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Abstract

The natural world is full of bacterial collectives, occurring in forms that range from transient
aggregations to highly integrated groups. These structures can show multicellular-like fea-
tures, such as adhesion, coordinated behaviours, and division of labour || yet usually lack the
capacity to reproduce as groups, and therefore are not units of selection in a paradigmatic
Lewontin-sense. In the framework of major evolutionary transitions in individuality (ETIs),
the transitioning of such collectives to true multicellular organisms requires that groups rst
emerge (stage one), and then acquire Darwinian individuality (stage two), becoming units of
selection with variation, reproduction, and heredity at the collective level. An example of such
collective behaviour is that of populations of Pseudomonas uorescens SBW25, which readily
evolve mat-forming lineages at the air-liquid interface (ALI) in static microcosms. Mat-forming
mutants, while advantageous in the short term, face an evolutionary dead-end because mats
lack intrinsic group-level reproduction. This incomplete multicellularity makes them an ideal,
experimentally tractable model system for studying early stages of multicellularity by investi-
gating the principles underlying the emergence of multicellular groups, as well as the ecological
conditions driving their Darwinization. In this thesis, which is dived in two parts, | follow
the evolutionary trajectory of SBW25 multicellular mats, from their emergence as multicellular
groups (Part 1) to their Darwinization under ecological sca olding (Part I1).

In Part I, | used bioinformatics, analytical genetics, and experimental evolution to investigate
the genetics and their underlying constraints that shape the diversity of multicellular pheno-
types for selection. In Chapter 2, comparative transcriptomics revealed that, although inde-
pendently evolved mat-forming types exhibit phenotypic convergence, at the molecular level
strong genotype-speci ¢ pathways drive mat formation. Moreover, mat formation proved to be
polygenic with the fap mbriae locus making subtle but reproducible contributions to early mat
stability. In Chapter 3, | examined the hidden genetics underlying biases in the discovery of
potential multicellular phenotypes, such as Fap-based mats. Mat formation via fap activation
is an inaccessible pathway, blocked by regulatory hierarchies and mutational target-size biases
that favour cellulose-based mats.

In Part Il, | used experimental evolution and computer simulations to study the ecological
sca olding of SBW25 mats via the imposition of a life cycle regime alternating between collective
soma (mat) and propagule dispersion (motile cells) phases in a metapopulation context with
lineage-level death-birth dynamics. In Chapter 4, long-term evolution of two lineages with
developmentally regulated life cycles demonstrated that mutational history determines life-cycle
reliability, shaping lineage-level death rates and the strength of between-group selection, which
ultimately resulted in di erences in diversity and mutation xation. In Chapter 5, manipulation
of lineage-level death frequency and source revealed that, although higher death rates accelerate
adaptation, selection for persistence is su cient to allow re nement of life-cycle-related traits.

Together, these results reveal that the two stages of this transition explored here ] emergence
and Darwinization || are fundamentally linked through the genetic architecture and the ecolog-
ical context in which the group develops. In stage one, the genetic architecture determines the
possibility of phenotypic convergence despite molecular divergence, and, in combination with
ecological conditions, constraints pathways to alternative multicellular phenotypes. In stage



Vi

two, the same genetic architecture that governed group emergence also constrains or facilitates
reliable life-cycle transitioning, with ecology ] via sca olding ] de ning the demographic regime
and the strength of collective-level selection. This study thus shows how variation, bias, and
ecological context persist through stages, bridging phenotypic diversity of group formation with
the paths by which they progress toward Darwinian individuality.



Zusammenfassung

Die Natur ist reich an bakteriellen Kollektiven, die in Formen auftreten, die von transienten
Aggregationen bis hin zu hoch integrierten Gruppen reichen. Diese Strukturen konnen mul-
tizellular-ahnliche Merkmale wie Adhasion, koordinierte Verhaltensweisen und Arbeitsteilung
aufweisen, besitzen jedoch in der Regel nicht die Fahigkeit, sich als Gruppen zu reproduzieren,
und sind daher im paradigmatischen Sinne nach Lewontin keine Einheiten der Selektion. Im
Rahmen der gro en evolutionaren Ubergange in der Individualitat (major evolutionary transi-
tions in individuality, ETIs) erfordert der Ubergang solcher Kollektive zu echten multizellularen
Organismen, dass Gruppen zunachst entstehen (Stufe eins) und anschlie end darwinische Indi-
vidualitat erwerben (Stufe zwei), wodurch sie zu Selektionseinheiten mit Variation, Reproduk-
tion und Vererbung auf kollektiver Ebene werden.

Ein Beispiel fur ein solches kollektives Verhalten sind Populationen von Pseudomonas uo-
rescens SBW25, die in statischen Mikrokosmen rasch mattenbildende evolutionare Linien an
der Luft-Flussigkeits-Grenz ache (air{liquid interface, ALI) evolvieren. Mattenbildende Mu-
tanten sind kurzfristig vorteilhaft, stellen jedoch eine evolutionare Sackgasse dar, da den Matten
eine intrinsische Reproduktion auf Gruppenebene fehlt. Diese unvollstandige Multizellularitat
macht SBW25 zu einem idealen und experimentell gut handhabbaren Modellsystem, um fruhe
Stadien der Multizellularitat zu untersuchen, indem sowohl die Prinzipien der Entstehung mul-
tizellularer Gruppen als auch die okologischen Bedingungen ihrer Darwinisierung analysiert
werden. In dieser Arbeit, die in zwei Teile gegliedert ist, verfolge ich die evolutionare Trajekto-
rie multizellularer Matten von SBW25 { von ihrer Entstehung als multizellulare Gruppen (Teil
1) bis zu ihrer Darwinisierung unter okologischer Gerustbildung (ecological sca olding; Teil I1).

In Teil I nutzte ich bioinformatische Ansatze, analytische Genetik und experimentelle Evolu-
tion, um die genetischen Grundlagen und die ihnen zugrunde liegenden Beschrankungen zu
untersuchen, die die fur Selektion verfugbare Vielfalt multizellularer Phanotypen formen. In
Kapitel 2 zeigte eine vergleichende Transkriptomanalyse, dass unabhangig evolvierte matten-
bildende Typen zwar phanotypische Konvergenz aufweisen, die Mattenbildung auf molekularer
Ebene jedoch durch stark genotypspezi sche Pfade gesteuert wird. Daruber hinaus erwies sich
die Mattenbildung als polygenes Merkmal, wobei der fap-Fimbrien-Lokus subtile, aber repro-
duzierbare Beitrage zur fruhen Stabilitat der Matten leistet. In Kapitel 3 untersuchte ich die
verborgenen genetischen Ursachen von Asymmetrien bei der Erschlie ung potenzieller multi-
zellularer Phanotypen, wie etwa Fap-basierter Matten. Die Mattenbildung durch Aktivierung
von fap stellt einen evolutiv unzuganglichen Pfad dar, der durch regulatorische Hierarchien
und Asymmetrien der mutationalen Zielgro e blockiert wird, welche cellulosebasierte Matten
begunstigen.

In Teil 11 verwendete ich experimentelle Evolution und Computersimulationen, um die okologische
Gerustbildung von SBW25-Matten durch die Auferlegung eines Lebenszyklusregimes zu unter-
suchen, das zwischen kollektiven Soma- (Matte) und Propagulen- (motile Zelle) Phasen al-
terniert und in einen Metapopulationskontext mit abstammungslinienspezi schen Tod{Geburt
{Dynamiken eingebettet ist. In Kapitel 4 zeigte die Langzeitevolution zweier evolutionarer Lin-
ien mit entwicklungsregulierten Lebenszyklen, dass die Mutationsgeschichte die Zuverlassigkeit
des Lebenszyklus bestimmt, wodurch sich abstammungslinien spezi sche Sterberaten und die



viii

Starke der Selektion zwischen Gruppen formen, was letztlich zu Unterschieden in Diversitat und
Mutations xierung fuhrt. In Kapitel 5 ergab die Manipulation der Hau gkeit und Herkunft
von abstammungslinien spezi sche Sterberaten, dass zwar hohere Sterberaten die Anpassung
beschleunigen, Selektion auf Persistenz jedoch bereits ausreicht, um eine Verfeinerung leben-
szyklus bezogener Merkmale zu ermoglichen.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die hier untersuchten zwei Stufen dieses Ubergangs
{ Entstehung und Darwinisierung { grundlegend durch die genetische Architektur und den
okologischen Kontext miteinander verknupft sind, in dem sich die Gruppe evolviert. In Stufe
eins bestimmt die genetische Architektur die Moglichkeit phanotypischer Konvergenz trotz
molekularer Divergenz und beschrankt in Kombination mit okologischen Bedingungen die Pfade
zu alternativen multizellularen Phanotypen. In Stufe zwei begrenzt oder begunstigt dieselbe
genetische Architektur, die die Gruppenentstehung steuerte, den zuverlassigen Ubergang zwis-
chen Lebenszyklusphasen, wobei die Okologie { uber Gerustbildung { das demogra sche Regime
und die Starke der Selektion auf kollektiver Ebene de niert. Diese Studie zeigt somit, wie Vari-
ation, Asymmetrie und okologischer Kontext uber die Stadien hinweg bestehen bleiben und die
phanotypische Vielfalt der Gruppenbildung mit den Wegen verbinden, uber die diese Gruppen
Fortschritte in Richtung darwinischer Individualitat machen.

Translated with ChatGPT 5.1 and corrected by Christine Bochynski and Rafael Wandra.
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Chapter 1

General introduction: Bacterial

collectives as units of selection

Gisela T. Rodrguez-S&anchez

Approximately 2.4 billion years ago (bya) a great oxidation event began on Earth resulting in
the present-day atmospheric levels of 21% O,. This event represented the largest change in
the history of Earth as the atmosphere gradually changed from anoxic to oxic. This change
a ected all life forms present at the time: organisms either went extinct or became restricted to
anoxic habits. However, it also set the conditions for new life to evolve, such as the evolution of
new metabolic processes, and it also enabled the formation of the ozone shield, which blocked
ultraviolet radiation (UV) from the Sun which allowed life to colonize to terrestrial surfaces.
The great oxidation event was the consequence of the invention of oxygenic photosynthesis by
cyanobacteria, but it took approximately 0.5 billion years for O, to begin accumulating (Soo

et al., 2017; Madigan et al., 2021).

Cyanobacteria are fascinating organisms, they not only invented oxygenic photosynthesis and
are the ancestor of current chloroplast, but they also represent the rst known transition to mul-
ticellularity (Sagan, 1967; Schirrmeister et al., 2011; Hammerschmidt et al., 2020). Cyanobac-
teria exhibit a wide range of unicellular and multicellular forms, with various pattens of cellular
organization (Figure 1.1; Rippka et al., 1979; Flores and Herrero, 2010; Herrero et al., 2016).
Multicellular cyanobacteria form laments with cell-cell adhesion, intercellular communication,

spatial patterning, and cell di erentiation. The latter include four main cell types: i) vegetative
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