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Ab ac

The die he c e e b a e i id e e e a -h a -g ce ( -ca ed e e ded a chae a d f e abb e ia ed C20-C25) i c ide ed a a ha a k f Ha a chaea, a c ade f a chaea h i i g de e e e high a i i ie . We he e e ab e e ded a chae cc e ce i diffe e a i e a a ic e i g i h a i i a gi g f ca. 50

(5 % NaC / ) a a i (ca. 350

). Thi de a e ha hi i id i e ic ed e e e a i e e i e b gge a i i a i i h e h d f ca. 50 ab e hich C20-C25 i c d ced. The i f C20-C25 e a i e ha f a chae (C20-C20) did a ea i ea de e de he a i i f he i e a d a e ia a i f e ced b H a d e e a e, e e i g i di ec e a a a i a i e a i i ba ed he e e da a e . A e e i e i e a e e ie f a chaea e b a e i id c i i f he high igh ed ha a a c ib e he di ib i f hi i id i he e i e a d ide ifie Na ia ba e ( e f he h ee de f Ha a chaea) a he ai ce. S a i ica a a i h ed ha , a g Ha a chaea, C20-C25 d ce di a H a d a i i g 
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  Ha hi ic a chaea; e e ded a chae ; ada a i H a d a i i ; di-O-h a -sn-g ce ; Fig. 1A) a d i e ga ed h g e ca ed e e ded a chae 2 (2-O-e e e a -3-O-h a -sn-g ce 2a a d i egi i e 2-O-h a -3-O-e e e a -sn-g ce 2b; Fig. 1A) a e he ai e f a chaea die he i id e c e ed. Whi e 1 i g ba di ib ed a g A chaea (e.g., T e e a ., 2020), 2 a i i ia de c ibed i ha a ka i hi ic a chaea (De R a e a ., 1982) bef e bei g de ec ed i -a ka i e h e a i e e i e (Tei id e a ., 1993) a d a e c ide ed a a ha a k f ha hi ic E a chae a f he c ade Ha a chaea (Da e a ., 2012 a d efe e ce he ei

  e-a d e a e i -ba ed e ae he i id i Methanomassiliicoccus lumin ensis, a e e e a i e f he e e h de f Me ha ge . A ied a d E i e a Mic bi g 82, 4505-4516. Bi ge , D., G id , A., Li , X., Hi ich , K.-U., Gie , S., Peck a , J.S., F ee a , K.H., Maca ad , J.L., 2012. M ec a cha ac e i , M., Ga bac a, A., G i i, A., 1986. S c e, bi he i , a d h ic che ica e ie f a chaebac e ia i id . Mic bi gica Re ie 50, 70-80. De R a, M., Ga bac a, A., Nic a , B., R , H.N.M., G a , W.D., B L ck, J.D., 1982. A a e ic a chaebac e ia die he i id f a ka i hi ic ha hi e . Mic bi g 128, 343-348. E hahed, M.S., Naja , F.Z., R e, B.A., O e , A., De e , T.A., K h , L.R., 2004. S e f a chaea di e i e ea a ab da ce f Ha hi ic a chaea i a -a , fide-a d f -ich i g. A ied a d E i e a Mic bi g 70, 2230-2239. E , R., Ej i g, C.S., A , B., 2016. H e i c ada a i a d he eg a i f e b a e i id . J a f M ec a Bi g , M ec a Bi g f Me b a e Li id 428, 4776-4791. G a , W.D., R , H.N.M., 1986. The ec g a d a f ha bac e ia. FEMS Mic bi g Re ie 2, 9-15.
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2. Ma e ia a d Me h d

  

	a A ge i a (Va de Pe i e ic i id ha a h a) a d a i e he i ed i d ce i -ike a chaea e b a e d f G ade e (H g e e a ., 2015). I f a i he e b a e i id c i i f a A chaea ecie e ed i he a ea i ea de e de a i i (Fig. 1B), e e i g he defi i i f a ca bec e a a i a i e e i e a e ai be f he i e iga ed. I bi he i a e de e de a (Da e a ., 2012). I ide di ib i Ha a chaea, Na ia ba e ( edia H = 9.2; Fig e 2B). S ch a bi da i de c ibed) a -e a Ha a chaea igh be e ib e f he d c i f 2
	ecifica ada ed high a ka i i a d S e edi e ha e bee a a ed i e i i e a e a c ec ed (N = 450). T e i a e he i f e ce f g g ic e (De R a e a ., 1982). die hi e he e e ecifica h a a e e a i a i e a i i gi e he e e da a e . I i ib e, h e e , ha e d be f a ic a i e e de e i e if he bi he i f 2 ca e i h a i i i hi Na ia ba e d i dica e ha he abi i he i e hi c d i a gge ha c f di g a a e e , i.e., a a d ada a i , igh i e i g i h de a e a i i .
	The de ec i c ide ed f he e e f 2 i edi e a a chi e ha bee c e e k (Tab e S1). Sedi e a e e e f ee e-d ied a d a cia ed i h he he d c i f 2, Ha a chaea (N = 277) e e ed be ee 2-i i e a d 2-ce ai ie i ked he a a i i a ea ed f he diffe e i e (Tab e S1) ( he e i e a a a e e ) i hi i di id a d ce , a d/ if he e a i e c a d a ce a fea e f a he ecie f hi de , hi e i a ch c ib e he di ib i f 2 i hi Ha a chaea. F i a ce, 2 igh I i e f he i f ag e ed i f a i c e a ai ab e he bi he i
	e e ce f Ha a chaea a d ed a a a ke f h e a i e/e a i ic e i e ac ed a ica [ e ha (MeOH) 2, dich e ha e (DCM)/MeOH (1:1, e ega i e ecie a d hei i a g h c di i ( a i i , H a d e e a e) a ha e b c ed ch a e ia i ea e a i hi be ee he e a i e i ab da ce f a chaea ecie d ci g hi c d ca e i h a i i ( he di ib i i hi Ha fe aca e a d Ha bac e ia e d gge ha e be f ada a i a d e e e H i Na ia ba e , hi e i igh ide he e ( d ce a d c di i ) f e e ded a chae , he e e d e c age f he
	(Bi ge e a ., 2014). A h gh e e a / ) 2, DCM 2] i g a a e e c a ed i g a -a a e ic e a ed f 2 a d a i i . O he he ha d, he a iab e ). he e de ha e adica gai ed hi bi k ad a age i Ha fe aca e a d Ha bac e ia e . e e e , he di ib i e e ac (H g e e a ., 2015; P a c f 2 i b h edia e f ed i h he P h ibi i ha a edi e a e ef ec he ic abi i b h i a ge e i e iga i f he h i gica e, e i e a cc e ce a d e ia e a
	A chaea a d e i e a ., 2018). The a i id e ac e a a a i ica ackage, a da a e e diffe e a i i c di i ha h e a he i e f a e a e a i h i gica a d ada i e f c i e e ch a g a hed e a i ica ge c a di ib ed. Media e e c ide ed i g i ike i ce a fe a e e e ge ce. A he h he i e ai he di ib i O a i ica a a i f he h ed ha he cc e ce f 2 i c e a ed he f 2 ( a e )e i e a i dica f hi i g i id.
	i e ai i c i h he a e (He ), He /DCM (1:1, / ), He /e h ace a e (3:1, / ), a d DCM/MeOH e e de d. F i a ce, hi c d ha bee e ed i ig ifica diffe e he P-a e e e be 0.05. he ficia edi e e e a a ed a d e f he -a edi e i hich 2 T f he e e e ia ada i e f c i f 2 a d a i i a d he g h i hi Ha a chaea i ha he abi i he i e hi i id e e ged a d c fe ed i a g h e e a e f Ha a chaea (P-a e = 0.523; Fig. 2B). Thi gge
	a cie (1:1, / ) a e e . The hi d f ac i , hich c ai ed f ee a c h , a i a ed a i e e e ce h i g i h gica e ide ce f high a i i ie a de ec ed e c ed e a i e hich c d ha e a e ed f a h e a i e a a e e , e ked f i cc e ce a g a he a chaea e b a e i id i c ea ed fi e de ec ia e i e a c di i , a d a h ai ai ed. ha e e a e ha e e e ed a ig ifica c he bi he i f 2 d i g
	(Na a icchi e a ., 2017). O he he ha d, e i i a e i h idi e/N,O-bi ( i e h i ) if ace a ide (1:1, / ) a d a a ed b ga -ba ed ab a 3. Re a d Di c i c di i . I a a be e i aged ha he cc e ce f 2 f he de e d he c i i a ai ab e i he i e a e (N= 450). I h d be e ha i ed ha a I a eff di e a g e he c ib i f a . e e e i he he g-e e i f hi c ade (Fig. S1A). I a ec de, h e e , ha
	ch e i i e a e da a a a g a h -a e a a a e e h cc e ce f 2 i Ha a chaea, e ga he ed f ec e (GC-MS) i g a Agi e 6890 ga ch a H e e a e. Beca e he e i ge e i he e e ha e die f c ed he i e a e he i -ab e e a e a i f e ce he i f hi i id i he e b a e f he a chaea gica IPL, i a
	ch a a e e a g a h c e e he ea he g h c di i	ed a Agi e 5975C a a ai ab e f a he died i e (Tab e S1), hei ec e e . C die e ed CL c i i b ai ed af e h d f a ecie i h de c ibed e b a e i id c	d e e e ia i f a i id i i (Fig. 2B).
	i jec ed c i f e ce e ac . Si ce he cc e ce f 2 c d a d e a a ed a HP5-MS ca i a c be a ia i e iga ed (Fig. S1). S i , f (30 0.25 e c ide ed b h IPL a d CL, i h d be bia ed b he T ide if a i e bg ha igh f i a ce e f he af e e i ed
	e a ed 0.25 he i i ed e f da a a ai ab e, a a a d i a NaC c ce a i (Da ) i g he f i g GC e e e a e g a : 60 C he d f 0.5 i , e a ., 2012). He e, e e ia i f e ce f b h a iab e he he e ge ei f he i e a e da a. C d 2 a e ed i 91 f 450 i f e ce f a , e e e e ed da a i g i i i ead f ica b i The c e e f a chaea i id c i i f he ace Ha a chaea a he ai
	e 20 C i -1 130 C he 4 C i -1 300 C he d f 45 i . The e e a e f he he e e ce f 2 i face edi e f a a ic e i e i h di e e i e ha 50 e ce i e f 2 a iced. R ee ed dec ea e i h i c ea i g i -i e e a e (i he a ge ecie , i h 87 ecie be gi g he h ee de f Ha a chaea, i.e., he . U ike he a e , i i e e e he babi i f a da a i be i a d ce f 2. A he a aj i f c e k Ha a chaea a e ab e
	a i i ie , a d ei e iga e i cc e ce i (ha )a chaea ba ed a e e i e -c i jec a g a ed a f ed: 60 C he d f 0.5 i , 200 C i -1 a i e d f G ade e i h a a i i f ca. 41 (Fig. 1B; Tab e S1). A h gh 15-30 C; Fig. S1A a d Tab e S1) hich c a i h e i b e a i ade Ha bac e ia e , Ha fe aca e a d Na ia ba e . The 4 addi i a ecie d ci g 2, ce ai egi f he (e.g., he a ge he egi he e da a i i c ai ) a d h i e a a i i be 100 , he e e ce f 2 i edi e i h a i i f ca. 40
	i e a e 300 C he d f 1 i . T a I C e (TIC) a d Se ec ed I M i i g (SIM) f e be e c ai i bi gica igi a d e ia e a a edi e f h e a i e d i h he highe a i i (ca. 350 , c e i g ab a c e f a i g e Ha a chaea ecie (Ya a chi, 2008). O he h be e de ic he da a e di ib i . Re h ed ha Ha a chaea 100 i i ig i g (Fig. 1B). H e e , 2 ha bee e ed i -ha hi ic
	( a e )e i he i / 130, 131, 426 a d 496 ( ecific f i a ed de i a i e f 1 a d 2; Tei id e a i dica . a a i he ha d, 2 a de ec ed i edi e i h H a e a gi g f 7.5 9.4 (Fig. he i i g 2 g i a a ig ifica highe H (7.45 . 7.30, P-a e = ecie di i c f Ha a chaea (i.e., i -ha hi ic e ha ge ; De R a e a .,
	e a ., 1993) e e ec ded. D e S1B a d Tab e S1), i i g 0.015) a d a i i (200 . 190 1986; G a a d R , 1986; Becke e a ., 2016) a d he i id c he a f 2 a d/ c a d diffe e H c di i f , P-a e = 0.035) ha -d ci g ecie (Fig. d c e i g d c i . La , i i f e
	i h 1 i a a e The ef e, e f c ed e a e , he ab da ce f 2 e a i e 1+2 (R) a de e i ed f c ide ed he cc e ce f 1 a d 2 de hei f ee f [i.e., a c e he a a i Ha a chaea (N= 277; Fig. 2A). C d 2 2B). H e e , a h gh ig ifica , he e diffe e ce a ea ed a he a a a chaea ecie i e cha ac e i ed. The ibi i ha a h e a ge f d ce
	2.1. Sedi e a eak a ea ea ed i id (CL) i h a ide ified i he aj i e a d i id a a i he SIM ch a g a , i h R = 2/(1+ 2) 100. I h d be h ha hi a head ] a d did ake i acc he e ia c -f c e k Na ia ba e (51 f 78 ecie , 16 aj i f e ce f g h H a d/ a i i he bi he i f 2. Thi e he e f 2 be ide Ha a chaea a c ib e he f hi i id bi a ke i
	S face edi e c i g f ed, h e e , ha he b h ea e e 31 i e i h a a i i a gi g f e e ib e, SIM a d TIC ig a 0 ac ica a i i bi a ke i e ic ed e e e a i e e i e , e e di g i e e i g cc e ce f he e die he a i ac a i id (IPL), a f d i i i g bi a . f 22 ge e a), b a e adica e ed i Ha bac e ia e (32 f 90 hi ha 2 a ha e a ed a e i he ( g-e ) ada a i f Ha a chaea H e i e i h c a ed a i i h ca be ed . O he he ha d,
	). h c di i , ecie ) e e i e iga ed f he e e ce f 1 a d 2 a ab e R a e (Tab e S1). a a i (ca. 350 i h a a i i d i ( ) ie ded c ca. 40-50 . Thi i i i e i h he cc e ce f 2 i H e e , c ide i g ha 1 a d 2 IPL a e ike e hibi i i a a head , hei ecie , 14 f 31 ge e a) a d Ha fe aca e (6 f 109 ecie , 2 f 18 a d a i i a ia i . L ki g e c e a hei i a g Ha a chaea ha e bee b e ed i -e e e a i e e i e ch a
	H e e , fe e ce i (Tab e S1). The diffe e i e i c de ake f e i ide hi c ade (e.g., Becke e a ., 2016). The e a he Ca adia P ai ie (P a c e a ., Mi ce e ha e , a a d ca b a e hich a e ed ha e f ed de -h d i a e d i g diage e i a e e ec ed be c e each he , h i i i g ge e a, i.e., Halorubrum a d Halalkaliarchaeum). S ch di i c di ib i f 2 ca ab e f he he i f 2 a e di ib ed i hi di i c g : e c ed e a ie (P d e a ., 2004; Si gh e a ., 2010), f -ich i g (E hahed e a .,
	i 2018) a d he Tibe a P a ea (Wa g e a ., 2020), a e f e id i ei he e f he a k chai i 2 c a ed 1 e F a ce (Ca a g e) a d i a 2.2. Li e a e e a d a i ica a a e The i f 2 did e ia bia e ef ec ed i he R a i ba ed CL a a i . Whe he hi a i be ee he h ee Ha a chaea de he idea ha fac c i g i f e hi ic Ha a chaea ( edia H = 7.2) a d e f a ka i hi ic 2004) hi hic ic bia a (Je e e a ., 2016), gge i g ha e ( e

c e f a i g e Ha a chaea ecie (f he de Ha bac e ia e ) ha e h ha he e a i e i f 2 i c ea e i h i c ea i g e e a e a d a i i (Ya a chi, 2008), hi e i cc e ce i hi a fe Ha a chaea ecie a ea ed C d 1 a d 2 e e de ec ed i 19 a d 10 f he 31 a e a a ed, e ec i e . O he i e id die he i id [e.g., ( ac )c c ic h d a ed1] e e de ec ed be ide 1 a d 2. A g he 19 ake he e 1 a b e ed, 2 a de ec ed i a i e i h a a i i a d ab e 50 , ie di g R a e be ee 1.7 a d 11.3 %, a d a de ec ed i ake i h a a i e e ) di a ed he highe i f 2 (R a e f ca. 11 %), i i a i f 2 e e a b e ed i i e i h a a i i be ee 70 a d 210 (Fig. 1B). The e e 2 a a bi a ke f h e a i e e i e a e i gge ed (Tei id e a ., 1993; Bi ge e a ., 2014), b f he e e e c di i f a i i (Na a icchi e a ., 2017). a e , Methanomassilicoccales l min ensis, Methanolobus tindarius, Methanosarcina barkeri a d Methanosarcina ma ei, e e a d di ib ed i hi -ha hi ic e ha ge (De R a e a ., 1986; G a a d R , 1986; Becke e a ., 2016). d ce d i g h -e acc i a i a i (Ya a chi, 2008; Fig. S1A).