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1 Zusammenfassung 

 
Im Gegensatz zu eukaryotischen Genomen, deren Genomvariation hauptsächlich aus 

Duplikationen und differenziellem Genverlust resultiert, wird die Evolution prokaryotischer 

Genome vor allem durch den Verlust von Genen sowie deren Gewinn über lateralen 

(horizontalen) Gentransfer geprägt. Diese Mechanismen erzeugen einen ständigen Genfluss 

zwischen prokaryotischen Genomen, der zur Ausbildung der Pangenomstruktur führt, welche 

aus einem konservierten Kerngenom besteht, das von einem variableren akzessorischen 

Genom umgeben ist. Im Laufe der Zeit führt dieser Genfluss zu Veränderungen im 

Genomrepertoire auf allen taxonomischen Ebenen. 

Im Rahmen dieser Arbeit werden prokaryotische Genflussraten anhand von 

Sequenzdivergenz konservierter Gene und Genomdivergenz kultivierter als auch 

metagenomisch assemblierter Genome berechnet und verglichen. Es wird untersucht, ob eine 

konstante Genflussrate in prokaryotischen Genomen vorliegt und inwieweit diese Genflussrate 

während der gesamten Genomevolution bestehen blieb. Dabei wird deutlich, dass die 

langfristige, durchschnittliche Rate des Genflusses über höhere prokaryotische Taxa hinweg 

konstant ist, wohingegen die Größe des akzessorischen Genoms, der Anteil des Genoms, der 

Unterschiede im Gengehalt für Genompaare aufweist, variiert. Die Ergebnisse weisen darauf 

hin, dass die Pangenomstruktur seit der Divergenz von Bakterien und Archaeen ein allgemeines 

Merkmal prokaryotischer Genome ist und somit auf LUCA, den letzten universellen 

gemeinsamen Vorfahren, zurückzuführen ist. 

Der kontinuierliche Genaustausch zwischen prokaryotischen Linien prägte nicht nur 

die Pangenomstruktur, sondern begünstigte auch die Verbreitung zentraler metabolischer 

Innovationen. Eines der wichtigsten Ereignisse, die eine starke Verbreitung metabolischer 

Innovationen zur Folge hatte, ist das Auftreten von molekularem Sauerstoff (engl. Great 

Oxidation Event, GOE) vor etwa 2,4 Milliarden Jahren, bei dem der atmosphärische 

Sauerstoffgehalt von 0 % auf 1 % der aktuellen atmosphärischen Konzentration (engl. present 

atmospheric level, PAL) anstieg.  

Im zweiten Teil der Arbeit werden anhand von 365 O2-abhängigen enzymatischen 

Reaktionen die wichtigsten physiologischen Anpassungen, die durch O2-abhängige Enzyme 

bewirkt wurden, untersucht. Traditionell wird Sauerstoff mit Atmung und damit 

einhergehender Energiegewinnung assoziiert. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass die Resistenz 

gegen Sauerstofftoxizität, teils durch den Ersatz O2-empfindlicher Enzyme durch neuartiger 
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O2-abhängiger Enzyme, bereits vorhanden gewesen sein musste, bevor O2 als Endakzeptor in 

die Atmungskette integriert werden konnte. Zellen mussten zunächst in der Lage sein in 

sauerstoffreichen Umgebungen zu überleben und erst dann konnten sie O2 tatsächlich zur 

Steigerung der Energieeffizienz nutzen. Auch der Einfluss von LGT auf O2-abhängige Enzyme 

im Vergleich zu O2-unabhängigen Enzymen wurde untersucht. Die O2-abhängigen Enzyme 

zeigen eine deutlich höhere Einwirkung von LGT als O2-unabhängige Gene, was darauf 

hindeutet, dass sie den Organismen, die sie beibehielten einen physiologischen Vorteil 

verschafften.  

Auch Sauerstoffreduktasen (bd-typ, HCO, AOX, PTOX), respiratorische Enzyme, die 

O2 im terminalen Schritt der O2-abhängigen Atmungskette zu Wasser reduzieren, gehören zu 

den O2-abhängigen Enzymen welche stark von LGT betroffen sind. Im letzten Teil der Arbeit 

wird das Alter von Genen, die für Sauerstoffreduktasen codieren untersucht sowie deren 

Verbreitung über prokaryotische Abstammungslinien hinweg anhand eines zeitkalibrierten, 

phylogenetischen Baumes dargestellt. Die daraus resultierenden Daten deuten darauf hin, dass 

Cytochrom-bd-Oxidasen (bd-typ), Häm-Kupfer-Oxidasen (HCO) und alternative Oxidasen 

(AOX, PTOX) im Zuge des GOE vor etwa 2,4 Milliarden Jahren entstanden sind und 

infolgedessen erheblichen lateralen Gentransfer unterzogen wurden. Die Ergebnisse 

beleuchten die Physiologie im Zusammenhang mit dem GOE und decken ein biologisches 

Modell auf, das die bisher ungeklärte δ13C-Isotopenanomalie der Lomagundi-Jatuli-Exkursion 

(LJE) vor etwa 2,3 Milliarden Jahren als Produkt eines einzigen cyanobakteriellen Enzyms 

direkt erklären kann.  
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2 Abstract 
 
 
Variation in gene content across eukaryotic genomes mainly results from gene duplications and 

differential gene loss. In contrast, the evolution of prokaryotic genomes is primarily driven by 

gene loss and the acquisition of new genes through lateral (horizontal) gene transfer. These 

mechanisms generate a continuous flux of prokaryotic genes, leading to the formation of a 

pangenome structure, composed of a conserved core genome surrounded by a more variable 

accessory genome. Over time, this gene flux progressively shapes the genomic gene repertoire 

at all taxonomic levels. 

In this work, prokaryotic gene flux rates are calculated and compared based on 

sequence divergence of a conserved, universally distributed gene set and genome divergence 

of cultivated as well as metagenomically assembled genomes. Linear regression models were 

used to investigate whether a universal and constant rate of gene flux exists in prokaryotic 

genomes and to what extent this gene flux remained constant throughout prokaryotic genome 

evolution. The analysis revealed a constant long-term average rate of gene flux across higher 

prokaryotic taxa. However, the size of the accessory genome and the proportion of the genome 

differing in gene content between genome pairs varies between taxa. The results suggest that 

the pangenome structure has been a common feature of prokaryotic genomes since the 

divergence of the bacterial and archaeal lineages and can therefore be traced back to LUCA, 

the last universal common ancestor. 

The continuous exchange of genes between prokaryotic lineages not only shapes the 

pangenome structure, but also promotes the spread of key metabolic innovations. One of the 

most important events that led to the widespread distribution of metabolic innovations was the 

Great Oxidation Event (GOE) approximately 2.4 billion years ago, during which atmospheric 

oxygen levels rose from 0% to 1% of the present atmospheric level (PAL). 

In the second part of the thesis, the most important physiological adaptations caused by 

O2-dependent enzymes are examined on the basis of 365 O2-dependent enzymatic reactions. 

Traditionally, oxygen is associated with respiration and the associated energy production. 

However, the results show that resistance to oxygen toxicity, partly through the replacement of 

O2-sensitive enzymes with novel O2-dependent enzymes, must have already been present 

before O2 could be integrated into the respiratory chain as the terminal acceptor. Cells first had 

to be able to survive in oxygen-rich environments before they could actually use O2 to increase 

energy efficiency. The influence of LGT on O2-dependent enzymes compared to O2-
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independent enzymes was also investigated. O2-dependent enzymes show a significantly 

higher impact of LGT than O2-independent genes, suggesting that they provided a 

physiological advantage to the organisms that retained them. 

Oxygen reductases (bd-type, HCO, AOX, PTOX), respiratory enzymes that reduce O2 

to water in the terminal step of the O2-dependent respiratory chain, are also among the O2-

dependent enzymes that are strongly affected by LGT. The last part of this thesis investigates 

the age of genes encoding oxygen reductases and their distribution in the course of the GOE 

using an independently generated time-calibrated phylogenetic tree. The resulting data suggest 

that cytochrome-bd-oxidases (bd-type), heme-copper oxidases (HCO), and alternative oxidases 

(AOX, PTOX) arose during the GOE about 2.4 billion years ago and have consequently 

undergone extensive lateral gene transfer. The findings shed light on microbial physiological 

adaptations surrounding the GOE and reveal a biological model that can directly account for 

the previously unexplained δ13C isotope anomaly of the Lomagundi-Jatuli Excursion (LJE) 2.3 

billion years ago as the product of a single cyanobacterial enzyme. 
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3 Einleitung 
 

 

3.1 Variation prokaryotischer Genome und lateraler Gentransfer 
 

Seit 1965, als die ersten Argumente für molekulare Phylogenien in den Vordergrund traten, sind 

Gensequenzen immer wichtiger für Studien der Prokaryotenevolution geworden (Zuckerkandl 

& Pauling 1965, Doolittle 1999). Es werden immer schnellere Methoden zur Sequenzierung 

von prokaryotischen Genomen entwickelt, wie zum Beispiel die Hochdurchsatz-

Sequenzierungsmethoden (engl. Next-Generation Sequencing, NGS) Roche-454 Life Sciences 

(Margulies et al. 2005), Solexa-Illumina (Hu et al. 2015), oder ABI-SOLiD (McKernan et al. 

2009). Aus der stetig wachsenden Anzahl an sequenzierten Genomen und großflächigen 

Sequenzvergleichen wurde zunehmend deutlich, dass die Varianz zwischen prokaryotischen 

Genomen derselben sowie unterschiedlicher Spezies viel höher war als zuvor angenommen 

(Pallen & Wren 2007). Zum einen weisen prokaryotische Genome große Unterschiede in ihrer 

Genomgröße auf, die von ca. 150 Kilobasenpaare (kb) in intrazellulären Endosymbionten 

(McCutcheon & Moran 2012) bis zu ungefähr 14,8 Megabasenpaare (Mb) in Myxobakterien 

(Han et al. 2013) reichen. Des Weiteren variieren sie stark in ihrem Genrepertoire (Perna et al. 

2001), auch zwischen nah verwandten Stämmen. Ein Beispiel hierfür sind die Escherichia coli 

Stämme K-12 und O157:H7, welche sich bei vergleichbarer Genomgröße im Gengehalt um ca. 

25 % unterscheiden (Hayashi et al. 2001). 

Diese beobachteten Unterschiede zwischen prokaryotischen Genomen lassen sich vor 

allem auf drei Mechanismen zurückführen: Generwerb, Genverlust und Genveränderungen 

(Mira et al. 2001, Puigbò et al. 2014). Dabei tragen Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (engl. 

single-nucleotide polymorphisms, SNPs), Duplikationen und Rekombinationen nur 

geringfügig zur Variation prokaryotischer Genome bei (Pallen & Wren 2007, Treangen & 

Rocha 2011, Tria & Martin 2021). Prozesse, die in Prokaryoten den größten Teil genomischer 

Variation ausmachen, sind Genverlust sowie der Austausch von Genen über Artgrenzen 

hinweg, auch als lateraler Gentransfer bezeichnet (LGT; Pallen & Wren 2007, Treangen & 

Rocha 2011). Im Gegensatz dazu haben Duplikationen beispielsweise einen größeren Einfluss 

auf die Variation eukaryotischer Genome, da eukaryotische Genome nicht durch lateralen 

Gentransfer nennenswert beeinflusst werden (Albalat & Cañestro 2016, Stull et al. 2021). 

LGT umfasst den Transfer von Genen innerhalb von Arten sowie über Artgrenzen hinweg 

(Doolittle 1999, Koonin et al. 2001, Arnold et al. 2022). Dabei unterscheidet man zwischen 

drei klassischen Mechanismen: Transformation, Konjugation und Transduktion (Abe et al. 
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2020, Arnold et al. 2022). Bei der Transformation nehmen prokaryotische Zellen Erbgut direkt 

aus ihrer freien Umgebung auf, was dazu führen kann, dass Desoxyribonukleinsäure (DNA) 

zwischen stark divergenten Organismen ausgetauscht wird. Es unterstützt jedoch auch die 

Verbreitung von Genen innerhalb von Arten, da diese oft unter ähnlichen Umweltbedingungen 

leben (Dubnau 1999, Ochman et al. 2000). Wie bei der Transformation, ist es auch bei der 

Transduktion nicht erforderlich, dass Donor- und Akzeptororganismus gleichzeitig am selben 

Ort auftreten. Als Transduktion wird der Transfer von DNA über Bakteriophagen hinweg 

beschrieben. Wenn ein Bakteriophage innerhalb des Donororganismus DNA-Fragmente in das 

Phagenkapsid aufnimmt, können diese in das Erbgut eines anderen Wirtes des Bakteriophagen 

eingebaut werden. Dieser Prozess ist jedoch davon abhängig, dass die Wirtsorganismen 

spezifische Rezeptoren für den Bakteriophagen besitzen (Jiang & Paul 1998, Ochman et al. 

2000). Anders als bei der Transformation und Transduktion müssen bei der Konjugation 

Donor- und Akzeptorzelle in Kontakt miteinander treten. Der unidirektionale Transfer von 

Plasmiden und Transposons wird über den Pilus bei Gram-negativen Bakterien oder 

oberflächenlokalisierten Proteinadhäsinen bei Gram-positiven Bakterien sowie einer 

Konjugationsbrücke ermöglicht (Ochman et al. 2000, Chen et al. 2005). Zusätzlich zu den 

klassischen drei Mechanismen von LGT wird prokaryotische DNA auch lateral über weitere 

nicht-kanonische Wege transferiert. Dazu gehören Gentransfer-Agenten, Nanoröhren (engl. 

Nanotubes) und Membran-Vesikel (Abe et al. 2020, Arnold et al. 2022). Gentransfer-Agenten 

sind Phagen-ähnliche DNA-Transporter, die von einer Donorzelle produziert werden und in 

die Umwelt freigelassen werden (Lang und Beatty 2007, Popa & Dagan 2011). Dieser Prozess 

ist der Transduktion sehr ähnlich. Jedoch sind Gentransfer-Agenten bisher nicht dafür bekannt, 

Gene über Artgrenzen hinweg zu transferieren. Auch die Länge der DNA-Sequenzen, die über 

Gentransfer-Agenten weitergegeben werden können ist mit ca. 4,4 – 14kb geringer als bei 

Bakteriophagen, die bis zu 100kb DNA aufnehmen können (Ochman et al. 2000; Lang und 

Beatty 2007). Nanoröhren sind Kanäle, die zwischen bakteriellen Zellen der gleichen sowie 

unterschiedlicher Spezies gebildet werden. Darüber können die Zellen kleine zytoplasmatische 

Moleküle, Proteine und nicht-konjugative Plasmide bidirektional austauschen (Dubey und 

Ben-Yehuda 2011). Ein weiterer nicht-kanonischer Mechanismus von LGT zwischen 

Prokaryoten sind Membran-Vesikel, von einer Lipid-Doppelschicht umschlossene Partikel, die 

DNA aus der Umwelt tragen und somit das Potenzial für LGT besitzen. Sie sind in Gewässern 

weit verbreitet und können Plasmide innerhalb einer Art sowie über Artgrenzen hinweg 

weitergeben (Abe et al. 2020). 
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 Generell wird angenommen, dass bis zu 96 % aller Gene in einem prokaryotischen 

Genom mindestens einmal durch LGT transferiert wurden (Kunin & Ouzounis 2003, Dagan et 

al. 2008). Da die Genomgrößen prokaryotischer Organismen im Vergleich zu eukaryotischen 

Genomen nur begrenzt variieren, muss Generwerb, der aus LGT resultiert, durch balancierende 

Prozesse ausgeglichen werden. In prokaryotischen Genomen wird dies durch den Verlust von 

Genen gewährleistet, deren Funktion aufgrund früherer Mutationen in der Gensequenz 

inaktiviert wurde (Mira et al. 2001, Kunin & Ouzounis 2003). Zusätzlich können durch 

genetische Drift auch ganze Gruppierungen von Genen verloren gehen (Mira et al. 2001). 

Häufig zeigen kleinere prokaryotische Genome einen erhöhten Anteil an Genverlust auf, der 

bis zu zwei- bis dreimal höher ist als der Beitrag lateralen Gentransfers, wohingegen größere 

Genome tendenziell stärker durch LGT beeinflusst werden (Kunin & Ouzounis 2003, 

McCutcheon & Moran 2012, Puigbò et al. 2014). 

Durch das Einwirken von LGT und Genverlust über geologische Zeiträume entsteht eine 

hohe Diversität in prokaryotischen Genomen, welche wichtig für die Anpassung an 

verschiedenste Lebensräume ist. Die Genome spiegeln ein Mosaik wider, dessen Elemente 

Gene darstellen, die ursprünglich von unterschiedlichen Spezies aus unterschiedlichen 

Abstammungslinien stammen und somit hochdynamisch sind (Lawrence & Ochman 1998, 

Martin 1999, Arnold et al. 2022). Die Diversität erschwert jedoch auch eine Einteilung 

prokaryotischer Organismen in Spezies (Doolittle 1999). Mehrere Wissenschaftler bevorzugen 

deswegen phylogenetische Netzwerke, um dynamische Beziehungen zwischen 

prokaryotischen Stämmen darzustellen. Im Gegensatz dazu setzen klassische verzweigte 

Bäume voraus, dass alle lebenden Arten von einer kleineren Anzahl an ursprünglichen 

Vorfahren, bis zurück zu dem ersten universellen Vorfahren, abstammen (Darwin 1860, 

Doolittle 1999, Martin 1999, Kunin et al. 2005, Huson & Bryant 2006). 

 

 

3.2 Artbildung und das prokaryotische Pangenom 
 

In der Zeit vor dem Einsatz von molekularen Sequenzen in der Phylogenie, basierte die 

Systematik aller Einzeller auf physiologischen und morphologischen Merkmalen (Whittaker 

1969). Die sequenzbasierte Klassifikation prokaryotischer Genome in Spezies hat sich im 

Laufe der Zeit kontinuierlich weiterentwickelt. Zunächst wurde in den 1960ern die Methode 

der DNA-DNA Hybridisierung (DDH) entwickelt, bei der zwei Genome zu der gleichen 

Spezies gezählt werden, wenn mehr als 70 % DNA-DNA Übereinstimmung vorhanden ist und 
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ähnliche phänotypische Charakteristika nachweisbar sind (Wayne et al. 1987). Die DDH wurde 

später in den 80er Jahren standardisiert, jedoch ist die Methode, aufgrund der hohen Menge an 

DNA die benötigt wird, zeitaufwendig und arbeitsintensiv (Goris et al. 2007). Carl Woese und 

George Fox führten daraufhin 1977 die Nutzung von 16S ribosomalen Ribonukleinsäure-

Genen (rRNA) in der Phylogenetik ein (Woese & Fox 1977). 16S rRNAs galten lange als 

universelle, vertikal vererbte Gene, die einen molekularen Uhrencharakter sowie ein starkes 

phylogenetisches Signal aufweisen (Woese 1987, Yarza et al. 2008, Boughner & Singh 2016). 

Jedoch haben Berichte über LGT- und Rekombinations-Ereignisse in 16S rRNA Zweifel an 

ihrer universellen Verwendung in der Spezies-Phylogenie genährt (Tourova et al. 2001, 

Kitahara & Miyazaki 2013, Jain et al. 2018). Auch die Nutzung von nur einem Gen als 

Repräsentant eines ganzen Genoms wurde hinterfragt (Konstantinidis & Tiedje 2004). 

Infolgedessen entstanden mit der Zeit Methoden, welche auf Sequenzvergleichen mehrerer 

Gene beruhen. Dazu zählt zum Beispiel die Multilocus-Sequenztypisierung, welche 

Unterschiede in der Nukleotidsequenz hauswirtschaftlicher (engl. housekeeping) Gene nutzt, 

um Mikroorganismen zu gruppieren (Maiden et al. 1998). Eine weitere Alternative für 

sequenzbasierte Gruppierungen von Genomen in Spezies ist die durchschnittliche Nukleotid-

Identität (engl. average nucleotide identity, ANI) konservierter Gene. Im Vergleich zu 

vorherigen Methoden wie der 16S rRNA-Sequenzdivergenz oder der DDH zeigt sich, dass die 

ANI, besonders auf der Speziesebene, Ähnlichkeiten und Unterschiede zwischen Genomen 

detaillierter aufdecken kann (Konstantinidis & Tiedje 2004, Goris et al. 2007). Die anhand von 

ANI definierten Gruppierungen von Genomen (ca. 95 % ANI) scheinen aber nicht immer zur 

selben Spezies zu gehören. Bisher genannte Methoden liefern somit zwar erste Ergebnisse für 

die Bestimmung prokaryotischer Spezies, sind jedoch in keinem Fall fehlerfrei. Dadurch blieb 

die Suche nach einem Ansatz der Speziesdefinierung, der flexibler ist und die ökologischen 

Besonderheiten der Spezies einbindet, zunächst erfolglos (Konstantinidis & Tiedje 2004). 

Aufgrund der stetig wachsenden Anzahl sequenzierter Genome wurde eine immer 

größere intraspezifische Diversität erfasst (Pallen & Wren 2007, Konstantinidis & Tiedje 

2004). Es stellte sich die Frage, wie viele Sequenzen innerhalb einer prokaryotischen Spezies 

benötigt werden, um sie überhaupt akkurat darstellen zu können (Tettelin et al. 2005, Tettelin 

et al. 2008). Einige Wissenschaftler folgerten, dass eine Einteilung in Cluster von Genomen 

eine realitätsnähere Gruppierung darstellt. Dazu gehörte auch die Gruppe um Hervé Tettelin, 

die 2005 das Pangenom als eine Darstellung von Genomunterschieden und -gemeinsamkeiten 

einer Spezies einführte (Tettelin et al. 2005). Ein Pangenom lässt sich in das Kerngenom (engl. 

core genome), das Gene umfasst, die in allen untersuchten Genomen vorkommen, und in das 
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akzessorische Genom (engl. accessory genome), in dem alle restlichen Gene zusammengefasst 

sind, einteilen (Tettelin et al. 2005, Tettelin et al. 2008). Später wurde auch eine Einteilung in 

vier Gruppen vorgeschlagen, bei der das Pangenom in das Kern-, weiche Kern- (engl. soft 

core), akzessorische und Wolkengenom (engl. cloud) eingeteilt wurde. Das weiche Kerngenom 

umfasst Gene, die in mindestens 95 % aller Genome vorkommen, jedoch nicht universell sind. 

Das akzessorische Genom hingegen beinhaltet Gene, die in mehr als 1 % der Genome 

vorkommen, aber in weniger als 95 % und im Wolkengenom befinden sich alle Proteinfamilien, 

die genomspezifisch sind (Sonnenberg et al. 2020, Matthews et al. 2024). Generell wird das 

Kerngenom oft als die Essenz der Spezies bezeichnet, weil sich hauptsächlich Gene, die 

hauswirtschaftliche oder regulative Funktionen für den Organismus haben, darin finden lassen 

(Tettelin et al. 2005, Medini et al. 2005). Diese Gene sind im Allgemeinen weniger durch LGT 

beeinflusst, wodurch die Größe des Kerngenoms gleich bleibt, unabhängig davon wie viele 

Genome dem Pangenom hinzugefügt werden. Im akzessorischen Genom hingegen codiert ein 

Großteil der Gene für mobile Elemente, Antibiotikaresistenzen oder speziesspezifische 

Funktionen (Tettelin et al. 2005, Tettelin et al. 2008, Vernikos et al. 2015). Sie bilden ein 

Reservoir an Funktion und unterliegen häufig LGT, um neue Eigenschaften zur Anpassung an 

neue Nischen zu erlangen (Tettelin et al. 2005, Tettelin et al. 2008, Vernikos et al. 2015, 

Segerman 2012). Das akzessorische Genom spiegelt somit die Vielfalt der Spezies wider und 

kann mit steigender Anzahl an Genomen schneller oder langsamer anwachsen (Medini et al. 

2005). Dieses Wachstum kann anhand der Anzahl genomspezifischer Gene, die mit jedem 

weiteren Genom hinzugefügt werden, gemessen werden und ermöglicht eine Klassifikation des 

Pangenoms als offen oder geschlossen. Ein offenes Pangenom zeichnet sich dadurch aus, dass 

die Anzahl an genomspezifischen Genen wächst, je mehr Genome dem Pangenom hinzugefügt 

werden. Spezies, die ein offenes Pangenom aufweisen, sind oft an wechselnden 

Umweltbedingungen angepasst und offener für Gentransfer (Medini et al. 2005). Um das 

Genrepertoire einer Spezies mit einem offenem Pangenom darstellen zu können, würden somit 

eine sehr hohe Anzahl an Sequenzen benötigt werden (Tettelin et al. 2008, Vernikos et al. 

2015). Hogg et al. (2007) erweiterte die Theorie des offenen Pangenoms durch ein Modell, das 

anhand der Genverteilung über verschiedene Genome hinweg die finale Anzahl der Gene im 

Pangenom schätzt, die benötigt wird, um eine Spezies akkurat darstellen zu können. 

Wenn die Anzahl an neuen Proteinfamilien jedoch gegen null tendiert, je mehr Genome 

hinzugefügt werden, wird das Pangenom als geschlossen bezeichnet. Das lässt darauf 

schließen, dass das gesamte Genrepertoire der Spezies charakterisiert wurde (Tettelin et al. 

2005, Medini et al. 2005, Vernikos et al. 2015). Spezies, die in isolierten Nischen leben und 
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konserviert sind, weisen eher ein geschlossen Pangenom auf, da sie durch ihre Lebensweise 

einen eingeschränkten Zugriff auf den globalen, mikrobiellen Genpool haben (Medini et al. 

2005).  

Im Vergleich zu früheren Methoden zur prokaryotischen Speziesdefinierung, erlaubt das 

Pangenom-Konzept eine flexiblere Einteilung, da es sowohl quantifizierbare, genomische 

Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten einer Spezies aufzeigt und genetische sowie 

ökologische Einflüsse in die Klassifizierung von Arten mit einbezieht. 

 

 

3.3 Metagenome 
 
Trotz der starken Zunahme an neu sequenzierten Genomen, die durch Methoden wie NGS in 

Datenbanken hinterlegt werden konnten, wird davon ausgegangen, dass nur ein minimaler 

Anteil aller prokaryotischer Organismen bis heute sequenziert ist (Rappé & Giovannoni 2003, 

Segerman 2012, Lok 2015). Der Hauptgrund hierfür ist, dass viele Organismen nicht oder nur 

in Verbindung mit aufwändigen und teuren Laborbedingungen kultivierbar sind, da ihre 

natürlichen Lebensräume umweltbezogene, physikalische, biochemische und genetische 

Komplexitäten aufweisen (Garza & Dutilh 2015). Diese Organismen werden oft auch unter 

dem Begriff „mikrobielle dunkle Materie“ (engl. microbial dark matter) zusammengefasst 

(Marcy et al. 2007, Rinke et al. 2013, Lok 2015). 

Aufgrund dessen werden metagenomisch assemblierte Genome (engl. metagenomic-

assembled genomes, MAGs) mit Hilfe von bioinformatischen Algorithmen erstellt. Zunächst 

wird dazu jegliche DNA aus Umweltproben sequenziert, woraus eine Probe von einzelnen 

DNA-Stücken unterschiedlichster Organismen resultiert, das sogenannte Metagenom (Garza 

& Dutilh 2015, Setubal 2021). Die einzelnen DNA-Stücke werden dann anhand von ähnlichen 

Eigenschaften (z.B. Tetranukleotid-Frequenzen, komplementäre Markergene, taxonomischen 

Alignments und Codonverwendung), so gruppiert, dass sie demselben Organismus angehören, 

um die ursprüngliche Genomsequenz zu rekonstruieren (Garza & Dutilh 2015, Yang et al. 

2021).  

 Die aktuell verfügbaren Algorithmen zur Rekonstruktion von MAGs sind jedoch noch 

nicht ausgereift, wodurch sich erhebliche Unterschiede in den Qualitäten der einzelnen MAGs 

ergeben (Mardis et al. 2002, Chain et al. 2009). Um qualitativ unverlässliche MAGs von 

Studien ausschließen zu können, wurden bioinformatische Programme entwickelt, welche die 

Qualität von MAGs anhand ihrer Vollständigkeit und Kontamination schätzen. Vollständigkeit 
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beschreibt die Menge von taxonspezifischen oder -unspezifischen Markerproteinen, welche in 

einem MAG erwartet werden. Kontamination bezieht sich auf den Anteil der Sequenzen, die 

nicht zum Zielorganismus gehören (Manni et al. 2021, Parks et al. 2015). Zu diesen 

Programmen zählen BUSCO (Benchmarking Universal single-Copy Orthologue tool; Simao 

et al., 2015), CheckM (Parks et al. 2015) und CheckM2 (Chlovski et al. 2023). Oft wird die 

Qualität eines MAGs anhand einer Kombination aus beiden Qualitätsparametern durch die 

folgende Gleichung (Parks et al. 2017) bestimmt: 

 

Qualität = Vollständigkeit – 5 * Kontamination 

 

Ein Threshold von 50 % Qualität wird des Öfteren als geeignet angesehen, um ein MAG als 

hoch qualifiziert und vertraulich einzustufen (Parks et al. 2018, Pasolli et al. 2019, Nayfach et 

al. 2021, Almeida et al. 2021). Jedoch ist bei der Interpretation von MAGs Vorsicht geboten, 

da niedrige Qualitätsschwellenwerte das Risiko fehlerhafter Ergebnisse in wissenschaftlichen 

Analysen erhöhen können. 

 

 

3.4 Sauerstoffevolution 
 

Die Veränderung von Pangenomen über geologische Zeitspannen beruht auf mehreren 

evolutionären als auch ökologischen Mechanismen. Dazu gehören zum einen LGT, 

ökologische Nischenvielfalt, aber auch selektiver Druck (McInerney et al. 2017, Touchon et 

al. 2020). Umweltereignisse, welche einen starken selektiven Druck ausüben, können zu einer 

erhöhten Menge an Genfixierung in Organismen führen und begünstigen damit die Verbreitung 

zentraler metabolischer Innovationen über prokaryotische Abstammungslinien hinweg. Dazu 

zählt auch das Große Sauerstoffereignis vor ca. 2,4 Milliarden Jahren, bei dem molekularer 

Sauerstoff (O2) das erste Mal in der Erdatmosphäre auftrat (Holland 2002, Gumsley et al. 

2017). Cyanobakterien, die maßgeblich zur Produktion von O2 während des GOE beitrugen, 

nutzen zwei auf Chlorophyll basierende Photosysteme (PSI & PSII) um Kohlenstoffdioxid 

(CO2) und Stickstoff (N2) mit Hilfe von Elektronen zu fixieren, die sie aus Wasser (H2O) 

extrahiert haben. Dabei entsteht Sauerstoff im Photosystem II, der schließlich zur Erhöhung 

der atmosphärischen O2-Konzentration führte (Shen 2015, Kato et al. 2021, Fischer et al. 2016, 

Demoulin et al. 2024). Einige Wissenschaftler argumentieren jedoch, dass aufgrund von 

Spurenmetallanreicherungen, die auf oxidative Verwitterung von terrestrischen Sulfiden 
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hinweisen, bereits sogenannte Hauche (engl. whiffs), kurzzeitige Spuren von 

Sauerstoffkonzentration, circa 50 bis 600 Millionen Jahre vor dem Großen Sauerstoff Ereignis 

in der Atmosphäre auftraten (Anbar et al. 2007, Czaja et al. 2012, Crowe et al. 2013). Es 

wurden auch zeitlich begrenzte Schwefelisotopensignale oder Quecksilbervorkommen genutzt, 

um frühe Veränderungen des atmosphärischen O2-Gehalts zu bestimmen (Kaufman et al. 2007, 

Meixnerová et al. 2021). Diese Hypothesen werden jedoch kontrovers diskutiert und neuere 

Studien nehmen an, dass die kurzzeitigen Signale für O2-Anreicherungen vor dem GOE 

erklärbar sind durch die Oxidation von 2,45 Milliarden alten Sedimentproben, die bereits unter 

anaeroben Bedingungen abgelagert wurden (Slotznick et al. 2022). Eine weitere Hypothese für 

Sauerstoffkonzentrationen vor dem GOE besagt, dass O2 durch abgeriebenen Quarz in 

Küstenzonen synthetisiert wurde (He et al. 2021, He et al. 2023, Stone et al. 2022). Jedoch 

entsteht dabei eine hohe Menge an Wasserstoffperoxid (H2O2), welches durch seine hohe 

Reaktivität nicht zu einer signifikanten Steigerung der O2-Konzentration in der Atmosphäre 

beitragen könnte (Koppenol & Sies 2024, Mrnjavac et al. 2024a, Mrnjavac et al. 2024b). Auch 

Mangan-Knollen, die auf dem Meeresboden zu finden sind, sollen Sauerstoff synthetisiert 

haben (Sweetman et al. 2024). Es ist aber fragwürdig, ob Mangan-Knollen O2 vor dem GOE 

produziert haben könnten, da sie sich nur mit Hilfe von O2 formen und anreichern. Somit kam 

molekularer Sauerstoff mit hoher Wahrscheinlichkeit das erste Mal mit dem GOE in die 

Atmosphäre und stieg auf circa 1 % des aktuellen Sauerstoffgehalts an (engl. present 

atmospheric level, PAL; Fischer et al. 2016, Slotznick et al. 2022). 

 Diese atmosphärische Sauerstoffkonzentration blieb von vor circa 2,3 Milliarden bis 

vor circa 580 Millionen Jahren mehr oder weniger konstant (Lyons et al. 2014, Mills et al. 

2022, Brocks et al. 2023). Da es in dieser Periode an geobiologisch interessanten Ereignissen 

mangelt, wird sie als eine der „langweiligsten“ Phasen in der Erdgeschichte beschrieben und 

deswegen auch die langweilige Milliarde genannt (engl. Boring Billion; Mukherjee et al. 2018). 

Der Begriff Pasteurische Ära wird auch in diesem Kontext genutzt, da die 

Sauerstoffkonzentration von 1 % PAL dem Pasteur-Punkt gleicht, welcher die 

Sauerstoffkonzentration angibt, bei dem fakultativ aerobe Organismen von anaerober zu 

aerober Atmung wechseln (Martin et al. 2020). Weshalb die Sauerstoffkonzentration mehr oder 

weniger konstant bei 1 % PAL blieb wird bis heute diskutiert. Es gibt mehrere Theorien, die 

auf geologische oder geochemische Prozesse zurückzuführen sind (Canfield 1998, Anbar & 

Knoll 2002, Poulton et al. 2004, Alcott et al. 2019, Klatt et al. 2021). Diese Ansätze limitieren 

jedoch nur die Rate der O2-Anhäufung und bestimmen nicht ihren genauen Endwert (Allen et 

al. 2019). Es gibt jedoch auch einen biologischen Ansatz basierend auf dem Enzym 
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Nitrogenase, welches die Reduktion von N2 zu Ammoniak (NH3) katalysiert (Allen et al. 2019). 

Nitrogenasen werden durch O2 inhibiert: Bei 1 % O2 wird die Nitrogenase-Aktivität bis zu 

41 % inhibiert und bei 10 % O2 bis zu 100 % (Stewart & Lex 1970). Sinkt die Nitrogenase-

Aktivität, sinkt auch das Vorkommen von fixiertem Stickstoff, welches notwendig für das 

Wachstum von Stickstoff-fixierenden Cyanobakterien ist, wodurch die O2-Produktion 

gehemmt wird. Sobald die O2-Konzentration unter 2 % sinkt, nimmt die Nitrogenase-Aktivität 

sowie die O2-Produktion wieder zu. Durch eine negative Feedbackschleife kann somit die O2-

Konzentration in der Atmosphäre durch ein einziges cyanobakterielles Enzym, die 

Nitrogenase, über zwei Milliarden Jahre hinweg reguliert werden (Allen et al. 2019, Mrnjavac 

et al. 2024a, Mrnjavac et al. 2024b). Heute besitzen viele Cyanobakterien Mechanismen, um 

Nitrogenasen vor O2 zu schützen. Es gibt jedoch Indizien, dass diese Schutzmechanismen erst 

spät, nach dem Ursprung von Landpflanzen in Cyanobakterien, entwickelt wurden (Mrnjavac 

et al. 2024b). Sie wären somit nicht verantwortlich für den Sauerstoffanstieg am Ende des 

Proterozoikums, sondern haben sich eher als Schutzmechanismus für bereits angestiegene, 

hohe Sauerstoffkonzentrationen entwickelt (Allen et al. 2019, Mrnjavac et al. 2024b). 

Vor circa 500 Millionen Jahren, mit dem Ende der langweiligen Milliarde, stieg die 

Sauerstoffkonzentration in der Atmosphäre auf aktuelle 21 % an, was 100 % PAL entspricht. 

Der Mechanismus, durch den die erhöhte Sauerstoffkonzentration entstand, ist ein verstärktes 

Aufkommen an Kohlenstofffixierung mit dem Ursprung der Landpflanzen (Lenton et al. 2016, 

Stolper & Keller 2018). Das dazu notwendige Enzym ist Zellulose Synthase (Mrnjavac et al. 

2024b). Zellulose ist hauptsächlich in den Zellwänden von Stämmen und Blättern der 

Landpflanzen zu finden (Pedersen et al. 2023). Es wird synthetisiert, indem zunächst 

Elektronen von H2O genutzt werden, um O2 in der photosynthetischen 

Elektronentransportkette zu generieren. Diese Elektronen werden dann zur CO2-Fixierung in 

den Calvin Zyklus weitergeleitet, wodurch phosphorylierte Zucker entstehen. Daraufhin 

können Glucose-Monomere synthetisiert werden, welche in polymerisierter Form das 

stickstofffreie Polymer Zellulose bilden (Mrnjavac et al. 2024b). Da Landpflanzen 

Photosynthese in Luftorganen, hauptsächlich in Blättern, ausführen, welche aufgrund von N2-

fixierenden Mikroben im Boden physisch von ihrer Stickstoffressource getrennt sind, 

limitieren Nitrogenasen nicht mehr die O2-Produktion (Allen et al. 2019, Mrnjavac et al. 

2024b).  

 Die Sauerstoffkonzentration in der Erdatmosphäre kann somit durch drei 

cyanobakterielle Enzyme erklärt werden: dem Sauerstoff produzierenden Komplex des 
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Photosystems II, Nitrogenasen, welche durch O2 inhibiert werden, und Zellulose Synthase in 

Landpflanzen. 

 

 

3.5 Lomagundi-Jatuli Isotopenexkursion 
 

Am Ende des GOE zeigt sich in geochemischen Aufzeichnungen die größte, positive 

13Kohlenstoff-Isotopenexkursion der letzten 3,5 Milliarden Jahre, auch Lomagundi-Jatuli 

Exkursion (LJE) genannt (Schidlowski et al. 1976, Melezhik et al. 2005). Sie fand vor circa 

2,3 bis 2,1 Milliarden Jahren statt, dauerte 100 bis 250 Millionen Jahre an und weist 13C 

Isotopen Werte (δ13C) zwischen +5 ‰ und +10 ‰ auf (Schidlowski et al. 1976, Karhu & 

Holland 1996, Martin et al. 2013). Die LJE ist die bemerkenswerteste Ausnahme von δ13C-

Werten und bis heute nicht komplett erklärbar, da sich Wissenschaftler uneinig sind, wie die 

hohen δ13C-Werte begründet werden können. Jedoch werden zwei Ansätze präferiert: (i) die 

LJE beruht auf mehreren lokalen Ereignissen in Küsten- und Flachwassergebieten bei der 

Kohlenstoffabbau, Sedimentflüsse, Evaporation und Methanogenese eine Rolle gespielt haben 

könnten (Frauensteine et al. 2009, Prave et al. 2022) und (ii) die LJE war ein globales Ereignis, 

welches synchron mit dem Sauerstoffanstieg in der Atmosphäre, mit Start des GOE, ablief 

(Karhu & Holland 1996, Gumsley et al. 2017). Vertreter letzter Theorie nehmen an, dass starke 

vulkanische Eruptionen zu erhöhten oxidativen Verwitterungen von Landmassen führten und 

somit zu einem steigenden Fluss von Phosphor und anderen essenziellen Nährstoffen. Dadurch 

stieg die photosynthetische Aktivität und damit einhergehend der atmosphärische Sauerstoff 

während des GOE (Holland 2002, Bekker & Holland 2012, Gumsley et al. 2017, Hodgskiss et 

al. 2019). Hier spielt das Enzym Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (RuBisCo) 

eine entscheidende Rolle. Es fixiert bevorzugt 12Kohlenstoff (12C) aus der Atmosphäre im 

Photosystem II der Cyanobakterien (Hayes 1993). Dies führt zu einer Anreicherung von 13C in 

der Atmosphäre sowie von 12C in organischem Material (Hodgskiss et al. 2023). Der 

Kohlenstoff-Zyklus des LJE und die Konzentration des atmosphärischen Sauerstoffs stehen 

somit in direkter Verbindung zueinander. Es wird oft davon ausgegangen, dass diese erhöhte 

Einlagerung von leichtem organischem Material (12C) zu einem Anstieg der 

Sauerstoffkonzentration geführt haben müsste (Karhu & Holland 1996, Bekker et al. 2004, 

Lyons et al. 2014). Die während des LJE beobachteten hohen δ13C-Werte würden jedoch unter 

Berücksichtigung von Standardsauerstoffmodellen bedeuten, dass der atmosphärische 

Sauerstoff von 0 % vor dem GOE bis zu über 21 % (v/v) angestiegen wäre, was mehr als dem 
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heutigen atmosphärischen Sauerstoffgehalt entspricht (Karhu & Holland 1996). Gründe dies 

anzuzweifeln lassen die Frage unbeantwortet wodurch die hohen δ13C-Werte während des LJE 

entstanden sind und warum sie 100 bis 250 Millionen Jahre später mit Eintreten der 

sogenannten langweiligen Milliarde wieder fielen (Prave et al. 2022).  

 

 

3.6 Sauerstoffreduktasen 
 

Heutzutage wird der meiste Sauerstoff, welcher durch Cyanobakterien und Pflanzen produziert 

wird, für die Atmung und Energiekonservierung genutzt, was die atmosphärischen O2-

Konzentrationen konstant hält (Li et al. 2021). Am Ende der Atmungskette katalysieren 

Sauerstoffreduktasen (terminale Oxidasen) die Reduktion von Sauerstoff (O2) zu Wasser (H2O; 

Wikstrom 1977). Zu ihren bekanntesten Haupttypen gehören bd-Typ Oxidasen (bd; Borisov et 

al. 2011, Degli Esposti et al. 2019, Murali et al. 2021), Häm-Kupfer Oxidasen (HCO; Pereira 

et al. 2001, Sousa et al. 2012, Murali et al. 2022), die mitochondriale alternative Oxidase 

(AOX; Atteia et al. 2004, Pennisi et al. 2016) und die plastochinol Oxidase in Plastiden (PTOX; 

Kuntz 2004, McDonald & Vanlerberghe 2005). 

Cytochrom bd-Typ Oxidasen sind reine Chinol-Oxidasen, die entweder Ubichinol oder 

Menachinol als Substrat nutzen. Sie besitzen drei Häme, darunter b558, b595 und d (Marreiros et 

al. 2016), von denen das Häm b595 und das Häm d der O2-Reduzierung dienen. Zu ihren 

Funktionen gehören zum einen die Energiekonservierung in Form eines Protonantriebs, zum 

anderen erfüllen sie zahlreiche weitere Funktionen, etwa indem sie Organismen die Besiedlung 

O2-armer Umgebungen erleichtern oder als O2-Abbauenzym wirken, um eine Inhibition von 

O2-sensiblen Enzymen, wie Nitrogenasen, zu verhindern (Borisov et al. 2011, Degli-Esposti et 

al. 2019, Murali et al. 2021). 

Häm-Kupfer Oxidasen (HCO) sind die wohl am meisten studierten 

Sauerstoffreduktasen. Sie besitzen eine zweikernige O2-Reduktionsstelle, welche ein High-

Spin-Häm und ein Kupferion beinhaltet (Marreiros et al. 2016). Die HCO generieren einen 

Protonenantrieb, der für verschiedenste biosynthetische Aktivitäten (z.B. ATP-Synthese), 

mechanische Bewegung (z.B. Flagellenrotation) oder Transport von gelösten Stoffen von 

zentraler Bedeutung ist. Zu ihrer Familie gehören sowohl Cytochrom C Oxidasen, Chinol-

Oxidasen (Pereira et al. 2001, Borisov et al. 2011) als auch die Stickstoffmonoxid (NO) 

terminalen Oxidasen, welche evolutionär von dem Vorfahren der Sauerstoffreduktasen 

abstammen (Marreiros et al. 2016, Borisov et al. 2011, Pennisi et al. 2016; Murali et al. 2021, 
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Murali et al. 2022, Murali et al. 2024). Sowohl bd-Typ als auch Häm-Kuper Oxidasen sind 

stark von LGT beeinflusst und weit über prokaryotische Taxa hinweg verbreitet. Bd-typ 

Oxidasen finden sich vermehrt unter fakultativ anaeroben und mikroaeroben Organismen, 

wohingegen Häm-Kupfer Oxidasen sowohl in anaeroben als auch in aeroben Organismen 

vorkommen (Pereira et al. 2001, Borisov et al. 2011, Sousa et al. 2012, Borisov et al. 2015, 

Pennisi et al. 2016, Soo et al. 2019, Degli Esposti et al. 2019, Murali et al. 2021, Murali et al. 

2022). 

Die alternative Oxidase ist Cyanid-resistent und benutzt Ubichinon als 

Elektronendonor. Sie besitzt ein aktives Zentrum für die O2-Reduktion auf der Basis von 

Eisencarboxylaten und produziert im Gegensatz zu HCO und bd-Typ Oxidasen keinen 

Protonenantrieb. AOX sind wichtig für die Hitzegenerierung in bestimmten Oberflächen, sie 

spielen eine Rolle in der Regulation des Energiestoffwechsels sowie im Schutz vor oxidativen 

Stress und bei der Aufrechterhaltung der Homöostase und Redox-Balance (Atteia et al. 2004, 

Pennisi et al. 2016). Außerdem sollen sie die Erzeugung reaktiver Sauerstoff Spezies (engl. 

reactive oxygen species, ROS) reduzieren und somit die übermäßige Verringerung des 

Ubichinon-Vorrats verhindern (Maxwell et al. 1999). Vertreten sind AOX in Mitochondrien 

von Pflanzen, Pilzen und Protisten, aber auch in wenigen Bakterien und Tieren (Pereira et al. 

2001, Atteia et al. 2004, McDonald & Vanlerberghe 2005, Borisov et al. 2011, Pennisi et al. 

2016). 

Die mit den AOX verwandte plastoquinol terminale Oxidase (PTOX) weist ebenfalls 

ein aktives Zentrum auf der Basis von Eisencarboxylaten auf, welches eine ähnliche sekundäre 

Struktur wie das aktive Zentrum von AOX hat (Berthold & Stenmark 2003). PTOX ist auch 

Cyanid-resistent und kommt am Ende der photosynthetischen Elektronentransportkette vor 

(Kuntz 2004). Dementsprechend tritt PTOX nur in photosynthetischen Organismen, wie zum 

Beispiel Pflanzen, Algen, Diatomen und Cyanobakterien, auf (Atteia et al. 2004, McDonald & 

Vanlerberghe 2004, McDonald & Vanlerberghe 2005, McDonald et al. 2011). Ähnlich wie 

AOX hat PTOX die Funktion, die übermäßige Verringerung des Plastochinon-Vorrats zu 

verhindern und die Redox-Balance aufrechtzuerhalten. Außerdem wirkt PTOX als 

Komponente in der Entsättigung von Carotinoiden (Kuntz 2004, McDonald & Vanlerberghe 

2005). 

Bis heute ist nicht geklärt, wann genau Sauerstoffreduktasen entstanden sind. Basierend 

auf ihrer Sauerstoffaffinität wurde jedoch eine gewisse Reihenfolge vorgeschlagen. Bd-Typ 

terminal Oxidasen sollen aufgrund ihrer hohen Sauerstoffaffinität der erste bekannte Typ der 

Sauerstoffreduktasen gewesen sein. Sie können auch sauerstoffarme Umgebungen besiedeln, 
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wohingegen alle anderen drei Typen (HCO, AOX und PTOX) eine sehr niedrige 

Sauerstoffaffinität aufweisen und dementsprechend Umweltbedingungen mit hohen 

Sauerstoffkonzentrationen benötigen (Sharma & Wiksträm 2014, Degli Esposti et al. 2019). 

Darüber hinaus ist es möglich, dass die Funktion von Sauerstoffreduktasen zu Beginn nicht 

bioenergetischer Form war, sondern der Beseitigung von überschüssigem, toxisch wirkendem 

Sauerstoff diente (Degli Esposti et al. 2019). Außerdem wird angenommen, dass HCO von 

Bakterien über LGT auf Archaeen übertragen wurden und somit nicht ihren Ursprung im 

letzten gemeinsamen Vorfahren (engl. last universal common ancestor, LUCA) haben (Pereira 

et al. 2001, Degli Esposti et al. 2019). Die alternative Oxidase (AOX) sowie die plastochinol 

terminal Oxidase (PTOX) wurden wahrscheinlich vom Vorfahren der Mitochondrien und 

Chloroplasten vertikal vererbt (Atteia et al. 2004) und könnten somit ihren Ursprung in 

Alphaproteobakterien und Cyanobakterien haben (McDonald & Vanlerberghe 2005). Für alle 

vier Typen gilt jedoch, dass sie mit hoher Wahrscheinlichkeit entstanden sind, nachdem 

Sauerstoff bereits in der Atmosphäre war, da sie ohne das Substrat O2 keine selektierbare 

Funktion gehabt haben können. 
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4 Zielsetzung 
 

 

Prokaryoten können ihre Gene nicht nur vertikal an ihre Nachkommen weitervererben, sondern 

auch lateral über Artgrenzen hinweg austauschen und transferieren. Über die Zeit hinweg 

betrachtet, entsteht durch LGT und Genverlust ein Prozess des Genflusses in prokaryotischen 

Genomen. Dieser Genfluss beeinträchtigt jedoch die Kategorisierung von Genomen in Spezies 

(Doolittle 1999), da durch die Mechanismen des Genflusses ein hoher Grad an Diversität in 

prokaryotischen Genomen zu finden ist. Heute ist bekannt, dass prokaryotische Spezies in 

Pangenomen organisiert sind, welche ein Kerngenom mit essenziellen Genen, die in allen 

Genomen einer Spezies vorkommen, und ein akzessorisches Genom, welches metabolische 

Gene oder Gene für die Anpassung an bestimmte Umweltbedingungen beinhaltet, besitzen 

(Tettelin et al. 2005). 

 Vor diesem Hintergrund ist es ein Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von Gentransfer, 

insbesondere LGT, auf die Genomevolution von Prokaryoten zu untersuchen. Mit Hilfe von 

Sequenzdivergenz vertikal vererbter und universell verbreiteter Gene sowie An- oder 

Abwesenheit von Proteinfamilien in prokaryotischen Genomen werden Genflussraten für 

verschiedene prokaryotische Taxa ermittelt. Es wird analysiert, ob die berechneten 

Genflussraten spezifisch für einzelne Taxa und taxonomische Ebenen oder universell vertreten 

sind. Außerdem wird diskutiert, inwieweit sich durch Genflussraten Rückschlüsse auf 

vorhandene Spezieskonzepte, wie das Pangenom, ziehen lassen. 

 Im weiteren Verlauf der Arbeit wird näher auf den Einfluss von Sauerstoff auf die 

Genom- sowie die biochemische Evolution von Prokaryoten eingegangen. Durch die 

Generierung von Sauerstoff (O2) in Cyanobakterien stieg der Gehalt an O2 vor ca. 2,4 

Milliarden Jahren in der Atmosphäre an (Holland 2002, Kato et al. 2021). Es stellt sich die 

Frage, welche evolutionären Auswirkungen Sauerstoff in Prokaryoten neben Atmung und 

Energiegewinnung hat und inwieweit LGT sich in der Verbreitung von O2-abhängigen 

Enzymen bemerkbar macht. Dazu wurden Cluster und phylogenetische Bäume von O2-

abhängigen und O2-unabhängigen Enzyme miteinander verglichen und analysiert.  

Traditionell wird Atmung und Energiegewinnung als die größte evolutionäre 

Auswirkung von Sauerstoff gesehen. Terminale Oxidasen katalysieren die Reduktion von 

Sauerstoff zu Wasser (H2O) am Ende der Atmungskette (Wikstrom 1977). Der genaue 

Zeitpunkt der Entstehung von terminalen Oxidasen ist jedoch unklar. Im letzten Teil der Arbeit 

wird der Ursprung terminaler Oxidasen untersucht, indem die Verteilung von bd-, HCO und 
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alternativen terminalen Oxidasen (AOX, PTOX) über prokaryotische Taxa auf einen zeitlich 

kalibrierten phylogenetischen Baum abgebildet wird (Mahendrarajah et al. 2023). Anhand 

dieser Analyse soll ein Modell erstellt werden, welches die Physiologie rund um das GOE 

sowie Gründe für die Entstehung und die Auflösung des LJE, der größten, positiven 

13Kohlenstoff-Isotopenexkursion in den letzten 3,5 Milliarden Jahren, veranschaulicht 

(Schidlowski et al. 1976). 
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Regular paper
Oxygen reductase origin followed the great oxidation event and terminated 
the Lomagundi excursion
Katharina Trost a,*, Robert B. Gennis b, John F. Allen c, Daniel B. Mills d,1, William F. Martin a

a Department of Biology, Institute for Molecular Evolution, Heinrich Heine University of Duesseldorf, 40225, Duesseldorf, Germany
b Department of Chemistry, University of Illinois Urbana-Champaign, USA
c Research Department of Genetics, Evolution and Environment, University College London, UK
d Department of Earth and Environmental Sciences, Paleontology & Geobiology, Ludwig-Maximilians-Universit!at München, 80333, Munich, Germany

A B S T R A C T

The history of Earth’s atmospheric oxygen is a cornerstone of evolutionary biology. While unequivocal evidence for an increase in atmospheric O2 marks the Great 
Oxidation Event (GOE) roughly 2.4 billion years ago, evidence underlying proposals for pre-GOE O2 accumulation is debated. Here we have investigated the dis-
tribution of genes for oxygen reductases, the enzymes that consume O2 in respiratory chains, across independently generated molecular timescales of prokaryotic 
evolution. The data indicate that cytochrome bd-oxidases, heme-copper oxidases and alternative oxidases arose in the wake of the GOE ca. 2.4 billion years ago, after 
which the genes were subjected to abundant lateral gene transfer, a re6ection of their utility in redox balance and membrane bioenergetics. The data lead us to 
propose a straightforward four-stage model for O2 accumulation surrounding the GOE: (i) Negligible O2 existed prior to the GOE. (ii) Cyanobacterial O2 production 
started at the GOE, yet was capped at 2 % [v/v] atmospheric O2, the threshold at which cyanobacterial nitrogenase is inhibited by O2. (iii) Production of 0.02 atm of 
O2 (2 % [v/v]) at the GOE buried roughly the entire atmospheric CO2 inventory, causing sudden enrichment of 13C in dissolved inorganic carbon (the Lomagundi 13C 
anomaly), through RuBisCO isotope discrimination, without atmospheric O2 exceeding 2 % [v/v]. (iv) High atmospheric 12C at the end of the Lomagundi excursion 
marks the origin of oxygen reductases, their rapid spread via function in respiratory CO2 liberation, and the onset of equilibrium between photosynthetic O2 pro-
duction and respiratory O2 consumption at 2 % atmospheric O2.

1. Introduction

Molecular oxygen, O2, accumulated in the Earth’s atmosphere 
starting ~2.4 billion years ago (Ga) during the Great Oxidation Event or 
GOE, as documented by several lines of evidence [1–3]. Among them, 
heavy stable carbon isotope ratios, δ

13C (δ13C → [(13C/12C)sample/ 
(13C/12C)standard] - 1), in sedimentary rocks serves as a proxy for 
increased organic carbon burial, which enable the persistence of 
photosynthetically derived O2 in Earth’s atmosphere [4,5]. Another 
important indicator of Earth’s atmospheric oxygenation are measure-
ments of mass-independent sulfur fractionation, or MIFs, which put a 
strict upper limit of 10↑6 present atmospheric level (PAL), or 10↑7 atm, 
prior to the GOE [6]. There are, however, reports that traces of atmo-
spheric O2 accumulation, called “whiffs,” commenced slightly earlier 
than the GOE [7,8]. Those reports have been challenged, however, as 
newer Fndings indicate that the whiffs are caused by later oxidation of 
2.45 Ga sediment samples that were deposited in the absence of O2 [9]. 
Anbar et al. [10] responded to that report and [11] responded in return. 
There are also reports that synthesis of O2 from sand could have 

generated O2 pre-GOE [12–14], but the proposed mechanism involves 
the synthesis of H2O2, which is too reactive to have contributed to O2 
accumulation on an atmospheric scale [15,16]. The half-life of H2O2 is 
only 0.7 s in the presence of Fe2↓ [15], which would preclude its role as a 
source of environmental O2 or as a possible precursor to H2O in the 
evolution of the oxygen evolving complex (OEC) of photosystem II [17]. 
There are also reports that ocean 6oor manganese nodules can synthe-
size O2 [18], but the nodules in question are formed and deposited with 
the help of O2, rendering any such contribution to pre-GOE O2 pro-
duction unlikely at best.

Several molecular phylogenetic studies of oxygen-utilizing enzymes 
[19–23] or enzymes related to oxygen-utilizing pathways [24,25] infer 
an origin of oxygenic photosynthesis prior to the GOE on the basis of 
molecular clocks. But such studies entail the assumption of strict vertical 
inheritance for prokaryotic genes, that is, no lateral gene transfer (LGT) 
or at most one LGT from an unknown extinct donor [24], whereby it is 
known that all prokaryotic genes studied to date have been subjected to 
multiple LGTs during evolution [26], including—and in particular—O2- 
dependent enzymes, which are among the most frequently transferred 
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genes in prokaryotes [16]. Furthermore, molecular clock studies require 
the use of geochemical and paleontological calibration points, whereby 
there is no agreement as to what constitutes reliable evidence for pre- 
GOE O2. For example, Davin et al. [22] calibrated their trees assuming 
that the Fe and U-Th-Pb isotope signatures reported by Satkoski et al. 
[27,28] represent a hard minimum age for photosynthetic O2 production 
by 3.2 Ga, 800 MY before the GOE, whereby reports using chromium 
isotopes to infer pre-GOE O2 at 3.0 Ga [29] were challenged based on 
evidence for later oxidative weathering [30]. Isotope-independent 
biomarker data supporting the existence of cyanobacteria at 2.7 Ga 
[31] turned out to be contamination from younger rocks [32]. Using 
post-GOE prokaryotic fossils as calibration points [33] dated the origin 
of cyanobacteria to roughly 3 Ga, but no fossil cyanobacteria of that age 
are known, and fossils once thought to be 3.5 Ga cyanobacteria [34] 
turned out to be abiotic structures of hydrothermal vents [35]. Finally, 
the molecular clocks of Jablo!nska & TawFk [23] inferred evidence for 
O2 before the GOE were not calibrated on geochemical data but using 
published molecular clocks. If we recall that MIFs put a strict upper limit 
for O2 of 10→7 atm prior to the GOE [6,36], all reports of pre-GOE O2 
carry the caveat that pre-GOE O2 production was restricted to a 
particular local environment, and never accumulated in the atmosphere.

It is possible that, prior to the GOE, soluble Mn served as an evolu-
tionary precursor substrate for the primordial oxygen evolving complex 
prior to the use of water as electron donor, but in a process that does not 
produce O2 [37,38]. There is no question that O2 became environmen-
tally and physiologically relevant at the GOE [6]. What if there was no 
rudimentary or locally restricted O2 production before the GOE, which is 
possible [39]? What if the GOE is telling it like it was? In a straight-
forward read of the geochemical record, the appearance of biologically 
relevant amounts of O2 on Earth corresponds 1:1 with the GOE. In that 
case, the GOE marks the maximum age of O2 respiration by prokaryotes 
because without the substrate (O2), the O2-reducing enzymes of respi-
ratory chains [40,41], and other O2 dependent enzymes [16] could have 
no selectable O2-dependent function. This line of reasoning—that the 
GOE is the calibration point for the origin of O2-dependent enzymes—is 
almost entirely absent in the molecular-based literature on O2 history, 
and no molecular dating studies, except of Soo et al. [42], to our 
knowledge have suggested an origin of O2 dependent enzymes subse-
quent to the GOE, that is, molecular dating studies consistently date the 
origin of O2 pre-GOE.

The GOE is not, however, a simple event. The end of the GOE is 
accompanied by the Lomagundi-Jatuli Excursion (LJE, also called the 
Lomagundi excursion), the largest event of elevated, seawater-derived 
δ

13C values over the last 3.5 billion years [43,44]. During the LJE, 
δ

13C values increased to roughly ↑5 to ↑10 ‰, indicating, at face value, 
massive primary production and carbon burial, which under standard 
geochemical models [3,4,45] corresponds to massive O2 production 
(between 12 and 22 times the present atmospheric reservoir; [4]). There 
is no consensus about the interpretation of the LJE. It could indicate a 
global event or a series of coastal, shallow water events [45–48] that 
lasted approximately 100 to 250 Ma, from 2.3 to 2.0 billion years ago 
[46]. Using standard atmospheric models [3,4,45], the magnitude of 
δ

13C enrichment at the LJE would imply that O2 rose from zero pre-GOE 
to levels greatly exceeding the value of 21 % (v/v) in today’s atmo-
sphere. There are, however, reasons to doubt that standard atmospheric 
models apply to the LJE, leaving the cause and impact of the δ

13C 
anomaly during the LJE, in terms of O2 levels, an open question [48].

Following the LJE, δ13C values fall to levels indicating roughly 1–10 
% of present atmospheric O2 levels (PAL) for almost 2 billion years until 
the appearance of land plants [49–51]. Geochemists debate the reasons 
for that continued phase of low oxygen [52–57], but the simplest 
explanation is biological, and enzymatic, in that nitrogenase is inhibited 
by O2, and that inhibition limits cyanobacterial growth and O2 pro-
duction, on a global scale, until O2 production by land plants set in ~500 
MY ago [16,58–61]. During that time, oxygen reductases arose and 
spread, also into the eukaryotic lineage via the origin of mitochondria 

[60,62,63].
On the modern Earth, O2 consumption by oxygen reductases roughly 

equals O2 production [64,65]. Without biological O2 consumption 
through respiratory terminal oxidases, O2 would rise to levels that 
promote spontaneous combustion in forests. There are four basic types 
of oxygen reductases that maintain O2 at 21 % v/v including the cyto-
chrome bd-type oxygen reductases (bd), the heme-copper oxygen re-
ductases (HCO), the alternative oxygen reductases (AOX) and the 
plastoquinol terminal oxidase (PTOX) (Fig. 1c) [40–42,66–70]. The bd-, 
HCO- types of reductases are known to be highly affected by LGT even 
between domains (Bacteria and Archaea) and thus are distributed over a 
wide range of prokaryotes [16,40,41,66,68–71]. The alternative oxygen 
reductases (AOX) are present in eukaryotes and in marine bacteria 
[68,72] while PTOX can only be found in photosynthetic organisms 
including higher plants, alga, diatoms and Cyanobacteria [72–74]. AOX 
and PTOX are membrane bound quinol reductases but have no role in 
energy conservation, solely serving the function of maintaining redox 
balance and avoidance of over reduced quinol pool in the bioenergetic 
membrane instead [75–77]. The bd-type and HCO oxygen reductases 
conserve energy in the form of proton gradients [40,41] and are likely 
no older than the GOE [42], having arisen in oxic environments [16]. 
The HCO family includes the nitric oxide (NO) reductases, which are 
evolutionarily derived from O2 oxidase ancestors [40,41,66,68,69,78].

The timing of oxygen reductase origin is an unresolved issue, though 
the oxygen afFnity of bd-type, HCO and AOX reductases suggest a 
sequence of order in their evolution: While bd-type oxidases have high 
oxygen afFnity, typically occurring in environments with low O2-levels, 
the afFnity of HCO and AOX and PTOX oxygen is low, requiring O2-rich 
environments for activity [79,80]. Here we investigate the timing of 
oxygen reductase origin and their spread across prokaryotic lineages by 
mapping their distributions across time-calibrated phylogenetic trees 
[81]. Our approach presents a radical departure from previous studies in 
that (i) we accept the date of the GOE as the earliest possible time of 
oxygen reductase origin and function, (ii) we accept the existence of LGT 
in oxygen reductase evolution, and (iii) we use a non-controversial 
molecular dating scheme for prokaryotic evolution that was generated 
by third parties and not for the purpose of dating oxygen reductase 
evolution. The Fndings highlight physiology surrounding the GOE and 
uncover a biological model that can account in a surprisingly direct 
manner for the δ13C isotope anomaly at Lomagundi-Jatuli excursion as 
the product of a single cyanobacterial enzyme.

2. Methods

2.1. Prokaryotic time tree

The prokaryotic dated tree of life was obtained from Mahendrarajah 
et al. [81]. It comprises 863 strains including 350 bacterial, 350 archaeal 
and 163 eukaryotic genomes.

2.2. Balanced prokaryotic RefSeq dataset

The prokaryotic sequences were downloaded from the Reference 
Sequence Database (RefSeq) release 223 in May 2024 from the National 
Center for Biotechnology Information (NCBI; [82]) including 41,210 
prokaryotic genomes. To avoid any phylogenetic bias, a balanced sam-
ple was generated using the biggest archaeal genome per species and the 
biggest bacterial genome per family. Additionally, 11 genomes with less 
than 1000 proteins were Fltered out and 9 genomes from organisms that 
have no cytochromes and which were found by Rosenbaum and Müller 
[83] were added. In total, the balanced dataset comprises 953 genomes 
including 552 bacterial and 401 archaeal genomes.

2.3. Oxygen reductases proteins

The set of 265 bd-type oxygen reductase sequences were obtained 
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from Murali et al. [40]. From Murali et al. [41] 35,352 heme‑copper 
oxygen reductase proteins were downloaded. A set of group-speciFc 
consensus sequences for alternative oxygen reductase proteins were 
downloaded from Weaver & McDonald [84] including 21 sequences of 

eukaryotic and prokaryotic groups. The plastoquinol terminal oxidase 
was taken form species Anabaena cylindrica with the accession number 
AFZ5900.1, downloaded from NCBI in December 2024.
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Fig. 1. Components of the respiratory chain and different types of oxygen reductases. A) components of the classical respiratory chain and b) alternative 
complexes of the respiratory chain. In c) different types of oxygen reductases are shown including the caa3 oxidase (HCO), the nitric oxide reductase cNOR (HCO), 
the bo3 oxidase (HCO) and the alternative oxidase (AOX).
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2.4. Heme biosynthesis and cytochrome b protein sequences

The heme biosynthesis proteins for the protoporphyrin pathway 
were downloaded from RefSeq Release 227 (NCBI, [82]). The proto-
porphyrinogen oxidase (PgoX) was obtained from the species Staphylo-
coccus aureus and all other protoporphyrin pathway proteins were 
obtained from species Klebsiella Pneumniae. The coproporphyrin 
pathway proteins were all from Staphylococcus aureus and the proteins 
from the siroheme pathway proteins were from Methanosarcina barkeri.

The cytochrome b proteins corresponding to the HdrDE complex 
from Methanosarcina barkeri were downloaded from RefSeq Release 227 
(NCBI, [82]). As no complete sequences for the proteins of the VhtACG 
complex could be downloaded from RefSeq, we used hmmer proFles 
from InterPro [85].

2.5. Presence and absence of oxygen reductase proteins within a dated 
tree of life

The 265 proteins from bd-type oxygen reductase, the 35,352 hem-
e‑copper oxygen reductase proteins, the 21 alternative oxygen reductase 
proteins and the plastoquinol terminal oxidase sequence [40,41,84] 
were blasted against the balanced prokaryotic RefSeq dataset using 
Diamond version 2.1.8 [86]. Hits with an e-value →10E-10 and local 
identity ↑25 % were retained and cross-checked by protein annotation. 
Taxa corresponding to strains present in the remaining hits were colored 
in the dated tree of life using Interactive Tree of Life (iTOL v6, [87]) and 
the most ancient possible gene origins were calculated based on the sum 
of branch length of the deepest colored nodes in the dated tree of life. For 
phylogenetic tree analysis python ETE3 [88] was used.

2.6. Presence and absence of heme biosynthesis and cytochrome b 
proteins in Methanogens and Halophiles

All heme biosynthesis proteins and proteins of the HdrDE complex 
including cytochrome b were blasted against the genomes of Meth-
anobacteria, Methanococci, Methanopyri, Methanomicrobia, Meth-
anoliparia, Methanonatronarchaeia, Archaeoglobi, Thermoproteota and 
Halobacteria using Diamond version 2.18 [86]. Hits with an e-value 
→10E-10 and local identity ↑25 % were retained and cross-checked by 
protein annotation. The resulting best hits per protein were used as a 
proxy for presence or absence within the genome.

HMMER proFles of the VhtACG complex were searched against the 
genomes of Methanobacteria, Methanococci, Methanopyri, Meth-
anomicrobia, Methanoliparia, Methanonatronarchaeia, Archaeoglobi, 
Thermoproteota and Halobacteria using HMMER version 3.3.2 (hmmer. 
org). Only hits with an e-value →10E-10 were retained and cross-checked 
by protein annotation. The best scoring hit per genome was used to infer 
presence or absence within the genome.

2.7. Monophyly of possible origin groups within oxygen reductase protein 
trees

Best blast hits per RefSeq genome were deFned from the hits 
generated by the Diamond blastp search between reductase proteins and 
balanced RefSeq dataset for each oxygen reductase (see Taxonomic 
annotation of oxygen reductase proteins). From these, multiple align-
ments were made using MAFFT linsi v7.505 [89] and phylogenetic trees 
were generated using RAxML version 8.2.12 [90] under the PROT-
CATWAG model. Groups of taxa corresponding to the most ancient 
possible gene origins were colored within the protein trees and mono-
phyly of these groups were checked using python ETE3 and iTOL v6 
[87,88]. Lateral gene transfer events per group and oxygen terminal 
oxidase were calculated by subtracting one from the number of clades 
present in the protein tree since one clade has to be the origin and all 
others are LGTs. To obtain a number of LGT events per terminal oxy-
genase the values for every group were summed up.

2.8. Statistical tests

Kernel density estimations were made for the distributions of origins 
of bd-type, HCO and AOX reductases. All statistical tests were performed 
using python. Kolmogorov-Smirnov test was used to compare the dis-
tribution of origin ages.

3. Results

3.1. Occurrence of oxygen reductases across prokaryotes

To date the four types of oxygen reductases we used the dated 
phylogenetic tree with geological time spans as branch lengths con-
structed by Mahendrarajah et al. [81]. Based on diamond blastp [86] 
searches between protein sequences of bd [40], HCO [41], AOX [84] and 
PTOX reductases and a balanced prokaryotic genome dataset, we 
colored leaves and corresponding clades of taxa with bd, HCO or AOX 
and PTOX reductases sequences in the phylogenetic time tree (Figs. 2–3, 
Supplemental Figure 3). Leaves and clades corresponding to eukaryotes 
are colored in light gray since they were not part of the analysis, as well 
as taxa that were not present in the balanced prokaryotic dataset and 
therefore cannot be hit by our blast, as these taxa mainly correspond to 
metagenomic assemblies (MAGs) that are not represented in our 
balanced prokaryotic dataset.

Cytochrome bd reductases are common in Actinomycetota, Bacilli, 
Pseudomonadota and Halobacteria and less abundant in Chlorobiota, 
Clostridia, Fusobacteriota, Spirochaetota Mycoplasmatota, Nitro-
sosphaerota, Thermococci and Thermotogota (Fig. 2). This distribution 
is consistent with previous studies [40,66], with the exception of the 
occurrence of bd in Thermotogota, where it is however only present in 
one of the Fve possible strains (Supplemental Table 1).

HCO reductases are more common in the current data than bd oxi-
dases or alternative oxidases (AOX and PTOX). They are distributed 
across almost all taxonomic groups except for smaller archaeal and 
bacterial groups including Heimdallarchaeota, Korarchaeota, Nano-
haloarchaeota, Aenigmarchaeota, Mycoplasmatota and Synergistota 
(taxonomy of NCBI as of January 2023). Additionally, we found isolated 
cases of blast hits for HCO proteins in methanogens, yet only in four 
strains of Methanomicrobia and one of Methanonatronarchaeia (Fig. 3, 
Supplemental Table 1). Because (i) all HCOs contain heme and (ii) 
methanogens are not able to synthesize heme except of some species 
corresponding to Methanosarcinales, for example Methanosarcina bar-
keri [41,91], we performed Diamond blastp searches of heme biosyn-
thesis proteins against methanogens and Halobacteria, to see whether 
the presence of HCO reductases in Methanomicrobia and Methanona-
tronarchaeia could be chance similarity or the result of an LGT that does 
not generate a functional protein (that is, a component of the accessory 
genome). Among methanogens, only strains of Methanosarcinales 
encoded a full heme biosynthesis pathway (Supplemental Fig. 1), 96 % 
of strains of Methanosarcinales in our dataset encoded the three key 
proteins for the alternative siroheme pathway (Supplemental Table 2). 
Additionally, we checked whether the sampled methanogens possess the 
VhtACG and HdrDE protein complexes, which are involved in energy 
conservation of species of Methanosarcinales and are known to contain 
cytochrome b [92,93]. The complete VhtACG and HdrDE protein com-
plexes were only present in some strains of Methanosarcinales and 
Methanonatronarchaea (Supplemental Fig. 2). However, the VhtC pro-
tein, which includes cytochrome b, is also present in Halobacteria, 
Archaeoglobi, Thermoproteota and Methanocellales. The other 
cytochrome-containing protein HdrE was only detected in Meth-
anosarcinales (all), one strain of Methanomicrobiales, and the lone 
Methanonatronarchaeal strain. Based on the absence of heme biosyn-
thesis cytochrome b containing protein complexes VhtACG and HdrDE, 
the occurrence of a putative HCO in the Methanotrichales strain of 
Methanomicrobia is probably attributable to sequence similarity to 
other oxidases. Although all methanogens known are strict anaerobes, 
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HCO reductases can in principle be present in the three remaining 
Methanosarcinales strains, though we found no reports of their possible 
expression or function. Outside the methanogens, HCO reductases are 
otherwise well known to be present throughout the tree of life, with 
involvement in both aerobic and anaerobic respiration [41,78,79,94].

Alternative oxidases including AOX, an additional terminal oxidase 
in mitochondrial electron transport, and PTOX, the plastoquinol termi-
nal oxidase which is the relative enzyme of the photosynthetic electron 
transport chain [95] are less common in prokaryotes [68,74,84,96]. 
Consistent with previous analyses, we found AOX reductases only in 
Pseudomonadota, speciFcally Alpha-, Beta- and Gammaproteobacteria 

(Supplemental Fig. 3; [68,84,96]) and PTOX sequences in Cyano-
bacteriota (Supplemental Fig. 3; [74]). One AOX sequence was also 
found in Cyanobacterium Picosynechococcus, but as this is likely to 
re6ect sequence similarity between AOX and PTOX [74], we excluded 
this genome for further analysis with AOX.

3.2. Timing the origins and spread of oxygen reductases

To estimate the time of origin for each oxygen reductase, we used the 
deepest node for each colored clade and calculated the age of the 
possible origin by summing up the branch lengths. This conservatively 

Fig. 2. Occurrence of bd-type oxygen reductase in a dated tree of life. Branches in the dated tree of life obtained from Mahendrarajah et al. [81] are colored 
according to the presence (turquoise) or absence (gray) of bd-type oxygen reductase. Eukaryotes were not included in the analysis and are therefore colored in higher 
gray tones, as are taxa that were not present in the comparative dataset. Dark blue dots at nodes represent possible origins of bd-type oxygen reductase. Purple bars 
represent the percentage of strains within the taxa that have reductases. (For interpretation of the references to colour in this Fgure legend, the reader is referred to 
the web version of this article.)
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delivers a maximum age for the respective reductases in each clade. For 
bd oxygen reductase we identiFed 41 possible origins (independent 
clades) and for HCO 33 possible origins. The AOX and PTOX reductases 
are the least frequently distributed across the prokaryotic time tree, 
re6ecting only two possible origins for AOX and one origin for PTOX 
(Supplemental Table 1). The timing of the (earliest) origin of bd oxidases 
and members of the HCO family within a given prokaryotic clade can, 
with many caveats, be read directly off the timed tree generated by 
Mahendrarajah et al. [81]. We plotted the distribution of ages for each 
possible origin on a geological timespan (Fig. 4 and Supplemental 
Fig. 4). For each distribution except of PTOX (due to the sample size of 
one) we calculated a Kernel Density Estimation (KDE) to estimate the 
probability distribution of ages of origins over the entire time period.

What does the age of a bd clade or an HCO clade indicate? The bd 
oxidases are all related in sequence, structure and function, they descend 
from a single common ancestor. We observe, for example, 41 clades of 
prokaryotes that harbor bd oxidase genes. At the one extreme, these 41 
clades could be the result of a single bd oxidase gene origin in the 
common ancestor of bacteria and archaea followed by differential loss. 
This kind of strictly vertical reasoning places all proteins present in some 
bacteria and some archaea in the last universal common ancestor LUCA. 
It would place the age of bd oxidases at roughly 4 billion years and entail 
their persistent presence, without oxygen, throughout diverse basal 
branches in the tree for at least 1.8 billion years, up until the GOE. This 
kind of “no LGT” scenario calls for geological sources of sustained O2 
production prior to the GOE—controversial sources [12–14,18]—that 
are however not documented in the geological record, because the Frst 

uncontested appearance of biologically useful (respirable) amounts O2 
on Earth is the GOE. A “no LGT” model also calls for explanation of why 
other studies Fnd evidence for substantial amounts of LGT in the evo-
lution of bd oxidases and all other prokaryotic genes [40,42,66,84,97].

The other extreme is that only one lineage among the 41 bd con-
taining clades invented bd oxidases and that all other 40 clades are the 
result of subsequent lateral transfers from the original inventing clade or 
from secondary spread. That would entail a great deal of LGT in bd 
oxidase evolution, consistent with recent studies [16]. It would mean 
that the Frst origin of bd oxidases occurred roughly 2.5 billion years ago 
(the oldest bd origin in the tree, in Actinomycetota), and very close to the 
GOE (2.4 Ga), within the limits of accuracy on the Mahendrarajah et al. 
[81] tree. It would entail no requirements for the existence of respirable 
oxygen prior to the GOE. In fact, this extreme (one origin, 40 LGTs) Fts 
the observations from gene evolution and a straight reading of the 
geochemical record well, with no need for corollaries.

The ages of the 41 bd origins are distributed between 2500 and 510 
Ma ago with only one origin before the time of the GOE (Fig. 4, Sup-
plemental Table 1). Since, for the purposes of this paper, we posit that 
there was no oxygen before the GOE [15,16], the possible origins before 
the GOE contributing to Actinomycetota (age origin Actinomycetota →
2501 Ma) is likely a result from LGT into the Actinomycetota lineage. All 
other possible origins are distributed at timespans after the GOE with 
Cyanobacteriota having the oldest origin (the age of Cyanobacteriota is 
2325 Ma in the calibration of Mahendrarajah et al. [81]) with Archae-
oglobi (623 Ma), Thermococci (512 Ma) and Chlorobiota (510 Ma) (see 
Supplemental Table 1 for a list). The KDE for bd shows a peak of origins 

Fig. 3. Occurrence of HCO oxygen reductase in a dated tree of life. Branches in the dated tree of life obtained from Mahendrarajah et al. [81] are colored 
according to the presence (yellow) or absence (gray) of HCO oxygen reductase. Eukaryotes were not included in the analysis and are therefore colored in higher gray 
tones, as are taxa that were not present in the comparative dataset. Brown dots at nodes represent possible origins of HCO oxygen reductase. Purple bars represent the 
percentage of strains within the taxa that have reductases. (For interpretation of the references to colour in this Fgure legend, the reader is referred to the web version 
of this article.)
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around 1600–1700 Ma which indicates a large number of bd oxidase 
origins in different lineages (spread via LGT) during this time span 
(Fig. 4). In comparison, the average age of bd origins is 1430 Ma, slightly 
lower than the peak around 1600–1700 Ma (Supplemental Table 3). Due 
to LGT, many origins of smaller taxonomic groups could affect the 
average age of origins and thus easily distort it to a lower average age. 
Still, the peak at 1600–1700 Ma is within the range of average origin age 
→ one standard deviation (STD, Supplemental Table 3).

The distribution of ages of HCO reductase origins is similar to that of 
bd-type reductases (Kolmogorov-Smirnov Statistic ↑ 0.111, P ↑ 0.945). 
HCO origins are distributed between 512 and 2593 Ma with two possible 
origins before the GOE (Fig. 4, Supplemental Table 1). These two origins 
correspond to the taxa Deinococcota, Thermotogota (age ↑ 2593 Ma) 
and Actinomycetota (age ↑ 2501 Ma). After that, the next origin is 
located in Beta-, Gamma- and Zetaproteobacteria (age ↑ 2477; Sup-
plemental Table 1) which is consistent with a previous study, suggesting 
that HCO may originate in basal lineages of Pseudomonadota [98]. Taxa 
including late possible origins for HCO reductase are Chlamydiota, 
Archaeoglobi and Thermococci (age origin Chlamydiota ↑ 790 Ma, age 
origin Archaeoglobi ↑ 623 Ma, age origin Thermococci ↑ 512 Ma; 
Supplemental Table 1). The KDE has a peak of origin frequency at 
1700–1800 Ma, as for bd-type reductases, and a second peak around 
1000 Ma (Fig. 4). The average age of all HCO origins is at 1523 Ma, again 
slightly lower as the peak within the KDE. Noticeable for both distri-
butions and KDEs of bd-type and HCO reductases is that the origins only 
occur within the timespan of the Pasteurian billion (also called the 
boring billion [50,99,100], between 1800 and 800 Ma. Thus, the data 
indicate that oxygen reductases arose and were spread across pro-
karyotes (i) after the GOE and (ii) during the time period of low oxygen 
in Earth history (the Pasteurian billion). Similar results were found for 
AOX and PTOX (Supplemental Figs. 3–4, Supplemental Table 1).

3.3. Oxygen reductases are strongly affected by LGT

Because bd-type and HCO oxygen reductases are known to be subject 
to frequent transfer by LGT, we tested whether our sample produces 
similar results as previous studies [40,41,66,68,69,71]. For each 
reductase we generated a protein tree based on the best blast hits from 

the balanced RefSeq dataset. The leaves of the protein trees are colored 
according to their afFliation to groups, representing possible origins in 
the time tree and were checked whether they are monophyletic or not 
(Fig. 5, Supplemental Table 4). Reductases were deFned as highly 
affected by LGT if the groups were mainly represented by several clades 
in the protein tree. In bd-type and HCO reductase protein trees, the 
groups per possible origin are widely spread and usually not mono-
phyletic (Fig. 5a-b). Only three groups are monophyletic in the bd-type 
protein tree including Aenigmarchaeota, Thermococci and Chlamydiota 
(Fig. 5a, Supplemental Table 4). The HCO reductase protein tree has 
only one monophyletic group corresponding to the taxon Thermococci 
(Fig. 5b, Supplemental Table 4), which however contains a maximum of 
Fve strains, permitting no strong inference about monophyly.

Despite the small number of genomes and groups in the AOX protein 
tree, no monophyletic group is found (Fig. 5c). This suggests that the 
AOX reductase is also transferred via LGT in prokaryotes. However, the 
transfer of genes is restricted to Pseudomonadota. PTOX reductase do 
not seem to be affected by LGT. They are found only in Cyanobacteriota, 
making the protein tree a single monophyletic group (Fig. 5d). The 
current sample and analysis conFrms previous reports for the massive 
role of LGT in the evolution of bd-type, HCO and AOX oxygen reductases 
[40,41,66,68,69]. One origin and 40 subsequent transfers for bd oxi-
dases and one origin plus 32 transfers for HCOs inferred from the species 
trees (Figs. 2, 3) might seem like a large amount of LGT for oxygen re-
ductases, but the number of transfers inferred from the enzyme phy-
logenies themselves (Fig. 5.ab) are 124 and 121 respectively, vastly 
exceeding the bare minimum of 40 (bd) or 32 (HCO) transfers needed to 
account for the lineage distribution of the enzymes.

4. Discussion

There is widespread agreement that the Great Oxidation Event (GOE) 
marked the persistent accumulation of O2 in Earth’s atmosphere, as 
documented by several lines of geologic evidence [1,36]. In particular, 
the onset of the GOE is temporally constrained to ca. 2.32–2.22 based on 
the irreversible disappearance of mass-independently fractionated sul-
fur isotopes from the sedimentary record [101–103], interpreted as 
signaling a rise in atmospheric O2 ω 10↓6 of present atmospheric levels 

Fig. 4. Distribution of ages per group on geological timescale. Distribution of ages per possible origin (group) within the dated tree of life for the bd-type 
(turquoise) and HCO (yellow) oxygen reductases. The age [Ma] per group is shown on the x-axis and the corresponding kernel density function (KDE) is placed 
over the corresponding distribution. The distributions of AOX and PTOX can be found in Supplementary Fig. 4. (For interpretation of the references to colour in this 
Fgure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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(PAL) [36]. While oxygenic photosynthesis necessarily evolved prior to 
the GOE, the oldest body fossils interpreted as Cyanobacteria only 
appear ca. 1.9 Ga [104], leaving geochemical reduction-oxidation 
(redox) proxies as the primary tools for resolving when environmental 
O2 – and, by extension, oxygenic phototrophs – Frst appeared in Earth’s 
surface environment [1].

Numerous geochemical studies reporting the concentrations of redox 
sensitive metal concentrations and metal isotope ratios of sedimentary 
rocks have inferred that oxygenic photosynthesis predated the GOE by 
up to ca. 600 million years [29,105–107]. Geochemical and 

mineralogical data associated with the morphology of lacustrine stro-
matolites have also been used as evidence for oxygenic photosynthesis 
by ca. 2.7 Ga [108,109]. The conclusion that oxygenic photosynthesis 
signiFcantly predated the GOE has inspired numerous efforts to explain 
how photosynthetic O2 production could have operated on Earth for 
hundreds of millions of years without oxygenating the atmosphere 
[110]. The proposed mechanisms vary, but tend to emphasize either 
enhanced O2 sinks, such as O2-consuming reactions with marine and 
atmospheric reductants [2,36], or diminished O2 sources, namely 
extrinsic or intrinsic caps on cyanobacterial primary production, from 

Fig. 5. Size and included taxa of groups within the protein trees of bd-type, HCO, AOX and PTOX oxygen reductase. The leaves of the protein trees for bd-type 
(a), HCO (b), AOX (c) and PTOX (d) oxygen reductases are colored based on their afFliation to groups, found in the dated tree of life. The sizes of the colored strokes 
represent the number of strains present in the group. The corresponding taxa included in every group are shown in the right bottom box. *FCB group includes 
Bacteroidota, Balneolota, Chlorobiota, Rhodothermota and *Methanobacteriota includes Methanomicrobia, Methanonatronarchaeia, Halobacteria

K. Trost et al.                                                                                                                                                                                                                                    BBA - Bioenergetics 1867 149575

8



Publikationen 

 69 

 

 

 

 

 

 

phosphorus limitation [111], Fe2→ toxicity [112], nitrogenase inhibition 
by O2 pre-GOE [113], to low metabolic efFciencies [114]. Despite the 
ever-growing list of these proposed mechanisms, no clear consensus 
exists on which one (or combination) of these—if any— actually works 
as an explanatory platform for advocating for an early origin of oxygenic 
photosynthesis relative to the GOE.

Although a minority view [36], the simplest explanation for why the 
GOE happened when it did and not earlier is that oxygenic photosyn-
thesis originated in cyanobacteria only shortly before the GOE [1], and 
that the rapid rise in O2 at the GOE simply re6ects the rapid (initially 
exponential) growth of cyanobacteria subsequent to their origin [59]. 
Collectively, geochemical evidence for free O2 before the GOE has been 
criticized as re6ecting post-depositional alteration with oxic waters 
[9,30], and as involving light-driven redox reactions that occurred in the 
absence of free O2 [37,39]. Other geochemical evidence from shallow- 
water banded iron formations has been used to argue that the marine 
surface and atmosphere contained ω10↑6 PAL O2 ca. 2.45 Ga, implying 
that oxygenic photosynthesis had not yet evolved by this time [115]. 
According to a simple box model, photosynthetic oxygen production 
could have potentially overwhelmed atmospheric and marine O2-sinks 
(e.g., atmospheric H2 and marine Fe2→) within ca. 100,000 years of its 
origin [116].

Together, the idea that oxygenic photosynthesis originated only 
shortly before the GOE arguably represents the simplest and most 
straightforward reading of the geologic record in the absence of 1) un-
equivocal evidence for free O2 (and oxygenic phototrophs) prior to the 
GOE, and 2) a satisfying explanation for how photosynthetic O2 pro-
duction could have operated for over a half-billion years with oxygen-
ating the atmosphere.

Many reports infer the presence of oxygen in earth history from 
molecular phylogenetic studies [13,19–23], starting with the early study 
by [117]. Inferences of oxygen in Earth history from gene trees remain 
contentious because the use of molecular clocks is inapplicable if the 
gene in question has been affected by lateral gene transfer. All pro-
karyotic genes have been affected by LGT [26], in particular genes 
involved in oxygen metabolism [16]. In a molecular clock study, LGT 
systematically pushes the age of the gene in question artefactually deep, 
towards the root of the tree. Here we have taken the converse approach 
in that we allow LGT freely, we use geochemical evidence for the global 
appearence of oxygen at the GOE as a calibration point for the age of 
oxygen-dependent respiration, and we plot the appearance of oxygen 
reductases on a phylogenetic tree constructed from the ATP synthase, a 
largely vertically inherited gene [81]. The tree that we have used for 
plotting oxygen reductases was constructed by others as a general 
timeline reference for prokaryotic evolution, independent of oxygen 
reductase evolution.

As outlined before, there are isolated reports that trace amounts of 
oxygen might be synthesized from various reactions prior to the GOE, 
but these reports are controversial and do not mesh with the evidence 
for the existence of the GOE [12–16,18]. There are also claims for the 
occurrence of whiffs of oxygen prior to the GOE [7,8], but the samples in 
question could have been oxidized post-sedimentation [9], a Fnding that 
was rebutted [10] with rebuttal [11] in return. Our reading of the 
geochemical record is consent with the conservative and straightfor-
ward interpretation that the GOE represents the Frst global appearance 
of oxygen in Earth history [1,9,102]. We thus interpret the GOE as the 
earliest time point at which functional O2 reductases could have arisen. 
We also assume that LGT occurred freely in the evolution of oxygen 
reductase genes, consistent with earlier studies [40–42,66,68,69,97] 
and with the trees of oxygen reductases presented here (Fig. 5). With 
these simple premises, we Fnd that bd oxidase and HCO gene evolution 
Ft more or less perfectly with an origin of oxygen reductases at the GOE, 
followed by subsequent transfers to different lineages throughout the 
low oxygen phase of evolution called the Pasteurian billion, because 
Earth’s atmospheric O2 content was close to the Pasteur point (the O2 
concentration at which facultative anaerobes switch to O2 respiration) 

during that time (Fig. 4). The present data do not indicate which lineage 
invented bd oxidases (or HCO), but given the number of subsequent 
transfers involved, the identity of the bd- and HCO-inventing lineages 
does not impact our Fndings.

One could argue that Cyanobacteria were the Frst organisms to 
evolve oxygen reductases, because they were the Frst to be confronted 
with O2, namely that produced by water-splitting photosynthesis [71]. 
However, O2 diffuses out of the cyanobacterial cell faster than it is 
produced, such that the O2 concentration in cyanobacterial cells 
generated by de novo O2 production is 0.25 μM to 0.025 μM [118]. The 
O2 from endogenous production is thus roughly 1000 fold lower than 
modern concentrations, and well within the Km range of bd and HCO 
enzymes (10 nM to 10 μM, [79]), and sufFcient to support the origin of 
oxygen reductases in cells other than cyanobacteria in Earths’ gradually 
oxygen-accruing environment. As a result, oxygen reductases could have 
arisen, in principle, in any heme-producing lineage with a preexisting 
anaerobic respiratory chain.

Prior to the GOE, Earth was inhabited by anaerobes [119]. O2 is 
inhibitory for many anaerobes in that it is a stable diradical that can, 
however, readily accept single electrons from one-electron donors such 
as quinols, 6avins and in particular FeS clusters to generate the O2↓– 

superoxide radical, a highly reactive oxidant and toxic reactive oxygen 
species (ROS) [61,120–122]. While 6avins, quinols and other cofactors 
including thiamin [123] generate toxic ROS, they remain active as co-
factors upon contact with O2. By contrast, many FeS clusters undergo 
oxidative damage upon contact with O2, such that O2 inactivates en-
zymes with surface accessible FeS clusters [61]. Note, however, that 
many FeS clusters are stable in the presence of O2, for example the eight 
FeS clusters in complex I of the mammalian respiratory chain [124]. It 
has been suggested that the initial function of oxygen reductases, 
especially bd-type oxidases, was to keep the cytosol free of O2 [125,126], 
yet for O2 detoxiFcation, most cells possess dedicated, soluble oxygen- 
removing and ROS detoxiFcation enzymes, including NADH oxidases 
and superoxide dismutases [16,19,121,127,128]. In the wake of the 
GOE, bd-type and HCO oxidases could assume their roles in energy 
conservation, functioning in aerobic respiration in some lineages, in 
denitriFcation in others, and in some cases, functioning in biosynthetic 
pathways [40–42,67].

4.1. The Lomagundi (or Lomagundi-Jatuli) excursion

An aspect of O2 history that has not been previously addressed by 
molecular studies is the Lomagundi excursion. More or less concomitant 
with the GOE, there is a 13C isotope anomaly in the geochemical record 
called the Lomagundi or Lomagundi-Jatuli excursion [3,48] that des-
ignates a 13C enriched marine dissolved inorganic carbon (DIC) pool, 
which is the sum of dissolved CO2, HCO3↑ and CO32↑ (Fig. 6). This in-
crease in 13C in the DIC pool indicates increased primary production by 
oxygenic photosynthesizers, because Rubisco discriminates against 
13CO2, preferentially incorporating 12CO2 into biomass [129], leaving 
excess 13C in the atmosphere and hence in the DIC pool. Forests during 
the Carboniferous, for example, deposited CO2 as photosynthate that 
became rapidly buried and thus became our modern coal reserves, 
generating atmosphere O2 levels on the order of 150 % PAL, which is 
re6ected in high 13C vaules in DIC of the Caboniferous. Today, photo-
synthetic CO2 Fxation and O2 respiration take place are roughly equal 
rates, such that atmospheric O2 levels are stable [64,65]. It is now 
agreed that the high 13C at the Lomagundi excursion need not re6ect O2 
levels vastly exceeding the present value of 21 % v/v [48], but the causes 
for the appearance and disappearance of the Lomagundi are still 
debated. Very complicated, multifactorial whole-ecosystem models 
have been proposed as a cause of the LJE [130] but without identiF-
cation of speciFc processes underlying the isotopic excursion. Recent 
studies have investigated the possibility that Rubisco 13C discrimination 
might have been higher in the ancient past [131,132] by investigating 
the discrimination properties of ancestral Rubisco enzymes, but the 
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measured effects were small, also in the presence atmospheres con-
taining 2–5 % CO2, which likely existed around the time of the GOE 
[36]. Altered properties of ancient Rubisco enzymes are, in principle, a 
possible cause of the LJE, as are a number of other factors, as outlined by 
Prave [133].

We consider a sequence of simple processes with few variables at the 
origin of the LJE, as outlined in Fig. 7. Reading the geochemical record 
with Occam’s razor, there was no cyanobacterial O2 production prior to 
the GOE. With the origin of water-splitting photosynthesis, cyanobac-
teria produced an atmosphere of roughly 2 % oxygen by the end of the 
LJE and the end of the GOE. There is no explanation in the geochemical 
record why oxygen stayed 6at during the Pasteurian era and nothing 
existed that limited cyanobacterial growth. However oxygen accumu-
lation ceased at ~2 % and did not exceed ~2 % because nitrogenase is 
inhibited by 2 % O2, and without nitrogenase, no net CO2 Fxation 
(cyanobacterial cell synthesis) is possible [58,59].

Note that nitrogenase is not inhibited by endogenous O2 production, 
because O2 rapidly diffuses out of the oxygen-producing cell, such that 

endogenous O2 synthesis generates intracellular O2 levels of 0.25 μM to 
0.025 μM [118], 10 to 100 times lower than that required to inhibit 
nitrogenase [59]. In oxygenic photosynthesis, one CO2 is consumed for 
every O2 produced. The GOE would have consumed all CO2 contained in 
a 2 % CO2 atmosphere. Even with a modern Rubisco, that CO2 depletion 
would be expected to generate a very substantial alteration in the 13C 
isotope record re6ecting high carbonate 13C simply as evidence of 
increased carbon burial [48,129]. If the atmosphere contained less than 
0.02 atm CO2 at the time of the LJE (Fig. 7) [36], the GOE (which 
generated 0.02 atm O2 in the atmosphere) would have essentially 
scrubbed the atmosphere free of CO2, bringing O2 production to a halt, 
which apparently did not happen (Fig. 7). A 5 % CO2 atmosphere would 
have been depleted in CO2 roughly by half.

One could argue that respiratory processes were replenishing at-
mospheric CO2 levels as soon as carbon burial at the GOE commenced. 
But according to the age of oxygen reductases that we have estimated 
here, oxygen respiration had either not yet evolved at all at the GOE or 
had not yet become widespread among bacterial lineages (Fig. 4). In the 

Fig. 6. Atmospheric O2 and CO2 during the last 4 billion years in comparison to δ13C values including the Lomagundi-Jatuli excursion (LJE) and the Great 
oxidation event (GOE). Comparison of the evolution of δ13C values (dashed line, [3]), O2 values (blue line, [60]) and CO2 values (gray line, [36]) during the last 4 
billion years. (For interpretation of the references to colour in this Fgure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Fig. 7. Model for the causes of Lomagundi-Jatuli excursion (LJE) in connection with the evolution of atmospheric gases as O2 and CO2.
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absence of bd oxidases or HCO in respiratory chains, anaerobic respi-
rations could have returned some CO2 to the atmosphere. But by the 
measure of modern CO2 cycling, the contribution of anaerobic respira-
tions (SO2, Fe3→) or fermentations would have been modest [64,65], 
because more than 99 % of biological CO2 production today comes from 
O2 respiration.

The end of the LJE is marked by a sharp spike of low 13C, suggesting, 
in standard models, rapid release to the DIC pool of sequestered 12C-rich 
organic material—derived from cells of the newly arisen cyanobacterial 
lineage in this model. We propose that this rapid release of sequestered 
organic carbon at the end of the LJE corresponds to the origin of bd and 
heme‑copper oxygen reductases and the respiration of a substantial 
portion of light carbon buried during the GOE. Oxygen levels did not 
react to the origin and spread of oxygen reductases because nitrogenases 
imposed an upper on O2-levels independent of oxygen consumption 
[58,59].

In this proposal, the LJE indicates a sharp increase in carbon burial at 
a level sufFcient to generate a 13C enrichment in the marine DIC pool, 
but at no more than 2 % O2 in the atmosphere, because of nitrogenase 
inhibition. Furthermore, this proposal entails neither massive export of 
the greenhouse gas methane to the atmosphere [130], nor does it entail 
the formation of an ozone layer [130], which under standard models 
arose long after the GOE, about 600 MY ago [39,134]. Our model re-
quires no attributes of oxygenic photosynthesis or cyanobacterial 
Rubisco that differ from modern. It does however require an atmo-
spheric CO2 level (0.02 atm) sufFcient to support the synthesis of 0.02 
atm of O2. Following the origin of oxygen reductases at the end of the 
LJE and the GOE, CO2 production through respiration and O2 produc-
tion through cyanobacterial photosynthesis could have fallen into 
quantitative balance, as in the modern carbon cycle [64], but in an at-
mosphere of constant ~2 % O2 for almost 2 billion years until the origin 
of land plants [49], because of nitrogenase inhibition [58,59] by O2.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi. 
org/10.1016/j.bbabio.2025.149575.
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6 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 

 

Prokaryotische Genome werden stark durch LGT und Genverlust beeinflusst, wodurch ein 

Prozess des Genflusses entsteht (Mira et al. 2001, Arnold et al. 2022). Dieser Genfluss 

generiert die Pangenom Struktur, welche ein konserviertes Kerngenom beinhaltet, das von 

einem variablen akzessorischen Genom umrandet wird (Tettelin et al. 2005, Medini et al. 2005, 

Tettelin et al. 2008, Vernikos et al. 2015, Brockhurst et al. 2019). Genflussraten wurden bis 

heute hauptsächlich auf der Spezies- und Genusebene untersucht, wobei eine starke Beziehung 

zwischen phylogenetischer Distanz und Menge an Genunterschieden entdeckt wurde (Hao & 

Golding 2006, Marri et al. 2006, Marri et al. 2007, Nowell et al. 2014, Wolf et al. 2016, 

Touchon et al. 2009, Wielgoss et al. 2016, Andreani et al. 2017, Rocha 2018, Haudiquet et al. 

2022). Jedoch sind diese Studien nicht direkt vergleichbar, da entweder die Berechnungen der 

phylogenetischen Distanz auf unterschiedlichen Methoden basieren oder auf Kerngenen 

beruhen, welche stark von der Zusammensetzung des Pangenoms abhängig sind (Vernikos et 

al. 2015).  

In Publikation I wurden prokaryotische Genflussraten anhand von 5.655 Genomen 

und 2.872 MAGs berechnet und über verschiedene Taxa hinweg miteinander verglichen. Die 

Genflussraten wurden basierend auf der Beziehung zwischen Sequenzdivergenz universeller 

und konservierter Kerngene sowie Unterschieden im Geninhalt prokaryotischer Genompaare 

berechnet. Wie in vorherigen Studien zeigt sich auch in dieser Publikation eine stark positive 

Beziehung zwischen beiden Messwerten (Touchon et al. 2009, Wolf et al. 2016, Wielgoss et 

al. 2016, Andreani et al. 2017, Rocha 2018, Haudiquet et al. 2022, Trost et al. 2024). Die 

Genflussraten höherer prokaryotischer Taxa wiesen nahezu identische Werte auf, mit einer 

durchschnittlichen bakteriellen Rate von 2,9 % und eine archaellen Rate von 2,57 % Geninhalt-

Unterschieden pro 1 % Aminosäuresequenzdivergenz der Kerngene. Dieses Muster wird auch 

in den Analysen metagenomisch-assemblierter Genome bestätigt, sofern die Qualität der 

einzelnen MAGs hoch genug ist (> 80 %). 

Auf der Genus- bis zur Phylum-Ebene bleiben diese Genflussraten fast konstant und 

sinken nur leicht, mit steigendem taxonomischem Rang. Wohingegen die Werte auf der 

Spezies-Ebene stark variieren. Die ähnlichen Genflussraten in höheren prokaryotischen Taxa 

sowie über verschiedene taxonomische Ebenen hinweg deuten grundsätzlich auf ein 

uhrähnliches Verhalten der Veränderung des Geninhalts relativ zu 

Aminosäuresequenzdivergenz in den universellsten und am vertikalsten vererbten Genen in 
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Prokaryoten. Die Genflussraten moderner prokaryotischer Genome könnten somit genauso alt 

sein wie Prokaryoten selber. Des Weiteren unterstreicht dies, dass LGT eine natürliche 

Komponente der Evolution von Prokaryoten ist (Trost et al. 2024). 

Anhand der Genflussraten höherer Taxa können auch Schätzungen für den 

durchschnittlichen Anteil akzessorischer Gene in aktuellen Genomen gemacht werden. Dies 

kann als Hinweis gesehen werden, dass es Pangenomstrukturen mit stabilem Kerngenom und 

variablen akzessorischem Genom in Prokaryoten schon seit der Entstehung der bakteriellen 

und archaellen Linie gibt (Trost et al. 2024).  

Der zweite Teil der Arbeit (Publikation II und III) geht näher auf die Evolution von 

atmosphärischem Sauerstoff ein. Klare Erkenntnisse zeigen, dass der Sauerstoffgehalt vor ca. 

2,4 Milliarden Jahren stark anstieg, das GOE (Holland 2002, Gumsley et al. 2017). Einige 

Studien untersuchen die Möglichkeit, dass Sauerstoff bereits kurz vor dem GOE in geringen 

Konzentrationen in der Atmosphäre auftrat (Anbar et al. 2007, Kaufman et al. 2007, Czaja et 

al. 2012, Crowe et al. 2013, Meixnerová et al. 2021, He et al. 2021, Stone et al. 2022, He et 

al. 2023, Sweetman et al. 2024). Diese Studien, die oft auf molekulare Phylogenien von O2-

metabolisierenden Enzymen basieren (Brochier-Armanet et al. 2009, Boden et al. 2021, 

Jablońska & Tawfik 2021, Bafana et al. 20200, He et al. 2023, Davin et al. 2025, Elling et al. 

2025), nehmen durch ihre Methodik automatisch an, dass die Enzyme nicht durch LGT 

beeinflusst wurden. Heute ist jedoch klar, dass fast alle Gene prokaryotischer Genome lateral 

transferiert werden (Nagies et al. 2020, Dagan & Martin 2007, Dagan et al. 2008, Trost et al. 

2024). Eine Analyse aus Publikation II untersucht ebenfalls, inwiefern sich der Einfluss von 

LGT auf sauerstoffabhängige und sauerstoffunabhängige Gene unterscheidet. Dazu wurden 

Vertikalitätsmesswerte einzelner Gene genutzt, welche beschreiben, wie häufig ein Gen 

zwischen Abstammungslinien transferiert wurde (Nagies et al. 2020). Es zeigt sich deutlich, 

dass sauerstoffabhängige Gene mehr durch LGT beeinflusst werden, als sauerstoffunabhängige 

Gene. Dieses Ergebnis bleibt über verschiedene funktionelle Kategorien hinweg konsistent. 

Weitere Ergebnisse aus Publikation II deuten darauf hin, dass O2-abhängige Enzyme einen 

physiologischen Vorteil mit Zunahme der Sauerstoffkonzentration vor ca. 2,4 Milliarden Jahren 

hatten. Im Gegensatz zu traditionellen Annahmen, nach denen O2-abhängige Enzyme 

hauptsächlich mit aerober Atmung und damit einhergehender Energiegewinnung verknüpft 

werden (Rytkönen 2018), deuten Analysen aus Publikation II darauf hin, dass prokaryotische 

Zellen zunächst in der Lage sein mussten in sauerstoffreichen Umgebungen zu überleben bevor 

sie O2 zur Steigerung der Energieeffizienz nutzen konnten. Somit bestand die entscheidende 

physiologische Anpassung, die durch O2-abhängige Enzyme bewirkt wurde, zunächst in der 
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Resistenz gegenüber Sauerstofftoxizität. Diese Resistenz entstand, indem zusätzliche O2-

abhängige Enzyme in prokaryotische Genome integriert oder O2-sensitive Enzyme durch 

funktionelle, O2-abhängige Analoge ausgetauscht wurden (Mrnjavac et al. 2024).  

Anders als molekulare Methoden setzen geochemische Befunde den Ursprung von 

relevanten Mengen an Sauerstoff in der Atmosphäre mit dem GOE gleich (Holland 2002, 

Gumsley et al. 2017), was bedeuten würde, dass auch Sauerstoff-metabolisierende Enzyme wie 

terminale Oxidasen ihren Ursprung mit oder kurz nach dem GOE haben. In Publikation III 

wurde der Ursprung von terminalen Oxidasen sowie ihre Verteilung in prokaryotischen 

Abstammungslinien untersucht, indem ihr Auftreten in verschiedenen Taxa auf einen zeit-

kalibrierten phylogenetischen Baum (Mahendrarajah et al. 2023) kartiert wurde. Dieser Ansatz 

unterscheidet sich von vorherigen phylogenetischen Studien, da (i) das GOE als frühste 

Möglichkeit einer Entstehung der terminalen Oxidasen akzeptiert wurde, (ii) die Existenz von 

LGT bei prokaryotischen Genen, besonders sauerstoffabhängigen Genomen akzeptiert wurde 

und (iii) ein unabhängiger phylogenetischer Baum zur Datierung genutzt wurde, welcher nicht 

auf Sauerstoff-metabolisierenden Enzymen basiert, sondern auf Basis der hauptsächlich 

vertikal vererbten ATP-Synthase generiert wurde.  

Die Daten aus Publikation III weisen darauf hin, dass Cytochrom-bd Oxidasen, Häm-

Kupfer-Oxidasen und alternative Oxidasen (AOX, PTOX) im Zuge des GOE vor etwa 2,4 

Milliarden Jahren entstanden sind, woraufhin diese Gene stark von LGT beeinflusst wurden. 

Außerdem unterstreichen die Ergebnisse die Physiologie rund um das GOE und eröffnen ein 

biologisches Modell, dass die 13C-Isotpenanomalie der Lomagundi-Jatuli Exkursion (LJE) als 

Produkt eines einzigen cyanobakteriellen Enzyms direkt erklären. Diese besagt, dass zunächst 

vor dem GOE den Vorläufern der Cyanobakterien ein Sauerstoffentwicklungs-Komplex fehlte, 

sodass Cyanobakterien keinen Beitrag zum atmosphärischen O2 leisten konnten. Mit Beginn 

des GOE wurden Cyanobakterien sauerstoffproduzierend. Ihr ungebremstes Wachstum führte 

zu einer exponentiellen Anreicherung von O2 in der Atmosphäre, die jedoch bei 2 % [v/v] 

atmosphärischem O2 begrenzt war, da die Stickstofffixierung der Cyanobakterien, speziell die 

Nitrogenasen, durch O2 oberhalb dieser Schwelle gehemmt werden. Da das atmosphärische 

CO2 zum Zeitpunkt des GOE auf etwa 0,02 atm geschätzt wird, verbrauchte die Produktion 

von 0,02 atm O2 durch Kohlenstoffbindung mittels des Enzyms RuBisCo fast den gesamten 

atmosphärischen CO2-Vorrat. Dies führte zu einer extremen Anreicherung von 13C in der 

Atmosphäre, der LJE, verursacht durch die Isotopendiskriminierung von RuBisCo. Die LJE 

fand jedoch bei einem O2-Gehalt von 2 % statt, da die durch Nitrogenase auferlegte strenge 

Obergrenze für die O2-Anreicherung bis zum Entstehen der Landpflanzen in Kraft blieb. Der 
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hohe 12C-Gehalt in der Atmosphäre am Ende der Lomagundi-Jatuli-Exkursion markiert den 

Ursprung der Sauerstoffreduktasen, ihre rasche Verbreitung durch ihre Funktion der 

Freisetzung von CO2 bei der Atmung und den Beginn des Gleichgewichts zwischen 

photosynthetischer O2-Produktion und respiratorischem O2-Verbrauch, zunächst bei einem 

atmosphärischen O2-Gehalt von 2 % (Trost et al. 2026). 
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