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Richard LENSKI und die Evolution

Langzeitexperiment mit Bakterien belegt die Entstehung einer kom-
plexen Neuerung

MARTIN NEUKAMM

Ist die Evolution in der Lage, Innovationen her-
vorzubringen, die mehrere Organisations-
schritte erfordern, bevor ein entsprechender Se-
lektionsvorteil gegeben ist? Falls ja, welche Me-
chanismen leisten dies? Schaffen sie ihr Werk
allmahlich (Uber unzahlige Generationen) oder
sprunghaft (in einem einzelnen Organismus)?
Zur Klarung dieser Fragen rief der US-amerika-
nische Evolutionsbiologe Richard LENSKI ein viel beachtetes Langzeitexperiment
(LTEE) mit Bakterien ins Leben, das inzwischen seit uber einem viertel Jahrhundert
andauert. Tatsachlich hat die Studie bereits manch spektakulare Erkenntnis geliefert.

Titelbild: Kompositbild des Langzeit-Evolutionsexperiments. Bildquelle: Richard Lenski und Brian Baer,
Michigan State University. doi:10.1371/journal.pbio.1002185.g001, CC BY 4.0.

Bakterien als Forschungsobjekte

Bakterien haben gegentber anderen Organismen den Vorteil, dass man sie in gro-
Rer Zahl zuchten kann. Zudem vermehren sie sich extrem rasch. Das macht sie zu
idealen Forschungsobjekten, wenn man "Evolution in Aktion" sehen mochte.

Zu diesem Zweck rief ein Wissenschaftlerteam unter der Leitung des Evolutionsbiolo-
gen Richard LENSKI im Jahr 1988 das mittlerweile am langsten andauernde Evoluti-
onsexperiment ins Leben. Studienobjekt war (und ist) das Bakterium Escherichia coli.
Begonnen wurde mit einer einzigen Zelle, so dass alle Bakterien Nachfahren dieser
einen Bakterienzelle sind. E. coli kann sich u.a. des Einfachzuckers Glucose als na-
turlicher Nahrungsquelle bedienen.

Zitronensaure macht den Unterschied

Im Gegensatz zur Glucose weild der Wildtyp von E. coli nichts mit Citrat (Zitronen-
saure) als Kohlenstoffquelle anzufangen; der Phanotyp wird deshalb als Cit- bezeich-
net. Zwar verstoffwechselt E. coli unter anaeroben Bedingungen, das heil3t, unter
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Ausschluss von Sauerstoff, auch Citrat. An Luft (aerob) kann das Bakterium aus die-
ser Verbindung allerdings keine Energie gewinnen. Das Fehlen dieser Eigenschaft ist
fur E. coli derart spezifisch, dass es zur Unterscheidung von anderen Bakterienarten
herangezogen wird.

Um zu prufen, ob die Bakterien in der Lage sind, unter dem Druck starker Ressour-
cenknappheit dieser Beschrankung zu entkommen, ubertrugen LENSKIs Kollegen
zwei Klone des Wildtyps in ein Nahrmedium. Dieses enthielt ein Minimalangebot an
Glucose sowie ein Uberangebot an nicht als Nahrungsquelle verwertbarem Citrat. Ei-
ner der Klone wies zudem eine "Knock-Out-Mutation" namens Ara-auf, die den Ab-
bau des Zuckers Arabinose ausschaltet. Von beiden Klonen entnahmen die Wissen-
schaftler jeweils 6 Tochterzellen, die in frischem Nahrmedium insgesamt 12 vonei-
nander isolierte Starter-Kolonien bildeten.

Seit 37 Jahren (Stand: 2025) werden die Kolonien taglich aufgeteilt, wobei ein Anteil
der Bakterien in neue Gefalle mit frischem Nahrmedium Ubertragen werden, das
meiste wird verworfen. Etwa alle 500 Generationen werden von den Populationen
Bakterienproben entnommen und bei -80°C eingefroren. Auf diese Weise entstand
ein einzigartiges Archiv von Ahnenformen — eine Datenbank, die alle wesentlichen
Vorfahren der heutigen Bakterienstamme als "lebende Fossilien" konserviert. Die tief-
gefrorenen Bakterien haben gegenuber stratigraphisch Uberlieferten Fossilien den
entscheidenden Vorzug, dass sie jederzeit zum Leben erweckt und genetisch unter-
sucht werden konnen.

LENSKI und Mitarbeiter ermittelten nun die Wachstumsrate in allen Bakterienpopulati-
onen (relativ zur Ursprungspopulation). Bei konstanter Wachstumsrate durfte sich der
Stoffwechsel von E. coli kaum nennenswert verandert haben, wohingegen ein
sprunghafter Anstieg der Vermehrungsrate Mutationen anzeigt, welche die Bakterien
dazu befahigen, nicht nur die Glucose, sondern vor allem das im Uberschuss vorhan-
dene Citrat zu verstoffwechseln.

Eine Innovation entsteht: die Cit*- und Cit**-Mutante

Nachdem Uber viele Jahre kaum Veranderungen in der Wachstumsrate zu verzeich-
nen waren, entwickelte sich zwischen den Generationen 31.000 und 31.500 eine be-
merkenswerte Neuerung: LENSKI und Mitarbeiter berichteten dartber, dass in einer
der zwolf parallelen Abstammungslinien eine Population die rudimentare Fahigkeit
erwarb, Citrat aus dem Nahrmedium aufzunehmen (Phéanotyp Cit* genannt)
(BLOUNT et al. 2008). Bemerkbar machte sich diese Eigenschaft anhand einer drasti-
schen Zunahme der Trubung in der als Ara-3 bezeichneten Population.
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Die extrem schwache Citrat-Verwertung der Cit*-Mutante bescherte ihren Tragern je-
doch praktisch keinen Fitnessvorteil (QUANDT et al. 2015). Erst ab Generation ~33.000
wurde das rudimentare Merkmal zum starkeren, vorteilhaften Phanotyp Cit™ weiter-
entwickelt, was mit einem starken Anstieg der Zelldichte in dieser LTEE-Population zu-
sammenfiel.

Drei Etappen der Entwicklung

Es ist wichtig zu betonen, dass nicht mehrere Bakterienkulturen die Fahigkeit entwi-
ckelten, Citrat als Kohlenstoffquelle zu nutzen, sondern nur eine einzige. Das liegt
daran, dass die Innovation — wie wir noch sehen werden — eine komplexe Serie spe-
zifischer Mutationen erforderte. Zwar evolvieren die Bakterien rasch; in einer dauer-
haft exponentiell wachsenden Kultur mutiert innerhalb weniger Jahre jedes Nukleotid
im Genom von E. coli gleich mehrfach. Doch die Wahrscheinlichkeit, dass genau die
"richtigen" Mutationen in der erforderlichen Reihenfolge auftraten, ist a priori gering.

Die ursprunglichen Analysen wurden von BLOUNT et al. (2008) und BLOUNT et al.
(2012) durchgefuhrt. Sie entdeckten, dass die Evolution des neuen Merkmals kon-
zeptionell oftmals in drei Entwicklungsschritte unterteilt werden kann: Ermoglichung,
Verwirklichung und Verstarkung (s. Abb. 1).

Genuntersuchungen aus dem Bakterienarchiv lieRen den Schluss zu, dass sich um
die 20.000. Generation mindestens eine "ermoglichende" Mutation ereignet haben
musste. Zwar verhalfen sie den Bakterien noch nicht zur Citrat-Verwertung. Sie schu-
fen aber die (metabolische) Voraussetzung dafur, dass bei den Tochterbakterien
eine zweite, "verwirklichende" Mutation ansetzen konnte, ohne dass dies den Bak-
terienstoffwechsel negativ beeintrachtigt (naheres dazu weiter unten).

Die "verwirklichende" Mutation, die sich nach rund 31.000 Generationen ereignete,
bewirkte eine Neusortierung bestimmter Gene. Sie trat mehrmals unabhangig in ver-
schiedenen Populationen auf. Allerdings hatte sie nur dort Bestand, wo sich bereits
die "ermoglichenden Mutationen" ereignet hatten. Sie fuhrte zu einem sehr schwa-
chen Cit*-Phanotyp, der zwar in der Population Uber viele Generationen erhalten
blieb. Aufgrund des Fehlens eines klaren Selektionsvorteils wurde sie aber nicht fi-
xiert (QUANDT et al. 2015).

Der dritte Schritt bestand darin, durch "verstarkende" Mutationen die in Bezug auf
ihre Fitness praktisch neutrale Citrat-Verwertung auf ein fur das Bakterium vorteilhaf-
tes, lebenserhaltendes Niveau anzuheben (Cit**-Phanotyp).
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Abb. 1 Die Entstehung einer Innovation: Die ersten E. coli-Bakterien konnten Citrat noch
nicht als Kohlenstoffquelle nutzen (Cit"). Dies war erst ab der 33.000 Generation maoglich.
Diese Evolution fand in drei Etappen statt: Im ersten Schritt schufen eine oder mehrere
"ermdéglichende" Mutationen die Voraussetzung flr die spatere Entwicklung einer schwa-
chen Citrat-Verwertung. Im zweiten Schritt konnte dann die "verwirklichende" Mutation an-
setzen und den Cit*-Phanotyp hervorbringen. Dieser wurde schlief3lich zum Cit™-Phanotyp
verstarkt. Modifiziert nach HENDRICKSON & RAINEY (2012).

Die ermoglichenden Mutationen

Die ermdglichenden Mutationen schufen die Voraussetzung dafur, dass eine spater
auftretende, rudimentare Citrat-Verwertung (Cit*-Mutation) lange genug in der Popula-
tion Bestand haben konnte, bis sie durch weitere Mutationen zur vollstandigen Citrat-
Verwertung (Cit™) verstarkt wurde. Bis etwa zur 20.000 Generation flhrte die Cit*-Mu-
tation namlich bei allen LTEE-Populationen zu starken Fitnesseinbuf3en und ver-
schwand daher rasch wieder. Der Grund ist, dass die Aufnahme von Citrat mit dem
Verlust wertvoller C4-Metaboliten einhergeht, was flir die Bakterien unvorteilhaft ist.

Das Transportprotein CitT funktioniert wie eine Drehtlr; es lasst Citrat in die Zelle und
schleust im Gegenzug C4-Dicarboxylate, wie Succinat, Fumarat und Tartrat, aus.
Ware dieser Fitnessnachteil nicht im Vorfeld durch passende Mutationen kompensiert
worden, ware die spatere Invasion des Cit*-Phanotyps praktisch chancenlos gewesen.

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass zwischen Generation 20.000 und 25.000
entscheidende Mutationen in den Schliisselgenen gltA, icIR und arcB auftraten
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(QUANDT et al. 2015; LEON et al. 2018). Vor allem die gltA1- und arcB-Mutation ermog-
lichten es dem spater auftretenden Cit*-Phanotyp, so lange in der Population zu uber-
leben, bis der vorteilhafte Cit**-Phanotyp entstand. Wie bewirkten sie dies?

E. coli scheidet Acetat als Uberschussmetabolit wahrend des Wachstums mit Glu-
kose aus und schaltet dann auf die Nutzung dieses Acetats um, wenn die Glukose
aufgebraucht ist (WoLFE 2005). Die erwahnten Mutationen haben die Fahigkeit des
LTEE-Vorfahrenstamms zur Acetat-Assimilation stark verbessert. Dadurch brachten
sie die fur den Wildtyp von E. coli schadliche Cit*-Mutante auf ein fur die naturliche
Auslese neutrales Niveau. So schuf die Optimierung des Acetatstoffwechsels beildu-
fig die Voraussetzungen fur die Evolvierbarkeit einer rudimentaren Citrat-Verwertung.

Die verwirklichende Mutation

Der Ursprung der verwirklichenden Mutation liegt in einer DNA-Region mit dem Gen
citT. Dieses Gen kodiert fur das Transportprotein, welches Citrat in die Zelle importiert.
Ursprunglich lag citT hinter einem weiteren fur die Citrat-Verwertung wichtigen Gen na-
mens citG sowie hinter dem sogenannten rnk-Gen, das eine andere Aufgabe erfullt.

Eine besondere Tandem-Duplikation bewirkte ein spezifisches Neuarrangement die-
ser Gene. Dabei geriet jeweils eine Kopie der zuvor stillen, nicht exprimierten citT- und
citG-Gene unter die Kontrolle des regulatorischen Bereichs des benachbarten rnk-
Gens (Abb. 2). Dieses neu entstandene rnk-citT-Modul fUhrte zu einem neuartigen
Regulationsmuster, welches die Cit-Gene auch in Gegenwart von Luftsauerstoff akti-
vierte und somit aerobes Wachstum auf Citrat ermoglichte (QUANDT et al. 2015).

a Segment amplified in Cit* b 1andem copy 1 Tandem copy 2

628, 822 625 880

- citG }1 citT )[Ema Q@, {citG){_citT ;Eﬂa)@] citT )ﬂbma)bf

rmk promoter ~_~_~_
Cltratez‘sucmnate v v
antiporter Rnk-CitG 89 aa CitT
fusion protein

Abb. 2 a.) Raumliches und regulatorisches Arrangement des Genkomplexes (citG-citT-
rna-rnk) in den urspringlichen E. coli-Bakterien. b.) Nach einer "Tandem-Duplikation" liegt
der Komplex zweimal hintereinander in der Bakterien-DNA. Der duplizierte Komplex wurde
so ins Genom der Cit*-Mutante eingebaut, dass sowohl citG als auch citT unter der Kon-
trolle des Regulators des rnk-Gens exprimiert — das heildt auch in Gegenwart von Luftsau-
erstoff abgelesen — wurden. Grafik aus BLOUNT et al. (2012).
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Die verwirklichende citT-Mutation des Cit*-Phanotyps wurde auch in Vorfahren die-
ses Stammes sowie in die anderen elf Stamme eingefugt, zeigte dort allerdings kei-
nen Effekt. Dies belegt, dass der ab der 35.000 Generation auftretende Cit"*-Phano-
typ Besonderheiten aufwies, die den Cit*-Phanotyp erheblich verstarkten.

Die verstarkenden Mutationen

Da der Cit*-Phanotyp extrem schwach ist und vermehrt essenzielle C4-Dicarboxylate
ausscheidet, genugt das rnk-citT-Modul noch nicht, um dem Cit*-Phanotyp einen
nennenswerten Fitnessvorteil zu bescheren. Als Bedingung fur eine positive Auslese
bedurfte es deshalb mindestens einer weiteren Mutation.

QUANDT et al. (2014) entdeckten eine Veranderung in der regulatorischen Region ei-
nes Gens namens dctA, ohne die die Citrat-Verwertung kaum Chancen gehabt hatte,
sich durchzusetzen. Sie fanden heraus, dass die erhohte dctA-Expression es Cit*-
Zellen ermaglicht, C4-Metaboliten wie Succinat, Malat und Fumarat, die beim Import
von Citrat aus der Zelle ausgeschieden werden, wieder aufzunehmen. QUANDT et al.
zeigen, dass diese Mutation (in dctA) nach der ursprunglichen citT-Genmutation auf-
trat und dass die Kombination der beiden Mutationen fur die Umwandlung des
schwachen Cit* in den starken Cit"*-Phanotyp verantwortlich ist.

Nur ein einfacher Anpassungsschritt?

Erwartungsgemal} spielen Kreationisten die Tragweite des Evolutionsexperiments her-
unter (etwa WORT & WISSEN 2012). Sie behaupten, LENSKI habe lediglich die Regulati-
ons- oder Spezifikationsanderung eines Transportproteins nachgewiesen; keinesfalls sei
in dieser Evolution etwas Neues entstanden. Dabei ignorieren sie vollig die spezifische,
nicht-reduzierbare Komplexitat der Mutationsanforderungen fir den neuen Phanotyp:

Schritt 1: Die Mutation gltA1 bewirkte im Verbund mit weiteren Mutationen, dass
sich eine spatere Citrat-Verwertung nicht nachteilig bei E. coli auswirkt.

Schritt 2: Eine spezifische Tandemduplikation brachte das rnk-citT-Modul hervor,
welches die Aufnahme von Citrat aus dem Nahrmedium ermdglichte (Cit*). Der
Cit*-Phanotyp brachte ihren Besitzern aufgrund der verstarkten Ausscheidung von
C4-Metaboliten noch keinen klaren Fitnessvorteil.

Schritt 3: Eine Mutation in der regulatorischen Region des Gens dctA verstarkte
den Cit*-Phanotyp zum vorteilhaften Cit**-Phanotyp.
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Kurzum: Erst nachdem mehrere Mutationen auftraten, war eine effektive Citrat-Ver-
wertung moglich und die Selektion konnte greifen.

Die Innovation erforderte scheinbar mehrere aufeinander "abgestimmte" (konzer-
tierte) genetische Veranderungen, die hinreichend komplex und spezifisch waren.
Die Cit**-Mutante ist, um es mit HENDRICKSON & RAINEY (2012) zu formulieren, ein
Schlag ins Gesicht all jener, die es fur unmaoglich hielten, dass die Evolution in einer
Serie komplexer Ereignisse, in Zehntausenden von Generationen, neue Merkmale
hervorzubringen vermag.

Zusammenfassung

Das LTEE-Experiment hat gezeigt, dass sich eine Reihe scheinbar aufeinander abge-
stimmter Mutationen, die in ihrer Gesamtheit ein nicht-reduzierbar komplexes Gesamt-
ereignis konstituieren, Schritt fur Schritt in einer Population akkumulieren kdnnen. Im
vorliegenden Fall durchlief die betreffende LTEE-Population drei Stoffwechselepochen:

e Zunachst bewirkten verschiedene Mutationen Anpassungen im Glucose- und
Acetatstoffwechsel von E. coli. Sie optimierten die Glukose-Verwertung, was
eine starkere Acetat-Akkumulation im Zellinnern zur Folge hatte.

e Danach optimierten Mutationen (wie gltA71 u.a.) die Acetat-Verwertung in Ver-
bindung mit weiteren Verbesserungen des Glukosewachstums.

e Schliel3lich wurde die Citrat-Verwertung entdeckt und optimiert.

Die vorangegangenen Mutationen, die in anderen Kontexten positiv selektiert wur-
den, schufen unvorhersehbar und unvermittelt die Voraussetzungen fur die Citrat-
Verwertung. Dabei entstand zunachst der schwache Cit*-Phanotyp, der fur sich ge-
nommen noch kein selektionspositives Niveau der Citrat-Verwertung ermoglichte.
Erst der starke Cit**-Phanotyp erwies sich als klar vorteilhaft.

So ist ein nichtreduzierbar komplexes System entstanden. Es entstand aber nicht durch
konzertiertes Zusammenfuhren mehrerer unabhangiger Mutationen zum Zweck der Ci-
trat-Verwertung. Stattdessen entstand es durch graduelle Optimierung anderer Stoff-
wechselprozesse, denen eine vorbereitende Briickenfunktion bei der Entstehung der
Citrat-Verwertung zukam. Als die funktionelle "Brucke" nicht mehr bendtigt wurde, kam
es zum Funktionswechsel — und die jetzt redundant gewordenen, vorangegangenen
Veranderungen im Glucose- und Acetatstoffwechsel wurden wieder eliminiert.
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Dieses evolutive Schema geht mit der Beschreibung von ORR (1996) konform. ORR hat
theoretisch gezeigt, wie sich durch Optimierung von Nebenwegen mit Einbettung der
erworbenen Mutationen in neue Funktionszusammenhange (Kooption) nichtreduzier-
bar komplexe Systeme schrittweise anbahnen konnen. LENSKIs Bakterienevolution
bestatigt dieses theoretische Konzept eindrucksvoll.
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