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Genomische Signaturen des
Ubergangs zur Mehrzelligkeit
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We examined the evolution of cell groups in ten isogenic lines of the
unicellular green alga Chlamydomonas reinhardtii upon exposure to a
rotifer predator and found that cell groups evolving in the presence of
predation had increased survival compared to single cells but at a cost
of reduced reproduction. Identical mutations evolved in cell group iso-
lates and were associated with their growth form. The observation of
repeated genomic changes after 500 generations of predator selec-
tion, suggest some level of deterministic evolution.
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B Mehrzelligkeit hat sich im Laufe der Erd-
geschichte wiederholt und unabhéngig von-
einander entwickelt und hat wesentlich zur
Entstehung der biologischen Vielfalt beige-
tragen [1]. Die allgemeinen Bedingungen, die
die Entstehung der Mehrzelligkeit begtinstigt
haben, wie z. B. die Selektion durch FraBfein-

1. Schritt

de mit begrenzter ZellmundgroBe [2], und die
allgemeinen zellularen Schritte, die zu dieser
grundlegenden evolutionaren Veranderung
gefiihrt haben, sind bereits recht gut unter-
sucht. So zeigen vorangegangene Studien,
dass die Entwicklung der Mehrzelligkeit aus
einzelligen Vorfahren wahrscheinlich in
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zwei wesentlichen Schritten erfolgte [3].
Zunachst entstehen Zellgruppen, entweder
durch den Zusammenschluss von oft nicht
verwandten Zellen einer Art [4] oder weil
sich Zellen nach der Zellteilung nicht mehr
voneinander trennen (Abb. 1A, [5]). In der
Folge entwickeln die Zellen einer Gruppe
dann ein hoheres MaB an Kooperation, z. B.
durch effizientere gemeinsame Nutzung von
Ressourcen, was schlieBlich zur Entwicklung
der Zelldifferenzierung innerhalb des Aggre-
gats und damit zu mehrzelligem Leben fiih-
ren kann (Abb. 1A).

Fiir diesen zweiten Schritt spielt die Balance
(Trade-off) zwischen Uberleben und Fort-
pflanzung der Zellgruppe eine entscheidende
Rolle [6]. Tatsdchlich ist Mehrzelligkeit nur
dann zu erwarten, wenn Selektion zunachst
zu Zellgruppen fiihrt, die eine hohere Uber-
lebenswahrscheinlichkeit, aber eine geringe-
re Fortpflanzungssrate als ihre einzelligen
Vorfahren haben (Abb. 1B). Wenn sowohl die
Uberlebens- als auch die Fortpflanzungs-
raten schon von undifferenzierten Zellgrup-
pen hoch sind, ist der zweite Schritt hin zur
Mehrzelligkeit weniger wahrscheinlich, da
die Zellgruppen bereits beide Eigenschaften
optimiert haben. Unter diesen Bedingungen
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A Abb.1: Konzeptueller Rahmen zur Evolution von Mehrzelligkeit von einzelligen Vorlaufern. A, Der erste Ubergang fiihrt zu einem Wachstum in Aggre-
gaten, in denen die Zellen des Aggregats z. B. durch eine extrazelluldre Matrix (grau) zusammengehalten wird. Beim zweiten Ubergang differenzieren
sich die Zellen innerhalb des Aggregats in mehreren Schritten in Somazellen, die den Kérper darstellen und die Uberlebensfahigkeit des Individuums
sicherstellen (dunkelgriine Zellen), und Keimzellen, die die Fortpflanzung des Individuums sicherstellen (orange Zelle). B, Voraussichtliche Verteilung
der Merkmale Reproduktion und Uberleben von Zellgruppen (1. Ubergang), die den 2. Ubergang erméglichen kann: Zellgruppen haben eine hohere
Uberlebensfahigkeit, aber eine niedrigere Fortpflanzungsrate. Wenn der erste Ubergang die Fortpflanzungsrate, aber nicht die Uberlebensfahigkeit
erhoht, wird vorhergesagt, dass die Selektion nur schnell wachsende Einzelzellen hervorbringt, aber weitere Schritte in Richtung mehrzelliges Leben

werden nicht vorhergesagt.
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ist die Selektion zur Differen-
zierung in Keimzellen, die die
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In unserer Studie haben 0
wir die Entwicklung von Zell-
gruppen aus einzelligen Vor-
laufern der Griinalge Chlamy-
domonas reinhardtii unter-
sucht [7]. Insbesondere haben
wir die Hypothese getestet, ob
der erste Schritt in Richtung
Mehrzelligkeit zu einer Erho-
hung der Uberlebenswahr-
scheinlichkeit auf Kosten der Fortpflanzung
fiihrt. Zusatzlich haben wir moglichen geno-
mischen Verdnderungen in C. reinhardtii
untersucht, die mit dem Uberleben und der
Fortpflanzung zusammenhdngen konnten.
Wir nutzten experimentelle Evolution und
haben zehn genetisch unterschiedliche ein-
zellige C. reinhardtii-Stamme in Parallelkul-
turen und in Gegenwart und Abwesenheit
eines planktischen FraBfeindes (Raddertier
Brachionus calyciflorus) wachsen lassen.
Nach ca. 500 Generationen haben wir die
phénotypische Variation (Zellgruppen, Uber-
lebenswahrscheinlichkeit, Fortpflanzungs-
rate) von C. reinhardtii-Isolaten aus den ver-
schiedenen Ansdtzen untersucht. Da die
Versuchsansidtze mit zehn verschiedenen
Stammen gestartet wurden, konnten wir die
evolutiondre intraspezifische Merkmalsviel-
falt untersuchen, ohne die Selektion auf
einen Genotyp zu beschréanken.

Merkmalsverteilung von Zellgruppen

Nach ca. 500 Generationen konnten wir
beobachten, dass die einzellige C. reinhardltii,
wenn sie einer kontinuierlichen Selektion
durch FraB durch einen Rauber ausgesetzt
ist, deutlich haufiger in Zellgruppen wachst
als die C. reinhardtii aus den Ansdtzen ohne
FraB (Abb. 2A). Die Zellen einer Gruppe
waren in eine extrazellulare Matrix eingebet-
tet und das Wachstum in Zellgruppen redu-
ziert den FraB durch den Rauber und die
Entwicklung von Zellgruppen erhoht damit
die Uberlebenswahrscheinlichkeit. Eine
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erhohte Uberlebenswahrscheinlichkeit war
auBerdem mit einer geringen Fortpflan-
zungsrate assoziiert. Diese Assoziation war
allerdings nur fiir solche Zellgruppen signi-
fikant, die sich unter dem Selektionsdruck
des Raubers entwickelt haben (Abb. 2B).
Damit konnten wir zeigen, dass die Evolution
von Zellgruppen tatsdachlich dem vorherge-
sagten Muster folgt [6, 8], wenn einzellige
Vorlaufer unter konstantem FraBdruck wach-
sen und dass die Wahrscheinlichkeit dieses
Muster zu beobachten unabhédngig von den
Genotypen des Vorldufers ist.

Wiederholte genomische Anderung

Weiterhin haben wir untersucht, inwieweit
sich die festgestellten phinotypischen Ver-
anderungen auch in den Genomen der ein-
zelnen Linien nach 500 Generationen mani-
festiert haben. Verdanderungen im geneti-
schen Code finden immer statt und sind
stochastisch, aber die Fixierung im Genom
folgt der Selektion, dem entscheidenden Pro-
zess der Evolution. In unserem Experiment
sind also viele individuelle Veranderungen
im genetischen Code zu erwarten, single
nucleotide polymorphisms (SNPs) und kleine
Indels, von denen aber nur sehr wenige in
allen Zelllinien der Versuchsserie fixiert sein
diirften. Um die genomischen Verdnderun-
gen (hiernach Varianten) zu identifizieren,
die moglicherweise an den phdnotypischen
Veranderungen beteiligt sind, haben wir die
gesamten Genome von neun Paaren isolierter
Algenklone sequenziert. Die C. reinhardtii-
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A Abb. 2: Evolutionare Anpassungen an FraBdruck. A, Haufigkeit von Zellgruppen von Algenisolaten nach 500 Gene-
rationen in An- und Abwesenheit von FraBdruck. B, Uberlebenswahrscheinlichkeit und Fortpflanzungsrate der Iso-
late, die unter FraBdruck gewachsen sind. Zellgruppen zeigen eine signifikante Assoziation zwischen erhdhter
Uberlebenswahrscheinlichkeit (gemessen als Wachstum des Raubers [5]) und Fortpflanzungsrate. Dieser Zusam-
menhang ist nicht signifikant flir einzellige Isolate (auf der Grundlage einer nichtlinearen Modellierung der Daten
nach einer Power Law-Funktion).

Paare wuchsen entweder als Zellgruppen
und stammten aus den Ansdtzen mit kon-
stantem FraBdruck, oder sie wuchsen als
Einzelzellen und stammten aus den Ansatzen
ohne Rauber. Wir identifizierten Positionen
entlang des Genoms, die im Vergleich zum
Referenzgenom Varianten enthielten. Wir
fanden eine &@hnliche Gesamtzahl von
Varianten fiir Zellgruppen (156.872 + 84.970
fiir alle 9 Isolate) und fiir einzelne Zellen
(154.314 £ 47.240).

Eine groBere Anzahl dieser Varianten
wurde in Zellgruppen identifiziert (181) als
solche, die nur in einzelnen Zellen (83) vor-
kamen. 59 Varianten in Zellgruppen befan-
den sich in gencodierenden Regionen (Ein-
zelzellen: 23), 24 davon fiihrten zu Amino-
sdaurednderungen (Einzelzellen: 12), ein
Indikator fiir positive Selektion. Fiinf der
gemeinsamen Varianten mit Aminosaurean-
derungen aus den isolierten Zellgruppen
befanden sich innerhalb des DUF3707-Gens
(Cre01.g049826, Cre06.g290676). Dieses
Gen gehort zur Familie der Pherophorine, bei
denen es sich um Glykoproteine der extra-
zelluldren Matrix handelt. Weitere Varianten
wurden fiir Genen gefunden, die fiir andere
Glykoproteine (Cre10.g431050), fir Pro-
teine, die an der Exkretion beteiligt sind
(Cre06.g290676) codieren, und fiir eine
5‘-Region, die Gene fiir extrazelluldre Matrix-
proteine reguliert (Cre12.g522650). Muta-
tionen in Genen, die fiir Proteine im Zusam-
menhang mit der Nahrstoffaufnahme (Cre12.
g491600) und der zytosolischen Viskositat
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A Abb. 3: Graphisches Modell der genomischen und morphologischen Verdnderungen in Zell-
gruppen. Die Zellen einer Gruppe sind in eine extrazelluldre Matrix (grau) eingebettet, die die
Zellen nach Zellteilungen zusammenhalt. Prozesse, die von den nur in Zellclustern beobachteten,
genomischen Verénderungen (Gen-IDs) betroffen sind, werden fiir verschiedene Zellen angege-
ben. Gestrichelte Pfeile: Fluss von Informationen und Metaboliten.

(Cre06.g266300) codieren, sowie in 3-Regio-
nen von Genen, die an der Stressreaktion auf
CO,-Stress beteiligt sind (Cre10.g452800),
sind mogliche Reaktionen auf die Kosten des
Wachstums in Zellgruppen. Die groBere Zell-
dichte und die erhohte Viskositét der extra-
zelluldren Matrix beeinflusst die Verfiigbhar-
keit und Aufnahme von Néhrstoffen in Zell-
gruppe als auch den Gasaustausch (wichtig
fiir Respiration und Photosynthese). Alle
anderen Varianten mit vorhergesagten
Aminosdurednderungen wurden in Genen,
3‘-oder 5-Regionen gefunden, die an der Pro-
tein- und Transkriptionsregulierung beteiligt
sind, aber diese Funktionen waren nicht
ausschlieBlich auf Varianten in Isolaten
beschrankt, die in Zellgruppen wachsen.
Die unter FraBdruck entwickelten Zell-
gruppen wiesen einzigartige genomische
Variationen auf (Abb. 3), die wahrscheinlich
dazu beitragen, die Zellen nach der Zelltei-
lung zusammenzuhalten, was auf eine kon-
sistente selektive Reaktion auf der Genom-
ebene schlieBen ldsst. Dieser relativ hohe
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Grad an Wiederholbarkeit und die geringe
Anzahl von Generationen in unseren Experi-
menten lassen auf einen gewissen Determi-
nismus der phénotypischen und genomi-
schen Reaktion von C. reinhardtii auf den
Raubdruck schlieBen. |
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