Bol S.E.A., n® 26, 1999 : 777—8086,

Evolucion y Filogenia de Arthropoda

Seccion V! Ecologia Evolutiva

SIMBIONTES HEREDITARIOS CAUSANTES DE EFECTOS
DELETEREOS EN LOS ARTROPODOS

Michael E. N. Majerus

Department of Genetics, Cambridge University,
Downing Street. Cambridge, CB2 3EH, Reino Unido.
menm@mole.bio.cam.ac.uk

Resumen

En los artrépodos es comUn ia presencia de simbiontes intracelulares que se transmiten verticalmente entre
hospedadores, de generacion a generacion, Cada vez resuita mas patente que las interacciones entre muchos de
esos simbiontes vy sus hospedadores son antagonistas. Muchas de las estrategias empleadas por los simbiontes
hereditarios para aumentar sy progia abundancia son perjudiciales para sus hospedadores. Algunos incrementan
su nimero mediante la reduccion de la eficacia biologica de los individuos no infectados de la especie hospedadora
(incompatibilidad citoplasmica), mientras que ofros inducen en la reproduccion o en la proporcién sexual del
hospedador diversos sesgos que favorecen a fas hembras (feminizacién, induccion de fa partenogénesis, androcidio).
Cada una de estas estrategias del simbionte tiene sus caracteristicas peculiares y todas ellas pueden haber tenido,
v quizd tienen adn, consecuencias de importancia para la evolucion pasada y presente de los hospedadores, y de
los propios simbiontes.

Palabras clave: Simbionies hereditarios, Distorsion de la proporcidn sexual, incompatibilidad citoplasmica,
Partenogénesis, Feminizacion, Androcidio, Conflicto intragenémico.

Deleterious inherited symbionts in arthropods

Abstract

intracellular symbionts that are vertically transmitted down host generations are common in arthropods, itis becoming
increasingly evident that the interactions of many of these symbionts and their hosts are antagonistic. Many of the
strategies employed by inherited symbionts to increase their own prevalence are detrimentat fo their host. Some
achieve increase by reducing the fitness of uninfected hosts (cytoplasmicincompatibility), white others induce various
biases of host reproduction or sex ratio in favour of females (feminisation, parthencgenesis induction, male-kiiling).
Each of these symbiont strategies has its own peculiar features and all may have had, and may still have, far reaching
conseguences on the evolution of hosts and of the symbionts themselves.

Key words: Inherited symbionts, Sex ratio distorters, Cytoptasmic incompatibility, Parthenogenesis, Feminisation,

Male-killing, Intra-genomic conflict.

INTRODUCCION

Muchas especies de artrépodos albergan endosimbiontes de
transmision hereditaria. Debido 2 que la persistencia de estos
simbiontes hereditarios depende de modo tan intimo de la de
sus hospedadores, generalmente se ha supuesto que los
microorganismos que son transmitidos de padres a hijos a lo
largo de generaciones de hospedadores, con gran eficacia,
deberian evolucionar con el tiempo hasta volverse beneficio-
sos para sus hospedadores. Sin embarge, los endosimbiontes
hereditarios disponen de ofra esirategia evolutiva alternativa:
pueden parasitar el sistema reproductor de sus hospedadores
v manipularlo en beneficio propio, inchiso si ello va en
detrimento del hospedador. Se han encontrado varias de
dichas manipulaciones, entre las que destacan la incompatibi-
lidad citoplasmica (IC), la feminizacién, fa induccion de
partenogénesis (IP) y el androcidio’.

Hace tiempo que se conocen distorsiones de la repro-
duccién y de la proporcidn sexual en los artrépodos. Sin

embargo, el estudio de las causas de tales distorsiones ha sido
a menudo dificil debide a la delicada naturaleza de los
microorganismos causantes, puesto gue éstos no sobreviven
fiuera de! ambiente citoplasmético de las células de sus
hospedadores, No obstante, los recientes avances en las
téenicas de la Genética Molecular han permitido el estudio
detallado de muchas de las distorsiones descubiertas hace
tiempo. Ademids, el desarrollo de métodos moleculares para la
deleccion e identificacion de simbiontes, por medio de su
ADN, esté produciendo un rapido aumento en el nimero de
sistemas en que se conoce la participacién de estos microbios,

Antes de considerar los mecanismos y 1as consecuen-
cias ecologicas y evolutivas de los diferentes tipos de
manipulacion reproductora de los hospedadores por parte de
los simbiontes hereditarios, haré mencidn de algunas
generalidades acerca de las relaciones entre los simbiontes y
sus hospedadores. Intuitivamente, el argumento de que los
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simbiontes hereditarios deberlan evolucionar hasta convertir-
se finalmente en beneficiosos para sus hospedadores parece
razonable. El razonamiento es el siguiente. Puesio gue el
bienestar del microorganismo depende de Ja supervivencia
y reproduccion del hospedador, cualquier funcidn de aquél
que aumente la eficacia biolégica de éste también serd
ventajosa para ef simbionte. De ello se deduce que cualguier
accidn del simbionte que reduzca la eficacia bioldgica del
hospedador serd perjudicial para el propio simmbionte y serd
eliminada por seleccion natural. Sin embargo, este argumen-
to intuitivo olvida algunas estrategias alternativas por las
cuales los simbiontes pueden prosperar a expensas de sus
hospedadores. Dichas estrategias alternativas existen y son
téciles de imaginar.

Imaginese un endosimbionte hereditario que pasa de
una generacidn a fa siguiente en el citoplasma del gameto
femenino. Este es el modo de herencia de la mayor parte de
los simbiontes hereditarios. Aunque tal simbionte obviamente
proliferara si aumenta la eficacia bioldgica de los individuos
infectados de la especie hospedadora, existen otros dos modos
por los que también puede extenderse. En primer lugar, puede
disminuir la eficacia bioldgica de los individuos no infectados.
Exn segundo tugar, puede distorsionar la proporcion sexual de
su hospedador en favor de jas hembras infectadas.

La incompatibilidad citoplésmica (IC) en hospedado-
res diploides sigue ia primera de esas rutas. Las hembras
infectadas dan fugar tanto a machos como a hembras infecta-
dos. El apareamiento de una hembra infectada tiene escasas
consecuencias para su eficacia biologica, esté el macho
infectado o no. Por el contrario, si una hembra no infectada
se aparea con un macho infectado queda esterilizada y su
eficacia biolégica en adelante se ve reducida a cero. La
incompatibilidad citoplasmica en organismos haplodiploides
tiene un resultado diferente; la progenie de un cruce entre un
macho infectado y una hembra no infectada esté fuertermnente
sesgada hacia los machos, mientras que ef crace reciproco
origina una progenie normal.

Se conocen varios mecanismos de distorsidén de la
proporcion sexual. En el caso de la feminizacion, la propor-
cién sexual primaria de los individuos infectados se sesga
hacia las hembras debido a que los machos genotipicos se
convierten en hernbras fenotipicas. La induccidn de parteno-
génesis en los Hymenoptera haplodiploides también afecta a
la proporcién sexuval primaria de los hospedadores, al causar
un aurmento en la produccidn de hembras infectadas. Por el
contrario, el androcidic distorsiona hacia la produccion de
hembras la proporcidn sexual secundaria de la progenie de las
hembras infectadas. Las hembras infectadas producen, por lo
general, cigotos masculinos y femeninos con igual probabili-
dad, pero la eficacia biolégica de los cigotos masculinos se ve
notablemente reducida (a veces, a cero), mientras que la de sus
hermanas se incrementa.

Latabia | resume las principales caracteristicas de las
cuatro estrategias de manipulacién empleadas por los
simbiontes hereditarios causantes de efectos deletéreos, asi
como la diversidad taxondmica de los simbiontes y de sus
hospedadores.

Comienza a estar claro que los endosimbiontes heredita-
tios son muy comunes en fos artropodos. Una revision estimd,
mediante el empleo de téenicas moleculares para la deteccidn
de un género de bacteria heredada, Wolbachia, que alrededor
del 15% de las especies de insectos albergan bacterias de
dicho génere (Werren et al, 1993a). Esta estimacion tan
extraordinaria puede ser incluso conservadora, ya que se
analizaron s6lo uno o unos pocos individuos y las Wolbachia
poco frecuentes probablemente pasaron inadvertidas,

Las interacciones con sus endosimbiontes hereditarios
puede haber jugado un papel significativo en ia evolucidn de
los artrépodos, En esta revision, discutiré primero cada uno
de los tipos conocidos de manipuiacidn del hospedador por
parte de endosimbiontes hereditarios. A continuacién,
discutiré las consecuencias evolutivas de estos pardsitos para
sus hospedadores.

INCOMPATIBILIDAD CITOPLASMICA

L.a incompatibilidad citoplasmica (JC) se descubrié cuando se
realizaron cruces entre mosquitos de poblaciones europeas,
asidticas y americanas y no se¢ obtuvo ninguna progenie, o la
progenie se obtenia solamente al realizar los cruces en una
direccion. Por ¢jemplo, los cruces entre Culex pipiens de lag
poblaciones de Hamburgo y Ogglehausen producian una
descendencia normal cuando las hembras procedian de
Hamburgo, pero eran estériles cuando las hembras se tomaban
de Opglehausen. Ademds, al retrocruzar la progenie femenina
de los cruces hembra de Hamburgo x macho de Ogglehacsen
con machos de cualquiera de lag poblaciones parentales se
obtenia descendencia normal. Sin embargo, los machos sélo
producian progenie si se retrocruzaban con las hembras de
Hamburgo. Este patrén de esterilidad mostré una herencia
materna e indicd una asociacidn con factores citopidsmicos; de
ahi el nombre gue se dio al fendomeno. Finalmente, se averigud
que Wolbachia era la responsable (Yen & Barr, 1973). Desde
el trabajo pionero sobre 1C realizado por Laven en los afios 50
(revisado en Laven, 1967), se ha encontrado IC en muchos
taxones de insectos.

La incompatibilidad citopladsmica se produce cuando
un macho portador de Wolbachia se aparea con una hembra
que no hospeda la misma cepa de la bacteria. Wolbachia
introduce una sustancia quimica en el esperma de su
hospedador que hace inviable aquellos cigotos formados
dentro de la hembra no portadora. Por tanto, una hembra no
infectada gue se aparea con un macho infectado queda
esterilizada. Las restantes combinaciones de apareamiento
no se ven afectadas.

Er muchas especies con IC, dicho fenotipo puede
curarse mediante un tratamiento con el antibidtico tetraciclina.
También se han conseguido curas mediante la exposicion de
los individuos infectados a altas temperaturas {p. ¢j. 37 °C)
durante varios dias.

En general, se ha observado gue la IC produce dos
patrones de esterilidad. En uno de ellos, algunos cruces
interpoblacionales parecfan normales cuando los machos
pertenecian a una de las poblaciones, pero eran estériles
cuando procedian de la otra. En el otro, los cruces interpobla-
cionales daban lugar a pocos o ningin descendiente, indepen-
dientemente de la direccidn del cruce. La conclusion gue se
obtuvo de dichos patrones fue que algunos hospedadores
atbergan mas de una cepa de Wolbachia inductora de IC (en
adelante, Wolbachia 1IC). Los cruces entre poblaciones
portadoras de diferentes Wolbachia I1C son estériles en ambas
direcciones. Y los cruces entre individuos de una poblacién
portadora de Wolbachia IIC v los de una poblacién no
portadora serén estériles sélo si el macho procede de la
poblacién portadora. En la mosca de la fruta Drosophila
simulans, por ejemplo, se han observado ambos tipos de
incompatibilidad, uni- y bidireccional, ¥ se han encontrado
cinco tipos de incompatibilidad en poblaciones naturales
{Tabla 2; Hoffimann & Turelli, 1997).

La existencia de mdés de una cepa de Wolbachia 1IC
dentro de una especie plantea la posibilidad de upa doble



779

Simbiontes hereditarios en artrépodos

EHBPUNDSS [2NX8s BI@1dosinD EDIOGUOISSD
ugriodold Bt op ouwewe) obsag ‘eleidopiden BiapRg
BIUDZLIOY LIGISILUSUR] 81] BUERUNISS |BNXSS
-1sod 103 'sEperBuom SJEBWBIGISC OR‘G-Z0'0 <080 uomiodosd g| op cuisws) ofseg eimdosion (A 10) swsedoyds
BLBPUNDDS [BNXES
ZL'e-60'0 86'0-05°c  ugiaiodold ef ap ouluswa) ofiseg viadiy (i 20} eriserdonds
eiopepadscy 8o
-sows NS A apiopsesed edsine 2un alue BUBPLINDSS (BnXas
SUOIGUIS (BP [BIUOZUOY UOISISUBIL 0RO gs'c  uoiplodoid e ep ocuuswe; obiseg ziadouswly  eeadeuSEqOIBNY
(zieydopidaT) 1L-02'D {eze)dop BLUERLNISS fENXas eiaydopidat
oyansas By 85 ON {zizidoaion) 0’0 ¥leT) 56'0 < {emdosioD) -0 uowiodosd B| 8p ouluswsy ofseg ‘21800900 BHIOBGIOM
[BIUOZLON LIDISILLSURY) 81 BUEPUNIAS iBRXes
-isod oo ‘ssaniBucau; aluSW| (IS0 B80°0-1L0°0 96°0-08°0  uowlodoid e ep oumews) ofisag ei21doajon BISHENIRY
BUBPUNDSS BNXas zoaed
saanBucs spswe|qIsod €010 66'0 < uomiodoid B ep ouwsws 0H5eg esoydoojen BUSIOBGOARE| oipIooIpLYy
euoz OUBAIB] JBISUL OLURIN NS US SoYsLe
-U0Y UQISKUSUBN 3P SBj9AIU SCJ2  S0| 8P slanul 200 BLEPUNDSS [BNXSS oiple}
P'ozo'c Jeqey spend usiquie] ‘sigeiea  uQsodoid B Bp ouswsy ofisag gl BIpUGASGoN QIPISOIpUY
sespowled saus|SRlY
uozuoy  -od uessixe ewnueSoyou) euewd |enxaes sisausbousued
ugisiusues  s|gisod  ‘sajuenibuody us cuad ‘| eluslIBIRUBD 50« ugmiodoid B ap ouuawe) obssg eroydouswiAy BIGORGIOM ap uUQIBANPUY
|enxas iopodeosp”?
ugziodosd e ap ouuswa) obseg ‘copodadon? oploouoose(]
) gizBLsd [ERES
8'0-8'0 uoioicdoid Bl 8p ouluawsy ofiseg epodiydwy eipAxAweled
epewpd jenxas
£'0-56'0 g'og'n  upmiedord B 2p ousws) obseg gpodiydury eipuodsoipy
guewyd jenxes
2'0-80'o g'org'0 uoindoid B) 8p ocuiuswe; obsag essjdepida *epodosi BRORIOM LOISRZIUIUG Y
BLBURII [BNXSS
H B6'0< upiodold B ap oujnosew obseg eisjdouawAy BHIDBQIOA
OLOJBIOGE] & ud anb JouaLl Jes ap eleydopidan
{BJI0ZHU0Y -and gpuassid e ezajeniey g un ‘zroydrusH ‘via)diq el eajjeuiseidoys
ugisisuey  s|qisod  ‘sapsnubuoous 80 1-G6°0 ocunfiuly  -aldosio) ‘esaEisnI) BIIOBGIOA pepipzedwiosuy
SIUOIGLUIIS jap A Jopepadsoy sepejodjul sauodr|qed [EETEL lepepadsol) 1ap jenxas uoliod
UQISHUSUERI] B] 8P BIBUa10yY «04d B} 24G0S SJUOIGLIIS |8P 0108y salopepadsoy SAROILUIG eifeyelysy

18p seafopy sey ap epusnibuc)

SE|] us [BiMjEU BIOUISAlY

"S0BJ3181BP SOI0BIS BP SSRIBSNED SOLBNRAISY SSILOIGUIS So; ap selope|ndiusi seiBslenss se| ep Seonsua)oeEs soledioud A BOILIGLOXE] PRPISISAID B| 9P USLUNSy

b elgel



780

Michael E£. N. Majerus

Tabla 2

Tipos de incompatibilidad y sus infecciones asociadas en Drosophila simufans (tomado de Hoffmann & Turelli, 1887).

Tipo de Infeccién Incompatibilidad entre tipos*: Aparicion

incompatibilidad R ) H N A W

R wRi - Natural

S wHa, wNo bi - Natural

H wHa hi uni - Natural

N whNo bi uni bi - inducida por segregacion

AM Sin nombrefwhMa uni uni uni ? - Natural

W No infeciado uni uni uni uni nin - Natural

Sin nombre wRi, wHa uni ? uni ? ? uni  Producida por microinyeccion

Sin nombre }!ﬁb;oc}'iézcma de bi ? bi ? ? uni  Producida por microinyeccion
* bi = incompatibilidad bidireccional, los cruces en ambas diregciones muestran una tasa de eciosién reducida; uni =

incompatibilidad unidireccional, los cruces en una direccién muestran tasas de eclosion reducidas; nin= ninguna.

infeccion en un mismo individuo. En realidad, existe eviden-
cia de que ello ocurre, por ejemplo, en el mosquito Aedes
albopictus de Texas (Siskins et al., 1995). La presencia de
varias cepas de Wolbachia 11C en un individuo hospedador
puede explicar algunos de los complejos patrones de incompa-
tibilidad que se observan en los mosquitos (p. ej. Laven, 1957;
Magnin et al., 1987).

Diversidad taxonémica de la IC

Se ha observade IC en los cruces interpoblacionales de
muchas especies de insectos. En los mosquitos Culex v Aedes
se ha observado IC tanto uni- como bidireccional. Lo mismo
ocurre en D. simulans y otras especies de Drosophila (Hoff-
mann & Turelli, 1997). En el escarabajo de 1a harina, Tribo-
Lium confusum, y en el gorgojo Hypera postica, se ha encon-
trado IC unidireccional (Hsiao & Hsiae, 1985; Wade &
Stevens, 1985). También se ha observado incompatibilidad
unidireccional en el homéptero Laodelphax striatellus (Noda,
19843 y en dos especies de Lepidopters, la pelilla Ephestia
cautella (Brower, 1976) y el piérido Eurema hecabe (Hiroki,
com. pers.). Finalmente, se ha encontrado IC inducida por
Wolbachia en la avispa parasitoide Nassonia vitripennis, con
incompatibilidad tanto uni- como bidireccional, asi como
dobles infecciones (Breeuwer et al., 1992).

A pesar de la diversidad de especies que muestran 1IC
inducida por Wolbachia, el nlimero de especies que presentan
el fendmeno no es desmesyrado, Sin duda, esto refleja la falta
de investigacidn. La mayoria de las especies en que se ha
demostrado IC tienen importancia econdmica como vectores
de enfermedades o como plagas de cultivos, o bien se trata de
organismos experimentales bien conocidos. En vista de las
estimas actuales que indican que Wolbachia esté presente en
€l 10 al 20% de las especies de insectos {Werren et al,
19954a), probablemente se descubrirdn en el futuro nuevos
casos de Wolbachia 1IC.

Eficiencia de la transmisién vertical y niveles
de presencia en la naturaleza

La eficiencia de la transmision vertical de los endosimbiontes
de herencia matema, es decir, la proporcidn de descendientes
gue heredan el simbionte de su madre, varia tanto entre
sitbiontes como entre hospedadores. En Wolbachia 1IC, las
eficiencias de transmision son altas, en general (Tabla 1),
aungue varfan entre cepas, Hay evidencia de transmision

vertical incompleta en mosquitos y moscas de la frata, En
aqueilos casos en los que la eficiencia de transmisién se ha
examinado tanto en el laboratorio como en el campo se ha
visto que la eficiencia es menor en el campo. Ello puede ser
debido a la existencia de antibidticos naturales, a factores
clirndticos, como la temperatura, a la diapausa del hospedador
o & los niveles de densidad de la bacteria.

La presencia natural de Wolbachia TC s6lo se ha
analizado en profundidad en D. simulans y en D. melanogas-
ter. Estudios de D. simulans en California han producido
datos extremadamente interesantes sobre la dindmica del
aumento de Woibachia {IC en la naturaleza. Antes de 1988,
sblo se encontraban poblaciones infectadas al sur de la
cordillera Tehachapi, al sur del Valle Central. Entre 1988 v
1994 ha habido un répido incremento en la presencia de
infeccién enel Valle Central, Ademas, la dispersion observada
es consistente con las predicciones tedricas basadas en los
niveles de incompatibilidad v de eficacia de la transmision
vertical. Existe un acuerdo perfecto entre la frecuencia en
equilibrio predicha, basada en la incompatibilidad media
medida entre machos infectados y hembras no infectadas
{0,55), la produceién media de progenie no infectada por parte
de hembras portadoras (0,04) v fa frecuencia media observada
en cinco poblaciones del sur de la cordillera Tehachapi, v en
cinco poblaciones de la parte meridional del Valle Central
{Turelli & Hoffmann, 1993).

Otros datos sobre Ja presencia de IC en D. simulans y en
D. melanogaster no concuerdan de modo tan perfecto con las
predicciones tedricas. Parte del problema estriba en gue no
siempre resulta aparente si la IC ha alcanzado un equilibrio
estable en una poblacién concreta. Dicha dificuitad se acentha
con unos datos de D. simulans que sugieren que la frecuencia
de infeccidn en el equilibrio puede fluctuar temporalmente
come consecuencia de los cambios en los niveles de incompa-
tibilidad y en las tasas de fransmision vertical (Hoffmann &
Turelli, 1997). La inconsistencia entre la presencia predicha
y la observada también puede estar en relacion con el trans-
porte de fruta por el hombre, procesc en el cual las moscas de
la fruta pueden ser dispersadas a largas distancias. Parece
claro que la tasa de dispersién de la IC de tipo R descrita por
Turelli & Hoffann (1991}, que indicaban tasas de migracién
de unos 50 km por generacion, dista de la explicable simple-
mente por la capacidad de vuelo.

Lo que es cierto es que la presencia de IC de tipo R ha
aumentado, o 1o esta haciendo aiin, de modo rdpido en muchas
partes del mundo. El agente denominade wRi estd presente
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actualmente en todas las poblaciones norteamericanas excepio
tas def sur de Florida, y en la mayor parte su frecuencia estd
proxima z la esperada en el equilibrio. También se ha encon-
trado una presencia alta de wRi en Costa Rica, Uruguay,
Zimbabwe, Portugal y Espafia. En la pasada década se
encontraron menores frecuencias en Israel, Francia ¢ Halia, y
serfa muy conveniente volver a estudiar dichas dreas para
determinar si se trataba de frecuencias transitorias a medida
que Wolbachia se dispersaba hasta alcanzar el equilibrio.

Mecanismos de incompatibiﬁdad

i.05 mecanismos de incompatibilidad alin se conocen muy
mal. En C. pipiens, la incompatibilidad parece ser provocada
por la incapacidad de los espermatozoides portadores de
Wolbachia 1IC de fusionarse con los gametos femeninos que
carecen de la misma Wolbachia (Jost, 1971). En Drosophila
{(O'Neill & Karr, 1990} y Ephestia (Ketlen et al., 1981), el
desarrollo def embrion se detiene en un estado temprano. En
N. vitripennis, Wolbachia IIC interfiere con la condensacion
de jos cromosomas de la dotacién cromosdmica paterna
durante la primera divisién mitdtica (Ryan et al., 1985; Reed
& Werren, 1995). La dotacidn cromosdmica paterna se pierde
y como consecuencia la progenie leva solamente Ja dotacion
materna, es haploide v, por tanto, masculina. Se desconoce fa
forma en que Wolbachia IIC interacciona con los cromosomas
de su hospedador para impedir la condensacion. En muchas
especies sOlo los espermatozoides jovenes portan Wolbachia
y 1o los maduros. Se¢ ha propuesto, por tanto, que Wolbachia
puede depositar en ¢f esperma algiin producto quimico, o que
puede retirar o modificar algin rasgo del esperma durante la
espermatogénesis. Sin embargo, dista de saberse cuél de estas
opciones es correcta, si fo es alguna de ellas.

Pese al desconocimiento de los mecanismos subyacen-
tes a la IC, se sabe que la densidad de Wolbachia influye €l
nivel de incompatibilidad. El trabajo con varias especies ha
demostrado que una mayor densidad de Wolbachia se relacie-
na con mayores niveles de incompatibilidad (p. ¢j., Binning-
ton & Hoffinann, 1989). Sin embargo, la comparacion entre
especies fambién demuestra que la densidad bacteriana
necesaria para causar un nivel especifico de incompatibilidad
varia de un caso a otro.

Efecto de la infeccidén por Wolbachia lIC sobre
la eficacia biologica del hospedador

El efecto de alojar Wolbachia HIC sobre la eficacia del
hospedador necesita urgentemente de mayor investigacién. La
evidencia actual indica que en algunas especies existe una
desventaja asociada con dicho rasgo. En experimentos de
laboratorio, las hembras de D. simulans infectadas fueron
menos fecundas que tas no infectadas (Hoffmanm et al., 1990),
aunque los experimentos de campo no mostraron dicho efecto
(Turelli & Hoffmann, 1995}, Pese a que se han buscado, no se
han demostrade efectos negativos en la eficacia biologica de
otras especies de Drosophila. No obstante, se ha encontrade
una reduccidn en fa productividad en una cepa de Tribolium
infectada por Wolbachia (Stevens & Wade, 1990).

Los efectos sobre la eficacia biologica también pueden
manifestarse a través de la competencia espermatica. En
ensayos de laboratorio con 7. confusum, Wade & Chang
(1995) demostraron que el esperma de los machos infectados
tenia menor capacidad competitiva que el de los machos no
infectados. Este efecto podria alterar la dindmica de la

dispersién de Weolbachia IIC en una poblacién, con un
aumento de la dispersion en las especies mds promiscuas.

Filogenia de Wolbachia IC y sus hospedadores

Todos los agentes causantes de IC que se conocen pertenecen
al complejo de Wolbachia pipientis. Dicho compleio agrupa
un variado grupo de o-protecbacterias. Se sabe que los
miembros de ese complejo infectan especies dentro de todos
los drdenes principales de insectos, asi como de otros
artropodos (dcaros, isdpodos) y de otros filos (nematodos).
Actualmente se hanidentificado més de 100 especies hospeda-
doras en los invertebrados, y el descubrimiento de nuevos
hospedaderes continda.

Se sabe que, aparte de producir IC, los miembros de
este complejo causan ferminizacion, partenogénesis y androci-
dio. Ademds, algunos parecen no tener ningén efecto fenotipi-
co sobre sus hospedadores y ofros les son beneficiosos. El
andlisis filogenético, mediante el uso de tasas de sustitucidn
sindnimas en el gen fisZ, han demostrado que, dentro de los
artropodos hospedadores, el compleio incluye des linajes
principales que se separaron hace unos 50 millones de afios
(Werren et al,, 1995b). El andlisis filogenético de Wolbachia,
mediante secuenciacion de ARNr 163 y fisZ, ha demostrado
que las similaridades evolutivas entre Wolbachia de diferentes
hospedadores no concuerdan con las relaciones evolutivas
entre éstos (O'Neill et al,, 1992; Werren et al,, 19953, b). Bilo
sugiere gue en ocasiones tiene fugar la transmision horizontal
interespecifica de Wolbachia. Existe evidencia de que Wolba-
chia puede ser transferida horizontalmente entre insectos
parasitos y sus hospedadores (Werren et al,, 1995b) y parece
existir un mayor grado de transmisién horizontal en la
subdivision A de Wolbachia que en la subdivision B, particu-
larmente en los ltimos 2,5 millones de afios. Dicho esto, no
se sabe practicamente nada acerca de los patrones y frecuen-
cias de transferencia horizontal de estos simbiontes.

La falla de correlacidn filogenética entre Wolbachia y
sus hospedadores se extiende al efecto fenotipico de los
simbiontes sobre sus hospedadores. Las Wolbachia que utilizan
estrategias similares para manipular la reproduccion del
hospedador no constifuyen un grupo homogéneo. Por gjemplo,
las Wolbachia IFC no forman un grupo monofilético comparado
con las que inducen partenogénesis. Del misme modo, la
Wolbachia androcida del escarabajo Adalia bipunctata esta
estrechamente emparentada con el agente [IC de T confusum,
mientras que la de dcraea encedon se agrupa con ta Wolbachia
inductora de partenogénesis de Trichogramma deion (Hurst et
al., 1999a). Una explicacion para esta falta de agrupamiento de
las Wolbachia con efectos similares sobre el hospedador es gue
las distintas estrategias gue emplean han evolucionado inde-
pendientemente mas de una vez. Esta es, quiz, la explicacion
més probable, pero existen otras. Las diferentes estrategias
pueden surgir debido a diferentes presiones selectivas sobre el
comportanuento y la ecologia de un hospedador. Las peculiari-
dades del genoma de un hospedador pueden proporcionar
también oportunidades favorables o imponer constricciones
selectivas sobre Wolbachia, de forma que el genoma del
hospedador, o alguna parte del mismo, actta como un determi-
nante critico de la manipulacion expresada. También es posible
que dentro de una especie hospedadora la evolucidn de un
sistema supresor frente a un tipe de manipulacion conduzea a
la evolucién de una manipulacién alternativa que no es
suprimida. Finalmente, como sefialan Werren & O'Neili
(1997), lfos genes que causan la manipulacion pueden ser
extracromosdmicos ¥ podrian heredarse independientemente de
los genes utilizados para el andlisis filogenético.
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FEMINIZACION
Patrones de feminizacién

De forma habitual, los endosimbiontes feminizanies hacen que
los machos genéticos se transformen en hembras. En los
arganismos diploides, en los que el sexo estd determinado de
modo ancestral por los eromosomas sexuales, esto resulta en
hembras tanto homogaméticas como heterogaméticas, pero en
machos de un solo tipo.

Témese como ejemnplo el caso mejor estudiado, el de la
cochinilia de humedad Armadillidium vuigare. La determina-
cidn sexual normalmente se basa en los cromosomas sexuales,
con las hembras como sexo heterogamétice (dos dotaciones
cromosdmicas diferentes, WZ) y los machos como homoga-
méticos (dos dofaciones genéticas similares, ZZ) (Juchault &
Legrand, 1972). Los primeros estudios demostraron que
algunas hembras producian progenies de proporcién sexual
fuertemente sesgada hacia las hembras, y que el rasgo era de
herencia materna. Una observacidn cuidadosa no logré
demostrar ninguna mortalidad mayor en la progenie masculina
de las hembras que exhibian el rasgo, lo cual sugirié que no se
trataba de androcidio. El hallazgo de gue el rasgo podia
transmitirse horizontalmente a las hembras WZ que no lo
poseian, mediante la inyeccidn de tejidos de las hembras con
dicho rasgo, sugiri6 la participacién de un simbionte (Legrand
& Juchault, 1970). Esta suposicion se confirmd al descubrirse
una bactetia en las hembras que exhibian ef rasgo, pero no en
los machos (Martin et al, 1973).

Cuando se produjo la identificacién molecular, se ave-
rigud que el simbionte era una Wolbachia. Bsta Wolbachia es
sensible a la temperatura, y es destruida gradualmente a 30 °C
(Juchault & Legrand, 1981a, b}, Curiosamente, las hembras
mantenidas a 30 °C y curadas, por tanto, de la infeccién
producian una progenie fuertemente sesgada hacia los machos,
lo cual sugiere que estas hembras eran genotipicamente
machos, es decir ZZ, y gque su fenotipo masculino era conse-
cuencia de la bacteriz que habian albergado (Rigaud et al,
1991}. El examen de los cromosomas sexuales de A. vuigare
en poblaciones hospedadoras de Wolbachia demostré que
todas las hembras eran ZZ (Juchault et al, 1993), Por tanto,
en dichas poblaciones la determinacion sexual habia pasado
de estar bajo ¢l control cromosémico a depender del simbion-
te, Todos los individuos eran ZZ v los portadores de Wolba-
chia eran hembras, mientras que los no portadores eran
machos. La eficiencia de transmisidn del simbionte es imper-
fecta y aproximadamente el 10% de la progenie no es infecta-
da y, por tanto, es masculina. Normalmente, el proceso de
feminizacién es completo, aunque ocasionalmente aparecen
fenotipos intersexuales, debidos probablemente a la baja
densidad bacteriana en algunos individuos, o a la falta de una
sincronia exacta entre la actividad feminizante de la bacteria
y el momento de determinacion de los tejidos sexuales.

Diversidad de hospedadores y diversidad de
feminizantes '

Sehan encontrado ¢ identificado endosimbiontes feminizantes
en varios Crustacea, y en un insecto. Dentro de los Crustacea,
se han observado dos sistemas de feminizacion filogenética-
mente diferentes, tanto en los hospedadores infectados come
en los simbiontes responsables de la feminizacién, En los
Isopoda, fa feminizacién estd causada por Wolbachia de la
subdivision B (Rousset et al, 1992). En los Amphipoda, los
responsables de la feminizacion son eucariotas primitivos.
En base a la evidencia actual, la separacion entre ambos
sistemas dentro de los Crustacea es completa. De 80 especies
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Fig. 1.- Imagen de micros-
copia Optica fluorescente que
muestra la  distribucidn de
Nosema granulosis tefiida con
DAPI (p) respecto a los
crotnosomas del hospedador,
durante la division embric-
naria del hospedador (estado de
8-16 céluias). En la metafase,
los microsporidia se localizan’
&n grupos en polos opuestos del
niicleo en divisidn (cortesia det
Br. Alisor Bunn).

Fig. 1.~ Fluorescent LM
showing distribution of DAPI
stained Nosema granulosis (p)
relative to host chromosomes
during host embryenic division
(8-16 celi stage). At metaphase
the microsporidia are located in
clusters at the opposite poles of
the dividing nucleus {courtesy
of Dr Alison Duan).

estudiadas, 22 eran portadoras de Wolbachia v todas eran
isépodos (Bouchon et al,, 1998). En la mayor parte de las
especies en las que se ha determinado el efecto de Wolbachia,
produce feminizacion, aunque en Porcellio dilatatus induce
IC (Bourtzis & O'Neill, 1998). A la inversa, los feminizantes
no bacterianos estdn limitados a los anfipodos: Gammarus
duebeni estd infectado por dos Microsporidia; Nosema
granulosis (Fig. 1), Octosporea effeminans (Smith & Dunn,
1991) v Orchestia gammarella hospedan al paramixidio
Paramartelia orchestin (Ginsburger-Vogel & Desportes,
1979). Las transferencias artificiales por medio de mieroinyec-
cilones tienen éxito cuando se realizan dentro de una especie
¥, en cierta medida, dentro de una clase, pero no entre ¢lases,
Algunos de estos experimentos de microinyeccion proporcio-
nan evidencia indirecta de coevolucién entre hospedador y
simbionte. Asi, la Wolbachia feminizante de Chaetosphiloscia
elongata, filogenéticamente similar a la de 4. vulgare, no
produjo un efecto feminizante al ser transferida con éxito a
esta Giliima especie (Bouchon et al, 1998). Parece, pues, que
¢l efecto feminizante depende mucho del hospedador. Esto
tiene sentido si el mecanismo de feminizacién se basa en
genes especificos de cada hospedador particular (Dunn &
Rigaud, 1998).

La distribucién dentro de los hospedadores de los
distintos feminizantes es muy variable. Wolbachia v los
Paramixidia suelen estar dispersos por todo el hospedador
{Martin et al, 1973; Ginsburger-Vogel & Desportes, 1979),
mientrasque los Microsporidia estén presentes exclusivamen-
te en la linea germinal femenina. EnG. duebeni, los Micros-
poridia pueden tener la capacidad de identificar, y de infectar
con preferencia, los presuntos tejidos de la linea germinal
(Hatcher et al., 1997), aunque el patrdn de distribucién
observado fambién pudiera deberse a diferentes tasas de
replicacién de los Microsporidia en los tejidos sométicos con
respecto alas células germinales. En cualquier caso, parece ser
que la distribucion de los Microsporidia especifica de la linea
germinal en G. duebeni es un resultado de la relativamente
lenta tasa de replicacidn de aquéllos, lo que favorece una
infeccion especifica de las lineas celulares transmisoras (Dunn
et al., 1995).

También es variable la presencia de los diversos
feminizantes de Crustacea. En &. duebeni se han encontrado
Microsporidia feminizantes en todas las poblaciones investi-
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gadas, con unos niveles de presencia que oscilaban entre €1 5
y el 30% (p. ¢j. Dunn et al., 1993). Por el contrario, la mayor
parte de las poblaciones de 4. vulgare carecen de Wolbachia
feminizante (Juchauit et al, 1993), aungue en este caso la
sitnacion se complica por la presencia de un factor feminizan-
te ne simbidtico (factor f), probablemente un transposdn. No
estan claras las razones de la variabilidad en la presencia de
los feminizantes, y en particular Ia baja presencia de Wolba-
chia feminizante en A. vulgare. Rigaud (1997) sugiere que las
distribuciones y los patrones de presencia pueden ser una
consecuencia de factores intrinsecos y extrinsecos especificos
de cada sistema, y cuestiona ia existencia de una explicacidn
general. Ciertamente, esta es un drea que requiere mas
investigacion, con especial atencién a la presencia de genes de
resistencia, a efectos de interferencia con otros factores
feminizantes y a las correlaciones entre los niveles de presen-
ciay factores amnbientales como la temperatura, el fotoperiodo
y ia salinidad.

Se han encontrado proporciones sexuales sesgadas y
otros rasgos asociados, como la intersexualidad, en otros
grupos de Crustacea. En algunos, los rasgos parecen estar
controlados por genes nucleares o son inducidos ambiental-
mente, Sin embargo, se ha averiguado que la herencia cito-
plasmica estd presente en el caso del cangrejo decapodo
Inachus dorsettensis (Smith, 1905), del copépodo Tigriopus
Japonicus {Igarashi, 1964) v del cangrejo Leptomithrax
longipes (Roper, 1979). No obstante, en cada uno de estos
casos, no se ha confirmado atin la presencia de un simbionte
causante (Rigaud, 1997).

La mayor parte de los ejemplos de feminizacidén por
endosimbiontes ocurren en Crustacea. Sin embargo, reciente-
mente s¢ ha encontrado dicho fendmeno en una especie
astatica de polilla, Ostrinia furnacalis (Kageyama et al,
1998). La feminizacion en esta especie parece estar causada
por una bacteria, ya que los sesgos hacia las hembras eran
sensibles a la tefraciclina. En Q. furnacalis se ha detectado
una Wolbachia, filogenéticamente similar a la que produce
feminizacién en A. vulgare, gue es el presunto agente causal
{Hoshizaki, com. pers.}.

Ademas de este caso no crustaceano, Lawrence Hurst
(1993) relaciona otras especies de artrépodos que pueden
albergar factores sexuales citoplasmicos. Entre ellas figuran
vartos coceidos, un afido (Memiptera) y una mariposa, En
ninguno de estos casos se ha identificado al agente citoplasmi-
¢0, y todavia debe verificarse si un simbionte se haya implica-
do en la determinacién sexual del hospedador.

Sistemas de determinacion sexual de los
hospedadores susceptibles de feminizacién

El predominio de los Crustacea en todos los ejemplos de
feminizacion inducida por simbiontes mencionados hasta el
momento conduce a las siguientes cuestiones: ;qué tiene de
especial la determinacidn sexual en los Crustacea gue hace que
sea tan cominmente éfrastocada? y gpor qué es tan rara la
feminizacién en otros taxones? Rigaud (1997) contrasta la
feminizacion con la IC y sefiala la diversidad de simbiontes en
la primera comparado con el Yinico agente conocido, Wolba-
chig, causante de la segunda. Su conclusidn es, por tanto, que
la base fundamental de la feminizacién debe ser, en gran
medida, una propiedad del hospedador mas que de los microor-
ganismos. Esta interpretacién queda socavada en cierto modo
st se consideran los endosimbiontes androcidas, en los que
existe una diversidad filogenética tanto en los simbiontes como
en fos hospedadores. En el caso det androcidio, el éxito de un
simbionte es resultado de la interaccién entre la capacidad del

simbionte para manipular la reproduccidn del hospedador y la
susceptibilidad del hospedador a dicha manipulacién. Hsta
uitima es consecuencia del sistema genético y el contexto
ecoldgico det hospedador (Majerus & Hurst, 1997).

La determinacion sexual en los Crustacea es relativa-
mente 1abil e incluye tante heterogamia masculina como
femenina. 4. vulgare posee heterogamia femenina, y la
temperatara y el fotoperiodo influyen la determinacion sexual.
Por el contrario, en los Q. gammarellus no infectados los
machos son heterogaméticos v G. duebeni tiene un sistema de
determinacion sexual polifactorial gue también se ve infiuido
por el fotopericdo. Sin embargo, mieniras que la facilidad con
que puede manipularse el sistema de determinacién sexual del
hospedador sin duda es importante, no deben olvidarse las
capacidades de los simbiontes. La necesidad de flexibilidad
por parte del sinbionte puede entreverse quizé por ¢l heche de
que ¢l feminizante de algunos Crustacea, y en ¢l ¥inice insecto
en que se conoce, es Wolbachia, que tiene una considerable
flexibilidad en su manipulacién de la reproduccidn del
hospedador. Por tanto, quizé sea m4s preciso decir que 1a base
fundamental de la feminizacidn es consecuencia tanto de la
flexibilidad fenotipica del simbionte como de la labilidad del
sistema de determinacién sexual del hospedador.

Mecanismo de ia feminizacion

En A. vulgare la diferencia entre el desarrolio masculino o
femenino parece depender de un fnico gen que bloquesa fa
expresion del gen o los genes que provecan la diferenciacion
de la gldndula androgénica. Esta gldndula produce hormonas
masculinas y si s¢ impide su formacién se obtiene un fenotipo
femenino. Asi, existe un mecanismo simple que permite a un
simbionte hereditario feminizar a un macho genotipico, yague
tedo lo que tiene que hacer s inhibir ia diferenciacion de la
glandula androgénica. Aunque se desconoce la base molecular
exacta de dicha inhibicién, el simbionte parece imitar la
accion de los "genes femeninos” que porta el cromosoma W
y que inhiben la diferenciacion de ia glandula androgénica en
los individuos WZ. Este mimetismo puede ser puramente
fentotipico, y la perturbacién en cualquier estado del proceso
de desarrotlo de a gléndula androgénica podria conducira la
ferninizacion.

Si la razén de que los Crustacea sean un "punto calien-
te" de endosimbiontes feminizantes se debe a la corruptibili-
dad de su sencillo sistema de determinacion sexual, uno puede
preguntarse por qué otyos grupos no son tan susceptibles. La
respuesta obvia es que los sistemas de determinacién sexual
de la mayoria de los organismeos restantes no son tan faciles de
manipular. Por ejemplo, en Drosophila no se ha descubterto
ningGn cambiec genético capaz de transformar un macho XY
en una hembra viable y reproductivamente funcional, Es
probable, pues, que tengan que operar conjuntamente varios
factores para feminizar por completo a un macho cromosdmi-
co. La tarea de imitar un mecanismo de determinacion sexual
multifactoriai seria obviamnente mas dificil para los potenciales
feminizantes de insectos de lo que lo es en los Crustacea. La
rareza de los endosimbiontes feminizantes en los insectos {un
solo caso confirmado) puede ser simplemente un resultado de
dicha dificuitad.

Curiosamente, las Wolbachia feminizantes de Crustacea
poseen un segundo mecanismo de feminizacion independiente
dei que afecta al desarrollo de la glandula androgénica. Dicho
mecanismo se detectd por vez primera cuando se inyectaron
estas Wolbachia e machos adultos con glandulas androgéni-
cas tolalmente desarroliadas y funcionales. El resultado fue
una feminizacidn graduai de dichos machos, con la produc-
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cién de un fenotipo intersexual (Juchault & Legrand, 1985).
L.os andlisis demostraron que aunque las glandulas androgéni-
cas todavia producian hormona androgénica, y la hormona
permanecia activa cuando se transferia a otros individuos, era
ineficaz en su productor. Por tanto, es posible que Folbachia
interfiera de alglin modo con los receptores de ia hormona, en
los tejidos diana. Se ignora por qué Wolbachia tienen dos
mecanismos independientes gue afecian a la determinacion
sexual de sus hospedadores; es algo que debe investigarse.

Conflicto intragenémico y genes de resistencia
del hospedador

Una posible explicacion dei doble efecto feminizante de
Wolbachia en A. vulgare es que se trata de una carrera de
armarmento entre los elementos citopldsmicos y el genoma
nuclear. Como regultado de la diferencia de herencia, los genes
nucleares, que generaimente son heredados de ambos progeni-
tores, estan en conflicto con los genes citoplasmicos (Werren,
1987; Hurst, 1992). En teoria, la presion selectiva resultante de
este conflicto puede conducir a la produccién de una propor-
cion sexual sesgada hacia los machos por parte de las hembras
no infectadas, que aumentan su eficacia a largo plazo simple-
mente produciendo el sexo mds raro (Fisher, 1930). Como
alternativa, la seleccion puede favorecer la existencia de genes
nucleares que contrarrestan al feminizante de modo directo o
indirecto. La aceidn directa puede consistir en causar fa muerte
de Wolbachia o reducir su eficiencia de transmisidn vertical.
La aceibn indirecta puede ser la supresitn del efecto fenotipico
del feminizante, o la alteracion de los pardmetros fisiolégicos
del desarrollo masculino. Ambas respuestas al conflicto
gendmico producido por la presencia de simbiontes feminizan-
tes cuentan con algin apoyo empirico. Los experimentos de
seleccion en A. vilgare han demostrado Ia presencia de genes
autosdmicos que pueden aumentar la proporcién de machos en
la progenie (Rigaud & Juchault, 1992). E! apoyo para la
presencia de genes de resistencia procede de los estudios del
gen M, que contrarresta el efecto feminizante del factor f, el
feminizante no simbidtico. Dicho facter f puede portar
informacion feminizante derivada de, o similar a, la de los
feminizantes microbianos, o puede insertarse en el (los) gen(es)
masculinofs), alterando su funcidén. El gen M se impone al
factor f, restaurando un fenotipo masculino en presencia de f.
No obstante, el gen M no es capaz de imponerse a las Wolba-
chia feminizantes, ya que aunque contrarresta la funcién
feminizante primaria de estas bacterias, como demuesira el
hecho de que el desarrollo sexual inicial procede hacia la
diferenciacion masculina, dicho desarrollo se detiene por el
efecto feminizante secundario de Wolbachia y el desarrollo
posterior conduce a la feminizacidn, come resultado de la
inactivacién de la hormona androgénica. El efecto feminizante
secundario de Wolbachia puede haber evolucionado, pues, en
respuesta al gen M u otros genes de resistencia (Rigaud, 1997},

INDUCTORES DE LA PARTENOGENESIS

Gran parte de los seres vivos se entrega con profusion a la
reproduccion sexual. Sin embargo, una proporcion importante
de los organismos se reproduce asexualmente, bien de modo
ancestral, bien como adquisicién secundaria a partir de la
sexualidad. La reproduccion asexual secundaria se denomina
partenogénesis, en la cual los nuevos individuos se originan
a partir de huevos no fecundades. En las especies diploides,
la evolucién de la partenogénesis requicre dos pasos. En
primer fugar, el huevo ha de ser capaz de desarrollarse sin la

penetracion del espermatozoide como activadora. En segundo
lugar, tiene que restaurarse ef nimero diploide de cromosomas
en ef huevo haploide. No obstante, en algunos organismos,
sdlo las hembras son diploides, mientras que los machos son
haploides y se originan sin fertilizacién. En estas especies
haplodiploides, el desarrolle de los embriones masculinos se
inicia sin el estimuio de la fecundacidn, y en su lugar han
evolucionado otros mecanismos de inicio del desarrollo
embrionario. Asi pues, dichas especies solo necesitan dar un
paso evolutivo, la restauracion del nlimero diploide en las
hembras, para llegar 2 la auténtica partenogénesis. Por esta
razén, la partenogénesis es mucho mas comin en las especies
haplodiploides que en las diploides.

Existen varios tipos de partenogénesis. Las especies
haplodiploides ordinarias, en las que las hembras proceden de
huevos fecundados v los machos de huevos no fecundados, se
denominan arrenoiocas. En la deuterotoquia, tanto machos
como bembras proceden de huevos no fecundados, mientras
que en la telitoquia se producen solamente descendientes de
sexo femenino. La produccion de descendientes femeninos
dinicamente, sin la necesidad de machos, plantea Ia posibilidad
de gue se encuentren implicados simbiontes citoplasmicos
cuyos intereses se ven favorecidos por los hospedadores
femeninos que pueden transmitirlos verticalmente. Esta
participacién se ha constatado en ciertos Hymenoptera
haplodipleides.

Stouthamer et al. (1990a) obtuvieron la primera evidencia
de que la telitoquia en Hymenoptera parasitoides implicaba
factores citopldsmicos, en lugar de nucleares. Al utilizar machos
de Trichogramma pretiosum producidos por tratamiento con
temperatura, los intentos de introducis el genoma nuclear de un
linaje telitoco en una linea amrenotoca de la misma especie, a lo
largo de nueve generaciones, resultaron infructuosos, Posterior-
mente, la administracién de diversos antibidticos o de altas
temperaturas (méas de unos 30 °C) a las hembras telitocas condujo
ala produccion de hijos (Stouthamer et al, 1990b). Esto condujo
a la deduccidn de que el causante de la telitoquia en esta especie
era alghn tipo de microorganismo citoplasmico, probablemente
uha bacteria. La tincion lacmoide y el examen microscopico
revelaron la presencia de una bacteria en los huevos de algunos
linajes telitocos, pero no en aquéilos tratados con antibioticos o
con temperatura, ni en los lingjes arrenotocos (Stouthamer &
Werren, 1993). B anslisis del ADNr 168 reveld la presencia de
una Wolbachia (Rousset et al,, 1992; Stouthamer et al,, 1993).

Enla actualidad, 1a partenogénesis inducida por microor-
ganismos se ha demostrado en mds de 30 especies de avispas
parasitoides. Todos los agentes causantes identificados basta
ahora pertenecen al género Wolbachia. Las Wolbachia inplica-
das no forman un grupo menofilético, sino que se hayan
mezcladas con las Wolbachia que afectan a sus hospedadores de
otros modos (p. ¢j., IC v androcidio}. Esto sugiere que o bien la
induccion de partenogénesis (IP) ha evolucionado varias veces
independientemente dentro de las Wolbachia, o bien que los
genes causantes de IP pueden transmitirse horizontalmente entre
Wolbachia, por medio de intercambio de ADN mediado por
particulas viricas o por plismidos. Una tercera posibilidad es
que la misma Wolbachia cause diferentes efectos en distintos
hospedadores, por ejemplo IP en los haplodiploides ¢ IC o
androcidio en los diploides.

El andlisis filogenético de algunas Wolbachia inducto-
ras de partenogénesis (Wolbachia IP, en adelante), particular-
mente del género Trichogramma, ha proporcionado evidencia
de la transmision horizontal interespecifica del simbionte. Las
Wolbachia de Trichogramma forman un grupe monofilético
dentro de las Wolbachia 1P, con el clado restringido 4 las
especies de Trichogramma (Stouthamer et al, 1993; Werren
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et al., 1995b). No obstante, dentro de una especie de Tricho-
gramma existen varias Wolbachia, sin que exista congruencia
entre la filogenia de los hospedadores y sns simbiontes
{Schilthuizen & Stouthamer, 1997).

Mecanismo de la IP

Los estucios de organismos partenogenéticos han descubierto
una gran variedad de modos en que puede producirse descen-
dencia diploide a partir de huevos no fecundados. Dicha
diversidad puede dividirse en dos grapos basicos: los que
implican modificacién meibtica, en Ja cual el nimero de
cromosomas no se ve reducido durante la meiosis; y aquelios
gue implican modificacién post-ameittica, en los cuales el
niimero diploide es restaurado por la fusion de dos productos
mitdticos haploides (Stouthamer, 1997). En los casos de IP
por Wolbachia estudiados citoldgicaments, la ruta utilizada
es Ia segunda. La meiosis tanto en hembras infectadas como
no infectadas es similar, con la produccion de un solo
prontcieo. En las hembras no infectadas (arrenotocas) la
llegada del espermatozoide produce la fecundacién y el
desarrollo femenino normal. Sino llega ninglin espermatozoi-
de, el nicleo haploide se divide mitdticamente y las dos
dotaciones cromosdmicas formadas migran a poles cpuestos
durante la anafase de manera que se forman dos nicleos
haploides, La division celular posterior sigue lineas similares,
de modo que se forma un macho haploide. En las hembras
infectadas, el proceso es el mismo hasta la anafase de la
primera divisién mitotica. En este punto, ambas dotaciones
cromosomicas migran al mismo polo y el resuitado es un
finice producto mitotico diploide. Este comportamiento
cromosomice se conoce como duplicacion gamética. Al se
desconocen los métodes por los cuales Wolbachia afecta el
comportamiento bioquimico y/o mecanice de los cromosomas
del hospedador.

En los Hymenoptera con IP por Wolbachia, la tempera-
fura a la cual son expuestas las larvas y las pupas influye en
gran medida ef sexo final de la progenie. En la mayor parte de
las especies, a temperaturas inferiores a 26 °C toda la progenie
es femenina, mientras que por encima de los 30 °C solo se
producen machos. A temperaturas intermedias pueden produ-
cirse tanto machos como hembras o ginandromorfos (Cabello
& Vargas, 1985). Stouthamer (1997) sugiere que las diferen-
cias en la proporcidn de tejidos masculinos y femeninos puede
ser el resultado de un retraso en la duplicacidén gamética
inducida por Wolbachia, es decir, su ausencia en la primera
division mitética. Esta hipotesis concuerda con la observacion
de una relacidn positiva entre un awmento de la temperatura y
la proporcion de tejido masculino. No obstante, si fuese cierta
serfa de esperar que la proporcion minima de tejido masculino
en los ginandromorfos fuese de dos tercios, cosa que no
ocume, pues algunos individuos son predominantemente
femeninos y s6lo poseen un pequefio grupo anterior de celulas
masculinas. Claramente, se requiere mayor investigacion en
esta drea.

Pinamica de la infeccion por Wolbachia

En la mayoria de los Hymenoptera que hospedan Wolbachia
IP ia telitoquia se ha fijade. Sin embargo, en muchas espe-
cies de Trichogramma coexisten individuos telitocos y
arrenotocos, con baja presencia de Wolbachia (véase
Stouthamer, 1997, para una revision). Las causas de esta
distribucién de polimorfismo y monomeorfisme todavia no
estan claras. Varios factores pueden producir polimorfismo:
transmisién vertical incomplets; efectos negativos de la

infeccion sobre la eficacia bioldgica del hospedador; genes
nucleares supresores; o una combinacién de todos esos
factores. Desgraciadamente, la evidencia empirica sobre
dichos factores es todavia limitada. S6io se han evaluado las
tasas de transmision vertical en cultivos de lzboratorio, y
tienden a ser altas; superiores al 90% en las especies de
Trichogramma estudiadas (Stouthamer, 1997}, si bien las
tagas de transmisién parecen disminuir con la edad del
hospedador. Se han demostrado grandes efectos negativos de
la infeccidn por Wolbachia, en forma de una reduccién enla
produccién de descendientes, mediante la comparacion de
cepas de Trickogramma genéticamente idénticas, infectadas
v no infectadas, sin limitacion de hospedadores (Stouthamer
et al., 1990a; Stouthamer & Luck, 1993). Sin embargo, si
dichos efectos negativos ocurriesen en la naturaleza, la
infeccién terminaria por desaparecer. Es posible que en
poblaciones naturales Ia disponibilidad de hospedadores sea
limitada, ya que en tales circunstancias las hembras infecta-
das producen mas hijas que las no infectadas (Stouthamer,
1993). Finalmente, aungue ¢l conflicto intragendmico
deberia imponer vna presion selectiva a favor de genes
nucleares supresores, la evidencia en apoyo de los mismos ¢s
dispersa ¢ indirecta. Dicha evidencia se basa en dos casos, en
diferentes especies, de segregacion de Ia progenie virgen en
individuos que producen sélo hembras y otros que producen
s6lo machos (Rossler & DeBach, 1972; Stouthamer, 1997).

La investigacién sobre los efectos evolutivos de los
simbiontes IP estd todavia en su infancia. Desde que se
descubrid 1a participacion en 1a IP de Wolbachia heredadas
citoplasmicamente, se han identificado més de 30 sistemas
Wolbachia-Hymenoptera, el andlisis filogenético ha
demostrado la transferencia horizontal de los simbiontes y
se ha avanzado en la comprension de fas bases citologicas
de esta forma de partenogénesis. También se ha progresado
considerablemente en 1a teoria de la dindmica poblacional
y evolutiva de los inductores de partenogénesis (véase
Stouthamer, 1997). Sin embargo, todavia existen grandes
lagunas en el conocimiento de este fendmeno. (Por qué
mecanismo afecta Wolbachia al comportamiento de los
cromosomas del hospedador? ¢De qué modo surgen los
ginandromorfos? ; Tiene Wolbachia efectos negativos sobre
la eficacia bioldgica de sus hospedadores en condiciones
naturales? ;Con qué frecuencia ocurre la transmision
horizontal {intra- o interespecifica) de Wolbachia en
poblaciones naturales? ¢Existen genes supresores? ;Estd
realmente resiringida a los Hymenoptera la partenogénesis
inducida por simbiontes? Todas estas cuestiones proporcio-
nan un fértit campo para la investigacion futura.

ANDROCIDAS

En cierto modo, el androcidio es el menos sofisticado de los
mecanismos que distorsionan la proporcion sexual utilizado
por los simbiontes hereditarios. El mecanismo bisico
consiste en gue el simbionte mata a los hospedadores
masculinos pere no a los femeninos. Quizd como conse-
cuencia de esta definicidn tan burda, el androcidio parece
ser mas diverso taxondmicamente, tanto en lo que atafie a
los hospedadores como a los simbiontes, que otros tipos de
distorsién de la proporcién sexual empleados por los
microorganismos hereditarios (Tabla 3). Dentro de los
artrépodos, el androcidio se ha encontrado en cinco érdenes
de insectos v en dos especies de dcaros. Ademds, los
proptos androcidas son taxondmicamente diversos, pues
inctuyen o y y Proteobacteria, Micoplasma, Flavobacteria
y Microsporidia.
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Tabla 3

Androcidic en los coceinélidos.

Especie hespedadora Paises Agents Frecuencia Evidencia*
Adalia bipunetata Inglaterra, Escocia, Rickettsia 0,01-0,69 pssh; bte; hm; sa; sc;
Holanda, Dinamarea, m; ADNs; RCP
Luxemburgo, Francia,
Alemania, Polonia, Rusia,
Kyrgyzia
Adalia bipunciata Alemania, Rusia Spiroplasma (Grupo V1) (,03-0,13 pssh; bie; hm; sa; sc;
m; ADNs; RCP
Adalia bipunctata Rusia Dos cepas de Wolbachia cadauna<0,}  pssh; bte; hm; sa; s¢;
m; ADNs; RCP
Adalia 10-punctata Alemania Rickettsia pssh; bte; hm; sa; sc;
m; ADNs; RCP
Harmonta axyridis Japdn, Rusia, Corea del Sur  Spiroplasma (Grupo Vi) 0,02-0,86 pssh; bte; hm; sa; sc;
m;, ADNs; RCP
Coleomegilla maculatus  BB.UU. Flavobacteria 0,23 pssh;  bte; hm; sa;
ADNs; RCP
Adonia variegata Turquia Flavobacteria 0,13 pssh; bte; hm; sa;
ADNs; RCP
Hippodamia 15-signata ER.UY. Besconocido pssh; bte; hm
Cheilomenes Japdén Probablemente Spireplasma, 0,13 pssh; bte; hm; sa; RCP
G-maculatus {Wolbackia ha sido detectada
en algunas lineas)
Coccinula sinensis Japén Probablemente Flavobacteria 0,23 pash; bie; hrn; sa; RCP
Propylea japonica Japén Probablemente Rickettsia 0,07-0,26 pssh; bte; hm; sa; RCP
Coccinella 7-punctata Inglaterra Desconosido <(,01 pssh; bte
Calvia 14-punctata Ingiaterra Desconocido pssk; bte

*Evidencia consistente en: pssh = proporcion sexual sesgade hacia las hembras; bte = baiz tesa de eclosién de huevos en las lineas
infectadas; hm = herencia matema; sa = sensibilidad 2 los antibidticos; sc = sensibilidad a} calor; m = microscopia; ADNg =

secaenciacion de ADN; RCP = deteccion del simbionte por medio de reaccion RCP especifica.

Androcidas precoces y tardios

Laurence Hurst (1991) reconecit que la migracion fuera de un
hospedador puede verse facilitada por la muerte del hospeda-
dor masculino si el caddver se descompone para Hberar a los
endosimbiontes. Argumentd que el androcidio deberia ocurrir
en un momento tardio del desarrollo para dar tiempo al
androcida a replicarse dentro de su hospedador, de modo que
pueda liberarse un gran nimero de individuos de golpe.
Denoming a estos casos androcidas tardios.

Los androcidas tardios de transmisién horizontal
pueden compararse con los endosimbiontes que matan a los
machos y mueren en ¢l proceso, pero al hacerlo aumentan la
eficacia bioldgica de otras copias de s{ mismos presentes en
los hospedadores femeninos. El aumento de eficacia
bioldgica de las hembras infectadas, resultante del androci-
dio, se denomina compensacién de la eficacia bicidgica, ya
que para que la estrategia androcida invada, dicho aumento
de eficacia biol6gica debe compensar la mortalidad de la
progenie masculina, ast como cualquier coste que acarree a
las hembras portadoras del endosimbionte. Debido a la
naturaleza de la reproduccion en la mayoria de los simbion-
tes microbianos, mucha o toda la progenie de una madre
infectada llevard copias de un simbionte virtualmente
idénticas por descendencia. Asi, si mediante el androcidic el
simbionte aurnenta ia eficacia biolégica de las hermanas de
los machos muertos, también se producird un beneficio en
eficacia biolégica para las copias "exactas” del androcida que
estan en dichas hembras,

Se han identificado dos tipos de ventajas del androcidio,
En primer fugar, se reduce fa posibilidad de apareamiento con
parientes proximos, en concreto hermanos, y con ello la
depresién endogdmica potencial. Una hembra infectada cuyos

hermanos ban muerto por efecto de un androcida no puede
cometer incesto, En segundo lugar, los recursos que podrian
haber sido utilizados por los machos de una familia quedan
disponibles para las hermanas, En el caso de la evitacién de fa
endogarmia, poco importa cudndo mueren los hospedadores
masculinos, sismpre y cuando [o hagan entes de la madurez
reproductora. Sin embargo, si el beneficio del androcidio
implica la redistribucién de recursos, el méximo beneficio se
obtiene si los hospedadores masculinos mueren antes de haber
consumido una cantidad apreciable de los recursos. La
redistribucién de recursos conducird, por tanto, a lo que Hurst
(1991) Hamo androcidio precoz.

Androcidas tardios

Existen pocos ejemplos de androcidio tardio. Los c¢asos
confirmados se limitan a los mosquitos, grupo en el que se
conoce la infeccidn por Microsporidia androcidas para més de
dos docenas de especies. Normalmente, las larvas masculinas
del cuarto instar mueren. Los Microsporidia se transmiten a
otros hospedadorss cuando las larvas muertas liberan las
esporas, que son ingeridas por otras larvas, bien directamente
o de modo indirecto por medio de un copépodo intermediario.
Ademds, la ingestion puede producirse por canibalismo
larvario {(Bechel & Sweeney, 1990). Las larvas recién infecta-
das se desarroilan normalmente; los simbiontes invaden
inicialmente las células epiteliales de los ciegos gdstricos v a
partir de ahi pasan a los oenocitos. Ni las hembras ni los
machos parecen verse afectados negativamente por estas
infecciones tempranas, y las hembras transmiten ] microspo-
ridio a los huevos. Los machos de esta siguiente generacion
pueden morir, mientras que las hembras contindar transmi-
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tiendo los simbiontes de modo vertical. No obstante, la
infeccidn por Microsporidia no siempre sigue esta via.
Algunos Microsporidia causan la muerte tanto de machos
como de hembras, mientras que ofros no matan a ningano.

Estos ejemplos plantean varios interrogantes. ;Comeo
matan los Microsporidia a sus hospedadores? ;Como se las
arreglan algunos para matar selectivamente a los hospedadores
macho y no a las hembras? ;Por qué mueren los machos
precisamente en el cuarto instar larvario? ;Cual es la razon
para esa variedad en las estrategias empleadas por los diferen-
tes Microsporidia, desde la patogenicidad para ambos sexos,
pasando por el androcidio, hasta la inoculdad para ambos
sexos? No todas estas cuestiones tienen una respuesta clara.
En concreto, se desconoce el modo por el que los Microspori-
dia reconocen el sexo de su hospedador, y Ia forma en que lo
matat.

Hurst (1991) propuso que provocar la muerte en el cuarto
instar larvario es adaptativo para el androcida. Suponiendo, con
razon, que la transmision horizontal debe producirse en el agua
y postulando que la fase de pupa, ¢l estadio menos acudtico del
ciclo vital, puede dificultar ia liberacion del simbionte, Hurst
dedujo que causar la muerte del hospedador en el {titimo instar
larvario, pero no antes, maximizaria el ndimero de esporas de
Microsporidia liberadas al agua.

La variabilidad de estrategias empleadas por los
diferentes Microsporidia puede ser resultado de Ta probabili-
dad relativa de transmision horizontal y vertical en situaciones
ecoldgicas concretas (Hurst, 1991). Si los cepépodos son
comunes, la transmision horizontal serd eficaz, y podria
esperarse letalidad de ambos sexos del hospedador. Sin
embarge, si la transmisién vertical es eficaz y la transmision
horizontal no, debido a la escasez de copépodos, el androcidio
resulta la estrategia més ventajosa. Sigue estando poco claro
por qué ciertos Microsporidia son benignos para ambos sexos,
aungue es posible que dicha estrategia sea beneficiosa si la
transtmisidn vertical femenina mediante los huevos va acompa-
fiada de algin grado de transmision sexual masculina durante
ia copula (Hurst et al., 1997a).

Androcidio precoz

Elandrocidio precoz se ha encontrade en un grupo diverso de
insectos hospedadores, v estd causado por un igualmente
variopinto grupo de bacterias, que incluye a Spiroplasma
(Mollicutes), Rickettsia, Wolbachia (Ricketisiaceae), un
pariente de Blattabacterium (Flavobacteria) y Arsenophonus
nasoniae (Enterobacteriaceae). La variedad de agentes
androcidas muestra claramente que el androcidio precoz ha
evolucionado varias veces independientemente. De elio se
deducen dos cosas: primero, que muchos tipos distintos de
insectos tienen sistemas genéticos y ecologias susceptibles de
ser invadidos por los androcidas y, segundo, que muchos
microorganismos diferentes tienen la capacidad de reconocer
y de matar de modo selective a sus hospedadores masculinos.

Los casos conocidos de androcidio precoz se diferen-
cian de los androcidas tardios en gran medida por la ausencia
de transmision horizontal significativa. A faita de una
transmision tal gue conduzea a la infeccién regular de nueves
hospedadores, deben invocarse otros factores para equilibrar
la pérdida de la progenie masculina y la vuelta a un estado no
infectado en las hembras, como resultado de una transmision
vertical imperfecta del simbionte. Aunque es posible que la
evitacién de la endegamia proporcione esa ventaja, la
depresidn endogamica sufrida por les no infectados tiene gue
ser alta para dar suficiente ventaja a los infectados, Lo mismo
se aplica a la redistribucion de recursos. No obstante, los

raggos etologices v la ccologia de algunos grupos pueden
proporcionar un contexto en el que las hijas de las hembras
infectadas obtienen un gran beneficio en recursos como
resultado concreto de la muerte de los machos. Las ventajas
que se han descubierto proviencn de la reduccidn de la
competencia por algin recurse limitado, de ia redistribucién
de recursos aportados directamente por los progenitores,
normalmente Ia madre, o de la reduccion en la mortalidad que
afecta a la progenie de las hembras no infectadas debido a los
xabitos canibales de los compafieros de prole.

Dentro de las ventajas del androcidio por redistribucion
de recursos, aguellos derivados de la muerte de los machos
deben quedar disponibles preferentemente para las hembras
infectadas, respecto a las no infectadas. En general, esto
ocurrird cuando la progenie femenina y masculina de una
hembra se encuentra proxima entre si. Este tipo de limitacion
significa que es improbable gue la distribucion del androcidio
sea aleatoria en los invertebrados. Los grupos de especies con
ciertas similitudes eto- o ecoldgicas serdn particularmente
propensos a fa infeccién por androcidas precoces, mientras
que ofros grupos sin dichas caracteristicas serdn méis o menos
inmunes a dichos androcidas, simplemente porgue existird una
compensacion de la eficacia bioldgica insuficiente para que la
estrategia androcida invada ¢ evolucione.

Se ha observado un patrén no aleatorio de distribucién
del androcidio dentro de los invertebrades (Majerus & Hurst,
1996). Se conocen altas frecuencias de androcidio en los
chinches (Hemiptera), las mariposas ninfalidas, especialmente
del género Acraea, v 1as mariquitas (Coleoptera: Coccinelli-
dae). BEste iltimo grupo ha sido el mas extensamente estudiado
y ha sido propuesto como sistema modelo para el estudio de
muchos de los aspectos del androcidio precoz {(Majerus &
Hurst, 1997).

La diversidad de androcidas en los Coccinellidae

La produccion de proporciones sexuales fuertemente sesgadas
hacia las hembras en algunos individuos de Adalia bipunctata
fueron sefialadas por primera vez por Lusis (1947). Diche
sesgo tenfa herencia materna, Posterionmente, se han encontra-
do proles completamente femeninas de herencia materna,
curables mediante la administracion de soluciones azucaradas
con antibidticos a las hembras adultas (Fig. 2), en varias
especies de coceinélidos (Tabla 3). En todos los casos, el sesgo
femenino estd asociado con una tasa de eclosion del 50%, lo
cual sugiere que la proporcion sexual primaria es normal pero
que la proporcién sexual secundaria estd distorsionada debido
a que los embriones masculinos mueren antes de eclosionar.

En su trabajo con poblaciones inglesas de A. bipunctata
que exhibian un sesgo femenino en Ia proporcién sexual de fa
progenie, Hurst et al. {1992} demostraron que dicho rasgo
podia curarse con antibiéticos, lo cual sugeria la participacién
de una bacteria. El examen mediante microscopia dptica y
electrdnica de los hemocitos reveld la presencia de una bacteria
en el citoplasma de las hembras que exhibian el sesgo femenino
(Fig. 3), pero no en aguellas que producian una proporcion
sexual normal (Hurst et al., 1996). Mediante el uso de iniciado-
res bacterianos especificos, el andlisis del gen ADNr 165
demostrd que el androcida era una bacteria similar a Rickettsia,
con una estrecha homologia a jos patdgenos que producer €]
tifus murino y €l tifus bovino (Werren et al., 1994).

Las muestras de 4. bipunctata de otros paises han
demostrado que el androcidio estd ampliamente distribuido en
esta especie. Sin embargo, el analisis genético molecular ha
demostrado gue el agente causal del androcidio varia. Hasta la
fecha se han identificado otras tres bacterias, una Spiroplasma
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(Hurst et al, 1999b) v dos cepas de Wolbachia (Hurst et al,,
1999a). Rickettsia parece estar presente en solitario en Gran
Bretafia. Sin embargo, en muchas otras localidades coexisten
dos o més tipos de androcidas v a veces los cuatro estén
presentes. En realidad, se han obtenido los cuatro androcidas
en una peguefia muestra (36 lineas maternas) recogida en una
sola calle de Mosctl (Majerus et al, en prensa). Los modelos
tedricos sobre la evolucion del androcidio sugieren que dos o
mas androcidas no pueden coexistir en uns misma poblacion
hospedadora en equilibrio, excepto en presencia de supresores
del androcidio e, incluso entonces, el espacio de pardmetros
para la coexistencia de los dos androcidas es muy limitado
{Randerson et al,, en prensa). El hallazgo de cuatro androcidas
¢n una sola poblacién, y la amplia distribucién geogréfica de
los androcidas en cuestién (Hurst et al, 19994, b) sugieren por
tanto que las asunciones en que se basan esos modelos no son
aplicables al caso de los coccinélidos.

Se ha demostrado la presencia de bacterias androcidas
en otras ocho especics de coccinélidos y existe cierta eviden-
cia de su presencia en dos mas (Majerus & Hurst, 1997; Hurst
etal., 1997a, b, 1999¢; Majerus & Majerus, datos no publica-
dos). Las bacterias gue se han identificado son taxondmica-
mente diversas (Tabla 3). Dado el nlimero atin pequefio de
especies de coccinélidos en que se ha encontrado androcidio
y el mimero atin menor en que se han identificade los androci-

Fig. 2.- Tratamientc con antibidticos para
curar ¢l androcidio. Hembra infectada de
Harmonia axyridis alimenténdose de sirope
con tetraciclina.

Fig. 2.~ Antibiotic treatment to cure male-
killing. Infected female of Harmonia
axyridis feeding on tetracycline in goiden

syrup.

Fig. 3.- Rickettsia androcida de Adalia
bipunctata tal y como aparece al tediir
mediante DAPI los cocitos inmaduros de
una ovariola. Se observa una lts densidad
de bacterias (cortesia de J. H. G. v. d.
Schulenburg).

Fig. 3.- The Rickeusia male-killer of
Adalia  bipunctata  revealed by DAPI
staining of immature oocytes from an
ovariole. A high density of bacteria is
visible (courtesy of J. H, G. v. d. Schu-
fenburg).

das, es poco probable que se haya revelado toda la diversidad
taxondémica de androcidas en esta familia,

Evidencia de redistribucion de recursos

$i se consideran los rasgos etolégicos v ecoldgicos de los
coceinélidos, la asiduidad de los androcidas en dicho grupo no
resuita sorprendente. Todos los coccinélidos que hospedan
androcidas son afidéfagos, ponen huevos en masas y presen-
tan consumo larvario neonatal de los huevos de la misma
puesta. En conjunto, estas caracteristicas dan lugar a una alia
compensacion petencial en eficacia bioldgica como conse-
cuencia del androcidio.

La mayor parte del trabajo que ha mostrado una ventaja
de recurses por androcidio se ha realizado con A. bipunctate
infectada por una Ricketisia. Los estudios del comportamiento
de alimentacion de las larvas han comprobado que la tasa de
mortalidad de los neonatos por carencia de alimento es aita
{(Wratten, 1976). Esta alta mortalidad es consecuencia del
corto tiempo de que disponen las larvas para encontrar presas
antes de merir de hambre, y su baja tasa de captura de los
ifidos que encuentran. Aungue uno podria imaginar que la
seleccidn favoreciese un mayor tiempo de desarrollo, v un
huevo mayor, de forma que las larvas neonatas estuviesen
mejor equipadas para la captura de presas, el comportamiento
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Fig. 4.~ El consume de los huevos muertes por
androcidio, por parte de las farvas femeninas en
su misma puesta, ¢s la base de la ventaja por
redistribucién de recursos que el androcidio
proporciona en bos coccinélidos. En este caso,
ias larvas neonatas de Harmonia axyridis, que
resultaron ser todas hembras, consumen huevos
no eclosionados (presuntamente machos)
infectados por una Spiroplasma androcida,

Fig. 4.- Consumption by female farvae of clutch
mate, male-kitled eggs is the basis of a resource
advantage due to male-kifling in coccinellids,
Here neonate larvae of Harmonia axyridis,
shown to be all female, consume unhatched
eggs (assumed to be male) infected with a
Spiroplasma male-killer.

canibal de las larvas neonatas hacia los huevos de su misma
puesta impide esto, ya que los que eclosionan mas tarde son
con frecuencia consumidos por las larvas de eclosion més
temprana. El habito de consumir cualquier huevo no eclosio-
nado de su puesta antes de dispersarse estéd en el centro de la
redistribucién de recursos en los coccinélidos. La tasa de
eclosion de masas de huevos puestos por las hembras no
infectadas por androcidas es, en general, del 90%. Esto
contrasta con las tasas de eclosion iguales o inferiores al 50%
en las puestas de las hembras infectadas. Por tanto, en las
puestas infectadas las larvas neonatas que serdn predominante
o exclusivamente hembras tendrdn, en promedio, un huevo
masculino muerto para consumir (Fig. 4), comparado con una
media de 0,1 huevos disponibles para las larvas neonatas de
las puestas no infectadas. Los recursos obtenidos por el
consumo de un solo huevo permiten a las larvas neonatas
sobrevivir un 50% mds de tiempo que las que no disponen de
ese alimento (Majerus, 1994). El mayor tiempo de superviven-
cia y el mayor tamafio de las larvas en dispersion de una
puesta infectada conducen a una mayor area de blisgueda, un
desarrollo larvario mdés rapide del primer instar y mayor
probabilidad de supervivencia hasta la primera ecdisis,
particularmente a bajas densidades de 4fidos (Majerus, 1994).

Una reduccion en la probabilidad de canibalismo de los
embriones femeninos por parte de sus compafieros de puesta
puede constituir una ventaja secundaria del androcidio durante
el desarrollo temprano de las hembras infectadas, seglin han
propuesto Hurst et al. (1992). La tasa de eclosion de los huevos
de los coccinélidos no infectados rara vez alcanza el 100%. Los
huevos no eclosionados son de dos tipos: hueves no frtiles, v
huevos con sefiales de desarrollo embrionario pero que no han
logrado eclosionar. En este altime tipo, algunos mueren durante
el desarrollo temprano por causas desconocidas, mientras que
otros sotl consumidos por sus hermanos. Laretirada de las larvas
de 1as masas de huevos a medida que eclosionan, para impedir
el canibalismo de huevos, conduce a un aumento significative de
la tasa de eclosion de las puestas no infectadas, pero no de las
infectadas (Majerus, 1994). De ello se deduce que en las puestas
ne infectadas muere una proporeion sigrificativamente mds alta
de hembras por canibalismo que en las puestas infectadas. Esto
es intuitivamente razonable pues el androcidio deberia reducir
tanto el ndmero de larvas de eclosion temprana, los canibales
potenciales, como la proporcién de embriones femeninos entre
los huevos no eclosionados a o large del periodo de eclosion
{Hurst et al., 1992).

En los coceinélidos afidéfagos, la via de redistribucién
de recursos desde los machos infectados, y por fanto muertos,
hacia las hembras infectadas es obvio y facilmente imaginable.
En otros casos de androcidio precoz la ventaja resultante de la
muerte de los machos no estd tan clara, En algunas otras
especies existen pruebas indirectas, procedentes de considera-
ciones ecoldgicas, de que el androcidio también proporciona
recursos adicionales. En ¢l chinche Oncopeltus fasciatus, ios
recursos adicionales obtenidos por el consumo de los huevos
ruertos por androcidio proporcionan a las larvas neonatas mas
tiempo para encontrar legumbres adecuadas de su planta
nutricia (Ralph, 1977; Hurst & Majerus, 1993). Er Masonia
vitripennis (Hymenoptera: Pteromalidae), un parasitoide de los
puparios de Calliphoridae, y en Caraphractus cinctus (Hyme-
noptera: Mymaridae), un parasitoide de los huevos de escaraba-
jos acudticos, la reduccidn de la competencia entre hermanos
dentro de un hospedador, come resultado del androcidio, puede
reducir la mortatidad de las hembras restantes y las supervi-
vientes pueden ser mayores y mds fecundas (Jackson, 1958;
Skinner, 1985). En Ips /atidens (Coleoptera: Scolytidae) las
hembras ponen huevos en un sistema de tineles y las interac-
ciones entre larvas idvenes ocurren principalmente entre
hermanos. Las observaciones de alta mortalidad y canibalismo
sugieren que existe competencia por el floema del que se
alimentan las larvas (Miller & Borden, 1985). Por tanto, es
probable que el androcidio disminuya la densidad larvaria local
y, por tanto, la competencia entre, y el canibalismo de, las
hembras infectadas. En Epiphyas postvittana (Lepidoptera:
Tortricidae), la competencia por lugares donde tejer, que son
limitados, entre larvas neonatas en dispersion conduce a una
alta mortalidad de las larvas de primer instar (Macicllan,
1973). Una vez mas, la reducecion de la densidad producida por
¢l androcidie puede conducir a una mayor supervivencia de las
hembras infectadas, con respecto a las no infectadas. Se
necesita evidencia empirica para confinmar el aumento de
eficacia biologica de las hembras infectadas en todos estos
ejemplos. En otras especies con presencia supuesta o confirma-
da de simbiontes androcidas, la probabilidad de una redistribu-
cidn de recurses por androcidio no se ha determinado o se
considera baja por consideraciones ecoldgicas.

Wolbachia androcidas en las mariposas
del género Acraea

Hace mucho que se conoce la preduccion de proporciones
sexuales sesgadas enr la mariposa ninfalida Acraeq encedon.
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Yaen 1914 Poulton encontré que algunas hembras producian
progenie Unicamente femenina, mientras que otras producian
tanto machos como hembras. El rasgo "proporcidn sexual”
tiene herencia materna (Owen, 1970). En los Lepidoptera, Jas
hembras son el sexo heterogamético. Por tanto, los rasgos de
herencia materna pueden ser consecuencia de genes en los
cromosomas W, de genes mitocondriales o de endosimbiontes
hereditarios. De hecho, las puestas totalmente femeninas de 4.
encedon se atribuyeron en principio a un cromosoma W
derivante gue distorsionaba la proporcién sexual primaria,
debido a que la cantidad de hijas producidas en el laboratorio
era similar a la producida por puestas normales. No obstante,
dado que la supervivencia de las mariposas criadas en el
laboratorio es, con frecuencia, dependiente de la densidad,
este argumento era potencialmente errbneo, y se reexarming el
caso (Jiggins et al., 1999).

A partir de muestras tomadas inicialmente en las costas
ugandesas del Lago Victoria, se obtuvieron las tasas de
eclosion y las proporciones sexuales de la descendencia de 35
hembras. De ellas, solo cinco produjeron hijos e hijas; las
otras 30 s6lo produjeron hijas. La tasa de eclosion no superd
el 50% en ninguna de estas 30 familias, mientras que en las
familias normales se registraron tasas de eclosidn de hasta el
100%, lo cual condujo a sospechar que el rasgo era debido a
un androcida (Jiggins et al., 1998). Esto se confirmé alimen-
tando a las larvas de las puestas exclusivamente femeninas con
hojas empapadas en antibibticos. Los adultos resultantes
produjeron progenie tanto masculina como femenina. El
analisis genético molecular reveld posteriormente la presencia
de una Wolbachia (Hurst et al., 19993).

El hallazgo de otra Wolbachia androcida, ademds de 1a
presente en 4. bipunctata, es significativo por tres razones. En
primer lugar, demuestra que las Wolbackia androcidas no
estdn restringidas a un solo grupe, los coccinélidos, que por su
peculiar ecologia son especialmente susceptibles a los
androcidas. En segundo lugar, refuerza la duda sobre las
estimas de la proporcién de insectos infectados por Wolba-
chia, obtenidas en estudios que han considerado un pequefio
nimero de individuos de las especies hospedadoras potencia-
les (Hurstetal., 1999a). Y finalmente, demuestra que no todos
los endosimbiontes androcidas detectan el sexo masculino de
su hospedador mediante la identificacién de una regién del
cromosoma Y, va que aunque los machos de 4. bipunctata son
heterogaméticos, son las hembras el sexo heterogamético en
A. encedon.

Se han encontrado Wolbachiz androcidas en varias
especies més de Acraea. A. encedana, una especie gemela de
A. encedon, hospeda una Wolbachia idéntica o muy similar a
la presente en A. encedon respecto al gen wsp (Yiggins et al,,
datos no publicados), mientras que 4. eponina alberga una
Wolbachia no tan similar (Jiggins, datos no publicados). 4.
acerata, A. pharsalus v 4. alcinoe también hospedan Wolba-
chia, pero jos efectos fenotipicos de ésta no se han elucidado
(Jiggins, datos no publicados).

Los andtocidas de A. encedon y A. encedana muestran
algunos rasgos muy interesantes, Ademas de las similaridades
obvias, ambas Wolbachia son muy parecidas, de herencia
materna v sensibles a los antibiéticos, matan a los embriones
masculinos antes de su eclosién, tienen una gran transmision
vertical (ignal o superior al 95%) y aparecen con gran frecuen-
cia (Chanter & Owen, 1972; Gordon, 1982; Jiggins et al,,
1998, en prensa), al menos en algunas poblaciones. Combina-
dos, todos estos rasgos conducen a proporciones sexuales
poblacionales muy sesgadas hacia las hembras,

Tomando como base los niveles estimados de presencia
y transmision vertical, y asumiendo que el androcida estaba en

equitibrio, Jiggins et al. {datos no publicados) estimarcen el
éxito reproductor global de las hembras de A. encedana
infectadas respecto a las no infectadas. El valor minimo
estimado (dentro de ios limites de confianza del 95%) fue de
1,55, Esto es extraordinariamente alto (cf. el valor medio de
1,16 para la poblacidn inglesa de A. bipunctata infectada por
Rickettsia), especialmente si s considera que no se ha demos-
trado la existencia de factores implicados en la compensacidn
de a eficacia biologica. Una posible explicacion para este alto
valor es que la asuncitn de gue la poblacidn estd en equilibrio
no es vilida, aunque existe evidencia de gue algunas poblacio-
nes de 4. encedon, y probablemente de A encedana, han
estado fuertemente sesgadas hacia las hernbras durante muchas
generaciones (Owen & Chanter, 1969; Owen et al, 1994;
Gordon, 1984). Jiggins et al (datos no publicados) discuten los
factores que podrian ser responsables del alto grado de
compensacién de eficacia bioldgica necesario para expiicar los
datos observados en 4. encedon y 4. encedana. Sefialan que los
huevos se ponen en grandes masas, que las larvas neonatas
consumen algunos huevos no eclosionados, y que las larvas se
alientan de modo agregado durante los cuatro primeros
instars, Por tanto, es posible la redistiibucién de recursos, tanto
a través del consumo de los huevos henmanos como por una
reduccion de la competencia por el alimento. Sin embargo, no
existe evidencia alguna para estas especies de que la planta
mutricia sea fuertemente limitante, vy es dificil imaginar que la
mera redistribucidn de recursos, por si sola, sea responsable del
alto grado de presencia de Wolbachia, dada la transmision
vertical incompleta. Tras reconocer esto, especulan que un
beneficio directo de la infeccién sobre la fecundidad femenina
puede ser responsable del alto éxito reproductor de las hembras
infectadas. Esta hipdtesis deberfa contrastarse pues, si se
confirna, represeataria el primer caso de un efecto dual
parasitario/beneficioso en una bacteria hereditaria.

Consecuencias de la distorsién de la
proparcién sexual poblacional

Las bacterias androcidas producen proporciones sexuales
aduitas aliamente sesgadas hacia las hembras en algunas
poblaciones de sus hospedadores. En A. bipunctata y en H.
axyridis, se han encontrado poblaciones en las que més de dos
tercios de los individuos son hembras (Zakharov et al., 1996,
Majerus et al., 1998). En A. encedon y A. encedana, se han
encontrado poblaciones con proporciones sexuales alin mas
espectaculares, con mas del 95% de hembras (Jiggins et al.,
1998, en prensa). Los grandes sesgos en la proporciones
sexuales poblacionales pueden determinar qué sexo compite
por una pareja. Normalmente, dado que los machos tienen la
capacidad de reproducirse mds deprisa que las hembras, los
machos compiten entre si por el acceso a aquellas, mientras
que las hembras eligen entre varios machos. Sin embargo, en
las poblaciones en las que la presencia de, por ejemplo, un
androcida reduce ia proporcion de machos en la poblacidn,
tanto la intensidad de la competencia masculina como las
oportunidades de elecciéon femenina se ven reducidas. De
hecho, si la proporcion sexual se distorsiona lo bastante a
favor de las hembras, hasta el punto gue los machos son
limitantes, los papeles respectivos de cada sexo pueden llegar
a invertirse (Trivers, 1972).

En A. bipunctata y H. axyridis, como resultado del
potenciaimente extenso periodo reproductor y los altos niveles
de promiscuidad de que son capaces los machos (Majerus,
1994) es probable gque las hembras sigan siendo el sexo
limitante, incluso en poblaciones muy sesgadas hacia las
hembras. No obstante, se ha encontrado cierta variedad de
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Fig. 5.~ Hembra de Acraea encedon en vuelo
sobre un lugar de exhibicién (lek) en el campus
de la Universidad de Makerere, Kampala,
Uganda {cortesia de F. M. Jiggins).

Figure. 5.- Female Acraea encedon flying over
a lekking site on the campus of Makerere
University, Kampaia, Uganda {courtesy of F. M.
Jiggins).

patrones de eleccién de pareja, tanto en 4. bipunctata como en
H. axyridis, incluida wna débil eleccién masculina por las
hembras (Osawa & Nishida, 1992; Majerus, 1998).

Los estudios de 4. encedon que demuestran que en las
poblaciones muy sesgadas hacia las hembras muchas de ellas
mueren sin aparearse {p. ¢j. Owen & Chanter, 1969) sugieren
que en este caso los machos son limitantes. Los estudios
recientes del comportamiento de las mariposas en algunas
poblaciones con alto sesgo de la proporcion sexual han
conducido a la observacién de una inversién de los papeles
sexuales. La més sorprendente de ellas es un comportamiento
femenino de exhibicion en leks. En muchas especies se
conocen los leks masculinos, dreas desprovistas de valor como
recurso en las que los machos se congregan y compiten por las
Lrembras. En las poblaciones de A. encedon y A. encedana con
proporcion sexual fuertemente sesgada hacia las hembras, son
ias hembras virgenes las que se congregan ¢n dichos leks (Fig.
5; Jiggins et al., en prensa). Las hembras en dichos leks
parecen competir entre si por los apareamientos. Ademés, una
explicacion para los datos que muestran un mayor grado de
virginidad entre Tas hembras infectadas por Wolbachia que
entre las no infectadas (Jiggins et al., en prensa) es que los
machos eligen entre las hembras en base a su estatus de
infeccion., Obviamente, dicho comportamiento seria adaptati-
vo para los machos. Aqui, la invasion y dispersion de un
androcida ha invertido el papel general de competencia
masculina y ha causado un cambio sustancial del sistema de
apareamiento.

Un corolario inesperado en especies con alta presencia
de androcidas es que la seleccion deberfa favorecer el incesto,
dado que para la mayoria de los machos sus hermanas serdn
el grupo de hembras que con mayor certeza no estara infecta-
do por androcidas.

Supresores del androcidio

Segin la teoria de la proporcion sexual, en ausencia de
competencia local por el apareamiento, los sesgos de la
proporcién sexual hacia cualquiera de los sexos deberia
conducir a seleccidén a favor del sexo més raro (Fisher, 1930
Hamilton, 1967). El androcidio aleja de la igualdad las
proporciones sexuales poblacionales, a veces de modo
considerable. En dichas poblaciones, la seieccion en favor de
la produccidn de machos deberfa ser intensa, como resultado
de la ventaja de producir el sexo més raro y de ia seleccidn

sobre el genoma nuclear para resistir a le mortalidad impuesta
sobre ¢l mismo por el genoma citoplasmico de los androcidas.
Las proporciones sexuales sesgadas hacia las hembras,
producto de la invasion de los androcidas, pueden conducir a
la evolucidn, bien de supresores nucleares de aquetlos, biena
mecanismos que sesguen ia proporcidon sexual hacia los
machos. Esto tltimo podria ocurrir mediante la distorsion de
la proporcion sexual primaria o de la secundaria hacia los
machos, siempre vy cuando la pérdida de descendientes
femeninos sea compensada por el aumento en las probabilida-
des de supervivencia de la progenie masculina. En teoria, esto
es plausible s6lo cuando la produccidn sesgada hacia los
machos es muy beneficiosa debido a proporciones sexuales
poblacionales extremadamente sesgadas hacia las hembras.
Existen ciertos indicios de sesgos masculinos en algunas
familias de 4, encedon (Owen & Chanter, 1969) que cumplen
esas condiciones,

En caso de evolucionar, los supresores del androcidio
pueden actuar de varias maneras. Pueden matar al androcida,
o reducir su eficiencia de transmisidn vertical al suprimir la
tasa de replicacion del simbionte, o pueden impedir al
simbionte la muerte de machos, bien bloqueandeo ¢l reconoci-
mientoe de los machos por parte del simbionte, o bien bio-
gueando el propio proceso de muerte.

La investigacién reciente sugiere que los supresores del
androcidio han evolucionado al menos en una especie. El coccing-
lido Cheilomenes sexmaculatus hospeda un androcida. Dos de las
15 hembras silvestres capturadas en Japon produjeron descenden-
cia significativamente sesgada hacia las hembras. De diez hembras
F, de dichas lineas, cruzadas con machos F | de lincas de propor-
cién sexual normal, sblo tres produjeron sesgos femeninos
significativos. Enuna, practicamente toda la progenie era femeni-
na; en las otras dos se obtuvieron proporciones 2:1 a favor de las
hembras. Las otras lineas predujercn proporciones sexuales
normales (Majerus & Majerus, datos no publicados). Las tres
lineas sesgadas hacia las hembras procedian de apareamientos con
machos de una familia (MF5), mientras que las siete familias
normales tenfan progenitores masculinos de otras lineas (MF1 o
MF8). La hipOtesis propuesta para explicar estos resultados fue que
los machos MF1 y MF8 eran homocigotos para un supresor del
androcidio, Por el contrario, los machos MES eran de dos tipos,
bien homocigotos para el alelo no supresor, bien heterocigotos para
el supresor. En estos Gltimos machos, la mitad del esperma portaria
el supresor y asi permitiria sobrevivir a Jos machos que heredasen
de su madre dicho supresor. El resto del esperma careceria del
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supresor y los machos resultantes moririan, El resultado sera una
proporcion sexual 2:1 de hembras a machos, como se observaba.

Para contrastar esta hipdtesis se cambiaron los machos
de las familias F|. El progenitor mascuiino MFS del cruce que
habia preducido sélo descendientes femeninos se cambié por
un macho de una familia que producia una proporcitn sexual
normal. Este proceso condujo a una alteracién de la propor-
cibn sexual de fa progenie en ambas lineas. La hembra que
habla producido previamente sdlo hembras comenzd a
producir itijos ¢ hijas en cantidades mas o menos equivalentes.
Y al contrario, la hembra que habia producido una proporcién
sexual normal comenzd a producir descendencia fuertemente
sesgada hacia las hembras, tras un pequefio retraso (Majerus
& Majerus, datos no publicados),

Los patrones de cambio en fa proporcién sexual de la
progenie de estas lineas, y resultados similares de cruces
posteriores, apoyan la hipdtesis de un solo gen supresor,
Ademds, sugicren que el supresor es un "gen de rescate” que
actla impidiendo la expresién fenotipica del androcida, en
lugar de matar la bacteria o de reducir su eficiencia de
transmision vertical.

Probablemente no es casualidad que el supresor
descubierto en C. sexmaculatus seaun solo gen. Al considerar
1a seleccién contra la infeccidn, Hurst et al. (19972) propusie-
ron que los modificadores poligénices que retrasan la mortali-
dad masculina en los infectados no pueden evolucionar. Su
razonarniento se basa en la propuesta de que la muerte precoz
de los machos es beneficiosa para las hermanas debido a que
se maximiza la cantidad de recursos redistribuidos hacia las
mistnas. Asi, un modificador que retardase la muerte de los
infectados de forma que algunos machos infectados todavia
muriesen antes de reproducirse, mientras que otros sobrevivie-
sen hasta la edad reproductora, no sélo conferiria un aumento
de eficacia bioldgica a través de la supervivencia de algunos
machos, sino también conduciria a una reduceidn en el
beneficio en eficacia bioldgica de los parientes cotno resultado
del derroche de nutrientes utilizados por los machos que
comienzan el desarrolle pero mueren antes de reproducirse.

CONCLUSION

Cada vez estd més claro que los simbiontes hereditarios son
muy comunes en los artropodos. Muchos de dichos simbiontes
son beneficiosos. Pero una parte considerable de los mismos
son deletéreos y, mas que ser beneficiosos para sus hospedado-
res, mantienen relaciones antagonistas con parte de ellos. La
existencia y aparicién comin de tales simbiontes tiene tres
consecuencias importantes. En primer lugar, a un nivel general,
es dificil imaginar que pueda conseguirse una comprension
completa de la biologia global de cualquier especie de artrdpo-
do sin considerar los simbiontes que hospeda, independiente-
mente de la naturaleza de las interacciones entre hospedador y
simbiontes. Las presiones coevolutivas, sea cual sea su
direccion, tendran probablernente un impacto considerable
sobre ambos miembros de una asociacion. En el caso de los
simbiontes deletéreos ya estd claro que pueden alterar de modo
fundamental la determinacién sexual del hospedador, pueden
invertir [a direccién de la seleccidn sexual, o causar la evolu-
cion de genes de rescate o supresores del simbionte. A buen
Seguro, otras consecuencias evolutivas de la invasién por
simbiontes deletéreos aiin estan por descubrir.

Segundo, la dispersién de cualguier simbionte a través
de una poblacidn hospedadora causa un descenso inmediato
enla diversidad del ADN mitocondrial (ADNmt) en la misma.
Como tanto el simbionte como las mitocondrias tienen
herencia citoplésmica, se encuentran ligados en la practica,

Por tante, la dispersidn del simbionte a partir de una o unas
pocas hembras inicialmente infectadas extendera los mitotipos
de esas fundadoras por toda fa poblacién. Los efectos de ello
se dejardn sentir cualquiera que sea el simbionte hereditario,
pero los efectos de los androcidas pueden ser mayores que los
de otros tipos, debido a la presencia normalmente baja de
androcidas y al constante reclutamiento de individuos no
infectados a partir de los infectados, por la transmisidn
vertical imperfecta (Johnstone & Hurst, 1996; Majerus &
Hurst, 1997). Se considera improbable que los cambios
selectivos impuestos sobre ¢l ADNmt por la dispersidn de
simbiontes tenga un itmpacto significativo.sobre la evolucién
adaptativa de los hospedadores. No obstante, para los bidlogos
evolutivos que utilizan el ADNmt como herramienta para
estudiar el flujo genético, el tamafio poblacional o la historia
de las poblaciones, los efectos de la dispersion de simbiontes
sobre la diversidad del ADNmt sigaifica que en dicha especie
el ADNmt no puede utilizarse como marcador neutro. La falta
de diversidad en el ADNmt de una poblacién no tiene por qué
reflejar un bajo tamatfio efectivo de la poblacion o cuellos de
botella genéticos. Puede significar simplemente la presencia
pasada o presente de un simbionte hereditario.

En tercer lugar, los endosimbiontes IC y los simbiontes
que distorsjonan la proporcién sexual pueden tener aplicacio-
nes considerables en el control de plagas (véase Siskins et al.,
1997, para una revisién}. Pueden imaginarse varias estrategias
para su uso. Primero, los endosimbiontes que sesgan z los
agentes de control bioldgico, como las avispas parasitoides o
los coccinélidos afidéfagos, en favor de las hernbras pueden
utlizarse para aumentar el impacto del agente de control
biologico, o para reducir [os costes de un programa de control.
En el caso de los Hymenoptera parasitoides, s6lo las hembras
tienen un efecto negativo sobre la plaga. Por tanto, un sim-
bionte hereditario que produzea sdlo hembras seria comercial-
mente beneficioso, Los androcidas de los coccinélidos
también pueden ser beneficiosos si Ia presencia del simbionte
aumenta 1a densidad de hembras en la poblacion, incluso st
dicho aumento se hace esencialmente a expensas de los
machos. Ello se debe a que la tasa de alimentacion de los
coccinélidos hembra a io large de su vida es significativamen-
te mayor que la de los machos.

Una alternativa es el empleo de agentes HC, mediante
liberacidn en masa, para causar esterilidad en las poblaciones
receptoras, del mismo modo que se han usado machos
esterilizados por radiaciones para controlar a Cochliomyiy
hominivorax en diversos paises (p. €j., Krasfur et al., 1987).
Esta metodologia ya se ha usado en ensayos piloto con cierto
nimero de especies diana, con un grado variable de éxito
(Siskins et al., 1997).

Una tercera estrategia consiste en el empleo de los
simbiontes como vectores portadores de genes. La base de esta
idea es que si fuese posible extender un nuevo simbionte,
portador de genes "itiles", hasta alcanzar un alto nivel de
presencia en la poblacién diana, como es de esperar en un
agente IIC, los genes ftiles se difundirfan por toda la pobla-
cién a partir de un indculo relativamente pequefio. En este
contexto, un gen Gt debe cumplir dos requisitos fundamenta-
les. En primer lugar, debe ser transferible a un simbionte
hereditario y posteriormente sex transmitido verticalmente con
una eficiencia casi perfecta. En segundo lugar, debe ser
expresado en el fondo genético de la especie plaga, es decir,
debe ser un gen dominante. Los genes que curplen dichos
requerimientos y aparecen de modo natural en los simbiontes
hereditarios son improbables. Por tanto, para llevaracaboesta
idea deberia recurrirse a la tecnologia del ADN recombinante
y producir cepas de insectos/simbiontes transgénicos.
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El estudio de los simbionies deletéreos de los artropo-
dos ha florecido en la Gltima década, en gran medida gracias
a las técnicas de genética molecular. Un grupo de simbiontes,
Wolbachia, ha recibido especial atencidn debido a la variedad
de formas en que fos miembros de dicho grupo maripulan la
reproduccion de los hospedadores. El descubrimiento reciente
de Wolbachia androcidas significa que los miembros de este
grupo emplean los cuatro grandes tipos de manipulacién del
hospedador (IC, feminizacién, IP y androcidio). Segin el
conocimiento actual, dos de dichas manipulaciones (JC e IP)
son causadas exclusivamente por Wolbachia. Esto puede ser
cierto pero también es posible que la gran alencion gue se ha
dado a Wolbachia, desde el desarrollo de sondas especificas
para dicho grupo (Rousset et al., 1992) ha causado un sesgo
de estudio hacia el mismo. Serfa de gran valor el escrutinio a
gran escala de artropodos en busca de otros simbiontes
hereditarios ya conecidos por su comportamiento ultra-
egoista, especialmente debido a que el reciente descubrimien-
to de Wolbachia aparentemente beneficiosas en los nematodos
{Bandi et al., 1998) ha ampliado tanto ¢l niimero de taxones
hospedadores por Wolbachia como el tipo de interacciones
con sus hospedadores (Rigaud, 1999). Puede adaptarse y
explotar una variedad taxondmica de hospedadores y ajustar
su maniputacién del hospedador a las particularidades del
ciclo vital o el sistema genético del mismo. Surge la pregunta
acerca de que, asumiendo que Wolbachia lleva a cabo
realtnente un mayor tipo de manipulaciones distintas de sus
hospedadores que otros simbiontes, jqué tiene Wolbachia de
especial? ;Posee alghn rasgo genético o reproductor que le
hace inberentemente plastica y adaptable? ;Es simplemente
mas abundante y capaz de transferencia horizontal, de modo
que las oportunidades de invasion y manipulacidn de un
hospedador con éxito se dan con mds frecuencia que en otros
grupos? Todas estas cuestiones deben ser abordadas.

Durante el periodo de réapido aumento en el conoci-
miento de los endosimbiontes de efectos deletéreos, también
han avanzado considerablemente las bases tedricas, Se han

NOTAS

estudiado las cansas subyacentes de las diferentes manipula-
ciones, la dingmica de poblaciones de las interacciones
simbionte-hospedador y las reacciones evolutivas de los
hospedadores a los simbientes. Muchas de las predicciones
teoricas sobre estos sisternas afn requieren de un contraste
empirico. Curiosamente, a medida gue se acumuia |a eviden-
cia empirica concerniente a los modelos, parece gue muchas
de las asunciones basicas de los modelos generales se ven
comprometidas para casos particulares. Por ejemplo, con
respecto a los androcidas en los coccinélidos, los modelos han
supuesto que el beneficio en recursos para los miembros
supervivientes de una puesta infectada se repartiria equitativa-
mente entre dichos supervivientes. Las investigaciones
recientes han demostrado que eso no es asi, sino que existe
considerable variacidn en la ventaja obtenida por los supervi-
vientes (Fakhouri & Majerus, datos no publicades). Los
modelos también han predicho gue dos o mds androcidas sélo
pondrian coexistir en la misma poblacidn bajo un conjunto
muy limitado de circunstancias (Randerson et al, en prensa),
pero se ha demostrado que una poblacion contiene cuatro
simbiontes androcidas diferentes. En este caso, el problema
puede ser simplemente que el modelo supone que los supreso-
res nucleares matarfan o reducirfan la transmision vertical del
androcida. No congidera un supresor que simplemente impide
el androcidio. Para otras estrategias se han encontrado
contradicciones similares entre las predicciones tedricas y las
observaciones empiricas. Es de esperar que los modelos
mejorardn con la nueva evidencia empirica. Pero es posible
que la dindmica de muchas interacciones stmbionte-hospeda-
dor vy las carreras de armas coevolutivas a gue dan lugar
dependan de modo tan importante de los detalles genéticos y
ecoldgicos concretos de cada caso que los modelos generales
tengan poco valor para cada caso concreto. El cuestionamiento
de Thierry Rigaud (1997) de la existencia de una explicacion
general para las distribuciones y presencia de los feminizantes
puede aplicarse a las restantes estrategias de los endosimbion-
tes hereditarios.

' A falta de vocablo mejor, traduciré con el neologismo ‘androcidio’ el términe inglés 'male-tilling'. [Nota del traduetor].
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Evolution and Phylogeny of Arthropoda

DELETERIOUS INHERITED SYMBIONTS IN ARTHROPODS

Michael E. N. Majerus

introduction

Many species of arthroped harbour inherited endosymbionts.
Because persistence of these symbionts is so intimately
dependent on their hosts, it has generally been assumed that,
over time, micro-organisms that are transmitted down host
generations from parent to offspring with high efficiency, will
evolve to become beneficial to their hosts. This is indeed the
case in some instances, for exarmple Buchnera in aphids and
Blattabacteria the mutualistic gut bacteria of cockroaches and
termites. However, an alternative evolutionary strategy is
available to inherited symbionts: they can parasitise host
reproductive systems, manipulating them to the symbiont's
benefit, even ifthis is to the detriment of the host. Various such
manipulations have been recorded, these including cytoplasmic
incompatibility (CI), feminisation, parthenogenesis induction
(PY} and male-killing.

Reproductive and sex ratio distortions in arthropods have
been known for a considerabie time. However, investigations of
the causes of such distortions have often been difficult because of
the delicate nature of the causal' micro-organisms which means
that they do not survive outside the cytoplasmic environment of
their hosts' cells. Recent advances inrnolecular genetic techniques
have allowed close study of many distortions that were first
described long age. Furthermore, the development of methodolo-
gies for detecting and identifying symbionts via their DNA is
resulting in & rapid increase in the number of known systems
involving these microbes,

Before considering the mechanics and the ecological and
evolutionary consequences of different types of host reproductive
manipulation by inherited symbionts, some general points about
the relationships between symbionts and hosts merit attention.
The view that heritable micro-organisms should evolve to become
beneficial to their hosts Is intuitively sensible. The argument goes

fike this. As the well-being of the micro-organism depends on the
survival and reproduction of the host, any function of the
symbiont which increases host fitness will also be advantageous
to the symbiont. It follows that any action by the symbiont which
reduces host fitness might be expected fo be defrimental to the
symbiont and s excluded by selection. However, this intuitive
argument neglects alternative strategies by which symbionts may
increase at the expense of hosts. Such alternative strategies exist
and are casy to envisage.

Imagine a symbiont that is maternally inherited in the
cytoplasm of the female gamete. This is the observed pattern of
inheritance of most heritable symbionts. While such a symbiont
will obviously spread if it increases the fitness of infected hosts,
there are two other ways in which it may also increase. First, it
may decrease the fitness of uninfected hosts. Second, it may
distort the sex ratio of its host in favour of infected females.

Cytoplasmic incompatibility in diploid hosts follows the
first of these routes. Infected females produce both infected males
and infected females, Ifinfected females mate with either infected
or uninfected males, there is little consequence on fitness.
However, if an uninfected female mates with an infected male,
she is rendered sterile, her further fitness being effectively
reduced to zero. Cytoplasmic incornpatibility in haplodiploid
organisms has a different outcome, progeny between an infected
male and an uninfected female being strongly male-biased, while
the reciprocal cross is normal.

Several mechanisms of sex ratio distortion are known. In
the case of ferinisation, the primary sex ratio of infected hosts is
biased towards females because infected genotypic males become
phenotypic females. Parthenogenesis induction in haplodiploid
Hymenoptera also effects the primary sex ratio of hosts, causing
an increase in the production of infected females.



Simbicntes hereditarios en artropodos

Table 1.

787

Summary of the taxonomic diversity and basic characteristics of manipulative strategies of deleterious inherited symbionts.

Effect of symbiont on host  Vertical transmission Field prevalence within Host/symbiont phylogene-

Strategy Symbionts Range of hosts sex ratio efficiency infected populations  tic congruence
Citoplasmic Wolbachia Crustacea, Coleop- None 0,981 0.8-1 incongruent, suggesting he-
tncompatibility tera, Diptera, He- Figld levels may be rizontal fransmission
miptera, Lepidoptera lower than those in
lag.
Wolbachia Hymenoplera Mate bias in primary sex ratio > 0.89 1
Feminisation  Wolbachia Isopoda, Female bias In pimary sex  0.8-0.9 0.08-0.7
Lepidoplera ralio
Microsporidia Amphipoda Female bias In primary sex 0.8-0.9 0.05-0.3
ratlo
Paramyxydia Amgphipoda Female bias in primary sex  0.8-0.9
ratio
tinknown Copepod?, Female-biased sex ratio
decapod crab?
Partheno- Wolbachia Hymenoptera Female bias in primary sex > 0.9 Generaliy 1, butin ncongruent, suggesting ho-
genesis ratio Trichogramma polymor- rizontal transmisgion
Induction phic pepudations ocour
Late Microsporidia Diptera Female blas in Varlable. Highlevels 0.02-0.4
make-killing secondary sexratio due to  of horizontal ransmis-
maie death in final Jarva ins-  sion may aiso ocour
Early Flavobacteria Coleoptera Female blas in > 0,89 0.13-0.23 Possibly congruent
mate-killing secondary sex ratio
Rickettsia Coleoptera Female bias in 9.86-0.9C 0.01-6.08 Prebatly incongruent,
secondary sex ratle suggesting horizontal
transmission
Wolbachia Coleoptera, Female biss in 0.86-1 (Coleoptera); > 0.06 {Coleoptera) Unrescived
Lepidoptera secondary sex ratlio 0,99 (Lepidoptera)  0.20-1 (Lepideptera)
Enterchacteriaceae Hymenoptera Female bias in 4,95 0.04-0,11 Horizontal ransmission of
secondary sex ratio symbiont between parasitoid
wasp and s fiy host
Spiroplasma {Gr 11) Diptera Female bias in $.80-0.98 0.05-0.12
secondary sex ratio
Female bias in ¢.90-1 0.02-0.86 Prebably incongruent,

Spiroplasma (Gr  Coleoptera
v secondary sex ratlo

Unknown
bacteria

Lepidoptera,
Coieopiera

Female bias in
secondary sex ratio

suggesting horizontal
transmission

Conversely, male-killing distorts the secondary sex ratio among
progeny of infected females towards females. Infected females
typically produce male and female zygotes with equal likelihood,
but the fitness of male zygotes is substantially reduced (often to
zero), while that of their female siblings is enkanced.

Table 1 summarises the basic characteristics of the four
known manipulative strategies of deleterious inherited symbionts
and the taxonomic diversity of both the symbionts and their hosts.

It is becoming apparent that inherited endosymbionts are
very common in arthropods. A survey using & molecular screen
for the presence of one genus of inherited bacteria, Wolbachia,
estimated around 15% of insect species harbour bacteria from this
genus (Werren et al., 1995a). Even this extraordirary estimate is
probably canservative, as only one or a few individuals of many
species were screened, snd Wolbachia with low prevalence are
likety to have been missed.

The interactions between arthropods and their heritable
endosymbionts may have played asignificant role in the evolution
of arthropods. In this review, I will first discuss each of the
known host manipulations achieved by deirimental heritable
endosymbionts, before discussing the evolutionary consequences
of these parasites to their hosts.

Cytoplasmic incompatibility

Cytoplasmic incompatibility was first discovered when crosses
between mosquitoes from Buropean, Asian and American
populations failed to produce offspring, or produced offspring
only when performed in one direction. For example, crosses of
Culex pipiens from Hamburg and Ogglehausen popuiations
produced normal progeny when females were drawn from
Hamburg, but failed when females came from Ogglehausen.
Furthermore, female progeny from Hamburg female x Ogglehau-
sen male crosses, when backcrossed to males from either parental
population, were normal, but males only produced issue when
backerossed to Hamburg females. This pattern of reproductive
failures demonstrated matemnal inheritance and indicated an
association with cytoplasmic factors, hence the name given to the

phenomenon. Eventually, Wolbachia were found to be responsible
{Yen & Barr, 1973). Since the early work on CI by Laven in the
1950s (reviewed in Laven, 1967), CI has been reported from
many insect taxa.

Cytoplasmic incompatibility occurs if 2 male carrying a CI
Wolbachia mates with a female that does not bear the same
Wolbachia. The bacterium places a chemical in the sperm of its host
which renders inviable those zygotes formed within the female
parent that do not bear the Wolbachia. Essentially, therefore, an
uninfected female that mates with an infected male is rendered
sterile. Other mating combinations are not affected.

In many species showing Cl, the phenotype can be cured by
treatment with the antibiotic tetracycline, and cures have also
been effected by exposing infected strains to high temperatures
{e.g. 37°C) for severai days.

In general, CI has been observed to produce two patterns
of reproductive failure. First, some inter-popuiation crosses
appearcd normal when males were drawn from one population,
but failed when males were drawn from the other. Alternatively,
other inter-population crosses produced few if any offspring,
irrespective of which way round crosses were performed. The
deduction from these patterns was that some hosts harbour more
than one strain of CI Wolbachia. Crosses between populations
that bear different strains fail in both directions, Conversely,
crosses between a population which bears a Cl Wolbachia and
one that does not only fail if the male is drawn from the CI
bearing population. In the fruit fly Drosophila simulans, for
example, both unidirectional and bi-directional incompatibility
have been recorded, with five naturally occurring incompatibility
types having been recorded (Table 2; Hoffinann & Turelli,
1997).

The existence of more than one CI Wolbachia within a
species raises the possibility of double infection within an
individual. There is ¢vidence that this does occur, for example in
the mosquito dedes albopictus from Texas (Siskins ef al., 1995).
The presence of multiple strains of CI Wolbachia in one host
individuai may explain some of the complex patterns of incompa-
tibility seen in mosquitoes (Laven, 1967, Magnin et al., 1987).
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Table 2.
Incompatibility types and associated infections in Drosophita simutfans (after Hoffrmann & Turelli, 1997).

Encompat‘i‘bifity Infection Incompatibility between types*: Occurence

type R S H N A W

R wii - Natural

S whia, wNo bi - Naturai

H wha bi uni - Naturat

N wio bi uni bi - induced by segregation
AM Unnamed/ wiia uni uni uni ? - Natura!

W Uninfectad uni uni uni uni none - Natural

Unnamed wiii, wHa uni ? uni 7 ? uni Preduced by microinjection
Unnamed Wolbachia from Aedes bi ? bi ? ? uni Preduced by microinjection

* %i = bidirectional incompatibility, crosses in both directions showing reduced egy hateh rates: uni = unidirectionat incampatibility, srosses in one diregtion

only showing reduced egg hatch rates.

Taxonomic diversity of Cl

Cytoplasmic incompatibility has been observed in inter-popula-
tion crosses of many insect species. In Culex and Aedes mosqui-
toes, both unidirectional and bi-directional CI have been obser-
ved. The sarme is true of D. simulans and several other Drosophila
species (Hoffmann & Turelli, 1997). In the flour beetle, Tribo-
lium confusum, and the alfalfa weevil, Hypera postica, unidirec-
tional CI has been detected (Hsiao & Hsiao, 1985; Wade &
Stevens, 1983). Unidirectional incompatibility has alsc been
observed in the planthopper Laodelphax striatellus (Noda, 1984}
and in two species of Lepidoptera, the almond moth, Ephestia
cautella (Brower, 1976), and the pierid butterfly, Furema hecabe
(Hiroki, pers. comm.}. Finally, Wolbachia induced CI has been
observed in the parasitoid wasp MNasonia vitripennis, with
unidirectional and bi-directional incompatibility and double-
infections all having been observed (Breeuwer et al., 1992).

Despite the diversity of species exhibiting Wolbachia
induced CI, the number of species showing the phenomenon is not
huge. This is undoubtedly purely the result of lack of work. Most
species in which CI has been demonstrated either have economic
importance as disease carriers or crop pests, or they are well
researched scientific organisms. Given cutrent estimates that
Wolbachia are present in 10-20% of insect species (Werren et al.,
1995a), many additional examples of Cl inducing Wolbachia will
surely be revealed in the future.

Transmission efficiency and field prevalence levels

The vertical transmission efficiency of maternally inherited
symbionts, that is the proportion of progeny that inherit the
symbiont from their mother, varies both between symbionts and
hosts. Among CI Wolbachia, vertical iransmission efficiencies are
generally high (Table 1), although the rate varies between lines.
Evidence of incomplete vertical transmission comes from both
maosquitos and fruit flies. Where vertical transmission efficiencies
have been assessed both in laboratory and field, the level is
usually lower in the field. The existence of naturally occurring
antibiotics, climatic factors, particularly temperature, host
diapause and bacterial density levels, may al! influence vertical
transmission.

The prevalence of CI Wolbachia has only been extensively
assayed in D simulans and D, melanogaster. Studies in California,
on D). simulans, have given some extremely interesting data on the
dynamics of increase in Cl Wolbachia in the wild. Prior 1o 1988,
infected populations were only found south of the Tehachapi range,
south of the Central Valley. Between 1988 and 1994, there was an
extremely rapid increase. in prevalence in the Cenfral Valley.
Furthermore, the observed spread is consistent with theoretical
predictions based upon the levels of incompatibifity and vertical
transmission efficiency. There is exact agreement between the
predicted equilibrium frequency, based on the mean measured
incompatibility between infected males and uninfected females
(0.55), the mean measured uninfected progeny produced by infected
females (0.04), and the average frequency observed both in five
populations fromm south of the Tehachapi range, and in five popula-
tions from the southern Central Valley (Turelli & Hoffmann, 1995).

Other data on CI prevalences in D. simulans and D,
melanogaster show less perfect agreement with theoretical
predictions. Part of the problem is that it is not always apparent
whether CI has reached a stable equilibrium I a particalar

population. This difficulty is exacerbated by data from D.
simulans suggesting that the equilibrium frequency of infection
may fluctuate over fime as a consequence of changes in incompa-
tibitity levels and vertical transtission rates (Hoffrmann & Turelii,
1997} Inconsistencies between observed and predicted prevalen-
ces may also resuit when fruit is transported by mar, flies being
carried long distances in the process. Certainly the northward rate
of spread of Cl type R, described by Turelli & Hoffmann (1991),
which indicated migration rates of around 50 km/generation, is far
greater than can be accounted for merely by flight.

What is certain is that the prevalence of C! type R has
increased or i3 increasing rapidly in many paris of the world. The
agent wRinow occurs in all monitored North American populations
except those in southern Florida, and in most its frequency is close
to the expected equilibrium. High prevalences ofwRi havealso been
reported from CostaRica, Uruguay, Zimbabwe, Portugal and Spain.
Lower frequencies have been reported from Israel, France and Italy
in the last decade, and it would be helpful to remonitor these areas
to determine whether these were transitional prevalences as the
Wolbachia spread through to equilibrium.

Mechanisms of incompatibility

The mechanisms of incompatibility are poorly understood. In C,
pipiens, incompatibility appears to result from failure of sperm
bearing a CI Wolbachia to fuse property with female gametes that
fack the same Wolbachia (Jost, 1971). In Drosophila (ONeill &
Karr, 1990) and Ephestia (Kellen et al,, 1981), embryo develop-
ment js supressed at an early stage. In N, vitripennis, Cl Wolba-
chia interfere with chromosome condensation of the paternal
chromosome set during the first embryonic mitotic division (Ryan
etal., 1985; Reed & Werren, 1993). The paternal chromosome set
is lost with the result that progeny carry just the maternal set, are
thus haploid and so are male. The way that C1 Wolbachia
interacts with the chromosomes of its host, causing condensation
failure, is not known. In many species only young sperm bear
Weolbachia: matare sperm do not. It is thus argued that Wolbachia
may either deposit into sperm some chemical, or may remove or
modify some feature of sperm during spermatogenesis. However,
which of these, if either, is correct, awaits clarification.

Despite the lack of knowledge of the underlying mechanics
of Ci, it is known that Wolbachia density influences incompatibi-
iity levels. Evidence from various species has shown that increa-
sed Wolbachia density is correlated with higher incompatibility
(c.g. Binnington & Hoffmann, 1989). However, comparison
between species also shows that the bacterial density needed to
cause a specific level of incompatibility varies between cases.

Effects of Cl Wolbachia infection on host fitness

The effect of bearing CI Wolbachia on host fitness urgently
warrants research, Current evidence indicates that in some species
there is a fitness disadvantage associated with the trait. In
labozatory experiments, infected females of D. simulans were less
fecund than uninfected femates (Hoffmann et al., 19990), although
field experiments did not show this effect (Turelll & Hoffmann,
1995). Negative effects on host fitness have not been shown in
other Drosophila species despite being sought, but a reduction in
preductivity has been recorded for one strain of Iribolium
infected with Wolbachia (Stevens & Wade, 19%0).
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Fitness effects of bearing Wolbachia may also occur
through sperm competition. In laboratory tests on T. confusum,
Wade & Chang (1995) showed that sperm from infected males
had a competitive advantage over sperm from uninfected males,
Such an effect would alfer the dynamics of the spread of CI
Wolbachia through a population, the rate of spread being
enhanced in promiscuous species.

Phylogeny of C! Wolbachia and their hosts

Al CI causing agents known belong to the Wolbachia pipientis
complex. This complex comprises a widespread assemblage of o~
Proteobacteria. Members of this complex are known fo infect
species within all the major orders of insects as well as some
other arthropods (mites, isopods) and phyla (nematodes). Cu-
rrently, over 100 invertebrate host species have been identified,
and new hosts are being discovered regularly.

Apart from causing CI, members of this complex are
known which cause feminisation, parthenogenesis and male-
killing. In addition, some appear to have no phenotypic effect on
their hosts while some are beneficial. Phylogenetic analysis, using
synonyrous substitution rates in the fisZ gene, have shown that
within arthropod hosts, the complex involves two main lineages
that diverged about 50 million years ago (Werren et al., 1995b).
Phylogenetic analysis of Folbachias, using 168 tRNA and fisZ
sequences, has shown that the evolutionary similarities between
Wolbachias in different hosts are not concordant with host
evolutionary relationships (O'Neill et al,, 1992; Werren et al,,
1995a,b). This suggests that inter-specific horizontal transmission
of Woelbachias must occur at times. There is evidence that
Wolbachia can transfer between parasitic insects and their hosts
{Werren et al., 1995b), and there appears fo have been more
horizontal fransmission in the A sub-division of Wolbachia than
in the B sub-division, particularly over the last 2.5 milton years,
That said, virtually nothing is known about the patterns and
frequencies of horizontal transfer of these symbionts.

The lack of phylogenetic correlation between Wolbachias
and their hosts extends to the phenotypic effect of the symbionts
on their hosts. Wolbachias whick use different strategies to
manipulate host reproduction do siot group together. For example,
the CI Wolbachias do not form a monophyletic group compared
to those that induce parthenogenesis. Similarly, the male-kiliing
Wolbachia of the coccinellid beetle Adalia bipunctata is most
closely related to the CI agent of T. confusum, while that of the
butterfty Acraea encedon aligns with the PI Wolbachia of the
wasp Trichogramma deion (Hurst et al., 1999a). One explanation
of this lack of tight grouping of Wolbachias with particular
effects on hosts is that the various strategies employed by
Wolbachia have cach evolved independently more than once. This
is perhaps the most likely explanation, but others exist. Different
strategies may arise due to different selection imposed by a host’s
behaviour and ecology. Particulars of a host’s genome may also
provide favourable openings or impose selective constraints upon
Wolbachia, so that the host’s genome, or some part of it, acts as
a critical determinant of the manipulation expressed. It is also
feasible that within a host species, the evolution of a suppresser
system against one type of manipulation feads to the evolution of
an allernative unsuppressed manipulation. Finally, as Werren &
O’Neili (1997) point out, the genes that cause manipulation may
be exirachromesomal, and se would be inherited independently of
the genes used for phylogenetic analysis.

Feminisation
Pattern of feminizing

Characteristically, feminizing endosymbionts cause genetic males
to be transformed into females. In diploids in which sex is
ancestrally determined by sex chromosomes, this results in both
heterogametic and homogametic females, but males of only one
fype.

Taking the best studied case, that of feminisation in the
woodlouse Armadillidium vulgare, as an example, sex determina-
tion is normally based upon sex chromosomes, with females being
heterogametic, catrying two different sex chromosomes (WZ),
and males being homogametic {ZZ) (Juchault & Legrand, 1972).
Early stadies showed that some females produced strongly
female-biased progenic sex ratios and that the trait was maternally
inherited. Careful observation failed to reveal significant male-

biased mortality among progeny of females exhibiting the trait,
suggesting that male-killing was not involved. The finding that the
trait could be horizontally transferred to W2 females lacking the
trait, by injection of tissues from females with the trait, suggested
involvernent of a symbiont (Legrand & Juchault, 1970). This was
confirmed when a bacterium was detected in females showing the
trait, but not in males (Martin et al., 1973).

Molecular identification foliowed, the symbiont being a
Wolbachia. This Wolbachia is temperature sensitive, a temperatu-
re of 30°C gradually destroying the bacterium (Juchault &
Legrand, 1981a,b). Interestingly, females reared at 30°C, and thus
cured of the bacterium, preduced strongly male-biased progeny,
suggesting that these females were genotypically male, i.c. ZZ,
and that their female phenotype was the conseguence of the
bacterium they had carried (Rigaud et al., 1991). Examination of
the sex chromosomes of A. vulgare from populations harbouring
the Wolbachia, shoewed that ali females were ZZ (Juchault et al.,
1993}, In these populations, therefore, the control of sex determi-
nation has changed from sex chromosome dependent to symbiont
dependent. Al individuals are ZZ, with those carrying the
Wolbachia being female, and those lacking it being male. The
vertical transmission efficiency of the symbiont is imperfect, with,
on average, approximately 10% of progeny being uninfected and
so male. The feminisation process is usually complete, although
intersexes do oceur occasionally, possibly resulting from low
bacterial density, or lack of exact synchrony between bacterial
feminizing activity and the timing of sexual tissue determination.

Range of hosts and range of feminizers

Feminizing endosymbionts have been recorded and identified
from a number crustaceans, and from one insect. Within the
Crustacea, two distinct phylogenctic systems of feminisation have
been observed, both in respect of the hosts infected and the
symbionts responsible for feminisation. In isopods, feminisation
is caused by B sub-division Wolbachia (Rousset et al,, 1992}). In
the Amphipoda, primitive eukaryotes are responsible for femini-
sation.

On current evidence, the discretion of the two systems in
the Crustacea seemns complete. Of 80 species studied, 22 were
found to bear Welbachia, ali these being isopods (Bouchon et al.,
1998). In most of those in which the phenotypic effect of the
Wolbachia has been ascertained, it causes feminisation, although
in one, Porcellio dilatatus, it induces CI (Bourizis & O'Neill,
1998). Conversely, non-bacterial ferinizers are confined to the
Amphipoda, Gammarus duebeni being infected with two Micros-
poridia, Nosema granulosis (Fig. 1} and Octosporea effeminans
{Smith & Dunn, 1991), and Orchestia gammarellus hosting the
paramyxidian, Paramartelia orchestia (Ginsburger-Vogel &
Desportes, 1979). Artificial transfers via microinjection are
successful within species and 10 some extent within classes, but
not between classes. Some microinjection experiments provide
circumstantial evidence of co-evolution between host and
symbiont. Thus, the feminising Wolbachia from Chaetophiloscia
elongata whickh is phylogenetically similar to that of 4. vulgare,
when successfully transferred into A, vulgare, failed to produce
a femninising effect (Bouchon et al., 1998). It appears then that the
feminising effect may be highly host specific. This makes sense
if the mechanism of feminisation relies on genes specific to
particular hosts (Dunn & Rigaud, 1998).

The different feminizers vary in their distribution within
hosts, Wolbachia and Paramixydia tend to be scattered throughout
their hosts (Martin et al., 1973; Ginsbuzrger-Vogel & Desportes,
1979), while Microsporidia are present exclusively in the female
germline. In G. duebeni, Microsporidia may have the ability to
identify and preferentially infect putative genmline tissues
(Hatcher et at., 1997), although differential replication rates of the
Microsporidia in somatic compared to germline celis would also
produce the observed distribution pattern. Either way, it appears
that the germiine specific nature of microsporidian distribution in
G- dueheni probably results from the relatively slow replication
rate of the Microsporidia, necessitating infection specificity to
transmitting cell Hines (Dunn et ai., 1995).

Prevalence of different crustacean ferminizers also varies.
In G. duebeni, feminising Microsporidia have been found i all
poputations surveyed, with prevalence levels varying from 5 to
30% (e.g. Dunn et al., 1993). In contrast, most populations of A.
vilgare lack feminising Wolbachia {(Juchault et al, 1993),
although here the presence of a non-symbiont ferninising factor
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(f factor) which is probably a transposable element, complicates
the situation. The reasons for the variability in feminizer prevalen-
ces, and particularly the low prevalence of feminising Wolbachia
in A. vulgare, are not clear. Rigaud (1997) suggests that distribu-
tions and prevalence levels may be a consequence of intrinsic and
exirinsic factors specific to each system, and questions whether
a general explanation exisés. This is certainly an area that needs
further work, with particular attention being paid to presence of
resistance genes, to interference effects from other ferninising
factors and to correlations between prevalences and environmen-
tal factors such as teraperature, photoperiod and salinity.

Female-biased sex ratios and associated traits, such as
intersexuality, have been reported from other groups of crusta-
ceans. In some, traits appear to be controlied by nuclear genes or
are envirenmentally induced. However, eytoplasmic inheritance
has been implicated in the decapod crab Mmachus dorsettensis
{Simith, 1903}, the copepod Tigriopus japonicus (garashi, 1964)
and in the crab Leptomithrax longipes (Roper, 1979), although in
each of these cases, the presence of a causal symbiont awaits
verification (Rigaud, 1997).

Most cases of feminisation by endosvmbionts invoive
crustaceans, However, the phenomenon has recently been reported
from a species of moth, the Asian corn borer, Ostrinia furnacalis
(Kageyama et al., 1998). Feminisation in this species appears to
be caused by a bacterium, as female biases were shown to be
tetracycline sensitive. A Wolbachia, phylogenetically similar to
that causing feminisation in 4. vulgare, has been detected in O,
Jurnacalis, and is a candidate causal agent (Hoshizaki, pers.
comim. ).

In addition to this non-crustacean case, Laurence Hurst
{1993) lists other Arthropod species that may harbour cytoplas-
mic sex factors. These include several coccids, an aphid (Hemip-
tera) and one butterfly. In none of these cases has the cytoplasmic
agent been identified, and symbiont involvement in host sex
determination has yet to be verified.

Sex determination systems of hosts susceptible
o feminisation

The preponderance of crustaceans in the above mentioned instances
of symbiont induced feminisation leads to the questions: what is
special about sex determination in the crustaceans that it is so
commonly compromised? and why is feminisation so rare in other
faxa? Rigaud (1997) contrasts the situation of feminisation with that
of CI, neting the diversity of symbionts in the former compared to
the single known agent, Wolbachia, that causes the latter. He draws
the conclusion that the fundamental basis of feminisation must,
therefore, be largely a property of the host rather than the micro-
organisms. This interpretation is perhaps undermined to some extent
by a consideration of male-kiliing endosymbionts in which there is
phylogentic diversity in both the symbionts causing male-killing and
their hosts. In the case of male-killing, the success of a symbiont
results from interaction involving both the ability of the symbiont o
manipulate its host’s reproduction and the tractability of the host to
such manipulation, the latter being a consequence of both the host’s
genetic systemns and its ecological context (Majerus & Hurst, 1997).

Sex determination in the Crustacea is relatively labile, with
both male and female heterogamety occurting. 4. vulgareis female
heterogametic, with both temperature and photoperiod also influen-
cing sex determination. By contrast, in uninfected O. gammarellus
males are heterogametic and G. duebeni has a polyfactorial sex
determination system which is also under the influence of photope-
riod. However, white the ease with which a host’s sex determination
system can be manipulated is undoubtedly important, symbiont
abilities should not be disregarded. The need for flexibility on the
part of the symbiont is perhaps gleaned from the fact that the
ferninizers in some Crustaces, and the single known insect case, are
Wolbachia, which has considerable flexibility in its manipulation of
host reproduction. It is perhaps more preciss, therefore, to say that
the fundamental basis of ferninisation is consequent upon both the
phenotypic flexibility of the symbiont and the lability of the host’s
sex determination system.

Mechanism of feminisation

InA. vuigare, the difference between developing into a male or
a female appears to depend on a single gene which blocks the
expression of the gene(s) that cause androgenic gland differen-
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tiation. This gland produces male hormones, and if its forma-
tion is suppressed, a female phenotype results. There is thus a
fairly simple mechanism by which an inherited symbiont may
feminize a genotypic male, for all it has to do is inhibit the
differentiation of the androgenic gland. Although the precise
molecular basis of this inhibition is unknown, the symbiont
seems to mimic the action of 'female genes' carried on the W
chromosome that inhibit androgenic gland differentiation in
WZ individuals. This mimicry may be purely phenotypic, with
disruption at any stage during androgenic gland development
leading to feminisation.

if the reason that the Crustacea are 2 'hot-spot' for femini-
sing endosymbionts is the corruptibility of their simple sex
determination system, we should ask why other groups are not as
susceptible. The obvious answer is that the sex determination
systems of most other organisms are not so easily manipulated. In
Drosophila, for example, no simple genetic change has been
discovered which will change an XY male into a viable and
reproductively finctional fomale. It is likely then that several
factors have to operate in concert to fully feminize chromosomal
males. The task of mimicking a multifactorial sex determining
mechanism would obviously be harder for potential feminizers in
insects than it is in Cmstacea. The rarity of endosymbiontic
feminizers in insects (only one confirmed case) may simply be a
function of this difficulty.

Surprisingly, the feminising Wolbachia of crustaceans have
a second feminising mechanism, independent of that affecting the
androgenic gland development, This was first detected when these
Wolbachia were injected into adult maies with fully differentiated
and functional androgenic glands. The result was the gradual
feminisation of these males, with an intersex phenotype being
produced (Juchault & Legrand, 1985). Anatysis showed that
although the androgenic glands still produced androgenic
hormone, and the hormone remained active when transferred to
other individuals, it was ineffactive in its producer, It is thus
possible that the Wolbackhia in some way interferes with the
hormone's receptors in target tissues, Why Wolbachia have two
independent mechanisms that affect host sex determination is not
known and warrants investigation.

Intragenomic conflict and host resistant genes

One possible reason for the double feminising effect of
Wolbachia in A. vulgare is that it is a consequence of an arms
race between cytoplasmic elements and the nuclear genome. As
a result of the differences in inheritance, nuclear genes which
are generaily inherited from both parents, are in conflict with
cytoplasmic genes (Werren, 1987; Hurst, 1992). Theoretically,
selection resulting from this conflict may lead to a male-biased
sex ratio being produced by uninfected females, who increase
their long-term fitness simply by producing the rarer sex
(Fisher, 1930). Alternatively, selection may favour nuclear
genes which counteract the feminizer either directly or indi-
rectly. Direct action may be by either killing the Wolbachia or
reducing its vertical transmission efficiency. Indirect action
may be by suppressing the phenotypic effect of the feminizer,
or by altering the physiological parameters of male develop-
ment. Both responses to the intra-genomic conflict arising from
the presence of symbiontic feminizers are supported by some
strands of evidence. Selection experiments in 4. vulgare have
shown the presence of autosomal genes that can increase the
proportion of males in progeny (Rigaud & Juchault, 1992).
Support for the presence of resistance genes comes from
studies on 2 gene, M, which counteracts the feminising effect of
the non-symbiontic feminising factor f. This f factor may either
carry ferninising information derived from, or similar to, that of
microbial feminizers, or it may insert into the male gene(s),
disrupting their masculinizing function. The M gene over-rides
the f factor, restoring a rnale phenotype in the presence of £
However, the M gene cannot over-ride the feminising Wolbachia,
for although it counteracts the primary feminising function of this
bacterium, as shown by the fact that initial sexual developrment
is towards male differentiation, this development is halted by the
secondary feminising effect of the Wolbachia, and further
development is towards femaleness due to inactivation of
androgenic hormone. The secondary feminising effect of Wolba-
chia may thus have evolved in response to the M gene or other
resistance genes (Rigaud, 1997).
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Parthenogenesis inducers

Much of the biotic world indulges in sexual reproduction.
However, a significant proportion of organisms reproduce
asexually, either ancestrally, or secondarily when asexuality has
evolved from sexuality. Secondary asexual reproduction is termed
parthenogenesis, with new individuals arising from unfertilised
eggs. In diploid species, the evelution of parthenogenesis requires
two steps. First, the egg has to be able to develop without the
catalyst of sperm penetration of the egg. Second, the diploid
number of chromosomes has to be restored in the haploid egg. In
some organisms, however, only females are diploid, males being
haploid, and arising without fertilisation. In these haplodiploid
species, development of male embryos is initiated without the
stimulus of fertilisation, so other mechanisms of initiation of
embryenic development had to evolve. These species thus only
need to achieve cne evolutionary step, the restoration of the
diploid number in females, to become fully parthenogenetic. It is
for this reason that parthenogenesis is much commoner in
hapledipioid species than in diploid species.

A variety of types of parthenogenesis exist, Normal
haplediploid species, in which females resuit from fertitised eggs
and males from unfertilised eggs, are called arrhenotokous. In
deuterotoky, both males and females arise from unfertilised eggs,
while thelytoky involves the production of just femate offspring.
The production of only female offspring, without the need for
males, raises the possible involvement of cytoplasmic symbionts
whose interests are favoured by female hosts which can verticaliy
transmit them. This involvement has been realised in a number of
haplodiploid Hymenoptera.

The firstevidence that thelytoky in parasitoid Hymenoptera
involved cytoplasmic rather than nuclear factors, was obtained by
Stouthamer et al. (1990a). Using Trichogramma pretiosum,
attempts to introgress the nuciear genome of a thelytokous

lineage, via males produced by temperature treatment, info a

conspecific arrhenotokous line over nine generations, failed.
Subsequent administration of various antibiotics or high tempera-
tures (> about 30°C), to thelytokous females, led to the production
of some sons (Stouthamer et al., 1990b). This lead to the dedac-
tion that a cytoplasmic micro-organism, probably a bacterium,
caused thelytoky in this species. Lacinoid staining and microsco-
pic examination revealed a bacterium to be present in eggs of
some thelytokous lines, but not in antibiotic or temperature treated
lines, or in arrhenotokous lines {Stouthamer & Werren, 1993},
Analysis of the 168 tRNA gene revealed the presence of a
Wolbachia (Rousset et al., 1992; Stouthamer et al., 1993).
Microbe-induced parthenogenesis has now been found in
over 30 species of parasitoid wasp. All causative agents identified
to date are Wolbachias, The Wolbachia involved do not form a
monophyletic group within the Wolbachia, but are intermixed
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wilh Wolbachia that affect hosts in other ways (e.g. Cl and male-
killing). This suggests that either PI has evolved independently
several times in the Wolbachia, or that the genes that cause Pl can
be horizontally transferred between Wolbachias, through DNA
exchange involving virus-like particles or plasmids. A third
possibility is that the same Wolbachia causes different effects in
different hosts, for example PI in haplodiploids, and CT or male-
killing in diploids.

Phylogenetic analysis of a number of PI Wolbachias,
particutarly in the genus Trichogramma, has provided evidence
for interspecific horizontal fransmission of the symbiont
Wolbachias from Trichogramina species form a monophyletic
group within the parthenogenesis inducing Wolbachia, the clade
being restricted to Trichogramma species (Stouthamer et al,,
1993; Werren et al., 1993b). However, within a Trichogramma
species, different Wolbachias exist, with no congruence between
host and symbiont phylogeny (Schilthuizen & Stouthamer,
1997).

Mechanism of Pl

Studies of parthenogenetic organisms have shown considerable
diversity in the way diploid offspring can result from unfertilised
eggs. This diversity can be split into two basic groups: those
involving meiotic modification, in which chromosome pumber is
not reduced during meiosis, and those involving post-meiotic
maodification, in which the diploid number is restored after the
meiotic formation of a single pronucleus, typically by the fusion
of two haploid mitotic products (Stouthamer, 1997). In cases of
Wolbachia-induced parthenogenesis studied cytologically, the
latter of these routes is utilised. Meiosis in infected and uninfected
females is the same, a single pronucleus being produced. In
uninfected females (arrhenotokous), arrival of sperm leads to
fertilisation and normal female development. If no sperm arrives,
the haploid pronucleus divides mitotically, with the two sets of
chromosomes formed migrating to opposite poles at anaphase,
two haploid nuclei resulting, Further cell division proceeds along
similar Hues so that a haploid male is produced. In infected
femnales, the process is the same to anaphase of the first mitotic
division. At this point, both sets of chromosomes migrate to the
same pole, resulting in a single diploid mitotic product. This
chromosomal behaviour s known as gametic duplication. The
methods by which Wolbachia affect the biochemical and/or
mechanical behaviour of host chromosomes are cumrently
unresolved.

In Hymenoptera showing Wolbachia induced parthenoge-
nesis, the temperature to which larvac and pupae are exposed
strongly influences the sex of subsequent progeny. For most
species, at temperatures below 26°C alf progeny are female, whiie
over 30°C only males result. At temperatures between these himits,

Table 3
Male-killing in coccinellid species.
Host species Countries Agent Prevalence  Evidence*
Adalia bipuncilata Engiand, Scolland,Holfand, Rickeftsia 0.01-0.08 f-ber; hhr; mi; as; hs; m;
Denmark, Luxembourg, sDNA; PCR
France, Gerrnany, Poland,
Russia, Kyrgyzia
Adalia bipunctata Genmany, Russia Spiropiasma (Group VI) 0.03-0.13 {-bsr; hhr; mi; as; hs; m;
sDNA; PCR
Adalia bipunciata Russia Two strains of Wolbachia each < 0.1 f-bsr; hhr, mi; as; hs, m;
sDNA; PCR
Adalia 10-punctata Germany Rickettsia f-bsr; hhr; mi; as; hs; m;
sENA; PCR
Harmonia axyridis Japan, Russia, Spiroptasma (Group V1) 6.02-0.86 f-bsr; hhr; mi; as; hs, m;
South Korea sDNA; PCR
Coleomegilfa maculatus US.A, Flavobacterium 0.23 f-bsr; hhr; mi; as; sDNA,;
PCR
Adonia variegata Turkey Flavobacterium 0.13 f-bsr; hir; mi; as; sSDNA;
PCR
Hippodamia 15-signata US.A. Unknown f-bsr; hhr, mi
Chellomenes 8-maculatus  Japan Probably Spiroplasma, {Wolbachia 0.13 f-bsr; hiar, mi; as; PCR
aiso detecsted in some lines)
Coccinuta sinensis Japan Probably Flavobacterium 0.23 f-bsr; hhr; mi; as; PCR
Propylea japanica Japan Probabiy Rickeitsia 0.07-0.26 f-bsr; hhr;, mi; as; PCR
Cocoinella 7-punctata England Unkaown < 0.01 f-bsr, hhr
Calvia 14-punclfaia England Unkown f-bar; hhr

*Evidence given as: fbsr = femalebiased sex ratio; hhr = low egg hatch rate in infected lines; mi = maternal inherltence; as = antibiotic
sensitive; hs = heat sensitive; m = microscopy; sDNA = DNA sequancing; PCR = detection of symblent using symbiont-specific PCR reaction.
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males, females and gynandromorphs may al be produced
{Cabetlo & Vargas, 1983). Stouthamer (1997) suggests that
differences in the proportion of male and female tissues may be
the result of Wolbachia induced gametic duplication being
delayed, i.e. not occurring at the first mitotic division. This
hypothesis accords with the observation of a positive correlation
between increasing temperature and the proportion of male tissue.
However, if true, one would expect that the minimum proportior:
of male tissue in gynanders would be two-thirds which is not the
case, some individuals being predominantly female with only
small anterior clusters of male cells. Further work is clearly
needed in this area.

Dynamics of Wolbachia infection

In most Hymenoptera harbouring PI Wolbachia, thelytoky has
been fixed. However, in most Trichogramma species both
thelytokous and arrhenotekous individuals coexist, with Wolba-
chin prevalence generally being low (reviewed in Stouthamer,
1997). The reasons for this distribution of polymorphism and
nmonomotphism are not clear. Polymorphism may result from a
variety of factors: incomplete vertical transmission; negative
fitness effects of Wolbachia infection on the host; nuclear
suppresser genes, or a combination of these facters. Urfortuna-
tely, empirical evidence relating to these factors is as vet limited.
Vertical transmission rates have only been assessed in laboratory
cultures, where they tend to be high: > 90% for Trichogramma
species tested (Stouthamer, 1997), although transmission rates
apparently decline with host age. Strong negative fitness effects
of Wolbachia infection, through reduced offspring production,
have been shown by comparison of genetically identical infected
and uninfected lines of Trichogramma exposed to unlimited hosts
(Stouthamer ef al., 1990a; Stouthamer & Luck, 1993). However,
if such negative effects ocour in the field, infection should be [ost.
It is probable that in the field host availability is limited, and
under such conditions infected females produce more daughters
than do uninfected females (Stouthamer 1993). Finally, although
the conflict between the cytoplasmic genome and the nuclear
genome should impose a selection pressure that would favour the
evolution of nuclear suppresser genes, evidence for the existence
of such suppressers is sparse and circumstantial. The evidence
comes from two instances, in different species, of segregation of
virgin progeny into those which produced only females and those
which produced only males (Rossler & DeBach, 1972; Stoutha-
mer, 1997).

Research into the evolutionary effects of PI symbionts is
still in s infancy. Since the involvement of cytoplasmically
inherited Wolbachia in P was first discovered, achievements
have included the identification of over 30 Wolbachia-Hymenop-
tera systems, considerable phylogenetic analysis demonstrating
interspecific horizontal transfer of symbionts and understanding
of the cytological basis of such parthenogenesis. Theoretical
considerations of the population and evolutionary dynamics of
parthenogenesis inducers have also advanced considerably (see
Stouthamer 1997}, However, there are still many gaps in our
knowledge, Mechanistically, how does Wolbachia affect the
behaviour of host chromosomes? How precisely do gynanders
arise? Does Wolbachia impose negative fitness effects upon its
hosts in field situations? How frequent is horizontal transmission
of Wolbachia (either intra or interspecific) in the wild? Do
suppresser genes exist? Is symbiont induced parthenogenesis
really restricted to the Hymenoptera? These questions provide a
fertiie field for future investigation.

Male-killers

In some ways, male-killing is the least sophisticated of the
mechanisms of sex rafio distortion practised by inherited
symbionts. The basic mechanism involved is for the symbiont to
kili male but not female hosts. It is perhaps a consequence of the
coarseness of this approach that male-kitling appears to be more
taxonomically diverse, both in respect of hosts and symbionts,
than other types of sex ratio distortion employed by inherited
micro-organisins (Table 3). Among arthropods, male-killing has
been reported from five ordess of insects and two species of mites.
In addition, male-killers themselves are taxonomically diverse,
with « and y Proteobacteria, Mycoplasma, Flavobacteria and
Microsporidia being recorded.

Early and late male-killers

Laurence Hurst (1991) recognised that migration out of a host
may be facilitated by killing male hosts if the corpse then decays
to release the endosymbionts. He argued that the killing of male
hosts should oceur in later development to allow the male-killer
time to replicate within its host, so that large numbers of indivi-
duals would be released afier host death, He termed such cases
late male-killers.

Herizontally transmitted late male-killers can be contrasted
with endosymbionts which kill males and die in the process, but
in doing so increase the fitness of copies of themselves in female
hosts. The increase in the fitness of infected females resulting
from male-killing is calied fitaess compensation, because for the
male-killer to invade, suck fitness increases have to compensate
for the death of male progeny and any costs incurred by females
bearing the endosymbiont. Because of the nature of reproduction
in most microbial symbionts, many or all progeny of an infected
mother will carry copies of a symbiont which are virtually
identical as a result of descent. Thus, if by killing maie hosts the
symbiont increases the fitness of the dead males’ sisters, a fitness
benefit will also accrue to ‘exact’ copies of the male-kilier within
these females.

Two types of advantage to male-killing have been identi-
fied. First, the probability of mating with close relations, specifi-
cally brothers, will be reduced, with a potential consequent
reduction: in inbreeding depression. An infected female whose
brothers have been killed by & male-killer, cannot indulge in full-
sib mating. Second, the resources that would have been used by
sons of an infected female may become available to female
siblings. In the case of inbreeding avoidance, it matters little when
male hosts are killed, as iong as it is prior to reproductive
maturity. However, if the benefit of male-killing involves resource
reatlocation, greatest benefit will be gained if male hosts are
killed before they have consumed appreciable rescurces. Resource
reatlocation wiil therefore lead to what Hurst (1991} called early
male-killing.

[.ate male-killers

Few examples of late male-killers exist. Confirmed instances
are confined to mosquitoes, of which over two dozen species are
known to be infected with male-killing Microsporidia. Typi-
cally, fourth instar male larvae die. Microsporidia are transmit-
ted to other hosts when spores are released from dead male
larvae and are ingested by other larvae, either directly, or
indirectly via a copepod intermediary. In addition, ingestion
may result from host jarval cannibalism (Bechel & Sweeney,
1990). Newly infected larvae develop normally, the symbionts
initially invading epithelial cells of the gastric caeca from where
they invade oenocytes. Neither female nor male hosts appear to
be adversely affected by these novel infections, and females
transmit the microsporidian to eggs. The males in this following
generation may be killed, while females continue to transmit the
symbionts vertically. However, infection by microsporidians
does not always follow this path. Some microsporidians cause
death in both males and females, while others kil neither.

These cases beg several questions. How do the microspori-
dians kill their hosts? How do some selectively kill male rather
than female hosts? Why are males killed precisely in the fourth
larval instar? What is the reason for the variation in the strategies
employed by different microsporidians, some being pathogenic to
both sexes, some just to males and some to neither sex? Not all of
these questions have clear answers. In particular, the methods by
which microsporidians ascertain the sex of their host, and the way
they kill hosts, are unknown.

Hurst (1951) argued that causing death in the fourth larval
instar is adaptive for the male-killer. Suggesting, justifiably, that
horizontal transmission needs to occur in water, and postulating
that the pupal case, the last aquatic stage of the life-cycle, might
bar symbiont release, he deduced that causing host death in the
finai larval instar, but not before, would maximise the number of
microsporidian spores released into the water.

The variabifity in strategies employed by different micros-
poridians may result from the relative likelihood of vertical and
horizontal transmission in particular ecological situations (Hurst,
1991). If copepods are common, horizental transmission will be
efficient and lethality of both host sexes might be expected.
However, if vertical transmission is efficient and horizontal
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transmission inefficient because copepods are scarce, male-killing
would be the most advantageous strategy. Why some microspori-
dians are benign to both sexes remains unclear, although it is
possibie that such a strategy would be beneficial if vertical
fransmission via cggs in females was coupled with some degree
of sexual franstnission from males during copulation (Hurst etal.,
1997a).

Early male-killing

Early male-killing has been recorded from a diverse array of
insect hosts, and is caused by a diverse array of bacteria, inclu-
ding Spiroplasma (Mollicutes), Rickettsicc, Wolbachia (Rickett-
siaceae), a Blattabacdierium relative (Flavobacteria) and drsenop-
honus nasoniae (Enterobacteriaceae) (Tabie 1). The diversity of
male-killing agents shows that early male-killing has evolved
independently many times. Two deductions follow: first, many
different fypes of insect have genetic systems and ecologies that
are Hable to invasion by male-killers, and second, many different
micro-organisms have the capacity to recognise and differentially
kill male hosts.

Kaown cases of early male-killing contrast with those of
late male-killing largely through the absence of significant
horizontal transmission. In the absence of such transmission
leading to regular new infection of uninfected hosts, other factors
have to be invoked to balance both the loss of male progeny and
the reversion to uninfected status of some females due to the
imperfect vertical transmission of the symbiont. While it is
possible that avoidance of inbreeding provides such an advantage,
the inbreeding depression suffered by non-infecteds must be high
to provide sufficient inbreeding avoidance advantage to infecteds.
The same may be said for resource reallocation. However,
behavioural traifs and the ecologies of some host groups may
provide a context in which high resource benefits are obtained by
daughters of infected females, specifically as a result of the death
of mates. Identified advantages result from reductions in competi-
tion for some limited resource, from the reallocation of resources
directly provided to progeny by the parents, usually the mother,
or from the reduction in the mortality that falls upon the progeny
of uninfected fomales due fo the cannibalistic habits of clutch
mates.

In the context of advantages to male-killing through
resource reallocation, the resources made dvailable to females
from the death of males must become preferentially available to
infecteds compared to uninfecteds. This will generaily be the case
when male and female progeny from one mother are found in
close proximity. It is this type of limitation which means that the
distribution of male-kiliers is unlikely to be random in the
invertebrates. Groups of species with certain behavioural or
ecological similarities wilt be prone to early male-killer infection,
while other groups lacking such characteristics will be relatively
immune to these male-killers simply because there will be
insufficient fitness compensation from male-killing to allow for
the invasion or evolution of this strategy.

A non-random pattern of male-killer distribution within
the invertebrates has been observed (Majerus & Hurst, 1996).
Hot-spots for male-killing are known in the milkweed bugs
(Hemiptera), rymphalid butterflies, particularly of the genus
Acraea, and the ladybird beetles (Coleoptera: Coccinellidae).
The latter group has been most extensively studied, and has
been proposed as a model system for the study of many aspects
of early male-kiiling (Majerus & Hurst, 1997).

The diversity of male-killers in the Coccinellidae

Strongly female-biased sex ratios produced by some female
Adalia bipunciate were first reported by Lusis (1947). The
female-biased sex ratio was maternally inherited. Subsequently,
maternally inherited alt female broods, curable with antibiotics
administered in to adult females in sugar syrup (Fig. 2), have been
found in a number of coccinellid beeties (Table 3). In each case,
the female-bias is associated with half egg hatch-rate, suggesting
that the primary sex ratio is normal, but that the secondary sex
ratio is distorted because male embryos die before hatching.
Working with English stocks of 4. bipunctata showing the
female-biased trait, Hurst et al. (1992) showed that the trait was
curable with antibiotics, suggesting a bacterium was involved.
Light and electron microscopy of hemocytes revealed a bacterium

in the cytoplasm of females with the sex ratio trait (Fig. 3), but
not in those producing a normal sex ratio (Hurst et al., 1996).
Using general bacterial specific primers, sequence analysis of the
165 rDNA gene showed the male-killer to be a  Rickettsia-like
bacterium, with close homology to the pathogens that produce
murine typhus and cattle serub fever {Werren et al., 1994).

Samples of 4. bipunctata from other countries have shown
that male-killing is widely distributed in this species. However,
moilccular genetic analysis has shown that the causal agent of
male-killing varies. To date, three other bacteria, a Spiroplasma
(Hlurst et al., 1999b) and two strains of Wolbachia (Hurst et al.,
19992} have beer identified. The Rickettsia appears to occur on
its own in Britain. However, in other localities different male-
killers co-exist, all four sometimes being present together. Indeed,
from one small sampie (36 matrilines) from Moscow, all four
male-killers were recovered {Majerus et al., inprep.). Theoretical
models of the evolution of male-killing suggest that two ot more
male-killers cannot coexist in a single host population at equili-
briwm, cxcept in the presence of male-killer suppressers, and even
then, the parameter space for coexistence is severely limited
(Randerson et al., in press). The finding of four male-killers in a
single population, and the wide geographical distribution of the
male-kiilers in question (Hurst et al., 1999a,b) therefore suggest
that the assumptions upon which these models are based are
inapplicable to the coccinellid case. .

Presence of male-killing bacteria has been demonstrated
in eight other coccinellid beetles and there is some evidence to
suggest their presence in two more (Majerus & Hurst, 1997,
Hurst et al., 1997a,b, 1999c; Majerus & Majerus, in press). The
bacteria that have been identified are taxonomicaily diverse
(Table 3). Given the still smali number of species of coceinellid
in which male-killing has been sought and the even smaller
number in which the male-killers have been identified, it s
unlikely that the full taxonomic diversity of male-kilters in this
family has yet been revealed.

Evidence of resource reallocation

The commonness of male-killers in coccinellids is not surprising
if the behaviour and ecology of these beetles are considered. All
coceinellids in which male-kiilers have been found, are aphidop-
hagous, oviposit in clutches and exhibit neorate larval consump-
tion of sibling eggs. These habits provide the potential for high
fitness compensation to accrue from male-killing.

Most work showing & resource advantage to male-killing
has involved 4. bipunctata infected with a Rickettsia. Studies of
the foraging behaviour of larvae have shown that the mortality
rate of neonates due to starvation is high (Wratten, 1976}. This
high mortality results from the short time that neonate farvae have
to find prey before starvation, and their low success rate in
capturing aphids encountered. Although one might imagine
selection would favour longer development in 2 larger egg, so that
neonate larvae were better equipped to capture prey, the canniba-
lism by neonate larvae cluich-mates precludes this, as late
hatcherss are often killed and consumed by early hatching larvae.
The habit of consuming unhatched eggs in their cluich before
dispersing is at the centre of the resource reallocation i coccine-
ltids. The hatch-rate of egg clutches laid by females not infected
with male-killers is typically around 90%. This compares to
hatch-rates below 50% in clutches from infected females. Thus,
in infected clutches, neonate larvae which will be predominantly,
or exclusively, female, will have, on average, one male-killed egg
to consume {Fig. 4), compared to an average of about 0.1
unhatched eggs available to neonate larvae from uninfected
clutches. The additional resources gained by eating a single cgg
allow neonate larvae to survive half as Jong again as those denied
such a meal (Majerus, 1994). The longer survival time, and larger
size of dispersing larvae from a male-killed clutch lcads to a
greater search area, more rapid first instar larval development and
higher likelihood of survival to first ecdysis, particularly at low
aphid densities (Majerus, 1994),

Hurstetal. (1992) suggested that male-killing may provide
a second advantage to infected females in early development, by
reducing the prabability of female embryos being cannibalised by
clutch mates. The egg hatch rate of uninfected coccineilids is
rarely 100%. Unhatched eggs are characteristically of two types,
infertile eggs, and those that show signs of embryonic develop-
ment but fail to hatch. Of the latter type, some die during embryo-
nic development from unknown cause, while others are kilied and
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eaten by siblings. Removal of larvae from egg clutches as they
hatch, thus preventing sibling egg cannibalism, leads to a
significant increase in hatch-rates of uninfected cluiches, but not
of infected clutches (Majerus, 1994). The deduction is that a
significantly greater proportion of females die due to sibling
cannibalism in uninfected than in infected cluiches. This is
intuitively sensible for male-kiiling should reduce the number of
early hatching larvae, the potential cannibalisers, and the propor-
tion of females amongst the unhatched eggs of a clutch over the
hatching period (Hurst et al., [992),

In aphidophagous coccinellids, the pathway of resource
realtocation from infected, and thus killed males, predominantly
to infected females, is obvious and easily envisaged. In other
cases of early male-killing, the advantage aceruing from the death
of males is less clear. Circumstantial evidence, emanating from
ecological considerations, exists for aresource advantage to male-
killing in some other species, In the milkweed bug, Oncopelius
Jasciatus, additional resources obtained through the consumption
of male-killed eggs may give neonate [arvae more time to find
suitable seed pods of their foodplant (Ralph, 1977). In Nasonia
vitripennis (Hymenoptera: Pteromalidae), a parasitoid of blow fiy
puparia, and Caraphractus cinctus (Hymenoptera: Mymaridae},
an egg parasitoid of water beetles, reduction in competition
between siblings within single hosts, as a result of male death,
may reduce mortality of remaining females and surviving females
may be larger and more fecund (Jackson, 1958; Skinner, 1985),
In Ips latidens (Coleoptera: Scolytidae), females lay eggs in a
tunnel system, interactions between young larvae being predomi-
nantly between siblings. Observations of high mortality and
cannibalism suggest competition for the phloem upon which the
larvae feed (Miller & Borden, 1985). Male-killing is thus likely
to reduce local larval density and so competition for, and canniba-
lism of, infected females. In Epiphyas postvittana (Lepidoptera:
Tortricidae), competition among dispersing neonate larvae for
spin up sites, which are limited, leads to high first instar larval
mortality (MacLellan, 1973). Again, the reduction in density
resulting from male-killing may lead to increased survival of
infected compared to uninfected females. Empirical evidence is
needed to establish increased fitness of infected females in all of
these instances. In other species shown or thought to bear male-
killing symbionts, the likelihood of a resource advantage aceriing
from male-killing has either not been ascertained or is deemed
low from ecological considerations.

Male-killing Wolbachia in butterflies
of the genus Acraea

The nymphalid butterfly Acraea encedon has long been known to
produce biased sex ratios. As early as 1914, Pouiton reported that
some females produce only female progeny. The sex ratio trait is
inherited maternally (Owen, 1970). In the Lepidoptera, females
are the heterogametic sex. Thus, maternally inherited traits may
be a consequence of genes on the W chromosomes or of mito-
chondrial genes or of intherited endosymbionts. Indeed, all female
broeds in 4. encedon were initially ascribed to a driving W
chromosome which distorted the primary sex ratio because all
fernale broods produced similar humbers of progeny as as normal
broods. However, given that survival of laboratory bred butterfly
larvae is frequently density dependent, this reasoning was
potentially flawed, and the case was re-examined (Jiggins et a],,
in 1999).

Working initially with samples collected on the Ugandan
shores of Lake Victoria, egg hatch rates, and offspring sex ratios
were obtained from 35 females. Of these only five produced both
sons and daughters, the other 30 producing just daughters. In none
of the all female families were egg hatch-rates over 50%, while in
normal families hatch-rates up to 100% were recorded, leading to
the suspicion that the trait was due to a male-killer (Jiggins et al.,
1998). This was confirmed by feeding larvae from all female
broads on leaves dipped in antibiotics, whereupon the resulting
adults produced both male and female progeny, Molecular genetic
analysis then revealed the presence of a Wolbachia (Hurst et al.,
1999a).

The finding of another male-kilting Wolbachia, in addition
to those in A. bipunctata, is significant for three reasons. First, it
shows that male-killing Wolbachia are not restricted to a single
group, the coccinellids, which, due to their specific ecology, are
particularly prone to male-kiilers, Second, it reinforces the query

raised over estimates of the propottion of insect species that are
infected by Wolbachia obtained from surveys involving a smal
number of individuals of a potential host species (Hurst et al.
1999a). Third, it shows that not all male-killing endosymbionts
detect that they are in males by identifying 2 region of the Y
chromesome, for while males are heterogametic in 4. bipunctata,
it is the females that are heterogametic in 4. encedon.

Several other species of Aeraea have been shown to
harbour male-killing Wolbachia. A. encedana a sibling species to
A. encedon, harbours a Wolbachia identical to, or very similar to
that in 4. encedon with respect to the wsp gene (Jiggins et al,,
unpusblished data), while 4. eponina bears a less closely similar
Wolbachia which distorts the sex ratio towards females (Yiggins,
unpublished data). A. acerata, A. pharsalusand A. alcinoe, also
harbour Wolbachias, but the phenotypic effects have not been
ascertained (Jiggins, unpublished data).

The male-killers in 4. encedon and 4. encedana show
some very interesting features. In addition to the obvious similari-
ties: both bear very similar maternally inherited, antibiotic
sensitive Wolbachia that kili male host embryos before they hatch
from eggs, the Wolbachia have high vertical transmission (95%
or greater) and occur at very high prevalences (Chanter & Owen,
1972; Gordon, 1984; Jiggins ef al., 1998, in press), at least in
some populations. These features combined lead to very female-
biased population sex ratios.

On the basis of estimated levels of prevalence and vertical
transmission, and assuming the male-killer was at equilibrium,
Jiggins et al. (in prep. a) estimated the life-time reproductive
output of infected refative to uninfected females for 4. encedana.
The minimum value estimate (within 95% confidence limits) was
1.55. This is extraordinarily high {cf. a mean value of 1.16 for an
English 4. bipunctata population infected with Rickettsia),
particularly as factors involved in fitness compensation have not
been demonstrated. One possible explanation for this high value
is that the assumption that the population is at eguilibrium is not
valid, although there is evidence that some populations of 4.
encedon, and probably 4. encedana bave been strongly female-
biased for many generations (Owen & Chanter, 1969; Owenetal.,
1994; Gordon, 1984). Jiggins et al, {unpusblished data) discuss
factors that could lead to the high fitness compensation necessary
to account for observed data in 4. encedon and A. encedana.
They note that eggs are laid in large batches, that neonate larvae
consume some unhatched eggs, and larvae feed aggregatively for
the first four instars, Resource reallocation is thus possible, both
through sibling egg consuraption: and reduced competition for
food. However, in neither species is there evidence that larval
foodplant is strongly limiting, and it is difficult to conceive that
resource realiocation alone could be responsible for the high
prevalence level of the Wolbachia in the light of the incornplete
vertical transmission. Recognising this, they speculate that a
direct benefit of infection on female fecundity may be responsible
for the high reproductive success of infecteds. This possibility
needs testing, for if ascertained, it would represent the first case
of & dusl parasitic/beneficial effect for an inherited bacterium.

Consequences of population sex ratio distortion

Male-killing bacteria produce highly female-biased sex ratios in
some host populations. In both 4. bipunctaia and H. axyridis,
populations in which over two-thirds are female have been
recorded (Zakharov et al, 1996; Majerus et al.,, 1998), Mote
spectacularly, in both 4. encedon and A. encedana, populations
in which females comprise over 95% have been recorded (Jiggins
etal., 1998, in press). Strong biases in population sex ratios might
influence which sex competes for mates. Usually, as males have
the potential to reproduce faster than females, males compete with
one another for access to femates while ferales choose between
males. However, in populations where the presence of a sex ratio
distorter, such as a male-killer, reduces the proportion of males in
the population, both the intensity of male competition and the
opportunity of female choice would be reduced. Indeed, if the sex
ratic is sufficiently distorted towards females, so that males were
iimiting, the respective roles of the sexes could be reversed
(Trivers, 1972).

In A. bipunctata and H. axyridis, as a result of the poten-
tialty long reproductive period, and the high levels of promiscuity
of which males are capable (Majerus, 1994), it is likely that
fernales remain the limiting sex, even in quite strongly female-
biased populations. However, in both A bipunctata and H.
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axyridis a variety of mate choice patterns, including weak male
choice of females, have been recorded {Osawa & Nishida, 1992,
Majerus, 1998).

Studies of 4. encedon, showing that in highly female-
biased populations many females die without mating (e.g. Owen
and Chanter, 1969), suggest that here males are limiting. Recent
studies of the behaviour of butterflies in some highly female-
biased populations have led to observations of sex role reversed
behaviours. The most striking of these is of female lekking
behaviour. Male leks, resource lacking arenas where males
congregate and compete for mates, are known in many taxa. In
highly female-biased populations of 4. encedor and 4. encedana,
it is virgin females that congregate at resource lacking sites (Fig.
5; Niggins et al,, in press). Females within these arenas appear to
compete for matings. Furthermmore, one explanation of data
showing a higher level of virginity ameng Wolbachia-infected
than uninfected females (Figgins et al, in press) is that males
choose between fernales on the basis of infection status. Such a
behaviour would obviously be adaptive for males. Here then,
invasion and spread of a male-killer has reversed the general
pattern of mate competition, producing a substantial change in the
mating system.

One unexpected corollary in species with high prevalence
male-killers, is that selection could favour full sibling male
mating preferences, because for the majority of males, one group
of females that they may be sure are not infected with a male-
killer would be their sisters.

Male-killer suppressers-

On the basis of sex ratio theory, in the absence of local mate
competition, biases in the sex ratio towards one sex or the other
should result in selection favouring the rarer sex (Fisher, 1930;
Hamilton, 1967). Male-killing biases population sex ratios away
from parity, in some cases severely so. In such populations,
selection for male production should be intense, both as a result
of the advantage of producing the rarer sex, and as a result of
selection acting upon the nuclear genome to resist the mortality
imposed uwpon it by the cytoplasmic genome via male-killers.
Female-biased population sex ratios, as a result of invasion by
male-killers, may lead to the evolution of either nuclear suppres-
sers of male-killers, or of mechanisms which bias the sex ratio
towards males. The latter could occur by distortion of the primary
sex ratio or by distortion of the secondary sex ratio towards males,
as Jong as the loss of female offspring were off-set by increased
survivai chances for male progeny. Theoretically, this is piausible
only when biased male production is strongly beneficial due to
highly female-biased population sex ratios. There is some
cvidence of male biases in some families of 4. encedon (Owen &
Chanter, 1969), which would fit this criterion.

If nuciear suppressers of male-killers were to evolve, they
could act in various ways. They might kill the male-kilier, or reduce
its vertical transmission efficiency by suppressing the replication
rate of the symbiont, or they might prevent the symbiont from killing
males, either by blocking male host recognition by the symbiont, or
by blocking the act of killing males.

Recent work suggests that in one species at least, a2 male-
killing suppresser has evolved. The coccineliid Cheilomenas
sexmaculatus harbours a male-killer. Two out of 15 wild caught
Japanese females produced significantly female-biased progeny.
Of ten F, females from these lines, crossed to F| males from
normal lines, only three produced significant female biases. In
one, virtually all progeny were female, while in the others, 2:1
female:male ratios resulted. The other lines produced normal sex
ratios (Majerus & Majerus, unpublished data). The three female-
biased lines all resulted from matings with males from one family
{MF35), while the seven normal families all had male parents from
other lines (MF1 or MF8). The hypothesis raised to explain these
results was that MF1 and MF8 males were homozygous for a
male-kitler suppresser. Conversely, MF5 males were of two types,
some being homozygous for the non-suppresser allele, while
others were heterozygous for the suppresser. In these later males,
half the sperm would carry the suppresser and so aliow males
which inherited the male-killer to survive, while the other sperm
would lack the suppresser, so resulting males with the male-killer
would die, giving the 2:1 female:male ratio observed.

To test this hypothesis, the males of two of the F, families
were swapped. The MF5 male parent from the cross producing

only female progeny was swapped with a male from a family
producing a normal sex ratio, This procedure resulted in an
alteration in progenic sex ratios of both lines. The fermale which
had previously produced only females began to produce sons and
daughters in roughly equal mumbers. Conversely, the female
which had been producing a normal sex ratio, after a short kag,
began to produce strengly female-biased progeny (Majerus &
Majerus, unpublished data).

The patterns of change in the progenic sex ratios in. these
lines, and similar results from subsequent crosses, support a
single suppresser gene hypothesis. Furthermore, they suggests that
the suppresser is a ‘rescue’ gene, acting by preventing the
phenotypic expression of the male-kitler, rather than by killing the
bacterium or reducing its vertical transmission efficiency.

That the suppresser discovered in C. sexmaculatus is a
single gene is probably not colrcidental, Hurst et al, (1997a), in
considering selection against infection, argue that polygenic
modifiers that act to delay male death in infecteds would not
evolve. Their rationale is based upor the proposition that early
deatt of males is beneficial to female siblings because resources
that are made available to the infected female siblings are thus
maximised. Thus, a modifier that retarded death of infecteds so
that some infected males still die before reproducing while others
survived to reproductive age, would not only confer a fitness
increase through the survival of some males, but wouid also lead
to reduced kin fitness benefit as a result of the waste of nutrients
used by infected males that develop to some extent but die before
reproducing.

Conclusion

It is becoming increasingly clear that inherited symbionts occur
very commonly in arthropods. Many of these symbionts are
beneficial. However, a sizeable proportion are deleterious, and
rather than being beneficial to their hosts, they are antagonistic
towards some hosts. The existence and common occurrence of
such symbionts have three important consequences, First, at the
most general level, it is difficult to conceive that a thorough
understanding of the overall biology of any arthropod species is
achieveable without an appreciation of the symbionts it carries,
whatever the nature of the symbiont-host interactions. Co-
evolutionary pressures, whatever their direction are likely to have
considerable impact on both members of an association. In the
case of deleterious symbionts it is already apparent that symbionts
may findamentaily alter host sex determination and mode of
reproduction, may reverse the direction of sexual selection, or
cause the evolution of symbiont suppresser and rescue genes.
Other evolutionary consequences of the invasion of deleterious
symbionts certainly await discovery.

Second, the spread of any maternally inherited symbiont
through a host population will cause an iminediate decrease in the
diversity of mitochondrial DNA (mfDNA) in that population. As
both symbiont and mitochondria are cytoplasmically inherited,
they are cffectively linked. The spread of a symbiont from one, or
a small number, of initially infected host females, therefore, pulls
the mitotypes of these founders through the population. Effects
will be seen for all deleterious symbionts, although the effects in
the case of male-killers may be greater than for other systems, due
to the usually low prevalence of male-killers, and the constant
recruitment of uninfecteds from infecteds due to imperfect vertical
transmission {Johnstone & Hurst, 1996; Majerus & Hurst, 1997).
Itis thought unlikely that sclective sweeps imposed on mtDNA. by
the spread of symbionts will impact significantly the adaptive
evolution of hosts (but see Majerus & Hurst, 1997). However, for
evolutionary biologists who use mtDNA as a tool fo study gene-
flow, population size or population history, the effects of
symbiont spread on mtDNA diversity mean that in such species,
mtDNA cannot be used as a neutral marker. Lack of mtDNA
diversity in a population need not reflect low effective population
size or genetic bottlenecks. it may simply reflect past or current
presence of an inherited symbiont.

Third, CI and sex ratio distorting endosymbionts might
have considerable applications in pest control (reviewed by
Siskins et al., 1997). Several strategies of use can be envisaged.
First, endosymbionts that bias biological contro! agents, such as
parasitoid wasps or aphidophagous coceinellids, in favour of
females, may be used to increase the impact of the control agent,
or reduce costs of a control program. In the case of parasitoid
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Hymenoptera, only females have a negative effect on the host.
Thus a heritable symbiont that caused only females to be produ-
ced would be commercially beneficial. Benefits may also arise
from male-killers in coccinellids if the presence of the symbiont
increased the density of females in the population, even if this
increase were essentially at the expense of males. This is because
the food intake of female coccinellids throughout their lives is
significantly greater than that of males.

An alternative would be to employ CI agents, by mass
release, to cause stedlity in recipient populations, much as mass
releases of males sterilised by radiation were used to control
Cochiiomyia hominivorax in several countries (e.g. Krasfuretal,,
1987). Such a methodology has already been used in pilot trials
with various targets and varying degrees of success (Siskins etal.,
1997).

A third strategy would be to employ symbionts as gene
transport vectors. The basis of this idea is that if a novel
symbiont, bearing ‘useful’ genes, were likely to spread to high
prevalence in a target population, as might be expected of a CI
agent, the useful genes would be carried through the population
from a relatively small initial release. A useful gene in this
context would have to fulfil two critical requirements. First, it
wolld have to be transferable into an inherited symbiont and be
vertically transmitted thereafter with almost perfect efficiency.
Second it would need to be expressed on the genetic background
of the pest species, i.e. it would have to be a dominant gene.
Genes fulfilling these requirements and occurring naturally in
inherited symbionts are improbable. Therefore, if this idea is to
become a reality, it will require the use of recombinant DNA
technology to produce transgenic insect/symbiont strains.

The study of deleterious symbionts of arthropeds has
blossomed over the last decade, largely through melecular genetic
methodologies. One group of symbionts, the Wolbachius have
received particuiar attention because of the variety of ways that
members of this group manipulate host reproduction. The recent
discovery of male-kilting Wolbachias means that members of this
group are known to employ each of the four major types of host
maripulation (CI, feminising, PI and male-killing). Current
knowledge is that two of these manipulations (CI and PI) are
exclusively the province of Wolbachias. This may be so, but it is
also feasible that the close attention that has been paid to the
Wolbachias, since the development of Wolbachia-specific probes
(Rousset et al., 1992), has caused a study bias in favour of this
group. Large scale screening of arthropeds for other groups of
inherited symbionts known to have ultra-selfish behaviour would
certainly be of value, particularly if allied to studies of the
phenotypic effects of symbionts thus detected. That said, there
can be little doubt that Wolbachia is an extraordinarily adaptable

heritable symbiont, particularly as the recent discovery of
apparently beneficial Wolbachias in nematode worms (Bandi et
al., 1998) has broadened both their knows host range and their
effects (Rigaud, 1999). It can adapt to and exploit taxonomicaily
diverse hosts and gear its manipulation to the particularities of the
host’s Life-history or genetic systems. The question arises,
assuming that Wolbachia really de have a wider range of host
manipulations than other symbiontic groups, what is extraordinary
about Wolbachia? Does it possess some special genetic or
reproductive feature which make it inherently plastic and adapta-
ble? Is it simply more prevaient and capable of horizontal
transfer, so that opportunities for successful host invasion and
masipuiation oceur more frequently than for other groups? These
possibilities need to be addressed.

During the period of rapidly increasing knowledge of
deleterious symbionts, theoretical considerations have also
advanced considerably. The under-lying causes of various
manipulations, the population dynamics of symbiont-host
interactions and the evolutionary reaction of hosts to sym-
bioats have ali been considered. Many of the theoretical
predictions of these systems await testing. Interestingly, as
empirical evidence bearing on thearetical models accumulates,
it appears that many of the basic assumptions of generalised
models are compromised for specific cases. For example, in
respect of male-killers in coccinellids, models have assumed
that resource benefits accruing to surviving membess of a
male-killed chutch would be averaged out over the survivors,
Recent work has shown this not to be the case, with considera-
ble variance in the survival advantage gained by survivors
being observed (Fakhouri & Majerus, unpublished data).
Models have also predicted that twe or more male-killers
would only be able to coexist within one population in a very
restricted set of circwmstances (Randerson et al., in press), yet
one population has been shown to contain four different male-
kitlers. Here the problem may be simply that the model
assumes that nuclear suppressers would kill or reduce the
vertical transmission of the male-killer. It does not consider a
suppresser which prevents the symbiont killing mates. Similar
contradictions between theoretical predictions and empirical
observations exist for other strategies. It is to be hoped that
models will improve in the Hight of empirical evidence. Yet it
is possible that the dynamics of many host-symbiont interac-
tions and the co-evolutionary arms races that they produce,
depend so crucially on the precise genetic and ecological
details of each case that generalised models have little value for
specific cases. Thierry Rigaud’s (1997) questioning of whether
a generalised explanation of the distributions and prevalence
ievels of feminizers may be applicable to all deleterious
inherited endosymbiont strategies.





