c ell d e n siti e s ( 1. 1
± 0. 0 2   1 0 6 c ell s  m L  1 ) a n d  S O4

2   c o n c e ntr ati o n s ( 0. 2
± 0. 0 6  m M).  T h e  m et a b oli c c o u pli n g effi ci e n c y (i. e., c ell s
pr o d u c e d p er  m ol e of pr o d u ct pr o d u c e d) c al c ul at e d d ur-
i n g l o g p h a s e gr o wt h i n c ult ur e s pr o vi d e d wit h
0. 1 6 g L  1 S 8

0 w a s 0. 0 9 c ell s p m ol  1 S O 4
2   a n d i n

c ult ur e s pr o vi d e d  wit h 1. 6 g L  1 S 8
0 w a s

0. 0 7 c ell s p m ol  1 S O 4
2   .

T h e s a m e p att er n of a cti vit y  w a s o b s er v e d f or t h e
n o n- S O R e n c o di n g  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 str ai n,
w h er e t h e c o n c e ntr ati o n of  S 8

0 i nfl u e n c e d gr o wt h a n d
a cti vit y ( Fi g ur e 2 C, D ).  S p e cifi c all y, n o l a g p h a s e  w a s
o b s er v e d i n c ult ur e s pr o vi d e d  wit h 0. 1 6 g L  1 S 8

0 .  Si m-
il ar t o St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5, c ult ur e s of  S ulf ol o b al e s
s p.  R B 8 5 a c hi e v e d hi g h er c ell d e n siti e s ( 3. 6
± 0. 9   1 0 6 c ell s  m L  1 ) a n d  S O4

2   c o n c e ntr ati o n s
( 1. 7 ± 0. 2 8  m M) t h a n t h o s e pr o vi d e d  wit h 1. 6 g L 1 S 8

0

( 1. 1  ± 0. 0 5   1 0 6 c ell s  m L  1 a n d 0. 7  ± 0. 1 2  m M,
r e s p e cti v el y).  T h e c al c ul at e d  m et a b oli c c o u pli n g effi-
ci e n c y d uri n g l o g p h a s e gr o wt h i n c ult ur e s pr o vi d e d
wit h 0. 1 6 g L  1 S 8

0 w a s 0. 0 5 c ell s p m ol  1 S O 4
2   a n d

0. 0 3 c ell s p m ol  1 S O 4
2   i n c ult ur e s pr o vi d e d  wit h

1. 6 g L  1 S 8
0 .  U nf ort u n at el y, t h e p at h w a y of  S8

0 o xi d a -
ti o n i n  S ulf ol o b al e s t h at d o n ot e n c o d e  S O R h a s y et t o
b e d et er mi n e d.  H o w e v er, r e c e nt i n v e sti g ati o n s s u g g e st
t h at  S D O,  N S R a n d/ or t h e  H D R c o m pl e x c o ul d b e
r e s p o n si bl e f or  S8

0 o xi d ati o n i n t h e s e str ai n s ( C ol m a n
et al., 2 0 2 2 ; Ji a n g et al., 2 0 1 4 ;  Q u atri ni et al., 2 0 0 9 ;
R o h w er d er  &  S a n d, 2 0 0 3 ;  W a n g et al., 2 0 1 4 ).

I nt er e sti n gl y, f or b ot h St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 a n d
S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5, a n i n cr e a s e i n t h e c o n c e ntr ati o n
of  S 8

0 i n hi bit e d gr o wt h a n d a cti vit y, a s e vi d e n c e d b y a
l o n g er l a g p h a s e, sl o w er gr o wt h r at e, sl o w er  S O4

2   

pr o d u cti o n r at e a n d l o w er  m et a b oli c c o u pli n g effi ci e n -
ci e s ( Fi g ur e 2 ).  Pr e vi o u s st u di e s h a v e s h o w n t h at  S8

0

c a n n e g ati v el y i nfl u e n c e t h e gr o wt h of y e a st a n d b a ct e -
ri a ( C et k a u s k ait e et al., 2 0 0 4 ;  C h e n  & Li n, 2 0 0 4 ;
Li b e n s o n et al., 1 9 5 3 ;  W a n g et al., 2 0 2 2 ).  W hil e t h e
m e c h a ni s m s of t o xi cit y ar e n ot  w ell k n o w n, o n e of t h e
pr e v aili n g h y p ot h e s e s i s t h at  S 8

0 ,  w hi c h i s u n c h ar g e d
a n d i s t h o u g ht t o fr e el y diff u s e i nt o t h e c ell ( B o y d  &
Dr u s c h el, 2 0 1 3 ), c a n g e n er at e o xi d ati v e str e s s o n c e i n
t h e c yt o pl a s m ( Li b e n s o n et al., 1 9 5 3 ;  W a n g
et al., 2 0 2 2 ). I n t hi s r ol e,  S8

0 i s t h o u g ht t o o xi di s e t hi ol
(- S H) c o m p o u n d s (t h at c a n h a v e a nti o xi d a nt pr o p er-
ti e s), l e a vi n g t h e c ell s u n a bl e t o b al a n c e t h e r e d o x st at e
of t h e c yt o pl a s m ( Li b e n s o n et al., 1 9 5 3 ;  W a n g
et al., 2 0 2 2 ).  T hi s  w o ul d b e p arti c ul arl y d etri m e nt al f or a
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t h er m o a ci d o p hil e c o n si d eri n g t h at t h e c o m bi n ati o n of
a ci di c p H a n d hi g h t e m p er at ur e i m p art s si g nifi c a nt o xi -
d ati v e str e s s ( M a at y et al., 2 0 0 9 ). It i s t h u s p o s si bl e t h at
t h e hi g h er a m o u nt of  S8

0 u s e d h er ei n i m p o s e d a d di -
ti o n al o xi d ati v e str e s s o n c ell s, r e s ulti n g i n sl o w er
gr o wt h r at e s a n d l o w er  m et a b oli c c o u pli n g effi ci e n ci e s
t h a n c ult ur e s gr o w n  wit h l e s s  S8

0 . I m p ort a ntl y, h o w-
e v er, f or t hi s t o b e tr u e, a n a cti v e  m e c h a ni s m of pr o -
m oti n g  S 8

0 s ol u bili s ati o n  m u st b e t a ki n g pl a c e, a s
di s c u s s e d b el o w.  All f urt h er e x p eri m e nt s  w er e c o n -
d u ct e d u si n g t h e l o w er c o n c e ntr ati o n of  S 8

0

( 0. 1 6 g L 1 ).
W hil e t h e ki n eti c s of gr o wt h a n d t h e  m et a b oli c c o u -

pli n g effi ci e n ci e s  w er e si mil ar i n c ult ur e s of St y gi ol o b u s
s p.  R P 8 5 a n d  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5, diff er e n c e s  w er e
n ot e d i n t h e a s s o ci ati o n of c ell s  wit h  S 8

0 mi n er al
r e g ar dl e s s of t h e a m o u nt of  S8

0 pr o vi d e d.  W h er e a s  S ul-
f ol o b al e s s p.  R B 8 5 c ell s  w er e r e g ul arl y o b s er v e d
a d h eri n g a n d f or mi n g bi ofil m s  wit h  S 8

0 mi n er al
( Fi g ur e S 1 ), a s pr e vi o u sl y r e p ort e d f or  S ulf ol o b al e s ( Li u

et al., 2 0 1 8 ;  W ei s s, 1 9 7 3 ;  Z h a n g et al., 2 0 1 9 ;  Z h a n g,
N e u,  B ell e n b er g, et al., 2 0 1 5 ;  Z h a n g,  N e u,  Z h a n g,-
et al., 2 0 1 5 ), St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 c ell s  w er e r ar el y
o b s er v e d i n a s s o ci ati o n  wit h  S 8

0 . I nt er e sti n gl y,  w hil e
b ot h str ai n s e n c o d e d h o m ol o g u e s of t h e pr o p o s e d k e y
tr a n s cri pti o n r e g ul at or s of bi ofil m f or m ati o n i n  S ulf ol o-
b al e s (i. e., l e u ci n e r e s p o n si v e r e g ul at or of S ulf ol o b u s ,
Lr s 1 4) ( K o er dt et al., 2 0 1 1 ;  Or ell et al., 2 0 1 3 ), o nl y  S ul-
f ol o b al e s s p.  R B 8 5 e n c o d e d h o m ol o g u e s of t h e t w o
m ai n c o m p o n e nt s r e q uir e d f or t h e a s s e m bl y of t h e
ar c h a e al t y p e I V a d h e si v e pili ( A a p),  A a p E a n d  A p p F,
w hi c h ar e s u g g e st e d t o e n c o d e f or a n  A T P a s e a n d a
tr a n s m e m br a n e pr ot ei n t h at a n c h or s t h e pil u s t o t h e c ell
m e m br a n e, r e s p e cti v el y ( H e n c h e et al., 2 0 1 2 ;
P o hl s c hr o d er  &  E s q ui v el, 2 0 1 5 ) ( T a bl e S 1 ).  Si n c e t h e
s ol u bilit y of  S 8

0 i s l o w ( < 5 0 0 n M at 8 0 C;
K a m y s h n y, 2 0 0 9 ), a n d o xi d ati o n of  S8

0 i s t h o u g ht t o
o c c ur i n si d e of t h e c ell, t hi s s u g g e st e d diff er e n c e s i n
t h e  m e c h a ni s m s of a c c e s si n g  S8

0 t o s u p p ort t h e e n er g y
m et a b oli s m of t h e t w o str ai n s.

F I G U R E  2  Pr o d u cti o n of c ell s a n d s ulf at e ( S O 4
2  ) i n c ult ur e s of St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 ( A,  B) a n d  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 ( C,  D) pr o vi d e d  wit h

diff er e nt st arti n g a m o u nt s of ort h or h o m bi c el e m e nt al s ulf ur ( S 8
0 ).  O x y g e n ( 2 % h e a d s p a c e v ol./ v ol.)  w a s t h e el e ctr o n a c c e pt or a n d c ar b o n di o xi d e

( 2 0 % v ol./ v ol.)  w a s t h e c ar b o n s o ur c e.  C ult ur e s  w er e i n c u b at e d o n a s h a k er ( 5 0 r ot ati o n s p er  mi n) at 8 0  C.
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R e q uir e m e nt f or  dir e ct c o nt a ct f or  S 8
0  

o xi d ati o n  

T h e q u alit ati v e o b s er v ati o n of a diff er e n c e i n t h e a s s o -
ci ati o n of n o n- S O R- e n c o di n g  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5
a n d  S O R- e n c o di n g St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5  wit h  S 8

0 d ur -
i n g gr o wt h, c o m bi n e d  wit h diff er e n c e s i n t h e e n c o d e d
pr ot ei n s p ut ati v el y i n v ol v e d i n pr o m oti n g bi ofil m a n d pili
f or m ati o n, pr o m pt e d q u a ntit ati v e e x p eri m e nt s t o d et er-
mi n e t h e r e q uir e m e nt of a c c e s s t o t h e  mi n er al t o c at al-
y s e it s o xi d ati o n.  T hi s  w a s a c hi e v e d b y s e q u e st eri n g
b ul k  S 8

0 ( 0. 1 6 g L 1 ) i n di al y si s  m e m br a n e s  wit h p or e
si z e s of 3. 5 k D a.  T h e  S O R- e n c o di n g St y gi ol o b u s
s p.  R P 8 5 gr e w  w h e n p h y si c al a c c e s s t o b ul k  S 8

0 w a s
r e stri ct e d ( Fi g ur e 3 A ). I nt er e sti n gl y, alt h o u g h t h er e
w a s n o diff er e n c e i n t h e ki n eti c s of gr o wt h d uri n g t h e
fir st 2 4 h of i n c u b ati o n i n c ult ur e s pr o vi d e d a c c e s s t o
S 8

0 or  w h e n  S 8
0 w a s p h y si c all y s e q u e st er e d i n di al y si s

m e m br a n e s, c ell vi a bilit y  w a s hi g h er i n t h e l att er

c o n diti o n,  wit h n e arl y t wi c e t h e n u m b er of c ell s r e m ai n -
i n g at t h e e n d of 9 6 h i n c u b ati o n ( 4. 7 ± 0. 2   1 0 5

v s. 1. 2  ± 0. 0 6   1 0 6 c ell s  m L  1 ).  M or e o v er, pr o d u cti o n
of  S O 4

2   w a s  m u c h hi g h er i n c ult ur e s pr o vi d e d  wit h
dir e ct a c c e s s t o  S 8

0 f or t h e d ur ati o n of t h e e x p eri m e nt
( Fi g ur e 3 B ).  T hi s i s r efl e ct e d i n  m et a b oli c c o u pli n g effi-
ci e n ci e s of 0. 0 7 a n d 0. 2 2 c ell s p m ol  1 S O 4

2   pr o d u c e d
i n c ult ur e s pr o vi d e d  wit h dir e ct a c c e s s t o  S8

0 v er s u s
t h o s e  w h er e dir e ct a c c e s s  w a s r e stri ct e d, r e s p e cti v el y.
T hi s  m a y p oi nt t o a r ol e f or t h e di al y si s  m e m br a n e i n
li miti n g t h e fl u x of  S8

0 n a n o p arti cl e s,  w hi c h ar e k n o w n
t o r a pi dl y a g gr e g at e d u e t o t h eir h y dr o p h o bi cit y o n c e
t h e y ar e f or m e d a n d s ol u bili s e d ( B o y d  &
Dr u s c h el, 2 0 1 3 ). I n t hi s r ol e, t h e li mit e d fl u x of n a n o p ar-
ti cl e s  m a y h a v e  mi ni mi s e d o xi d ati v e str e s s, i n cr e a s e d
m et a b oli c c o u pli n g effi ci e n ci e s a n d  mi ni mi s e d c ell
d e at h.

F or n o n- S O R- e n c o di n g  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5,  S 8
0

o xi d ati o n ( a s a s s e s s e d vi a  S O 4
2   pr o d u cti o n)  w a s o nl y

F I G U R E  3  Pr o d u cti o n of c ell s a n d s ulf at e ( S O 4
2  ) i n c ult ur e s of St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 ( A,  B) a n d i n c ult ur e s of  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 ( C,  D).

O x y g e n ( 2 % h e a d s p a c e v ol./ v ol.)  w a s t h e el e ctr o n a c c e pt or a n d c ar b o n di o xi d e ( 2 0 % v ol./ v ol.)  w a s t h e c ar b o n s o ur c e.  C ult ur e s  w er e i n c u b at e d

o n a s h a k er ( 5 0 r ot ati o n s p er  mi n) at 8 0  C. St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 c ult ur e s  w er e pr o vi d e d  wit h 0. 1 6 g L  1 ort h or h o m bi c el e m e nt al s ulf ur ( S 8
0 ) t h at

w a s eit h er s e q u e st er e d i n di al y si s  m e m br a n e s  wit h 3. 5 k D a p or e si z e s or t h at  w a s fr e e i n s ol uti o n.  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 c ult ur e s  w er e pr o vi d e d

wit h 1 5 μ M h y dr o g e n s ulfi d e ( H 2 S) o nl y, 0. 1 6 g L  1 el e m e nt al s ulf ur ( S 8
0 ) o nl y, or 1 5 μ M H 2 S a n d 0. 1 6 g L  1 el e m e nt al s ulf ur ( S 8

0 ) a s el e ctr o n
d o n or s, a s i n di c at e d.  S 8

0 w a s eit h er s e q u e st er e d i n di al y si s  m e m br a n e s  wit h 3. 5 k D a p or e si z e s or  w a s fr e e i n s ol uti o n, a s i n di c at e d.  W h er e
i n di c at e d, c ult ur e s  w er e a m e n d e d  wit h 1 5 μ M H 2 S ( a s  N a 2 S) e v er y 2 4 h.
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o b s er v e d i n c ult ur e s  w h e n c ell s  w er e all o w e d dir e ct
a c c e s s t o  S 8

0 , r e s ulti n g i n t h e pr o d u cti o n of c ell s
( Fi g ur e 3 C ). I nt er e sti n gl y,  w hil e c ult ur e s of  S ulf ol o b al e s
s p.  R B 8 5 di d n ot gr o w  w h e n  S 8

0 w a s s e q u e st er e d i n
di al y si s  m e m br a n e s, t h e y g e n er at e d  6 0 0 μ M S O 4

2   

o v er t h e 1 2 0 h i n c u b ati o n p eri o d ( Fi g ur e 3 D ). It i s p o s si-
bl e t h at t h e pr o d u cti o n of  S O 4

2   w a s d u e t o a bi oti c
h y dr ol y si s of  S 8

0 ( 4 S +  4 H 2 O !  3 H 2 S +  H 2 S O 4 ;
Elli s  &  Gi g g e n b a c h, 1 9 7 1 ),  w hi c h c a n g e n er at e  S O4

2   

a n d (i n t h e pr e s e n c e of  O 2 ) s ulf ur i nt er m e di at e s s u c h
a s  S 2 O 3

2   a n d  S 4 O 6
2   ( X u et al., 1 9 9 8 ),  w hi c h c o ul d

b e s ol u bl e el e ctr o n d o n or s s u p p orti n g c ell  m et a b oli s m.
H o w e v er,  S 8

0 h y dr ol y si s o c c ur s at t e m p er at ur e s a b o v e
t h e  m elti n g p oi nt of  S8

0 ( 1 1 4. 5  C;  St e u d el, 2 0 0 3 ) a n d
i s of n e gl e ct a bl e i m p ort a n c e at t e m p er at ur e s < 1 0 5 C
( Fi g ur e S 2 ) ( X u et al., 1 9 9 8 ).  A s s u c h,  S8

0 h y dr ol y si s
c a n n ot a c c o u nt f or t h e  6 0 0 μ M S O 4

2   g e n er at e d at
8 0  C.  F urt h er, if  S 8

0 h y dr ol y si s  w a s r e a dil y o c c urri n g
a n d i nt er m e di at e s li k e  S 2 O 3

2   a n d  S 4 O 6
2   w er e b ei n g

g e n er at e d a bi oti c all y b y  O 2 , t h e n  S ulf ol o b al e s
s p.  R B 8 5  w o ul d n ot n e e d dir e ct c o nt a ct  wit h  S 8

0 t o
gr o w. I n st e a d, t h e o b s er v ati o n t h at  S ulf ol o b al e s
s p.  R B 8 5 d o e s a p p e ar t o n e e d dir e ct a c c e s s t o  S 8

0 t o
gr o w b ut n ot t o  m et a b oli s e  S 8

0 i s i nt er pr et e d t o r efl e ct
t h e s ol u bilit y of  S8

0 ,  w hi c h,  w hil e l o w ( < 5 0 0 n M at 8 0 C;
K a m y s h n y, 2 0 0 9 ), i s n ot i n s ol u bl e. I n t hi s  m o d el, li mit e d
S 8

0 diff u s e d o ut si d e t h e  m e m br a n e, b ut t h e a m o u nt/fl u x
w a s n ot s uffi ci e nt t o s u p p ort t h e pr o d u cti o n of c ell s.
C o n si st e nt  wit h t hi s i nt er pr et ati o n, t h e a m o u nt of  S O 4

2   

pr o d u c e d  w h e n c ell s  w er e n ot pr o vi d e d dir e ct c o nt a ct
wit h  S 8

0 w a s  3 3 % of  w h e n dir e ct c o nt a ct  w a s
p er mitt e d (  1 5 5 0 μ M S O 4

2   pr o d u c e d aft er 1 2 0 h
i n c u b ati o n).

C oll e cti v el y, t h e  mi cr o s c o pi c o b s er v ati o n t h at  S O R-
e n c o di n g St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 d o e s n ot a s s o ci at e  wit h
t h e s urf a c e of  S8

0 a n d d o e s n ot r e q uir e dir e ct a c c e s s t o
t h e  mi n er al d uri n g  S8

0 - d e p e n d e nt gr o wt h a n d t h at n o n-
S O R- e n c o di n g  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 str ai n d o e s a s s o -
ci at e  wit h t h e s urf a c e of  S 8

0 a n d r e q uir e s dir e ct a c c e s s
t o t h e  mi n er al d uri n g  S8

0 - d e p e n d e nt gr o wt h p oi nt s t o
diff er e nt  m e c h a ni s m s of a c q uiri n g  S 8

0 b et w e e n t h e t w o
str ai n s. I n ot h er  w or d s,  S ulf ol o b al e s t h at di s pr o p orti o n -
at e  S 8

0 vi a  S O R a p p e ar t o i n dir e ctl y o xi di s e  S 8
0 a n d

c o u pl e t hi s t o gr o wt h,  w hil e n o n- S O R- e n c o di n g  S ulf ol o-
b al e s r e q uir e dir e ct c o nt a ct  wit h t h e  S 8

0 mi n er al t o o xi-
di s e it a n d c o u pl e t hi s t o gr o wt h. I n s u p p ort of t hi s
h y p ot h e si s, t h e  S O R- e n c o di n g A ci di a n u s str ai n  D S 8 0
w a s pr e vi o u sl y s h o w n t o gr o w vi a i n dir e ct c o nt a ct  w hil e
di s pr o p orti o ni n g or r e d u ci n g  S 8

0 , pr e s u m a bl y d u e t o
t h e r ol e of  H2 S i n s ol u bili si n g  S 8

0 a s  S x
2   t h at t h e n di s-

pr o p orti o n at e d t o s ol u bl e  S 8
0 ri n g s t h at ulti m at el y

a g gr e g at e d a s  S 8
0 n a n o p arti cl e s ( A m e n a b ar  &

B o y d, 2 0 1 8 ).  H o w e v er,  w h e n c ell s  w er e gr o w n u n d er
S 8

0 o xi di si n g c o n diti o n s  wit h  F e(III) i o n s a s el e ctr o n
a c c e pt or s, dir e ct c o nt a ct  w a s r e q uir e d t o o xi di s e t h e
mi n er al, pr e s u m a bl y d u e t o  F e(III) i o n s s p o nt a n e o u sl y
o xi di si n g  H 2 S, t h er e b y pr e v e nti n g i n dir e ct  S 8

0

s ol u bili s ati o n ( A m e n a b ar  &  B o y d, 2 0 1 8 ;  F er n a n d e s-
M arti n s et al., 2 0 2 4 ).

H 2 S  s ol u bili s e s  S 8
0  p er mitti n g  i n dir e ct 

di s pr o p orti o n ati o n/ o xi d ati o n  

S O R di s pr o p orti o n at e s  S 8
0 t o g e n er at e  H2 S/ H S  ,

S O 3
2   a n d  S 2 O 3

  ( Uri c h, 2 0 0 5 ;  Uri c h et al., 2 0 0 4 ,
2 0 0 6 ;  V eit h et al., 2 0 1 1 ).  W hil e t h e a ct u al s u b str at e f or
S O R h a s y et t o b e f ull y r e s ol v e d, it h a s b e e n s u g g e st e d
t h at  Sx

2   i s t h e a ct u al s u b str at e.  W e  w er e u n a bl e t o
d et e ct  S O 3

2   a n d  S 2 O 3
  i nt er m e di at e s i n c ult ur e

m e di u m i n o ur st u di e s,  w hi c h i s li k el y d u e t o  S O R b ei n g
i ntr a c ell ul ar a n d t h e s e pr o d u ct s al s o b ei n g g e n er at e d i n
t h e c yt o pl a s m.  F urt h er, b ot h  S O3

2   a n d  S 2 O 3
  ar e

u n st a bl e at a ci di c p H ( < 4. 0) a n d i n t h e pr e s e n c e of  O 2

( C ol m a n et al., 2 0 2 0 ;  N or d str o m et al., 2 0 0 5 ;  Si m s
et al., 2 0 2 3 ).  O n t h e ot h er h a n d,  H2 S/ H S   

( p K a =  6. 4 at 8 0  C ( A m e n d  &  S h o c k, 2 0 0 1 )) i s li k el y t o
b e pr ot o n at e d a n d u n c h ar g e d/ v ol atil e at t h e c yt o pl a s -
mi c p H of  5. 6  m e a s ur e d f or S. a ci d o c al d ari u s
( S ulf ol o b al e s) ( L ü b b e n  &  S c h äf er, 1 9 8 9 ) a n d t h u s c o ul d
fr e el y diff u s e o ut of t h e c ell ( Ur s c h el et al., 2 0 1 5 ) o n c e it
i s pr o d u c e d a n d pri or t o it s c o n s u m pti o n vi a t h e a cti vit y
of  S Q R ( F er n a n d e s- M arti n s et al., 2 0 2 4 ).

D e s pit e n u m er o u s att e m pt s t o  m e a s ur e  H 2 S/ H S   

d uri n g t h e  S 8
0 - d e p e n d e nt gr o wt h of St y gi ol o b u s

s p.  R P 8 5, it  w a s n e v er d et e ct e d ( d et e cti o n li mit of
2 μ M) i n t h e s p e nt  m e di u m of c ult ur e s.  N o n et h el e s s, i n
c ult ur e s of St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5,  w hi c h di d n ot r e q uir e
p h y si c al a c c e s s t o t h e  S 8

0 mi n er al t o o xi di s e it, it  w a s
h y p ot h e si s e d t h at a n o mi n al a m o u nt of  H 2 S g e n er at e d
b y  S O R i n t h e c yt o pl a s m diff u s e d o ut of t h e c ell a n d
r e a ct e d  wit h t h e  S8

0 i n si d e t h e di al y si s  m e m br a n e s,
s ol u bili si n g it a s  S x

2  .  H o w e v er, at t h e a ci di c p H of t h e
gr o wt h  m e di u m ( 3. 0 – 4. 0, p e n di n g str ai n),  S x

2   i s u n st a-
bl e a n d di s pr o p orti o n at e s t o r ef or m  H 2 S a n d  S 8

0 ri n g s
t h at r a pi dl y a s  S8

0 n a n o p arti cl e s.  T h e  S 8
0 n a n o p arti cl e s

ar e s m all d uri n g t h eir i niti al f or m ati o n ( < 2 0 n m  wit hi n
2  mi n of  S x

2   a ci difi c ati o n) ( B o y d  &  Dr u s c h el, 2 0 1 3 ),
a n d b e c a u s e of t h at, c a n diff u s e o ut of t h e di al y si s
m e m br a n e s.  A s a c o n s e q u e n c e, gr o wt h a n d a cti vit y of
S O R- e n c o di n g St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 c a n b e
s u p p ort e d,  w h er e a s t h at d o e s n ot o c c ur f or t h e
n o n- S O R- e n c o di n g  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 si n c e t h e s e
r e a cti o n s d o n ot t a k e pl a c e.

If t h e  m o d el of  S8
0 s ol u bili s ati o n t h at i s pr o p o s e d

h er e i s c orr e ct, t h e n t h e a d diti o n of s m all a m o u nt s of
H 2 S s h o ul d pr o m ot e t h e gr o wt h of t h e n o n-
S O R- e n c o di n g  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5.  T o t e st t hi s
h y p ot h e si s, t h e n o n- S O R- e n c o di n g  S ulf ol o b al e s
s p.  R B 8 5 str ai n  w a s gr o w n  wit h  S 8

0 s e q u e st er e d i n
di al y si s  m e m br a n e s ( 3. 5 k D a p or e si z e), a n d c ult ur e
vi al s  w er e a m e n d e d  wit h 1 5 μ M H 2 S ( a d d e d a s  N a 2 S)
e v er y 2 4 h.  T hi s c o n c e ntr ati o n of  H 2 S d o e s n ot s u p p ort
t h e gr o wt h of  S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 ( Fi g ur e s S 3 a n d
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3 C ). I n c ult ur e s  wit h s e q u e st er e d  S8
0 a m e n d e d  wit h

H 2 S,  S 8
0 - d e p e n d e nt gr o wt h  w a s o b s er v e d b ut  w a s n ot

o b s er v e d i n c ult ur e s n ot a m e n d e d  wit h  H 2 S
( Fi g ur e 3 C ). I n c ult ur e s  wit h dir e ct a c c e s s t o  S8

0 pr e -
v e nt e d, a m e n d m e nt  wit h  H 2 S i n cr e a s e d t h e r at e s of c ell
a n d  S O 4

2   pr o d u cti o n ( Fi g ur e 3 C, D ), pr e s u m a bl y
b e c a u s e t h e bi o a v ail a bilit y of  S 8

0 h a d i n cr e a s e d
t hr o u g h t h e s eri e s of c h e mi c al r e a cti o n s d e s cri b e d
a b o v e.  H o w e v er, b ot h c o n diti o n s a c hi e v e d t h e s a m e
c ell d e n sit y,  5. 1 ± 0. 1   1 0 6 c ell s  m L  1 b y t h e e n d of
t h e l o g p h a s e at 9 6 h.  T h e pr o d u cti o n of  S O4

2   c orr e -
s p o n d e d t o c ell gr o wt h, a n d b ot h c o n diti o n s a c hi e v e d
si mil ar fi n al c o n c e ntr ati o n s of  2  m M.

C O N C L U SI O N S  

S ulf ol o b al e s ar e f a c ult ati v e a n a er o bi c t h er m o a ci d o-
p hil e s t h at t e n d t o i n h a bit s ulf ur-ri c h h ot s pri n g s gl o b all y
( H u b er  &  Pr a n gi s h vili, 2 0 0 6 ).  D e s pit e b ei n g r e m ar k e d
a s or g a ni s m s t h at o xi di s e  S 8

0 a n d c o ntri b ut e t o t h e f or -
m ati o n of a ci di c h ot s pri n g e c o s y st e m s ( Br o c k
et al., 1 9 7 2 ;  C ol m a n et al., 2 0 1 8 ;  M o s s er et al., 1 9 7 3 ;
S hi v v er s  &  Br o c k, 1 9 7 3 ), f u n d a m e nt al g a p s i n o ur
u n d er st a n di n g of  S 8

0 o xi d ati o n i n t h e s e or g a ni s m s
r e m ai n, i n cl u di n g di s p ariti e s i n t h e di stri b uti o n of  S O R.
T h e pr e s e nt st u d y ai m e d t o b e gi n t o fill t hi s g a p b y
i d e ntif yi n g p h e n ot y pi c a n d e c ol o gi c al diff er e n c e s i n
S O R-( St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5) a n d n o n- S O R-( S ulf ol o-
b al e s s p.  R B 8 5) e n c o di n g  m e m b er s.  W h e n gr o w n  wit h
dir e ct a c c e s s t o  S 8

0 , b ot h str ai n s e x hi bit e d si mil ar  m et-
a b oli c c o u pli n g effi ci e n ci e s.  H o w e v er,  S O R- e n c o di n g
St y gi ol o b u s s p.  R P 8 5 di d n ot r e q uir e dir e ct c o nt a ct  wit h
S 8

0 t o o xi di s e t h e  mi n er al,  w hil e t h e n o n- S O R- e n c o di n g
S ulf ol o b al e s s p.  R B 8 5 r e q uir e d dir e ct c o nt a ct.  T hi s  w a s
attri b ut e d t o  S O R g e n er ati n g  H 2 S a s a pr o d u ct of  S 8

0

di s pr o p orti o n ati o n t h at c o ul d diff u s e o ut of t h e c ell a n d
r e a ct  wit h s e q u e st er e d b ul k  S8

0 .  T h e n u cl e o p hili c
att a c k of  S 8

0 b y  H 2 S r el e a s e s  S x
2 ,  w hi c h at a ci di c p H

di s pr o p orti o n at e s t o r ef or m  H 2 S a n d  S 8
0 ri n g s t h at r a p-

i dl y a g gr e g at e a s n a n o p arti c ul at e  S8
0 . It i s s u g g e st e d

t h at t h e l att er s u p p ort s t h e  S8
0 - d e p e n d e nt gr o wt h of

S O R- e n c o di n g str ai n s, si n c e  S 8
0 n a n o p arti cl e s ar e

s m all a n d h y dr o p h o bi c i n n at ur e all o wi n g t h e m t o dif -
f u s e a cr o s s t h e c ell  m e m br a n e ( B o y d  &
Dr u s c h el, 2 0 1 3 ).  T h e r e q uir e m e nt f or dir e ct c o nt a ct  wit h
t h e  mi n er al i n t h e n o n- S O R- e n c o di n g  S ulf ol o b al e s
s p.  R B 8 5 c o ul d b e o v er c o m e b y t h e a d diti o n of s m all
a m o u nt s of  H 2 S t hr o u g h artifi ci al i niti ati o n of t h e af or e -
m e nti o n e d r e a cti o n s t h at i n cr e a s e t h e s ol u bilit y of  S 8

0 .
T h u s, n o n- S O R- e n c o di n g  S ulf ol o b al e s i n h a biti n g  H 2 S -
ri c h s pri n g s li k el y d o n ot r e q uir e dir e ct c o nt a ct  wit h  S8

0

t o gr o w vi a it s o xi d ati o n. I m p ort a ntl y, b ot h str ai n s
a p p e ar e d t o  m et a b oli s e t h e i nt er m e di at e s p e ci e s of s ul -
f ur (i. e.,  S8

0 n a n o p arti cl e s) b ett er t h a n b ul k  S 8
0 .

T h e c oll e cti v e o b s er v ati o n s h er ei n hi g hli g ht t h e
n e e d f or a d diti o n al i n v e sti g ati o n of  S 8

0 o xi d ati o n i n

n o n- S O R- e n c o di n g  S ulf ol o b al e s a s  w ell a s a n i n v e sti -
g ati o n i nt o t h e p ot e nti al i m p a ct s o n t h e di stri b uti o n
a n d e c ol o g y of  S O R- v er s u s n o n- S O R- e n c o di n g  S ul-
f ol o b al e s a cr o s s h ot s pri n g s a n d  wit hi n- s pri n g ni c h e
p artiti o ni n g.  F or e x a m pl e, it i s r e a s o n a bl e t h at t h e di s -
tri b uti o n a n d a b u n d a n c e of  S ulf ol o b al e s i n pl a n kt o ni c
v er s u s s e di m e nt c o m m u niti e s c a n b e i nfl u e n c e d
b a s e d o n t h e r e q uir e m e nt f or dir e ct c o nt a ct ( n o n-
S O R- e n c o di n g str ai n s) or n ot ( S O R- e n c o di n g str ai n s).
T o t hi s e n d, t hi s p h e n ot y pi c diff er e n c e c o ul d all o w f or
t h e  S8

0 o xi d ati o n ni c h e t o b e p artiti o n e d t o  mi ni mi s e
o v erl a p a n d e n a bl e t h e c o- e xi st e n c e of  S O R- a n d
n o n- S O R- e n c o di n g str ai n s, s u c h a s i s o b s er v e d i n
a ci di c h ot s pri n g s i n  Y N P ( C ol m a n et al., 2 0 2 1 , 2 0 2 2 ).
T hi s r el ati o n s hi p  m a y b e c o m e l e s s pr o n o u n c e d i n h ot
s pri n g s t h at h a v e b ot h  S 8

0 a n d  H 2 S,  w h er e t h e f e e d -
b a c k b et w e e n t h e s e c h e mi c al s p e ci e s c a n i n cr e a s e
t h e bi o a v ail a bilit y of  S8

0 a n d d e cr e a s e t h e n e e d t o
dir e ctl y a s s o ci at e  wit h t h e  mi n er al.  At t h e s a m e ti m e,
s pri n g s  wit h b ot h  S 8

0 a n d  H 2 S  m a y i n cr e a s e t h e c o n -
c e ntr ati o n of s ol u bili s e d  S 8

0 t o t h e p oi nt t h at it
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