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Alt e r n ati v e  s o u r c e s  of  m ol y b d e n u m  f o r 
M et h a n o c o c c u s  m a ri p al u di s  a n d  t h ei r 
i m pli c ati o n f o r t h e e v ol uti o n  of  
m ol y b d o e n z y m e s  

C h e c k  f or u p d at e s  

1 &D e v o n  P a y n e 1 , Li s a  M. K ell er  1 , J a m e s  L ar s o n  2 , Bri a n  B ot h n er  2 , D a ni el  R.  C ol m a n  
1Eri c  S.  B o y d  

M ol y b d o e n z y m e s  ar e  e s s e nti al  i n gl o b al  nitr o g e n,  c ar b o n,  a n d  s ulf ur  c y cli n g.  T o  d at e,  t h e o nl y  k n o w n  

bi o a v ail a bl e  s o ur c e  of  m ol y b d e n u m  ( M o) i s m ol y b d at e.  H o w e v er,  i n t h e s ul fi di c  a n d  a n o xi c  ( e u xi ni c) 

h a bit at s  t h at pr e d o mi n at e  i n m o d er n  s u b s urf a c e  e n vir o n m e nt s  a n d  t h at w er e  p er v a si v e  pri or  t o E art h ’s  

wi d e s pr e a d  o x y g e n ati o n,  M o  o c c ur s  a s  s ol u bl e  t etr at hi o m ol y b d at e i o n a n d  m ol y b d e nit e  mi n er al  t h at 

i s n ot  k n o w n  t o b e  bi o a v ail a bl e.  T hi s  pr e s e nt s  a  p ar a d o x  f or h o w  or g a ni s m s  o bt ai n  M o  t o s u p p ort  

m ol y b d o e n z y m e s  i n t h e s e e n vir o n m e nt s.  H er e,  w e  s h o w  t h at t etr at hi o m ol y b d at e a n d  m ol y b d e nit e  

s u st ai n  t h e hi g h  M o  d e m a n d  of  a  m o d el  a n a er o bi c  m et h a n o g e n,  M et h a n o c o c c u s  m ari p al u di s , gr o w n  

vi a  M o- d e p e n d e nt  f or m at e d e h y dr o g e n a s e,  f or m yl m et h a n of ur a n d e h y dr o g e n a s e,  a n d  nitr o g e n a s e.  

C ell s  gr o w n  wit h  t etr at hi o m ol y b d at e a n d  m ol y b d e nit e  h a v e  si mil ar  gr o wt h  ki n eti c s,  M o  c o nt e nt,  a n d  

tr a n s cri pt l e v el s of  pr ot ei n s  i n v ol v e d i n M o  tr a n s p ort a n d  c of a ct or  bi o s y nt h e si s  w h e n  c o m p ar e d  t o 

t h o s e gr o w n  wit h  m ol y b d at e,  i m pl yi n g si mil ar  m e c h a ni s m s  of  tr a n s p ort a n d  c of a ct or  bi o s y nt h e si s.  

T h e s e  r e s ult s h el p  t o r e c o n cil e t h e p ar a d o x  of  h o w  M o  i s a c q uir e d  i n m o d er n  a n d  a n ci e nt  a n a er o b e s  

a n d  pr o vi d e  n e w  i n si g ht i nt o h o w  m ol y b d o e n z y m e s  c o ul d  h a v e  e v ol v e d  pri or  t o E art h ’s  o x y g e n ati o n.  

M et als  ar e  t h e c at al yti c  c o m p o n e nts  of  m a n y  e n z y m es,  i n cl u di n g t h os e 
r e q uiri n g ir o n ( F e), ni c k el  ( Ni), a n d / or m ol y b d e n u m  ( M o), a m o n g  ot h ers 1 . 
C urr e ntl y,  M o  is t h e m ost  a b u n d a nt  tr a c e ele me nt  i n m o d er n  o c e a ns  
( ~ 1 0 0 n M)  as  m ol y b d at e  i o n ( M o O4

2 − )2 ,3  d u e  t o t h e o x y g e n  ( O2 )- d e p e n d e nt 
o xi d ati v e  w e at h eri n g  of  m ol y b d e nit e  ( M o S2 ) a n d  ot h er  M o- b e ari n g  
mi n er als  i n t h e E art h ’s cr ust 4 . As  s u c h, pri or  t o t h e Gr e at  O xi d ati o n  E v e nt  
( G O E) ~  2. 4  G y a,  t h e d eli v er y  of  M o O 4

2 −  t o a q u ati c  e n vir o n m e nts  w o ul d  
h a v e  b e e n  li mit e d5  a n d  it h as  b e e n  s u g g est e d t h at M o- d e p e n d e nt  e n z y m es  
ar e  u nli k el y  t o h a v e  e v ol v e d  pri or  t o t h e a d v e nt  of  o x y g e ni c  p h ot os y nt h esis 6 . 
M a n y  bi ol o gi c al  nitr o g e n  c ycli n g  a cti viti es  ar e  d e p e n d e nt  o n  M o- d e pe n d e nt  
e n z y m es  a n d  M o O 4

2 −  li mit ati o n pri or  t o t h e G O E  is t h o u g ht t o h a v e  li mit e d 
t h ese a cti viti es  t h at, i n t ur n, w o ul d  h a v e  c o nstr ai n e d  t h e pr o d u cti vit y  of  
mi cr o bi al  e c os yst e ms 3 ,5 ,7 . Y et,  s e v er al st u di es i m pli c at e t h e L ast  U ni v ers al  
C o m m o n  A n c est or  as  b ei n g  M o- d e pe n d e nt 8 . T h e  ori gi n  a n d  f u n cti o n of  
M o- d e p e n d e nt  e n z y m es  d uri n g  t h e Ar c h e a n  w h e n  M o O 4

2 −  w as  li miti n g i n 
a q u ati c  e n vir o n m e nts  is e ni g m ati c  a n d  is r ef err e d t o as  t he “M o  p ar a d o x ” 9 ,1 0 . 

T w o  gr o u ps  of  M o- d e p e n d e nt  m et all o e n z y m es  h a v e  b e e n  d es cri b e d:  i) 
m ol y b d e n u m  nitr o g e n as e  ( Nif) t h at h osts  a  M o- c o nt ai ni n g  c of a ct or  t h at 

c o m pris es  F e,  s ulf ur ( S), c ar b o n,  a n d  h o m o citr at e 1 1 , als o k n o w n  as  F e M o -
c o 1 2 , a n d  ii), all  ot h er  “m ol y b d o e n z y m es ”  w h ere  M o  is b o u n d  t o a  pt eri n  
c of a ct or  ( m ol y b d o pt eri n or  M o- c o) 1 3 ,1 4 . H o m ol o gs  of  b ot h  t y p es of  
m ol y b d o e n z y m es  h a v e  b e e n  i d e ntifi e d  i n Ar c h a e a  a n d  B a ct eri a,  i n cl u di n g 
a er o b es,  a n a er o b es,  c he m otr o p hs,  a n d  p h ot otr o p hs 1 5 ,1 6 . M et h a n o g e ns  ar e  
o bli g at e  a n a er o b es  t h at c a n  r e q uir e b ot h  F e M o- c o  a n d  M o- c o,  c o nti n g e nt  
o n  gr o wt h  c o n diti o ns.  F or  e x a m pl e,  t h e a cti vit y  of  f or m yl m et h a n of ur a n 
d e h y dr o g e n as e  ( F m d), w hi c h  c at al y z es  t he fi rst st e p of  h y dr o g e n otr o p hi c  
m et h a n o g e n esis  a n d  t h e W o o d- Lj u n g d a hl  ( W L) p at h w a y  of  C O 2  fi x ati o n,  is 
d e p e n d e nt  o n  M o- c o  alt h o u g h  it h as  b e e n  s h o w n t h at t u n gst e n ( W) c a n  
s u bstit ut e d uri n g  M o  li mit ati o n1 4 ,1 7 ,1 8 . Si mil arl y,  t h e a cti vit y  of  f or m at e 
d e h y dr o g e n as e  ( F d h), w hi c h  c at al y z es  t he o xi d ati o n  of  f or m at e t o C O 2  a n d  
h y dr o g e n  ( H2 ) d uri n g  f or m at e- d e p e n d e nt m et h a n o g e n esis,  is als o  d e p e n -
d e nt  o n  M o- c o 1 9 ,2 0 . I n a d diti o n  t o M o- c o- c o nt ai ni n g  e n z y m es,  m a n y  
m et h a n o g e ns  e nc o d e  Nif  t h at c at al y z es  t h e r e d u cti o n of  di nitr o g e n  ( N2 ) i nt o  
bi o a v ail a bl e  a m m o ni a  ( N H3 ), wit h  s u bstr at e r e d u cti o n o c c urri n g  at  F e M o -

2 1 ,2 2c o  . W L- e n c o di n g  h y dr o g e n otr o p hi c  m et h a n o g e ns  e v ol v e d  e arl y  i n 
E art h's  hist or y 2 3 – 2 5  a n d  ar e  t h e li k el y li n e a g e w h er e  Nif  fi rst ori gi n at e d 1 ,2 6 . 

1 D e p art m e nt  of  Mi cr o bi ol o g y  a n d  C ell  Bi ol o g y,  M o nt a n a  St at e  U ni v er sit y,  B o z e m a n,  M T,  U S A.  2 D e p art m e nt  of  C h e mi str y  a n d  Bi o c h e mi str y,  M o nt a n a  St at e  

U ni v er sit y,  B o z e m a n,  M T,  U S A.  e- m ail:  eri c. b o y d @ m o nt a n a. e d u  
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Fi g.  1  | T h e  s o u r c es, si n ks, a n d  s p e ci ati o n of  

m ol y b d e n u m  ( M o) i n o xi c  a n d  e u xi ni c  a q u ati c  

e n vi r o n m e nts.  I n o xi c  a q u ati c  e n vir o n m e nts,  o xi-

d ati v e  w e at h eri n g  of  M o  i n cr ust al  mi n er als  s u c h as  

m ol y b d e nit e  ( M o S2 ) c a n  l e a d t o t h e r el e as e of  s ol u-

bl e  m ol y b d at e  ( M o O4  
2 − ) i o ns. M ol y b d at e  t h at is 

i ntr o d u c e d t o a n o xi c  a q u ati c  e n vir o n m e nts  is g e n-

er all y  st a bl e u nl ess  s uffi ci e nt  s ulfi d e  ( H S− ) is pr es e nt  

t o r e a ct a n d  f or m t hi o m ol y b d at e s p e ci es ( M o O( 4-

n) S n  
2 − ) s u c h as  t etr at hi o m ol y b d at e ( M o S4  

2 − ) t h at 

c a n  a ds or b  o nt o  or g a ni c  m att er  or  t h e s urf a c es of  

ir o n-s ulfi d e  mi n er als  s u c h as  m a c ki n a wit e  ( F e S) a n d  

p yrit e  ( F e S2 ) ( as r e vi e w e d i n r ef. 3 0 ). 

As  s u c h, m et h a n o g e ns  ar e  i d e al m o d el  or g a nis ms  t o st u d y M o  a c q uisiti o n  i n 
m o d er n  a n a er o b es  wit h  i m pli c ati o ns f or h o w  M o  w as  a c q uir e d  f or us e  i n t h e 
bi os y nt h esis  of  e arl y  e v ol vi n g  m ol y b d o e n z y m e  c of a ct ors.  

T h e  t y pi c al s o ur c e of  M o  us e d  t o c ulti v at e  m et h a n o g e ns  is M o O 4
2 −  , 

w h er e as  t h e t y pi c al s o ur c e of  S  t o c ulti v at e  m et h a n o g e ns  is s ulfi d e  ( H S− ), 
pr es u m a bl y  b e c a us e  t hes e or g a nis ms  oft e n  i n h a bit s ulfi di c  or  e u xi ni c  
e n vir o n m e nts 2 7 ,2 8 . H o w e v er,  H S −  r e a dil y r e a cts wit h  M o O 4

2 − , r es ulti n g  i n  
t h e pr o gr essi v e  r e pl a c e m e nt of  o x y g e n  at o ms  wit h  S  at o ms,  fi n all y  r es ulti n g 
i n t h e f or m ati o n of  s ol u bl e tetr at hi o m ol y b d at e  ( M o S4

2 − )2 9 . M o S4
2 −  c a n  t h e n 

a ds or b  t o or g a ni c  m att er  or  ir o n-s ulfi d e  mi n er al  p h as es  (i. e., m a c ki n a wit e  
( F e Sm a c k ) a n d  p yrit e  ( F e S2 )) t h at c a n  l e a d t o i n c or p or ati o n of  M o  as  a  
h et er o m et al  i n t h os e mi n er als  ( Fi g. 1 )2 9 – 3 3 . I n d e e d, it h as  pr e vi o usl y  b e e n  
s h o w n t h at t he 2  m M  c o n c e ntr ati o n  of  H S −  t y pi c all y us e d  t o c ulti v at e  

2 −  2 − 2 8m et h a n o g e ns  r e act e d q ui c kl y  wit h  M o O 4  t o f or m M o S 4  . D es pit e  t h e 
hi g h  l e v els of  H S −  us e d  t o c ulti v at e  m et h a n o g e ns,  m a n y  st u di es h a v e  
d e m o nstr at e d  m et h a n o g e n  gr o wt h  u n d er  c o n diti o ns  r e q uiri n g F d h,  F m d,  
a n d  Nif  w h e n  pr o vi d e d  wit h  M o O 4

2 −  as  t h e s ol e M o s o ur c e  2 8 ,3 4 . 
R e ce ntl y,  Met h a n oc occ us  m ari p al u dis  S 2  w as  gr o w n  wit h  f or m at e as  

m et h a n o g e n esis  s u bstr at e u n d er  nitr o g e n- fi xi n g  ( di a z otr o p hi c) c o n diti o ns  
t o i m p art a  hi g h  M o  d e m a n d  o n  c ells 2 8 . C ells  w er e  gr o w n  i n c ulti v ati o n  
m e di u m  a m e n d e d  wit h  eit h er  e x c ess  f err o us ir o n ( F e(II)) or  e x c ess  H S −  t o 
mi mi c  f err u gi n o us c o n diti o ns  o n  e arl y  E art h  or  t h e e u xi ni c  c o n diti o ns  t h at 
li k el y pr e d o mi n at e d  i n t h e e arl y  Pr ot er o z oi c,  r es p e cti v el y. E u xi ni c  c o n di -
ti o ns i n hi bit e d di a z otr o p hi c  gr o wt h  r el ati v e t o f err u gi n o us c o n diti o ns,  a n d  
f ar l ess M o O 4

2 −  w as  r e q uir e d t o m e et  c ell  d e m a n ds  i n f err u gi n o us c o n di -
ti o ns. T his  s u g g ests t h at H S −  w as  i nfl u e n ci n g  t h e s p e ci ati o n a n d  a v ail a bilit y  
of  M o  a n d  r ais es t h e q u esti o n  as  t o w h et h er  t hi ol at e d f or ms of  M o  c a n  
s u p p ort gr o wt h  of  m et h a n o g e ns  ( a n d ot h er  a n a er o b es).  H er e,  w e  t est e d 
w h et h er  t h e a n a er o b e  M.  m ari p al u dis  S 2  c a n  gr o w  f or m at otr o p hi c all y 
(r e q uir es F d h,  F m d)  a n d  di a z otr o p hi c all y  (r e q uir es Nif)  wit h  s ol u bl e 
M o S 4

2 −  a n d  M o S 2  mi n er al  b y  q u a ntif yi n g  gr o wt h  ki n etics,  tr a ns cri pti o n al 
r es p o ns es, a n d  bi o m ass  M o  c o nt e nt  i n c ells  w h e n  c o m p ar e d  t o t h os e gr o w n  
wit h  M o O 4

2 −  . T h e  r es ults ar e  us e d  t o r e c o n cil e t h e p ar a d o x  of  h o w  M o  is 
a c q uir e d  i n m o d er n  a n d  a n cie nt  a n a er o b es  a n d  t heir i m pli c ati o ns f or h o w  
m ol y b d o e n z y m es  c o ul d  h a v e  e v ol v e d  pri or  t o E art h ’s o x y g e n ati o n.  

R e s ult s  
Gr o wt h  of  M.  m ari p al u di s  wit h  alt er n ati v e  s ol u bl e  m ol y b d e n u m  
s o ur c e s  
T o  t est gr o wt h  of  M.  m ari p al u dis  wit h  alt er n ati v e  M o  s o ur c es, a  s o ur c e(s) of  
S ( ot h er t h a n H S − ) w as  fi rst i d e ntifi e d  t h at c a n  s u p p ort gr o wt h  a n d  t h at 
a v oi d e d  c o nf o u n di n g  e x p eri m e nt al  o ut c o m es  d u e  t o t hi ol ati o n of  M o O 4

2 −  . 
L- c yst ei n e  al o n e  ( 2 m M)  or  a  c o m bi n ati o n  of  L- c yst ei n e  a n d  t hi os ulf at e at  
1  m M  c o n c e ntr ati o n  e a c h  s u p p ort e d gr o wt h  a n d,  i m p ort a ntl y, di d  n ot  
s u p p ort gr o wt h  i n t h e a bs e n c e  of  N 2  or  N H 3  i n di c ati n g t h e y c a n n ot  s er v e as  
s ol e nitr o g e n  s o ur c e ( S u p pl e me nt ar y R es ults;  Fi gs.  S 1 – S 3).  I n a d diti o n,  
ot h er  c o m p o n e nts  of  t h e gr o wt h  m e di u m  ( e. g., s o ur c e of  F e,  tr a c e m et al  
c o n c e ntr ati o ns)  aff e ct e d  t h e a v ail a bilit y  of  t h e s u p pli e d M o  s o ur c e as  
d et er mi n e d  b y  U V- Vis  s p e ctr os c o py  ( S u p pl e m e nt ar y Fi gs.  4  a n d  5).  As  
s u c h, e x p eri m e nts  w er e  p erf or m e d  t o o pti mi z e  m e di u m  c o n diti o ns  t o 
pr o m ot e  t h e a v ail a bilit y  a n d  st a bilit y of  M o S 4

2 −  . C ult ur es  pr o vi d e d  wit h  1 0 -

f ol d l ess tr a c e m et als  m ai nt ai n e d  r o b ust gr o wt h  (r el ati v e t o t h os e pr o vi d e d  
wit h  c a n o ni c al  c o n c e ntr ati o ns  of  tr a c e m et als)  a n d  c ult ur es  pr o vi d e d  wit h  
F e S m a c k  gr e w  as  w ell  as  t h os e gr o w n  wit h  f err o us c hl ori d e  ( F e Cl2 ). B ot h  of  
t h ese c o n diti o ns  ( 0. 1 X  tr a c e el e me nts  a n d  r e pl a c e m e nt of  F e Cl 2  wit h  
F e S m a c k ) all o w e d  M o S 4

2 −  t o st a y i n s ol uti o n l o n g er ( d es cri b e d i n m or e  d et ail  
b el o w).  W e  p erf or m e d  a  c at e c h ol  ass a y,  w hi c h  is s p e cifi c t o M o O 4

[ 2– 2 8 , i n t h e  
M o S 4

2 −  r e a ct ors a n d  f o u n d n o  e vi d e n c e  of  M o O 4
2 −  i n di c ati n g t h at it w as  n ot  

o xi di z e d  u n d er  t h ese c o n diti o ns.  
M.  m ari p al u dis  w as  t h er ef or e p ass a g e d  s e ver al  ti m es i n m e di u m  wit h  

L- c yst ei n e  a n d  t hi os ulf at e ( C T c o n diti o ns;  1  m M  of  e a c h)  as  S  s o ur c es, 0. 1  X  
t h e c o n c e ntr ati o n  of  tr a c e el e m e nts  t y pi c all y us e d  t o c ulti v at e  M.  
m ari p al u dis 2 8 , a n d  wit h  F e S m a c k  as  t h e F e  s o ur c e u n d er  N 2  fi xi n g  c o n diti o ns  
wit h  f or m at e as  m et h a n o g e n esis  s u bstr at e. N o  M o  w as  pr o vi d e d  t o C T-
gr o w n  c ells  t o g e n er at e  M o-li mit e d  c ells.  H o w e v er,  d es pit e  att e m pts  t o 
r e d u c e b a c k gr o u n d  M o  i n c ulti v ati o n  m e di u m,  i n cl u di n g pr e p ari n g  m e d -
i u m wit h  nitri c  a ci d- w as h e d  pl asti c  ut e nsils/ c o nt ai n ers  a n d  usi n g  tr a c e 
m et al  gr a d e  w at er,  c ult ur es  n e v er  r e ac h e d  f ull M o  li mit ati o n t o t h e e xt e nt  
t h at n o  gr o wt h  w as  o bs er v e d.  N o n et h el ess,  a  si g nifi c a nt  r e d u cti o n i n gr o wt h  
r at e w as  o bs er v e d  i n c ult ur es  n ot  pr o vi d e d  wit h  M o  c o m p ar e d  t o t h os e 
pr o vi d e d  wit h  M o  ( as i n r ef. 2 8 , w hi c h  is f urt h er ass ess e d  t hr o u g h m u c h  
m or e  r o b ust e x p eri m e nt ati o n  r e p ort ed b el o w. T his pr o vi d e d a  p h e n ot y p e  
t h at all o w e d  f or e x p eri m e nts  c o m p ari n g  t h e i nfl u e n c e  of  M o  s o ur c e o n  c ell  
gr o wt h  a n d  a cti vit y  t o pr o c e e d.  

C ells  gr o w n  i n C T  c o n diti o ns  w er e  w as h e d  t o r e m o v e c arr y o v er  m et als  
a n d  w er e  t h e n us e d  as  i n o c ul u m f or m e di u m  c o nt ai ni n g  eit h er  5  µ M  
N a 2 M o O 4

2 −  as  a  p ositi v e  c o ntr ol  ( a b br e vi at e d as  “M o O 4
2 − ”), 5 µ M  

a m m o ni u m  t etr at hi o m ol y b d at e (( N H4 )2 M o S 4 ) as  t h e e x p eri m e nt al  tr e at-
m e nt  ( a b br e vi at e d as  “M o S 4

2 − ”), or  wit h  n o  M o  a d d e d  ( a b br e vi at e d as  “n o  
M o ”) as  a  n e g ati v e  c o ntr ol  t o a c c o u nt  f or c o nt a mi n a nt  M o  u n d er  nitr o g e n-
fi xi n g  c o n diti o ns  wit h  f or m at e as  m et h a n o g e n esis  s u bstr at e. A  c o ntr ol  
c ult ur e  a m e n d e d  wit h  1 0  µ M  N H 4 Cl  b ut  wit h o ut  M o  w as  als o  i n cl u d e d t o 
a c c o u nt  f or a n y  sti m ul at or y ef f e ct t h at a m m o ni u m  i n t h e ( N H4 )2 M o S 4  st o c k 
c o ul d  h a v e  w h e n  pr o vi d e d  t o c ells.  Pr o d u cti o n  of  c ells  a n d  C H 4  w er e  
o bs er v e d  i n all  c ult ur e  c o n diti o ns  ( Fi g. 2 A  a n d  B).  C ult ur es  pr o vi d e d  wit h  
M o S 4

2 −  e x hi bit e d  t h e s h ort est l a g p h as e  a n d  r e ac h e d sli g htl y hi g h er  c ell  
d e nsiti es  t h a n c ult ur es  pr o vi d e d  wit h  M o O 4

2 −  . C ult ur es  n ot  pr o vi d e d  wit h  
M o  eit h er  wit h  or  wit h o ut  1 0  µ M  N H 4 Cl  gr e w  si g nifi c a ntl y  sl o w er t h a n 
c ult ur es  pr o vi d e d  wit h  M o O 4

2 −  or  M o S 4
2 −  ( Fi g. 2 C),  a n d  t he a d diti o n  of  

1 0  µ M  N H 4 Cl  h a d  a  mi n ut e  sti m ul at or y eff e ct  o n  c ult ur es  n ot  pr o vi d e d  wit h  
a M o s o ur c e ( Fi g.  2 A  a n d  B).  T h e  str o n g er gr o wt h  r es p o ns e i n c ult ur es  
pr o vi d e d  wit h  5  µ M  M o,  r e g ar dl ess of  s o ur c e, v ers us  n o  M o  c o ntr ols  i n di-
c at es  t h at M o  is n ot  t o xi c at  t h es e l e vels, c o nsist e nt  wit h  p ast  r e p orts2 8 . 

U V- vis  s p e ctr os c o p y w as  us e d  to  q u alit ati v el y  ass ess  M o S 4
2 −  st a bilit y i n 

t h e c ult ur es  pr o vi d e d  wit h  M o O 4
2 − , M o S4

2 − , or n o M o ( Fi g.  2 D).  I n c ult ur es  
pr o vi d e d  wit h  M o S 4

2 −  , t h e i nt e nsit y of  M o S 4
2 −  p e a ks  ( 3 1 8 a n d  4 6 8  n m)  

di mi nis h e d  b y  ~ 5 0 %  i n t h e fi rst 2 0  h.  of  i n c u b ati o n a n d  b y  7 0 %  aft er  4 0  h.  of  
i n c u b ati o n. T h er e  w as  n o  e vi d e n c e  of  c o n v ersi o n  of  M o S 4

2 −  t o i nt er m e di at e 
t hi o m ol y b d at e s p e ci es ( M o O( 4- n)S n

2 − ; a bs or b a n c e  p e a ks  at  ~ 3 9 6  n m 2 9 ,3 5 ), 
w hi c h  w o ul d  b e  e x p e ct e d  if M o S 4

2 −  w as  b ei n g  o xi di z e d.  Si mil arl y,  U V- vis  
s p e ctr os c o p y of  c ult ur es  a m e n d e d  wit h  M o O 4

2 −  or  n o  M o  di d  n ot  s h o w 
e vi d e n c e  f or t h e pr es e n c e  of  M o O ( 4- n)S n

2 −  s p e ci es ( Fi g. 2 D).  T o g et h er,  t h es e 

C o m m u ni c ati o n s  Bi ol o g y  | ( 2 0 2 4) 7: 1 3 3 7 2  
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Fi g.  2  | G r o wt h  of  M et h a n o c o c c us  m ari p al u dis  S 2  o n  s ol u bl e s o u r c es of  m ol y b -

d e n u m  ( M o) u n d e r  nit r o g e n- fi xi n g  c ulti v ati o n  c o n diti o ns.  T h e  pr o d u cti o n  of  

c ells  (A ) a n d  m et h a n e  ( C H4 ; B ) w er e  tr a c k e d o v er  ti m e i n c ult ur es  gr o w n  wit h  1  m M  

e a c h  L- c yst ei n e  a n d  t hi os ulf at e as  t h e s ulf ur s o ur c e a n d  f or m at e as  t h e m et h a n o -

g e n esis  s u bstr at e. C ells  w er e  pr o vi d e d  wit h  5  µ M  m ol y b d at e  ( M o O4
2 − ; bl u e  cir cl es),  

5  µ M  a m m o ni u m  t etr at hi o m ol y b d at e (( N H4 )2 M o S 4 ; r e d tri a n gl es), or  n o  M o  wit h  

1 0  µ M  a m m o ni u m  c hl ori d e  ( N H4  
+ ; cl os e d  p ur pl e  di a m o n ds;  a d d e d  t o a c c o u nt  f or 

N H 4  
+  i n ( N H4 )2 M o S 4 ) or  wit h o ut  N H 4 Cl  ( o p e n p ur pl e  di a m o n ds).  M a xi m u m  

gr o wt h  r at es w er e  c al c ul at e d  f or e a c h  c o n diti o n  (C ). U V- vis  s p e ctr os c o p y w as  us e d  

t o tr a c k M o S 4
2 −  c o n c e ntr ati o n  a n d  s p e ci ati o n o v er  ti m e i n 0. 2  µ m- fi lt er e d s a m pl es, 

wit h  a  v erti c al  d as h e d  li n e d e n oti n g  w h er e  i nt er m e di at e t hi o m ol y b d at e s p e ci es 

( M o Ox S ( 4- x)) a bs or b a n c e  w o ul d  o c c ur  (D ). A  st a n d ar d c ur v e  f or M o S 4
2 −  a bs or b a n c e  

at  4 6 8  n m  is s h o w n i n S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  5.  D at a  s h o w n ar e  t h e m e a n  a n d  st a n d ar d 

d e vi ati o n  of  t hr e e bi ol o gi c al  r e pli c at es; a  si n gl e a bi oti c  r e a ct or ( bl a c k tr a c es) w as  us e d  

f or (D ). p - v al u es ar e  t h e r es ult of  t w o-t ail e d St u d e nt ’s t-t ests. 

d at a  i n di c at e t h at t h e d e cr e as e  i n t h e M o S 4
2 −  si g n al i n r e act ors is d u e  t o its 

assi mil ati o n  i nt o bi o m ass  a n d/ or  a ds or pti o n  or  c o m pl e x ati o n  wit h  F e S m a c k  

or  ot h er  c o m p o n e nts  of  t h e m e di u m  i ncl u di n g  c o p p er,  c o nsist e nt  wit h  its 
w ell- k n o w n  af fi nit y  t o w ar ds s u c h c o m p o u n ds 3 3 ,3 5 , r at her t h a n d u e  t o 
o xi d ati o n.  

T h e  eff e ct  of  1  m M  H S −  o n  c ult ur es  of  M.  m ari p al u dis  gr o w n  wit h  
M o S 4

2 −  w as  e x a mi n e d  a n d  w as  f o u n d t o s u p p ort hi g h er  gr o wt h  ef fi ci e n cies  
t h a n t h e n o  M o  n e g ati v e  c o ntr ol  ( Su p pl e m e nt ar y  Fi g.  6).  T h e  s ulfi di c  
c o n diti o ns  t est e d ar e  e x p e cte d  t o f a v or t hi ol at e d M o S 4

2 −  s p e cies2 8 ,2 9 , pr o-
vi di n g  a d diti o n al  s u p p ort f or its us e  b y  M.  m ari p al u dis . T o g et h er,  t hes e 
r es ults i n di c at e t h at t h e s p e ci ati o n of  t h e M o  s o ur c es t est e d r e m ai n e d l ar g el y 
u n c h a n g e d  d uri n g  t he i n c u b ati o n a n d  t h at t h e M o  s o ur c es pr o vi d e d  
r e m ai n e d s ol u bl e a n d  a v ail a bl e  d uri n g  gr o wt h.  T h es e  d at a,  c o m bi n e d  wit h  

t h e diff ere n c es  i n gr o wt h  r at es ( Fi g. 2 C)  a n d  m a xi m u m  c ell  d e nsities  
( Fi g. 2 A)  b et w e e n  n o  M o  c o ntr ol  c ult ur es  a n d  t h e M o O 4

2 −  a n d  M o S 4
2 − -

a m e n d e d  c ult ur es,  pr o vi d e  cl e ar  i n di c ati o n t h at M.  m ari p al u dis  c a n  utili z e  
2 −  2 −M o S 4  as  w ell,  if n ot  b ett er,  t h a n M o O 4  . 

M o  c o nt e nt of c ell bi o m a s s  
T o  f urt h er i n v esti g at e t h e bi o a v ail a bilit y  a n d  us e  of  M o S 4

2 −  b y  nitr o g e n-
fi xi n g  a n d  f or m at e- gr o w n M.  m ari p al u dis  c ells,  c ult ur es  gr o w n  o n  t h e dif -
f ere nt M o  s o ur c es w ere  h ar v est e d  at  l at e-l o g p h as e  t o d eter mi n e  bi o m ass  M o  
c o nt e nt.  H ar v est e d  c ells  w er e  w as h e d  t o r e m o v e m et als  l o os el y ass o ci at e d  
wit h  bi o m ass  as  w ell  as  t o r e m o v e r esi d u al m et al  i n t h e s u p er n at a nt. T h e  
r es ulti n g c ell  p ell ets  w er e  dri e d  a n d  s u bs e q u e ntl y diss ol v e d  i n tr a c e m et al  
gr a d e  nitri c  a ci d  a n d  t h e m et al  c o nt e nt  w as  d et er mi n e d  b y  i n d u cti v el y 
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Fi g.  3  | M ol y b d e n u m  ( M o) c o nt e nt  of  M et h a n o c o c c us  m ari p al u dis  S 2  c ells  g r o w n  

o n  diff e r e nt  M o  s o u r c es u n d e r  nit r o g e n- fi xi n g  c ulti v ati o n  c o n diti o ns.  M.  m ar -

i p al u dis w as  gr o w n  wit h  5  µ M  m ol y b d ate  ( M o O4
2 − ), 5  µ M  t etr at hi o m ol y b d at e ( M o S4

2 − ), 

or  n o  M o  ( n o M o).  C ells  w er e  w as he d  t hr ee ti m es wit h  nitril o a c eti c  a ci d  pri or  t o w h ol e-

c ell  m et al  a n al ysis  b y  i n d u cti v el y c o u pl e d  pl as m a  e missi o n- m ass  s p e ctr o m etr y. D at a  

s h o w n are  t h e m e a n  a n d  st a n d ar d d e vi ati o n  of  t hr ee bi ol o gic al  re plic at es f or e ac h  c o n -

diti o n.  B ars  a b o ve  t he pl ot  i n di c ate st atisti c al si g nifi c a n c e  at  p  < 0. 0 5  i n  a  t w o-t ail e d  

St u d e nt ’s t-t est; t he a bs e n ce  of  a  b ar  i n di c ates a  p - v al ue of  >  0. 0 5.  

c o u pl e d  pl as m a  m ass  s p e ctr o m etr y (I C P- M S). T h e  M o  c o nt e nt  p er  m g  
bi o m ass  i n M o O 4

2 − - a n d  M o S 4
2 − - gr o w n c ells  w as  si mil ar w h ere as  c ells  

pr o vi d e d  wit h  n o  M o  ( n e g ati v e c o ntr ol)  h a d  ~ 8 0 %  l ess M o  p er  m g  bi o m ass  
( Fi g. 3 ). T h us,  t h e d ef e ct  i n t h e ki n eti cs  of  c ell  pr o d u cti o n  i n c ult ur es  n ot  
pr o vi d e d  wit h  M o  ( n o M o;  Fi g.  2 A,  C)  is attri b ut e d  t o a  d e fi ci e n c y  i n 
a v ail a bl e  M o.  T h e  si mil ar M o  c o nt e nt  of  c ells  gr o w n  wit h  M o O 4

2 −  v ers us  
M o S 4

2 −  i m pli es si mil ar bi o a v ail a bilit y  a n d/ or  si mil ar ef fi ci e n c y  i n a c q uiri n g  
a n d  tr affi c ki n g  t h es e a ni o ni c  f or ms of  M o  i n M.  m ari p al u dis  c ells.  

Diff er e nti al  g e n e  e x pr e s si o n  of  c ell s  gr o w n  o n  s ol u bl e  M o  
s o ur c e s  
P att er ns  of  g e n e  e x pr essi o n  i n M.  m ari p al u dis  c ult ur es  gr o w n  wit h  M o O 4

2 −  

v ers us  M o S 4
2 − , as w ell as c ult ur es n ot  pr o vi d e d  wit h  a M o s o ur c e ( n o  M o;  

n e g ati v e  c o ntr ol),  w er e  c o m p ar e d  usi n g  R N A-s e q.  C ells  e x hi bit e d  m ar k e dl y  
diff er e nt  tr a ns cri pti o n al pr o fi l es w h e n pr o vi d e d wit h M o O4

2 − , M o S4
2 − , or  

wit h  n o  M o  s o ur c e as  i n di c at e d b y  cl ust eri n g  of  tr a ns cri pt o m es of  e a c h  of  t h e 
t hr e e c o n diti o ns  i n a  pri n ci p al  c o or di n at e  or di n ati o n  ( P C O; Fi g.  4 A).  
Tr a ns cri pt o m es  of  M o O 4

2 − - v ers us M o S4
2 − - gr o w n M.  m ari p al u dis  c ells  

s e p ar at e d al o n g  P C O  A xis  1  ( 3 3 % of  v a ri a n c e e x pl ai n e d)  w hil e  t h os e of  
M o O 4

2 − - a n d  M o S 4
2 − - gr o w n c ells  s e p ar at e d fr o m c ells  n ot  pr o vi d e d  wit h  

M o  ( n o M o)  al o n g  P C O  A xis  2  ( 2 5 % of  v ari a n c e  e x pl ai n e d).  W h e n  c o m -
p ar e d  t o c ult ur es  n ot  pr o vi d e d  wit h  a  M o  s o ur c e ( n o M o),  9 7 9  g e n es  of  t h e 
1, 7 9 3  a n n ot at e d  g e n es  i n t h e M.  m ari p al u dis  g e n o m e  ( ~ 5 5 %) w er e  diff er -
e nti all y  r e g ul at e d (p  <  0. 0 5,  W al d  t est) i n M o O 4

2 − - or M o S4
2 − - gr o w n c ul -

t ur es ( Fi g. 4 B;  S u p pl e m e nt ar y Fi g. 7)). S p e ci fi c all y,  5 9 9  g e n es  w er e  
diff er e nti all y  r e g ul at e d in  c ells  pr o vi d e d  wit h  M o O 4

2 −  v ers us  t h os e pr o vi d e d  
wit h  n o  M o,  6 7 3  g e n es  w er e  diff er e nti all y  r e g ul at e d i n c ells  pr o vi d e d  wit h  
M o S 4

2 −  v ers us  t h os e pr o vi d e d  wit h  n o  M o,  a n d  2 9 3  g e n es  w er e  diff ere nti all y  
r e g ul at e d i n c ells  pr o vi d e d  wit h  eit h er  M o O 4

2 − - or M o S4
2 −  v ers us  t h os e 

pr o vi d e d  wit h  n o  M o.  A  c o m p aris o n  of  t h es e g e nes  s h o ws si g nifi c a nt  s pr e a d 
a n d  o p p osi n g  r e g ul ati o n ( d e vi ati o n fr o m 1: 1  li n e) b as e d  o n  t h e M o  s o ur c e 
pr o vi d e d  ( Fi g. 4 B,  S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  8).  N ot a bl y,  g e n es  e n c o di n g  fl a g ell a  
w ere  f o u n d t o b e  a m o n g  t h e m ost  u p-r e g ul at e d  g e n es  i n c ells  pr o vi d e d  wit h  
eit h er  M o O 4

2 −  or  M o S 4
2 −  r el ati v e t o c ells  pr o vi d e d  wit h  n o  M o,  i n di c ati n g 

Fi g.  4  | T r a ns c ri pt o mi c  p r o fi l es f o r M et h a n o c o c c us  m ari p al u dis  S 2  c ells  g r o w n  o n  

diff e r e nt  m ol y b d e n u m  ( M o) s o u r c es u n d e r  nit r o g e n- fi xi n g  c ulti v ati o n  c o n di -

ti o ns. Pri n ci p al  c o m p o n e nt  a n al ysis  of  M.  m ari p al u dis  tr a ns cri pt o mi c pr o fi l es of  

c ells  gr o w n  wit h  m ol y b d at e  ( M o O4
2 − , bl u e  cir cl es),  t etr at hi o m ol y b d at e ( M o S4

2 − , r e d 

tri a n gl es), or  n o  M o  pr o vi d e d  ( p ur pl e di a m o n ds)  (A ). T h e  v ari a n c e  l o a di n gs ( as a  

p er c e nt a g e)  o n  e a c h  of  t h e fi rst t w o pri n ci p al  c o m p o n e nt  a x es  ( P C A) ar e  i n di c at e d. 

Si g ni fi c a nt  diff er e nti al  g e n e  e x pr essi o n  (p  <  0. 0 5,  W al d  t est) r el ati v e t o n o  M o  

c o ntr ols  ar e  s h o w n f or c ells  pr o vi d e d  wit h  M o O 4
2 −  ( x- a xis) a n d  M o S 4

2 −  ( y- a xis) wit h  

e a c h  p oi nt  r e pr es e nti n g a n  i n di vi d u al g e n e  (B ). Tr a ns cri pti o n al  pr o fi l es i n B  ar e  t h e 

m e a n  e x pr essi o n  of  t hr e e r e pli c at e c ult ur es.  A  v ol c a n o  pl ot  of  e x pr essi o n  pr o fi l es f or 

c ells  gr o w n  wit h  M o O 4
2 −  v ers us  M o S 4

2 − , wit h  l o c us t a gs of  si g nifi c a ntl y  diff er e nti all y  

e x pr ess e d  g e n es,  is pr es e nt e d  i n S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  7.  F ol d-i n d u cti o n  (l o g2 f ol d 

c h a n g e)  v al u es  f or p air wis e  tr e at m e nt c o m p aris o ns  or  n or m ali z e d  g e n e  e x pr essi o n  

(rl o g) a n d  v ari a n c e  st a bili zi n g tr a nsf or m ati o n ( vst) v al u es  f or e a c h  i n di vi d u al 

tr e at m e nt ar e  pr es e nt e d  i n S u p pl e m e nt ar y  D at as et  1.  

t h at M o  a v ail a bilit y  i m p a cts t h e r e g ul ati o n of  m otilit y.  M a n y  of  t h e ot h er  
g e n es  t h at w ere  diff er e nti all y  r e g ul at e d i n M o O 4

2 − - a n d  M o S 4
2 − - gr o w n c ells  

r el ati v e t o t h e c o ntr ol  ( n o M o)  e n c o d e d  h y p ot h eti c al  pr ot ei ns  (n  = 1 4 4),  
w hi c h  m a d e  it dif fi c ult  t o f urt h er ass ess  t h eir i m p ort a n c e t o M.  m ari p al u dis  
p h ysi ol o g y  as  t h e y r el at e t o M o  a v ail a bilit y  a n d  s o ur c e. S e v er al  of  t h e pr o -
t ei ns ar e  h y p ot h eti c als  wit h  pr e di ct e d  m et al  bi n di n g  d o m ai ns,  a n d  t h es e ar e  
pr es e nt e d  i n S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  9.  

E x pr essi o n  of  M.  m ari p al u dis  c or e  m et a b olis m  g e n es,  i n cl u di n g t h os e 
e n c o di n g  pr ot ei ns  i n v ol v e d i n t h e m et h a n o g e n esis  p at h w a y  ( F m d, F w d,  Ftr,  
M c h,  H m d,  M er,  Mt d,  Mtr,  M cr,  H dr;  l o g2 F C  r a n g e of  − 0. 4 1  t o 0. 9 7  i n 

2 −  2 −M o S 4  vs  M o O 4  c ells),  f or m at e d e h y dr o g e n as es  i n v ol v e d i n f or m at e 
m et a b olis m  ( F d h is of or ms 1  a n d  2;  l o g2 F C  r a n g e of  − 0. 4 7  t o 0. 0 6  i n M o S 4

2 −  

vs  M o O 4
2 −  c ells),  a n d  v ari o us  [ Ni F e]- h y dr o g e n as es i n v ol v e d i n H 2  m et a -

b olis m  ( Fr c/ Fr h, V h c/ V h u,  a n d  E h a/ E h b;  l o g2 F C  r a n g e of  − 0. 6 5  t o 0. 4 5  i n 
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Fi g.  5  | T r a ns c ri pt o mi c  p r o fi l es f o r M et h a n o c o c c us  

m ari p al u dis  S 2  c ells  g r o w n  o n  diff e r e nt  m ol y b -

d e n u m  ( M o) s o u r c es u n d e r  nit r o g e n- fi xi n g  c ulti -

v ati o n  c o n diti o ns.  N or m ali z e d  e x pr essi o n  v al u es  

(rl o g) ar e  s h o w n f or g e n es  e n c o di n g  pr ot ei ns  dir e ctl y  

r el at e d t o nitr o g e n  fi x ati o n  or  nitr o g e n  m et a b olis m  

(A ) or  M o O 4
2 −  u pt a k e  (m o d  g e n es)  (B ) i n c ells  

pr o vi d e d  wit h  m ol y b d at e  ( M o O4
2 −  , bl u e  b ars),  t et-

r at hi o m ol y b d at e ( M o S4
2 −  , r e d b ars),  or  n o  M o  ( gr a y 

b ars).  N u m b ers  i n p ar e nt h es es  i n di c at e t h e l o c us t a g 

( M M P _ R S X X X X X) wit h  t h e “ M M P _ R S ”  pr e fi x  

r e m o v e d f or s p a c e. Tr a ns cri pti o n al  pr o fi l es ar e  t h e 

a v er a g e  e x pr essi o n  v al u es  of  t hr e e r e pli c at e c ult ur es.  

S c al e  b ars  a n d  c ol or- c o d e d  f u n cti o ns f or e a c h  g e n e  

ar e  s h o w n b el o w  e a c h  p a n el.  Bl a c k  b ars  i n di c at e 

st atisti c all y si g nifi c a nt  p air- wis e  c o m p aris o ns  

(p  <  0. 0 5,  W al d  t est). 

M o S 4
2 −  vs  M o O 4

2 −  c ells)  g e n er all y  s h o w e d mi ni m al  a n d  v ari a bl e  r e g ul ati o n 
b as e d  o n  t h e M o  s o ur c e pr o vi d e d  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 0 A).  T his  i n di c at e d 
t h at M o  s o ur c e di d  n ot  g e n er all y  alt er  t h e tr a ns cri pti o n al r e g ul ati o n of  g e n es  
i n v ol v e d i n c ell ul ar  e n er g y  m et a b olis m.  F or  e x a m pl e,  s e v er al pr ot ei n-
e n c o di n g  g e n es  w er e  sli g htl y u p-r e g ul at e d  o n  M o O 4

2 −  ( H m d, M c h),  s o m e 
w ere  sli g htl y u p-r e g ul at e d  o n  M o S 4

2 −  ( F w d, H dr),  a n d  ot h ers  w er e  sli g htl y 
u p-r e g ul at e d  w h e n  n o  M o  w as  pr o vi d e d  ( M er, F m d,  Mt d)  r el ati v e t o t h e 
ot h er  c o n diti o ns,  alt h o u g h  n ot  n e c ess aril y  f or g e n es  e n c o di n g  all  s u b u nits of  
a  gi v e n  pr ot ei n  c o m pl e x.  I nt eresti n gl y, tr a ns cri pti o n of  g e n es  e n c o di n g  M o-
d e p e n d e nt  f or m yl m et h a n of ur a n d e h y dr o g e n as e  ( F m d) i n c ells  pr o vi d e d  
wit h  n o  M o  w as  u p-r e g ul at e d  r el ati v e t o c ells  pr o vi d e d  wit h  M o O 4

2 −  or  
M o S 4

2 −  ( w hi c h h a d  si mil ar l e v els of  e x pr essi o n).  I n c o ntr ast,  tr a ns cri pti o n of  
g e n es  e n c o di n g  t he t u n gst e n ( W)- d e pe n d e nt f or m yl m et h a n of ur a n d e h y -
dr o g e n as e  ( F w d) w as  si mil ar i n c ells  pr o vi d e d  wit h  M o O 4

2 −  or  n o  M o  b ut  
w as hi g h er  i n c ells  pr o vi d e d  wit h  M o S 4

2 − , s u g g esti n g t h e p ossi bilit y  t h at W  
m a y  s u bstit ut e f or M o  i n F w d  i n M o S 4

2 − - gr o w n c ells.  M e a n w hil e,  g e n es  
e n c o di n g  m et h yl- c oe n z y m e  M  r e d u ct as e ( M cr), w hi c h  c at al y z es  t h e fi n al  
st e p of  m et h a n o g e n esis,  w er e  sli g htl y d o w n-r e g ul at e d  i n M o S 4

2 − - gr o w n 
c ells  (l o g2 F C  r a n g e of  − 0. 2 7  t o − 0. 1 1  i n M o S 4

2 −  vs  M o O 4
2 −  c ells),  d es pit e  

t h ese c ult ur es  h a vi n g  t h e f ast est C H 4  pr o d u cti o n  r at es. 
T h e  e x pr essi o n  of  g e n es  e n c o di n g  v ari o us  [ Ni F e]- h y dr o g e n as es 

( Fr c/ Fr h, V h c/ V h u,  a n d  E h a/ E h b)  w a s g e n er all y  si mil ar a m o n g  t h e t hr e e 
c o n diti o ns,  alt h o u g h  e x pr essi o n  of  s e v er al i n di vi d u al s u b u nits a n d  t h e e ntir e  
g e n e  cl ust er  f or E h b  s h o w e d d o w n  e x pr essi o n  i n c ells  gr o w n  wit h  M o S 4

2 −  

r el ati v e t o t h os e gr o w n  wit h  M o O 4
2 −  or  n o  M o  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 0 A).  

E x pr essi o n  of  g e n es  e n c o di n g  F d h  w as  si mil ar f or o n e  is of or m ( F d h 1; 
M M P _ R S 0 0 7 9 5- M M P _ R S 0 0 8 0 0)  a m o n g  al l c ult ur e  c o n diti o ns  w hil e  
e x pr essi o n  of  g e n es  e nc o di n g  a  s e c o n d is of or m ( F d h 2; M M P _ R S 0 6 6 8 0 -
M M P _ R S 0 6 6 8 5)  t h at is a  p art  of  t h e c or e  m et h a n o g e n esis  g e n e  cl ust er  w as  
hi g h er  i n M o O 4

2 − -t h a n M o S 4
2 − - gr o w n c ells  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 0 B).  

I nt er esti n gl y, e x pr essi o n  of  a  g e ne  e n c o di n g  a  f or m at e tr a ns p ort er ( F d h C) 
w as hi g h er (l o g 2 F C  of  0. 2 1  a n d  0. 5 0  i n M o O 4

2 − - a n d  M o S 4
2 − gr o w n  c ells,  

r es p e cti v el y) i n t h e n o  M o  r el ati v e t o t h e ot h er  c o n diti o ns  p ot e nti all y  d u e  t o 
l o w gr o wt h  ef fi ci e nci es  i n t h e n o  M o  c o ntr ol  c ells.  G e n es  e n c o di n g  pr ot ei ns  
i n v ol v e d i n m ol y b d o pt eri n  bi o s y nt h esis ( M o e a n d  M o g  s yst e ms3 6 ) s h o w e d  
littl e v ari ati o n  i n t h eir e x pr essi o n  b et w e e n  M o O 4

2 −  a n d  M o S 4
2 −  gr o wt h  

c o n diti o ns  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 1).  

U nli k e  g e nes  e n c o di n g  c o m p o n e nts  of  t h e M.  m ari p al u dis  e ner g y  
m et a b olis m  t h at s h o w e d mi ni m al  r e g ul ati o n b as e d  o n  M o  s o ur c e, t h e 
e x pr essi o n  of  g e n es  e nc o di n g  v ari o us  c o m p o n e nts  of  Nif  s h o w e d m or e  
c o nsist e nt  a n d  si g nifi c a nt  r e g ul ati o n wit h  r es p e ct t o M o  s o ur c e ( Fi g. 5 A).  
F or  e x a m pl e,  diff er e n c es  i n t h e e x pr essi o n  of  g e n es  e n c o di n g  t h e c or e  
str u ct ur al pr ot ei ns  ( Nif H D K), s c aff old  pr ot ei ns  ( Nif E N), a n d  tr a nsf er as e 
pr ot ei n  ( Nif X) w er e  a m o n g  t h os e t h at m ost  c o ntri b ut e d  t o diff er e n c es  i n 
cl ust eri n g  of  tr a ns cri pt o m es al o n g  P C O  A xis  1.  nif H D K E N X  w ere  u p-
r e g ul at e d i n c ells  gr o w n  wit h  M o O 4

2 −  r el ati v e t o t h os e gr o w n  wit h  M o S 4
2 −  

or  n o  M o.  M or e  s p e cifi c all y,  e x pr essi o n  of  nif H  (l o g 2f ol d c h a n g e  =  − 0. 5 0),  
nif D  (− 0. 5 2) , nif K  (− 0. 5 9),  nif E  (− 0. 5 5),  nif N  (− 0. 5 1) , a n d  nif X  (− 0. 3 9)  
w as  d o w n-r e g ul at e d  i n M o S 4

2 − - v ers us M o O 4
2 − - gr o w n c ells.  G e n es  

e n c o di n g  t h e r a di c al S A M  e nz y m e,  Nif B,  r e g ul at or y pr ot ei ns  ( Nr p R, 
NifI 1 I2 ), a n d  gl ut a mi n e  s y nt h et as e ( Gl n A) t h at is i n v ol v e d i n N H 3  assi m -
il ati o n w er e  n ot  diff er e nti all y  r e g ul at e d i n a n y  of  t h e gr o wt h  c o n diti o ns  
t est e d h er ei n.  

M.  m ari p al u dis  e n c o d es  t hr e e p ut ati v e  m ol y b d at e  tr a ns p ort s yst e ms 
( e n c o d e d b y  m o d  o p er o ns)  a n d  d e cre as e d  e x pr essi o n  of  t w o of  t h es e o p er o ns  
(l o g- 2F C  r a n g e of  − 0. 5 1  t o − 0. 3 1  f or M M P _ R S 0 1 1 3 5  t o M M P _ R S 0 1 1 4 5;  
a n d  a  r a n g e of  − 1. 4 1  t o − 0. 9 0  f or M M P _ R S 0 2 6 7 0  t o M M P _ R S 0 2 6 8 5;  
( Fi g. 5 B))  i n M o S 4

2 − - v ers us M o O4
2 − - gr o w n c ells  c o ntri b ut e d  s u bst a nti all y 

t o diff er e n c es  i n cl ust eri n g  of  tr a ns cri pt o m es al o n g  P C O  A xis  1  ( Fi g. 4 A).  
E x pr essi o n  of  g e nes  c o m prisi n g  t h e t hir d m o d  o p er o n  ( M M P _ R S 0 2 7 2 0 t o 
M M P _ R S 0 2 7 3 0)  di d  n ot  diff er  si g nifi c a ntl y  b et w e e n  M o O 4

2 − - a n d  M o S 4
2 − -

gr o w n  c ells  b ut  w as  sli g htl y u p-r e g ul at e d  i n c ells  n ot  pr o vi d e d  wit h  M o.  
Ot h er  pr ot ei n- e n c o di n g  g e n es  pr e di ct e d  t o bi n d  M o,  n a m el y  a  p er m e as e  
( M M P _ R S 0 8 4 7 5) a n d  a n ot h er  m o d A  h o m ol o g  ( M M P _ R S 0 8 4 8 0) w er e  n ot  
diff er e nti all y  r e g ul at e d a m o n g  t h e gr o wt h  c o n diti o ns.  

S y nt h eti c  m ol y b d e nit e  a s  a  s o ur c e  of  M o  
M.  m ari p al u dis  w as  t est e d f or its a bilit y  t o ass o ci at e  wit h  a n d  utili z e  M o  fr o m 
M o S 2  t o s u p p ort f or m at otr o p hi c a n d  di a z otr o p hi c  gr o wt h.  E x p eri m e nts  
w ere  c o n d u ct e d  usi n g  2 5  µ M  F e Cl 2  (r at her t h a n F e S m a c k ) wit h C T or 1  m M  
H S −  as  t h e S  s o ur c e. C ells  w er e  pr o vi d e d  wit h  1 0 0  µ M  s y nt h eti c M o S 2  

n a n o p arti cles,  5  µ M  M o O 4
2 −  ( p ositi v e c o ntr ol),  or  n o  M o  a d d e d  ( n e g ati v e 

c o ntr ol).  C ells  gr e w  wit h  M o S 2  as  t h e s ol e pr o vi d e d  M o s o ur c e wit h eit h er  
C T  or  wit h  H S −  as  S  s o ur c e ( Fi g. 6 A).  Pr o d u cti o n  of  c ells  a n d  C H 4  wit h  C T  

C o m m u ni c ati o n s  Bi ol o g y  | ( 2 0 2 4) 7: 1 3 3 7 5  
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Fi g.  6  | G r o wt h  of  M et h a n o c o c c us  m ari p al u dis  S 2  u n d e r  nit r o g e n- fi xi n g  c ulti -

v ati o n  c o n diti o ns  wit h  diff e r e nt  m ol y b d e n u m  ( M o) s o u r c es i n t h e p r es e n c e  o r  

a bs e n c e  of  s ulfi d e.  M.  m ari p al u dis  w as  gr o w n  wit h  f or m at e u n d er  nitr o g e n- fi xi n g  

c ulti v ati o n  c o n diti o ns  wit h  1  m M  e a c h  of  L- c yst ei n e  a n d  t hi os ulf at e ( C T, bl u e  s eri es) 

or  1  m M  s ulfi d e  ( H S−  , r e d s eri es) as  s ulf ur s o ur c e a n d  5  µ M  m ol y b d at e  ( M o O4
2 −  , 

cir cl es),  1 0 0  µ M  ( 0. 0 0 1 6 % w/ v)  m ol y b d e nit e  ( M o S2 , s q u ar es), or  n o  m ol y b d e n u m  

( n o M o,  cr oss es)  as  M o  s o ur c es. T h e  pr o d u cti o n  of  c ells  w as  tr a c k e d d uri n g  

i n c u b ati o n (A ). Gr o wt h  ef fi ci e n ci es  w er e  d et er mi n e d  usi n g  i niti al c ell  d e nsiti es  a n d  

t h e n u m b er  of  t ot al c ells  a n d  t h e t ot al a m o u nt  of  C H 4  pr o d u c e d  b ef or e  c ells  r e a c h e d 

st ati o n ar y p h as e  (B ). D at a  pr es e nt e d  ar e  t h e m e a n  a n d  st a n d ar d d e vi ati o n  of  t hr e e 

bi ol o gi c al  r e pli c at es p er  c o n diti o n.  B ars  i n (B ) r e pr es e nt st atisti c all y si g nifi c a nt  

diff er e n c es  (p  <  0. 0 5)  as  d et er mi n e d  b y  t w o-t ail e d St u d e nt ’s t-t ests. T h e  pr o d u cti o n  

of  C H 4  i n t h es e c ult ur es  is pr es e nt e d  i n S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  1 2.  

as  a n  S  s o ur c e w as  si mil ar w h e n  c ult ur es  w ere  pr o vi d e d  wit h  M o S 2  or  wit h  
M o O 4

2 −  ( Fi g. 6 A,  S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  1 2).  N e g ati v e  c o ntr ol  c ult ur es  pr o -
vi d e d  wit h  C T  b ut  wit h o ut  M o  w ere  a bl e  t o gr o w  b ut  a c hi e ve d  l o w er c ell  
d e nsiti es  t h a n t h os e pr o vi d e d  wit h  M o S 2  or  M o O 4

2 −  .  I n c ult ur es pr o vi d e d  
wit h  H S −  as  S  s o ur c e, t h e l a g p h as e  w as  s h ort er i n c ult ur es  pr o vi d e d wit h  
M o S 2  c o m p ar e d  t o M o O 4

2 −  ( Fi g. 6 A).  C al c ul ati o n  of  t h e n u m b er  of  c ells  
pr o d u c e d  p er  m ol  of  C H 4  r e v e als t h at c ells  gr o w n wit h C T w er e m or e  
ef fi ci e nt  at  c o u pli n g  m et h a n o g e nesis  t o c ell  pr o d u cti o n  t h a n t h os e gr o w n  
wit h  H S −  ( Fi g. 6 B).  T h e  n u m b er  of  c ells  pr o d u c e d  p er  m m ol  of  C H 4  pr o -
d u c e d  i n M.  m ari p al u dis  c ult ur es  gr o w n  wit h  M o S 2  a n d  M o O 4

2 −  w er e  
si mil ar w h e n  pr o vi d e d  wit h  C T  or  H S −  , b ot h  of  w hi c h  w er e  si g nifi c a ntl y  
hi g h er  t h a n t h e n o  M o  c o ntr ol  c ult ur es.  T a k e n  t o g et her, t h es e r es ults 
i n di c at e t h at M.  m ari p al u dis  c a n  a c q uir e  M o  fr o m M o S 2 . 

T o  b ett er  u n d erst a n d  t h e r e q uir e me nt f or p h ysi c al  c o nt a ct  wit h  M o S 2  

t o s u p p ort gr o wt h  of  M.  m ari p al u dis , M o S2  w as  s e q u est er e d i n di al ysis  
t u bi n g ( 1 2– 1 4  k D a  p or e  si z e) i n t h e pr es e n c e  of  eit h er  C T  or  H S −  as  S  s o ur c e, 
a n d  gr o wt h  ki n eti cs  w er e  c o m p ar e d  t o c ells  pr o vi d e d  wit h  fr e e a c cess  t o 
M o S 2  or  t o t h os e n ot  pr o vi d e d  wit h  M o.  T h e  ki n eti cs  of  C H 4  pr o d u cti o n  
w ere  f ast er i n all  C T  c o n diti o ns  r el ati v e t o H S −  , r e g ar dl ess of  h o w  M o  w as  
pr o vi d e d  t o c ells  ( Fi g. 7 A).  H o w e v er,  t h e ef fi ci e n c y  of  c o u pli n g  m et h a n o -
g e n esis  t o gr o wt h  w as  hi g h est  i n c ult ur es  all o w e d  dir e ct  c o nt a ct  wit h  M o S 2 . 
W h e n  all o w e d  dir e ct  c o nt a ct  wit h  M o S 2 , C T- gr o w n c ult ur es h a d  m u c h  
hi g h er  ef fi ci e n ci es  of  c o u pli n g  m et h a n o g e n esis  t o c ell  pr o d u cti o n  t h a n t h os e 
gr o w n  wit h  H S −  ( Fi g. 7 B,  S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  1 3).  I n s ulfi di c  c o n diti o ns  
w h er e  M o S 2  w as  s e q u est er e d, t h er e w as  a  s m all y et  si g nifi c a nt  sti m ul ati o n of  
gr o wt h  o v er  t h e n o  M o  c o ntr ol.  

T o  ass ess  t he s ol u bilit y of  s y nt h eti c M o S 2  i n gr o wt h  e x p eri m e nts  wit h  
M.  m ari p al u dis , 1 0 0  µ M  ( 0. 0 0 1 6 % w/ v)  of  s y nt h eti c M o S 2  n a n o p articl es  
w ere  i n c u b at e d i n Tris- H Cl  b uff er e d  ( p H 7. 0)  tr a c e m et al-fr e e  w at er  i n t h e 
pr es e n c e  or  a bs e nc e  of  1  m M  H S −  . S u bs a m pl es  w ere  t a k e n j ust aft er  M o S 2  

a d diti o n  a n d  aft er  4  d a ys  i n c u b ati o n of  t h e M o S 2  n a n o p articl es  at  r o o m 
t e m p er at ur e ( ~ 2 3 ° C). S a m pl es  w er e  c oll e ct e d,  fi lt er e d ( 0. 2 2 µ m,  P T F E  
m e m br a n e),  a n d  a ci di fi e d  w hil e  i n a n  a n a er o bi c  gl o v e  b o x  a n d  w ere  t h e n 
s u bj e ct e d t o I C P- M S. L o w  l e v els of  M o  ( 2 n M)  w ere  pr es e nt  i n r e a ct ors t h at 
c o nt ai n e d  o nl y  Tris  b uff er  at  t h e st art of  t he e x p eri m e nt.  Si mil arl y,  r e a ct ors 

t h at w er e  a m e n d e d  wit h  H S −  o nl y,  M o S 2  o nl y,  a n d  M o S 2  pl us  H S −  c o n -
t ai n e d 3  n M,  2 5  n M,  a n d  1 5  n M  M o,  r es p e cti v el y, at  t he st art of  t h e 
e x p eri m e nt  ( S u p pl e me nt ar y Fi g.  1 4) . F oll o wi n g  4  d a ys  i n c u b ati o n, t h e 
a m o u nt  of  M o  i n s ol uti o n i n cr e as e d t o 4  n M,  4 3  n M,  a n d  2 8  n M  i n r e a ct ors 
c o nt ai ni n g  H S −  o nl y,  M o S 2  o nl y,  a n d  M o S 2  pl us  H S −  , r es p e cti v el y. T h us,  
H S −  s u p pr ess es t h e a bi oti c  diss ol uti o n  of  M o S 2 . F urt h er, of t h e  1 0 0  µ M  
M o S 2  pr o vi d e d,  b et w e e n  0. 0 3 %  a n d  0. 0 4 %  of  t h e M o  w as  s ol u bili z e d a n d  
a bl e  t o p ass  t hr o u g h t h e 0. 2 2  µ m  fi lt er o v er  t h e c o urs e  of  t h e 4- d a y  
i n c u b ati o n. 

N at ur al  ( s p e ci m e n) m ol y b d e nit e  a s  a  s o ur c e  of  M o  
Gi v e n  t he sti m ul at or y eff e ct  of  s y nt h etic M o S 2  n a n o p arti cl es  ( < 2 µ m  si e v e d) 
o n  gr o wt h  of  M.  m ari p al u dis , l ar g er n at ur al  s p e ci m e ns of  M o S 2  w er e  
e x a mi n e d  f or t h eir a bilit y  t o s u p p ort gr o wt h.  T h e  s p e ci m e n M o S 2  t h at w as  
us e d  w as  n ot  si e v e d a n d  w as  ~ 0. 5  c m  i n di a m eter.  T h us,  a  gr e at er  a m o u nt  of  
mi n er al  ( 0. 1 % w/ v  or  ~ 6  m M  if it w as  c o m pl et el y  diss ol v e d)  w as  pr o vi d e d  t o 
c ult ur es  t o a c c o u nt  f or t h e l o w er s urf a c e ar e a  r el ati v e t o t h e s y nt h eti c M o S 2  

n a n o p arti cles.  Gr o wt h  w as  c o m p ar e d  i n c ult ur es  pr o vi d e d  wit h  5  µ M  
M o O 4

2 −  as  t h e p ositi v e  c o ntr ol  a n d  c ult ur es  n ot  pr o vi d e d  wit h  M o  as  t h e 
n e g ati v e  c o ntr ol  wit h  eit h er  1  m M  C T  or  H S −  as  t he pr o vi d e d  S  s o ur c e(s). 
U n d er  C T  c o n diti o ns,  c ult ur es  pr o vi d e d  wit h  M o S 2  a n d  M o O 4

2 − gr e w  n e arl y  
i d e nti c all y i n t er ms of  C H 4  a n d  c ell  pr o d u cti o n  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 5 A,  C)  
a n d  b ot h  a c hi e v e d  hi g h er  c ell  d e nsiti es  t h a n t h e n e g ati v e  c o ntr ol.  I n t h e 
pr es e n c e  of  H S −  , t h e M o S 2- gr o w n  c ult ur es  pr o d u c e d  m or e  c ells  a n d  h a d  
f ast er C H 4  pr o d u cti o n  t h a n c ult ur es  pr o vi d e d  wit h  M o O 4

2 −  or  n o  M o  
( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 5 B,  D).  T h es e  o bs e r v ati o ns w er e  li k e t h os e o bs er v e d  i n 
c ult ur es  pr o vi d e d  wit h  s y nt h eti c M o S 2  ( Fi g. 6 , S u p pl e m e nt ar y  Fi g.  1 2).  

Fiel d-e missi o n  sc a n ni n g electr o n micr osc o p y  ( F E M) of  gl ut ar al de h y de -
fi x e d  M.  m ari p al u dis  c ells  gr o w n  wit h  dir e ct  a c c ess  t o M o S 2  u n d er  C T  or  
H S −  c o n diti o ns  w as  p erf or m e d  t o o bs er v e  t h e c ell- mi n er al  i nt erf a c e. C T-
gr o w n  c ells  pr o vi d e d  wit h  s y nt h eti c M o S 2  w er e  s o m eti m es f o u n d att a c h e d  
t o mi n er al  gr ai ns  ( Fi g. 7 C),  w h er e as  att a c h m e nt  t o M o S 2  w as  c o m m o n  i n 
c ult ur es  gr o w n  wit h  H S −  ( Fi g. 7 D).  P ut ati v e  v esi cl es  w er e  als o  o bs er v e d  i n 
ass o ci ati o n  wit h  t h e M o S 2  s urf a c e b ut  w er e  m or e  a b u n d a nt  i n t h e H S −  

gr o wt h  c o n diti o n  t h a n t h e C T  gr o wt h  c o n diti o n  ( Fi g. 7 D).  C ells  
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Fi g.  7  | G r o wt h  of  M et h a n o c o c c us  m ari p al u dis  S 2  wit h  o r  wit h o ut  di r e ct  c o nt a ct  

t o s y nt h eti c m ol y b d e nit e  ( M o S2 ) i n t h e p r es e n c e  o r  a bs e n c e  of  s ulfi d e.  M.  m ar -

i p al u dis w as  gr o w n  wit h  f or m at e u n d er  nitr o g e n- fi xi n g  c ulti v ati o n  c o n diti o ns  wit h  

1  m M  e a c h  of  L- c yst ei n e  a n d  t hi os ulf at e ( C T, bl u e  s eri es) or  1  m M  s ulfi d e  ( H S− , r e d 

s eri es) as  s ulf ur s o ur c e. M o S 2  w as  pr o vi d e d  fr e e i n s ol uti o n (fr e e, cir cl es),  w as  

s e q u est er e d i n di al ysis  t u bi n g (s e q, s q u ar es), or  w as  n ot  pr o vi d e d  ( n o M o,  cr oss es).  

T h e  pr o d u cti o n  of  c ells  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 3)  a n d  m et h a n e  ( C H4 ) (A ) w as  tr a c k e d 

d uri n g  i n c u b ati o n a n d  c ells  w er e  q u a nti fi e d  t o d et er mi n e  gr o wt h  ef fi ci e n ci es  (B ). 

Fi el d- e missi o n  s c a n ni n g el e ctr o n  mi cr o gr a p hs  f or c ells  gr o w n  wit h  dir e ct  c o nt a ct  

wit h  M o S 2  a n d  pr o vi d e d  wit h  C T  (C ) or H S−  (D ) s h o w c ells  a n d  p ut ati v e  v esi cl es  

ass o ci at e d  wit h  t h e mi n er al.  W hit e  arr o ws  i n (C ) d e pi ct  M.  m ari p al u dis  c ells  w hil e  

w hit e  arr o ws  i n (D ) hi g hli g ht  p ut ati v e  v esi cl es.  D at a  pr es e nt e d  ar e  t h e m e a n  a n d  

st a n d ar d d e vi ati o n  of  t hr e e r e pli c at e c ult ur es  p er  c o n diti o n.  B ars  i n (B ) d e n ot e  

st atisti c all y si g nifi c a nt  (p  <  0. 0 5)  p air wis e  c o m p aris o ns  as  d et er mi n e d  b y  t w o-t ail e d 

St u d e nt  t-t ests. 

p h ysi c all y  ass o ci at e d  wit h  s p e ci m e n M o S 2 , wit h C H4  b u b bl es  oft e n  
f or mi n g o n  M o S 2  s urf a c es r es ulti n g i n t h e fl ot ati o n  of  t h e l ar g e mi n er al -
bi o fi l m a g gr e g at es  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 6 A,  C;  S u p pl e m e nt ar y  M o vi e  1).  
El e ctr o n  mi cr os c o p y  of  M.  m ari p al u dis  c ells  gr o w n  wit h  s p e ci m e n M o S 2  

gr ai ns  als o  s h o w e d cl e ar  e vi d e n c e  of  bi o fi l ms ass o ci at e d  wit h  t h e mi n er al,  
wit h  m or e  r o b ust or  e xt e nsi v e  bi o fi l ms o bs er v e d  o n  t h e s p e ci m e n M o S 2  

f or b ot h  C T  a n d  H S −  c o n diti o ns  i n c o m p aris o n  t o s y nt h eti c M o S 2 . Li k e  
t h e s y nt h eti c M o S 2 , bi ofi l m f or m ati o n t e n d e d t o b e  m or e  e xt e nsi v e  o n  
s p e ci m e n M o S 2  i n H S − - gr o w n c ult ur es  t h a n C T- gr o w n  c ult ur es  ( Fi g. S 1 6  
B,  D).  E n er g y  dis p ersi v e  el e ctr o n  s p e ctr os c o p y ( E D S) s h o w e d i n cr e as e d C  
a n d  N  c o nt e nt  r el ati v e t o t h e b a c k gr o u n d  of  M o S 2  i n F E Ms  w h er e  c ells  
a p p e ar e d  t o b e  pr es e nt  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 7).  T o g et h er,  t h es e d at a  
c o n fi r m t h at c ells  dir e ctl y  i nt er a ct wit h  M o S 2  s urf a c es a n d  s h o w t h at C T  
a n d  H S −  c o n diti o ns  aff e ct  c ell ul ar  p h e n ot y p e  wit h  r es p e ct t o bi o fi l m 
f or m ati o n a n d  p ot e nti all y  v esi cl e  f or m ati o n. 

Di s c u s si o n  
Ar c h e a n  o c e a ns  w er e  a n o xi c  a n d  li mit e d i n M o,  wit h  c o n c e ntr ati o ns  i n 
o c e a ns  esti m at e d  t o b e  as  l o w as  1  n M  3 . Y et,  t h e L ast  U ni v ers al  C o m m o n  
A n c est or  of  B a cteri a  a n d  Ar c h a e a  is i nf err e d t o h a v e  b e e n  M o- d e p e n d e nt 3 7 . 
H o w e v er,  t h e o nl y  f or m of  M o  k n o w n  t o b e  bi o a v ail a bl e  is M o O 4

2 −  g e n -
er at e d  b y  t h e O 2 - d e pe n d e nt o xi d ati v e  w e at h eri n g  of  M o S 2  a n d  ot her  M o-
b e ari n g  mi n er als  i n t h e E art h ’s cr ust 4 . T h e  u ni q u e  r e d o x pr o p erti es  of  M o  t o 
c at al y z e  t w o- el e ctr o n a n d  o x y g e n  tr ansf er  r e a cti o ns b y  c y cli n g  t hr o u g h 
M o(I V)  a n d  M o( VI)  r e d o x st at es e n a bl es  t h e o xi d ati o n  ( or r e d u cti o n) of  k e y  
s u bstr at es1 3 , s u c h as  g e ol o gi c all y  pr o d u c e d  f or m at e3 8 . T his  r ais es t h e q u es -
ti o n, h o w  di d  e arl y- e v ol vi n g  M o- d e p e n d e nt  c ells  d uri n g  t h e Ar c h e a n  
a c q uir e  M o  w h e n  t h e a v ail a bilit y  of  M o  ( as M o O 4

2 − ) w o ul d  h a v e  b e e n  hi g hl y  
li mit e d? 

I niti al cl u es  t o r e c o n cil e t his p ar a d o x  c a m e  fr o m a  pr e vi o us  st u d y of  
nitr o g e n- fi xi n g,  f or m at e- gr o w n M.  m ari p al u dis  c ult ur es,  c o n diti o ns  t h at 

C o m m u ni c ati o n s  Bi ol o g y  | ( 2 0 2 4) 7: 1 3 3 7 7  

1 6 0 0 0 0 A 

1 4 0 0 0 0 - e- C T + M o S 2 (fr e e) 

C T + M 0 S 2 ( s e q) 

E 1 2 0 0 0 0 - > <- C T n o  M o 
0.. 
0.. 

1 0 0 0 0 0 
r o 
0.. 
V, 

8 0 0 0 0 
QJ 

.. c 
C .. 
::r: 
u 

6 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 

o--- ~ ~ ~- ~- ~- ~ _ _j 

0 1 0  2 0 3 0  4 0 s o 6 0 

H o ur s 

3. 0- 1 0 1 0 

2. 5- 1 0 1 0 

.. 
5 2. 0- 1 0 1 0 

0 

E 
E 1.s- 1 0 1 0 
'--
QJ 

0.. 

QJ 1. 0- 1 0 1 0 
u 

5. 0- 1 0 9 

B 

I 

-

0 
I) 

) 

4 I) 

4 

-

www.nature.com/commsbio
https://doi.org/10.1038/s42003-024-07049-w


htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 2 0 0 3- 0 2 4- 0 7 0 4 9- w  Arti cl e  

i n cre as e d t h e c ell ul ar  d e m a n d  f or M o.  M.  m ari p al u dis  w as  s h o w n t o gr o w  
b ett er  a n d  t o r e q uir e l ess M o O 4

2 −  w h e n  gr o w n  wit h  F e S 2  t h a n wit h  F e(II)  
a n d  H S −  as  F e  a n d  S  s o ur c es2 8 . H S−  h as  a  hi g h  af fi nit y  f or M o  a n d  dri v es  t h e 
pr o gr essi v e  r e pl a c e m e nt of  o x y g e n  at o ms  i n M o O 4

2 −  wit h  S  at o ms  (fr o m 
H S − ) t o f or m M o S4

2 −  b ut o nl y at hi g h H S −  t o M o  r ati os2 9 ,3 1 ,3 9 . T his  h as  b e e n  
r ef err e d t o as  t h e “g e o c h e mi c al  s wit c h”  w h er e M o e xists as M o O 4

2 −  i n o xi c  
a n d  l o w H S −  ( < 1 0 µ M)  e n vir o n m e nts  a n d  M o S 4

2 −  i n a n o xi c  a n d  hi g h  H S −  

( > 1 0 µ M)  e n vir o n m e nts 3 1 ,4 0 . H o w e v er,  t his g e o c h e mi c al  s wit c h is n ot  o nl y  
a p pli c a bl e  t o M o,  it als o  aff e cts  t h e s p e ci ati o n a n d  s ol u bilit y of  a  v ari et y  of  
t hi o p hili c m et als  of  r el e v a n c e t o m et h a n o g e ns,  i n cl u di n g ir o n, c o b alt,  ni c kel,  
a n d  zi n c  a m o n g  ot h ers 4 0 – 4 2 .  Wit h t his i n mi n d,  t hr e e e x pl a n ati o ns  w er e p ut  
f ort h t o e x pl ai n  t h e sl o w er gr o wt h  a n d  hi g h er  M o O 4

2 −  r e q uir e m e nts of  M.  
m ari p al u dis  w h e n  gr o w n  wit h  F e(II)/ H S −  v ers us  F e S 2 : (i)  l o w ( n M) c o n-
c e ntr ati o ns  of  M o O 4

2 −  r e m ai n  pr es e nt e v e n i n c o n diti o ns wit h e x c ess H S −  

t h at ar e  s uffi ci e nt  f or gr o wt h,  (ii) M o S 4
2 −  c a n  m e et  t h e M o  d e m a n ds  of  c ells,  

or  (iii) d e cre as e d  gr o wt h  i n e u xi ni c  c o n diti o ns  is d u e  t o H S −  t o xi cit y a n d/ or  
its eff e cts  o n  t h e a v ail a bilit y  of  ot h er  m et als.  I n t h e pr es e nt  st u d y, w e  ai m e d  
t o t est t h es e h y p ot hes es  wit h o ut  t h e c o nf o u n di n g  i nfl u e nc e  of  H S −  o n  
M o O 4

2 −  s p e ci ati o n wit h  t h e i nt e nt of  r e c o n cili n g t h e M o  p ar a d o x  f or 
a n a er o b es.  

Pr e vi o us  st u di es h a v e  s h o w n t h at M.  m ari p al u dis  c a n  gr o w  wit h  
L- c yst ei n e  or  t hi os ulf at e as  S  s o ur c e b ut  o nl y  w h e n  s m all a m o u nts  of  eit h er  
H S −  ( 7 0 µ M)  or  2- m er c a pt o et h a n ol  ar e  als o  pr o vi d e d 4 3 . C o nsist e nt  wit h  a n  
a bilit y  t o gr o w  wit h  c yst ei n e,  c ell  l ys at es of  M.  m ari p al u dis  h a v e  b e e n  s h o w n 
t o e x hi bit  c yst ei n e  d es ulf ur as e  a cti vit y  d es pit e  t h e g e n o m e  n ot  e n c o di n g  
h o m ol o gs  of  c a n o ni c al  c yst ei n e  d es ulf ur as e  e n z y m es  (i. e., S uf S,  Is c S, 
Nif S) 4 4 ,4 5 . T o t h e  a ut h ors ’ k n o wl e d g e,  M.  m ari p al u dis  h as  n ot  b e e n  pr e -
vi o usl y  r e p ort e d t o r e d u c e t hi os ulf at e. N o n et h eless,  h er e,  it w as  s h o w n t h at 
M.  m ari p al u dis  c o ul d  gr o w  wit h  a  c o m bi n ati o n  of  L- c yst ei n e  a n d  t hi os ulf at e 
( C T) as  S  s o ur c es. T h e  us e  of  w as h e d  c ells  dis c o u nt e d  t h e li k eli h o o d of  
c arr y o v er  eff e cts  of  S  s o ur c es fr o m t he i n o c ul u m. F urt h er,  v er y  littl e H S −  

( < 8 µ M)  w as  d ete ct e d  d uri n g  t h e C T- d e p e n d e nt  gr o wt h  of  M.  m ari p al u dis  
( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  2 C),  all o wi n g  M o O 4

2 −  t o r e m ai n st a bl e w hi c h  e n a bl e d  a  
r eli a bl e c o m p aris o n  b et w e e n  M o O 4

2 −  a n d  M o S 4
2 −  pr o vi d e d  c ells.  

M.  m ari p al u dis  c ult ur es  w ere  pr o vi d e d  wit h  f or m at e as  m et h a n o g e n -
esis  s u bstr at e a n d  w er e  r e q uir e d t o fi x  nitr o g e n  wit h  Nif,  t h e o nl y  nitr o -
g e n as e  e n c o d e d  i n t h e g e n o m e 3 4 ,4 6 . T o g et h er,  t h es e gr o wt h  c o n diti o ns  w er e  
s o u g ht t o f or c e a  hi g h  M o  d e m a n d  o n  c ells.  Wit h  C T  as  t h e S  s o ur c e, c ult ur es  
of  M.  m ari p al u dis  w er e  s h o w n t o gr o w  as  w ell  or  b etter  wit h  M o S 4

2 −  w h e n  
c o m p ar e d  t o M o O 4

2 −  a n d  U V- Vis  s p e ctr os c o p y c o n fi r m e d t h at t h es e M o  
s p e ci es r e m ai n e d st a bl e a n d  i n s ol uti o n d uri n g  t h e c o urs e  of  t h e i n c u b ati o n. 
I m p ort a ntl y, t h e a m o u nt  of  M o  p er  u nit  bi o m ass  w as  si mil ar a m o n g  
M o S 4

2 − - a n d  M o O 4
2 − - gr o w n c ells  a n d  w as  si g nifi c a ntl y  (p  <  0. 0 3)  gr e at er  i n 

t h ese c ells  w h e n  c o m p ar e d  t o c ells  n ot  pr o vi d e d  wit h  a  M o  s o ur c e. T h es e  
o bs er v ati o ns  ar e  c o nsist e nt  wit h  p r e vi o us st u di es t h at h a v e  s h o w n M o  
li mit ati o n t o d e cre as e  t h e M o  c o nt e nt  of  c y a n o b a ct eri al  c ult ur es  a n d  t o li mit 
nitr o g e n  fi x ati o n  a cti vit y 4 7 . T h e  f ast er gr o wt h  ki n eti cs  a n d  si mil ar a m o u nts  
of  M o  i n bi o m ass  s e e n h er e  i n c ult ur es  pr o vi d e d  wit h  M o S 4

2 −  r el ati v e t o 
M o O 4

2 −  s u p p ort t h e us e  of  M o S 4
2 −  b y  M.  m ari p al u dis  ( dis c o u nts o pti o n  i 

a n d  s u p p orts o pti o n  ii a b o v e)  a n d  s u g g est t h at t he n e g ati v e  eff e ct  of  H S −  o n  
nitr o g e n- fi xi n g,  f or m at e- gr o w n M.  m ari p al u dis  c ells  is b e y o n d  M o O 4

2 −  

t hi ol ati o n al o n e  ( o pti o n iii a b o v e).  C oll e cti v el y,  t h es e r es ults ar e  c o nsist e nt  
wit h  g e o c h e mi c al  ar g u m e nts  i n di c ati n g t h at M o S 4

2 −  s h o ul d b e  t h e pr e -
d o mi n a nt  f or m of  s ol u bl e M o  i n t h e s ulfi di c  e n vir o n m e nts 2 9 ,3 1 ,4 0  t y pi c all y 
i n h a bit e d b y  m et h a n o g e ns  a n d  s u g g est t h at M o S 4

2 −  is bi o a v ail a bl e  t o c ells  i n 
t h ese e n vir o n m e nts.  

T h e  o v er all  si mil arit y i n t he gr o wt h  ki n eti cs  of  M.  m ari p al u dis  w h e n  
pr o vi d e d  wit h  M o S 4

2 −  v ers us  M o O 4
2 −  pr o m pt e d  a  tr a ns cri pt o mi c a n al ysis  

t o i d e ntif y p ot e nti al  diff er e n c es  i n t h e a c q uisiti o n  a n d  tr affi c ki n g  of  t hes e 
f or ms of  M o  i n c ells.  Tr a ns cri pt o m es  of  M.  m ari p al u dis  gr o w n  wit h  s ol u bl e 
M o O 4

2 − , M o S4
2 −  , or  n o  a d d e d  M o  r e ve al e d disti n ct  p h ysi ol o gi c al  st at es at  

t h e tr a ns cri pti o n al l e v el, wit h  t w o m o d  tr a ns p ort er o p er o ns  ( M o d A B C) 
p ut ati v el y  i n v ol v e d i n M o O 4

2 −  a c q uisiti o n 4 8  a m o n g  t h e m ost  diff ere nti all y  
e x pr ess e d  g e n es  b et w e e n  M o O 4

2 − - a n d  M o S 4
2 − - gr o w n c ells.  It s h o ul d b e  

n ot e d,  h o w e v er,  t h at w hil e  si g nifi c a nt  (p  <  0. 0 5),  t h e c h a n g es  w er e  s u btl e, 

wit h  o nl y  2 2  g e nes  i n t h e w h ol e  g e n o m e  of  M.  m ari p al u dis  s h o wi n g l ar g e 
l o g2 F Cs  b et w e e n  c o n diti o ns  i n t h eir R N A  a b u n d a n c es  (l o g2 F C  >  1  or  <  − 1).  
T his  is p ot e nti all y  c o nsist e nt  wit h  p r e vi o us i n v esti g ati o ns of  M o d  tr a ns-
p ort er  r e g ul ati o n t h at h a v e  s h o w n t h at t he e x pr essi o n  of  t h es e s yst e ms is 
g e n er all y  c o nstit uti v e  wit h  r e g ul ati o n o c c urri n g  pri m aril y  p ost -
tr a ns cri pti o n all y4 9 . H o w e ver,  i n m a n y  nitr o g e n- fi xi n g  B a cteri a  ( e. g., A z o -
t o b acter vi nel a n dii 5 0 ), m o d  tr a ns cri pti o n c a n  b e  c o or di n at e d  wit h  tr a n-
s cri pti o n of  Nif  g e n es  a n d  i m p air m e nt of  m o d  si g nifi c a ntl y  d e cr e as es  
nitr o g e n  fi x ati o n  i n ot h er  B a ct eri a  ( e. g., A n a b ae n a  v ari a bilis 5 1 ) ( as  r e vi e w e d  
i n r ef. 5 2 ). I n t h e m et h a n o g e n,  Met h a n os arci n a  aceti v or a ns , M o  tr a ns p ort is 
p ost-tr a nsl ati o n all y  r e g ul at e d b y  tr ans-i n hi biti o n  of  t h e M o d B C  tr a ns p ort er 
t hr o u g h all ost eri c  c o ntr ol  b y  t h e m et al  o x y a ni o n 4 9 ,5 3 . Pre vi o us  tr a n-
s cri pt o m es of  M.  m ari p al u dis  c ells  pr o vi d e d  wit h  M o O 4

2 −  a n d  eit h er  F e S 2  or  
F e(II)/ H S −  as  F e  a n d  S  s o ur c e s h o w e d t h at all  t hr e e of  t h e m o d  g e ne  cl ust ers  
w ere  str o n gl y u p-r e g ul at e d  (l o g2 F C  2  >  X  <  6)  u n d er  nitr o g e n- fi xi n g  c o n -
diti o ns  r el ati v e t o t h os e a m e n d e d  wit h  N H 3

2 8 . I n  t h e  pr ese nt st u d y,  t h e  
l o g2 F C  of  si g nifi c a ntl y  diff er e nti all y  r e g ul at e d M o d  g e n es  r a n g e d fr o m o nl y  
0. 2 3 – 1. 4  b et w e e n  c ells  fr o m M o O 4

2 −  a n d  M o S 4
2 −  c o n diti o ns.  T his  s u g g ests 

t h at t h e pri m ar y  c u e  f or r e g ul ati o n of  t h es e g e n es  is fi x e d  nitr o g e n  a v ail -
a bilit y,  wit h  t h e s o ur c e of  M o  ( M o O4

2 −  v ers us  M o S 4
2 − ) a d di n g  a  s e c o n d ar y 

( al b eit s m all) l e v el of  r e g ul ati o n o n  t h e fi rst t w o m o d  g e ne  cl ust ers  
( M M P _ R S 0 1 1 3 5- M M P _ R S 0 1 1 4 5 a n d  M M P _ R S 0 2 6 7 0- M M P _ R S 0 2 6 8 5).  

T h e  diff ere nti al  r e g ul ati o n of  M o d  tr a ns p ort ers i n c ells  gr o w n  wit h  
2 −  2 −M o O 4  v ers us  M o S 4  , c o m bi n e d  wit h  si mil ar M o  c o nt e nt  i n bi o m ass,  

s u g g ests p ot e nti al  o v erl a p  i n m e c h a nis ms  of  a c q uiri n g  t h es e a ni o ns.  M o d  
h as b e e n  s h o w n t o f u n cti o n  i n t h e  a c q uisiti o n of M o O 4

2 −  a n d  t h e str u ct u-
[ 2– 4 9r all y si mil ar a ni o n  W O 4  , a n d  t h e all ost eri c  r e g ul ati o n of  M o d  i n M.  

aceti v or a ns  c a n  b e  m o d ul at e d  b y  eit h er  M o O 4
2 −  or  W O 4

[ 2– 5 3 . It is w ort h  
n oti n g  t h at t h e si z e of  M o S 4

2 −  a ni o ns  is esti m at e d  t o b e  o nl y  ~ 2 0 %  l ar g er 
t h a n M o O 4

2 −  d u e  t o S  f or mi n g l o n g er b o n ds  wit h  M o  t h a n o x y g e n,  
p ot e nti all y  s u g g esti n g t h at M o d  c a n  als o  tr a ns p ort M o S 4

2 − . It is als o  
i m p ort a nt t o n ot e  t h at m e c h a nis ms  ot h er  t h a n M o d  m ust  b e  i n v ol v e d i n M o  
a c q uisiti o n  i n B a ct eri a  a n d  Ar c h a e a  si n c e ~ 1 1 %  of  M o- utili zi n g  mi cr o -
or g a nis ms  ( as d et er mi n e d  b y  t h eir g e n o m es  e n c o di n g  M o- c o- d e p e n d e nt  
e n z y m es  or  Nif)  ar e  pr e di ct e d  t o n ot  e n c o d e  h o m ol o gs  of  t h e M o d  
s yst e m1 5 ,5 4 . I n o ur  d at a  s et, 1 4 4  h y p ot h eti c al  pr ot ei ns  w er e  a m o n g  t h e m ost  
diff er e nti all y  e x pr ess e d,  s u g g esti n g s o m e of  t h es e g e n es  c o ul d  b e  i n v ol v e d i n 
M o  u pt a k e  a n d  m et all o cl ust er  bi os y nt h esis.  T h us,  it is p ossi bl e,  if n ot  li k el y, 
t h at alt er n ati v e  M o O 4

2 −  a n d/ or  M o S 4
2 −  tr a ns p ort s yst e ms h a v e  y et  t o b e  

dis c o v ere d.  
Tr a ns cri pt o m es  of  M o O 4

2 − - gr o w n c ells  r e ve al e d sli g ht u p-r e g ul ati o n  
of  nif H E N X  t h at e nc o d e  pr ot ei ns  i n v ol v e d i n m at ur ati o n  of  t h e F e 8 S 9 C  
d o u bl e  c u b a n e  ( Nif B- c o) c or e  pr e c u rs or t o F e M o- c o,  e n a bli n g  nitr o g e n  
fi x ati o n  vi a  Nif  1 2 ,5 5 . T his  m a y  s u g g est t h at M o O 4

2 −  pr o vi d e d  c ells  h a v e  a  
hi g h er  d e m a n d  f or F e M o- c o  m at ur ati o n  pr ot ei ns  t h a n M o S 4

2 −  c ells,  w hi c h  
m a y  b e  d u e  t o M o S 4

2 −  r e a dil y bi n di n g  F e- S  cl ust ers.  S u p p ort  f or t his c o m es  
fr o m a bi otic  e x p eri m e nts  w h ere  M o S 4

2 − , F e(II), a n d  H S −  w er e  mi x e d,  
r es ulti n g i n t h e f or m ati o n of  a q u e o us  F e- M o- S  c u b oi d al  cl ust ers 5 6 . T h es e  
r e a cti o ns c a n  als o  o c c ur  t o pr o d u c e  M o- F e- S  c u b a n es  o n  F e S 2

3 2 . R e c e nt  
w or k  h as  b e g u n  t o s h o w t h at F e- M o- S  cl u st ers ar e  a bl e  t o bi n d  a n d  a cti v at e  
N 2  w h e n  s u p p ort e d b y  or g a ni c  li g a n ds5 7 . I nt er esti n gl y, t h e g e ne  e n c o di n g  
t h e r a di c al S A M  e n z y m e,  Nif B,  w hi c h  g e n er at es  Nif B- c o 5 8 ,5 9 , w as  n ot  dif -
f ere nti all y r e g ul at e d i n a n y  of  t h e gr o wt h  c o n diti o ns  t est e d h erei n.  T his  m a y  
b e  c o nsist e nt  wit h  Nif B  h a vi n g  a  r ol e i n m et h a n o g e ns  i n a d diti o n  t o its r ol e 
i n F e M o- c o  bi os y nt h esis,  as  h as  b e e n  r e c e ntl y r e p ort e d6 0 . 

Nif E N  is t h e s c aff ol d w h er e  M o  is a d d e d  t o f or m t h e F e 7 M o S 9 C pr e -
c urs or  t o F e M o- c o 5 5 . I n B a cteri a,  Nif Q  is t h o u g ht t o b e  t h e M o  c arri er  f or 
a d diti o n  t o t he F e 7 M o S 9 C  pr e c urs or,  h o w e v er,  hi g h  c o n c e ntr ati o ns  of  
c yst ei n e  i n gr o wt h  m e di u m  ( a s o ur c e of  H S −  vi a  t h e a cti vit y  of  c yst ei n e  
d es ulf ur as e)  c a n  r est or e a cti vit y  i n m ut a nt  nif Q  c ells 6 1 .  T his s u g g ests t h at  

2 −  2 −M o O 4  u n d er g o es  s ulfi d ati o n  ( c o n v ersi o n t o a  M o O ( 4- n)S n  or  e v e n  
M o S 4

2 − ) eit h er  e n z y m ati c all y  ( e. g., vi a  c yst ei n e  d es ulf ur as e  i n c o m bi n ati o n  
wit h  Nif Q)  or  n o n- e n z y m ati c all y  ( e. g., a bi oti c  c h e mistr y)  pri or  t o its a d di -
ti o n t o t h e F e 7 M o S 9 C  pr e c urs or.  I n d e e d, ele ctr o n  p ar a m a g n eti c  r es o n a n c e 
s p e ctr os c o p y of  Nif Q  i n di c at es t h at it c arri es  a  [ M o- F e3 - S4 ] cl ust er,  a n d  t h at 
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it is li k el y tr a nsf err e d t o t h e F e 7 M o S 9 C  pr e c urs or  o n  a  Nif H E N  c o m pl e x 6 2  

pri or  t o a d diti o n  of  h o m o citr at e 6 3  vi a  t h e a cti vit y  of  h o m o citr at e  s y nt h as e 
( Nif V). M.  m ari p al u dis  d o es  n ot  e n c o d e  Nif Q  or  Nif V 1 6  a n d  t h us it is 
p ossi bl e  t h at M o O 4

2 −  s ulfi d ati o n  is a c c o m plis h e d  a b i oti c all y vi a  e n d o g e n o us  
H S −  ( e. g., c yst ei n e  d es ulf ur as e  a cti vit y)  or  vi a  e x o g e n o us  H S −  t h at e q uili -
br at es  wit h  t h e i ntr a c ell ul ar e n vir o n m e nt 6 4 ,6 5 . I m p ort a ntl y,  a  H S −  c o n -
c e ntr ati o n  of  o nl y  > 1 0  µ M  is n e e de d  t o dri v e  s ulfi d ati o n  of  M o O 4

2 9 . I n  
c o ntr ast,  M o S 4

2 −  is alr e a d y  f ull y c o or di n at e d  b y  S 2 −  a n d  t h eref or e is m or e  
si mil ar t o t h e c o or di n ati o n  e n vir o n m e nt  of  M o  i n F e M o- c o  (t hr e e S,  t w o 
o x y g e n,  a n d  o n e  nitr o g e n  li g a n d)1 3 . I n d e e d, d e c o m p ositi o n  of  F e M o- c o  h as  
b e e n  s h o w n t o yi el d  t etr at hi o m ol y b d at e6 6 . W hil e  s p e ctr os c o pi c st u di es of  
F e M o- c o  i n m et h a n o g e ns  h a v e  y et  t o b e  c o n d u cte d  t o c o n fi r m t h e pr es e n c e  
of  h o m o citr at e,  h o m o citr at e  c a n  b e  r epl a c e d  b y  citr at e  yi el di n g  a n  e n z y m e  
wit h  n o  N 2  r e d u cti o n a cti vit y  i n nif V  m ut a nt  B a ct eri a 6 7 . F urt h er,  ot h er  
or g a ni c  a ci ds  c a n  s u bstit ut e f or h o m o citr at e  i n F e M o- c o  b ut  wit h  d e cr e as e d  
N 2  r e d u cti o n a cti vit y 6 8 . T h e  m e c h a nis m  of  s ulfi d ati o n  of  M o  d uri n g  F e M o -
c o  bi os y nt h esis  a n d  t h e pr es e n c e  a n d  i d e ntit y of  t h e or g a ni c  li g a n d c o or -
di n ati n g  F e M o- c o  i n m et h a n o g e ns  ar e  o p e n  a n d  i ntri g ui n g q u esti o ns.  

G e n es  e n c o di n g  c o m p o n e nts  of  t h e m ol y b d o pt eri n  c of a ct or  bi o-
s y nt h esis p at h w a y  w er e  als o  n ot  si g nifi c a ntl y  diff er e nti all y  r e g ul at e d i n c ells  

2 −  2 −gr o w n  wit h  M o S 4  or  M o O 4  . T h e  m ol y b d o(t u n gst o) pt eri n  c of a ct ors  i n 
F d h  a n d  F m d/ F w d  fr o m m et h a n o g e ns  ar e  li k el y c o or di n at e d  b y  4  cis -
dit hi ol e n e  S  at o ms  of  t he m ol y b d o pt eri n  g u a ni n e  di n u cl e oti d e  c of a ct or  a n d  
b y  s el e n o c yst ei n e1 4 ,6 9 . Li k e  F e M o- c o,  t his m a k es  t h e c o or di n ati o n  e n vir o n -
m e nt  of  M o  i n F d h/ F m d/ F w d  m ol y b d o pt eri n  ( M o- c o) c of a ct ors  m or e  
si mil ar t o t h at of  M o S 4

2 −  t h a n M o O 4
2 −  a n d  i n di c at es t h at M o O 4

2 −  m ust  b e  
s ulfi d at e d  pri or  t o its i n c or p or ati o n i nt o M o- c o  i n M.  m ari p al u dis . T o t h e  
a ut h ors ’ k n o wl e d g e,  c urr e nt  p at h w a ys  f or m ol y b d o pt eri n  c of a ct or  bi o-
s y nt h esis d o  n ot  i n v o k e e n z y m ati c  s ulfi d ati o n  a n d  it is p ossi bl e  t h at t his 
pr o c ess  is dri v e n  b y  a bi otic  c h e mi c al  r e a cti o ns wit h  H S −  i n M o- c o  as  w ell  
F e M o- c o.  

M.  m ari p al u dis  w as  s h o w n t o als o  b e  c a p a bl e  of  usi n g  M o  i o ns, cl ust ers,  
or  c o m pl e x es  s ol u bili z e d fr o m M o S 2  t o m e et  its M o  d e m a n ds.  T his  w as  n ot  
e ntir el y  s ur prisi n g gi v e n  r e c e nt r e p orts t h at t h e a n a er o b e  Cl ostri di u m  
kl u y veri  c o ul d  us e  M o S 2  as  its s ol e s o ur c e of  M o  t o s u p p ort di nitr o g e n -
d e p e n d e nt  gr o wt h 1 0 . H o w e v er,  i n a d diti o n  t o Nif,  C.  kl u y veri  e n c o d es  t h e 
ir o n ( A nf) a n d  v a n a di u m  ( V nf) f or ms of  nitr o g e n as e 7 0 . T h us,  it is p ossi bl e  
t h at C.  kl u y veri  d e cr e as e d  its d e m a n d  f or M o  b y  s wit c hi n g t o A nf  or  V nf,  
w hi c h  is c o m m o n  d uri n g  M o  li mit ati o n7 1 – 7 3 . T h us,  t h e hi g h  d e p e n d e n c e  o n  
M o  f or F d h,  F m d,  a n d  Nif  f u n cti o n i n M.  m ari p al u dis  wit h o ut  alt er n ati v e  
e n z y m e  s yst e ms ( e x c e pti o n b ei n g  F m d/ F w d  is of or ms) pr o vi d es  a d diti o n al  
e vi d e n c e  t h at s ol u bili z e d M o  i o ns, cl us t ers, or  c o m pl e x es  fr o m t h e s urf a c e of  
M o S 2  c a n  b e  us e d  t o m e et  t h e M o  d e m a n d  of  m et h a n o g e ns  a n d  ot h er  
a n a er o b es.  W hil e  M o S 2  is eff e cti v el y  i ns ol u bl e, it is p ossi bl e  t h at s urf a c e 
d ef e cts  or  i m p erf e cti o ns all o w  f or i n cr e as e d diss ol uti o n.  A bi otic  diss ol uti o n  
of  s y nt h eti c M o S 2  s h o w e d l o w a m o u nts  ( 1 5– 4 3  n M)  of  M o  c o ul d  b e  s ol u-
bili z e d  fr o m t h e mi n er al.  H o w e v er,  H S −  s u p pr ess e d diss ol uti o n  of  M o  fr o m 
M o S 2 , w hi c h  is c o nsist e nt  wit h  ot h er  st u di es t h at h a v e  s h o w n t h at t h e 
s ol u bilit y of  M o S 2  is i n v ers el y c orr el at e d  wit h  H S −  c o n c e ntr ati o n 7 4 – 7 6 . T his  
s u g g ests t h e p ossi bilit y  t h at t h e M o  th at  w as  s ol u bili z e d fr o m t h e s urf a c e of  
t h e s y nt h eti c M o  us e d  h er e  ( a n d p ossi bl y  wit h  C.  kl u y veri ) w as  p arti all y  
o xi di z e d  or  c o nt ai n e d  d ef e cts  t h at i n cre as e d  its s ol u bilit y. W hil e  it is n ot  
cl e ar  w h at  f or m of  M o  is diss ol vi n g  fr o m t h e s urf a c e of  M o S 2 , gr o wt h d at a  
pr es e nt e d  h er e  s u g g ests t h at it is assi mil at e d  b y  M.  m ari p al u dis  a n d  is 
s hifti n g t h e e q uili bri u m  t o w ar ds f urt h er mi n er al  diss ol uti o n.  I n d e e d, 
bi n di n g  of  M o  b y  si d er o p h or es h as  b e e n  s h o w n t o i nfl u e nc e  M o  diss ol uti o n  
fr o m sili c at es t hr o u g h a  si mil ar eff e ct 7 7 . 

C o n cl u si o n  
O bs er v ati o ns  pr ese nt e d  h er e  i n di c at e t h at M.  m ari p al u dis  c ells  c a n  a c q uir e  
M o  i n t hi ol at e d f or ms (i. e., M o S 4

2 −  a n d  M o S 2 ) t h at ar e  g e oc h e mi c all y  
r el e v a nt t o t h eir e n vir o n m e nt.  T h e  us e  of  M o S 4

2 −  di d  n ot  si g nifi c a ntl y  s hift 
t h e e n er g y  m et a b olis m  of  M.  m ari p al u dis  n or  di d  it si g nifi c a ntl y  alt er  t h e 
e x pr essi o n  of  M o- c o nt ai ni n g  e nz y m es  ( e. g., Nif,  F d h,  F m d).  M et h a n o g e ns  
a n d  ot h er  a n a er o b es  c h ar a cteristi c all y  i n h a bit a n o xi c  a n d  oft e n  s ulfi di c  

( e u xi ni c) e n vir o n m e nts  a n d  h a v e  d o n e  s o si n c e e arl y  i n E art h's  hist or y 2 3 ,2 4 . 
T h e  li mit e d a v ail a bilit y  of  M o O 4

2 −  i n a n o xi c  e n vir o n m e nts  pri or  t o o xi -
d ati v e  w e at heri n g  of  s ulfi d e  mi n er als  ( as r e vi e w e d3 ,5 ) h as  l o n g b e e n  us e d  t o 
s u g g est t h at M o- d e p e n d e nt  e nz y m es  c o ul d  n ot  h a v e  ori gi n at e d  at  a  ti m e 
pri or  t o o x y g e ni c  p h ot os y nt h esis.  D e s pit e t his, v ari o us  m ol y b d o e n z y m es  
i n cl u di n g F d h,  F m d,  a n d  Nif  ar e  t h o u g ht t o h a v e  e v ol v e d  at  a  ti m e pri or  t o 
t h e wi d es pr e a d  o x y g e n ati o n  of  E art h 2 6 ,7 8 – 8 0 . T h e  e n h a n c e d  gr o wt h  ki n eti cs,  
e q ui v al e nt  a m o u nts  of  M o  i n bi o m ass,  a n d  si mil ar e x pr essi o n  of  k n o w n  
p at h w a ys  of  M o  tr a ns p ort i n M.  m ari p al u dis  c ult ur es  gr o w n  wit h  M o S 4

2 −  

v ers us  M o O 4
2 −  s u g g ests t h at M o S 4

2 −  is li k el y t o b e  t h e pr eferr e d  s o ur c e of  
M o  f or m et h a n o g e ns  a n d  ot h er  a n a er o b es.  T h es e  fi n di n gs  s h e d n e w  li g ht o n  
t h e ori gi n  a n d  e v ol uti o n  of  t h es e m ol y b d o e n z y m es  a n d  h el p  t o r es ol v e t h e 
M o  p ar a d o x,  w h er ei n  s o ur c es of  M o  ot h er  t h a n M o O 4

2 −  w ere  li k el y us e d  b y  
t h e fi rst m ol y b d o e nz y m e- e n c o di n g  a n a e r o b es, a n d  als o  h el p  e x pl ai n  h o w  
m o d er n  or g a nis ms  a c c ess  M o  i n a n o xi c,  s ulfi di c  c o n diti o ns.  

M at eri al s  a n d  m et h o d s  
Mi n er al  pr e p ar ati o n  a n d  c h ar a ct eri z ati o n  
M ol y b d e nit e  ( M o S2 ) n a n o p arti cl es  ( < 2 µ m  di a m et er,  C A S:  1 3 1 7- 3 3- 5,  
Si g m a- Al dri c h)  a n d  s p e ci m e n M o S 2  ( ~ 0. 1 t o 1. 5  c m  fl a k es;  H e n d ers o n  
Mi n e,  C ol or a d o,  U. S. A.)  w er e  tr a nsf err e d i n a n  a n a er o bi c  c h a m b er  i nt o a  
5 0  m L  c e ntrif u g e  t u b e a n d  w er e  w as h e d  b y  c e ntrif u g ati o n  ( 1 0 0 0 ×  g ; 1 0 mi n,  
4 ° C)  wit h  N 2 − p ur g e d  a n d  a n o xi c  s ol uti o ns a c c or di n g  t o t h e f oll o wi n g 
s eri es: T w o  w as h es  i n 1 8. 2  M Ω  Milli Q-tr e at e d  w at er  ( M Q H 2 O),  t w o w as h es  
i n 1  M  H Cl,  a n d  t hr e e w as h es  i n st eril e, a n o xi c  M Q  H 2 O.  T h e  r es ulti n g p ell et  
f or s y nt h eti c M o S 2  w as  r es us p e n d e d i n st eril e, a n o xi c  M Q  H 2 O a n d  t h e  
sl urr y w as  tr a nsf err e d t o a  st eril e s er u m b ottle,  w hil e  t h e s p e ci m e n M o S 2  w as  
st or e d dri e d.  T h e  h e a ds p a c e  of  t h e s er u m b ottl e  w as  fl us h e d  wit h  0. 2  µ m -
fi lt er e d N 2  f or 1 5  mi n  t o r e m o v e r esi d u al H 2  fr o m s e ali n g t h e b ottl e  i n t h e 
a n a er o bi c  c h a m b er  t h at h a d  a  <  5 %  H 2  at m os p h er e.  T h e  c o n c e ntr ati o n  of  
t h e M o S 2  sl urr y ( wt/ v %) w as  d et er mi n e d  b y  dr yi n g  t hr e e ali q u ots  u n d er  N 2  

g as  a n d  w ei g hi n g  t h e dri e d  mi n er al.  T h e  dri e d  mi n er als  w er e  t h e n us e d  f or 
X R D  a n al ysis  wit h  a  Br u k er  D 8  A d v a n c e  P o w d er  X-r a y  diffr a ct o m et er  t o 
d et er mi n e  t h e p urit y  of  b ot h  f or ms of  t h e M o S 2  ( S u p pl e m e nt ar y Fi g.  1 8).  
X R D  a n al ysis  w as  p erf or m e d  i n t he J AD E  s oft w ar e p a c k a g e  ( M at eri als 
D at a  I n c.). 

C ulti v ati o n  of  M.  m ari p al u di s  
M.  m ari p al u dis  w as  gr o w n  u n d er  N 2 -fi xi n g  c o n diti o ns  i n d e fi n e d  b as al  
m e di u m  as  pr e vi o usl y  d es cri b e d 2 8 . T o  mi ni mi z e  b a c k gr o u n d  M o  i n m e di u m  
a n d  c ult ur e  ass a ys,  all  gl ass w ar e  a n d  ut e nsils  w er e  a ci d- w as h e d  usi n g  5 0 %  
tr a c e m et al  gr a d e  nitri c  a ci d  i n a  c h e m i c al f u m e h o o d  a n d  ri ns e d t hr e e ti m es 
wit h  M Q  H 2 O.  O pti m a- gr a d e  w at er  w as  us e d  f or m e di u m  a n d  st o c k 
s ol uti o n pr e p ar ati o n,  a n d  P T F E  pl a sti c t u bi n g pr e-s o a k e d  i n a  1 0 0  m M  
E D T A  (r o o m t e m p er at ur e, > 2 4  h)  w as  us e d  t o s p ar g e m e di u m  a n d  st o c k 
s ol uti o ns. All  m e di u m  a n d  st o c k s ol uti o n pr e p ar ati o n  w as  p erf or m e d  i n a  
c h e mi c al  ( pl asti c- c o at e d) f u m e h o o d  t h at w as  pr e- w as h e d  wit h  a  citr a n o x  
a ci d  d eter g e nt  ( Al c o n o x) a n d  wi p e d  wit h  1 0 %  H Cl  f oll o w e d b y  M Q  H 2 O  
pri or  t o us e.  

All  s ol uti o ns w er e  s p ar g e d wit h  N 2  g as i n s e al e d s er u m  or  m e di u m  
b ottl es  usi n g  pl asti c  t u bi n g at  a  g as  st ati o n. F or  r e a g e nts t h at w er e  O 2 -
s e nsiti v e, s ol uti o ns w ere  pr e p ar e d  i n a n  a n a er o bi c  c h a m b er  ( 9 5: 5 N 2 : H2 , 
C o y)  wit h  a n o xi c  O pti m a  w at er  (tr a c e- m et al gr a d e  f or I C P- M S). T his  
i n cl u d e d t h e pr e p ar ati o n  of  a m m o ni a  t etr at hi o m ol y b d at e (( N H4 )2 M o S 4 ) 
a n d  L- c yst ei n e  H Cl  st oc k s ol uti o ns. Gr o wt h  w as  t y pi c all y c o n d u ct e d  i n 
7 5  m L  of  m e di a  c o nt ai n e d  i n 1 6 5  m L  s er u m b ottl es,  or  2 0  m L  of  m e di a  
c o nt ai n e d  i n 7 0  m L  s er u m b ottl es.  S er u m  b ottl es  w er e  s e al e d wit h  n e w  b ut yl  
r u b b er st o p p ers t h at w ere  b oil e d  t hr e e ti m es i n M Q  H 2 O  a n d  w er e  c a p p e d  
wit hi n  t h e a n a er o bi c  c h a m b er.  T h e  h e a ds p a c es  of  t h e s er u m b ottl es  w er e  
fl us h e d  wit h  8 0: 2 0  N 2 : C O2  a n d  s er u m b ottl es  a n d  t h eir c o nt e nts  w er e  t h e n 
a ut o cl a v e d.  

M.  m ari p al u dis  w as  pr o vi d e d  wit h  0. 4 %  w/ v  s o di u m f or m at e, 1 0  m M  
a c et at e,  a n d  W olf e ’s vit a mi ns 2 8 . H o w e v er,  t h e c o m p ositi o n  of  o ur  tr a c e 
m et als  s ol uti o n w as  m o di fi e d  t o e x cl u d e  m ol y b d at e  a n d  f err o us ir o n; 
s o di u m m ol y b d at e  or  ( N H4 )2 M o S 4  w as  a d d e d  s e p ar at el y t o a  fi n al  

C o m m u ni c ati o n s  Bi ol o g y  | ( 2 0 2 4) 7: 1 3 3 7 9  

www.nature.com/commsbio
https://doi.org/10.1038/s42003-024-07049-w


htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 2 0 0 3- 0 2 4- 0 7 0 4 9- w  Arti cl e  

c o n c e ntr ati o n  of  5  µ M.  F err o us  ir o n w as  a d d e d  i n t h e f or m of  s y nt h etic 
m a c ki n a wit e  ( F e Sm a c k ), w hi c h  h as  pr e vi o usl y  b e e n  s h o w n t o s u p p ort 
gr o wt h 8 1  t o a  fi n al  c o n c e ntr ati o n  of  1 0  µ M.  I n t h e c as e  of  M o S 2  e x p eri m e nts,  
F e  w as  pr o vi d e d  as  F e Cl 2  t o a  fi n al  c o n c e ntr ati o n  of  2 5  µ M.  W h er e  s p e cifi e d,  
H S −  w as  a d d e d  t o a  fi n al  c o n c e ntr ati o n  of  1  m M,  or  a  mi xt ur e  of  s o di u m 
t hi os ulf at e a n d  L- c yst ei n e  w as  a d d e d  as  S  s o ur c e t o fi n al  c o n c e ntr ati o ns  of  
1  m M  e ac h.  All  c ult ur es  w er e  i n c u b at e d at  3 7  ° C a n d  o v er- pr ess uri z e d  wit h  
2. 0 4  at m  of  8 0: 2 0  N 2 : C O2 . 

M.  m ari p al u dis  w as  p ass a g e d  fi v e  ti m es ( 2 % v/ v  i n o c ul u m; ~ 3  ×  1 0 8  

t ot al c ells  i n 7 5  m L)  i n m e di u m  wit h o ut  M o  t o i n d u c e M o  li mit ati o n pri or  t o 
us e  as  a n  i n o c ul u m. Pri or  t o us e  as  i n o c ul u m, c ult ur es  f or us e  as  i n o c ul u m 
w ere  w as h e d  b y  a d diti o n  of  5  m M  nitril o a c eti c  a ci d 8 2  a n d  b y  s h a ki n g at  
~ 2 0 0  r p m o n  a  r ot or s h a k er ( 1 0 mi n)  b ef or e  c e ntrif u g ati o n  at  4 6 9 6  ×  g  f or 
2 0  mi n  at  r o o m t e m p er at ur e. C ult ur e  s u p er n at a nt w as  r e m o v e d vi a  a  st eril e 
pl asti c  s er ol o gi c al pi p ett e  i n a n  a n a er o bi c  c h a m b er.  T h e  c ell  p ell et  w as  t h e n 
r es us p e n d e d i n b as al  m e di u m  l a c ki n g M o  a n d  t he c ell  d e nsit y  w as  d eter -
mi n e d  i m m e di at el y pri or  t o i n o c ul ati o n ( 1 % v/ v  f or m ost  e x p eri m e nts).  

Q u a nti fi c ati o n  of  gr o wt h  
A cti vit y  a n d  gr o wt h  w er e  d et er mi n e d  b y  q u a ntif yi n g  h e a ds p a c e  C H 4  c o n -
c e ntr ati o n  a n d  c ell  d e nsit y.  C H 4  c o n c e ntr ati o ns  w ere  d et er mi n e d  usi n g  a n  
S RI  g as  c hr o m at o gr a p h  a s d escri b e d  pr e vi o usl y 8 1  or  usi n g  a  S hi m a d z u  G C -
2 0 1 4  i nstr u m e nt e q ui p p e d  wit h  a  H a ys e p  Q  c ol u m n  wit h  ultr a- hi g h- p urit y  
N 2  as  t h e c arri er  g as  a n d  a  T C D  d et e ct or.  F or  c ell  c o n c e ntr ati o n  d et er mi -
n ati o ns,  s u bs a m pl es of  c ult ur e  w ere  fi x e d  i n 2. 5 %  gl ut ar al d e h y d e  f or 4  h.  at  
4  ° C. C ells  w er e  t h e n c e ntrif u g e d  at  1 5, 0 0 0  x  g  f or 2 0  mi n  at 4 ° C  a n d t h e  
s u p er n at a nt w as  r e m o v e d. C ells  w er e  r es us p e n d e d i n b as al  m e di u m  pri or  t o 
c ell  e n u m er ati o n  wit h  a  P etr off- H a uss er  c ell  c o u nti n g  c h a m b er  vi a  bri g ht-
fi el d  mi cr os c o p y 2 8 . 

C h e mi c al  a n al y s e s  
Tr a nsf or m ati o ns  of  m ol y b d at e  or  t etrat hi o m ol y b d at e  w er e  tr a c k e d usi n g  
U V- Visi bl e  s p e ctr os c o p y i n 2 0  m L  of  b as al  m e di u m  i n a  7 0  m L  s er u m b ottl e  
wit h  st o c k a d diti o ns  as  d es cri b e d  i n t h e m ai n  t e xt. T h e  r e a ct ors w er e  
i n c u b at e d a n d  pr ess uri z e d  wit h  N 2 : C O2 . All  s a m pl es a n d  st a n d ar ds w er e  
pr e p ar e d  b y  fi lt eri n g o n e  m L  of  s a m pl e usi n g  a  1 3  m m  0. 2  µ m  P T F E  s yri n g e 
fi lt er i nt o dis p os a bl e  m et h a cr yl at e  c u v ett es  wit h  a  1  c m  p at hl e n gt h  t h at w as  
c a p p e d  wit h  p ol y et h yl e ne  c u v ett e  st op p ers wit hi n a n a n a er o bi c  c h a m b er.  
S a m pl es  w ere  t h e n i m m e di at el y pl a c e d  i nt o a  G e n es ys  1 5 0  s p e ctr o-
p h ot o m et er  a n d  ass a y e d  usi n g  t h e “s c a n”  f u n cti o n fr o m 2 8 0  t o 5 2 0  n m  wit h  
2  n m  i n cr e me nts. St a n d ar ds  of  m ol y b d at e  a n d  t etr at hi o m ol y b d at e w er e  
pr e p ar e d  fr es h a n d  a d d e d  i n c u v ett es  i n a n  a n a er o bi c  c h a m b er  a n d  w er e  
s e al e d b ef or e  r e m o v al fr o m t he c h a m b er  f or a n al ysis.  All  s c a ns w er e  r u n 
a g ai nst  a n  M Q  H 2 O bl a n k.  

M a s s  s p e ctr o s c o p y  of  bi o m a s s  a n d  s u p er n at a nt s  
Q u a ntit ati v e  a n al ysis  of  M o  of  di g est e d  bi o m ass  or  s u p er n at a nt fi ltr at e of  
a bi oti c  r e a ct ors w as  d o n e  o n  a n  A gil e nt  7 8 0 0  i n d u cti v el y c o u pl e d  pl as m a  
m ass  s p e ctr o m et er (I C P- M S) i n h eli u m  m o d e.  T o  pr e p ar e  c ells  f or I C P- M S, 
t h e y w er e  h ar v est e d  a n a er o bi c all y  vi a  c e ntrif u g ati o n  at  4 6 9 6  ×  g  f or 2 0  mi n  
at  4  ° C a n d  w as h e d  t hr e e ti m es i n 5  m M  nitril o a c eti c  a ci d  diss ol v e d  i n b as al  
m e di u m.  Aft er  t h e fi n al  w as h,  t h e s u p er n at a nt w as  r e m o v e d, a n d  t h e c ells  
w ere  r es us p e n d e d i n b as al  m e di u m  a n d  tr a nsf err e d i nt o pr e- w ei g h e d  
mi cr o c e ntrif u g e  t u b es. T h e  c ells  w er e  t h e n c e ntrif u g e d  ( 1 5, 0 0 0 x  g  f or 
1 5  mi ns,  4  ° C) a n d  t h e s u p er n at a nt r e m o v e d. T h e  c ell  p ell ets  w ere  t h e n dri e d  
o v er ni g ht  usi n g  a  h e at- bl o c k  at  6 0  ° C wit h  t he t u b es o p e n  a n d  c o v er e d  wit h  a  
cl e a n  Ki m wi p e  t o pr e ve nt  d ust  fr o m c o nt a mi n ati n g  t h e s a m pl es w hil e  
dr yi n g.  Aft er  dr yi n g,  t h e w ei g ht  of  t h e t u b es w as  d et er mi n e d  t o q u a ntif y  t h e 
bi o m ass.  T h e  bi o m ass  w as  t h e n diss ol v e d  i n 1  m L  of  1 5 %  tr a c e- m et al gr a d e  
H N O 3  a ci d  at  9 8  ° C o v er ni g ht  wit h  p eri o di c  mi xi n g  b y  v ort e x.  Aft er  dis -
s ol vi n g,  t h e s a m pl e w as  dil ut e d t o 3 %  H N O 3  wit h  O pti m a  H 2 O a n d  fi lt er e d 
i nt o a  cl e a n  t u b e ( 0. 2 2 µ m,  P T F E).  F or  a bi otic  M o S 2  r e a ct ors, s u p er n at a nt 
w as  s a m pl e d fr o m t h e t o p of  t h e r e a ct ors w hi c h  w as  t h e n fi lt er e d ( 0. 2 2 µ m,  
P T F E)  i nt o 1 5  m L  c e ntrif u g e  t u b es a n d  fr o z e n. Pri or  t o a n al ysis  t he M o S 2  

fi ltr at es w er e  a ci di fi e d  t o 3 %  H N O 3 . 

A ci di fi e d  fi ltr at es w er e  a n al y z e d  o n  a n  A gil e nt  7 8 0 0  I C P- M S e q ui p p e d  
wit h  a  Mi cr o Mist  n e b uli z er  ( A gil e nt), S P S 4  a ut os a m pl er  ( A gil e nt), a n d  
x-l e ns  ( A gil e nt). T h e  i nstr u m e nt o p er ati n g  c o n diti o ns  w er e  as  f oll o ws: R F  
p o w er,  1 6 0 0  W;  R F  m at c hi n g,  1. 8;  n e b ul i z er g as,  0. 6 8  L/ mi n;  o pti o n  g as,  
0. 0 %;  n e b uli z er  p u m p  s p e e d, 0. 1 0  r ps; S/ C  t e m p, 2  ° C; m a k e u p  g as,  
0. 2 7  L/ mi n;  e xtr act  1  l e ns, 0. 0  V;  e xtr act  2  le nses, − 1 9 5  V;  o m e g a  bi as,  
− 8 0  V;  o me g a  l e ns, 8. 8  V;  cell  e ntr a nce,  − 4 0  V;  cell  e xit,  − 6 0  V;  de fl e ct,  
1. 4  V,  pl ate  bi as,  − 5 5  V,  heli u m  fl o w  r ate, 5. 0  m L/ mi n;  oct u p ole  bi as,  − 1 8  V;  
oct u p ole  R F,  2 0 0  V;  a n d  e ner g y  discri m i n ati o n, 5. 0  V.  C o nce ntr ati o ns  were  
deter mi ne d  usi n g  a n  8  p oi nt  st a n d ar d cur ve  ( E n vir o n me nt al c ali br ati o n  
st a n d ar d, C PI  I nt er n ati o n al) r a n gi n g fr o m 0. 1  t o 5 0 0  p p b  usi n g  yttri u m  as  
a n  i nter n al st a n d ar d (I nter n al St a n d ar d  Mi x,  A gile nt).  D at a  ac q uisiti o n  a n d  
a n al ysis  were  d o ne  i n A gile nt  M as s H u nter 4. 6  ( versi o n C. 0 1. 0 6).  

Tr a n s cri pt o mi c s  
C ult ur es  of  M.  m ari p al u dis  w er e  h ar v est e d  d uri n g  l at e l o g p h as e  ( 2 4 h.  f or 
M o O 4

2 −  a n d  M o S 4
2 −  c o n diti o ns,  3 0  h.  f or n o  M o  c o n diti o n)  of  gr o wt h  f or 

R N A  e xtr a cti o n.  C ult ur es  w er e  br o u g ht  i nt o a n  a n a er o bi c  c h a m b er  a n d  
w ere  v a c u u m- fi lt er e d o v er  0. 2  µ m  S u p or  ( C yti v a) m e m br a n e  fi lt ers t h at 
w ere  t h e n tr a nsf err e d i nt o 2  m L  mi cr o c e ntrif u g e  t u b es. T h e  t u b es a n d  t h eir 
c o nt e nts  w er e  i m m e di at el y fl as h-fr o z e n  i n li q ui d nitr o g e n  a n d  st or e d at  
− 8 0  ° C. T ot al  R N A  w as  e xtr a ct e d  fr o m t he fi lt ers usi n g  t h e Tri z ol  m et h o d  as  
d es cri b e d  pr e vi o usl y 2 8 . D N A  c o nt a mi n ati o n  w as  c h e c ke d  b y  p erf or mi n g  
P C R  a m pli fi c ati o n  usi n g  ar c h a e al-s p e ci fi c  1 6 S  r R N A pri m ers.  T h e  R N A  
w as  s e nt t o t h e U ni v ersit y  of  Wis c o nsi n ’s G e n o m e  E x pr essi o n  C e nt er  f or 
q u alit y  c o ntr ol,  r R N A d e pl eti o n  usi n g  c ust o m  Met h a n oc occ us -s p e cifi c  
oli g o n u cle oti d es 2 8 , a n d  s e q u e n ci n g o n  a n  Ill u mi n a N o v a S e q  2  ×  1 5 0  b p  
(Ill u mi n a, S a n  Di e g o,  C A).  R N A  p air e d- e n d  r e a ds w er e  pr o c ess e d  t o r e m o v e 
a d a pt er  s e q u e n c es a n d  fi lt er r e a ds usi n g  Tri m G al or e!  ( v. 0. 6. 6) b ef or e  r e a ds 
w ere  ali g n e d  t o t h e r ef er e n c e M.  m ari p al u dis  g e n o m e  wit h  B o wti e 2  t o 
g e n er at e  tr a ns cri pti o n al pr o fi l es as pr e vi o usl y r e p ort e d2 8 . Bri efl y,  t h e m a p -
p e d  r e a ds t o t h e M.  m ari p al u dis  g e n o m e  w ere  e n u m er at e d  wit h  t h e H T- S e q  
a n d  st atisti c all y a n al y z e d  usi n g  t h e D E Se q 2  p a c k a g e  f or R.  A  si n gl e o utli er  
tr a ns cri pt o m e w as  r e m o v e d fr o m e a c h  tr e at m e nt b as e d  o n  si g nifi c a nt  
d e vi ati o n  fr o m t h e ot h er  t hr e e bi ol o gi c al  r e pli c at e pr o fi l es. T h e  R N A-
s e q u e n ci n g d at a  r e p ort e d i n t his p a p er  h a v e  b e e n  d e p osit e d  i n t h e N C BI  
G E O  d at a b as e  ( G S E 2 6 1 5 1 7). 

Di al y si s  e x p eri m e nt s  
T o  s e p ar at e c ells  fr o m M o S 2 , 1 2– 1 4  k D a  di al ysis  t u bi n g ( S p e ctr a P or, 
R e pli g e n)  w as  l o a d e d ( wit hi n a n  a n a er o bi c  c h a m b er)  wit h  t h e e q ui v al e nt  
a m o u nt  of  s y nt h eti c M o S 2  sl urr y us e d  t o gr o w  c ells  t h at h a d  dir e ct  c o nt a ct.  
B ef or e  us e,  t h e t u bi n g w as  fi rst cl e a n e d  b y  i n c u b ati n g it t wi c e i n M Q  H 2 O at  
6 0  ° C f or 2  h.  f oll o w e d b y  a  t hir d i n c u b ati o n i n 5 0 %  et h a n ol.  T h e  t u bi n g w as  
t h e n ri ns e d wit h  a n o xi c  M Q  H 2 O i n a n a n a er o bi c  c h a m b er a n d  w as l o a d e d  
wit h  M o S 2  vi a  m e c h a ni c al  mi cr o pi p ett e.  T h e  t u bi n g w as  s e al e d wit h  pl astic  
cli ps  t h at h a d  b e e n  m o di fi e d  t o fi t i nt o s er u m b ottl es  a n d  t h e o utsi d e  of  t h e 
t u b es a n d  cli ps  w er e  ri ns e d wit h  a n o xi c  M Q  H 2 O.  Pr e- pr e p ar e d  gr o wt h  
r e a ct ors c o nt ai ni n g  m e di u m  w ere  t h e n o p e n e d  i n t he a n a er o bi c  c h a m b er  
a n d  t h e t u bi n g w as  a d d e d  a n d  t h e r e act ors r es e al e d. Aft er  all  r e a ct ors h a d  
eit h er  e m pt y  t u bi n g ( p ositi v e a n d  n e g ati v e  c o ntr ols)  or  fi ll e d t u bi n g 
( e x p eri m e nt al c o n diti o n)  a d d e d,  t h ey  w er e  i n o c ul at e d a n d  t he h e a ds p a c e  of  
t h e r e a ct ors w as  i m m e di at el y fl us h e d  f or 1 5  mi n  wit h  0. 2  µ m  of  8 0: 2 0  
N 2 : C O2  t o r e m o v e c h a m b er  H 2 . T h e  r e a ct ors w er e  t h e n i n c u b at e d st ati c all y 
o n  t h eir si d es at  3 7  ° C. 

El e ctr o n  mi cr o s c o p y  
Fi el d- e missi o n  s c a n ni n g ele ctr o n  mi cr os c o p y  ( F E- S E M) w as  us e d  t o 
vis u ali z e  M.  m ari p al u dis  c ells.  T h e  c ells  w er e  fi rst fi x e d  i n gl ut ar al d e h y d e  
(s e e a b o v e)  a n d  d e h y dr at e d  f or 5  mi n  at  e a c h  c o n c e ntr ati o n  of  a n  et h a n ol  
s eri es of  5 0 %,  7 0 %,  8 0 %,  9 0 %,  9 5 %,  a n d  1 0 0 %  usi n g  a  mi cr o fi ltr ati o n a n d  
v a c u u m  a p p ar at us.  F or  c ells  gr o w n  wit h  s p e ci m e n M o S 2 , 5 0 %  ele ctr o n  
mi cr os c o p y- gr a d e  gl ut ar al d e h y d e  w as  i nj e cte d i nt o mi d-l o g  p h as e  c ult ur e  
b ottl es  t o a  fi n al  c o n c e ntr ati o n  of  2. 5  v/ v %.  T h e  c ult ur e  b ottl es  w er e  t h e n 
pl a c e d  at  4  ° C o v er ni g ht.  T h e  m e di u m  w as  t he n c ar ef ull y  p o ur e d  off,  l e a vi n g 
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t h e M o S 2  gr ai ns  i n t h e b ottl e.  P h os p h at e- b uff er e d  s ali n e w as  t he n a d d e d  t o 
t h e b ottl es,  all o w e d  t o i n c u b at e f or 1 5  mi n  at  4  ° C, a n d  t he n p o ur e d  off  t o 
r e m o v e r esi d u al gl ut ar al d e h y d e.  T h e  c ells  or  M o S 2  gr ai ns  w er e  fi lt er e d o nt o  
A u-s p utt ere d  0. 2  µ m  p ol y c ar b o n at e  fi lt ers ( Milli p or e, Si g m a)  a n d  air- dri e d  
wit hi n  a  p etri  dis h.  Aft er  dr yi n g,  t h e fi lt ers (s y nt h eti c M o S 2  c ult ur es)  or  
s p e ci m e n M o S 2  gr ai n  w ere  m o u nt e d  o nt o  F E- S E M  s a m pl e p e gs  usi n g  
d o u bl e-si d e d  c ar b o n  ( C) t a p e. F or  t h e M o S 2  gr ai ns,  cl e a n  f or c e ps w er e  us e d  
t o pl a c e  t h e gr ai ns  dir e ctl y  o nt o  t h e C  t a p e. S a m pl es  w er e  t h e n c o at e d  wit h  
iri di u m vi a  s p utt eri n g f or 1  mi n  wit h  a  2 0  m A  c urr e nt.  T h e  c ells  w er e  t h e n 
i m a g e d at  t h e I m a gi n g a n d  C h e mi c al  A n al ysis  L a b or at or y  at  M o nt a n a  St at e  
U ni v ersit y  usi n g  a  hi g h-r es ol uti o n  S u pr a  5 5 V P  el e ctr o n  mi cr os c o p e  ( Z eiss, 
T h or n w o o d,  N Y)  wit h  a  pri m ar y  el e ctr o n  b e a m  e ner g y  of  1  k e V  at  diff er e nt  
m a g ni fi c ati o ns.  Ele m e nt al  m a p pi n g  w as  p erf or m e d  wit h  a  1 5  k e V  b e a m  
e n er g y  a n d  a n  Ulti m  M a x  e ner g y- dis p ersi v e  x-r a y  s p e ctr o m eter ( O xf or d 
i nstr u m e nts) a n d  a n al y z e d  i n t h e A Zt ec  s oft w ar e p a c k a g e.  

St ati sti c s  a n d  r e pr o d u ci bilit y  
All  d at a  s h o w n ar e  m e a n  v al u es  of  at  le ast  t hr e e i n d e p e n d e nt bi ol o gi c al  
r e pli c at es, wit h  err or  b ars  d e n oti n g  t h e st a n d ar d d e vi ati o n,  u nl ess  i n di c at e d 
ot h er wis e  i n t h e fi g ur e  c a pti o n.  St atisti c al  a n al ys es  f or c ell  gr o wt h  d at a  w er e  
p erf or m e d  i n Mi cr os oft  E xc el  usi n g  t h e t w o- w a y t-t est ass u mi n g  u n e q u al  
v ari a n c e,  wit h  t h e p- v al u e  f or t h e t w o- w a y t-t est r e p ort e d as  si g nifi c a nt  w h e n  
p  <  0. 0 5.  F or  tr a ns cri pt o mi cs d at a,  si g nifi c a n c e  diff er e n c es  r e p ort e d ar e  t h e 
a dj ust e d  p - v al u e fr o m t h e W al d  t est c al c ul at e d  i n t h e D Es e q 2  p a c k a g e.  

R e p orti n g  s u m m ar y  
F urt h er  i nf or m ati o n o n  r ese ar c h d esi g n  is a v ail a bl e  i n t h e N at ur e  P ortf oli o  
R e p orti n g  S u m m ar y  li n k e d t o t his arti cl e.  

D at a  a v ail a bilit y  
All  d at a  g e n er at e d  or  a n al y z e d  d uri n g  t his st u d y ar e  i n cl u d e d i n t h e t e xt a n d  
fi g ur es  of  t his p u blis h e d  arti cl e  a n d  its S u p pl e m e nt ar y  M at eri als.  S e q u e n ci n g  
d at a  fr o m tr a ns cri pt o mi cs e x p eri m e nts  ar e  a v ail a bl e  t hr o u g h t h e N C BI  
G e n e  E x pr essi o n  O m ni b us  u n d er  t h e a c cessi o n  I D G S E 2 6 1 5 1 7.  A d diti o n -
all y,  pr o c ess e d  tr a ns cri pt o mi c d at a  c a n  b e  f o u n d i n S u p pl e m e nt ar y  D at a  
Fil e  1.  D at a  fr o m gr o wt h  st u di es a n d  a bi otic  e x p eri m e nts  ar e  pr o vi d e d  
s e p ar at el y i n S u p pl e me nt ar y  D at a  Fil e  2.  All  ot h er  d at a  ar e  a v ail a bl e  fr o m t h e 
c orr es p o n di n g  a ut h or  u p o n  r e as o n a bl e r e q u est. 

R e c ei v e d:  1  J ul y  2 0 2 4;  A c c e pt e d:  1 0  O ct o b er  2 0 2 4;  
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