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RESUMEN

Se comunica por primera vez la deteccion de Wolbachia en el 48% de las hembras y 54% de los
machos de Allocosa alticeps de la costa de Marindia y Lomas de Solymar, Departamento de
Canelones, Uruguay. La presencia de este endosimbionte podria explicar el sesgo sexual hacia las
hembras en esta especie.
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ABSTRACT

Detection of Wolbachia endosymbiont bacteria in the wolf spider Allocosa alticeps and
possible effects on the sex-ratio. We report for the first time the detection of Wolbachia in 48% of
females and 54% of males of Allocosa alticeps from the coastline of Marindia and Solymar,
Canelones province, Uruguay. The presence of this endosymbiont could explain the female-biased
sex ratio in this wolf spider.
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La proporcion sexual primaria es la cantidad de machos y hembras que nacen en una poblacién
determinada, que en general presenta una relacion 1:1 (Trivers & Willard, 1973). Sin embargo, esta
proporcién sexual puede variar por eventos que ocurran antes, durante o después de la fecundacién,
o incluso después del nacimiento. Un desvio en esta proporcion sexual puede implicar cambios
importantes en las estrategias sexuales de una especie o0 una poblacion (Hamilton, 1967). Un sesgo
en la proporcion sexual a favor de las hembras convertiria a los machos en un recurso escaso, lo
que podria llevar a que sean éstos los que elijan pareja, o que las parejas se formen por eleccidn
mutua llevando a comportamientos sexuales distintos a los tipicos esperados (Aisenberg, 2014).
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En artrépodos se ha detectado la presencia de bacterias endosimbiontes como Wolbachia,
Rickettsia, Cardinium, Spiroplasma'y Arsenophonus (Duron et al., 2008). Estas son capaces de
manipular la reproduccion de su hospedador favoreciendo la reproduccion y supervivencia de
hembras infectadas, para aumentar asi su propia trasmision (Charlat et al., 2003; Duron et al.,
2008; Goodacre & Martin, 2013). Son heredadas por via materna y se alojan principalmente en
el citoplasma de las células germinales, viviendo de manera obligada en el ambiente celular
(Werren, 1997; Werren et al., 2008). Los diferentes mecanismos que estas bacterias utilizan
para alterar la reproducciéon han sido mayormente estudiados en Wolbachia (Rickettsiales,
Anaplasmataceae). Estos causan distintas modificaciones en el hospedador y su descendencia,
tales como la muerte o feminizacién de los machos, inducciéon de la partenogénesis femenina,
e incompatibilidad citoplasmatica. Los tres primeros mecanismos producen sesgo en la proporcion
sexual favoreciendo a las hembras (Goodacre & Martin, 2013; Werren et al., 2008), mientras
que el cuarto hace inviable la descendencia entre machos infectados con hembras no infectadas,
o hembras infectadas con otra cepa de la bacteria.

Estudios realizados en los ultimos catorce afios, indican la presencia de Wolbachia en
diversas especies de arafias de distintas familias de Araneomorfas, incluyendo las arafias lobo
(Goodacre & Martin, 2013). En algunos casos, también se han estudiado sus efectos en la
reproduccién de poblaciones hospedadoras. En las arafias Oedothorax gibbosus vy
Pityohyphantes phrygianus (Linyphiidae), se ha comprobado que el desvio en la proporcion
sexual a favor de las hembras esta relacionado con la presencia de Wolbachia (Gunnarsson et
al., 2009; Vanthournout et al., 2011).

Allocosa brasiliensis (Petrunkevitch, 1910) y A. alticeps (Mello-Leitao, 1944) (Araneae,
Lycosidae) presentan distribucion simpatrica y sincronica (Costa et al., 2006). Habitan arenales
costeros de Argentina, Brasil y Uruguay (Fig. 1). Construyen cuevas bajo la arena, donde
permanecen resguardadas durante el dia y en los meses frios, volviéndose activas durante las
noches de verano (Costa, 1995; Costa et al., 2006). Ambas especies presentan inversién de los
roles sexuales y de dimorfismo sexual respecto a los roles generalizados en arafias (Aisenberg
etal., 2007; Aisenberg & Costa, 2008). Es decir, los machos son mas grandes que las hembras,
y son las hembras las que buscan y cortejan a los machos. Por otro lado, estudios previos de
laboratorio y campo con individuos de Marindia, Canelones, sugieren un fuerte sesgo hacia las
hembras en A. alticeps pero no asi en A. brasiliensis (Aisenberg & Costa, 2008).

En este contexto, nos planteamos detectar la presencia de Wolbachia en A. alticeps 'y A.
brasiliensis bajo la hipoétesis de que el endosimbionte pueda explicar el sesgo a favor de las
hembras en la primera especie. Para esto, se capturaron y analizaron hembras y machos
adultos de A. alticeps y A. brasiliensis en las localidades de Marindia (11 hembras y 6 machos
de A. alticepsy 10 hembras y 3 machos de A. brasiliensis) y Solymar (12 hembras y 5 machos
de A. alticeps y 9 hembras y 4 machos de A. brasiliensis), Departamento de Canelones,
Uruguay. Se realizaron extracciones de ADN a partir del abdomen de la araha con el kit de
extraccion PureLink Genomic DNA (Invitrogen). Para descartar potenciales contaminaciones
del contenido gastrointestinal, también se realizaron extracciones a partir de dos patas para
cinco ejemplares. Todas las extracciones fueron cuantificadas en el espectrofotometro
NanoDrop1000. Se amplificaron por PCR fragmentos de los genes wsp (que codifican para una
proteina de pared celular) y 16SrRNA (que transcriben la subunidad ribosomal 16S). Los pares
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Fig. 1. Izquierda: playa de Solymar (arriba) y Marindia (abajo); derecha: macho de Allocosa brasiliensis (arriba),
foto M. Casacuberta; y de Allocosa alticeps (abajo). Foto: A. Laborda.

de primers especificos utilizados para detectar Wolbachia fueron: [wsp] WSP81F y WSP691R
(Jeyaprakash & Hoy, 2000) y [16SrRNA] 16Swolb99F y 16Swolb994R (O’Neill et al., 1992). En
cada amplificacion de PCR (wsp y 16SrRNA) se incluydé como control positivo una muestra
obtenida en estudios preliminares para la cual se obtuvo amplificaciéon para los dos genes.
Adicionalmente, en las muestras que no se obtuvo producto de PCR, se amplifico un fragmento
del gen mitocondrial cox? (citocromo oxidasa 1) con los pares de primers C1-J-1490 y C1-N-
2198 (Folmer et al., 1994) como control adicional de la calidad del ADN. Los productos de PCR
se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para comprobar que los
fragmentos amplificados pertenecieran solo a Wolbachia, se secuenciaron los productos de
PCR de un grupo de muestras. Las secuencias fueron comparadas mediante BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) con la base de datos disponibles en el NCBI para nucleétidos
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Las secuencias obtenidas para el 16SrRNA también se
compararon y clasificaron utilizando la base datos SILVA (http://www.arb-silva.se/) y sus
aplicaciones especificas para ARN ribosomal (Quast et al., 2012; Pruesse et al., 2012; Yilmaz
etal.,, 2013).

Se identificd por primera vez Wolbachia en el 48% de hembras y 54% de los machos de A.
alticeps de ambas localidades (Fig. 2). Es la primera vez que se reporta la presencia de
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Fig. 2. Numero de individuos en los que se detect6 (barra negra) y en los que no se detecté Wolbachia (barra
blanca); discriminados por localidad y sexo para Allocosa alticeps y Allocosa brasiliensis.

Wolbachia en esta especie. No se detectd esta endobacteria ni en machos ni en hembras de A.
brasiliensis. Se obtuvieron secuencias de 552 pares de bases (pb) para el gen wspy de 852 pb
para el gen 16SrRNA (GenBank: KU041136 y KU041135, respectivamente). Las secuencias
para el 16S5rRNAy para wsp fueron idénticas dentro de cada uno de los genes. Las comparaciones
con la base de datos del NCBI confirmaron que la endobacteria encontrada es Wolbachia; con
porcentajes de identidad >96% (e-value 0) para wsp, y del 99% (e-value 0) para 16SrRNA. Los
resultados de clasificacion obtenidos con la base de datos SILVA confirman su identidad con un
porcentaje de identidad de 98%.

La deteccién de la bacteria endosimbionte Wolbachia en A. alticeps y su prevalencia en
poblaciones naturales, sumado a los resultados de estudios previos de laboratorio y campo donde
se report6 un fuerte sesgo hacia las hembras en esta especie (Aisenberg & Costa, 2008), sugieren
que esta bacteria endosimbionte podria ser la causante del sesgo encontrado. Considerando que
se encontraron resultados similares en las dos localidades muestreadas se descarta que se trate de
una infeccion puntual. Por otro lado, no se detecté Wolbachia en A. brasiliensis, que no presento
sesgo en su proporcion sexual ni en el campo ni en el laboratorio. Estas evidencias, si bien
indirectas, apoyan la hipétesis de la relacion causa-efecto entre la presencia de Wolbachia y el
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sesgo hacia las hembras en A. alticeps. Futuros estudios utilizando antibiéticos que anulen la
accién de la bacteria y registrando la proporcion sexual de la descendencia de los individuos
tratados, podran confirmar la relacién entre la presencia de Wolbachiay el sesgo en la proporcion
sexual hacia las hembras. También sera necesario identificar otras bacterias endosimbiontes que
pudieran estar presentes ya que en especies de arafas linifidas, se ha encontrado sesgo sexual
aun en ausencia de Wolbachia (Vanthournout & Hendrickx, 2015). Esto sugiere que otros factores
podrian estar incidiendo, asi como co-infecciones de varias endobacterias.

Por otro lado, a partir de nuestros resultados surgen nuevas interrogantes sobre la relacién
entre la presencia de Wolbachia y la inversion de roles sexuales descripta en esta especie.
Esta relacién ya se ha demostrado que existe en la mariposa Acraea encedon (Jiggins et al.,
2000). También seria interesante determinar y estudiar el mecanismo que utiliza Wolbachia
para sesgar la proporcion sexual hacia las hembras en A. alticeps. Sin dudas, este hallazgo
abre nuevas lineas de investigacion para estudiar la relacion entre la presencia de este
endosimbionte y los caracteres que estén bajo seleccion sexual, 1o que permitira entender
mejor las causas que llevaron al extraordinario comportamiento que presentan estas aranas.
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