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A b st r a ct  

S e r p e nti ni z ati o n,  t h e  c oll e cti v e  s et  of  g e o c h e mi c al  r e a cti o n s  i niti at e d b y  t h e  h y d r ati o n  of  ult r a m afi c  r o c k,  h a s  o c c u r r e d  t h r o u g h o ut  E a rt h  
hi st o r y  a n d  i s i nf e r r e d t o  o c c u r  o n  s e v e r al  pl a n et s  a n d  m o o n s  i n o u r  s ol a r  s y st e m.  T h e s e  r e a cti o n s  g e n e r at e  hi g hl y  r e d u ci n g  c o n diti o n s  
t h at  c a n  d ri v e  o r g a ni c  s y nt h e si s  r e a cti o n s  p ot e nti all y  c o n d u ci v e  t o  t h e  e m e r g e n c e  of  lif e, w hil e  c o n c o mit a ntl y  g e n e r ati n g  f l ui d s 
t h at  c h all e n g e  lif e o wi n g  t o  h y p e r al k ali nit y  a n d  li mit e d i n o r g a ni c c a r b o n  ( a n d o xi d a nt)  a v ail a bilit y.  C o n s e q u e ntl y,  t h e  s e r p e nti nit e -
h o st e d  bi o s p h e r e  off e r s  i n si g ht s i nt o t h e  e a rli e st  lif e, t h e  h a bit a bl e  li mit s f o r lif e, a n d  t h e  p ot e nti al  f o r lif e o n  ot h e r  pl a n et s.  H o w e v e r,  
t h e  s u p p o rt  of  a b u n d a nt  mi c r o bi al  c o m m u niti e s  b y  s e r p e nti nit e s  w a s  o nl y  r e c o g ni z e d  ∼ 2 0  y e a r s  a g o  wit h  t h e  di s c o v e r y  of  d e e p -
s e a  h y d r ot h e r m al  v e nt s  e m a n ati n g  s e r p e nti ni z e d  f l ui d s. H e r e,  w e  r e vi e w  t h e  mi c r o bi al  e c ol o g y  of  b ot h  m a ri n e  a n d  c o nti n e nt al  
s e r p e nti ni z ati o n -i nf l u e n c e d  e c o s y st e m s  i n c o nj u n cti o n  wit h  a  c o m p a ri s o n  of  p u bli cl y  a v ail a bl e  m et a g e n o mi c  s e q u e n c e  d at a  f r o m t h e s e  
c o m m u niti e s  t o  p r o vi d e  a  gl o b al  p e r s p e cti v e  of  s e r p e nti nit e  mi c r o bi al  e c ol o g y.  S y nt h e si s  of  o b s e r v ati o n s  a c r o s s  gl o b al  s y st e m s  r e v e al  
c o n si st e nt  t h e m e s  i n t h e  di v e r sit y,  e c ol o g y,  a n d  f u n cti o ni n g of  c o m m u niti e s.  N e v e rt h el e s s,  i n di vi d u al s y st e m s  e x hi bit  n u a n c e s  d u e  t o  
l o c al g e ol o g y,  h y d r ol o g y,  a n d  i n p ut of  o xi di z e d,  n e a r- s u rf a c e/ s e a w at e r  f l ui d s. F u rt h e r,  s e v e r al  n e w  ( a n d ol d)  q u e sti o n s  r e m ai n  i n cl u di n g 
t h e  p r o v e n a n c e  of  c a r b o n  t o  s u p p o rt  bi o m a s s  s y nt h e si s,  t h e  p h y si c al  a n d  c h e mi c al  li mit s of  lif e i n s e r p e nti nit e s,  t h e  m o d e  a n d  t e m p o  
of  i n sit u  e v ol uti o n,  a n d  t h e  e xt e nt  t h at  m o d e r n  s e r p e nti nit e s  s e r v e  a s  a n al o g s  f o r t h o s e  o n  e a rl y  E a rt h.  T h e s e  t o pi c s  a r e  e x pl o r e d  f r o m 
a  mi c r o bi al  p e r s p e cti v e  t o o utli n e  k e y  k n o wl e d g e - g a p s  f o r f ut u r e r e s e a r c h.  

K e y w o r d s:  S e r p e nti nit e,  mi c r o bi al  e c ol o g y,  a c et o g e n s,  m et h a n o g e n s,  h y d r o g e n,  h y d r o g e n a s e,  c a r b o n  fi x ati o n, e a rl y  e a rt h,  a st r o bi ol o g y  

I nt r o d u cti o n 
e n e r g y  m et a b oli s m  f o u n d e d o n  H 2 , t h e  W o o d- Lj u n g d a hl  ( W L) 

T h e  e a rli e st  lif e w a s  s u p p o rt e d  b y  c h e mi c al  e n e r g y  t h at  w a s  p at h w a y  of  c a r b o n  di o xi d e  ( C O2 ) fi x ati o n [7 – 1 0 ]. T h e  W L  p at h w a y  

r el e a s e d  w h e n  di s e q uili b ri a  i n r e d u c e d  a n d  o xi di z e d  c h e mi c al s  i s t h u s  f a r t h e  o nl y  k n o w n  c a r b o n  fi x ati o n p at h w a y  p r e s e nt  

( el e ct r o n d o n o r s  a n d  a c c e pt o r s)  w a s  di s si p at e d  [1 ]. Alt h o u g h  i n b ot h  A r c h a e a  a n d  B a ct e ri a  a n d  i s t h e  l e a st e n e r g y  i nt e n-

u n c e rt ai nt y  r e m ai n s  i n t h e  ti mi n g  of  t h e  e m e r g e n c e  of  p h ot o s y n- si v e  [1 1 ]. F u rt h e r,  m a n y  h y d r o g e n ot r o p hi c  a c et o g e ni c  B a ct e ri a,  

t h e si s  ( e. g. b et w e e n  ∼ 4 a n d  3 G a [ 2 ]), lif e d e p e n d e nt  o n  c h e mi c al  m et h a n o g e ni c  A r c h a e a,  a n d  s ulf at e  ( S O4
2 − ) r e d u ci n g  B a ct e ri a/ A r -

e n e r g y  i s wi d el y  r e c o g ni z e d  t o  h a v e  p r e d at e d  t h at  d e p e n d e nt  c h a e a,  a m o n g  ot h e r  a n a e r o b e s,  r e m ai n  d e p e n d e nt  o n  t h e  W L  

o n  li g ht e n e r g y  [1 , 2 ]. M a nt el  c o n v e cti o n,  v ol c a ni s m,  a n d  w at e r- p at h w a y  a s  p a rt  of  t h ei r  c o r e  e n e r g y- c o n s e r vi n g  a n d  C O 2 -fi xi n g  

g a s- mi n e r al  i nt e r a cti o n s w e r e  c riti c al  i n g e n e r ati n g  c h e mi c al  p at h w a y s  [1 2 ]. T h u s,  s e r p e nti ni z ati o n  a n d  mi c r o bi al  p h y si ol o gi e s  

di s e q uili b ri a  a m o n g  el e ct r o n  d o n o r/ a c c e pt o r  p ai r s  t o s u p p o rt  t h e o ri z e d  t o  b e  d e p e n d e nt  u p o n  s e r p e nti ni z ati o n  b y- p r o d u ct s  

c h e m o s y nt h eti c  lif e d u ri n g  t hi s  ti m e.  Of  p a rti c ul a r  si g nifi c a n c e  i s h a v e  r e m ai n e d  a  m aj o r  f o c u s of  e a rl y  lif e st u di e s.  

t h e  p r o c e s s  of  s e r p e nti ni z ati o n,  o r  t h e  c oll e cti v e  s e ri e s  of  c h e mi c al  Ult r a m afi c  r o c k  li k e p e ri d otit e  t h at  p ri m a ril y  c o m p ri s e s  

r e a cti o n s  t h at  o c c u r  u p o n  t h e  h y d r ati o n  of  ult r a m afi c  r o c k  (i r o n- oli vi n e  [ e. g. ( M g, F e) 2 Si O 4]  a n d  p y r o x e n e  [ e. g. o rt h o p y r o x e n e:  

ri c h,  sili c a- p o o r  r o c k)  r e s ulti n g  i n t h e  o xi d ati o n  of  i r o n- b e a ri n g ( M g, F e)2 Si 2 O 6 ]) i s c o m m o n  i n t h e  E a rt h’ s  m a ntl e  a n d  t e ct o ni c all y  

mi n e r al s  a n d  t h e  f o r m ati o n of  s e r p e nti n e  [( M g F e(II) F e(III))3  u plift e d  r e gi o n s  of  t h e  o c e a ni c  c r u st,  b ut  i s l e s s c o m m o n  o n  

( F e(III) Si)2 O 5 ( O H)4 ]. S e r p e nti n e  f o r m ati o n i s a c c o m p a ni e d  b y  c o nti n e nt s,  e x c e pt  w h e r e  t h e s e  r o c k  u nit s  a r e  a b d u ct e d  o nt o  

h y d r o g e n  g a s  ( H2 ) g e n e r ati o n  [3 ] t h at,  w h e n  a c c u m ul at e d  t o t h e  c r u st,  i n w h at  a r e  t e r m e d  o p hi olit e s.  D e s pit e  t h at  t h e  

hi g h  e n o u g h  c o n c e nt r ati o n s,  c a n  d ri v e  t h e  r e d u cti o n  of  i n o r g a ni c g e o c h e mi st r y,  mi n e r al o g y,  a n d  g e ol o g y  of  s e r p e nti nit e s  h a v e  b e e n  

c a r b o n,  l e a di n g t o  t h e  p r o d u cti o n  of  c a r b o n  m o n o xi d e  ( C O), wi d el y  st u di e d  f o r m a n y  d e c a d e s,  t h ei r  p ot e nti al  t o  h o st  mi c r o bi al  

f o r m at e ( C H O2  
−  ), m et h a n e  ( C H4 ) [3 – 5 ], a n d  e v e n  l o n g e r c h ai n  c o m m u niti e s  r e m ai n e d  e s s e nti all y  u n k n o w n  u ntil  o nl y  ∼ 2 0  y e a r s  

c o m p o u n d s  li k e a c et at e  ( C2 H 3 O 2  
− ) a n d  p y r u v at e  ( C3 H 3 O 3  

− ) [6 ]. a g o  w h e n  H 2 - e n ri c h e d  f l ui d s f r o m d e e p- s e a  h y d r ot h e r m al  v e nt s  

P e r h a p s  u n s u r p ri si n gl y,  m a n y  o ri gi n  of  lif e t h e o ri e s  i n v o k e t h e  i n t h e  L o st  Cit y  H y d r ot h e r m al  Fi el d  ( L C H F; Atl a nti s  M a s sif)  w e r e  

g e ol o gi c al  p r o c e s s  of  s e r p e nti ni z ati o n  a n d  a  p ri miti v e  a ut ot r o p hi c  s h o w n  t o  h o st  a b u n d a nt  mi c r o bi al  c o m m u niti e s  [1 3 ]. Si n c e  t hi s  
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2 | C ol m a n  et  al.  

di s c o v e r y,  i nt e r e st i n s e r p e nti nit e- h o st e d  mi c r o bi al  e c o s y st e m s  

h a s  g r o w n  c o n si d e r a bl y  a n d  n o w  i n cl u d e s st u di e s  ai m e d  at  

u n d e r st a n di n g  t h e  e xt e nt  a n d  n at u r e  of  E a rt h’ s  s u b s u rf a c e  

bi o s p h e r e s  [1 4 , 1 5 ], t h e  e a rli e st  lif e o n  E a rt h  [7 , 9 , 1 6 ], t h e  p ot e nti al  

f o r lif e o n  ot h e r  pl a n et a r y  s y st e m s  [1 7 ], t h e  e n vi r o n m e nt al  li mit s 

t o  lif e [1 8 ], a n d  m o st  r e c e ntl y,  t h e  p ot e nti al  f o r g e ol o gi c al  H 2  

p r o d u cti o n  a n d  C O 2  s e q u e st r ati o n  [1 9 , 2 0 ]. T hi s  h a s  i n cl u d e d 

i n v e sti g ati o n s of  a  v a ri et y  of  s e r p e nti nit e- h o st e d  e c o s y st e m s,  

i n cl u di n g m a ri n e  s y st e m s  at  t h e  L C H F,  P r o n y  B a y  H y d r ot h e r m al  

Fi el d  ( P B H F; N e w  C al e d o ni a),  a n d  t h e  Ol d  Cit y  H y d r ot h e r m al  Fi el d  

( O C H F; S o ut h w e st  I n di a n Ri d g e),  a s  w ell  a s  t e r r e st ri al  o p hi olit e s  

i n C alif o r ni a,  U S A  ( at t h e  C e d a r s  S p ri n g s,  N e y  S p ri n g s,  a n d  t h e  

C o a st  R a n g e  O p hi olit e  Mi c r o bi al  O b s e r v at o r y;  C R O M O),  t h e  S a m ail  

O p hi olit e  ( O m a n), a n d  t h e  V olt ri  M a s sif  (It al y), a m o n g  ot h e r s  [1 3 , 

2 1 – 2 7 ]. 

C oll e cti v el y,  t h e s e  st u di e s  h a v e  r e v e al e d  t h e  c o m p o siti o n s  

a n d  f u n cti o n s of  mi c r o bi al  c o m m u niti e s  t h at  i n h a bit t h e s e  

c h e mi c all y  di v e r s e  e n vi r o n m e nt s  a n d  h a v e  p r o vi d e d  i n si g ht i nt o 

b ot h  t h e  a bi oti c  a n d  bi oti c  f a ct o r s t h at  i nf l u e n c e t h ei r  e c ol o gi c al  

f u n cti o ni n g. D e s pit e  t h e  c o n si d e r a bl e  i n si g ht s g e n e r at e d  o v e r  

t h e  p a st  ∼ 2 0  y e a r s,  a n  e q u al  n u m b e r  of  f u n d a m e nt al n e w  

q u e sti o n s  h a v e  a ri s e n.  H e r e,  w e  r e vi e w  i n si g ht s i nt o t h e  mi c r o bi al  

e c ol o g y  a n d  e v ol uti o n  of  s e r p e nti nit e- h o st e d  c o m m u niti e s  

f r o m t h e  p a st  t w o  d e c a d e s  of  i n v e sti g ati o n s a n d  o utli n e  k e y  

u n r e s ol v e d  q u e sti o n s  t o  h el p  m o v e  t h e  fi el d f o r w a r d. T o  f u rt h e r 

t hi s  eff o rt,  p u bli cl y  a v ail a bl e  m et a g e n o mi c  s e q u e n c e  d at a  w e r e  

c o m pil e d  f r o m b ot h  m a ri n e  a n d  t e r r e st ri al  s e r p e nti nit e- h o st e d  

mi c r o bi al  c o m m u niti e s  a n d  w e r e  s u bj e ct e d  t o  c o m p a r ati v e  

a n al y s e s.  

T a x o n o mi c  a n d  f u n cti o n al di v e r sit y  
M et h a n o g e n s  i n s e r p e nti nit e  c o m m u niti e s  

T h e  di s c o v e r y  of  s e r p e nti ni zi n g  s y st e m s  a s  mi c r o bi al  h a bit at s  

c oi n ci d e d  wit h  a  r e n e w e d  i nt e r e st i n s u b s u rf a c e  e n vi r o n m e nt s  a s  

gl o b all y  si g nifi c a nt  r e s e r v oi r s  of  mi c r o bi al  di v e r sit y  a n d  bi o m a s s  

[2 8 – 3 0 ]. K e y  t o s u st ai ni n g  t h e s e  s u b s u rf a c e  mi c r o bi al  e c o s y st e m s  

i s a n  a b u n d a n c e  of  g e o g e ni c  r e d u ct a nt  ( e. g. H 2 ) t h at c a n b e  

c o u pl e d  wit h  i n o r g a ni c o xi d a nt s  ( e. g. C O 2  a n d  S O 4
2 − ) t o c o n-

s e r v e  e n e r g y  t h at  t h e n  f u el s p ri m a r y  p r o d u cti o n  [3 0 – 3 2 ]. T h u s,  

lit h o a ut ot r o p hi c mi c r o o r g a ni s m s  i n s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  

s y st e m s  b e c a m e  p ri m e  t a r g et s  f o r i n v e sti g ati o n, i n cl u di n g, i n 

p a rti c ul a r,  a r c h a e al  h y d r o g e n ot r o p hi c  m et h a n o g e n s  t h at  c o u pl e  

H 2  o xi d ati o n  t o  C H 4  p r o d u cti o n  ( C O2  +  4 H 2    C H 4  +  2 H 2 O)  a n d  

b a ct e ri al  ( h o m o) a c et o g e n s t h at  c o u pl e  H 2  o xi d ati o n  t o a c et at e  

p r o d u cti o n  ( 4 H2  +  2 C O 2    C H 3 C O O H  +  2 H 2 O)  [1 6 ], a m o n g  ot h e r  

mi c r o bi al  m et a b oli c  g uil d s.  I n d e e d, e a rl y  mi c r o bi ol o gi c al  st u d -

i e s of  t h e  L C H F  r e v e al e d  d o mi n a n c e  b y  m et h a n o g e ni c  A r c h a e a,  

a n d  p a rti c ul a rl y  b y  a  si n gl e  1 6 S  r R N A  g e n e  p h yl ot y p e  r ef e r r e d  

t o a s  t h e  L o st  Cit y  M et h a n o s a r ci n al e s  ( L C M S) i n v e nt s  t h at  a r e  

hi g hl y  i m p a ct e d b y  s e r p e nti ni z ati o n  [3 3 , 3 4 ]. A n al y s e s  f r o m l at e r 

m et a g e n o mi c  st u di e s  i n di c at e d t h at  t h e  L C M S  a r e  p ot e nti all y  

c a p a bl e  of  h y d r o g e n ot r o p hi c  m et h a n o g e n e si s  i n a d diti o n  t o a c e -

t o cl a sti c  ( a c et at e f e r m e nt ati o n) a n d/ o r  m et h yl ot r o p hi c  ( m et h yl-

g r o u p  f e r m e nt ati o n) m et h a n o g e n e si s  [3 5 , 3 6 ]. Mi c r o c o s m  c a r b o n  

st a bl e  i s ot o p e st u di e s  al s o  s h o w e d  a  sti m ul ati o n  of  C H 4  p r o d u c -

ti o n  w h e n  a m e n d e d  wit h  H 2 , a n d  al s o  s u g g e st e d  t h e  c a p a cit y  

f o r a n a e r o bi c  m et h a n ot r o p h y  [3 7 ]. H o w e v e r,  c o n si d e r a bl e  d e b at e  

r e m ai n s  w h et h e r  c a n o ni c al  m et h a n o g e n s  c a n  al s o  c o n d u ct  a n a e r -

o bi c  m et h a n ot r o p h y  [3 8 ] a n d  f u rt h e r p h y si ol o gi c al  a n d  bi o c h e mi -

c al  st u d y  of  t h e s e  u n c ult u r e d  t a x a  i s still  n e e d e d.  N e v e rt h el e s s,  

t h e s e  e a rl y  st u di e s  p ri m a ril y  i n v e sti g at e d bi ofil m  c o m m u niti e s  

wit hi n  v e nt  c hi m n e y  i nt e ri o r s, p ot e nti all y  li miti n g t h e  p e r s p e cti v e  

of  t a x o n o mi c  a n d  f u n cti o n al di v e r sit y  a s s o ci at e d  wit h  s e r p e n -

ti ni zi n g  s y st e m s.  

M o r e  r e c e nt  st u di e s  of  L C H F  f l ui d s h a v e  d o c u m e nt e d  g r e at e r  

v a ri a bilit y  i n c o m m u nit y  c o m p o siti o n s,  i n cl u di n g t h o s e  t h at  a r e  

d o mi n at e d  b y  b a ct e ri al  t a x a,  wit h  L C M S  g e n e r all y  c o m p ri si n g  

s u b d o mi n a nt  p o p ul ati o n s  [3 5 ]. Si mil a rl y,  st u di e s  of  ot h e r  s e r p e n -

ti nit e  s y st e m s  h a v e  d o c u m e nt e d  a  v a ri a bl e  p r e s e n c e  a n d  a b u n -

d a n c e  of  m et h a n o g e n s,  r a n gi n g  f r o m s y st e m s  li k e t h e  T a bl el a n d s  

( C a n a d a), C R O M O,  N e y  S p ri n g s,  o r  H a k k u b a  S p ri n g s  (J a p a n) w h e r e  

t h e y  w e r e  n ot  d et e ct e d  [2 4 , 3 9 – 4 1 ] t o  s y st e m s  li k e t h e  S a m ail  O p hi -

olit e  o r  L C H F  w h e r e  t h e y  a r e  p r e s e nt  o r  a b u n d a nt  b ut  o nl y  i n s o m e  

c o m m u niti e s  [3 5 , 4 2 – 4 4 ]. Y et  i n ot h e r  s y st e m s,  s u c h  a s  s p ri n g s  

of  t h e  S a nt a  El e n a  O p hi olit e  ( C o st a Ri c a),  m et h a n o g e n s  c a n  b e  

d o mi n a nt  [4 5 ]. C o n si st e nt  wit h  t h e s e  st u di e s,  a n  a s s e m bl y-f r e e  

t a x o n o mi c  a n al y si s  of  7 0  p u bli cl y  a v ail a bl e  m et a g e n o m e s  (Fi g.  1 ; 

s e e  S u p pl e m e nt a r y  I nf o r m ati o n f o r m et h o d s)  f r o m s e r p e nti nit e -

h o st e d  s y st e m s  s u g g e st s  a  p a u cit y  of  m et h a n o g e ni c  t a x a  i n m o st  

s y st e m s,  alt h o u g h  c o n si d e r a bl e  v a ri ati o n  i n t h ei r  di st ri b uti o n  

a n d  a b u n d a n c e  e xi st s  wit hi n  a n d  a m o n g  c o m m u niti e s,  p a rti c u -

l a rl y f r o m t h e  S a m ail  O p hi olit e  a n d  L C H F  (Fi g.  2 ). T h u s,  alt h o u g h  

m et h a n o g e n s  a n d  m et h a n o g e n e si s  h a v e  b e e n  a  p ri m a r y  f o c u s 

of  mi c r o bi ol o gi c al  st u di e s  i n s e r p e nti nit e- h o st e d  s y st e m s  si n c e  

t h ei r  i niti al di s c o v e r y  i n t h e  L C H F,  a d diti o n al  st u di e s  o v e r  t h e  

l a st ∼ 2 0  y e a r s  h a v e  r e s h a p e d  o u r  o v e r all  u n d e r st a n di n g  of  t h ei r  

mi c r o bi al  e c ol o g y.  C oll e cti v el y,  t h e s e  fi n di n g s p r o m pt  t h e  f u n d a-

m e nt al  q u e sti o n  of  w h at  e n vi r o n m e nt al  o r  bi ol o gi c al  f a ct o r s p r o -

m ot e  o r  c o n st r ai n  t h e  di st ri b uti o n,  a b u n d a n c e,  a n d  m et a b oli s m  

of  m et h a n o g e n s  i n s e r p e nti nit e s ?  

A  r e vi s e d  u n d e r st a n di n g  of  m et h a n o g e n s  a n d  
ot h e r  a r c h a e a  i n s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s  

M e m b e r s  of  t h e  L C M S  (f a mil y M et h a n o s ar ci n a c e a e ) h a v e  b e e n  

i d e ntifi e d i n ot h e r  gl o b all y  di st ri b ut e d  s e r p e nti nit e  s y st e m s,  

i n cl u di n g i n t h e  P B H F  [4 6 ], i n a d diti o n  t o  a  L C M S-li k e  p h yl ot y p e  

( T C M S) t h at  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n t h e  C e d a r s  [4 7 ]. T h u s,  L C M S-

li k e m et h a n o g e n s  a p p e a r  t o m o stl y  b e  r e st ri ct e d  t o m a ri n e  

s e r p e nti nit e  s y st e m s.  I n c o nt r a st,  M et h a n o b a ct eri u m - r el at e d  

m et h a n o g e n s  ( cl a s s M et h a n o b a ct eri a ) a r e  c o m m o nl y  i d e ntifi e d i n 

t e r r e st ri al  s e r p e nti nit e s,  i n cl u di n g at  t h e  C e d a r s,  N e y  S p ri n g s,  

S a m ail  O p hi olit e,  Z a m b al e s  ( P hili p pi n e s), a n d  V olt ri  M a s sif  

s y st e m s  [2 7 , 4 2 , 4 3 , 4 8 – 5 2 ]. Li k e  t h e  L C M S  i n m a ri n e  s y st e m s,  

t h e  M et h a n o b a ct eri u m - rel at e d  m et h a n o g e n s  f o u n d i n t e r r e st ri al  

s y st e m s  c o m p ri s e  o nl y  a  si n gl e  o r  a  f e w g e n o mi c  p h yl ot y p e s  

[4 8 , 5 3 ], s u g g e sti n g  s p e cifi c  a d a pt ati o n s  t h at  f a cilit at e t h ei r  

c o m p etiti v e n e s s  i n t h e s e  e n vi r o n m e nt s.  

S e r p e nti nit e- a s s o ci at e d  M et h a n o b a ct eri u m  p ri m a ril y  c o n d u ct  

h y d r o g e n ot r o p hi c  m et h a n o g e n e si s  b a s e d  o n  c ulti v at e d  r e p -
1 4 Cr e s e nt ati v e s  [5 1 , 5 4 ], g e n o mi c  i nf e r e n c e [4 8 , 5 0 , 5 3 ], o r  

c a r b o n  i s ot o p e u pt a k e  e x p e ri m e nt s  [4 8 ], c o n si st e nt  wit h  m o st  

c ult u r e d  M et h a n o b a ct eri a  [5 5 ]. H o w e v e r,  s e v e r al  u ni q u e  a d a p -

t ati o n s  h a v e  b e e n  i d e ntifi e d a m o n g  s o m e  M et h a n o b a ct eri a  i n 

s e r p e nti nit e s,  i n cl u di n g h y p ot h e si z e d  f o r m at e- d ri v e n ( r at h e r t h a n  

H 2 - d ri v e n)  m et h a n o g e n e si s  i n M et h a n o b a ct eri u m  s p p.,  a s  r e v e al e d  

b y  m et a g e n o mi c s  a n d  1 4 C  i s ot o p e-l a b el e d mi c r o c o s m  st u di e s  

i n c o m m u niti e s  f r o m t h e  S a m ail  O p hi olit e  [4 8 , 5 6 ] ( di s c u s s e d 

i n g r e at e r  d et ail  b el o w).  F u rt h e r,  t h e  p ot e nti al  f o r f o r m at e-

d e p e n d e nt  m et h a n o g e n e si s  b y  M et h a n o b a ct eri a  i n s p ri n g s  of  t h e  

V olt ri  M a s sif  w a s  al s o  s u g g e st e d  b y  m et a g e n o mi c s  a n d  1 3 C c a r b o n  

s u b st r at e  c o n v e r si o n  st u di e s  [2 7 ]. I n a d diti o n,  s p ri n g  w at e r s  f r o m 

t h e  S a nt a  El e n a  O p hi olit e  h a r b o r e d  1 6 S  r R N A  g e n e  e vi d e n c e  f o r 

m a n y  of  t h e  a b o v e  t a x a,  i n a d diti o n  t o ot h e r s  n ot  c o m m o nl y  

i d e ntifi e d i n s e r p e nti ni zi n g  s y st e m s  ( o r d e r M et h a n o mi cr o bi al e s ), 

t h at  w e r e  v a ri o u sl y  i m pli c at e d i n H 2 -,  f o r m at e- d e p e n d e nt, o r  
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Fi g.  1.  Gl o b al  di st ri b uti o n  of  s e r p e nti ni z ati o n -i nf l u e n c e d  e n vi r o n m e nt s  t h at h a v e  b e e n  i n v e sti g at e d mi c r o bi ol o gi c all y  a n d  t h o s e t h at h o st e d  7 0  

p u bli cl y  a v ail a bl e  s h ot g u n  m et a g e n o m e s  u s e d  i n t h e m et a - a n al y si s  of  t hi s r e vi e w.  G e ol o gi c  s y st e m s  a r e  i n di c at e d b y  p oi nt s  a n d  a b b r e vi ati o n s  o n  

t h e  m a p,  wit h  t h o s e  i n g r e e n  h o sti n g  m et a g e n o m e s  t h at  w e r e  u s e d  i n t h e  m et a- a n al y si s  of  t hi s  r e vi e w.  B ott o m  l eft i n s e rt s h o w s  t h e  p H  di st ri b uti o n  of  

w at e r  s a m pl e s  f r o m w hi c h  t h e  m et a g e n o m e s  w e r e  d e ri v e d,  a s  r e p o rt e d  b y  t h e  o ri gi n al  p u bli c ati o n.  A d diti o n al  i nf o r m ati o n f o r m et a g e n o m e s  i s s h o w n  

i n S u p pl e m e nt a r y  T a bl e  1 . A b b r e vi ati o n s  a r e  d efi n e d  a s  f oll o w s ( a n d f u rt h e r i d e ntifi e d i n S u p pl e m e nt a r y  T a bl e  1 ). N E Y:  N e y  S p ri n g s;  C E D:  T h e  C e d a r s;  

C R O M O:  C o a st  R a n g e  O p hi olit e  Mi c r o bi al  O b s e r v at o r y;  S E O:  S a nt a  El e n a  O p hi olit e;  T B L:  T a bl el a n d s  O p hi olit e;  R H F:  R ai n b o w  H y d r ot h e r m al  Fi el d;  

L C H F:  L o st  Cit y  H y d r ot h e r m al  Fi el d;  L V F:  L o g at c h e v  V e nt  Fi el d;  A V F:  A s h a d z e  V e nt  Fi el d;  A U R:  A u r o r a  S e a m o u nt;  L E K A:  L e k a  O p hi olit e;  C D V:  C a b e ç o  d e  

Vi d e;  V O L:  V olt ri  M a s sif;  Y A N:  Y a n a rt a ̧ s;  A L L:  All a s  S p ri n g s;  S A M:  S a m ail  O p hi olit e;  K M R:  K h alil o v s k y  M a s sif;  K H F:  K a r ei  H y d r ot h e r m al  Fi el d;  O C H F:  

Ol d  Cit y  H y d r ot h e r m al  Fi el d;  H H S:  H a k u b a  H a p p o  H ot  S p ri n g s;  M A N:  M a nl el u a g  S p ri n g;  L C R:  L a  C r o u e n  S p ri n g;  P B H F:  P r o n y  B a y  H y d r ot h e r m al  Fi el d.  

o t h e r  t y p e s  of  m et h a n o g e n e si s  [4 5 ]. I n a d diti o n  t o m et h a n o g e ni c  

A r c h a e a,  a n a e r o bi c  m et h a n ot r o p hi c  E u r y a r c h a e ot a  ( A N M E) w e r e  

i d e ntifi e d i n t h e  L C H F  [3 3 ], a n d  m o r e  r e c e ntl y  i n t h e  S a nt a  

El e n a,  C a b e c o  d e  Vi d e,  a n d  S a m ail  O p hi olit e  s y st e m s  [4 3 , 4 5 , 5 7 ]. 

T h e  A N M E  h a v e  b e e n  h y p ot h e si z e d  t o  p a rti ci p at e  i n s y nt r o p hi c  

a n a e r o bi c  o xi d ati o n  of  C H 4 , w hi c h  i s oft e n  a b u n d a nt  i n f l ui d s 

i m p a ct e d b y  s e r p e nti ni z ati o n  [5 8 ]. T h u s,  t h e  di st ri b uti o n  of  b ot h  

m et h a n o g e n s  a n d  A N M E  i n s e r p e nti nit e  s y st e m s  i s p at c h y  a n d  

r e st ri ct e d  t o o nl y  a  f e w a r c h a e al  p h yl ot y p e s  wit hi n  a  f e w di vi si o n s.  

T hi s  c o n cl u si o n  i s c o n si st e nt  wit h  t h e  a s s e m bl y-f r e e  a n al y si s  of  7 0  

s e r p e nti nit e  m et a g e n o m e s  c o n d u ct e d  h e r ei n,  w hi c h  al s o  r e v e al s  

a  li mit e d a n d  i r r e g ul a r di st ri b uti o n  of  m et h a n o g e ni c  o r  a n a e r o bi c  

m et h a n ot r o p hi c  a r c h a e al  t a x a  (Fi g.  2 ). 

B e y o n d  t h e  r el ati v e  p a u cit y  of  m et h a n o g e ni c  o r  A N M E  

a r c h a e al  p h yl ot y p e s  i d e ntifi e d i n s e r p e nti ni zi n g  s y st e m s,  a  

li mit e d di v e r sit y  of  ot h e r  a r c h a e al  t a x a  h a s  b e e n  i d e ntifi e d (Fi g.  2 ). 

T h e s e  i n cl u d e r e p r e s e nt ati v e s  of  t h e  cl a s s e s  Nitr o s o s p h a eri a  [2 1 , 2 2 , 

5 9 ] t h at  c o m p ri s e  a m m o ni a- o xi di z e r s  t y pi c al  of  f r e s h- a n d s e a -

w at e r s  [6 0 ] a n d  T h al a s s o ar c h a e a  t y pi c al  of  gl o b al  m a ri n e  w at e r s  

[6 1 ] t h at  h a v e  b e e n  d et e ct e d  i n m a ri n e  s e r p e nti nit e  c o m m u niti e s  

[2 1 , 4 6 ]. Li k e wi s e,  a n a e r o bi c  H a d e s ar c h a e ot a  p ut ati v el y  c a p a bl e  of  

h et e r ot r o p hi c  m et a b oli s m  t h at  i s s u p pl e m e nt e d  b y  C O  o xi d ati o n  

[5 0 ] a n d  t h at  a r e  c o m m o n  i n s u b s u rf a c e  e n vi r o n m e nt s  [6 2 ] w e r e  

r e c e ntl y  i d e ntifi e d i n hi g hl y  r e d u c e d  f r a ct u r e w at e r s  of  t h e  S a m ail  

O p hi olit e  [6 3 ] a n d  i n Z a m b al e s  s p ri n g s  [5 0 ], b ut  m a y  al s o  b e  

p r e s e nt  a s  l o w- a b u n d a n c e t a x a  i n ot h e r  s y st e m s  (Fi g.  2 ). C oll e c -

ti v el y,  t h e s e  d at a  r e v e al  t h at  A r c h a e a  c a n  i n h a bit s e r p e nti nit e s,  

b ut  t e n d  t o b e  r a r e,  o nl y  c o m p ri s e  a  f e w t ot al  p h yl ot y p e s,  a n d  a r e  

g e n e r all y  s u b d o mi n a nt  t o  B a ct e ri a.  I nt ri g ui n gl y, s e r p e nti nit e s  a r e  

g e n e r all y  c h a r a ct e ri z e d  a s  h o sti n g  w at e r s  t h at  a r e  hi g hl y  r e d u c e d,  

n ut ri e nt  li mit e d, a n o xi c,  a n d  g e n e r all y  e n e r g y  li mit e d, c o n diti o n s  

t h at  t e n d  t o f a v o r a r c h a e al  i n h a bit ati o n [6 4 ]. T h u s,  t h e  g e n e r al  

l a ck  of  a r c h a e al  di v e r sit y  o r  a b u n d a n c e  i n t h e s e  s y st e m s  r e m ai n s  

p e r pl e xi n g.  

R e c e nt  di s c o v e r y  of  a c et o g e n -li k e  b a ct e ri a  a s  
p ut ati v e  p ri m a r y  p r o d u c e r s  

I n c o nt r a st  t o A r c h a e a,  di v e r s e  b a ct e ri al  t a x a  wit h  e q u all y  

di v e r s e  m et a b oli c  c a p a citi e s  h a v e  b e e n  i d e ntifi e d i n s e r p e nti -

nit e  s y st e m s.  A n a e r o bi c  b a ct e ri a  a r e  p a rti c ul a rl y  p r e v al e nt  i n 

s e r p e nti ni z e d  w at e r s,  i n cl u di n g t h o s e  i n v ol v e d i n s ulf u r  c y cli n g  

( p ri m a ril y s ulf at e  r e d u cti o n)  a n d  t h o s e  p ut ati v el y  c a p a bl e  of  

a c et o g e n e si s  o r  1- c a r b o n  m et a b oli s m.  E vi d e n c e  f o r t h e  p r e s e n c e  

of  b a ct e ri al  a c et o g e n s  h a s  b e e n  m u c h  l e s s f o rt h c o mi n g c o m p a r e d  

t o t h at  f o r m et h a n o g e n s,  wit h  n o  a c et o g e ni c  i s ol at e s y et  

r e p o rt e d  f r o m s e r p e nti ni z ati o n  h a bit at s.  R at h e r,  g e n o m e- r e s ol v e d  

m et a g e n o mi c s  a p p r o a c h e s  ( e. g. vi a  m et a g e n o m e  a s s e m bl e d  

g e n o m e s,  M A G s)  h a v e  o nl y  r e c e ntl y  p r o vi d e d  e vi d e n c e  f o r s e v e r al  

p ut ati v el y  a c et o g e n-li k e  o r g a ni s m s  f r o m t h u s  f a r u n c ult u r e d  

b a ct e ri al  di vi si o n s  [3 5 , 3 9 , 6 5 – 6 7 ]. T h e s e  p ut ati v e  a c et o g e n  M A G s  

r e p r e s e nt  p o p ul ati o n s  t h at  a r e  oft e n  d o mi n a nt  m e m b e r s  of,  a n d  

h y p ot h e si z e d  p ri m a r y  p r o d u c e r s  i n, s e r p e nti ni z e d  t e r r e st ri al  a n d  

m a ri n e  c o m m u niti e s  [3 5 , 4 6 , 6 5 ]. F u rt h e r,  alt h o u g h  h et e r ot r o p hi c  

a c et o g e n e si s  ( a c et at e p r o d u cti o n  f r o m o r g a ni c  c o m p o u n d s)  h a s  

b e e n  d e m o n st r at e d  i n C e d a r s  c o m m u niti e s  u si n g  c a r b o n  i s ot o pi c 

mi c r o c o s m  e x p e ri m e nt s  [6 8 ], e vi d e n c e  f o r a ut ot r o p hi c  a c et o g e n -

e si s  ( h o m o a c et o g e n e si s) h a s  y et  t o b e  d e m o n st r at e d  o r  e v al u at e d  

i n a  s e r p e nti ni zi n g  s y st e m  wit h  e x p e ri m e nt al  a p p r o a c h e s.  
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4 | C ol m a n  et  al.  

Fi g.  2. T a x o n o mi c c o m p o siti o n  of  7 0 c o m m u nit y  m et a g e n o m e s f r o m s e r p e nti ni z ati o n -i nf l u e n c e d e n vi r o n m e nt s. E a c h r o w r e p r e s e nt s a  

m et a g e n o m e o r g a ni z e d  b y sit e a n d  b y i n c r e a si n g  p H f r o m t o p t o  b ott o m ( wit hi n e a c h sit e). E a c h c ol u m n r e p r e s e nt s a t a x o n o mi c g r o u p t h at  w a s  

i d e ntifi e d i n > 1 % r el ati v e a b u n d a n c e i n at l e a st o n e of t h e  m et a g e n o m e s.  M et a g e n o mi c  d at a a n d  p u bli cl y a v ail a bl e a c c e s si o n i nf o r m ati o n i s  p r o vi d e d  

i n S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 1 .  C o m m u nit y c o m p o siti o n  w a s e v al u at e d f r o m r a w r e a d s  u si n g t h e Si n gl e M  pi p eli n e ( d e s c ri b e d i n S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s). 

T a x o n o mi c g r o u p s a r e  d efi n e d a s i n t h e g e n o m e t r e e  d at a b a s e ( G T D B) at v a ri o u s t a x o n o mi c l e v el s:  p: P h yl u m; c:  Cl a s s; o:  O r d e r; f: F a mil y; g:  G e n u s.  

S u b- p h yl u m l e v el t a x a t h at a r e  di s c u s s e d i n t h e  m a n u s c ri pt a r e s p e cifi c all y i n cl u d e d.  Ci r cl e s a r e c ol o r e d  b y t h ei r c o r r e s p o n di n g s y st e m a n d si z e d  

a c c o r di n g t o t h ei r e sti m at e d r el ati v e a b u n d a n c e, a s i n di c at e d  b y t h e l e g e n d o n t h e  b ott o m l eft.  

C a n o ni c al  h o m o a c et o g e n e si s  i s g e n e r all y  c o n si d e r e d  t o b e  a  

c h all e n gi n g  m et a b oli s m  t o  s u p p o rt  lif e o wi n g  t o  t h e  mi ni m al  

f r e e e n e r g y r el e a s e d f r o m t h e  H 2 / C O 2  r e d o x c o u pl e ( 4 H 2  +  2 C O 2  

 C H 3 C O O H  +  2 H 2 O c o u pl e;   G � =  − 4 0 kJ  p e r  m ol e  u n d e r  p h y s -

i ol o gi c al c o n diti o n s)  [6 9 ].  H o w e v e r, t h e t h e r m o d y n a mi c s  of  t hi s  

r e a cti o n  b e c o m e  e s p e ci all y  p r o bl e m ati c  i n hi g hl y  s e r p e nti ni z e d  

f l ui d s [3 9 ] a n d  a r e  e x a c e r b at e d  b y  t h e  li mit e d a v ail a bilit y  of  

di s s ol v e d  i n o r g a ni c c a r b o n  ( DI C) i n t h e s e  s y st e m s  [4 4 ]. A ut ot r o p hi c  

a c et o g e n e si s  m a y c o n s e q u e ntl y r e q ui r e  m et a b oli c a d a pt ati o n s t o  

s e r p e nti nit e e n vi r o n m e nt s t h at  h el p o v e r c o m e t h e s e c h all e n g e s,  

s u c h a s t h e  u s e of f o r m at e r at h e r t h a n  C O 2  t o  d ri v e a c et o g e n e si s  

a n d r e c r uit m e nt of el e ct r o n  bif u r c ati n g e n z y m e s y st e m s t o  d ri v e  

e x e r g o ni c el e ct r o n t r a n sf e r s [ 3 9 , 6 5 , 7 0 ], a s  di s c u s s e d i n g r e at e r 

d et ail b el o w.  I nt ri g ui n gl y, a r e c e nt g e n o m e- r e s ol v e d  m et a g e n o mi c  

a n al y si s i d e ntifi e d a n a r c h a e o n  wit hi n o n e of t h e s e v e n c a n o ni c al  

g r o u p s of  m et h a n o g e n s ( o r d e r M et h a n o c ell al e s ) t h at  w a s a b u n d a nt 

i n s p ri n g s  of  t h e  C e d a r s,  b ut  t h at  a p p e a r  t o  h a v e  r el ati v el y  r e c e ntl y  

l o st t h e  c a p a cit y  f o r m et h a n o g e n e si s  a n d  a r e  i nf e r r e d t o b e  

n o n- H 2 - d e p e n d e nt  a c et o g e n s  [7 1 ]. T h e s e  r e s ult s  a r e  c o n si st e nt  

wit h  l a b o r at o r y e x p e ri m e nt s  d e m o n st r ati n g  t h at  c a n o ni c al  
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m et h a n o g e n s  c a n  b e  e n gi n e e r e d  t o c o n d u ct  a c et o g e n e si s  vi a  

t a r g et e d  d el eti o n s  of  g e n e s  e n c o di n g  p r ot ei n s  i n v ol v e d i n 

m et h a n o g e n e si s  p at h w a y s  [7 2 ]. Alt h o u g h  f u rt h e r c o nfi r m ati o n  

of  t h e s e  r e c e nt  r e s ult s  i s n e e d e d,  t h e  p ut ati v el y  a c et o g e ni c  

M et h a n o c ell al e s  r e p r e s e nt  a  p r e vi o u sl y  u n r e c o g ni z e d  li n e a g e of  

a c et o g e n s  a n d  a r e  s u g g e sti v e  of  a  n o v el  e v ol uti o n a r y  s c e n a ri o  

w h e r e b y  m et h a n o g e ni c  A r c h a e a  di v e r g e  i nt o n o n- m et h a n o g e ni c  

a c et o g e n s.  A c et at e  i s oft e n  o n e  of  t h e  m o st  a b u n d a nt  s h o rt  c h ai n  

c a r b o n  c o m p o u n d s  i n s e r p e nti nit e  w at e r s  [4 2 , 7 3 ], s u g g e sti n g  t h e  

n e e d  f o r a d diti o n al  st u di e s  ai m e d  at  i d e ntif yi n g it s bi oti c  o r  a bi oti c  

s o u r c e  a n d  f at e i n t h e s e  e c o s y st e m s.  

Ot h e r  p r e v al e nt  b a ct e ri al  f u n cti o n al g uil d s  

S ulf u r- m et a b oli zi n g  b a ct e ri a,  a n d  p a rti c ul a rl y  s ulf at e- r e d u ci n g  

b a ct e ri a  ( S R B s), a r e  c o m m o nl y  a b u n d a nt  i n s e r p e nti nit e- h o st e d  

c o m m u niti e s,  i n cl u di n g t a x a  r el at e d  t o  t h e  T h er m o d e s ulf o vi bri o  

( cl a s s T h er m o d e s ulf o vi bri o ni a ) [2 6 , 3 5 , 5 9 ], D et hi o b a ct er  ( cl a s s 

D et hi o b a ct eri a ), D e s ulf or u di s  (f a mily  D e s ulf or u d a c e a e ), D e s ulf ot o m a c u -

l u m ( o r d e r D e s ulf ot o m a c ul al e s ), a n d  m e m b e r s  of  t h e  D e s ulf o b a ct er ot a  

cl a s s  ( p r e vi o u sl y D elt a p r ot e o b a ct e ri a)  [3 5 , 4 2 , 7 4 ], a m o n g  ot h e r s.  

F u rt h e r , r at e s  of  s ulfi d e  p r o d u cti o n  c o o r di n at e d  wit h  H 2  d r a w-

d o w n,  1 3 C s u b st r at e  u pt a k e e x p e ri m e nt s, a n d  m ol e c ul a r  mi c r o bi al  

a n al y s e s  h a v e  s u g g e st e d  t h at  S R B  m a y  b e  i m p o rt a nt p ri m a r y  

p r o d u c e r s  a n d  c o n s u m e r s  of  H 2  i n t h e  L C H F  s y st e m  [7 5 , 7 6 ] a n d  

p r e v al e nt  i n t h e  s u b s u rf a c e  of  s e r p e nti ni zi n g  s y st e m s,  a s  i n t h e  

M a ri a n a  F o r e a r c  b a s e d  o n  s ulf u r  i s ot o p e f r a cti o n ati o n a n al y si s  of  

f l ui d s [7 7 ]. M o r e o v e r,  3 5 S  r a di ot r a c e r  mi c r o c o s m  u pt a k e  st u di e s  

s u g g e st  t h at  S R B  f r o m t h e  S a m ail  a n d  C R O M O  s y st e m s  a r e  a cti v e  

a c r o s s  t h e  r a n g e  of  p H  ( e. g. p H  ∼ 7 – 1 2. 5)  e n c o u nt e r e d  t h e r e,  

alt h o u g h  t h ei r  a cti vit y  m a y  b e  li mit e d at  hi g h e r  p H  [7 8 ]. 

A s  i n m o st  s u b s u rf a c e  e n vi r o n m e nt s,  S O 4
2 −  i s o n e  of  t h e  m o st  

a b u n d a nt  o xi d a nt s  f o r lit h ot r o p hi c m et a b oli s m s  i n s e r p e nti ni zi n g  

s y st e m s, eit h e r  d u e  t o i n p ut of  s e a w at e r  wit h  hi g h  S O 4
2 −  (∼ 2 8  m M)  

o r  t o r a di ol yti c- o r  r a di c al- b a s e d  a bi oti c  p y rit e  o xi d ati o n  [7 9 , 

8 0 ]. T h e  t h e r m o d y n a mi c s  of  S O 4
2 −  r e d u cti o n  wit h  H 2 , C O, o r  

o r g a ni c  a ci d s  ( e. g. a c et at e  o r  f o r m at e) a r e  m o r e  f a v o r a bl e t h a n  C O 2  

r e d u cti o n  t h r o u g h  m et h a n o g e n e si s  o r  a c et o g e n e si s  [7 5 ] p a rti all y  

e x pl ai ni n g  w h y  S R B  oft e n  o ut c o m p et e  ot h e r  m et a b oli c  g uil d s  i n 

m a n y  a n a e r o bi c  n at u r al  s y st e m s  [8 1 ]. H y d r o g e n ot r o p hi c  S R B  h a v e  

al s o  b e e n  t r a diti o n all y  c o n si d e r e d  t o o ut c o m p et e  m et h a n o g e n s  

f o r H 2  i n f r e s h w at e r e n vi r o n m e nt s  w h e n  S O 4
2 −  >  3 0  μ M [ 8 2 ]. 

C o n si st e nt  wit h  t h e s e  a s s e rti o n s,  c o m m u nit y  c o m p o siti o n-

i nf o r m e d ni c h e  m o d eli n g  of  h y p e r al k ali n e  s p ri n g  w at e r s  of  

t h e  S a m ail  O p hi olit e  a n d  el s e w h e r e  s u g g e st  T h er m o d e s ulf o vi bri o  

c a n  o ut c o m p et e  M et h a n o b a ct eri u m  w h e n  S O 4
2 −  c o n c e nt r ati o n s  

e x c e e d  1 0  μ M [ 8 3 ]. H o w e v e r,  t h e  c o- o c c u r ri n g  p ot e nti al  f o r 

S O 4
2 −  r e d u cti o n  a n d  m et h a n o g e n e si s  a s  a s s e s s e d  vi a  mi c r o c o s m  

st u di e s  a n d  g e n o mi c  a n al y s e s,  f o r e x a m pl e  i n S a m ail  O p hi olit e  

s u b s u rf a c e  w at e r s  [4 2 , 7 8 ], s u g g e st s  t h at  t h ei r  ni c h e s  a r e  

t e m p o rall y  a n d/ o r  s p ati all y  d efi n e d  b y  p a r a m et e r s  ot h e r  t h a n  

o xi d a nt  a v ail a bilit y  al o n e,  t h e r e b y  mi ni mi zi n g  ni c h e  o v e rl a p  a n d  

e n a bli n g  c o- e xi st e n c e.  

L e s s  w ell  u n d e r st o o d  i n s e r p e nti nit e  s y st e m s  a r e  t h e  r ol e s  of  

mi c r o o r g a ni s m s  i n t h e  o xi d ati v e  s ulf u r  c y cl e  ( e. g. i n m et a b oli zi n g  

S 2 O 3  
− , S2 −  , o r  S 0 ), alt h o u g h  1 6 S  r R N A  g e n e  a n d  g e n o mi c  

i n v e sti g ati o n s h a v e  s u g g e st e d  a  hi g h  p ot e nti al  f o r s ulf u r  o xi d ati o n  

i n s e v e r al  s y st e m s  [2 4 , 7 4 , 8 4 ]. F u rt h e r,  a e r o bi c  S 2 O 3
— o xi di zi n g  

(R h o d o b a ct er a c e a e  a n d  H al o m o n a s  s p p.)  a n d  s ulf u r- c o m p o u n d -

di s p r o p o rti o n ati n g  (D et hi o b a ct er  s p.)  st r ai n s  h a v e  b e e n  i s ol at e d 

o r  e n ri c h e d  i n c ult u r e s  f r o m t h e  N e y  S p ri n g s  a n d  C R O M O  

s y st e m s  [2 4 , 8 5 ]. O xi d ati v e  s ulf u r  c y cli n g  m et a b oli s m s  r e q ui r e  t h e  

a v ail a bilit y  of  o xi d a nt s  ( e. g. O 2 , o r  N O 3  
− ) wit h  w hi c h  t o  c o u pl e  t o  

s ulf u r- c o m p o u n d  o xi d ati o n.  C o n s e q u e ntl y,  t h e s e  e n vi r o n m e nt s  

a r e  li k el y t o b e  l a r g el y r e st ri ct e d  t o n e a r  s u rf a c e  z o n e s  of  

t e r r e st ri al  s e r p e nti nit e s  o r  n e a r  t h e  s e a  w at e r/ s e r p e nti ni z e d  f l ui d 

i nt e rf a c e i n m a ri n e  s y st e m s  [2 4 , 8 4 ]. 

C o n s pi c u o u sl y  mi s si n g  f r o m m o st  s u r v e y s  of  mi c r o bi al  t a x o -

n o mi c  a n d  f u n cti o n al di v e r sit y  i n s e r p e nti ni zi n g  s y st e m s  i s e vi -

d e n c e  f o r F e(III)- r e d u ci n g  o r  F e(II)- o xi di zi n g  p o p ul ati o n s,  gi v e n  t h e  

a b u n d a n c e  of  F e- b e a ri n g  mi n e r al s  i n h o st- r o c k  s etti n g s  a n d  t h e  

c riti c al  r ol e  t h at  t h e s e  mi n e r al s  pl a y  i n s e r p e nti ni z ati o n  r e a cti o n s.  

F e(III)- r e d u ci n g  e n ri c h m e nt  a n d  i s ol at e c ult u r e s  w e r e  r e c o v e r e d  

f r o m t h e  h y p e r al k ali n e  All a s  S p ri n g  ( C y p r u s) [8 6 ], i n a d diti o n  t o  

a  m a g n etit e- r e d u ci n g  P a e ni b a cill u s  s p.  (Fir mi c ut e s  p h yl u m)  f r o m 

t h e  C e d a r s  s y st e m s  [8 7 ]. It i s w o rt h  n oti n g  t h at  s e v e r al  p r e v al e nt  

m et a b oli c  p at h w a y s  of  di s si mil at o r y  F e(III)  r e d u cti o n  o r  F e(II)  

o xi d ati o n  a r e  n ot  c o n s e r v e d  a n d  c a n  b e  n o n- s p e cifi c,  i n a d diti o n  t o 

r e m ai ni n g  p a rti all y  u n k n o w n  [8 8 ], t h e r e b y  c o nf o u n di n g  i nf e r e n c e 

f ro m  g e n o mi c- b a s e d  i n v e sti g ati o n s. C o n si st e nt  wit h  t hi s  p e r s p e c -

ti v e,  t h e  g e n u s  D et hi o b a ct er  w a s  o ri gi n all y  d e s c ri b e d  vi a  m o d e r -

at el y  al k ali p hili c  st r ai n s  ( e. g. D.  al k ali p hil u s ) i s ol at e d f r o m s o d a  l a k e 

s e di m e nt s  t h at  w e r e  c a p a bl e  of  H 2 - b a s e d  r e d u cti o n  of  v a ri o u s  s ul -

f u r c o m p o u n d s  ( e. g. S 2 O 3  
−  o r  p ol y s ulfi d e s)  [8 9 ]. D et hi o b a ct er  s p p.  

a r e  c o m m o n  i n h a bit a nt s of  s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  w at e r s,  

a s  i n di c at e d a b o v e  ( a n d i n Fi g.  2 ), a n d  D . al k ali p hil u s  h a s  r e c e ntl y  

b e e n  s h o w n  t o c o m p ri s e  st r ai n s  t h at  r e d u c e  F e(III)  wit h  v a ri o u s  

el e ct r o n  d o n o r s  i n cl u di n g H 2  a n d  o r g a ni c  a ci d s,  i n a d diti o n  t o  

st r ai n s  t h at  c a n  p ut ati v el y  o xi di z e  F e(II)  a n a e r o bi c all y  [9 0 ]. Gi v e n  

t h at  p h yl ot y p e s  cl o s el y  r el at e d  t o  t h e s e  st r ai n s  a r e  u bi q uit o u s  

i n s e r p e nti nit e  e n vi r o n m e nt s  [9 0 ], it i s p o s si bl e  t h at  t h e y  a r e  

c o n d u cti n g  si mil a r  m et a b oli s m s  i n t h e s e  s y st e m s.  C o n si st e nt  

wit h  t hi s  s u p p o siti o n,  a  p r e vi o u s  r e vi siti n g  of  s e v e r al  d e s c ri b e d  

al k ali p hili c,  s ulf u r- r e d u ci n g  t a x a  r e v e al e d  t h e  wi d e s p r e a d  a bilit y  

t o r e d u c e  F e(III)  vi a  m ulti h e m e  c yt o c h r o m e  c  p r ot ei n s  o r  ot h e r  

n o n- s p e cifi c  p at h w a y s  [9 1 ]. C o n s e q u e ntl y,  di s si mil at o r y  F e- b a s e d  

m et a b oli s m s  m a y  b e  m o r e  p r e v al e nt  i n s e r p e nti nit e  e n vi r o n m e nt s  

t h a n  p r e vi o u sl y  r e c o g ni z e d  d u e  t o  diffi c ulti e s  i n i d e ntif yi n g t h e s e  

a cti viti e s  f r o m c ult u r e-i n d e p e n d e nt  a n al y s e s.  

N u m e r o u s  b a ct e ri al  t a x a  c a p a bl e  of  a e r o bi c  r e s pi r ati o n  h a v e  

al s o  b e e n  i d e ntifi e d i n s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  w at e r s  [1 8 , 

4 7 , 6 3 , 9 2 ]. Alt h o u g h  w at e r s  i n s e r p e nti nit e s  a r e  g e n e r all y  c o n -

si d e r e d  t o  b e  hi g hl y  r e d u ci n g  a n d  a n o xi c,  mi xi n g  of  t h e s e  f l u-

i d s wit h  n e a r  s u rf a c e  o x y g e n at e d  m et e o ri c  w at e r s,  o x y g e n at e d  

s e a w at e r s,  o r  t h e  i nf u si o n of  at m o s p h e ri c  g a s e s  at  s p ri n g/ w ell -

h e a d  ai r- w at e r  i nt e rf a c e s p r o vi d e s  s u b st a nti al  o p p o rt u nit y  f o r 

mi c r o bi al  m et a b oli s m s  t o l e v e r a g e s u rf a c e- d e ri v e d  o xi d a nt s  ( e. g. 

O 2 ). Oft e n,  t h e s e  a e r o b e s  c o u pl e  wit h  r e d u ct a nt s  g e n e r at e d  f r o m 

s e r p e nti ni z ati o n  ( e. g. H 2  o r  C H 4 ) i n hi g hl y  e x e r g o ni c  r e a cti o n s  [9 3 ]. 

F o r  e x a m pl e,  t h e  g e n u s  S er p e nti ni m o n a s  ( cl a s s B et a pr ot e o b a ct eri a ) 

w a s  i s ol at e d a s  a n  H 2 - d e p e n d e nt  a e r o bi c  a ut ot r o p h  f r o m C e d a r s  

s p ri n g  w at e r s  [1 8 ], a n d  e x hi bit e d  o pti m al  g r o wt h  at  p H  of  ∼ 1 1  

( wit h g r o wt h  u p  t o  p H  1 2. 5).  M ol e c ul a r  a n al y s e s  of  s e r p e nti ni z e d  

f l ui d s f r o m t e r r e st ri al  s e r p e nti nit e s  c o m m o nl y  i d e ntif y t hi s  g e n u s  

[4 1 , 4 7 , 9 4 ], a s  al s o  o b s e r v e d  i n t h e  a s s e m bl y-f r e e  a n al y si s  c o n -

d u ct e d  h e r e  (Fi g.  2 ). 

Ot h e r  di v e r s e  a e r o bi c  t a x a  a r e  c o m m o nl y  i d e ntifi e d i n s u rf a c e-

e x p o s e d  c o nti n e nt al  s y st e m s  [2 4 , 2 7 , 4 9 ] a n d  m a ri n e  v e nt  f l ui d s 

[2 2 , 3 4 ], s u g g e sti n g  a  wi d e s p r e a d  p ot e nti al  t o l e v e r a g e t h e  

d y n a mi c  ni c h e  s p a c e  at  t h e  i nt e rf a c e of  r e d u c e d  s e r p e nti ni z e d  

f l ui d s a n d  o xi di z e d  s u rf a c e/ s e a  w at e r s.  I n a d diti o n,  B a ct e ri a  

i nf e r r e d t o b e  o bli g at e  a e r o b e s  a r e  c o m m o nl y  f o u n d i n d e e p  

w at e r s  i s ol at e d f r o m n e a r  s u rf a c e  i n p ut s, i n cl u di n g f o r e x a m pl e,  

M ei ot h er m u s , w h o s e  a b u n d a n c e s  p a r a d o xi c all y  i n c r e a s e d wit h  

d e pt h  i n a  hi g hl y  r e d u ci n g  w ell  wit hi n  t h e  S a m ail  O p hi olit e  [6 3 ]. 

A n  i nt ri g ui n g, b ut  s o-f a r  littl e e x pl o r e d,  alt e r n ati v e  e x pl a n ati o n  

f o r a p p a r e nt  O 2  a v ail a bilit y  i n a n o xi c  s e r p e nti nit e  s y st e m  
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6 | C ol m a n  et  al.  

w at e r s  m a y  o c c u r  t h r o u g h  “ d a r k”  O 2  p r o d u cti o n  vi a  s e v e r al  

n o n- p h ot o s y nt h eti c  m e c h a ni s m s  t h at  h a v e  o nl y  r e c e ntl y  b e e n  

i d e ntifi e d a s  u bi q uit o u s  a m o n g  mi c r o o r g a ni s m s.  T hi s  i n cl u d e s O 2  

−p r o d u cti o n  t h r o u g h  di s m ut ati o n  of  c hl o rit e  ( Cl O2    Cl − +  O 2 ), 

nit ri c  o xi d e  ( 2 N O   N 2  +  O 2 ), a n d  h y d r o g e n  p e r o xi d e  ( 2 H2 O 2  

  2 H 2 O  +  O 2 ), a s  w ell  a s  d u ri n g  o xi d ati o n  of  a m m o ni a  vi a  a n  

u n k n o w n  m e c h a ni s m  [9 5 , 9 6 ]. S u c h  r e a cti o n s  h a v e  r e c e ntl y  

b e e n  i nf e r r e d t o s u p p o rt  m a n y  s u b s u rf a c e  e c o s y st e m s  t h at  

h a v e  l o n g b e e n  i s ol at e d f r o m at m o s p h e ri c  s o u r c e s  of  O 2  [9 7 ]. 

Alt h o u g h  g e n o mi c  e vi d e n c e  f o r N O  a n d  H 2 O 2  di s m ut ati o n  i n 

s e r p e nti nit e  c o m m u niti e s  i s li mit e d, g e n e s  e n c o di n g  c hl o rit e  

di s m ut a s e  p r ot ei n s  a r e  wi d e s p r e a d  a n d  oft e nti m e s  a b u n d a nt,  

i n p a rti c ul a r  i n st u di e s  of  s u b s u rf a c e  w at e r s  wit hi n  t h e  S a m ail  

O p hi olit e  [6 3 ]. Att e m pt s  t o d et e ct  Cl O 2  
−  ( o r p e r c hl o r at e  t h at  

c a n  yi el d  Cl O 2  
−  w h e n  r e d u c e d)  i n S a m ail  O p hi olit e  f r a ct u r e 

w at e r s  h a v e  t h u s  f a r b e e n  u n s u c c e s sf ul  [6 3 ], w hi c h  m a y  p oi nt  

t o  it s r a pi d  bi ol o gi c al  c o n s u m pti o n.  A d diti o n al  r e s e a r c h  i s 

n e e d e d  t o a s s e s s  t h e  p ot e nti al  f o r “ d a r k”  O 2  p r o d u cti o n  i n 

s u p p o rti n g  s u b s u rf a c e  s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  e c o s y st e m s  

a n d  t o a s s e s s  p ot e nti al  s o u r c e s  of  Cl O 2  
− , N O, a n d  H 2 O 2  i n t h e s e  

s y st e m s.  

A d a pt ati o n s  t o o v e r c o m e  p h y si ol o gi c al  
c h all e n g e s  i n s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s  
C h all e n g e s  f o r lif e i n hi g hl y  
s e r p e nti ni z ati o n -i nf l u e n c e d  e n vi r o n m e nt s  

D e s pit e  t h e  di v e r sit y  of  mi c r o bi al  t a x a  s u p p o rt e d  b y  c h e mi c al  

p r o d u ct s  of  s e r p e nti ni z ati o n  ( e. g. H 2 , H C O O−  , a n d  C H 4 ), t h e  

s uit e  of  g e o c h e mi c al  r e a cti o n s  r e s p o n si bl e  f o r t h e  f o r m ati o n of  

t h e s e  p r o d u ct s  al s o  p r e s e nt  di sti n ct  c h all e n g e s  f o r mi c r o bi al  lif e. 

I n p a rti c ul a r,  mi n e r al  r e pl a c e m e nt  r e a cti o n s  d u ri n g  w at e r- r o c k  

i nt e r a cti o n s i n s e r p e nti nit e s  c a n  l e a d t o  al k ali n e  a n d  h y p e r al -

k ali n e  p H  ( e. g. > 1 2  [9 8 ]), DI C  c o n c e nt r ati o n s  t h at  a r e  c riti c all y  

l ow,  oft e n  b el o w  d et e cti o n  ( e. g. < 1 0  μ M,  [1 3 , 4 2 , 5 9 , 8 5 ]), hi g hl y  

r e d u c e d  w at e r s/ mi n e r al s  ( e. g. r e d o x  p ot e nti al s  a s  l o w a s  − 7 5 0  m V  

[2 6 , 5 9 , 9 9 ]), a n d  li mit e d a v ail a bilit y  of  o xi d a nt s  t h at  c a n  b e  

u s e d  t o s u p p o rt  mi c r o bi al  m et a b oli s m.  C o n s e q u e ntl y,  alt h o u g h  

hi g hl y  s e r p e nti ni z e d  w at e r s  m a y  h a v e  a b u n d a ntl y  a v ail a bl e  l o w 

p ot e nti al  r e d u ct a nt  t o f u el m et a b oli s m  ( e. g. of  H 2  o r  C H 4 ; oft e n  

i n milli m ol a r  c o n c e nt r ati o n s,  [4 2 , 7 5 , 8 5 ]), t h e  c o u pli n g  of  s u c h  

r e d u ct a nt s  t o o xi d a nt s  t h at  a r e  at  l o w c o n c e nt r ati o n s  c a n  b e  

p r o bl e m ati c.  T hi s  p h e n o m e n o n,  c o m bi n e d  wit h  p h y si c o- c h e mi c al  

st r e s s e s  li k e h y p e r al k ali n e  p H  a n d  e xt r e m el y  l o w r e d o x  p ot e nti al s,  

i m p o s e s u b st a nti al  bi o e n e r g eti c  b u r d e n s  o n  mi c r o bi al  c ell s  [1 5 ]. 

T h e  c o m bi n ati o n  of  e xt r e m e  c o n diti o n s  a n d  t h e  st r e s s  t h at  it 

i m p o s e s i s li k el y r e s p o n si bl e  f o r t h e  l o w c ell  a b u n d a n c e s  i n 

s e r p e nti nit e  f l ui d s, wit h  c ell  c o n c e nt r ati o n s  r a n gi n g  a s  l o w a s  

1 0 2  t o  1 0 3  c ell s  ml − 1  [2 7 , 4 7 ] a n d  u p  t o  1 0 4  t o  1 0 5  c ell s  ml − 1  [2 7 , 3 5 , 

4 5 , 5 2 ]. E sti m ati o n s  of  c ell ul a r  a b u n d a n c e s  i n r e c e ntl y  a n al y z e d  

c o r e  s a m pl e s  f r o m Atl a nti s  M a s sif,  S o ut h w e st  I n di a n Ri d g e,  a n d  

S a m ail  O p hi olit e  b a s e m e nt/ s u b s u rf a c e  r o c k  s u g g e st  e v e n  l o w e r, 

al b eit  hi g hl y  v a ri a bl e,  a b u n d a n c e s  i n t h e s e  e n vi r o n m e nt s,  r a n gi n g  
3f r o m < 1 0  t o  6. 5  ×  1 0 2  c ell s  / c m  , <  8 5  t o  1 0 4  c ell s  / c m 3 , a n d  1 0  

t o 1 0 7  c ell s  / g,  r e s p e cti v el y  [5 6 , 1 0 0 , 1 0 1 ]. C ell ul a r  a b u n d a n c e s  i n 

Atl a nti s  M a s sif  b a s e m e nt  r o c k  d e c r e a s e  b y  o r d e r s  of  m a g nit u d e  

wit h  i n c r e a si n g di st a n c e  f r o m s u rf a c e-i nf l u e n c e d  s e di m e nt s  [1 0 0 , 

1 0 2 ], c o n si st e nt  wit h  a  st r o n g  i nf l u e n c e of  s e r p e nti ni z ati o n  i n 

li miti n g mi c r o bi al  a cti vit y  a n d  bi o m a s s  p r o d u cti o n.  

B e c a u s e  t h e  p H  of  f l ui d s i n c r e a s e s d u ri n g  t h e  p r o c e s s  of  s e r -

p e nti ni z ati o n,  p H  it s elf i s oft e n  u s e d  a s  a  p r o x y  f o r t h e  p r o g r e s s  

of  t h e  c oll e cti v e  r e a cti o n s  i n v ol v e d i n s e r p e nti ni z ati o n.  W at e r s  

mi ni m all y  i m p a ct e d b y  s e r p e nti ni z ati o n  e x hi bit  ci r c u m n e ut r al  p H  

w h e r e a s  t h o s e  m o r e  i m p a ct e d b y  s e r p e nti ni z ati o n  c a n  h a v e  p H  

a s  hi g h  a s  > 1 2  [9 8 ]. H o w e v e r,  all  k n o w n  mi c r o bi al  c ell s  m ai n -

t ai n  i nt r a c ell ul a r p H  n e a r  ∼ 7,  wit h  f e w e x c e pti o n s  [1 0 3 , 1 0 4 ]. 

C o n s e q u e ntl y,  m ai nt ai ni n g  n e a r- n e ut r al  i nt r a c ell ul a r p H  i n t h e  

f a c e of  s e v e r al  o r d e r s  of  m a g nit u d e  diff e r e n c e  i n e xt r a c ell ul a r  

H + / O H −  a v ail a bilit y  i s a  k e y  c h all e n g e  t o o v e r c o m e  f o r c ell s  

i n h a biti n g hi g hl y  s e r p e nti ni z e d  s y st e m s.  A  c o m m o n  a d a pt ati o n  

i n al k ali p hil e s  f o r m ai nt ai ni n g  c ell ul a r  i o ni c h o m e o st a si s  i s t h e  

c r o s s- m e m b r a n e  t r a n s p o rt  of  i o n s, f o r i n st a n c e b y  a nti p o rt e r s  

t h at  c a n  e x c h a n g e  i nt r a c ell ul a r N a +  o r  K +  f o r s c a r c e  e xt r a c ell ul a r  

H +  , a s  e x e m plifi e d  b y  t h e  m ulti pl e  r e si st a n c e  a n d  p H  a d a pt ati o n  

( M r p) a nti p o rt e r  s y st e m  [1 0 4 ]. C o n si st e ntl y,  g e n e s  e n c o di n g  M r p  

a nti p o rt e r s  (i n a d diti o n  t o t h o s e  t h at  c a n  e x c h a n g e  C a 2 + , K+ , a n d  

ot h e r  c ati o n s)  a r e  c o m m o nl y  e n ri c h e d  i n t h e  g e n o m e s  of  v a ri o u s  

s e r p e nti nit e- a s s o ci at e d  t a x a  i d e ntifi e d b y  m et a g e n o mi c s- [ 3 9 , 5 0 , 

6 6 ] o r  c ulti v ati o n- b a s e d  a n al y s e s  [1 0 5 ]. T hi s  i m pli e s a n  i m p o rt a nt 

r ol e  f o r a nti p o rt e r s  i n m ai nt ai ni n g  i nt r a c ell ul a r p H  h o m e o st a si s  

i n h y p e r al k ali n e  w at e r s  g e n e r at e d  b y  s e r p e nti ni z ati o n.  

N u m e r o u s  ot h e r  c ell ul a r-l e v el  a d a pt ati o n s  t o  miti g at e  t h e  

l o s s of  i nt r a c ell ul a r H +  a n d  p r o m ot e  t h e  i nf l u x of  e xt r a c ell ul a r  

H +  h a v e  b e e n  i d e ntifi e d i n al k ali p hil e s,  i n cl u di n g c ell  w all  

st r u ct u r al  a d a pt ati o n s  t h at  r e p el  a ni o n s,  t h e  u s e  of  s e c o n d a r y  

c ell  w all  p ol y m e r s  t h at  c a n  t r a p  H +  , pl a s m a  m e m b r a n e  f att y 

a ci d  c o m p o siti o n s  t h at  m o d e r at e  O H − / H +  e x c h a n g e,  a n d  t h e  

u p- r e g ul ati o n  of  m et a b oli c  a cti viti e s  t h at  p r o d u c e  o r g a ni c  a ci d s  

( e. g. l a cti c a ci d)  t o m o d e r at e  i nt r a c ell ul a r p H,  a m o n g  ot h e r s  

( a s r e vi e w e d  i n [1 0 4 , 1 0 6 ]). U n d o u bt e dl y,  c o m bi n ati o n s  of  t h e s e  

a d a pt ati o n s  a r e  al s o  c o m m o nl y  e m pl o y e d  b y  s e r p e nti nit e -

h o st e d  mi c r o bi al  t a x a,  alt h o u g h  r el ati v el y  f e w i s ol at e s h a v e  b e e n  

r e c o v e r e d  f r o m t h e s e  s y st e m s  [9 2 ] a n d  m a n y  of  t h e s e  a d a pt ati o n s  

l a ck  k n o w n  g e n o mi c  m a r k e r s  t h at  c a n  b e  u s e d  t o i nf e r t h ei r  

p r e s e n c e  i n t h e  a b s e n c e  of  c ulti v ati o n- b a s e d  st u di e s.  M e m b r a n e-

a s s o ci at e d  p r ot ei n s  t h at  h a v e  r e c ei v e d  l e s s att e nti o n  f o r t h ei r  

p ot e nti al  t o  e n h a n c e  t h e  fit n e s s of  mi c r o o r g a ni s m s  i n h a biti n g 

h y p e r al k ali n e  s e r p e nti nit e  e n vi r o n m e nt s  a r e  e xt r a c ell ul a rl y-

o ri e nt e d  [ Ni F e]- h y d r o g e n a s e s (t y pi c all y i d e ntifi e d g e n o mi c all y  vi a  

a  si g n al  p e pti d e  o n  t h e  N-t e r mi n u s  of  t h ei r  l a r g e s u b u nit)  t h at  a r e  

u s e d  t o g e n e r at e  r e d u ci n g  e q ui v al e nt s  f o r mi c r o bi al  m et a b oli s m,  

i n cl u di n g i n s o m e  a r c h a e al  m et h a n o g e n s  a n d  b a ct e ri al  s ulf at e  

r e d u c e r s  [1 0 7 , 1 0 8 ]. H 2  o xi d ati o n  a cti vit y  o ut si d e  of  t h e  m e m b r a n e  

( e. g. i n t h e  p e ri pl a s mi c  s p a c e  of  s ulf at e  r e d u c e r s)  l e a d s t o a  

b uil d u p  of  p r ot o n s  t h at  c a n  b e  u s e d  t o c o n s e r v e  e n e r g y.  Of  

p ot e nti al  e q u al  i m p o rt a n c e i s a  r ol e  i n t h e  g e n e r ati o n  of  l o c ali z e d 

a ci dit y  t h r o u g h  [ Ni F e]- h y d r o g e n a s e- m e di at e d H 2  o xi d ati o n  t h at  

c o ul d  e n h a n c e  t h e  di s s ol uti o n  of  c a r b o n at e s  ( a n d ot h e r  mi n e r al s),  

t h e r e b y  li b e r ati n g DI C  t o o v e r c o m e  DI C  li mit ati o n ( di s c u s s e d i n 

m o r e  d et ail  b el o w).  I n di c at o r s of  c a r b o n  a s si mil ati o n  a cti vit y  

h a v e  b e e n  s h o w n  t o  o ut w ei g h  e n e r g y  c o n s e r v ati o n  a cti vit y  

i n c o m m u niti e s  i n h a biti n g t h e  m o st  s e r p e nti ni z e d  w at e r s  i n 

t h e  S a m ail  O p hi olit e  [5 2 ]. T h u s,  f ut u r e st u di e s  i n v e sti g ati n g 

a ut ot r o p hi c  i s ol at e s t h at  e n c o d e  p r e di ct e d  e xt r a c ell ul a r- o ri e nt e d,  

m e m b r a n e- b o u n d  [ Ni F e]- h y d r o g e n a s e s c o ul d  b e  u s e d  t o m o r e  

d efi niti v el y  p r o b e  t h e  p ot e nti al  f o r t hi s  a d a pt ati v e  st r at e g y  i n 

h y p e r al k ali n e,  DI C- p o o r  s y st e m s.  

I n a d diti o n  t o t h e  n e e d  t o m ai nt ai n  a  n e a r- n e ut r al  i nt r a c el-

l ul a r p H,  n e a rl y  all  lif e r eli e s  o n  c r o s s- m e m b r a n e  c h e mi o s m oti c  

p ot e nti al  g r a di e nt s  t o  c o n s e r v e  e n e r g y  a n d  p o w e r  A T P  s y nt h e si s  

[1 0 9 , 1 1 0 ], w h e r ei n  H +  g r a di e nt s  a r e  u s e d  i n m o st  o r g a ni s m s  

[1 1 1 ]. S p e cifi c all y,  el e v at e d  e xt r a c ell ul a r  H +  c o n c e nt r ati o n s  a r e  

e st a bli s h e d  t o f o r m a  c r o s s- m e m b r a n e  g r a di e nt  t h at  c a n  d ri v e  

A T P  s y nt h e si s  vi a  o n e  of  t h r e e  A T P  s y nt h a s e  v a ri a nt s  ( F-, a n d  V-,  

a n d  A- T y p e s)  [1 1 2 ]. H o w e v e r,  al k ali p hil e s  c a n  u s e  N a +  g r a di e nt s  

[1 1 3 ] t h at  m a y  b e  e st a bli s h e d  b y  t h e  a nti p o rt e r  a cti viti e s  d e s c ri b e d  
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a b o v e  a n d  t h at  c a n  b e  utili z e d  b y  A T P  s y nt h a s e  v a ri a nt s  st r u c -

t u r all y  a d a pt e d  t o s p e cifi c all y  e x c h a n g e  N a +  [1 1 2 ]. C o n s e q u e ntl y,  

t h e  u s e  of  N a +  c h e mi o s m oti c  p ot e nti al s  m a y  b e  a n  a d a pt ati o n  f o r 

c ell s  t h at  i n h a bit t h e  m o st  h y p e r s ali n e  s e r p e nti ni z e d  f l ui d s. 

M a n y  t a x a  t h at  i n h a bit l o w- e n e r g y a n o xi c  e n vi r o n m e nt s  

( e. g. f e r m e nt ati v e a n d  a c et o g e ni c  b a ct e ri a)  w e r e  hi st o ri c all y  

p r e s u m e d  t o p e r si st  at  t h e  t h e r m o d y n a mi c  li mit s of  lif e b y  

s y nt h e si zi n g  A T P  vi a  o nl y  s u b st r at e  l e v el p h o s p h o r yl ati o n  

( S L P). H o w e v e r,  t h e  r el ati v el y  r e c e nt  di s c o v e r y  of  c h e mi o s m oti c  

p ot e nti al s  ( p r e d o mi n a ntl y N a + - d ri v e n)  i n a ut ot r o p hi c  a c et o g e n s  

vi a  t h e  m e m b r a n e- a s s o ci at e d  R h o d o b a ct er  nit r o g e n  fi x ati o n ( R nf) 

c o m pl e x  [6 9 ] h a s  h el p e d  r e s ol v e  t h e  e n e r g eti c  b a si s  f o r m a n y  

a n a e r o bi c  m et a b oli s m s,  i n c o nj u n cti o n  wit h  ot h e r  r e c e ntl y  

di s c o v e r e d  m et a b oli c  st r at e gi e s  ( e. g. el e ct r o n  bif u r c ati o n;  [1 0 9 ]). 

R nf  c o u pl e s  t h e  c yt o pl a s mi c  o xi d ati o n  of  r e d u c e d  i r o n – s ulf u r 

p r ot ei n s  (f e r r e d o xi n s) t o  N A D +  r e d u cti o n  a n d  c r o s s- m e m b r a n e  

N a +  t r a n sl o c ati o n,  all o wi n g  t h e  d e v el o p m e nt  of  a  c h e mi o s m oti c  

p ot e nti al  u n d e r  H + -li miti n g  c o n diti o n s.  R nf  h a s  b e e n  r e c e ntl y  

i d e ntifi e d i n t h e  g e n o m e s  of  p ut ati v e  a c et o g e ni c  b a ct e ri a  i n 

h y p e r al k ali n e  f l ui d s of  t h e  S a m ail  O p hi olit e  a n d  t h e  C e d a r s  [3 9 , 

6 5 , 6 6 ], i n a d diti o n  t o  n u m e r o u s  M A G s  f r o m L C H F  f l ui d s [3 5 ] a n d  

c ulti v a r s  f r o m t h e  C e d a r s  a n d  Atl a nti s  M a s sif  b a s e m e nt  r o c k  [1 0 5 , 

1 1 4 ]. T h u s,  t h e  u s e  of  R nf  c o m pl e x e s  m a y  r e p r e s e nt  a n  a d diti o n al  

a d a p t ati o n  t o e n a bl e  e n e r g y  c o n s e r v ati o n  i n t h e  h y p e r al k ali n e  

c o n diti o n s  c o m m o n  t o  s e r p e nti nit e s.  N e v e rt h el e s s,  a m o n g  t h e  

f e w i s ol at e s r e c o v e r e d  f r o m s e r p e nti ni zi n g  s y st e m s,  m e m b e r s  of  

t h e  b a ct e ri al  g e n u s  S er p e nti ni m o n a s  d o  n ot  e x hi bit  p r ef e r e nti al  

u s e  of  N a +  t o  d ri v e  A T P  s y nt h e si s  vi a  c h e mi o s m oti c  p ot e nti al  

[1 8 ], n o r  d o  t h r e e  ot h e r  al k ali p hili c  i s ol at e s r e c o v e r e d  f r o m t h e  

C e d a r s  [1 0 5 ]. M u c h  r e m ai n s  u n k n o w n  a b o ut  t h e  s el e cti vit y  of  A T P  

s y nt h a s e s  f o r H +  o r  N a +  [1 1 2 ], wit h  m o st  N a + - d ri v e n  A T P  s y nt h a s e  

a cti vit y  i nf e r r e d b y  c o m p a ri s o n  t o e a rli e r  bi oi nf o r m ati c s- b a s e d  

e sti m ati o n s  of  N a + - bi n di n g  p r ot ei n  li g a n d s wit hi n  A T P  s y nt h a s e  

s u b u nit s  [1 1 3 ]. T h u s,  N a +  d ri v e n  A T P  s y nt h e si s  m a y  b e  a  c o m m o n,  

al b eit  p ot e nti all y  n o n- c riti c al  c h a r a ct e ri sti c  a m o n g  s e r p e nti nit e -

a s s o ci at e d  B a ct e ri a  a n d  A r c h a e a.  A d diti o n al  bi o c h e mi c al  a n al y s e s  

a r e  n e e d e d  t o b ett e r  u n d e r st a n d  t h e  s el e cti vit y  of  A T P  s y nt h a s e  

v a ri a nt s  f o r N a +  o r  H + , h o w  t hi s  m a y  b e  l e v e r a g e d t o b ett e r  p r e di ct  

s el e cti vit y  b a s e d  o n  s e q u e n c e  d at a  ( o r st r u ct u r al  p r e di cti o n),  

a n d  t h e  e xt e nt  t o  w hi c h  N a +  s el e cti vit y  of  A T P a s e s  i s n e e d e d  

f o r s u r vi v al  i n s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  e n vi r o n m e nt s.  

Al o n g si d e  s p e cifi c  c ell ul a r  a d a pt ati o n s  t o  p H  st r e s s  vi a  a d di -

ti o n s  a n d  c h a n g e s  t o c ell ul a r  c o m p o n e nt s,  c ell s  c a n  al s o  e x hi bit  

b r o a d e r  c ell- o r  g e n o m e- wi d e  a d a pt ati o n s  t o p H  st r e s s.  F o r  e x a m -

pl e,  mi c r o o r g a ni s m s  h a v e  b e e n  h y p ot h e si z e d  t o miti g at e  e n vi -

r o n m e nt al  st r e s s  t h r o u g h  g e n o m e  st r e a mli ni n g  (i. e., r e d u ci n g  

g e n o mi c  c o nt e nt  vi a  l o s s of  u n n e c e s s a r y  g e n e s  o r  g e n o mi c  c o n -

t e nt),  b e c a u s e  g e n o m e  r e pli c ati o n  i s a  p a rti c ul a rl y  bi o e n e r g et -

i c all y c o stl y  p r o c e s s  [1 1 5 ]. A  c o m m o n  o b s e r v ati o n  i n m ulti pl e  

s e r p e nti nit e- h o st e d  c o m m u niti e s  i s d e c r e a s e d  a v e r a g e  g e n o m e  

si z e s  i n p o p ul ati o n s  i n h a biti n g e n vi r o n m e nt s  wit h  i n c r e a si n g s e r -

p e nti ni z ati o n  i nf l u e n c e, a s  o b s e r v e d  w h e n  c o m p a ri n g  cl o s el y  

r el at e d  t a x a  a c r o s s  p H  g r a di e nt s  [3 9 , 4 8 , 5 3 , 6 5 ] o r w h e n c o m-

p a ri n g  g e n o m e s  f r o m w h ol e  c o m m u niti e s  a c r o s s  p H  g r a di e nt s  

[1 8 , 5 2 ]. Gi v e n  t h e  bi o e n e r g eti c  b u r d e n  of  g r o wt h  at  h y p e r al k ali n e  

p H  c o m bi n e d  wit h  m a n y  s e r p e nti ni z ati o n- a s s o ci at e d  a n a e r o bi c  

t a x a  li k el y o p e r ati n g  m et a b oli c all y  n e a r  t h e  t h e r m o d y n a mi c  li mit 

of  lif e, d e c r e a si n g  t h e  e n e r g eti c  b u r d e n  of  g e n o m e  r e pli c ati o n  

vi a  g e n o mi c  st r e a mli ni n g  m a y  c o n s e q u e ntl y  r e p r e s e nt  a  c o m -

m o n  a d a pti v e  st r at e g y  f o r c ell s  i n s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  

h a bit at s.  

M o st  c ell s  i n s u b s u rf a c e  e c o s y st e m s  li k el y i n h a bit mi c r of r a c -

t u re s  o r  p o r e  s p a c e s  a s s o ci at e d  wit h  mi n e r al  s u rf a c e s,  a n d  

p ot e nti all y  a s  bi ofil m s/ c o n s o rti a  [1 4 ]. C o n s e q u e ntl y,  it i s al s o  

p o s si bl e , if n ot  p r o b a bl e,  t h at  bi ofil m  st r u ct u r e s  w o ul d  c o nf e r  

a d v a nt a g e s  t h at  miti g at e  e xt e r n al  st r e s s e s  of  s e r p e nti nit e  

e n vi r o n m e nt s  t o w a r d s  c ell s,  a s  i s wi d el y  o b s e r v e d  i n ot h e r  

e n vi r o n m e nt s  w h e r e  bi ofil m s  o c c u r  [1 1 6 ]. F o r  e x a m pl e,  bi ofil m  

f o r m ati o n w o ul d  h el p  o v e r c o m e  c a r b o n  li mit ati o n t o t h e  n o n-

f o u n di n g r e si d e nt s  of  t h e  bi ofil m s  [1 1 7 ], i n a d diti o n  t o  miti g ati n g  

st r e s s  f r o m al k ali nit y  d u e  t o  t h e  p r o d u cti o n  of  o r g a ni c  a ci d s  

a n d  e xt r a c ell ul a r  o r g a ni c  m at ri c e s  [1 1 8 ]. N e v e rt h el e s s,  alt h o u g h  

bi of il m c o m p o siti o n s  a n d  a cti viti e s  h a v e  b e e n  d o c u m e nt e d  i n 

s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s  [3 4 ], v e r y  littl e i s k n o w n  of  t h e  p ot e nti al  

f o r bi ofil m  st r u ct u r e s  t o i nf l u e n c e t h e  di v e r sit y  a n d  a cti vit y  of  

c o m m u niti e s  i n t h e s e  e n vi r o n m e nt s.  

I n o r g a ni c c a r b o n  a n d  a d a pt ati o n s  t o o v e r c o m e  
it s li mit e d a v ail a bilit y  

Al o n g si d e  p h y si c o- c h e mi c al  st r e s s  i m p o s e d b y  p H  o n  c ell s,  o n e  

of  t h e  m o st  p r e s si n g  i s s u e s f o r mi c r o o r g a ni s m s  i n h a biti n g h y p e r-

al k ali n e  w at e r s  i s t h e  l a c k of  DI C  f o r p ri m a r y  p r o d u cti o n.  DI C  

a v ail a bilit y  i n w at e r s  i s i n v e r s el y p r o p o rti o n al  t o p H,  o wi n g  t o 

c a r b o n at e  p r e ci pit ati o n  a n d  l e a di n g t o v e r y  l o w DI C  l e v el s i n m a n y  

s e r p e nti nit e  s y st e m s  [2 3 , 4 2 , 4 4 , 4 9 , 9 8 ]. C o n s e q u e ntl y,  a  l o n g-

st a n di n g  k n o wl e d g e- g a p  i n s e r p e nti ni zi n g  s y st e m s  i s u n d e r st a n d -

i n g w h e r e  t h e  c a r b o n  t h at  s u p p o rt s  c h e m o s y nt h eti c  bi o m a s s  

p r o d u cti o n  i s d e ri v e d.  C o n si d e r a bl e  e vi d e n c e  f r o m 1 4 C  r a di ot r a c e r  

a n d  1 3 C  u pt a k e  e x p e ri m e nt s  [5 2 ], i n c o nj u n cti o n  wit h  g e n o mi c  

e vi d e n c e,  i n di c at e s t h e  p ot e nti al  f o r c a r b o n  fi x ati o n of  s e r p e nti -

nit e  p o p ul ati o n s  t h r o u g h  v a ri o u s  c a n o ni c al  mi c r o bi al  p at h w a y s  

[2 7 , 3 5 , 5 2 , 5 7 , 1 1 9 ], alt h o u g h  diff e r e nt  c a r b o n  fi x ati o n p at h w a y s  

m a y  b e  diff e r e nti all y  di st ri b ut e d  a m o n g  c o m m u niti e s  b a s e d  o n  

t h e  e xt e nt  of  s e r p e nti ni z ati o n  i nf l u e n c e [6 5 , 1 1 9 ]. F o r  e x a m pl e,  

t h e  r el ati v e  a b u n d a n c e s  of  p ut ati v el y  a ut ot r o p hi c  B a ct e ri a  a n d  

A r c h a e a  e n c o di n g  W L  p at h w a y s  c o r r el at e  wit h  p H  (i. e., s e r p e n -

ti ni z ati o n  i nf l u e n c e) i n w at e r s  of  t h e  S a m ail  O p hi olit e  [6 5 ]. T hi s  

i s c o n si st e nt  wit h  t h e  W L  p at h w a y  b ei n g  o n e  of  t h e  m o st  e n e r -

g eti c all y  effi ci e nt  c a r b o n  fi x ati o n p at h w a y s  [1 1 ], li k el y h el pi n g  

t o i n c r e a s e t h e  fit n e s s of  c ell s  e x p e ri e n ci n g  st r e s s  a s s o ci at e d  

wit h  t h e  r e d u ci n g,  h y p e r al k ali n e,  a n d  e n e r g y  li mit e d c o n diti o n s  

of  s e r p e nti nit e  s y st e m s.  

Alt h o u g h  DI C  i s li mit e d at  hi g h  p H,  f o r m at e ( H C O O− ), a  p r o d u ct  

of  s e r p e nti ni z ati o n,  c a n  oft e n  b e  m e a s u r e d  i n m a n y  s e r p e nti nit e  

s y st e m s  [2 7 , 4 1 , 4 2 , 7 3 ]. E m e r gi n g  e vi d e n c e  s u g g e st s  t h at  s e v e r al  

p ut ati v e  a ut ot r o p h s  i n h a biti n g t h e  m o st  h y p e r al k ali n e  s e r p e nti -

nit e  e n vi r o n m e nt s  m a y  h a v e  a d a pt e d  t o  c h r o ni c  DI C  li mit ati o n b y  

f a v o ri n g t h e  utili z ati o n  of  H C O O −  a s  a  c a r b o n  s o u r c e.  F o r  e x a m pl e,  

g e n o mi c  a n al y s e s  of  t h e  “ T y p e  II” M et h a n o b a ct eri u m  s p p.  i n h a biti n g 

t h e  m o st  h y p e r al k ali n e  w at e r s  i n t h e  S a m ail  O p hi olit e  i n di c at e 

t h at  t h e y  h a v e  r e st r u ct u r e d  t h ei r  c o r e  m et h a n o g e ni c  p at h w a y s  t o 

p ot e nti all y  utili z e  H C O O −  a s  a  s o u r c e  of  b ot h  r e d u ct a nt  ( r e pl a ci n g 

H 2 - d e p e n d e nt  [ Ni F e]- h y d r o g e n a s e s wit h  H C O O − - d e p e n d e nt  

e n z y m e s  i n t h e  c o r e  m et h a n o g e n e si s  p at h w a y)  a n d  C O 2  f oll o wi n g 

it s c yt o pl a s mi c  o xi d ati o n  b y  f o r m at e d e h y d r o g e n a s e  e n z y m e s  

[4 8 ]. T hi s  i s c o n si st e nt  wit h  p r o d u cti o n  of  C H 4  f r o m 1 4 C -l a b el e d  

H C O O −  i n mi c r o c o s m s  c o nt ai ni n g  S a m ail  O p hi olit e  f r a ct u r e 

w at e r s  w h e r e  t h e  T y p e  II M et h a n o b a ct eri u m  w e r e  m o st  a b u n d a nt  

[4 8 ]. M o r e  r e c e nt  1 4 C  c o n v e r si o n  mi c r o c o s m  st u di e s  h a v e  s h o w n  

p r o d u cti o n  of  C H 4  f r o m H C O O −  i n r o c k- a s s o ci at e d  c o m m u niti e s  

wit hi n  mi c r of r a ct u r e s  of  c o r e d  ( 5 0 m  d e pt h)  p e ri d otit e  r o c k  f r o m 

t h e  S a m ail  O p hi olit e  [5 6 ]. Si mil a r  H C O O — - d e p e n d e nt  a d a pt ati o n s  

t o t h e  c o r e  e n z y m ati c  st e p s  of  t h e  W L  p at h w a y  h a v e  b e e n  

h y p ot h e si z e d  f o r u n c ult u r e d  A c et ot h e r mi a  a n d  Lit h a c eti g e n ot a  

b a ct e ri a  f r o m t h e  S a m ail  O p hi olit e  a n d  t h e  C e d a r s  s y st e m s,  

r e s p e cti v el y,  b a s e d  o n  g e n o mi c  d at a  [3 9 , 6 5 ]. M o r e o v e r,  H C O O −  
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h a s  al s o  b e e n  i m pli c at e d a s  a  k e y  c a r b o n  s o u r c e  i n t h e  L C H F  a n d  

C R O M O  s y st e m s  b a s e d  o n  g e o c h e mi c al  d at a  a n d  m et a g e n o mi c  

a n al y s e s  [7 3 , 1 1 9 ]. H o w e v e r,  H C O O −  s e e m s  t o n ot  b e  u s e d  b y  

t h e  L C M S  m et h a n o g e n s  t h at  d o mi n at e  bi ofil m s  i n c hi m n e y s  

b ut  r at h e r  b y  l o w e r a b u n d a n c e  b a ct e ri al  t a x a  p r e s e nt  i n t h e  

bi ofil m s  [3 6 , 7 6 ]. I nt ri g ui n gl y, n e a rl y  all  of  t h e  a b o v e  t a x a,  

wit h  t h e  e x c e pti o n  of  s o m e  L C H F  a n d  C R O M O  b a ct e ri a  [1 1 9 ], 

l a c k h o m ol o g s  of  c a n o ni c al  H C O O −  t r a n s p o rt e r s  of  B a ct e ri a  o r  

A r c h a e a,  s u g g e sti n g  t h at  y et  t o b e  di s c o v e r e d  m e c h a ni s m s  of  

t r a n s p o rt  e xi st  i n t h e s e  c ell s  b e c a u s e  H C O O −  i s c h a r g e d  at  p H  

> 3. 7  a n d  c o n s e q u e ntl y  s h o ul d  r e q ui r e  a cti v e  t r a n s p o rt  t o  a c q ui r e.  

I n a d diti o n  t o  t h e  a b o v e  st r at e gi e s,  gl y ci n e  r e d u cti o n  b y  H 2  

o r  f o r m at e t o g e n e r at e  a c et at e  h a s  r e c e ntl y  b e e n  h y p ot h e si z e d  

a s  a  m e c h a ni s m  of  bi o m a s s  p r o d u cti o n  i n t h e  C e d a r s  b a s e d  o n  

m et a g e n o mi c  a n al y s e s  [3 9 ]. T hi s  c o ul d  r e p r e s e nt  a n ot h e r  p ot e n -

ti al  e n e r g y  c o n s e r v ati o n  st r at e g y  t h at  ci r c u m v e nt s  t h e  n e e d  f o r 

DI C  t o d ri v e  p ri m a r y  p r o d u cti o n.  N e v e rt h el e s s,  t h e  gl y ci n e- b a s e d  

p at h w a y s,  li k e m a n y  of  t h e  ot h e r  p at h w a y s  o utli n e d  a b o v e,  r e m ai n  

h y p ot h eti c al  a n d  t h e  s o u r c e  of  gl y ci n e  ( a bi oti c o r  bi oti c)  t o  s u s -

t ai n  s u c h  a  m et a b oli s m  r e q ui r e s  f u rt h e r i n v e sti g ati o n. A s  s u c h,  

o n e  of  t h e  m o st  e ni g m ati c  q u e sti o n s  of  s e r p e nti nit e  e c o s y st e m  

f u n cti o n –  t h e  s o u r c e  of  c a r b o n  t o  s u p p o rt  bi o m a s s  p r o d u cti o n  –  

r e m ai n s  u n a n s w e r e d.  G e n o m e- g ui d e d  c ulti v ati o n  eff o rt s  o r  c a r e -

f ull y d e si g n e d  e x p e ri m e nt al  i s ot o pi c a p p r o a c h e s  ( e. g. 1 3 C - b a s e d  

i s ot o p e p r o bi n g  st u di e s)  c o ul d  p r o vi d e  n e w  a v e n u e s  t o  i d e ntif y 

t h e  s o u r c e  of  c a r b o n  t h at  s u p p o rt s  bi o m a s s  s y nt h e si s  i n t h e s e  

s y st e m s  a n d  i d e ntif y t h e  m e m b e r s  of  c o m m u niti e s  r e s p o n si bl e  

f o r s u c h  a cti viti e s.  

H y d r o g e n  ( H2 ) a s  a  p ri m a r y  d ri v e r  of  e c o s y st e m  
p r o d u cti vit y  

H 2  i s a  p r o d u ct  of  s e r p e nti ni z ati o n  a n d,  w h e n  a c c u m ul at e d  t o  hi g h  

c o n c e nt r ati o n s,  c a n  d ri v e  t h e  r e d u cti o n  of  DI C  t o m o r e  r e d u c e d  

c a r b o n  c o m p o u n d s  [5 ]. N ot a bl y,  C H 4  i s p r e s e nt  at  r el ati v el y  hi g h  

c o n c e nt r ati o n s  i n s e r p e nti nit e s  a n d  i s p ot e nti all y  f o r m e d t h r o u g h  

b ot h  a bi oti c  a n d  bi oti c  m e c h a ni s m s  [4 4 ]. A s  s u c h,  t h e s e  s o u r c e s  of  

r e d u ct a nt  ( H2  a n d  C H 4 ) h a v e  b e e n  i nf e r r e d t o  s u p p o rt  c o m m u ni -

ti e s  h o st e d  i n s e r p e nti nit e s  [7 , 1 2 0 , 1 2 1 ]. H o w e v e r,  m et h a n ot r o p h s,  

a p a rt  f r o m A N M E  i n t h e  L C H F  ( di s c u s s e d a b o v e),  a p p e a r  t o  b e  

g e n e r all y  li mit e d i n t h e s e  e n vi r o n m e nt s,  wit h  v a ri a bl e  e vi d e n c e  

f o r t h ei r  p r e s e n c e  o r  m et h a n ot r o p hi c  a cti vit y  i n o nl y  a  f e w s y s -

t e m s  li k e s p ri n g s  of  t h e  V olt ri  M a s sif  [2 7 ] a n d  S a nt a  El e n a  o p hi -

olit e  [1 2 2 ], d e s pit e  t h e  g e n e r al  p r e s e n c e  of  o xi d a nt s  t h at  c a n  b e  

c o u pl e d  t o C H 4  o xi d ati o n  ( e. g. S O 4
2 − ). Li k e wi s e,  m et h a n ot r o p hi c  

p ot e nti al  w a s  o nl y  i d e ntifi e d i n l e s s s e r p e nti ni z e d  (i. e., m o r e  

o xi di z e d)  w at e r s  of  t h e  C R O M O  s y st e m  [1 1 9 ], c o n si st e nt  wit h  t h e  

n e c e s sit y  of  c o u pli n g  m et h a n e  o xi d ati o n  t o  o xi d a nt s  li k e O 2 . T h u s,  

m et h a n ot r o p h y  d o e s  n ot  a p p e a r  t o g e n e r all y  s u p p o rt  p ri m a r y  

p r o d u cti vit y  i n m o st  s e r p e nti nit e  s y st e m s.  

I n c o nt r a st,  c o n si d e r a bl e  e vi d e n c e  e xi st s  f o r H 2  i n s u p p o rti n g  

mi c r o bi al  m et a b oli s m s  i n s e r p e nti nit e s.  G e n e s  e n c o di n g  t h e  

e n z y m e  c at al y st s  t h at  all o w  f o r r e v e r si bl e  H 2  o xi d ati o n,  of  w hi c h  

t h e r e  a r e  t h r e e  t y p e s  c at e g o ri z e d  b y  t h ei r  m et alli c  c of a ct o r s  

([ F e F e]-, [ Ni F e]-, o r  [ F e]- h y d r o g e n a s e s) [1 0 8 ], a r e  c o m m o nl y  

i d e ntifi e d a m o n g  s e r p e nti nit e  p o p ul ati o n s  [3 5 , 4 1 , 5 2 , 1 2 3 , 1 2 4 ] 

a n d  a r e  g e n e r all y  e n ri c h e d  a m o n g  s u b s u rf a c e  mi c r o bi al  p o p -

ul ati o n s  [1 2 5 ]. S e v e r al  st u di e s  h a v e  i n di c at e d t h e  i m p o rt a n c e 

a n d/ o r  e n ri c h m e nt  of  h y d r o g e n a s e s  a m o n g  t h e  g e n o m e s  of  

mi c r o o r g a ni s m s  i n h a biti n g s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s.  F o r  e x a m pl e,  

el e v at e d  di v e r sit y  a n d  a b u n d a n c e  of  P C R- a m plifi e d  h y d r o g e n a s e  

g e n e s  w e r e  o b s e r v e d  i n diff u s e  v e nti n g  f l ui d s f r o m t h e  Q u e st  sit e  

of  t h e  L o g at c h e v  d e e p  s e a  h y d r ot h e r m al  fi el d r el ati v e  t o f l ui d s 

f r o m a  n o n- s e r p e nti ni zi n g  v e nt  s y st e m  [1 2 6 ]. Li k e wi s e,  a  r e c e nt  

a n al y si s  of  S a m ail  O p hi olit e  f r a ct u r e w at e r s  wit hi n  b o r e h ol e s  

i n di c at e d t h at  t h e y  h a r b o r e d  c o m m u niti e s  w h e r e  n e a rl y  9 0 %  of  

p o p ul ati o n s  ( r e p r e s e nt e d b y  M A G s)  e n c o d e  o n e  o r  m o r e  i s of o r m s 

of  h y d r o g e n a s e  e n z y m e s  [2 0 ], f a r s u r p a s si n g  a n  e sti m at e  t h at  2 6 %  

of  a r c h a e al  a n d  b a ct e ri al  g e n o m e s  e n c o d e  h y d r o g e n a s e  h o m ol o g s  

[1 0 8 ], i n di c ati n g s el e cti o n  f o r h y d r o g e n a s e- e n c o di n g  p o p ul ati o n s  

wit hi n  t h e s e  w at e r s.  M o r e o v e r,  t h e  r el ati v e  p r e v al e n c e  of  

h y d r o g e n a s e s  a m o n g  e n c o d e d  p r ot ei n s  i n c r e a s e d wit h  i n c r e a si n g 

s e r p e nti ni z ati o n  i nf l u e n c e [2 0 ], s u g g e sti n g  t h at  c ell s  i n s y st e m s  

i m p a ct e d m o st  b y  s e r p e nti ni z ati o n  a r e  a d a pt e d  t o c a pit ali z e  o n  

a b u n d a nt  H 2 . 

T o  f u rt h e r e x a mi n e  t hi s  p h e n o m e n o n,  a n  a n al y si s  of  h y d r o -

g e n a s e  h o m ol o g s  e n c o d e d  i n 6 8  p u bli cl y  a v ail a bl e  s e r p e nti nit e  

m et a g e n o m e s  (i n cl u si v e of  t h e  7 0  d e s c ri b e d  a b o v e  b ut  e x cl u di n g  

t w o  f o r m et h o d ol o gi c al  r e a s o n s;  s e e  S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s  

f o r d et ail s)  r e v e al e d  a  p H- d e p e n d e nt  c o m p o siti o n  (Fi g.  3 a ; 

R 2  =  0. 4 4,  P  <  0. 0 0 1;  e n vfit  a n al y si s),  w h e r ei n  t h e  f r a cti o n al 

a b u n d a n c e  of  h y d r o g e n a s e  h o m ol o g s  wit hi n  m et a g e n o m e s  

si g nifi c a ntl y  i n c r e a s e d wit h  i n c r e a si n g p H  (Fi g.  3 b , R 2  =  0. 3 1,  

P  ≤  0. 0 0 1;  li n e a r r e g r e s si o n;  s e e  S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s  f o r 

a d diti o n al  m et h o d ol o gi c al  i nf o r m ati o n). A d diti o n al  r e s e a r c h  i s 

w a r r a nt e d  t o  u n d e r st a n d  h o w  t h e  e v ol uti o n  of  s e r p e nti nit e -

a s s o ci at e d  t a x a  a n d  t h ei r  a s s o ci at e d  h y d r o g e n a s e s,  al o n g  

wit h  t h ei r  c o u pli n g  c of a ct o r s  ( e. g. N A D( H),  f e r r e d o xi n s, F 4 2 0 , 

q ui n o n e s,  a n d  c yt o c h r o m e s),  h a s  e n a bl e d  v a ri o u s  t y p e s  of  

h y d r o g e n ot r o p h y  a n d  a ut ot r o p h y  i n s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  

e c o s y st e m s  gl o b all y  a n d  t h r o u g h o ut  E a rt h  hi st o r y.  M e m b r a n e-

b o u n d,  e xt r a c ell ul a r  [ Ni F e]- h y d r o g e n a s e s c a n  b e  a s s o ci at e d  wit h  

a c c e s s o r y  s u b u nit s  t h at  e n a bl e  c o u pli n g  t o m e m b r a n e- a s s o ci at e d  

h y d ri d e  c a r ri e r s  li k e q ui n o n e s,  t h e r e b y  l e a di n g t o  t r a n sl o c ati o n  

a n d  a c c u m ul ati o n  of  p r ot o n s.  T h u s,  a n  a n al y si s  of  t h e  p r e v al e n c e  

of  t h e s e  h y d r o g e n a s e s  i s w a r r a nt e d  i n c o m m u niti e s  i n h a biti n g 

t h e  m o st  s e r p e nti ni z e d  e n vi r o n m e nt s.  

T h e  a c q ui siti o n  of  ot h e r  k e y  n ut ri e nt s  

M u c h  of  t h e  att e nti o n  o n  mi c r o o r g a ni s m s  i n h a biti n g s e r p e nti nit e s  

h a s  f o c u s e d o n  m e c h a ni s m s  of  e n e r g y  c o n s e r v ati o n  a n d  c a r b o n  

a v ail a bilit y,  wit h  f a r l e s s att e nti o n  gi v e n  t o  t h e  a v ail a bilit y  a n d  

c y cli n g  of  ot h e r  c riti c al  n ut ri e nt s  n e e d e d  t o  s u p p o rt  p r o d u cti vit y  

i n s e r p e nti nit e  e n vi r o n m e nt s,  i n cl u di n g a v ail a bl e  nit r o g e n  a n d  

p h o s p h o r o u s.  T h e  s o u r c e s,  si n k s,  a n d  t r a n sf o r m ati o n s  of  t h e s e  

el e m e nt s  r e m ai n  e ni g m ati c,  alt h o u g h  r e c e nt  st u di e s  h a v e  p r o -

vi d e d  s o m e  cl a rit y.  Wit hi n  m a n y  s y st e m s,  nit r o g e n  s u b st r at e s  a r e  

n ot  n e c e s s a ril y  li miti n g. F o r  e x a m pl e,  o r g a ni c  nit r o g e n  ( e. g. i n 

t h e  f o r m of  a mi n o  a ci d s)  i s p a rti c ul a rl y  a b u n d a nt  i n L C H F  f l ui d s 
−a n d  i n o r g a ni c f o r m s of  fi x e d nit r o g e n  ( e. g. N O 3  o r  N H 3 / N H 4  

+ ) 

a r e  al s o  a v ail a bl e  i n bi ol o gi c all y- r el e v a nt  c o n c e nt r ati o n s  [1 2 7 ]. 

R e c e nt  d u al  o x y g e n  a n d  nit r o g e n  i s ot o pi c a n al y si s  of  nit r o g e n  

s p e ci e s  p r e s e nt  i n w at e r s  of  t h e  S a m ail  O p hi olit e  s u g g e st e d  t h at  

nit r at e  ( N O3  
−  ), w hi c h  i s t y pi c all y  d et e ct e d  i n w at e r s  l e s s i nf l u-

e n c e d  b y  s e r p e nti ni z ati o n,  li k el y d e ri v e s  f r o m s u rf a c e  i n p ut s a n d  

mi c r o bi al  nit rifi c ati o n.  I n c o nt r a st,  i s ot o pi c e vi d e n c e  i n di c at e d 
+t h at  N H 3 / N H 4  t h at  i s t y pi c all y  d et e ct e d  i n w at e r s  m o r e  i nf l u-

e n c e d  b y  s e r p e nti ni z ati o n  li k el y d e ri v e s  f r o m c o m pl et e  mi c r o bi al  

r e d u cti o n  of  N O 3  
−  [1 2 8 ]. T h u s,  i n sit u  mi c r o bi al  nit r o g e n- c y cli n g  

a cti viti e s  li k el y si g nifi c a ntl y  c o nt r ol  nit r o g e n  a v ail a bilit y  i n s o m e  

s y st e m s.  N e v e rt h el e s s,  b ot h  N O 3  
−  a n d  N H 3 / N H 4  

+  w e r e  g e n e r -

all y  d et e ct a bl e  i n S a m ail  O p hi olit e  w at e r s,  i n di c ati n g t h at  fi x e d 

s o u r c e s  of  nit r o g e n  a r e  n ot  n e c e s s a ril y  li miti n g i n t hi s  e c o s y st e m  

eit h e r.  M o r e o v e r,  t h e  g e n o mi c  c a p a cit y  f o r nit r o g e n  c y cli n g  vi a  

a s si mil ati o n  p at h w a y s,  i n cl u di n g di- nit r o g e n  ( N2 ) fi x ati o n (i. e., 

t h e  mi c r o bi al  c o n v e r si o n  of  N 2  t o  N H 3 ), vi a  nit r o g e n a s e  c a n  b e  

a b u n d a nt  i n t h e  m et a g e n o m e s  a n d  a m o n g  g e n o m e s  f r o m s o m e  
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Fi g u r e  3.  V a ri ati o n  i n t h e c o m p o siti o n  a n d  a b u n d a n c e  of  h y d r o g e n a s e  

e n z y m e  h o m ol o g s  e n c o d e d  a m o n g  6 8  p u bli cl y  a v ail a bl e  c o m m u nit y  

m et a g e n o m e s  f r o m s e r p e nti ni z ati o n -i nf l u e n c e d  e n vi r o n m e nt s . a)  

N o n- m et ri c  m ulti di m e n si o n al  s c ali n g  ( N M D S) o r di n ati o n  of  t h e  

h y d r o g e n a s e  p r ofil e s  a m o n g  6 8  m et a g e n o m e s,  a s  p r e di ct e d  u si n g  t h e  

M E T A B O LI C  pl atf o r m  ( d e s c ri b e d i n s u p pl e m e nt a r y  m et h o d s).  P oi nt s  a r e  

c ol o r e d  a c c o r di n g  t o t h e  p H  of  t h e  e n vi r o n m e nt  f r o m w h e r e  t h e  

m et a g e n o m e  d e ri v e s,  a s  i n di c at e d b y  t h e  s c al e  t o  t h e  ri g ht.  b ) t h e  t ot al  

f r a cti o n of  all  h y d r o g e n a s e  o rt h ol o g s  r el ati v e  t o t h e  t ot al  e n c o d e d  

p r ot ei n s  of  a  m et a g e n o m e.  P oi nt s  a r e  s h o w n  i n r el ati o n  t o t h e  p H  of  t h e  

e n vi r o n m e nt  f r o m w h e r e  t h e  m et a g e n o m e  d e ri v e s,  wit h  t h e  s y st e m  of  

o ri gi n  i n di c at e d b y  c ol o r.  

s e r p e nti nit e  s y st e m s  [2 4 , 3 5 , 1 2 8 ], alt o g et h e r  s u g g e sti n g  p r e v al e nt  

bi o g e o c h e mi c al  nit r o g e n  c y cli n g  a cti viti e s.  

A m o n g  t h e  o r g a ni s m s  ( a s s e s s e d vi a  M A G s)  t h at  a r e  a b u n d a nt  i n 

s e r p e nti nit e  s y st e m s  a n d  t h at  e n c o d e  t h e  a n c e st r al,  m ol y b d e n u m  

f o r m of  nit r o g e n a s e  ( Nif; [1 2 9 ]) a r e  t h e  p ut ati v e  s ulf at e  r e d u c -

e r s , T h er m o d e s ulf o vi bri o  a n d  D e s ulf ot o m a c ul u m  [2 6 , 3 5 ], a n d  t h e  

m et h a n o g e n,  M et h a n o b a ct eri u m  [4 8 ], all  of  w hi c h  a r e  li k el y t o g r o w  

a ut ot r o p hi c all y  u si n g  H 2 / C O 2  o r  f o r m at e. T h e  el e ct r o n  c a r ri e r s  

(i. e., f e r r e d o xi n, F d,  f l a v o d o xi n) u s e d  b y  nit r o g e n a s e s  t o  r e d u c e  

N 2  t o  N H 3  h a v e  l o w r e d u cti o n  p ot e nti al s  (E 0  ∼  − 5 0 0  m V)  t h at  a r e  

l o w e r t h a n  t h o s e  of  H 2  o r  f o r m at e (E 0  ∼  − 4 2 0  m V).  T hi s  t h e r m o -

d y n a mi c  i s s u e i s f a c e d b y  a ut ot r o p hi c  o r g a ni s m s  ( e. g. a c et o g e n s,  

s ulf at e  r e d u c e r s,  a n d  m et h a n o g e n s)  t h at  al s o  r el y  o n  l o w p ot e nti al  

F d  t o  d ri v e  t h e  i niti al r e d u cti o n  of  C O 2  vi a  t h e  W L  p at h w a y  [1 3 0 ]. 

M a n y  a ut ot r o p hi c  o r g a ni s m s  t h at  fi x N 2  c o n s e q u e ntl y  bif u r c at e  

el e ct r o n s  f r o m H 2  ( o r f o r m at e) t o d ri v e  t h e  e n d e r g o ni c  r e d u cti o n  

of  F d  t o e n a bl e  N 2  r e d u cti o n  [1 3 1 ]. T h e  E 0  of  H 2  i s st r o n gl y  aff e ct e d  

b y  p H  a n d  H 2  c o n c e nt r ati o n.  C o n s e q u e ntl y,  t h e  r e d u cti o n  of  l o w 

p ot e nti al  F d  i n e n vi r o n m e nt s  hi g hl y  i m p a ct e d b y  s e r p e nti ni z ati o n  

(i. e., wit h  h y p e r al k ali n e  p H  a n d  hi g h  H 2 ) h a s  b e e n  s u g g e st e d  a s  

f a v o r a bl e wit h o ut  bif u r c ati o n  [7 0 ]. A  r e c e nt  st u d y  d e m o n st r at e d  

t h at  t h e  H 2 - d e p e n d e nt  r e d u cti o n  of  l o w p ot e nti al  F d  c o ul d  b e  

d ri v e n  b y  n ati v e i r o n ( F e 0 ) [1 3 2 ]. I nt ri g ui n gl y, F e0  ( a n d  n ati v e  ni c k el, 

Ni 0 ) mi n e r al s  a r e  a s s o ci at e d  wit h  s e r p e nti nit e s  [1 3 3 ]. T h u s,  it i s 

p o s si bl e  t h at  s u c h  n ati v e  mi n e r al s  ( e. g. F e 0 , Ni0 , a n d  a w a r uit e  

( Ni3 F e))  i n t h e  p r e s e n c e  of  hi g h  c o n c e nt r ati o n s  of  H 2  c o ul d  d ri v e  

t h e  a bi oti c  r e d u cti o n  of  N 2 , r e p r e s e nti n g  a n  alt e r n at e  s o u r c e  of  

a bi oti c  fi x e d N  a n d  a  p ot e nti al  mi n e r al  p r e c u r s o r  t o nit r o g e -

n a s e  e n z y m e s  [1 3 4 ]. N e v e rt h el e s s,  a d diti o n al  i s ot o pi c st u di e s  of  

nit r o g e n  s p e ci e s  i n w at e r s  f r o m n at u r al  s e r p e nti nit e s  a n d  l a b o-

r at o r y  st u di e s  of  a bi oti c  r e d u cti o n  of  N 2  b y  mi n e r al s  c o m m o nl y  

i d e ntifi e d i n s e r p e nti nit e  r o c k s  a r e  w a r r a nt e d  t o  d et e r mi n e  t hi s  

p o s si bilit y.  

P e r h a p s  e v e n  l e s s u n d e r st o o d  t h a n  bi ol o gi c al  nit r o g e n  c y cli n g  

i n s e r p e nti nit e s  i s h o w  p h o s p h o r o u s  i s m a d e  a v ail a bl e  a n d  c y cl e d,  

gi v e n  t h at  p h o s p h at e  i s oft e n  p r e s e nt  b el o w  t h e  li mit s of  d et e c -

ti o n  [2 3 , 4 3 , 1 3 5 , 1 3 6 ]. A  r e c e nt  m et a- a n al y si s  of  1 4  s e r p e nti nit e -

a s s o ci at e d  m et a g e n o m e s  s u g g e st e d  t h at  t h e  m et a b oli c  c a p a cit y  

t o cl e a v e  p h o s p h o n at e s  f r o m o r g a n o- p h o s p h at e s  ( e. g. m et h yl -

p h o s p h o n at e s)  vi a  c a r b o n- p h o s p h o r o u s  l y a s e e n c o di n g  g e n e s  w a s  

wi d e s p r e a d  a n d  r el ati v el y  a b u n d a nt  i n s e r p e nti nit e  c o m m u niti e s  

[1 3 5 ]. N e v e rt h el e s s,  t h e  p r e s e n c e  a n d  p r o v e n a n c e  of  s u c h  o r g a n o -

p h o s p h at e  c o m p o u n d s  r e m ai n  u n k n o w n  i n s e r p e nti nit e  s y st e m s  

a n d  r e q ui r e s  f u rt h e r st u d y.  

A r e  s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s  si mil a rl y  
st r u ct u r e d ?  
S e r p e nti ni z ati o n  a s  a  u ni v e r s al  c o nt r ol  o n  
c o m m u nit y  st r u ct u r e s  

D e s pit e  t h e  v a ri ati o n  i n mi c r o bi al  c o m m u niti e s  a m o n g  s e r p e nti -

nit e  s y st e m s  d e s c ri b e d  a b o v e,  t h e  c o m m o n  c h all e n g e s  t h at  c ell s  

i n t h e s e  e n vi r o n m e nt s  e x p e ri e n c e  d u e  t o  s e r p e nti ni z ati o n  s u g -

g e st  t h at  si mil a r  e n vi r o n m e nt al  f a ct o r s a r e  li k el y t o s h a p e  t h e  

st r u ct u r e s  of  s e r p e nti nit e  c o m m u niti e s  r e g a r dl e s s  of  l o c ati o n. 

C o n si st e nt  wit h  t hi s  i nt e r p r et ati o n, mi c r o bi al  t a x o n o mi c  di v e r -

sit y  h a s  b e e n  s h o w n  t o b e  i n v e r s el y c o r r el at e d  t o p H  b a s e d  o n  

1 6 S  r R N A  g e n e- b a s e d  e sti m at e s  of  ri c h n e s s  a n d  di v e r sit y  a c r o s s  

S a m ail  O p hi olit e  a n d  C R O M O  s u b s u rf a c e  w at e r s  e x hi biti n g  v a r y -

i n g d e g r e e s  of  s e r p e nti ni z ati o n  i nf l u e n c e [4 1 , 4 2 ]. C o m p a ri s o n s  of  

t h e  di v e r sit y  i n c o m m u niti e s  i n h a biti n g hi g hl y  s e r p e nti ni z ati o n -

i nf l u e n c e d w at e r s  wit h  t h o s e  of  n e a r b y  f r e s h w at e r s [4 0 , 4 7 ] o r of  

t h o s e  i n w at e r s  l e s s-i nf l u e n c e d b y  s e r p e nti ni z ati o n  [4 6 ] a r e  al s o  

c o n si st e nt  wit h  t h e s e  o b s e r v ati o n s.  Li k e wi s e,  a n  a n al y si s  of  t h e  

g e n o mi c  di v e r sit y  i n t h e  7 0  p u bli cl y  a v ail a bl e  m et a g e n o m e s  c o m -

pil e d  f o r t hi s  r e vi e w  f r o m ni n e  gl o b all y  di st ri b ut e d  s e r p e nti ni z -

i n g s y st e m s  r e v e al e d  si mil a r  p att e r n s  a c r o s s  t h e  e nti r e  d at a s et  

(Fi g.  4 a ; s e e  S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s  f o r d et ail s).  S p e cifi c all y,  p H  

w a s  si g nifi c a ntl y  i n v e r s el y c o r r el at e d  (R 2
a dj  =  0. 2 5,  P  ≤  0. 0 0 0 1)  wit h  

t h e  N o n p a r eil  di v e r sit y  m et ri c,  w hi c h  i s a n  a s s e m bl y-i n d e p e n d e nt  

e sti m at e  of  g e n o mi c  di v e r sit y  b a s e d  o n  s e q u e n c e  k- m e r  r e d u n -

d a n c y  e sti m at e s  [1 3 7 ]. T h u s,  t h e  e n vi r o n m e nt al  c o n diti o n s  t h at  

s e r p e nti ni z ati o n  g e n e r at e s  li mit mi c r o bi al  di v e r sit y  ( a n d bi o m a s s  

[5 2 , 1 0 2 ]), b y  i m p o si n g st r o n g  e c ol o gi c al  filt e r s d u ri n g  t h e  a s s e m -

bl y  of  t h o s e  c o m m u niti e s.  N e v e rt h el e s s,  si g nifi c a nt  g e o c h e mi c al  

v a ri ati o n  b ot h  a c r o s s  a n d  wit hi n  s e r p e nti nit e s  d u e  t o  i nf l u e n c e s 

f r o m p r o c e s s e s  i n t h e  d e e p e r  s u b s u rf a c e  a n d  t h o s e  f r o m t h e  

n e a r- s u rf a c e  ( e. g. mi xi n g  wit h  s e a w at e r  v e r s u s  f r e s h w at e r) li k el y 

f u rt h e r i nf l u e n c e t h e  c o m p o siti o n  of  c o m m u niti e s.  

S e r p e nti ni z ati o n  i s g e n e r all y  c o n si d e r e d  t o  o c c u r  i n t h e  s u b -

s u rf a c e  of  t e r r e st ri al  a n d  m a ri n e  ult r a m afi c  r o c k- h o st e d  s y st e m s.  
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1 0  | C ol m a n  et  al.  

Fi g u r e  4.  M et a g e n o mi c  a n d  t a x o n o mi c di v e r sit y  of  7 0  p u bli cl y  

a v ail a bl e  c o m m u nit y  m et a g e n o m e s  f r o m s e r p e nti ni z ati o n -i nf l u e n c e d  

e n vi r o n m e nt s.  a)  M et a g e n o mi c  di v e r sit y,  a s  m e a s u r e d  b y  t h e  N o n p a r eil  

di v e r sit y  m et ri c,  pl ott e d  a s  a  f u n cti o n of  t h e  p H  of  t h e  e n vi r o n m e nt  

w h e r e  t h e  m et a g e n o m e  d e ri v e s  (li n e a r r e g r e s si o n  R 2
a dj  =  0. 2 5,  

P  ≤  0. 0 0 0 1).  P oi nt s  a r e  c ol o r e d  b y  s y st e m  of  o ri gi n.  b  a n d  c)  n o n- m et ri c  

m ulti di m e n si o n al  s c ali n g  o r di n ati o n s  b a s e d  o n  di s si mil a rit y  i n t h e  

t a x o n o mi c  p r ofil e s  a m o n g  c o m m u niti e s,  a s  e v al u at e d  wit h  

a s s e m bl y-f r e e  a n al y si s  wit h  t h e  Si n gl e M  p a c k a g e  ( d e s c ri b e d i n 

S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s).  P oi nt s  a r e  c ol o r e d  b y  t h ei r  s y st e m  of  o ri gi n  (b ) 

a s  i n di c at e d i n p a n el  a , o r  b y  t h e  p H  of  t h ei r  s a m pl e  b a s e d  o n  t h e  c ol o r  

s c al e  t o t h e  ri g ht  (c ). T w o  s a m pl e s  di d  n ot  h a v e  c o r r e s p o n di n g  r e p o rt e d  

p H  v al u e s  a n d  a r e  s h o w n  a s  w hit e  ci r cl e s.  S y st e m  of  o ri gi n  (b ) w a s  

si g nifi c a ntl y  a s s o ci at e d  wit h  c o m p o siti o n al  v a ri ati o n  b a s e d  o n  e n vfit  

a n al y si s  (R 2  =  0. 5 6,  P  <  0. 0 0),  w h e r e a s  p H  (c ) w a s  o nl y  m a r gi n all y  

a s s o ci at e d  wit h  c o m p o siti o n al  v a ri ati o n  (R 2  =  0. 0 9,  P  =  0. 0 4).  A d diti o n al  

s a m pl e  i nf o r m ati o n i s p r o vi d e d  i n S u p pl e m e nt a r y  T a bl e  1 . 

D e e pl y  ci r c ul at e d  w at e r s  i m p a ct e d b y  e xt e n si v e  w at e r/ r o c k  r e a c -

ti o n  ( e. g. t h o s e  wit h  hi g h e r  p H,  hi g h e r  g a s  c o n c e nt r ati o n s,  d e pl e -

ti o n  of  DI C,  a m o n g  ot h e r  c h a r a ct e ri sti c s)  c a n  ci r c ul at e  b a c k  t o 

t h e  s u rf a c e  t h r o u g h  n et w o r k s  of  fi s s u r e s o r  p o r e  n et w o r k s.  N e a r-

s u rf a c e  a n d  o xi di z e d  f r e s h w at e r o r  s e a w at e r  c a n  t h e n  p ot e nti all y  

mi x  wit h  t h e  d e e p e r  f l ui d s d u ri n g  t h ei r  a s c e nt  t o  t h e  s u rf a c e,  

r e s ulti n g  i n a  c o nti n u u m  of  s e r p e nti ni z ati o n  i nf l u e n c e t h at  i s 

s p e cifi c  t o a  gi v e n  s y st e m  [1 5 ]. F u rt h e r m o r e,  t h e  s p e cifi c  g e o -

l o gi c c o nt e xt s  of  s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  w at e r s  i m p a rt a d di -

ti o n al  i nf l u e n c e s o n  h a bit at  c h a r a ct e ri sti c s.  F o r  e x a m pl e,  w at e r s  

v e nti n g  at  L C H F  c hi m n e y s  a r e  hi g hl y  v a ri a bl e  i n t h ei r  c h e mi c al  

c o m p o siti o n  a n d  a r e  m o d e r at el y  h y d r ot h e r m al,  r a n gi n g  u p  t o 

9 1 ◦ C,  alt h o u g h  t h e  mi xi n g  of  v e nt e d  f l ui d s wit h  s e a w at e r  c a n  

b e  s u b st a nti al  [7 3 ]. I n c o nt r a st,  ot h e r  r e c e ntl y  st u di e d  m a ri n e  

s e r p e nti nit e  s e e p  o r  c hi m n e y  sit e s  e x hi bit  w at e r s  cl o s e r  t o a m bi -

e nt  t e m p e r at u r e s  of  < 1 0 ◦ C [ 2 2 ], w h e r e a s  w at e r s  i n c o nti n e nt al  

s e r p e nti nit e  s y st e m s  h a v e  t e m p e r at u r e s  l a r g el y n e a r  a m bi e nt  o r  

t h at  a r e  o nl y  sli g htl y  el e v at e d  [2 3 , 4 1 , 4 2 ]. 

T h e  g e o c h e mi c al  c o m p o siti o n  of  v e nt e d  o r  s u b s u rf a c e  c o nti -

n e nt al  f l ui d s l a r g el y r ef l e ct s  t h ei r  s o u r ci n g  f r o m s e a w at e r  [1 3 ], 

alt e r e d  g r o u n d w at e r s  [2 3 , 4 2 ], o r  v a ri a bl e  mi xt u r e s  of  t h e  t w o  

i n t h e  c a s e  of  n e a r- c o a st al  sit e s  li k e t h e  P B H F  ( N e w C al e d o ni a)  

[1 3 8 ] a n d  N e y  S p ri n g s  ( C alif o r ni a) [2 4 ]. D e s pit e  t h e  l a r g e p ot e nti al  

f o r g e o c h e mi c al  h et e r o g e n eit y,  m a n y  st u di e s  h a v e  d o c u m e nt e d  

t h at  c o m m u nit y  c o m p o siti o n  i s eit h e r  q u alit ati v el y  o r  q u a ntit a -

ti v el y  a s s o ci at e d  wit h  p r o xi e s  f o r s e r p e nti ni z ati o n  i nf l u e n c e. M o st  

c o m m o nl y,  p H  i s u s e d  a s  a  p r o x y  f o r s e r p e nti ni z ati o n,  alt h o u g h  

sili c a  a cti vit y  ( w hi c h i n c r e a s e s d u e  t o  s u rf a c e  w at e r  i nf l u e n c e) 

h a s  al s o  b e e n  wi d el y  u s e d  t o  i nf e r t h e  mi xi n g  of  d e e pl y  s o u r c e d  

w at e r s  [1 3 9 ]. I n d e e d, t h e  d e g r e e  of  s e r p e nti ni z ati o n  i s a s s o ci at e d  

wit h  c o m m u nit y  st r u ct u r al  diff e r e n c e s  i n s y st e m s  w h e r e  s a m -

pli n g  a c r o s s  m ulti pl e  sit e  t y p e s  o c c u r s.  F o r  e x a m pl e,  t h e  c o nt ri -

b uti o n  of  d e e p  v s.  s h all o w  g r o u n d w at e r  w a s  st r o n gl y  c o r r el at e d  

t o  c o m m u nit y  st r u ct u r e  i n t h e  C e d a r s  [4 7 ], a s  al s o  o b s e r v e d  i n 

t h e  S a m ail  O p hi olit e  f r o m 1 6 S  r R N A  g e n e  [4 2 ] a n d  m et a g e n o mi c -

d e ri v e d  f u n cti o n al p r ofil e s  [5 2 ]. Li k e wi s e,  t h e  st r u ct u r e  of  c o m -

m u niti e s  f r o m v e nti n g  L C H F  f l ui d s w e r e  c hi m n e y- s p e cifi c,  wit h  a  

st r o n g  i nf e r r e d i nf l u e n c e f r o m t h e  d y n a mi c  i n p ut of  s u b s u rf a c e  

f l ui d s, b ut  w e a k  i nf e r r e d i nf l u e n c e d u e  t o  mi xi n g  wit h  s e a w at e r  

[3 5 ]. Si mil a r  i nt e r p r et ati o n s h a v e  b e e n  s u g g e st e d  f o r t h e  Ol d  Cit y  

H y d r ot h e r m al  Fi el d  [2 2 ]. T h u s,  a  p ri m a r y  c o nt r ol  o n  t h e  mi c r o bi al  

e c ol o g y  of  s e r p e nti ni z ati o n  s y st e m s  i s t h e  d e g r e e  of  s e r p e nti ni z a -

ti o n  i nf l u e n c e o n  t h e  a s s o ci at e d  f l ui d s/ w at e r s. 

Gi v e n  t h at  s e r p e nti ni zi n g  mi c r o bi al  e c o s y st e m s  a r e  l a r g el y 

d ri v e n  b y  c h e m o s y nt h eti c  c o m m u niti e s  w h o s e  m et a b oli s m  i s 

c o nt r oll e d  b y  t h ei r  s p e cifi c  g e o c h e mi c al  e n vi r o n m e nt s,  a  r e a s o n -

a bl e  fi r st- o r d e r h y p ot h e si s  f o r i n v e sti g ati n g gl o b al  s e r p e nti ni z a -

ti o n  e c o s y st e m  st r u ct u r e s  i s t h at  s y st e m- s p e cifi c  g e o c h e mi c al  

c h a r a ct e ri sti c s  s h a p e  t h ei r  o v e r all  st r u ct u r e s.  A  r e c e nt  m et a-

a n al y si s  of  1 6 S  r R N A  g e n e  p r ofil e s  f r o m f o u r diff e r e nt  s e r p e nti nit e  

s y st e m s  w a s  c o n si st e nt  wit h  t hi s  i nt e r p r et ati o n, wit h  t h e  

mi c r o bi al  c o m p o siti o n  a n d  st r u ct u r e  of  w at e r  s a m pl e s  p ri m a ril y  

r ef l e cti n g  t h ei r  s y st e m  of  o ri gi n  [2 4 ]. Li k e wi s e, a n e v al u ati o n  of  t h e  

t a x o n o mi c  c o m p o siti o n  of  t h e  7 0  m et a g e n o m e s  c o m pil e d  h e r ei n  

w a s  c o n si st e nt  wit h  t hi s  h y p ot h e si s,  wit h  s y st e m  of  o ri gi n  si g nif -

i c a ntl y a s s o ci at e d  wit h  o v e r all  t a x o n o mi c  p r ofil e  ( e n vfit R 2  =  0. 5 6,  

P  <  0. 0 0 1;  Fi g.  4 b ), w h e r e a s  p H  ( a s a  p r o x y  f o r s e r p e nti ni z ati o n  

i nf l u e n c e) w a s  m u c h  l e s s a s s o ci at e d  wit h  o v e r all  c o m p o siti o n  

( p H R 2  =  0. 0 9,  P  =  0. 0 4)  (Fi g.  4 c ). T h u s,  l o c ali z e d c o n diti o n s  a p p e a r  

t o l a r g el y di ct at e  t h e  c o m p o siti o n  of  mi c r o bi al  t a x a  f o u n d i n e a c h  

s y st e m,  d e s pit e  t h at  s e v e r al  i n di vi d u al t a x a  m a y  b e  a s s o ci at e d  

wit h  gl o b all y  di st ri b ut e d  s e r p e nti ni z ati o n  s y st e m s,  a n d  t h at  
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Fi g u r e  5.  V a ri ati o n  i n m et a b oli c  f u n cti o n al p ot e nti al  a m o n g  6 8  

p u bli cl y  a v ail a bl e  c o m m u nit y  m et a g e n o m e s  f r o m 

s e r p e nti ni z ati o n -i nf l u e n c e d  e n vi r o n m e nt s.  a)  N o n- m et ri c  

m ulti di m e n si o n al  s c ali n g  ( N M D S) o r di n ati o n  of  t h e  f u n cti o n al p ot e nti al  

p r ofil e s  a m o n g  6 8  m et a g e n o m e s  ( d e s c ri b e d i n S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s).  

P oi nt s  a r e  c ol o r e d  b y  (a)  t h ei r  s y st e m  of  o ri gi n,  a s  i n di c at e d b y  t h e  

l e g e n d o n  t h e  b ott o m  ri g ht  a n d  (b)  t h e  p H  of  t h ei r  s a m pl e,  b a s e d  o n  t h e  

c ol o r  s c al e  t o t h e  ri g ht.  T w o  s a m pl e s  di d  n ot  h a v e  c o r r e s p o n di n g  

r e p o rt e d  p H  v al u e s  a n d  a r e  s h o w n  a s  w hit e  ci r cl e s.  S y st e m  of  o ri gi n  ( a) 

w a s  si g nifi c a ntl y  a s s o ci at e d  wit h  c o m p o siti o n al  v a ri ati o n  b a s e d  o n  

e n vfit  a n al y si s  (R 2  =  0. 5 4,  P  ≤  0. 0 0 1),  a n d  p H  ( b) w a s  al s o  a s s o ci at e d  wit h  

c o m p o siti o n al  v a ri ati o n,  b ut  t o a  l e s s e r e xt e nt  (R 2  =  0. 2 5,  P  ≤  0. 0 0 1).  

A d diti o n al  s a m pl e  i nf o r m ati o n i s p r o vi d e d  i n S u p pl e m e nt a r y  T a bl e  1 . 

s e r p e nti ni z ati o n  i nf l u e n c e st r u ct u r e s  c o m m u niti e s  wit hi n  a  gi v e n  

s y st e m,  a s  d e s c ri b e d  a b o v e  a n d  i n s u b s e q u e nt  s e cti o n s.  U nli k e  a  

r e c e nt  m et a- a n al y si s  of  1 4  s e r p e nti nit e- h o st e d  m et a g e n o m e s  i n 

c o nj u n cti o n  wit h  t h o s e  f r o m n o n- s e r p e nti ni z ati o n  i nf l u e n c e d 

e n vi r o n m e nt s  (i. e., h y d r ot h e r m al  v e nt s  a n d  h ot  s p ri n g s),  a  di s -

ti n cti o n  of  L C H F  c o m m u nit y  p r ofil e s  r el ati v e  t o t h o s e  f r o m ot h e r  

s y st e m s  w a s  n ot  a p p a r e nt  h e r e  [1 3 5 ]. T hi s  c o nt r a st  c o ul d  b e  d u e  t o  

t h e  u s e  of  diff e r e nt  d at a s et s  (i n cl u di n g n o n- s e r p e nti nit e  c o m p a ri -

s o n  sit e s  i n t h e  f o r m e r) a n d/ o r  diff e r e nt  a n al yti c al  m et h o d ol o gi e s.  

N e v e rt h el e s s,  t h e s e  r e s ult s  p r o vi d e  c o m pl e m e nt a r y  i n si g ht s i nt o 

t h e  st r u ct u ri n g  of  s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  s y st e m s  at  t h e  

gl o b al  s c al e  a n d  w a r r a nt  a d diti o n al  i n v e sti g ati o n. C o n si d e ri n g  

t h e  m et a b oli c  f u n cti o n al p ot e nti al s  e n c o d e d  b y  t h e  a b o v e  

m et a g e n o m e s  ( s e e S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s  f o r d et ail s),  s y st e m  

of  o ri gi n  w a s  a g ai n  hi g hl y  st ati sti c all y  a s s o ci at e d  wit h  f u n cti o n al 

v a ri ati o n  (Fi g.  5 a ; R 2  =  0. 5 5,  P  ≤  0. 0 0 1),  w h e r e a s  p H  w a s  c o n si d e r -

a bl y  m o r e  a s s o ci at e d  wit h  v a ri ati o n  c o m p a r e d  t o t h at  o b s e r v e d  

f o r t h e  t a x o n o mi c  p r ofil e s  (Fi g.  5 b ; R 2  =  0. 2 5,  P  ≤  0. 0 0 1).  T h u s,  

si mil a r  c h all e n g e s  i m p o s e d b y  s e r p e nti ni z ati o n  m a y  l e a d t o t h e  

c o n v e r g e n c e  of  f u n cti o n aliti e s ( e. g. H 2  m e t a b oli s m  a s  s u g g e st e d  b y  

Fi g.  3 ) a m o n g  t a x a  t h at  m a y  b e  c o n si d e r a bl y  diff e r e nti at e d  a m o n g  

s y st e m s  at  t h e  t a x o n o mi c  l e v el, o wi n g  t o l o c ali z e d c h a r a ct e ri sti c s.  

Wit hi n - s y st e m  h et e r o g e n eit y  

A s  s u g g e st e d  b y  t h e  st u di e s  d e s c ri b e d  a b o v e,  t h e  c o nt e xt  of  s e r-

p e nti nit e  s y st e m s  i nf l u e n c e s t h e  st r u ct u r e  of  t h ei r  mi c r o bi al  

c o m m u niti e s  a n d  t hi s  o c c u r s  at  v a ri o u s  s c al e s,  i n cl u di n g wit hi n  

t h e  s a m e  s y st e m.  T h e  s h a r p  r e d o x  g r a di e nt s  g e n e r at e d  w h e n  

r e d u c e d  s u b s u rf a c e  f l ui d s mi x  wit h  o x y g e n at e d  f l ui d s c a n  g e n -

e r at e  di sti n ct  a n d  e xt e n si v e  r e d o x  di s e q uili b ri a.  F o r  e x a m pl e,  

r e d o x  g r a di e nt s  of  > 5 0 0  m V  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n o nl y  t h e  t o p  

4 0  c m  of  C e d a r s  s p ri n g  w at e r s  [4 7 ] a n d  g r a di e nt s  of  > 7 5 0  m V  

h a v e  b e e n  m e a s u r e d  al o n g  a  4 0 0  m  i nt e r v al i n a  r e c e ntl y  d rill e d  

w ell  i n t h e  S a m ail  O p hi olit e,  wit h  ot h e r  w ell s  si mil a rl y  e x hi bit -

i n g e xt e n si v e  r e d o x  g r a di e nt s  [2 6 ]. R e c e nt  st u di e s  h a v e  b e g u n  

t o e x pl o r e  d e pt h- r e s ol v e d  diff e r e n c e s  of  mi c r o bi al  c o m m u niti e s  

i n b o r e h ol e s  d rill e d  at  t h e  C R O M O  a n d  S a m ail  O p hi olit e  sit e s.  

A n al y si s  of  w at e r s  a c r o s s  a  g r a di e nt  of  O 2  c o n c e nt r ati o n s  r a n gi n g  

f r o m s at u r at e d  at  t h e  s u rf a c e  t o  e s s e nti all y  0 %  at  ∼ 2 0  m  d e pt h  at  

t h e  C R O M O  sit e  r e v e al e d  c o nt r a sti n g  g e o c h e mi c al  a n d  mi c r o bi al  

c o m m u nit y  c o m p o siti o n al  g r a di e nt s  [1 4 0 ]. Li k e wi s e,  i n v e sti g ati o n 

a c r o s s  di s c r et e,  p a c k e d- off  i nt e r v al s al o n g  a  4 0 0  m  d e pt h  p r o -

fil e i n t h e  S a m ail  O p hi olit e  (t o i s ol at e i n di vi d u al f r a ct u r e u nit s)  

r e v e al e d  di s c r et e  g e o c h e mi c al  a n d  mi c r o bi al  c o m p o siti o n s  t h at  

f oll o w s h a r p  r e d o x  g r a di e nt s,  wit h  c o r r e s p o n di n g  c h a n g e s  i n t h e  

p r e v al e n c e  of  a e r o bi c  a n d  a n a e r o bi c  t a x a  t y pi c al  of  s e r p e nti -

nit e  s y st e m s  [5 9 , 6 3 ]. Alt h o u g h  b o r e h ol e s  i nt o a cti v el y  s e r p e n -

ti ni zi n g  s y st e m s  f o r s ci e ntifi c  i n v e sti g ati o n h a v e  o nl y  r e c e ntl y  

b e c o m e  a v ail a bl e  f o r st u d y,  t h e y  h ol d  t r e m e n d o u s  p r o mi s e  f o r 

u n d e r st a n di n g  c o n c e rt e d  mi c r o bi al  a n d  g e o c h e mi c al  d y n a mi c s  

a s  f l ui d s f r o m t h e  d e e p  s u b s u rf a c e  a n d  s u rf a c e  of  s e r p e nti ni zi n g  

s y st e m s  mi x.  T hi s  i s e s p e ci all y  t r u e  f o r b o r e h ol e s  t h at  i nt e r s e ct 

a q uif e r s  t h at  h a r b o r  di sti n ct  w at e r  t y p e s  a n d  t h at  c o ul d  e n c o m -

p a s s  t h e  n e a r  t ot al  r a n g e  of  w at e r  c h e mi st ri e s  f o u n d wit hi n  a  

gi v e n  s y st e m  [2 6 ]. 

Alt h o u g h  m a n y  st u di e s  h a v e  e x a mi n e d  s p ati al  v a ri ati o n  i n 

s e r p e nti nit e  c o m m u niti e s  wit hi n  o r  a c r o s s  s y st e m s,  v e r y  littl e i s 

k n o w n  of  t h ei r  st a bilit y  o r  t e m p o r al  v a ri ati o n.  A  r e c e nt  st u d y  of  

t h e  N e y  S p ri n g  s y st e m  o v e r  a  y e a r  r e v e al e d  si g nifi c a nt  v a ri ati o n  

i n t h e  g e o c h e mi st r y  of  f l ui d s t h at  c oi n ci d e d  wit h  s e a s o n al  s u rf a c e  

i nf l u e n c e s ( e. g. ai r  t e m p e r at u r e,  s u rf a c e- d e ri v e d  bi o m a s s  i n p ut) 

a n d  s u b st a nti al  v a ri ati o n  i n “t r a n si e nt”  l o w- a b u n d a n c e t a x a  [1 4 1 ]. 

N e v e rt h el e s s,  t h e  c o nti n u o u s  p r e s e n c e  of  s e v e r al  t a x a  i nf e r r e d 

t o  b e  r e si d e nt s  of  t h e  d e e p  s u b s u rf a c e  s e r p e nti ni z e d  f l ui d s t h at  

s o u r c e  t h e  s p ri n g  s y st e m  w a s  i d e ntifi e d, s u g g e sti n g  a  c o n si st e nt  

s u p pl y  of  d e e p  s u b s u rf a c e  w at e r s.  Si mil a rl y,  s a m pli n g  of  w ell  

w at e r s  i n C R O M O  a c r o s s  m ulti pl e  m o nt h s  wit hi n  a  y e a r  a n d  

a c r o s s  m ulti pl e  y e a r s  r e v e al e d  t h at  t h e  a s s e m bl y  of  t h o s e  c o m m u -

niti e s  w a s  l a r g el y di ct at e d  b y  e c ol o gi c al  filt e ri n g (i. e., d et e r mi n -

i sti c f a ct o r s) t h at  w a s  att ri b ut e d  t o  t h e  si g nifi c a nt  p h y si ol o gi c al  

st r e s s o r s  i n h e r e nt t o  s e r p e nti nit e  e n vi r o n m e nt s  [1 4 2 ]. H o w e v e r,  

t ra n si e nt  c h a n g e s  i n t h e  c o m m u niti e s  w e r e  al s o  o b s e r v e d,  s u g -

g e sti n g  a  s e c o n d a r y  i nf l u e n c e of  st o c h a sti c  p r o c e s s e s  ( e. g. “ d rift”  

r el at e d  f a ct o r s). A n al y s e s  of  t h e  h y d r ol o g y  of  t h e  C R O M O  s y st e m  

r e v e al e d  a  g e n e r al  l a c k of  c o m m u ni c ati o n  b et w e e n  w at e r s  f r o m 

diff e r e nt  w ell s,  w hi c h  w o ul d  p r o vi d e  a  m e c h a ni s m  f o r e c ol o gi c al  

d rift  t o  o c c u r  if c o m m u niti e s  r e m ai n  i s ol at e d f o r si g nifi c a nt  p e ri -

o d s  [1 4 2 ]. 

I n t h e  S a m ail  O p hi olit e,  t h e  d e e pl y  d e ri v e d,  hi g hl y  

s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  “ T y p e  II” w at e r s  h a v e  b e e n  e sti m at e d  

t o h a v e  r e si d e n c e  ti m e s  of  > 2 0  0 0 0  y e a r s,  wit h  mi ni m al  c o m m u ni -

c ati o n  wit h  n e a r e r  s u rf a c e,  y o u n g e r  “ T y p e  I” w at e r s  [1 4 3 ]. A n al y s e s  

of  m o bil e  g e n eti c  el e m e nt s  a n d  si n gl e  n u cl e oti d e  v a ri a nt s  of  

D
o

w
nl

o
a
d
e
d fr

o
m 

htt
ps://

ac
a
d
e

mic.
o
u
p.c

o
m/is

m
ej/

articl
e/

1
9/

1/
wr

af
0
2
9/

8
0
1
9
7
2
4 

by 
M
o
nt

a
n
a 

St
at

e 
U
niv

ersity - 
B
oz

e
m
a
n 

us
er 

o
n 

0
4 

D
ec

e
m
b
er 

2
0
2
5 

N 

"' 

0. 2 

0. 1 

- ~ 0. 0 
e n 

:: a 
z 

- 0. 1 

- 0. 2 

A 

• 

• 
• 

-0 - ~ o. 3 - 0. 2  - 0. 1 

0. 2 

0. 1 
N 

"' - ~ 
e n 0. 0 

;::,: 
z 

- 0. 1 

- 0. 2 

B 

• 

0 

0 

• 

• 
0 

• 

•• • 

0. 1 

• 
• • 

• 

0. 2 
N M D S  a xi s  1 

• 

e o 
• 

• 
• 

0 

0 

0 
0 

0 

• • 

• • • 
• C a b e c o d e Vi d e 

• T h e C e d ar s 
e C R O M O 

••  • • L o st Cit y 
H y dr ot h er m al Fi el d 

0. 3 

•  N e y S pri n g s 
• S a m ail O p hi olit e 
• Pr o n y B a y 

H y dr ot h er m al Fi el d 
• S a nt a El e n a O p hi olit e 
• V oltri M a s sif 

0. 4  0. 5 

p H 
1 2. 5 

1 1. 5 

0 

1 0. 5 

9. 5 

8. 5 

- 0. 3 ~-----,------ c" ~---- ~---- c-' 
- 0. 2  0  0. 2  0. 4  0. 6 

7. 5 

N M D S  a xi s  1 

https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wraf029#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article/19/1/wraf029/8019724


1 2  | C ol m a n  et  al.  

cl o s el y  r el at e d  M ei ot h er m u s  st r ai n s  r e c o v e r e d  f r o m c o m m u niti e s  

i n h a biti n g T y p e  I a n d  II w at e r s  h a v e  s u g g e st e d  t h at  l o n g-t e r m 

i s ol ati o n of  f l ui d s, c o m bi n e d  wit h  li mit e d g e n e  f l o w a m o n g  

st r ai n s,  p r o m ot e d  t h e  di v e r sifi c ati o n  of  t h e s e  st r ai n s  vi a  p a r a -

p at ri c  s p e ci ati o n  [6 3 ]. T h u s,  t h e s e  r e c e nt  st u di e s  s u g g e st  t h at  t h e  

l o n g-t e r m st a bilit y  of  m a n y  s e r p e nti nit e  w at e r s,  c o m bi n e d  wit h  

t h ei r  u ni q u e  g e o c h e mi st r y  ( r el ati v e t o n e a r  s u rf a c e  w at e r s),  m a y  

p r o vi d e  a  b a si s  f o r e c ol o gi c al  d rift  t o  d ri v e  mi c r o bi al  s p e ci ati o n.  

A d diti o n al  t e m p o r al  s a m pli n g  of  di s c r et e  f l ui d t y p e s,  c o m bi n e d  

wit h  i s ot o pi c a n d  g e o c h e mi c al  c h a r a ct e ri z ati o n  t o  d et e r mi n e  t h e  

e xt e nt  of  t h ei r  i s ol ati o n, c o ul d  b e  u s e d  t o  b e gi n  t o  e sti m at e  t h e  

ti m ef r a m e s  r e q ui r e d  f o r e v ol uti o n a r y  c h a n g e  t o  o c c u r  i n n at u r al  

s y st e m s,  i n a d diti o n  t o p o p ul ati o n  t u r n o v e r  ti m e s,  of  w hi c h  v e r y  

littl e i s k n o w n  i n s u b s u rf a c e  s y st e m s  i n g e n e r al.  

T h e  o ri gi n  of  lif e a n d  t h e p ot e nti al  f o r lif e 
o n  ot h e r  pl a n et s  
S e r p e nti nit e - s p e cifi c  t a x a 

T h e  di sti n cti v e n e s s  of  mi c r o bi al  c o m m u niti e s  f r o m hi g hl y  

s e r p e nti ni z e d  w at e r s  r el ati v e  t o l e s s s e r p e nti ni z e d  w at e r s  o r  

f r e s h− / m a ri n e- w at e r s  ( e. g. [4 2 , 4 7 ]) s u g g e st s  t h at  mi c r o bi al  

t a x a  m a y  b e  e n d e mi c  t o  s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s,  d e s pit e  t h e  

c o n si d e r a bl e  v a ri ati o n  i n mi c r o bi al  c o m p o siti o n  a c r o s s  gl o b all y-

di st ri b ut e d  s y st e m s.  O n e  of  t h e  m o st  f r e q u e ntl y i d e ntifi e d t a x a  i n 

s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  s y st e m s  i s t h e  g e n u s  S er p e nti ni m o n a s  

t h at  i s a b u n d a nt  a n d  wi d e s p r e a d  i n t h e s e  e n vi r o n m e nt s  [1 8 , 4 1 , 

9 4 ], w h e r e  it w a s  fi r st i s ol at e d a n d  w h e r e  it i s c o n si d e r e d  e n d e mi c.  

Alt h o u g h  S er p e nti ni m o n a s  s p p . a p p e a r  t o  b e  p ri m a ril y  a s s o ci at e d  

wit h  t h e  s u b s u rf a c e- s u rf a c e  i nt e rf a c e s of  s e r p e nti ni zi n g  e n vi r o n -

m e nt s  d u e  t o t h ei r  r eli a n c e  o n  a e r o bi c  m et a b oli s m  [1 8 , 9 4 ], t h e y  

h a v e  al s o  b e e n  i d e ntifi e d i n ot h e r  h y p e r al k ali n e  n o n- s e r p e nti nit e  

s y st e m s  li k e sl a g  w a st e  [1 4 4 ]. N e v e rt h el e s s,  t h e  d e p e n d e n c e  of  

S er p e nti ni m o n a s  o n  H 2 - b a s e d  a ut ot r o p h y  a n d  t h ei r  a d a pt ati o n  t o 

h y p e r al k ali n e  p H  i n c o nt r a st  t o  t h ei r  si st e r  g e n u s,  H y dr o g e n o p h a g a  

[1 8 ], s u g g e st s  t h at  t h e y  m a y  b e  s p e cifi c all y  a d a pt e d  t o  lif e st yl e s 

wit hi n  s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  h a bit at s  gi v e n  t h e  g e ol o gi c  

r e c e n c y  of  a nt h r o p o g e ni c all y- g e n e r at e d  e n vi r o n m e nt s  t h at  

e x hi bit  c h a r a ct e ri sti c s  si mil a r  t o  s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  

e n vi r o n m e nt s.  

G e n o m e- r e s ol v e d  m et a g e n o mi c s  a p p r o a c h e s  h a v e  al s o  r e c e ntl y  

i d e ntifi e d p h yl o g e n eti c all y  d e e p- b r a n c hi n g  b a ct e ri al  li n e a g e s 

t h at  a r e  p ri m a ril y  a s s o ci at e d  wit h  s e r p e nti ni zi n g  e n vi r o n -

m e nt s  a n d  t h at  e x hi bit  h y p ot h e si z e d  m et a b oli c  a d a pt ati o n s  

t o  s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  e n vi r o n m e nt s  a s  a c et o g e n-li k e  

o r g a ni s m s.  T h e s e  i n cl u d e t h e  o r d e r-l e v el  U B A 7 9 5 0  li n e a g e of  t h e  

Bi p ol ari c a ul ot a  ( p r e vi o u sl y “ A c et ot h e r mi a”)  p h yl u m  [6 5 ] a n d t h e  

p r o p o s e d  “ Lit h a c eti g e n ot a”  p h yl u m  [3 9 ]. M e m b e r s  of  t h e  U B A 7 9 5 0  

li n e a g e a r e  a s s o ci at e d  wit h  h y p e r al k ali n e  T y p e  II w at e r s  of  t h e  

S a m ail  O p hi olit e  [6 5 ], a n d  h a v e  al s o  b e e n  i d e ntifi e d i n L C H F  

b a s e m e nt  f l ui d s [3 5 ]. I n a d diti o n,  t h e  o r g a ni s m s  e x hi bit  c a r b o n  

a c q ui siti o n  a n d  H 2 - d e p e n d e nt  m et a b oli c  a d a pt ati o n s  f o r hi g hl y  

s e r p e nti ni z e d  f l ui d s t h at  diff e r e nti at e  t h e m  f r o m ot h e r  Bi p ol a ri -

c a ul ot a  p r e s e nt  i n l e s s s e r p e nti ni z e d  f l ui d s [6 5 ]. 1 6 S  r R N A  g e n e  

st u di e s  of  c hi m n e y s  i n t h e  a cti v e  s e r p e nti ni z ati o n  P B H F  s y st e m  

al s o  d o c u m e nt e d  Bi p ol ari c a ul ot a  / “ A c et ot h e r mi a”  (t h at p h yl o -

g e n eti c all y  affili at e  wit h  t h e  U B A 7 9 5 0  g r o u p)  a s  e a rl y  c hi m n e y  

c ol o ni z e r s  a n d  p ot e nti al  m e m b e r s  of  b a s e m e nt  f l ui d s [3 5 , 1 4 5 ]. 

Li k e wi s e,  C a.  “ Lit h a c eti g e n ot a”  p o p ul ati o n s  h a v e  b e e n  p ri m a ril y  

i d e ntifi e d i n s e r p e nti nit e  e n vi r o n m e nt s  a n d  al s o  e x hi bit  c a r b o n  

a c q ui siti o n  a n d  H 2 - d e p e n d e nt  m et a b oli c  a d a pt ati o n s  f o r s u c h  

e n vi r o n m e nt s  [3 9 ]. Al o n g si d e  S er p e nti ni m o n a s , t h e s e  t a x a  p r o vi d e  

st r o n g  e vi d e n c e  f o r t h e  p r e s e n c e  of  s e r p e nti nit e- s p e ci ali z e d  li n-

e a g e s,  alt h o u g h  f u rt h e r a n al y s e s  of  t h ei r  gl o b al  di st ri b uti o n s  a n d  

e v ol uti o n a r y  e c ol o g y  a r e  n e e d e d  t o f ull y a s s e s s  t hi s  h y p ot h e si s.  

I n c o nt r a st  t o t h e  a b o v e,  m a n y  of  t h e  t a x a  c o m m o nl y  

a s s o ci at e d  wit h  s e r p e nti nit e  e n vi r o n m e nt s  e x hi bit  b r o a d  e n vi -

r o n m e nt al  di st ri b uti o n s,  p a rti c ul a rl y  wit hi n  ot h e r  s u b s u rf a c e  

e n vi r o n m e nt s,  s u g g e sti n g  r el ati v el y  r e c e nt  a d a pt ati o n  t o s e r-

p e nti nit e  e n vi r o n m e nt s,  o r  a  l a c k of  s p e cifi c  a d a pt ati o n  t o 

t h e s e  e n vi r o n m e nt s.  F o r  e x a m pl e,  M et h a n o b a ct eri u m  s p p.  a n d  

D e s ulf ot o m a c ul u m  s p p.  a r e  c o m m o nl y  d o mi n a nt  i n s e r p e nti nit e  

c o m m u niti e s  b ut  a r e  al s o  b r o a dl y  di st ri b ut e d  i n ot h e r  s u b s u rf a c e  

e n vi r o n m e nt s  [1 4 6 , 1 4 7 ], i n a d diti o n  t o  e n vi r o n m e nt s  t h at  a r e  

n ot  h y p e r al k ali n e  o r  s u b s u rf a c e- r el at e d  [1 4 8 , 1 4 9 ]. C o m p a ri s o n s  

a m o n g  s e r p e nti ni z ati o n-i nf l u e n c e d  g r a di e nt s  m a y  p r o vi d e  

c riti c al  i n si g ht s i nt o w h et h e r  s p e ci e s  o r  st r ai n s  wit hi n  t h e s e  

li n e a g e s e x hi bit  s p e cifi c  a d a pt ati o n s  t o  s e r p e nti ni z ati o n  h a bit at s.  

F o r  e x a m pl e,  t h e M et h a n o b a ct eri u m  T y p e  II li n e a g e d e s c ri b e d  a b o v e  

e x hi bit e d  h y p ot h e si z e d  s e r p e nti ni z ati o n- s p e cifi c  a d a pt ati o n s  t o 

miti g at e  li mit e d c a r b o n  a v ail a bilit y  r el ati v e  t o cl o s el y  r el at e d  

s p e ci e s  f o u n d i n l e s s al k ali n e  w at e r s  [4 8 ]. N e v e rt h el e s s,  a d diti o n al  

ri g o r o u s  e v ol uti o n a r y  a n al y s e s  a r e  n e e d e d  t o a s c e rt ai n  t h e  e xt e nt  

t o w hi c h  t a x a  a r e  s p e cifi c all y  a s s o ci at e d  wit h  s e r p e nti nit e s  

a n d  t h e  e v ol uti o n a r y  s c al e  at  w hi c h  t hi s  a d a pt ati o n  m a y  

h a v e  o c c u r r e d  ( e. g. at  t h e  o r d e r/ p h yl u m  l e v el a s  i n A c et ot h e r -

mi a  / “ Lit h o a c eti g e n ot a”  o r  at  t h e  g e n u s/ s p e ci e s  l e v el a s  i n 

S er p e nti ni m o n a s / T y p e  II M et h a n o b a ct eri a ). 

A r e  s e r p e nti nit e  t a x a r ef l e cti v e  of  t h o s e o n  e a rl y  
e a rt h ?  

T h e  el e g a n c e  of  s e r p e nti ni z ati o n,  w hi c h  r e q ui r e s  o nl y  f r a ct u r e d 

ult r a m afi c  r o c k  a n d  ci r c ul ati n g  w at e r  t o  i niti at e t h e  p r o d u cti o n  of  

H 2  a n d  d ri v e  o r g a ni c  s y nt h e si s,  h a s  l e d t o  m a n y  s e r p e nti ni z ati o n -

r el at e d  o ri gi n  of  lif e h y p ot h e s e s  o n  E a rt h  a n d  p ot e nti all y,  o n  ot h e r  

r o c k y  pl a n et s  [7 , 9 , 1 6 , 1 2 1 ]. I nt ri g ui n gl y, t h e  c oll e cti v e  c h e mi c al  

r e a cti o n s  i n t h e  a bi oti c  s y nt h e si s  of  si m pl e  c a r b o n  c o m p o u n d s  

( e. g. C H 4 ) f r o m H2  a n d  DI C  a r e  hi g hl y  a n al o g o u s  t o  t h e  st e p wi s e  

o r g a ni c  c a r b o n  s y nt h e si s  r e a cti o n s  i n t h e  a ut ot r o p hi c  W L  a n d  

c o r e  m et h a n o g e n e si s  p at h w a y s  of  a n a e r o bi c  B a ct e ri a  a n d/ o r  

A r c h a e a  d e s c ri b e d  i n a b o v e  s e cti o n s  [1 6 , 1 5 0 ]. C o n s e q u e ntl y,  t h e  

W L  p at h w a y  h a s  b e e n  l o n g- a s s o ci at e d wit h  o ri gi n  of − / e a rl y -

lif e h y p ot h e s e s  i n s e r p e nti nit e  s y st e m s.  R e c e nt  st u di e s  of  

u n c ult u r e d  d e e p- b r a n c hi n g  a c et o g e n-li k e  o r g a ni s m s  [3 9 , 6 5 – 6 7 ] 

h a v e  p r o vi d e d  n e w  e vi d e n c e  f o r t h e  W L  p at h w a y  i n s e r p e nti nit e -

a s s o ci at e d  li n e a g e s. D e s pit e  t h e  p r e v al e n c e  of  m et h a n o g e n s  

i n s o m e  s e r p e nti nit e  s y st e m s  (t h at e n c o d e  a r c h a e al  v e r si o n s  

of  W L  p at h w a y s)  [1 2 ], t h ei r  r el e v a n c e  f o r u n d e r st a n di n g  e a rl y  

a r c h a e al  e v ol uti o n  i s l e s s cl e a r.  F o r  e x a m pl e,  t h e  m et h a n o g e n s  

o r  a n a e r o bi c  m et h a n ot r o p h s  t h at  t y pi c all y  i n h a bit m a ri n e  

s e r p e nti nit e  s y st e m s  ( e. g. L C M S  a n d  A N M E)  b el o n g  t o t h e  

M et h a n o s ar ci n al e s  a n d  S y ntr o p h o ar c h a e al e s  o r d e r s  t h at  a r e  c o n si d -

e r e d  r e c e ntl y- e v ol v e d  ( e. g. Cl a s s  II) m et h a n o g e n s/ m et h a n ot r o p h s  

[1 2 , 1 5 1 – 1 5 3 ] (Fi g.  6 ). I n c o nt r a st,  m et h a n o g e n s  t h at  t y pi c all y  

i n h a bit t e r r e st ri al  s e r p e nti nit e  s y st e m s,  M et h a n o b a ct eri u m , b el o n g  

t o  t h e  M et h a n o b a ct eri a  cl a s s  t h at  a r e  c o n si d e r e d  a m o n g  t h e  

e a rli e r- e v ol vi n g  ( Cl a s s I) m et h a n o g e n s  [1 2 ] (Fi g.  6 ). H o w e v e r,  t h e  

M et h a n o b a ct eri u m  m o st  a s s o ci at e d  wit h  hi g hl y  s e r p e nti ni z ati o n -

i nf l u e n c e d w at e r s  i n t h e  S a m ail  O p hi olit e  a p p e a r  t o  b e  d e ri v e d  

f r o m ot h e r  M et h a n o b a ct eri u m  s p p.  i n h a biti n g l e s s-i nf l u e n c e d 

w at e r s  a n d  a r e  n e st e d  w ell- wit hi n  t h e  M et h a n o b a ct eri a , s u g g e sti n g  

t h at  t h e f o r m e r li n e a g e i s r el ati v el y  e v ol uti o n a ril y  r e c e nt  [4 8 ]. 

Li k e wi s e,  n o  ot h e r  m et h a n o g e ni c  ( o r a n a e r o bi c  m et h a n ot r o p hi c/  

al k a n ot r o p hi c  a r c h a e al)  li n e a g e s t h at  a r e  c o n si d e r e d  a m o n g  t h e  

e a rli e st  t o h a v e  e v ol v e d  [1 2 ] h a v e  b e e n  i d e ntifi e d i n s e r p e nti nit e  
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s y st e m s.  M a n y  of  t h e  ot h e r  b a ct e ri al  o r  a r c h a e al  g r o u p s  t y pi c all y  

i d e ntifi e d i n c o nt e m p o r a r y  s e r p e nti ni zi n g  s y st e m s  i n cl u di n g 

t h e  P r ot e o b a ct e ri a  ( e. g. S er p e nti m o n a s , H y dr o g e n o p h a g a , ot h e r  

B ur k h ol d eri a c e a e ), Nitr o s o s p h a eri al e s  ( a m m o ni a- o xi di zi n g A r c h a e a),  

D e s ulf ur o b a ct er ot a  ( p r e vi o u sl y D elt a p r ot e o b a ct e ri a  s ulf at e  r e d u c -

e r s),  o r  Nitr o s pir ot a  (T h er m o d e s ulf o vi bri o ) a r e  all  c o n si d e r e d  l at e r-

e v ol vi n g  li n e a g e s [1 5 4 – 1 5 6 ] (Fi g.  7 ). T h u s,  t h e  e xt e nt  t h at  mi c r o bi al  

p h yl o g e n eti c  e vi d e n c e  f r o m c o nt e m p o r a r y  s e r p e nti nit e  s y st e m s  

s u p p o rt s  t h ei r  r ef l e cti o n  of  e a rl y  lif e o n  E a rt h  i s mi x e d.  F u rt h e r,  

t h e s e  o b s e r v ati o n s  p oi nt  t o  t h e  n e e d  f o r a d diti o n al  c a r e  a n d  

c o n si d e r ati o n  w h e n  a s c ri bi n g  e v ol uti o n a r y  p ri m a c y  t o  t h e  t a x a,  

p r o c e s s e s,  a n d  f u n cti o n al p at h w a y s  i n h e r e nt t o  c o nt e m p o r a r y  

s e r p e nti nit e  mi c r o bi al  e c o s y st e m s.  Gi v e n  t h at  bif u r c ati n g  p h yl o -

g e n eti c  t r e e s  of  c o nt e m p o r a r y  t a x a  m a y  n ot  a d e q u at el y  r e p r e s e nt  

t h e  c o m pl e xiti e s  of  p a st,  a n d  e s p e ci all y  e a rl y,  e v ol uti o n a r y  

p r o c e s s e s  [1 5 7 ], s u c h  c o n si d e r ati o n s  a r e  p a rti c ul a rl y  w a r r a nt e d.  

T h e  r e c e ntl y  e v ol v e d  n at u r e  of  m a n y  of  t h e  mi c r o o r g a ni s m s  

i n h a biti n g m o d e r n  s e r p e nti nit e s  i s li k el y att ri b ut a bl e,  at  l e a st i n 

p a rt,  t o t h e  i n p ut of  m o r e  o xi di z e d  n e a r- s u rf a c e  f l ui d s t o d a y  t h at  

o v e r p ri nt  t h e  r e d u c e d  g e o c h e mi st r y  a n d  mi c r o bi ol o g y  of  t h o s e  

s y st e m s.  O n  e a rl y  E a rt h,  s o m e  of  t h e  m o st  r e a dil y  a v ail a bl e  el e c -

t r o n  a c c e pt o r s  w o ul d  h a v e  b e e n  C O 2  a n d  s ulfit e  ( S O3
2 − ) [1 5 8 , 1 5 9 ] 

t h at  c o ul d  s u p p o rt  h y d r o g e n ot r o p hi c  a c et o g e n s/ m et h a n o g e n s  

a n d  s ulfit e  r e d u c e r s  [9 , 1 5 9 , 1 6 0 ]. H o w e v e r,  t h e p r o g r e s si v e  

o x y g e n ati o n  of  E a rt h  o v e r  t h e  p a st  ∼ 2. 3  G a  [1 6 1 ] all o w e d  O 2  

−a n d  ot h e r  hi g h e r  p ot e nti al  o xi d a nt s  ( e. g. N O 3  , F e(III),  S O 4
2 − ) t o  

b e c o m e  m o r e  a v ail a bl e.  T h e  t h e r m o d y n a mi c s  of  H 2  o xi d ati o n  

c o u pl e d  t o r e d u cti o n  of  t h e s e  hi g h e r  p ot e nti al  o xi d a nt s  [9 3 ] a r e  

m o r e  f a v o r a bl e f o r o r g a ni s m s  t h at  c a n  r e s pi r e  t h e m,  all o wi n g  

t h e m  t o o ut c o m p et e  m et h a n o g e n s  a n d  a c et o g e n s  f o r s h a r e d  

s u b st r at e s  li k e H 2  o r  e v e n  C O 2  [1 6 2 ]. Alt e r n ati v el y,  b ut  n ot  m ut u -

all y  e x cl u si v el y,  t h e c ell ul a r  bi o c h e mi st r y  of  m a n y  a n a e r o b e s,  

i n cl u di n g m a n y  m et h a n o g e n s  a n d  a c et o g e n s,  i s i n c o m p ati bl e 

wit h  O 2  [1 6 3 ], f u rt h e r n a r r o wi n g  t h e  e xt e nt  of  t h ei r  ni c h e s.  

Li k e wi s e,  E a rt h’ s  c o m p o sit e  bi o s p h e r e  i s f a r m o r e  p r o d u cti v e  

t o d a y  t h a n  it w a s  p ri o r  t o  t h e  o ri gi n  of  p h ot o s y nt h e si s  [1 6 4 ]. T h u s,  

it i s li k el y t h at  p h ot o s y nt h at e  i nfilt r at e s t h e  n e a r  s u b s u rf a c e  a n d  

c a n  s u p p o rt  a  l a r g e r p o p ul ati o n  of  h et e r ot r o p hi c  o r g a ni s m s  i n 

m o d e r n  s e r p e nti nit e s  t h a n  t h o s e  o n  e a rl y  E a rt h,  i n p a rti c ul a r  i n 

hi g hl y  p r o d u cti v e  t r o pi c al  a r e a s  w h e r e  s e r p e nti nit e s  e xi st  ( e. g. 

a s  i n t h e  Z a m b al e s,  P hili p pi n e s  [1 6 5 ]). Alt h o u g h  o r g a ni c  c a r b o n  

c a n  a bi oti c all y  f o r m a n d  b e c o m e  st o r e d  i n s e r p e nti nit e s  [1 6 6 ], t h e  

r e st r u ct u ri n g  of  t h e  gl o b al  c a r b o n  c y cl e  d u e  t o  p h ot o s y nt h eti c all y -

d e ri v e d  c a r b o n  a n d  a v ail a bl e  o xi d a nt s  t o f u el h et e r ot r o p h y  

li k el y c o nti n u e s  t o  p r of o u n dl y  aff e ct  c o nt e m p o r a r y  s e r p e nti nit e  

e c o s y st e m s.  Fi n all y,  > 3. 8  G a  of  e v ol uti o n  h a s  i m p r o v e d t h e  fit n e s s 

of  mi c r o o r g a ni s m s  t h r o u g h  s el e cti v e  a d a pt ati o n s,  wit h  m o r e  

fit p o p ul ati o n s  di s pl a ci n g  l e s s-fit p o p ul ati o n s.  C oll e cti v el y,  it i s 

r e a s o n a bl e  t h at  t h e  ni c h e s  i n h a bit e d b y  a c et o g e n s,  m et h a n o g e n s,  

a n d  ot h e r  a n a e r o b e s  i n s e r p e nti nit e s  t o d a y  a r e  f u n d a m e nt all y 

diff e r e nt  f r o m a n d  p r o b a bl y  l e s s e xt e n si v e  t h a n  t h e y  w o ul d  h a v e  

b e e n  o n  e a rl y  E a rt h,  a g ai n  m o st  n ot a bl y  i n t h e  n e a r  s u rf a c e  a r e a s  

w h e r e  mi xi n g  wit h  o xi di z e d  f l ui d s c a n  m o r e  r e a dil y  o c c u r.  T h u s,  

f ut u r e st u di e s  of  t h e  p h y si ol o g y,  a d a pt ati o n s,  a n d  p h yl o g e n eti c  

p att e r ni n g  of  mi c r o o r g a ni s m s  a c r o s s  g r a di e nt s  of  s u b s u rf a c e-

s u rf a c e  i nf l u e n c e a r e  n e e d e d  t o  h el p  e v al u at e  t h e  e xt e nt  t h at  

c o nt e m p o r a r y  s e r p e nti nit e s  a n d  t h e  c o m m u niti e s  t h e y  h o st  

r ef l e ct  t h o s e  of  e a rl y  E a rt h.  

K e y  o ut st a n di n g  q u e sti o n s  

T h e  p r e vi o u s  ∼ 2 0  y e a r s  of  st u d y  of  s e r p e nti nit e- h o st e d  mi c r o bi al  

e c o s y st e m s  h a v e  f u n d a m e nt all y ill u mi n at e d p att e r n s  i n t h ei r  

di v e r sit y,  f u n cti o n, a n d  a cti vit y  a c r o s s  g e o c h e mi c al  g r a di e nt s  

al o n g si d e  a d a pt ati o n s  t o c o n diti o n s  i m p a rt e d b y  s e r p e nti ni z ati o n.  

N e v e rt h el e s s,  s e v e r al  k e y  o ut st a n di n g  q u e sti o n s  r e g a r di n g  t h e  

mi c r o bi al  e c ol o g y  of  s e r p e nti nit e s  r e m ai n  u n a n s w e r e d.  D e s pit e  

t h at  c o m m o n  f u n cti o n al a n d  e c ol o gi c al  t h e m e s  a r e  o b s e r v e d  

a c r o s s  gl o b all y- di st ri b ut e d  s e r p e nti nit e  s y st e m s,  e a c h  s y st e m  

a p p e a r s  t o h o st  c o m m u niti e s  t h at  a r e  hi g hl y  st r u ct u r e d  b y  

n u a n c e s  of  t h ei r  l o c al e n vi r o n m e nt s.  T h e s e  o b s e r v ati o n s  p oi nt  

t o u n m e a s u r e d  o r  y et  t o b e  c o n si d e r e d  g e ol o gi c  ( e. g., b e d r o c k  

mi n e r al o g y),  h y d r ol o gi c  ( e. g., f l ui d r e si d e n c e  ti m e,  mi xi n g),  o r  

c h e mi c al  ( e. g., o r g a ni c  c a r b o n  c o m p o siti o n,  s o u r c e  of  n ut ri e nt s)  

c h a r a ct e ri sti c s  t h at  m a y  s h a p e  t h e  mi c r o bi al  e c ol o g y  of  s e r p e n -

ti nit e  s y st e m s.  T h e s e  o b s e r v ati o n s  al s o  p oi nt  t o t h e  n e e d  f o r 

c o nti n u e d  e x pl o r ati o n  of  b ot h  m a ri n e  a n d  t e r r e st ri al  s e r p e nti nit e  

s y st e m s  t o m o r e  f ull y e x pl ai n  e m e r gi n g  p att e r n s  i n s e r p e nti nit e  

mi c r o bi al  di v e r sit y,  e c ol o g y,  f u n cti o n, a n d  a cti viti e s.  F u rt h e r,  

alt h o u g h  m a n y  k e y  pl a y e r s  i n s e r p e nti nit e- h o st e d  mi c r o bi al  

e c o s y st e m s  h a v e  b e e n  i d e ntifi e d, l a r g el y t h r o u g h  c ulti v ati o n-

i n d e p e n d e nt g e n o mi c s  st u di e s,  m a n y  of  t h e  m e c h a ni s m s  i nf e r r e d 

t o e n a bl e  t h ei r  i n h a bit ati o n of  t h o s e  e n vi r o n m e nt s  r e m ai n  

u nt e st e d.  F o r  e x a m pl e,  e m e r gi n g  e vi d e n c e  s u g g e st s  t h at  f o r m at e 

m a y  b e  a  k e y  el e ct r o n  a n d  c a r b o n  s o u r c e  i n hi g hl y  DI C-li mit e d  

s e r p e nti nit e  s y st e m s,  y et  t h e s e  a s s e rti o n s  r e m ai n  l a r g el y u nt e st e d  

b y  l a b o r at o r y o r  i n sit u  st u di e s.  T h u s,  a d diti o n al  r e s e a r c h  i s n e e d e d  

t o  i d e ntif y t h e  p r o v e n a n c e  of  c a r b o n  t h at  s u p p o rt s  p ri m a r y  

p r o d u cti o n,  m e c h a ni s m s  of  c a r b o n  a c q ui siti o n/ c o n c e nt r ati o n,  

a n d  i n sit u  r at e s  of  a cti viti e s.  T h e s e  i n si g ht s will  n at u r all y  l e a d t o a  

b ett e r  u n d e r st a n di n g  of  t r o p hi c  r el ati o n s hi p s  a n d  c a r b o n  c y cli n g  

i n t h e s e  s y st e m s,  i n a d diti o n  t o t h e  e xt e nt  of  c ell  a n d  n ut ri e nt  

t u r n o v e r.  C a r ef ul  mi c r o c o s m- a n d  c ulti v ati o n- b a s e d  a s s a y s  t o 

b ett e r  c h a r a ct e ri z e  a cti viti e s  u n d e r  c o n diti o n s  t h at  r ef l e ct  i n 

sit u  c o n diti o n s  ( e. g. h y d r o st ati c  p r e s s u r e;  [1 1 4 ]) will  b e  k e y  t o  

f u rt h e ri n g o u r  u n d e r st a n di n g  of  t h e s e  s y st e m s.  F o r  e x a m pl e,  t h e  

r at e s  of  c ell ul a r  t u r n o v e r,  t h e  e xt e nt  of  c ell ul a r  d o r m a n c y,  a n d  

t h e  t e m p o  of  mi c r o bi al  m et a b oli s m  a n d  n ut ri e nt  c y cli n g  i n t h e s e  

s y st e m s  r e m ai n  l a r g el y u n k n o w n.  E x p e ri m e nt s  t o a d d r e s s  t h e s e  

a r e a s  will  b e  c h all e n gi n g  gi v e n  t h at  c o n diti o n s  i n t h e s e  s y st e m s  

a b ut  t h e  k n o w n  li mit s of  mi c r o bi al  h a bit a bilit y  ( e. g. l o w e r li mit 

of  w at e r  st a bilit y,  u p p e r  p H  li mit, l o w e r e n e r g y  li mit s), b ut  s u c h  

i n si g ht s w o ul d  b e  p r of o u n d  a n d  will  li k el y i d e ntif y m et a b oli c  

p at h w a y s  a n d  f u n cti o n s p r e vi o u sl y  u n k n o w n  i n bi ol o g y.  

M o st  u n d e r st a n di n g  of  t h e  e c ol o g y  of  s e r p e nti ni z ati o n -

i nf l u e n c e d s y st e m s  d e ri v e s  f r o m st u di e s  of  s u rf a c e  s e e p s/ v e nt s  

o r  b ul k  f r a ct u r e w at e r s.  Y et,  i n s u b s u rf a c e  e c o s y st e m s,  t h e  b ul k  

of  mi c r o bi al  bi o m a s s  i s li k el y a s s o ci at e d  wit h  mi c r of r a ct u r e  

s u rf a c e s  a s  bi ofil m s  o n  mi n e r al s  [1 4 , 1 6 7 , 1 6 8 ]. R e c e nt  eff o rt s  

t o  q u a ntif y  bi o m a s s  i n s u b s u rf a c e  s e r p e nti nit e  r o c k s  f r o m 

d rilli n g  c o r e s  of  t h e  Atl a nti s  M a s sif,  S o ut h w e st  I n di a n Ri d g e,  

a n d  S a m ail  O p hi olit e  b a s e m e nt  r o c k/ s u b s u rf a c e  h a v e  r e v e al e d  

c ell ul a r  a b u n d a n c e s  e sti m at e d  a s  l o w a s  1 0  t o 1 0 0  c ell s  / c m 3  

3( o r g  r o c k),  b ut  a b u n d a n c e s  al s o  u p  t o  1 0 4  t o  1 0 7  c ell s  / c m  

( o r g)  [5 6 , 1 0 0 , 1 0 1 ] r e p r e s e nti n g  v ol u m et ri c all y  e q ui v al e nt  o r  

e v e n  hi g h e r  a b u n d a n c e s  a s  t h o s e  o b s e r v e d  i n f r a ct u r e w at e r s.  

M o r e o v e r,  i n v e sti g ati o n of  c a r b o n  c y cli n g  a cti viti e s  i n S a m ail  

O p hi olit e  c o r e s  r e v e al e d  ∼ 3  o r d e r s  of  m a g nit u d e  hi g h e r  a cti vit y  

( v ol u m et ri c all y) i n r o c k  mi c r of r a ct u r e s  t h a n  i n c o r r e s p o n di n g  

b ul k  f r a ct u r e w at e r s,  c o n si st e nt  wit h  t h e  h y p ot h e si s  t h at  m o st  of  

t h e  bi o m a s s  a n d  t h u s  bi o g e o c h e mi c al  a cti viti e s  of  s u b s u rf a c e  

s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s  a r e  a s s o ci at e d  wit h  t h e s e  a r e a s  [5 6 ]. 

Li k e wi s e,  H 2 - p r o m ot e d  c a r b o n  c y cli n g  a cti viti e s  of  bi ofil m s  

a s s o ci at e d  wit h  p e ri d otit e s  f r o m t h e  e q u at o ri al  Mi d- Atl a nti c  

Ri d g e,  wit h  r o c k- h o st e d  s a m pl e s  h o sti n g  g r e at e r  bi o m a s s  t h a n  

o v e rl yi n g  w at e r  s a m pl e s  [1 6 9 ]. N e v e rt h el e s s,  m ol e c ul a r  a n al y si s  
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1 4  | C ol m a n  et  al.  

Fi g u r e  6.  P h yl o g e n eti c  r e c o n st r u cti o n  of  m aj o r  a r c h a e al  li n e a g e s hi g hli g hti n g  t h o s e t h at a r e  a b u n d a nt  i n s e r p e nti nit e  s y st e m s.  T h e  t r e e w a s  

m o difi e d  f r o m t h e  m a xi m u m  li k eli h o o d p h yl o g e n y  of  a r c h a e al  o r d e r s  d e s c ri b e d  i n M ei  et  al.  2 0 2 3.  T h e  n e wi c k  t r e e  c o r r e s p o n di n g  t o Fi g.  1 a  i n t h e  

a b o v e  st u d y  w a s  u s e d  t o hi g hli g ht  t a x o n o mi c  li n e a g e s di s c u s s e d  i n t hi s  r e vi e w.  C o h e si v e  cl a d e s  t h at  c oi n ci d e d  wit h  t a x o n o mi c  cl a s sifi c ati o n s  a r e  

c oll a p s e d  a n d  s h o w n  a s  t ri a n gl e s,  wit h  t h o s e  i n bl u e  c o r r e s p o n di n g  t o t a x a  t h at  h a v e  b e e n  i d e ntifi e d i n s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s  a n d  t h at  a r e  di s c u s s e d  

i n t h e  m ai n  t e xt.  N ot a bl e  t a x a  f o u n d i n s e r p e nti nit e  c o m m u niti e s  a r e  i n di c at e d aft e r  t h e  f o r w a r d sl a s h  a n d  a r e  i n it ali c s. T h e  t r e e  w a s  r o ot e d  wit h  

b a ct e ri al  t a x a  ( n ot s h o w n).  S c al e  s h o w s  e x p e ct e d  n u m b e r  of  s u b stit uti o n s  / sit e.  

of  l o w- bi o m a s s, r o c k- h o st e d  mi c r o bi al  c o m m u niti e s  r e m ai n s  

a  p e r si st e nt  i s s u e d u e  t o  diffi c ult y  i n r e c o v e ri n g  s uffi ci e nt  

q u a ntiti e s  of  bi o m a s s  o r  n u cl ei c  a ci d  f r o m s u b s u rf a c e  r o c k s,  

w hil e  c o n c o mit a ntl y  di s c o u nti n g  p ut ati v e  c o nt a mi n ati o n  [1 4 , 

1 0 2 , 1 7 0 ]. T h u s,  t e c h n ol o gi c al  a d v a n c e m e nt s  a r e  n e e d e d  t o 

a c c u r at el y  e v al u at e  t h e  i d e ntit y, p h y si ol o gi c al  c h a r a ct e ri sti c s,  

a n d  a cti viti e s  of  n ati v e  r o c k- h o st e d  c o m m u niti e s.  Gi v e n  t h e  r a pi d  

a d v a n c e m e nt s  i n m ol e c ul a r  a n al yti c al  c a p a cit y  o v e r  t h e  l a st t w o  

d e c a d e s,  it i s li k el y t h at  n e w  t e c h n ol o gi e s  a n d  c a p a citi e s  will  

b e c o m e  a v ail a bl e  i n t h e  c o mi n g  d e c a d e( s)  t h at  will  c o nti n u e  t o  

r e s h a p e  o u r  u n d e r st a n di n g  of  s e r p e nti nit e- h o st e d  e c o s y st e m s.  

T h e  p r o c e s s  of  s e r p e nti ni z ati o n  it s elf c r e at e s  d y n a mi c  c o n di -

ti o n s  t h at  l e a d t o c h a n g e s  i n t h e  c h e mi st r y  a n d  c o n n e cti vit y  of  

s u b s u rf a c e  f l ui d s. F o r  e x a m pl e,  t h e  v ol u m e  of  ult r a m afi c  r o c k  c a n  

i n c r e a s e b y  u p w a r d s  of  4 0 %  d u ri n g  h y d r ati o n  a n d  alt e r ati o n  [1 7 1 ], 

c r e ati n g  st r e s s  t h at  c a n  b e  r eli e v e d  t h r o u g h  f r a ct u ri n g of  r o c k.  F u r -

t h e r,  mi xi n g  of  r e d u c e d  c al ci u m- ri c h  s u b s u rf a c e  f l ui d s wit h  DI C-

ri c h  o xi di z e d  s u rf a c e  f l ui d s c a n  d ri v e  p r e ci pit ati o n  of  c al cit e,  b ot h  

of  w hi c h  c a n  alt e r  f l ui d f l o w p at h s  a n d  c o n n e cti vit y.  A s  d e s c ri b e d  

a b o v e,  m o st  o b s e r v ati o n s  i n s e r p e nti nit e  s y st e m s  i n v ol v e t h e  c ol -

l e cti o n of  w at e r s  ( o r s e di m e nt s)  f r o m s p ri n g s/ v e nt s  o r  w ell s/ b o r e -

h ol e s  wit hi n  ult r a m afi c  r o c k  s etti n g s.  N at u r al  s e r p e nti nit e- h o st e d  

mi c r o bi al  p o p ul ati o n s  m o st  li k el y i n h a bit p o r e s  a n d  mi c r of r a c -

t u r e s  t h at  c o m p ri s e  hi g hl y  s e g m e nt e d  n et w o r k s  wit hi n  r o c k s  

t h at  a r e  v a ri a bl y  e x p o s e d  t o f l o wi n g w at e r.  W h e n  c o m bi n e d  wit h  

t h e  c h e mi c al  e v ol uti o n  of  s e r p e nti nit e  f l ui d s, t h e  p ot e nti al  f o r 
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Fi g u r e  7.  P h yl o g e n eti c  r e c o n st r u cti o n  of  m aj o r  b a ct e ri al  li n e a g e s hi g hli g hti n g  t h o s e t h at a r e  a b u n d a nt  i n s e r p e nti nit e  s y st e m s.  T h e  t r e e w a s  

m o difi e d  f r o m t h e  m a xi m u m  li k eli h o o d p h yl o g e n y  of  b a ct e ri al  o r d e r s  d e s c ri b e d  i n M a rti n e z- G uti e r r e z  et  al.  2 0 2 1  ( d e s c ri b e d i n S u p pl e m e nt a r y  

M et h o d s).  C o h e si v e  cl a d e s  t h at  c oi n ci d e d  wit h  t a x o n o mi c  cl a s sifi c ati o n s  a r e  c oll a p s e d  a n d  s h o w n  a s  t ri a n gl e s,  wit h  t h o s e  i n bl u e  c o r r e s p o n di n g  t o 

t a x a  t h at  h a v e  b e e n  i d e ntifi e d i n s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s  a n d  t h at  a r e  di s c u s s e d  i n t h e  m ai n  t e xt.  N ot a bl e  t a x a  f o u n d i n s e r p e nti nit e  c o m m u niti e s  a r e  

i n di c at e d aft e r  t h e  f o r w a r d sl a s h  a n d  i n it ali c s. T h e  t r e e  w a s  r o ot e d  wit h  a r c h a e al  t a x a  ( n ot s h o w n).  S c al e  s h o w s  e x p e ct e d  n u m b e r  of  s u b stit uti o n s  

/ sit e.  

mi c r o bi al  p o p ul ati o n s  t o b e c o m e  s p ati all y  i s ol at e d i n s e r p e n -

ti nit e s  o v e r  c o n si d e r a bl e  ti m e  f r a m e s i s e xt e n si v e,  c o n s e q u e ntl y  

p r o vi di n g  a n  i m p et u s f o r i n ci pi e nt e v ol uti o n a r y  di v e r g e n c e  a n d  

s p e ci ati o n.  E vi d e n c e  i n s u p p o rt  of  t hi s  h y p ot h e si s  d e ri v e s  f r o m 

a  r e c e nt  i n v e sti g ati o n of  M ei ot h er m u s , w hi c h  i s a  gl o b all y  di s -

t ri b ut e d  a n d  oft e n  a b u n d a nt  g e n u s  i n s e r p e nti nit e s  [4 9 , 6 3 ] (Fi g.  2 ). 

S p e cifi c all y,  t w o  cl a d e s  of  a n  a p p a r e ntl y  O m a n- s p e cifi c  M ei ot h er -

m u s  li n e a g e w e r e  i d e ntifi e d i n s p ati all y  i s ol at e d f r a ct u r e w at e r s,  

i n di c ati n g a  c o m m o n  a n c e st o r.  O n e  cl a d e  w a s  p r o mi n e nt  i n n e a r  

s u rf a c e,  m o r e  o xi di z e d  a q uif e r  w at e r s  a n d  t h e  ot h e r  w a s  m o r e  

p r e v al e nt  i n d e e p e r,  m o r e  r e d u c e d  a q uif e r  w at e r s.  A n al y si s  of  

si n gl e  n u cl e oti d e  v a ri a nt s  a n d  m o bil e  g e n eti c  el e m e nt s  r e v e al e d  

d et e ct a bl e,  al b eit  li mit e d, e vi d e n c e  f o r g e n e  f l o w/ r e c o m bi n ati o n 

a m o n g  t h e  p o p ul ati o n s.  T h e s e  o b s e r v ati o n s  w e r e  i nt e r p r et e d t o 

i n di c at e t h at  t h at  c h e mi c al  v a ri ati o n  g e n e r at e d  b y  s e r p e nti ni z a -

ti o n,  c o m bi n e d  wit h  p h y si c al  b a r ri e r s  ( r e d u c e d c o n n e cti vit y)  t h at  

r e d u c e/li mit  di s p e r s al  a n d  g e n e  f l o w, all o w e d  f o r s p e ci ati o n  of  

t h e  M ei ot h er m u s  p o p ul ati o n s.  If si mil a r  st u di e s  c o ul d  b e  c o n d u ct e d  

al o n g si d e  a c c u r at e  e sti m at e s  of  f l ui d e x c h a n g e  b et w e e n  a q uif e r s,  

t h e n  it m a y  b e c o m e  p o s si bl e  t o q u a ntif y  r at e s  of  g e n e  f l o w a n d  t h e  

ti m e  s c al e s  of  i n sit u  di v e r sifi c ati o n  a m o n g  s e r p e nti nit e- h o st e d  

t a x a.  T h u s,  c o o r di n at e d  s a m pl e  c oll e cti o n  a n d  a n al y s e s  b et w e e n  
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mi c r o bi ol o gi st s,  g e o c h e mi st s,  a n d  h y d r ol o gi st s  c o ul d  l e v e r a g e t h e  

u ni q u e  p r o p e rti e s  of  s e r p e nti nit e s  t o  b e gi n  a n s w e ri n g  o n e  of  

t h e  g r e at e st  c h all e n g e s  i n mi c r o bi al  e c ol o g y — q u a ntif yi n g  r at e s  

of  e v ol uti o n  i n n at u r al  s y st e m s.  F u rt h e r,  vi r u s e s  a r e  k n o w n  t o 

c o nt ri b ut e  t o t h e  t e m p o  of  mi c r o bi al  e c ol o gi c al  a n d  e v ol uti o n -

a r y  p r o c e s s e s  i n s u b s u rf a c e  h a bit at s  [1 7 2 ]. Y et,  al m o st  n ot hi n g  

i s k n o w n  of  vi r al  a b u n d a n c e s,  di v e r sit y,  eff e ct s  o n  e c o s y st e m  

p r o c e s s e s,  o r  eff e ct s  o n  s h o rt-t e r m  e v ol uti o n a r y  p r o c e s s e s  i n 

s e r p e nti nit e  e n vi r o n m e nt s,  r e p r e s e nti n g  a  c riti c al  k n o wl e d g e- g a p  

t h at  hi n d e r s  a  c o m p r e h e n si v e  u n d e r st a n di n g  of  t h e  e c ol o gi c al  

a n d  e v ol uti o n a r y  t e m p o  of  s e r p e nti nit e  e c o s y st e m  p r o c e s s e s.  

L a stl y,  a  k e y  g o al  i n t h e  st u d y  of  s e r p e nti nit e  e c o s y st e m s  i s 

u n d e r st a n di n g  t h ei r  r el e v a n c e  a s  a n al o g s  f o r st u d yi n g  o ri gi n  of  

lif e p r o c e s s e s  o n  e a rl y  E a rt h  a n d  t h e  p ot e nti al  f o r lif e o n  ot h e r  

pl a n et s.  H o w e v e r,  m a n y  q u e sti o n s  r e m ai n  i n t h e s e  a r e a s.  Mi x e d  

p h yl o g e n eti c  s u p p o rt  e xi st s  f o r c o nt e m p o r a r y  s e r p e nti nit e  mi c r o -

bi al  t a x a  b el o n gi n g  t o li n e a g e s t h at  r ef l e ct  a n c e st r y  f r o m e a rli e r-

e v ol vi n g  li n e a g e s, a s  mi g ht  b e  e x p e ct e d  if lif e h a d  o ri gi n at e d  a n d  

h a s  b e e n  m ai nt ai n e d  i n t h e s e  e n vi r o n m e nt s.  H o w e v e r,  n e a rl y  all  

c o nt e m p o r a r y  e n vi r o n m e nt s  c o n si d e r e d  a s  e a rl y  E a rt h  a n al o g s  

t h at  h o st  e a rl y  lif e ( e. g. h y d r ot h e r m al  v e nt s  a n d  s o m e  s u b s u r -

f a c e s y st e m s)  a r e  aff e ct e d  b y  o v e r p ri nti n g  b y  m o d e r n  c o n di -

ti o n s  d u e  t o t h e  w h ol e- s c al e  c o- e v ol uti o n  of  E a rt h’ s  g e o s p h e r e  

a n d  bi o s p h e r e  o v e r  t h e  l a st ∼ 3. 8  G a.  P a r a m o u nt  a m o n g  t h e s e  i s 

t h e  e v ol uti o n  a n d  p r olif e r ati o n  of  o x y g e ni c  p h ot o s y nt h e si s  a n d  

r e s ulti n g  i n c r e a s e d bi o s p h e r e  p r o d u cti vit y  al o n g  wit h  t h e  a v e r a g e  

o xi d ati o n  st at e s  of  s u rf a c e  e n vi r o n m e nt s.  B ot h  c h a n g e s  w o ul d  

h a v e  e v e nt u all y  c r e at e d  n e w  o p p o rt u niti e s  t o  c h all e n g e  e xi sti n g  

lif e i n s e r p e nti nit e s.  F u rt h e r,  m a n y  e c ol o gi c al  ni c h e s  w o ul d  h a v e  

c oll a p s e d  d u e  t o c o m p etiti o n  o r  c ell s  w e r e  f o r c e d t o r et r e at  t o 

d e e p e r  e n vi r o n m e nt s  l e s s i nf l u e n c e d b y  n e a r  s u rf a c e  c o n diti o n s  

a n d  w h e r e  t h ei r  ni c h e s  r e m ai n e d  l a r g el y i nt a ct. R e c e nt  eff o rt s  

t o r e c o v e r  s u b s u rf a c e  r o c k  c o r e s  f r o m t h e  S a m ail  O p hi olit e  a s  

p a rt  of  t h e  O m a n  D rilli n g  P r oj e ct  [1 7 3 ] a n d  t h e  r e c e nt  r e c o v e r y  of  

a  >  1 2 0 0  m  s e r p e nti ni z e d  p e ri d otit e  c o r e  f r o m t h e  Atl a nti s  M a s sif  

[1 7 4 ] h a v e  p r o vi d e d  u n p r e c e d e nt e d  mi n e r al o gi c al  a n d  lit h ol o gi c al 

i n si g ht s i nt o s e r p e nti ni z e d  s y st e m s  a n d  h ol d  si g nifi c a nt  p r o mi s e  

i n a c c e s si n g  s u b s u rf a c e  ni c h e s  t h at  m a y  b e  m o r e  r e mi ni s c e nt  of  

e a rl y  E a rt h.  N e v e rt h el e s s,  a d diti o n al  eff o rt s  a r e  n e e d e d  t o r e c o v e r  

c o r e  ( a n d f l ui d s) f r o m ot h e r  gl o b al  s e r p e nti nit e s.  U ntil  m o r e  c o m -

p r e h e n si v e  r e s ult s  of  t h e s e  eff o rt s  a r e  a v ail a bl e,  c a r e  i s w a r r a nt e d  

i n e xt e n di n g  o b s e r v ati o n s  f r o m m o d e r n  c o m m u niti e s  i n h a biti n g 

s e r p e nti nit e s  a s  a n al o g s  f o r t h o s e  t h at  w o ul d  h a v e  b e e n  p r e s e nt  

o n  t h e  a n o xi c  e a rl y  E a rt h  o r  t h o s e  t h at  c o ul d  b e  p r e s e nt  o n  ot h e r  

r o c k y  pl a n et s.  

A s  t h e  n e xt  2 0  y e a r s  of  i n v e sti g ati o n i nt o s e r p e nti nit e- h o st e d  

mi c r o bi al  e c o s y st e m s  a d v a n c e s,  s u b st a nti al  o p p o rt u niti e s  e xi st  t o  

b uil d  u p o n  f o u n d ati o n al i n si g ht s g e n e r at e d  i n t h e  p a st  ∼ 2 0  y e a r s.  

Si g nifi c a nt  a n d  r a pi d  a d v a n c e s  a r e  b ei n g  m a d e  i n c o m p ut ati o n al  

c a p a cit y  ( e. g. t h r o u g h  a rtifi ci al  i nt elli g e n c e a n d  q u a nt u m  c o m -

p uti n g),  m ol e c ul a r  m et h o d s  ( e. g. vi a  ‘ — o mi c t e c h n ol o g y  s c al e  a n d  

c a p a cit y),  bi o c h e mi c al  m et h o d s  ( e. g. i n p r ot ei n  st r u ct u r e/f u n cti o n  

p r e di cti o n),  a n d  s p e ct r o s c o pi c  a n al y s e s  ( e. g. i n si n gl e  c ell  a cti vit y  

m e a s u r e m e nt s).  L e v e r a gi n g  of  t h e s e  t e c h n ol o gi c al  d e v el o p m e nt s,  

a s  t h e y  b e c o m e  a v ail a bl e,  al o n g si d e  c a r ef ull y  d e si g n e d  st u di e s  

of  s e r p e nti nit e  p o p ul ati o n s,  c o m m u niti e s,  a n d  e c o s y st e m s  will  

p r o vi d e  n e w  i n si g ht s b e y o n d  t h o s e  g ai n e d  i n t h e  l a st ∼ 2 0  y e a r s.  

I m p o rt a ntl y, t h e s e  i n si g ht s will  c o nti n u e  t o  r e s h a p e  o u r  u n d e r -

st a n di n g  of  mi c r o bi al  a d a pt ati o n s  t o  lif e at  t h e  e d g e  of  h a bit a bilit y,  

t h e  e xt e nt  a n d  a cti viti e s  of  lif e i n t h e  d e e p  s u b s u rf a c e,  t h e  n at u r e  

of  t h e  e a rli e st  lif e t o h a v e  i n h a bit e d E a rt h,  a n d  t h e  p ot e nti al  f o r 

lif e t o  i n h a bit ot h e r  pl a n et a r y  s y st e m s.  

A c k n o wl e d g e m e nt s  

T h e  N A S A  A st r o bi ol o g y  p r o g r a m  i s a c k n o wl e d g e d  f o r t h ei r  c o nti n -

u e d  s u p p o rt  of  t h e  c oll e cti v e  st u di e s  of  s e r p e nti nit e s  a s  r e vi e w e d  
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