
doi: 10.1098/rstb.2000.0602
, 613-622355 2000 Phil. Trans. R. Soc. Lond. B

 
Kate E. Unsworth and David W. Holden
 

in vivoIdentification and analysis of bacterial virulence genes 
 

Email alerting service
 hereright-hand corner of the article or click 

Receive free email alerts when new articles cite this article - sign up in the box at the top

 http://rstb.royalsocietypublishing.org/subscriptions go to: Phil. Trans. R. Soc. Lond. BTo subscribe to 

This journal is © 2000 The Royal Society

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/cgi/alerts/ctalert?alertType=citedby&addAlert=cited_by&saveAlert=no&cited_by_criteria_resid=royptb;355/1397/613&return_type=article&return_url=http://rstb.royalsocietypublishing.org/content/355/1397/613.full.pdf
http://rstb.royalsocietypublishing.org/subscriptions
http://rstb.royalsocietypublishing.org/


��������	��
� 	�� 	�	��� 
� �	�����	�
��������� ���� �� ����

���� �� ��	
��� ��� ����� �� �������

���������� 	
 ��
���	�� �������� ������� �	����� ���		� 	
 ������� ���������� �	������ �� ���� �	���
�	��	���� ����  !

�� ������� ��� ����� �	 	�� 
���� ��� �	������� "�	#��$ %��&� ��'(')�'''�

�����	
��	����� �
	�������� �� � �
	�	�������� ��������� ��	��� ��� 	�� ����	����	��� �� ���
�����
����� �� ��������� ��	������� ����� �����	�� �� 	��� �������� ���� ��	� 	���� �������� 	���� ��	� �����
����������� �
��	��� 	���� �� �
����	�� �
��	��� ��� ���� ����� �
��	���� �����	 �� ������	�� ����
��	����� ��������� ! �����	� �� � *��	 ��� � **	 ��	���� ��� ��������� 	� ��
����	� 	�� �
��	��� �� �����
�� 	�� ������ ��� 	���� �������� "� �������� 	�� 
�� �� ���� �� 	���� ���������� 	� �	
�� 	�� �
��	��� ��
	�� ����	����� ��	��������	� ������ # 	��� $$$ �����	��� ���	�� �� ����	����� �$�������� %��� ���
�����
��	�������	 �� ��&
���� ��� ��	������
��� �
������� �����	��� �� 	��� ���	�� �� ���
��� �� �� ������ �' 
��� �	� �
��	��� ��� �� 	� ��	�� 	��(����� �� 	�� ����	��������	������ ���
���� )�� �� � 	������	
��
�����	��� ����������	��� ������� ��� �����	�	��� ����* 	��	� ��	� �	��� ����� ���� 	��	 � **	 �����
	���� �� ��	 ������ ���������� 	� 	���� ������	�� ���� � *��	 �	
�����

��������	 �����	
��	����� �
	��������+ �,$#+ 	��� $$$ �����	���+ �����	�	��� ����*

�� ������	
����

%�� �	
�� �� ���	����� �
	��	� � **	 ��� ������� �����
	��	 ������	� ��	� 	�� ������� ���������� �� ���
�����
�������� �� ��	������� ���������� �����	
��	�����
�
	�������� ��%-� �� ��� �
�� �������� �������� 	��
����	����	��� �� ���
����� ����� ���� � �����	� �� ��	��
����� %�� �������� �%- ������ ����	���� 	�� ����	�����
��	��������	� ������ # ��,$#� 	��� $$$ �����	��� ���	��
�%%���� %�� �		��
�	�� ���
����� �� �,$# �
	��	� ���
���� 	�� �	��	��� ����	 ��� �
�	��� �������� �� 	��
�����	��� ���	�� �� �
� ���
� ��� �	����� %�� �
��	��� ��
�,$# ��� ��	 �����
� ���� �	� ��&
���� ��� �����
� �
*��	 ������ ���� ���� ������� �
	 	� �����	���	� 	�� %%��
�� ����	�� ��	���� $� 	��� ����� �� ����
�� 	�� ���
�	� ��
	���� �*�������	� ��� �	���� 	��	 ���� ��������� 	�� ����
�� �,$# � **	+

�� �����	������� �	��������

�%- ��� ��������� �� �� � **	 ����	�� ������ ��� 	��
����	����	��� �� ��������� ���
����� ������ %�� ��	��	���
��� 	� ����� � ����	����� ����� 
������� ������ ��� ���

����� ����� 
���� �� ������ ���	 	� �����	 ������	 �	�����
�������� �
	�	���� �� ����� �.��	��� ���
����� ����� �
��*�� ���
��	��� �� �
	��	�� �������� ���� ���� �������
�
	 �� ��������� �������
�� ���	����� �
	��	� �� ��
���������	� ���	 �-����� �� ��� /010+ 2��� �� ��+ /001� �
	
	��� �� � ����	����� ����
� ��	������ ��� �*�������
�������� �� ����� �
����� �� �	����� ��� 	� �� ���������
2� 	������ ���� �
	��	 ��	� � ��.����	 34! 5�����	
��6 

�%- ������ ����� �
����� �� ��.����	 �	����� 	� ��
�������� �	 	�� ���� 	��� �� 	�� ���� ������ ���	�

�%- �� � �������	��� �������7�	��� 	�����&
� 	��	
������� �� �
	����� � ������	��� �� 	���������� �� �	���
�������������� 	����������� 34! �����
��� ����
������� �� 	�� ���������	��� �� � ��.����	 34!
��&
���� 	��� %�� 	��� ���� ���������� �������� �� ����	
34! ������	� ���	������ � 89 �� �������� ���	���
������ :����� �� ��������	 5����6 	��	 ������	�	� 	�� ��
��������	��� ��� ��������� �� 	�� ���	��� ���	���� ��
���������� ����� ����	��� �,;<�� "��� 	�� 	�����
�
	����� ��	����	� ��	� 	�� ������ �� �� �������� 
���� �������
�� �
	��	 ��� �� 	����� �� ���	���
�����
���� ����� �	��� �
	��	 ����� �� 	�� ��.����	 	���
������� �� 	�� �	������

$� �%- �
	�����7�� �	����� ��� �	���� �������
���� ��
������ �
�
���� �� 	�� ����� �� �����	�	�� ������� ���
������ �� ��	 ���	� ��� ���� ���� 	���� ������ �� ����
�������� �������� 	�� 	��� �� ���� 	�� 	��� 	����������
,���� �� �
	��	� ��� 	��� ����
��	�� ��	� �� ���������	�
������ ���	 ��� ,;< �� 
��� 	� ������� �������� ������
��������	��� 	�� 	��� ������	 �� 	�� ����
�
� ����
	� ���
��������� ���� 	�� ���	 ��
	�
	�� '������7�	��� �� 	��
	��� ���� 	�� ���
	 ��� �
	�
	 ����� 	� 	�� ������ �� ��	
���	� �����	� 	�� ����	����	��� �� �
	��	� 	��	 ���� 	�
���� � **	 ����
�� 	�� 	��� ������� �� 	���� �
	��	�
���� ��	 �� ������	 �� 	�� �
	�
	 ������ %���� �	����� ���
	��� �� ��������� ���� 	�� �������� ������ ��� 	��
�
����	��� ��&
���� �� 34! :������ 	�� �
	�	��� ��	�
��� �� ��	������� ���
�� /��

%�� �%- �������� ��� � �
���� �� �������	 ����	�
	����� =���	 �	 ������ �� 	�� �����	� �� 	�� ��	����� �� &
��
	��� 	� �������	� � **	 �� � ��*�� ���
��	��� ��� ���

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999� 
�� >/?@>## >/? � #999 %�� <���� �����	�

�!
	��� ��� �������������� ���������A������
���

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/


���� �� �*���	�� 	� ����	��� ���
����� ����� �����
�
	��	 �����	���� �����	 �� 	�������������	�� ��
�	��� ���
���	 �	����� ������	 �� 	�� ���� ����
�
�� %��
	���� �� ���
����� ����� 	��	 ��
�� ���� 	� �� ��������� ��
� ���
�	 �� ��*�� �����	��� ����
�� 	���� ����� ������
�����	�� 	�*��� ��� ���	��� ����� ��	������ ��	� �
���	���� ���
�� �������� ��� ��	����� ��	����� ����
�
	��� ��� �*������� ������ �%- 
�
���� �������� ��
������ ����� �� � �
��� ������� ��� 	���� ������
�����	 �� �*���	�� 	� ���	��
��� ������
�� ��� �� 	��
���	
��� �� 	�� ���	�����@�
��� ��	����	���� %���� ��
��	� ��� ����	�� ������ ��������� ������ �
	�	���� ���
���� ����� ���� ��� �� ��������	�� ��� �� ���	���
�����	�� ���
������� �� 
������� 	� �� ����	����� =�
�	� 
�	 �� ���� ������	 	��	 �
	��	 �	����� ������	�� �� �����
	����� �
	�������� ���� 	� �� ������ �� ����� 	� ����
��	�
	��� ��	� �� ������ ���	 �� �%- ������ ��	� ��� �����
	����� �
	�������� ���	��� �����	 ������� ��� �������
	��� ���
	 ����� 	��	 ��� �����	��� ��� ���� ���	� 	��
������� 	��	 �����	���� ��	� ?����� �� ����� ��� ���
�	 ��
	�
���	�� ���	���� ����� ���� ���	 �
	 ��	 ��� �� �� �����
	��� �
��	�����

%�������� ���� �� 	�� �
	��	 ���� 	� �� �������� ��
����� ��� 	�� ������ �� 	�� ��	����� �� ��	
��	�� ��	�
�
	�	���� ��	 ��� ���
����� ����� �� ��	����	 ��� ������ 	� ��

��������� 
���� �%-+ ������� 	�� ���� ��� 	��	 � �
(
����	 �
���� �� ��	����	��� ����� ��
�� �� ����	���� 	�
������� 	�� ����� ��� ����	��� �	
���� ��	� 	���� �
��	�����

%�� �	��
�
� ��� ���������� �%- ���� ���� ���� ��
�
� ������	��� �� .��������� 
������� ��� �� ���	��
���
	�� ������	��	��� 	��	 	�� �
���� ����
�	� 	��
��	 ���
	�� ����� �� ����
��	��	��� ��������� 	� �� �����	��	 ��
��	��������	� ���� �� ���	 ����������� ��� 	��� �
��
� 	�
��
�� ��	��� �
������� �����	���� �� ���� ����	� �� ���
/008�� '������ �	 ��� �����
� �	 	�� 	��� �� �	� �������
���	 	��	 �%- �� .��������� ��
�� �� � ���������� 	��� 
��	 ����	 ����
�� �� 	�� ���� �� �� �(����	 ��	��� ���
�����	����� �
	�������� 	�� ����� �
���� �� �
	��	�
��&
���� ��� � ��������	�	��� �
	��	 ���� ��� �	���
	�������� ��(�
�	��� �2���� B '����� /001�� $��	��� 	��
����	����� �$�������@��
�� ��	����	��� ��� ������ �� �
����� ���	�� �� ����� 	� ������ 	�� ���������	� �� 	��
��������� %��� ��� ��� 	���� �������� =���	 �*������	 ���
�	�����	������� �����
��� ����	�� ��	���� ���� ���������
��� �����	����� �
	�������� 
���� ������� 	����������
��� C����7� B %����� /008�� ������ 	�� ��
�� �����
�� ���	���� �����	��� ��� ���� 
��� �*	�������� �� ����
���
�� �� ���������� � ���� ����� �� �
��� 	������
����� ��� ��� ����� 	� �
����	 ����	� �� � ��*�� ���

��	��� �� ��.����	 �	����� ���
�	����
��� �-���� �� ���

>/8 D� E� )�����	� ��� 3�"� '����� %������� *������� ����� �� ����

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999�

DNA signature tags ligate into transposon

pool mutants

replicate DNAs
on to filters

identify avirulent
mutants

signature-tagged
mutants

sequence DNA
flanking

mutation site

co-amplify, label
and hyridize tags
from inoculum

(input)

co-amplify, label and
hyridize tags from

viable bacteria
recovered from host

(output)

inject pool into
animal host

recover viable
bacteria from mice

mutagenize
pathogenic
micro-organism

transposon transposon

transposontransposon

=��
�� /� ,��������� �� �%-� ! 	��������� �� ������� �� ���������	��� �� 34! �����	
�� 	���� ! ������	��� �� ��.����	
�����	����� �
	��	� �� � ���	����� ��	����� ���� �������� � ��.����	 	�� �� ��������� �� � �����	�	�� ����� %�� �
	��	� ���
������ ��� 
��� �� 	�� ����
�
� ��� �� ���������	� ������ ����� �� �����	���� !�	�� � ������ �� 	��� �� ����� ���
���	
���	����� �	����� ���� �
�	������ ���	���� ��� ��������� ���� 	�� ���	� �����	
�� 	��� ��������	��� �	����� �� 	�� ����
�
� ���
�	����� ��������� ���� 	�� ������ ��� ������	��� �������� 
���� ������� 	��	 ������ 	� ��������	 ��&
����� :������ 	�� 	��� 
	��� �������� ��� 
��� 	� ����� ��������� �������� 34! ���� 	�� �
	��	� �� 	�� �����	�	�� ����� !� ����
���	 �
	��	 ��
����	���� �� �	� ����
�� 	� ����� � ������ �� 	�� �������� �������7�� ��	� 	�� 	��� ��������� ���� 	�� ������ �%��� B '�����
/000��

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/


/00?�� %���� ���� ���
����� ����� ��� ������� ����
����	���� �� �+ �$������� ��������� B F����� /008� 
��� 	�� �
������
� �������	��� �� 	���� ��
�� ���� 	� ����
��	� 	�� ��	����

$� 	�� �������� ��	��� 	��� ���� ���������	�� ��	� �
���� %�/ 	��������� ��� 	���� �
�	�����	� ��� �������
����� 	� 
�� �� �������7�	��� �� �������� �������� 	��� 	�
34! ������ ���	� ���� 	�� �+ �$������� �
	��	� 
��� 	�
������	� 	�� ������� -
	��	� ����� 	��� ������ 	� �����
����� ������� �� �
	����������� ���� ��������� ���
	���� 	��	 ���� ���� ������� ���� ����������� ��	� ���
����� ��� ��������� �� ������� �'����� �� ��� /00G�� ,����
�� 0> �	����� ���� ����
��	�� ��� 	�� ��	������	����� ��
	�
��	� ����� H����� ���	���� ���� ��������� ���� 	�� �������
�� ������� 	���� ���� ���	����
��	��� ��� 	�� ������
	���� �� ��.����	 �
	��	� �������� �� �������7�	���
�������� �� 	���� !����*���	��� 8I �� 	�� �
	��	� 	��	��
���� ������������� ����	���� �� �		��
�	�� �� ���
������
34! ������� :������ 	�� 	��������� �����	��� ��	�� ��
�		��
�	�� �
	��	� ���� 	��� ��������� ��� ��&
������
��	��� �� ���	���	��� �����	��� ��� ������� ������� �� ��
������� ,;<� %�� �����	��� ����	� �� /> �� 	�� �		��
�	��
�	����� ������ 	� � 89 �� ��	��������	� ������ �	 ?9�J
���	������ �� 	�� ���������� �'����� �� ��� /00G+ ���� ��
��� /00>�� %�� ���
� ��� ����� �,$# 	� ���	���
��� �	
���� 	�� �����	
���� ����	����� ��	��������	� ������ /
��,$/� �	 >? ���	������� $	 ���
�� �� ��	�� 	��	 �,$#
����� ���� ����������	�� ����	���� �� � ������ ������
���� �������� �F����� �� ��� /00>� ��� �� ��.����	���
:
��������� ���
�	��� �H������� B =����� /00J��

�� ���������� ��� ������������

%�� �%- ��	��� ��� �
���&
��	�� ������� 	� �����
	�� ������������ ������� �-�� �� ��� /00J�� $� 	���
������� � ������ �� 	����� %�'�0 	���������� ����
�����	�� ����� 	� �
	�������� �� �����$�	�	���� ������ �� 	��
����� �� �(����	 	�� ��������	��� ��� ��������� ��� ����
�� ������������7�	��� 	� �	��� 	���� %���� ������� 	����
������ ���� 	��� 
��� ������	��� 	� ������	� � �����
�
���� �� �+ ������ �
	��	� 	��	 ���� ������� ���������
	� 	�� 	��� 	��� ������ !� 	�� ���� 	��� ��� �� 
��� 	�
������	� �� �����	� �
���� �� �
	��	� 	��� �����	�� 	��
���� 	� ��������� �
	��	 �	����� ��� 	�� �
�	�����	� ��
	���� ! ������ �����	��� �� 	��	 ����� 	�� ����	�	� �� 	��
	�� �� ���� �
	��	 �� ����� �������7�	��� �������� ���
�� ���� 
���� ������� �� 	�� 34! ��	 ���	� ��	��� 	���
������ ���	�� %��� ��������� 	�� �����	���	� �� 	�� ����� ���
������ 	�� 
�� �� ����������	��� ��	��	��� ��	���� �-��
�� ��� /00J�� $� � �
�	��� �������	��� �� 	�� 	�����&
� 
;������ �� ��� �/000� ���	 ��	���
��� ���� �� 0> 	��� �	 �
����
�	��  �.( ���
� �� ������ ���1����� %��� ��� ����
	����� �	���� ���� ��.����	 �
	��	� ���� ����	�� ��
�����	����� �
	�������� 
���� � ������� 	��	 ���
�	�
���
��� ���������	�� 	��  �.( �
	�	���� !�	��
�� ��
���	 ����� 	�� 	��� ��� ��	 ���������� ������� ������ 	� 	��
�
	�	���� 	�� 34! :������ 	�� �
	�	���� ��
�� ��
������ ������ �� ������� ����
� �� 2�������� �	�� �%- ��
�����	���� �� �	 ��� ��� ���� ������� �
������
��� ��
������� ��������� ��	������ ����
���� �+ �$�������
�'����� �� ��� /00G� �+ ������ �-�� �� ��� /00J+ ;�
�	�� �� ���
/001+ ������ �� ��� /001� ������	�	���� �����	��� �,������
�� ��� /001� 31�	 ��	����� �;����� B -�������� /001� 

,�	���� ���1�� �K��� �� ��� /000� 4����� �����	�	����
�3����� B -����� /000� ���	����� �����	���� �E����	���
�� ��� /000� ��� �+ ���1���� �;������ �� ��� /000��

=�� �
������
� �������	��� �� �%- �	 �� �����	��� 	�
�������� � �
���� �� ������	��� �� ����� 	� ��	��� �����
�
����� �������7�	��� ��		���� ���� ��.����	 �������
����
��	�� ��	� 	�� ���� ���� �� �
	��	�� !� 	�� �
����
�� ��.����	 �
	��	 �	����� �� � ���� �� ��������� �� �� 	��
���������	� 	��	 �
��� ���
���	 �
	��	� ���� ��	 �� �����
���� �� �
(����	 �
����� 	� ����� �������7�	��� ������� 
��� 	��� ��
�� ���
�	 �� ����� ����	����	��� �� �		��
�	��
�
	��	�� "��� �+ �$������� ��� ����
��	�� ��	� 	��
����	����� ����	��� �� ���� ����� �� 0> ��.����	 �
	��	�
���� ������
����� �������7�	��� ������� ��	�� 	���� ���� ��
�����	��� ������� ����� �� /0# ��� ��	 �'����� �� ���
/00G�� "�	� 3+ ��	����� �� � ������7�	��� ����� �� ���� �	
��� ��������� 	� ���
�� 	�� ������*�	� �� 	�� ������
����
��	�� ���� 	� 81 �	����� 	� ���� ������
����� ���
�	�
�;����� B -�������� /001��

$� ���� ����� �	 ��� �� ��(�
�	 	� ������� ������

����� �
	�
	 ������� ���� �� 	�� ����
�
� ���� �� �������
!	 ��� ����� 	���� ��� ��	 �� ���
�� ����� �� ��� ���
���
���	 �
	��	 	� ���	��	� � �
������
� �����	��� �
	 �	
���� ����� � ����
�� 	� ������� 	�� ���� �
	��	� ����
��.����	 ������� �������� ��:��	� � ��		������ �� 	��
�����	��� ������� 	��	 �����	� �������
�� ����� �	�����	������ 
��� 	���� 	��� ���� �
	 �� 	�� �����	��� ���������
!		���	��� 	� ����� 	��� ������� �� �
�	��� ����������
	�� ��7� �� ����
�
� ��� ��������� 	�� ������6�
���
�� �������� ���
�	��� �� ����� ���	� �� 	�� ���	 ��
	�� ����	� �� �
	��	 �	����� 	��	 ��
�� �	������� ��
�		��
�	���

%�� ��
	� �� �������	��	��� �� 	�� ���	����� ����
�
�
�����
��� ����� � ��L�� ���� �� ��	�������� 	�� �
�����
�� ���	����� �	����� 	��	 ����� 	�� 	����	 �������� ���
	���
�� ��� 	�������� 	�� ������
������	� �� 	�� �������7�
	��� �������� =�� �*����� ���� /9G �+ �$������� �����
��������	��� � ���� �� 0> �
	��	� ���� ����
��	�� �� 	��
��	������	����� ��
	� ������
����� �������7�	��� �������
���� ��	����� ��� 	�� ���	 ��L���	� �� �	����� ���������
���� 	�� ������� �� �����	�� �������� "��� 	�� ����
����
�
� ��� ����� ������ ������� ���� � ����� ������
	��� �� �
	��	� ���� �
���&
��	�� ��
�� �� 	�� ������� 
��� 	�� ����	�	� �� 	���� ������ ���� ������ 	� ������
�3� "� '����� 
��
������� ��	���

!��	��� �����	��	 �����	 �� 	�� �%- ���������
������� �� 	�� 	�������	 �	 ����� ���	���� ��� ���������
	� ������� 	��� ��� �������7�	��� ��������� $� 	�� ���
��
	��� ������ �� ����	 ���
���	 ����� ��� ���� ��� ���
(
����	 	��� 	� �
	���� 	�� �		��
�	�� �	����� 	� � ������
	��	 �� ��:��	�� �� � ����� ��.������ �� �������7�	���
������ ��	����	� �� 	��� �� 	�� ���	�� F� 	�� �	��� ���� ��
	�� ������ �� 	�� ���� 	��� 	���� ��� �� � ���� 	��	 ����
���
���	 �	����� ��� ������ �
	���� �	��� ���
���	 �	�����
�	�����	�������

%�� ������	��� ��������� ����� ��� �����
��� ��	����
��	�� ��� �
�	 �� ��	���7�� ����������� ��� ����
��	�����@���	 ��	����	��� �� ����� 	� ��	��� ������
�����
�������7�	��� ��		���� 
���� 	��� ��������� ���� �	 ����	
	�� ������� �����	�� ��	� 	�� ���� ���� �� �
	��	��

$� 	�� �%- �	
�� �� �+ ������ �� -�� �� ��� �/00J� /#81
%�'�0 �
	��	� ���� 	��	�� �� � �
���� ����� �� ���	��
������ %�� ��L���	� �� ���� ���� G9 �
	��	� 	��	 ����

%������� *������� ����� �� ���� D� E�)�����	� ��� 3�"� '����� >/G

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999�

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/


����	���� �� �		��
�	�� ���� ������	�� �� ��&
����
��������	� 	� �� �������� �� ���� �
����� ��	������� �����
���	��������� ������������ ��� 	�������	 �
��	����� 
�
	����	 ������	����� ��� ����
��� ������ ��������� �
	
���	 �� 	�� ��������� ��� �� ����� �
��	���� ! �����	��
������ �����	
��	����� �
	��	 ���� ��� ����	�
�	��

���� 	�� ���� 	��������� ��� 	��	�� �� ������ �� ���	��
����� ������� ��� ��
�� �����	��� ��� ���������	��
�;�
�	�� �� ��� /001�� %��� ������� 	�� ����	����	��� ��
�����
� ����� �.��	��� ����	� ��� ���
����� �� �������
������� �	�	�� �� ���� �� /1 	��	 ��� �����	��	 �� �	 ����	
	���� �� 	�� �����	��� ������� -��� �� 	���� ����� ������
	� �� �������� �� 	�� ���� ����� �� ��������� �� 	����
����	���� �� 	�� ������� �	
��+ ������ ����� �� 	�� �����
����	���� �� -�� �� ��+ �/00J� ���� ���� ��
�� �� ;�
�	��
�� ��+ �/001��

$	 �� �
���
� 	��	 ������� ���� �� 	�� ����� ����	����
�� �%- �� ��������	��� ���	���� ��� ������� 5���
�����
��	�������	�6 �� 	�� ��������� ����� �� 	�� 	��� ���� ��
	�� �+ ������ ����� ����	���� �� �%- ������ 	� ���� ����
�
������	�� ����� �� ���	����� ��	�������� ����� ���
����� ���
����� ��	�������	� �
�� �� 	�*��� �*	�����
�
��� ��	��*������� ���	���� ��� 	���� ���
��	��� �
��
�� ��� �C��� /001� ���� ��	 ��	 ���� ����	���� �� 	����
������� �-�� �� ��� /00J+ ;�
�	�� �� ��� /001+ C��� �� ���
/001�� $� 	�� ���� �� �%- 	��������� �
	�������� �� ��	
�
��� ������ ��� ��� ���� ����
��� �
	�	��� �� ���	���
����� �� 	�� ���������� ���� �	����� ������ �
	�	���
�� ����� �������� 	�*��� ��� ���
�	 �� 	�������������
	���� �����	����� %���� 	�� ������� ������� �
	 	� ��	�
��� �������� ��	 ��	
��	��� ��	� ������	 	� �
	�	�����
=�
�	� 	�� ����
�� 	� ����	��� ����� ��� �*	������
���
��	��*������� ���	���� ��� �*����� ��� �� �*�������
�� ����	�� ���
������ ��� 	���� ���	���� ������� �� ��+
/00G�� !��� �%- ��� ��	 ����	��� �
	�	���� ��
����
����� ���
�	���� �� �
�������

�� �	����� �������� �� �	���� �������

"��� � �
	��	 �	���� �� ��	����	 ��� ���� ����	���� �	 ��
�� ��
��� ���� �����	��	 	� ��	��� �� �
�� 34! ��&
����
�������	��� ���
�� 	�� ��	� �� 	�� �����	����� �
	�	��� ��
�� ��������� "�	� 	�� ����� ������	��� �� ���� ���	�����
������ ��&
������ ���L��	� 	��� 	��� ���
�� ������
������������ ����� $	 �� �����	��� 	� ������ 	��	 	�� 	�����
�
	�	��� �� 	�� ��
�� �� ���
����� �		��
�	��� ��	��� ��
	�����
�	��� �� � 	��������� ������	��� �� 	�� �
	�	��� ��
�����	�� �
	�������� �
	�������� ���M�� ���������	�
	��� ��	� � �
��	����� ������ 	� ���� 	��	 	�� �
	�	��� ���
	�� ���
����� �����	��� ��� ������� %�� 34! ��&
����
����	 ���� ������	� �� 	�� ���� �� ���	 �� �� ������ ��� ��
�� 	�� �����	��� ��
�� �� �
� 	� � ����� �.��	 �� � ����
�	���� ����� 3����	�� �
	�������� �� �����	���� ����� ��
	��� ��������� 	� ��	������ ����� ������� ��� 	�� ��
�� ��
	�� �		��
�	����

����� ����	���� �� �� �%- ������ ��� �� ���������
��	� 	���� ���
��� ���	 	���� ����� ����
�	� ���� �
����� ����������� �
��	��� �� ����� �
��	��� ��� ��
������	�� �� 	�� ����� �� ��&
���� ��������	���+ ������ 
����� ��	� 
������ ������� �
��	��� ��� ����	������� 	�
���
����� �
	 ����� ��&
���� ����� ���� ������	��� ��
�
��	����� ����� �
�� �� �� !%,������� �����		� 	����
���	�� �� � 	����������	 ���
��	��� ���	��+ ��� 	���� 

����� ����� ������	�� ��������� ��&
����� ���� �� ��
�
	� �
��	���� ������� �%- ������� ���� ����	���� ����� ��
	�� ���	 ������ %���� ��� 	�������� ����� �������� ��
������	����� �� �
	����	� ����� ��� �� ����	��� �
���� �
**	 �
�� �� ����� ����� ��� �
����	���� �-�� �� ��+
/00J�� D�������� 	��	 �	����� ����� ���� 	�� �����	� 	�
���	����7� � ���	��
��� ��	�����	� ��� �		��
�	�� �� ���

����� �� �����	��	 ����
�� �	 ��� ������� ���
���� �����
��	��� �� 	�� �
	��	����� ���	���	���� �� ��.����	 	���
��
� **	� =
�	������� ��	������ ��� ����� 	�� ���
���
����������	� �� ��	��� �
�� �� �������
� ��� ���� ��
	���� �*	������
��� ����������	 ��� ������� ��	 ���� ��
���	����7��� ���������	� 
�	��� ���	��� �
	 ���� ��
���
��	��� �	��� ���
����� ���	��� ������� H������ �� ���
/00>+ 3
��
���	 B ���	� /001��

%� �	
�� 	�� �
��	���� �� ����� ����� ���� ��	� 	��
������ ��� 	���� ������� �
	��	 �	����� ��� �� �
�L��	��
	� � ����� �� ������������� ������ ������� ���� 	��
������� 	� 	�� �������� D�������� 	��	 	�� �	���� ��� �
����	� �����	 � **	 �� � 
���
� �	��	��� ����	� %�� 	����
�� ������ ����� ��� ���	 ���������	� ���� ���� ����
���	�� 	� ���	�� �
	 ���� ������� &
��	���� 	��	 ��� ��
����� ��� ���	�� �� 	���� /� =���	 	�� ������ �� ���
�����
�		��
�	��� ��� �� ��������� �� ����	�� ��	��� 
���� C3G9
��� 	�� ���� �����	��� ��� ������������ ���
��� �����	�
	��� ����* �;$� 	��	�� �� **	 �	
���� ��� 	��� �� �������
�
	 ��	� �
	��	 �	����� ���	��� �� ������ �� ��*�� �����
	���� ��	� 	�� ����	��� �����	 �	����� 	� �������� 	�� �
**	 ����	� ����	��� �� 	�� �
	��	 ��� 	� ����	��� 	��
	��� ��� ���� ��	� ����� 	�� ���
����� �����	 �� ���	
�������	 ����� �� ��� /000�� %�� �
	��	 �	����� ��� ��
	��	�� ��� ����	� �����	� � *��	 �� ���� ��� �������
����� 	� ��	������ �� 	�� �����	��� �� � **	 ������� ���
	� ����	��� �� �
*�	����� ��	 �������	 ���� 	�� 34!
��&
���� �� 	�� ����� ;����
� ����������� �*�����	��� ��
	�� �
	��	 �	���� ��� ����	��� ������������� ��������
�	��� �
�� �� � �����	 �� ��	���	� �� ���� ������ ! ������ ��
���� ������� ������������� 	��	� 
���� ��������� �� 	��
���	@��	����� ��	����	��� ��� ���� �� ������� �
	�
!��	��� �������� 	��	 �� ���� ���
� 	� 
�� �� �
�
������	��� �� 	�� ����	�
�	��� �� ��
��� �
	��	� ��� �
**	 �������� �� 	���� 	� ��	������ �� 	�� ���� �� &
��	���
�� �
��	������� ������	�� ��	� ���	��� ����� ���
�����
����� !� �*����� �� 	��� �������� �� ����� ������ $�
����	��� 	� 	���� 	��	� �����
��� �	
���� ��� �� �������

>/> D� E� )�����	� ��� 3�"� '����� %������� *������� ����� �� ����

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999�

%���� /� .���$�� 	
 *������� ����� 	
 ��&�	5� 
����	�

���
����� �		��
�	��� �C3G9 ��� ;$�
����	� ����	��� � **	
�	����	��� �
������ ��� ����	� ��	�� �� ��.����	 �����

��
*�	�����N�
������������� ���������	���
������������� ������ �*����	��� ��������� �� ��	�����@���	

��	����	���
�	���� �����	���� �����	�� �' ����	��� 4 ��� F ��	��

�����	�� ��	���������� ���	���� �	�+�
�����	���� 	� ���������	 ��� ��
	������ �������
��������� 	� �*	������
��� ��	��* ���	���� �� ���	 �����
�������� �� ���	 ����� ��� ��	������
����

����	���� �	
�� �� ��	����	���� ��	� �	��� ����� �� ����	�
�	���
��� �������� �� ��
��� �
	��	� � *��	 ��� � **	

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/


�
	 
���� 	�� ����� 	��������� �
�� �� ����	�
�	��� ��
�
����� ��	� �����	��� 	� ����� ���� ���
	 	�� 	����� ���
���	��� �� 	���� �*�������� ��� 	�� ������	��� ��
��	������� 	� ������7� 	�� ���	��� ��	��� 	�� ���	����� ����
��� �����	�� 	���
� ��� �������� ��� ���
���������	�	���
�*�������	� �� 	�� ���	��� �� �
����	�� 	� ��	����	 ��	�
�	��� ���	����� �� ���	 ���	�����

%�� ��������� �� 	��� ����� ����
���� 	�� �
��	���� �� �
���
� �� ����� ����� ���� ��	� 	�� ������ ����� ��������
	�� �,$# %%�� ��	� ���	��
��� �������� �� 	�� 
�� �� �
**	 �	
���� 	� ���� ��
����	� 	���� �
��	��� ��� ����	���
���� 	� �	��� ���
����� ���	��� ��&
���� ��� ���	����
��	����������

�� ����������� �� ����� ���� ����

%�� ��������� �� 	�� �,$# ����� �'����� �� ��� /00G� ���
�
�������� ����
�� �	 ��� ������� ����� 	��	 �+ �$�������
��� � %%�� �$��M���� 	��	 �� �������� �� ���	������ ����
��	��� $����� ����	����� ������� ������� 	� �� 
��&
�
����� ��	������� ���	���� �� ������ 	�� �
��	�������
���	���	 %%���

;��������� �� 	�� ��
������� �� �,$# ��	� 	�� �����
�������� ������ �� 	�� 2+ �	� ���������� ������ 	��	
�,$# �� � 89 �� ������ �� ����	������������ 34! �����	��
��	� � 	<4!��� ���� ����� �� ���
���� �� 2+ �	� �� 0 �� ��
2+ �	�������� ��&
���� �'����� �� ��� /00J��� '������7�
	��� �������� ��� ������	��	�� 	�� �������� �� �,$# ��
	�� ��L���	� �� �������� �� �+ ������� �
	 ��&
����� �����
��7��� 	� 	�� %%�� ��� �����	 ���� 	�� �����	��� �������
����	����� 1	��	� �F����� B �������� /00>+ '�����
�� ��� /00J��� %��� �� �� ���	���	 	� 	�� $��M��� %%�� ��
�,$/ ����� �� ������	 �� ��	� ������� �� ����	����� ���
��� 	�������� �������� ��&
���� ����� 	� �,$#� ! � O ;
���	��	 �� 8/�8I ����� �� ������������ ����� 	��� 	��
����	����� ������ ������� �� G#I �
����	� 	��	 �,$#
��� ��&
���� �� ����7��	�� 	������� ���� �� 
������
��
���� %�� ��	��������	� ������ ��� � ������ �	�
�	
�� 
��	� 	�� %%�� ������� ��	��� 	�� ���	����� ?/ �������
%�� ���	����� ?9 ������ ����� �� ��	 ��&
���� ��� ���

����� ������� ����� �������� �� 	�	��	�����	� �������	���
�'����� �� ��� /000��

=�
� ������� �� �,$# ������ 	� ������ 	�� �����	���
���	��+ 	���� ���� ���� �������	�� 5���
��	���6 5�	�
�	
���
$6 5�����	���6 ��� 5�	�
�	
��� $$6 �'����� �� ��� /00J1+
;������ �� ��� /001�� '������ 	��� ��������	
�� ��&
����
�������� �� 	�� ����	 �� 	�� �����	 ������ 	��	 	�� ���
����� ������ ���%� ���� �� 	�� �	�
�	
��� $ ������ �������
� �����	�� ���	��� �)����� �� ��+ /000�� ;�����	����� 	��
����
�	� �� /? ����� �� 	�� �	�
�	
��� $$ ������ ��� ���	
������� 	� 	���� �������
�� �� 	�� ���
� �� ��	�����	�
�.������	 �� ��	�����	������� 2+ �	� ��� ��� �� ����
������� 	� 	�� ������������� ���	���� ���� $��M��� 	���
	��� ��� 	� 	���� �� 	�� %%�� �� 	�� ����	 ��	�����
2�5�� �E����	 �� ��� /001��

%�� ��������� ���	���� ���
��	��� �,$# ���� �*����
���� ���� 	�� 	����������	 ���	�� ���!2 ��� 	����
����� �������� 	�� ���
��	��� ������� %�� ����
�	� ��
���� ���� ��� ���, �� 	�� �	�
�	
��� $$ ������ �� ��	
���� ���������	 ��������	� 	� ����
�	� �� �	��� %%�� ���
����	 �� �����	��	 ��� 	�� ������� �
��	��� �� 	�� �,$#
%%�� �'����� �� ��� /00J1�� %�� ������	�� ���	��� ���H ��
������� 	� ������� 	�� C��3 ������ �� ����� ��������

	�������	 ���	���� ������ �� ��� /00#+ '����� �� ��+ /00J1� 
��� �������� ����� � ���	�������
�	��� ��������
������� �� 	�� �����	��� %�� ����
�	 �� ���� ��� ����
����	� 	� P��4 � ��	�������� ���	��� 	��	 ������7�� 	��
4�����%%�� 	���
�� �	� !%,��� ��	���	� �"���	�� �� ���
/008�� ���; ������� �� 	�� �	�
�	
��� $ ������ ��
������� 	� $��� �F����� �� ��� /00>+ ���� �� ��� /00>� �
������ �� 	�� ,
�3 ������ �� 	����������� �D����� �� ��+
/008� ����� �� 	��
��	 	� ���� �� �
	�� �������� ����
�;���� B D�������� /001�� -��	 �� 	�� ����
�	� �� 	��
�	�
�	
��� $ ��� $$ ������� 	���	��� ��	� ���� ���	����
������� �� 	�� �����	��� ������ �������� ���� �
�����	�� 	��	 ����� 	�� ����� ��� �
	�� ��������� �� 	��
���	����� �����

%�� ��
�	� �����	��� ������ ������� ���	���� �������
�� �
	�	��� �����	�� ���	���� ��� 	���� ��	��������
����������� %�� 	��� $$$ �����	��� ������	
� �����	��
��.����	 ������� �� ���	����� %�� 	��������� ����� ��
������ �� P��2M3 �� 4����� �4��	 B ;������� /000�
��� $��2M; �� ������� �2������ �� ��+ /000� ����� � ����
�� 	�� �
�����	�� �������� 	���
�� ����� �
�	���
���	���� ��� 	��������	�� ��	� 	�� 	����	 ����� $� 	�� ����
�� �,$# 	��� �������� �������� ���; ����� �� #8I ����
	���� ��� 81I ������� 	� E��3 �� E,E; ��� P��2 ���
��� 	���� ������	�� ����������� ����������������
������� �'����� �� ��� /001�� ������ �� ���� �����	���
���	��� � ���	��� �
�� �� E��! �� E,E; ����� � ����
��	���� 	�� ���	���
� ��� 	����	 ���� �E��� �� ��+ /001+
D�
		�� �� ��+ /001� ��� ��
�� ��	 �� � ������� ��� 	��
�������� �� ���	���� ��	� 	�� ���	 ���� �=������ �� ��+
/001�� ���2 �� �,$# �� #GI ����	���� ��� 8JI �������
	� E��! ��� �	� �,$#��������	 �����	��� ��	� 	��
���	����� ���� �
����� ��� �����	�� ���� ������	��	��
�2�
7�� �� ��� /000� ������ �	 � ������ �������	� ��� 	���
����� !�	��
�� 	�� �
��	���� �� ������� �� 	�� �	�
�	
���
��������	� �� %%�� ��� ��������� �� � ���� �����	� ��
���	���� 	���� �� 	�� �.��	�� �����
��� ��� &
�	�
��.����	� =�� �*����� 	�� 4����� �.��	��� �PF,�� ����
� ��	�	�*�� �
��	��� ������� 	�� �.��	��� �� �,$/ ���
�������� �� ���	������ ���� �������� �'
��� /001�� %��
���	���	��� ��	���� �.��	�� ��� 	��������	�� ��� 
������� �� ����	����� ��� �*����� $��; �� ������� �� �
��������	 �� 	�� ���� ������ �� 	�� ���	���
� �� 	��
���	 ���� �������� �2������ �� ��� /000� �
	 �� ����
�������� �� ��	���	��� ��	������ ��	�� ��������7�	���
�%��� H�� 4���
 /000�� %�� ��&
���� �� �,$# ���� ��	
������ ��� �������	� �.��	��� �
�� �� ������� �� ����
���	����� '������ � ���� �� 	�� �	�
�	
��� $ ������ 
��� ������� � ���	��� 	��	 �� 	��������	�� �� �,$# ��	�
���	 ����� ����� �	 ������� 	� ��	������ ��	� ���
����
�
���� ����	� �)����� �� ��+ /000�� "�	� 	�� �*���	��� ��
���; �� �	��� �.��	�� ���	���� �� �,$# ���� ���� ����
	����� $	 �� �������� 	��	 �� �� 	�� ���� ��� $��M��� 
�
�	��� �.��	�� ���	���� ��� �� ������� �
	���� 	��
��	��������	� �������

;�������� ���	���� �� 	�� %%�� ���� ��� �	�����7�
�����	�� ���	���� �� 	�� ���	����� ��	������� %��� ���
����� 
�
���� ��	� �� ������ �$ ��� ��� ��	�� �������

��	���� �� 	�� ���� �������� 	���� 	����	� %�� ������	��
���	���� �� �,$# ��� ������� 	� ���������� �� �	���
%%��� ���! ����� �� #>I ����	���� 	� C��' �� 4�����
����� ��� ���2 ����� �� #?I ����	���� 	� $��$ �� �������
�'����� �� ��� /001��

%������� *������� ����� �� ���� D� E�)�����	� ��� 3�"� '����� >/J

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999�

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/


�� ��	������ �� ��� ����������

������� ����������	�� ���	��� �.��	 �,$# ���� �*����
���� � *��	� -������
� ��� �������	� �	����	��� �����
	� 	��������	����� ��	���	��� �� � ��� �
���� 	� ���. 	�� ���	
���� �� 	�� �����	��� ������ �3������ �� ��� /000��
'������ 	�� �.��	 �� ��������	 �� ����	� ����� ��	�
��*���� ��	���	� ���
����� ������� ��
�� ��	�� 	���� ����
��� �������� $	 �� 	�������� ������ 	��	 �������	� ���
�������
� �	����	��� ��� ��	 	�� �*�������� �	��
�� ��� ��
��� 	��	 �	��� ���	��� ������	 �	 �	�	������ ����� ���
��&
���� ��� �,$# ���� �*���������

E*�������� �� ����� ��	��� 	�� %%�� �� ��������	

��� 	�� 	����������	 ���
��	��� ���	�� ���!2� %���
�����	��� �� �� ���.����� �
���� ��� ���
��� #G9@?99 	����
�� �� ���.� �� ���%� �
	��	 �������
�� ���� ���	����
���� ����� �� ������� ����� �3������ �� ��� /000�� %��
���������� �� �,$# 	��������	��� 
��� ���.% �*��������
��� ���� �������� ��	��� ���	 �����+ 	��������	��� �� ��
�������
� �
���� ����	���� �� �	� 899���� ��	������
���
���
�	��� ��� ��	 ���
��� ��	��� ����������� �� �	�����
�������� ���. ����
�	���� �H������� B =����� /00J��
E*�������� �� ���. �� ���
��� ����	���� ��	��� ���������
����� ���� ��	�� ��	�� ��� ������� � ��*��
� ��	�� # ��
!�	��
�� ���.% �� ���� 	� ���
�� �	� ��� �*�������� �	 ��
���� �.��	�� �� �	��� 
�����	���� ���
��	��� ����
�� ��
���.���
� �
���� ��� ���
��� ��
����� �� �� ���.� ����
���
��� %���	���	 �� ����������� ��	� 	�� ���
����
���	�� !%,��� ������	�� ���������� ! ���
�	�� �� 	�� 	�
	�������� ���
��� ���
�	��� �� ���.% �*��������� !� ������
���
���� �' �� 	�������� ��&
���� ��� ��	���� �,$# ����
�*�������� �� ���	 ����� �;������ �� ��� /001��

!�	��
�� ���� ��� ����	���� �� � ������������	���	��
���� �
�	��� �*�������	� ������ 	��	 �*�������� �� 	��
�
� �����	�� ��� ���
��� �� � �����	� �� ���� 	����� %�� �
**	 ��������� �� 	���� � *��	 �	
���� ��� ���� ��������
�� ������	��	��� �� �,$# ���� 	��������	��� �� ��
��
��������	�� ��� ����	���	�� 	���� ���� ���	����
��	���
�;������ �� ��+ /001��

�� �	�
������ �������� �� ��� ����� ����

�,$# %%�� �
	��	 �	����� ��� �		��
�	�� �� �������
������ �� �����	
�� ���� �������	���� ������ ��	������	�
������ �� ��	������
��� 	� $	�� �� $	�< ���� ����� �� ���
/00> /000�� %��� ����� �,$# �
	��	� ����� 	�� ���	
�		��
�	�� 	��	 ���� ���� ��������� �� �+ �$�������� %��
�		��
�	��� �� �,$# �
	��	� ��	�� ��	������	����� ����
��
	��� ������	�� 	��	 	�� ���� �� 	�� �����	��� ���	�� �� �	 �
�	��� �� ��	��������� �
���&
��	 	� ���	������ ���� ��	���
%��� �� �� ���	���	 	� �,$/ �
	��	� ����� ��� �����	��� ��
�������� �� 	�� �
	 ���	����
� ��� ��� 	�
� ���� �		��
�	��
��	�� ���� ����
��	���� !�	�� ���� �����	��� �,$# �
	��	
�	����� ����� 	�� ,����6� ��	���� �
	 �� ��	 ������	 	����
��� �����	 ����� 	�� �����	���� ����� ����� ������ ��
����� �� ���������	 �
����� �;������ �� ��� /001�� %�� ��	���
	��	 �,$# �� �����	��	 ��� 	�� ��	���������	 �� ����	�
����� �� ���	���� �����	��� �� �
����	�� �� 	�� �����	 ����
�� %����� �� ��� �/000� ��� ��
�� 	��	 ������� �,$/
�
	��	� ��� 
����� 	� ��
�� ������� �� 	�� ���� ���������
����� �,$# �
	��	� ��� ��	 ���������	�� �		��
�	���

!�	��
�� �,$# �
	��	 �	����� ���� �� �����
�
������������� �����	� ��� ���� ������� ����	� ��	�� 	�

����	��� �	����� �� ������� ��� ���� ����� ���� ����
������� ������	����� ��� ��	�������� 	��	 	��� ���� 	� ���

�
��	� �� � �����	� �� ���	 ����� ����
���� <!" ��� QJJ8
����������� �;������ �� ��� /001+ '����� �� ��� /001+
F����� �� ��� /00>+ )����� �� ��� /000� �����	�� ����	�����
����������� �'����� �� ��� /001� ��� '��# ��� '�C�
���	������ ����� �;������ �� ��� /001�� �,$# �
	��	� ���
��������� �� ����� �
����� 	��� ����	��� ���� 	��
�����	���� ����� ����� ����� ��� ������ �
���� ���	����
�����	��� �;������ �� ��� /001+ ���� �� ��� /000�� '������ 
����� 	�� ������� ��	�� �� �+ �$������� �������	��� � **	
��� ������� ����������� ��� ����� D
�.�� ����� �<���	��
3������� �� ��� /00J� 	���� ��� ���	 �������� 	�� ����� ��
����� 	�� �,$# �����	��� ���	�� �����	�� �	� �.��	 � **	�
�� **	 	�����
��� �*�������	� �� 2!C2M� ���� ������ ��
�����*���	� 	������ �������� �� 	�� �
����� �� �,$#
�
	��	� ��	���� 8 ��� #8 � ��������� ��	������	�����
����
��	���� %�� ���	����� ���� 	��� ������� ����	�����
�	�	�� ��� ������� ���� ������ ����� �������� %��� ����
�� ��
�
	��	 �	����� 	� ���
�
��	� �
�	��� ��
�� �� 	�� ���
�	 ��
��	��� � ���
��� �����	� �� 	�� ���	���� 	� �������	� �� ��
��������� �
����	�����	� 	� 	�� ���	�������� �������� �� 	��
���	 �� ��	�� $	 �� �������� 	� ���	���
��� ��	���� 	����
	�� ���������	��� � **	 �� ����
���� 	�� ���
	��� �� �
	������	
�������	��� ������� ��'��8##� ��	��� 	��
���	����� ���
��	��� �
���� �����	��� �2��L���� �� ���
/009+ �
��� B 3���� /00?�� %��� ������� �����	 �������	�
�	 ?J �; ��� ������� ���
	�� �� 	�� ���
��	��� �� 	��
���	���� ������� %�� 	�	�� �
���� �� ���	���� ��� 	��
������	��� �� 	���� �������� 	�� ������� ��� ��
�	�� ��
���	��� 	�� ����
�
� ��� ������ ��������	�� ����
�����	�� ���� ��	� 	�� ���������	� ��	����	���� $� 	��
��.������ ��	���� 	�� 	�	�� �
����� �� ����	��� ���
�
	��	 �	����� �� �
� 	� �� ��������� �
����	�����	� �� 	��
�
	��	� 	� ������� 	�� �
���� �� �
	��	 ����� ��������
	�� ������� ���� �� ����� 	��� 	�� �
���� �� �������
�������� ����	��� ������ $� ������� 	���� �� �� ������
���	 ��.������ �� �����	���	� 	� ������� �
	 	�� �
	��	� ���

����� 	� �������	� �(����	�� 	�� �
����� �� ���� �	����
�������� 	�� ������� ���
�� �� �����*���	��� �&
��
���
�� #�� !�	�� � /> � �����	��� �� ����	��� ��� �,$#
�
	��	 �	����� �� ���� 	�� �
����� �� ���� �	����
�������� 	�� ����������	��� ������� ���� �����*���	���
�&
�� �� ������ ��������	�� ��	��
�� 	���� ���� �� 	�	��
	������ ���� ����	��� 	��� �
	��	 ����� ����� �� ���
/000�� %��� ������	�� 	��	 �,$# ������� ����	� �� 	��
���	����� ���
��	��� ��	��� 	��� ���������� �����	���� 	�
���	 ������� ����������� $	 ���� ������ 	��	 �� /> � ����
	��� ����� �� 	�� ����
�
� ��� 
�������� ��� �� ��*
��������� ������� 	�� �,$# �
	��	 ����� ��� 
��������
�����*���	��� ���� �� ���� ���������� <����	 ����
�
����	� 	��	 	�� ����
�� �� �
	��	� 	� ���
�
��	� ��	�����
�
����� �� ������	�� ��	� �� �������	� 	� ������ 	��(�����
�� 	�� �+ �$������� ��������� �)����� �� ��+ /000��

! ������	����	�� �� �+ �$������� ����	� �� ���	 ����� ��
�	� �����	� 	� �������	� �� � ��������7�� ��������� 	��
����	��������	������ ���
��� ��;H� ����� ������ ��	��
��	��� ��	� ��������� ������	���	�� �,$# ��
�� �����	�
��� 	��������	� ���	��� ��	� 	�� ��	���� 	� ��	�� 	�� 	���
������ ��	����� �� 	�� ���	 ���� ���
�� ?�� )����� �� ���
�/000� ��
�� 	��	 	�� �,$#������� ���	��� ���; ��
�����	�� ��	� 	�� ��	���� �� QJJ8 ����������� /@> � ��	��
���	����� 
�	��� �
	 ���� �� �	����� �� �+ �$������� ��	�

>/1 D� E� )�����	� ��� 3�"� '����� %������� *������� ����� �� ����

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999�

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/


� �
��	����� �,$# �����	��� ���	��� $����	��� ��	� ����
	��� �+ �$������� ���
��� 	�� ������� ��	� �� ���������@
�������� �
���� ��	��� 	�� ���� �� ������	��	�� ��
��������7�	��� �� ������ ���
� ���
��� �2�!����� ��	�
��������� �������� ��� �
	��	� �� ��	 ���� 	��� ������
	����	�� ��� 	��(����� �� 2�!���� �� �����������
�����	�� ��	� 	���� �	����� �� ������� 	� 	��	 �� 
������	��
QJJ8 ������

$� 	�� �
��	��� �� �,$# �� 	� ���	���	 ��	����	����
��	���� 	�� �;H ��� 	�*�� ��������� ������	���	� ��
����	 �*���	 	� ��� ��������� ������� �� �,$# �
	��	�
�������� ��	� ����	��� ����� � **	� '������ 	��
�*�������	� ��	� 	�� ����������	��� ������� � **	
��������� ����� ���� 	��	 	���� �� ��		�� ��.������ �� 	��
������ �� ������� �
�	����� �� 	�� 	�� �	����� ��� 	��	 	��
�����	 �� �,$# �
	��	� �� ����	�� 	� 	���� �������	� 	�
������ �	 � ������ ��	�� ,������ ���; �� 	��������
�������� �� ��	����� �;H 	��(����� ����� ������� ��	��
����
��� �+ �$������� 	� ��	��� �
	����	� �� �	��� ���	���
��������� ��� ����	� ��� �������	��� ������ 	�� ���
��� 
��	��� 	��� �������� ������� �� ��������� ��7���� ��
�	��� ���	 ���� �����������

�� ��	������ �� ��
������

%�� �;H 
�������� ��������	��� 	� �' 8�9@G�9 ��	���
/� ��	�� ���	����� 
�	��� �<�	���� �� ��+ /00>�� 2�
7��
�� ��� �/000� �����	���	�� ���	��� �����	��� �� � �,$#

���	��� � *��	 ��
�� �� ���
��� �� ����	� �� �����
���
��	��� 	�� �����	���� ��	��� 	�� ���
���� %��
�����	�� ���	��� �	
���� ���2 �� ������� 	� E��! ��
E,E; ����� �� � ��������	 �� � ������	�
� �
�����
��������� ������� � ���	��	 ��	���� 	�� ���	���
� ���
	�� �
�����	�� ���� �E��� �� ��+ /001+ D�
		�� �� ��+ /001��
���2 �� �����	�� ��	� 	�� �
����� �� 	�� ���� ���� ����� �	
��� �� ������� �� �*	���	��� ��	� ����������� ����	�
	��	 ����� �������� �� ���	���� ������ �������	�� ��	� 	��
���	����� ���� �
����� �
	 �� ��	 ������ ����� ��������
���	����� %��� �����	��� ��� ����� 	� �� ��������	 �� �
�
��	����� %%�� ��� ���
���� ���� �	 �' 8�G@G�9 ��	��
����	� 	� �	�	������ ����� �� ������� ������ %�� ���
�
	��� �� �����	��� ��� ����������	 �� �*�������� �� 	����
��� �� ��.������ �� ��	������
��� ������ �� ���2 �	 �' G�9
��� J�G ��� ���2 ��� ��	 �����	�� �	 �' J�G ����
�*������� ���� � ����	�	
	��� �����	�� �2�
7�� �� ��+
/000�� $� 4������ ���
��	��� �� �����	��� �������� 	��
���	��� P��4 ����� ������� 	� ��	 �� � ��
� �������� 	��
�����	��� ���� 
�	�� �	 �� �	���� �����	��� �,$# ���� ��	
���	��� � �������
� �� $	�� �
	 ���� �
�	��� ���	���
��������� �
�	 �*��	 ����
�� ���2 �� �*������� �
	 ��	
�����	�� �� ������� ����� �	 ��
	��� �' ��� �� �����	��
����	�� ��	�� � ����	 	� ������ ����� ������	��� 	��	 	��
�����	�� �� �������� ��������� ������ 	�� �' ����	�

C�		�� �� ����� ���
	 	�� ���
��	��� ��� 	����� ��
�����	��� �� �,$# � **	� '������ ���; ��� ��	��	��
������ �����	�� ����������� ��	��� /� �� ��	�� �)����� ��
��+ /000�� %��� �� ��(�
�	 	� ��������� ��	� 	�� ������� ��
;������ �� ��� �/001� ��� ������ 	��	 �*�������� �� 	��
�,$# ���
��	��� ��� �����	��� ������	
� ����� ���� ��	
�������� ����	�� 
�	�� # � ���	
�	��� ��� ������� �
��*��
� ��	�� > �� !�	��
�� ���2 �� �������	���
�����	�� ��	� 	�� ���� �
����� ��	�� ��������	��� �� 	��
�
�	
�� ����� 	��� �� ����
����� �����	����� �� 	��
�������� �� � ��������� �����	��� ������	
�� E*��������
�� �,$# ����� � *��	 ��&
���� ��� �������
� ��� ����
���	� ��� ���
�� �� ����� ��	�� 	�� �	�	������ ����� ��
����	�� '������ �	 �� ��	 ����� �	 ���	 �	��� �� � **	
�����	��� 	�� �����	��� ������	
� �� ���������� =
�	���
���� �� 	�������� ������ 	� ��	������ 	�� ����	��� ��
�,$# �����	��� ��	��� ���	 ����� � **	�

 � ������������� !��"��� ���	���
� ��
����

�� ����

$� � ��*�� �����	��� �� 2!C2M� ���� 	�� �����	� �� 	��
�+ �$������� �	����� 	� ������7� 	�� ������ �������� �
����
�� �� 	���� ����	��� ���
������ %�� ;$ ������ �� 	��
�
	�
	 ��	�� �� �
	��	 	� ����	��� ���	���� ������� ��
	�� ���
	 ��	�� �� �
	��	 	� ����	��� ���	���� �� � &
��
	�	�	��� ���
� ��� 	�� ������ �� �		��
�	��� �� � �
	��	
�	���� ��	� 	�� ;$ �� � ����	��� �	���� ����
� � �
���
���
���	 ������	��� ����� �����*���	��� /�9�

! �
�	��� ����������	 �� 	��� ��	��� �� �
� ������	���
�� �	� 
�� 	� ���	���
��� ���	��� 	�� ����� ���� 	�� ����
����������� �
��	��� � **	� %��� �� �������� �� ����	��� �
��
��� �
	��	 �	���� ����� �� �������� �� � ��*��
����
�
� ��	� � �	���� �������� ���� ��� �� 	�� �
	�	�����
%�� �		��
�	��� ��
��� �� 	�� �
	�	��� ������	 �� ��	�
�	����� ���� �� �&
������	 �� 	�� ;$ ����
��	�� ���� 	���
�*�������	 ���� ��:��	 	�� �.��	 �� 	�� ������ �
	�	��� ��
	�� ������� �� 	�� ���	 ����� $� 	�� �
��	���� �� 	�� 	��

%������� *������� ����� �� ���� D� E�)�����	� ��� 3�"� '����� >/0

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999�

carriage
rate

2/8

1/4

2/4

(c)

(b)

(a)

=��
�� #� )�� �� � 	������	
�������	��� ����������	���
������� 	� ����
�� ����	��� ����	� ��� ������� ��	�� ��
�+ �$������� �� 	�� ��
��� ��� %�� ���
	��� �� 	�� ������� ��
	�� ����	��� ���
��	��� �� ������	����� 	� 	�� �
���� ��
��
��� �� ���	����� ���� ��������� �1� $� � �
	��	 �	���� ���
��������� �����	���	� 	� ���	 ������� ���������� 	���� ���� ��
����� ���	����� �
����� ��� ����� ��������������� �����
	��� ��� 	�� ����	��� �	����� ��� $� � �
	��	 �	���� ��� �
��������� �����	� 	� ������ �������� �� 	�� ���	 	���� ���� ��
����� ���	����� �
����� �
	 	�� ���� �
���� �� �������
�������� �
	��	 ����� �� �� 	�� ����	��� �	����� !���	�� ����
�
��� B 3���� �/00?��

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/


����� ��� 	�	���� ����������	 	�� ;$ ���� �� �&
�� 	� 	��
;$ �� � �	���� �������� ���� 	�� ������ �
	�	��� ����
�
	�� ����	��� �	���� ��� 	�� ;$ �� 	�� ��
��� �
	��	
������	 	�� ����	��� �	���� ���
�� ��:��	 	�� �.��	� ��
	�� 	�� �
	�	���� �� �� ����	��� ������� $� 	�� 	��
����� ��� �������� �� 	�� ���� ����������� �
��	��� ��
����	����� �		��
�	��� ���
�� �� ��������� �� � ������
�
	��	 �	���� �� 	�� ��&
���	��� �� 	�� ������ �
	�	��� 
��� 	�� ������	�� ;$ �� 	�� ��
��� �
	��	 ����
� 	��
������ ���� �� �����*���	��� /�9� $� � ��	
�	��� ����� 	��
�
��	���� �� 	�� 	�� ����� ���	����� ������� 	�� ;$ ���
�� ��	�������	�� '������ ����
�� 	�� �
��	��� �� ���
���
����� ���� ��� �� ��������	 �� 	�� �
��	��� ��
���	��� ������������� 
�����	�� ���� �	 �� ��(�
�	 	�
��	�����	 � �����	��� 	��	 �� ��	 ������	��� ����	���� %��
���� �� �
�	��� �		��
�	��� �� 	�� �������� �� � ������
�
	�	��� ��� ��	 ����������� ���� 	��	 	�� �
��	���� ��
	�� ����� ��� �����	�� ����	�� �
	 ������ 	��	 	��
�		��
�	��� ��
��� �� ��� �
	�	��� ������	� 	�� �����	���
������� �������� 	�� �	��� ���� 	�� ������ ���� ��	��
-����
��	��� �� 	�� ������ ����� ��� ������� 	��
����
�
� ���� �� ��
	� �� �����	��� ��� �*������ ���
����� 	�� �.��	� �� 	�� ������ �
	�	��� 	� �� ��������� $�
��	���
�	��� �� � ������ �
	�	��� ��������� �		��
�	���
�� � ������	��� ����	��� ������� �	 ��� �� �����
��� 	��	
	�� ����� �� &
��	��� ��� ��	 ����	�� � **	�

$	 ��� ���� �
����	�� 	��	 	�� ��* ����� ������� �� 	��
�+ �$������� ���
����� ������� ��� �� ����	�� 	� �,$#
����
�� �� 	�� �	������ ��������	��� �� 	���� �
	��	 �����
	���� ����� �� ��� /000�� �,$# ��� ��* �
	��	 �	����� ����
� ������� ����� �� �		��
�	��� �� 	�� ��
�� ����� �����	
�� 	�������������	�� � **	 �� 	�� �������� �� ���
���	
�	������ 2�	� ��	� �� ����� ��� 	���������� ��	��� ���	
����� ��� �
	��	� ��� �����	��� ��� ��	������
��� �
������ 
	�� �����	 ����� ����	�� 	� ���	����� ����	� ��	� ��	 ��
��������� �
����	�����	� 	� �������� '������ 	�� �����	� ��
�� ���3� ��*.� �	���� 	� ������7� 	�� ������ �� �����	�
	��� ��	� �� ���3� �	���� ��� ��	 �	�	��	������ ��.����	
���� 	�� �����	� �� �� ��*.� �	���� 	� ������7� 	�� ������
�� �����	�	��� ��	� � ����	��� �	���� �	���� #� ����� ��
��� /000�� %�� �		��
�	��� ��������� �� 	���� 	�� �
	�
	���� �� 	�������� ��	����� ����	��� ������	��� 	��	 	���
���	 �������� ���� ������	��� ����������	 �
��	�����

-��� �����	� �� ��	��������� ��� �
������ �� 	�� ���	
�����	 �� ���
��	�� �� � 	��	 	
�� �� ���� �
�	
�� ����� 
��� ��	������ ���	��� 	��	 �� ��	 �*��	 �� � ��	
��� �����
	��� ��� ��������	� 	�� ��	�����	�	��� �� � *��	 ���
�	��
!� � ���
�	 �� 	���� ����	�	���� � �
	��	 �����	���
�������� �� �� � *��	 ����� ���� ��	 ����������� ����
	��	 	��� �� �������	 � **	� "���� ��.����	 � *��	 	�����
&
�� ���� ����
��� ���:��	��� ���
�	� �	 �� ����������
�����	��	 	� 	�� 	� ��	��� � **	 �������� 	� ������� 	��

>#9 D� E� )�����	� ��� 3�"� '����� %������� *������� ����� �� ����

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999�

vacuole

(b)(a)

(a)

(b)

H+

(c)

host cell cytoplasm

secreton
SseB translocon

(SseC)

effectors
(SpiC)

=��
�� ?� ��� ,
	�	��� 	��(����� �� �+ �$������� ��	��� 	�� ����������� !�	�� ��	�� 	�� �;H 
�������� ��������	���
�<�	���� �� ��+ /00>�� ��� ,��������� ���	������ ���	������ ���	���� ��	����	 ��	� ��������� ������	���	� ��� ��� 
�	���	���
�������� �<�	���� �� ��+ /00J�� ��� �;H� ���	������ �,$# �
	��	 �	����� ��	����	 ��	� ��������� ������	���	� �)����� �� ���
/000�� �� **	 ��	� �
����	 	��	 	��� ���� ��	 ���
�	 �� �� ��������� ��	� �� ������� �
	 	�� ���	���� ��� 
����� 	� �������	� 	� 	��
������ �� ����	��� ����� ����� �� ��+ /000�� ��� ! ������	��� �� ����	��� �+ �$������� �;H� �� ��	 ��	����	 ��	� ���������
������	���	� �<�	���� �� ��+ /00J�� %��� ���� � ��������7�� ���
��� �� ����� ���	����� �������	��� ���
��� �1� ,
	�	���
�	�
�	
�� �� 	�� �,$# %%��� ! ���� ��	���� 	�� ���	���
� ��� ���	 ���
���� �������� �� ������ �� ���2� ���; ����� � ���� ��
	�� ���
���� �������� ��� 	��������	��� �� �.��	��� ����
���� ���; �)����� �� ��� /000� ��	� 	�� ���	 ���� ��	�������

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/


��	
�	���� ! ���� �� ����	 �� 	�� ���	���
	��� �� 	�� ����
������ ���
��	�� ,��,R 	� ���
��	��� �� �,$# ����
�*��������� !� ����66�
� �
���� ��� ��	 ��&
��� � �
��
	����� ��	, ���� ��� ��	������������ ���
�	��� �H�������
B =����� /00J�� =
�	������� ;������ �� ��+ �/001� ��
��
	��	 ��	������������ �,$# ���� �*�������� ��� ���
���
�� ���������� ������� ,��,R��������	 �*�������� ��
��	 �.��	�� �� 	��� ��
� �<�	���� /00>� ��� �	 ���
�����
��� ���� 	��� 	��	 �,$# �*�������� �� ����������	
�� ,��,R� '������ 3������ �� ��� �/000� �����	�� 	��	
������ �� � *��	 ���! �*�������� ���� ����	�� ���
��� �� �
��	,� �	����� $� �
� ������	��� � **	 �����	�	���
�*�������	� ��������� � ��	,7 �
	��	 ��� � ��	,7  
�,$# ��
��� �
	��	 ���� ������ 	� ������� ��� ��������
	��	 	���� 	�� ���	��� ��	����	 �� 	�� ���	 ����
�� 	�� ;$
�� 	��� �������	��� ��� ������� 	� 	��	 �� � �,$# �
	��	
������	 	�� ����	��� �	���� ��� 	�� ;$ �� 	�� ��
���
�
	��	 ������	 	�� ����	��� �	���� ��:��	�� � ������	���
����	��� �.��	 �� �		��
�	��� �� 	�� 	�� �
	�	����
�;� 2�
7�� 
��
������� ��	���

�#� 
��
�	��� �����$�

! �����	� �� ����	�� ���������� ��� ��� ��������� 	�
�	
�� 	�� �������
� �� ���	����� ��	������ � **	� �%-
������ � �
	�	�������� ������ ��� ����� 	��	 ���	���
	�
	� ��	��������� ����� ��� ���� ������� �
������
��� 	� �
�����	� �� ��	������ ����
���� �+ �$�������� "���� 	��
�
��	���� �� ����� ����	���� �� 	��� ��� �	��� ����������
��� ��	 ����� ���� �������� �� 	���� �
����	��� ��&
���� 
�
�	��� �������� �� 	�� �
	��	 �	����� � *��	 ��� 	�� 
��
�� 	�� ;$ 	��	 ��� ������� �������	��� �	
���� ���
������� �����	��	 �������	��� ���
	 	�� �
��	���� ���
��	����	���� �� 	���� ����� � **	� $	 �� ���	� ��	��� 	��	 
�� 	�� ���� �� �+ �$������� �,$# %%�� 	�� ���
�	� ��
���� � *��	 �	
���� ��� ��	 �� ������ ��	� 	�� �����	����
�� �
	��	 �	����� � **	 ��� ���
�� 	�������� �� ��	��
���	�� ��	� ��
	��� 
�	�� ���� ������	���	�� ��	���� ���
��������� 	� �	
�� ���� �
��	��� � **	�

"��� �� 	�� ������	��� �� 3�"�'� ��� �
����	�� �� 	�� )D
-������ <������� ;�
����� "� 	���� ;� 2�
7�� �� ������ ���
;� %��� ��� ���	���� ��������

�������
��

2��L���� Q� "� '� '��� ,� <����	� �� Q� B 2����� 3� E� /009
%�� ������� �.��	 �� 	�� �$ ���
� �� �� 	�� ��	� �� ����	� ��
����	����� �$������� 	��	 ��� ����	����� ���	��	�� ����
�������� 8+ �����	�� � ?/8?@?/G/�

2�
7�� ;� <� 2���� �� 3������ Q� '����� -� B '����� 
3� "� /000 �'��������	 �����	��� �� ���2 � ����
�	 �� 	��
�,$# 	��� $$$ �����	��� ���	�� �� ����	����� �$�������� �	�+
���	1	�� 

 19>@1/>�

2������ !� ��
��� ,� C��&
�	 E� 4���
�� D� ;����
* H� 
,����	 ;� B �������		� ,� /000 %�� 	�����	�	� 	��� $$$
�����	�� �� ������� 9�:��� �����	� $��2 ��� $��; ��	� ���	
���������� 8+ ���� %	�� �� >1?@>0?�

2��� =� C���� ;� Q� %����� <� -� �������� E� '�.��� =�
B D
�	��� Q� �� /001 !	 ����	 ��
� ������	 �� 	�� ����	�����
�$������� ������ �� ��&
���� ��� ��	�� �����	��� �� �����
��
���+ �����+ ��� ??J#@??JJ�

2���� Q� �� B '����� 3� "� /001 $����	����� �
	�������� ��
��	������� �
���� ����+ ���+ ���	1	�+ � ?09@?08�

;����� �� C� B -�������� Q� Q� /001 )�� �� �����	
��	�����
	��������� �
	�������� 	� ����	���31�	 ��	����� ����� ���	����
��� ������7�	���� �	�+ ���	1	�� �� J0J@19>�

;������ 3� -� H������� <� '� -����� 3� -� B =����� ��
/001 -�����������������	 ���
�	��� �� 	�� ����	�����
��	��������	� ������ # 	��� $$$ �����	��� ���	�� ��� �	� ���� ��
��	������
��� �
������� �	�+ ���	1	�+ 
� /JG@/11�

;������ 2� ,� ����� 4� B =����� �� /000 !� ������� �� 	��
����	 ��	����� ������ ���1���� �����	��� ��������� 	�
�
��� ���	������ ������ ������ ��� GJ1@G1#�

;�
�	�� �� 4� ������ "� <� 4� E� P� "� C�������� -� '� 
<�	���� '� 3� "��	�����"����� �� '
������ "� F� 
=����� D� <� 2���� !� �� B �	���� ;� D� /001 �����$�	�	����
������ ����	�� ���� �����	��� ����	� ��� �
������ �� �
�	����
�����	��� ����������	�� �	�+ ���	1	�+ 
� ?0?@898�

;���� !� -� B D�������� H� /001 ����	����� $��� ����� �
�������� �
�	���� 	��	 ��&
���� 	�� $��' �������	��� ���
�
	�� �������� ������7�	���� �	�+ ���	1	�� �
 1>/@1>J�

3����� !� Q� B -����� H� C� /000 $���	����	��� �� 4�����
�����	�	���� ����� �.��	��� �
������ �� �� ������ ���	 
����
�����	
��	����� 	��������� �
	��������� �	�+ ���	1	�� 
� 
G/@>#�

3������ Q� 4����
� %� E������ �� B '����� -� /000
E���������	�� ���
��	��� �� ����	����� ��	��������	� ������ #
���� �*��������� �	�+ ���	1	�� 
� /JG0@/JJ?�

�� C����7� H� B %����� D� 4� /008 !������� ��� ����	�
�
	��� �� �	���� �����	���� �� ��������	��� ���	���� ��	�
%�G ��� %�/9������� ����	����������� ����+ 2�;$�	�� �
� 
?1>@89G�

3
��
���	 F� B ���	� $� /001 $�	������������ �� �������
	����� ���� ���
��	��� �*���	����	���� �������� ��� ������7��
�����	�����-����� ���	1	�� � ?G8@?G1�

E��� =� ,��7���� %� <���� -� D����� !� )� D����� �� 
3����� ;� �
7��S � ;� !� B ;��������	� %� /001 $��	���
������� �� ����� 	�*������
���� 2�������� �	� 	� ���	 �����
��� �
���&
��	 ���
�	��� �� ��	�� ������������	� ������ ��
������	�
� E��!���	������ �
����� ����������� �	�+
���	1	�� 
� /8J@/>/�

E����	��� ,� '� E����	��� -� !� ;� '��� =� B =����� �� /000
3�������� �� ���
����� ����� �� ���	����� �����	���� �� 
����
�����	
��	����� �
	�������� �� � �
���� ��� ���
�����
������ ,�	�+ ���� .���+ ��+  �. �� 1/09@1/0G�

E����	 �� Q� "��������	 C� !� -�3����� %� D� Q����� D� �� 
3��� P� C�� C�;� -�4����� 2� ,� 3��������� -� �� B
D���� Q� 2� /001 %�� ������	� ��&
���� �� 	�� ���
� ��

%������� *������� ����� �� ���� D� E�)�����	� ��� 3�"� '����� >#/

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999�

%���� #� �� *����� 
	� �:�� �
���	�� 	
 �� 	�����
��
�
������ � ���

�-��� ���� ����
��	�� ��	������	������� ��	� �����*���	���
/9G ������������� 
��	� �;=)� �� � ��*�� ����
�
�� -�
��
������� ���� ������	�� ��	�� 81 � ��� ��
����	��� �� ���	�����
;=)� %�� �	����� 
��� ���� ��.����	��	�� �� 	�� ����� ��
��	����	�� �����	���	�� %�� ;$ ��� ����
��	�� �� 	�� �
	�
	
��	�� �� �	���� # 	� �	���� / ������� �� 	�� ���
	 ��	�� �� �	����
# 	� �	���� /� !���	�� ���� ���� �� ��+ �/000���

�	���� / �	���� # ;$

/#9#? ���3� 9�9G1
���3� ���3� /�/8
���3� ���3� ����� /�#1�

/#9#? ����� 9�99G
���3� ���3� ����� 9�991�

/#9#? ��*.� 9�9>1
���3� ���3� ��*.� 9�9G#�

�4�	 ���������	�� ��.����	 ���9�G� ���� 	�� ;$ ��	����� ��� 	��
��*�� �����	��� ���3� ����
� ���3��
����������	�� ��.����	 ���9�9G� ���� 	�� ;$ ��	����� ��� 	��
��*�� �����	��� ���3� ����
� ���3��

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/


��	�����	� �.������	 �CEE� ���� ��	�����	�������
2�������� �	� E#?81M>0+ �	�+ ���	1	�� �� /@8�

=������ �� ,������� !� 3� <��������� $� 3�
��� �� D���� 
Q� 2� B D�
		�� �� /001 E�	�����	������� ��� ��	������
��������� 2�������� �	�� ���� �
�������� ������	�� �	�+
���	1	�� 
� 0//@0#/�

����� Q� E� ��������� ;� B ;��	��� ,� /00# -����
��� ���
�
��	����� ������	�����	��� �� 	�� ����	����� �������� ����
�*.� �������� �� $��! 	� ������� �� � ��� ���	��� �������
8+ %�����	�� �� 8??1@8?80�

������H������ E� ������� =� ;� B �������� E� !� /00> -�#O

�� �� �*	������
��� ������� ����������	�� ���
��	��� ��
����	����� ���
������ ���� � />G@/J8�

������ ;� -�3���		 3� =������� ,� H�
��
* ,� E� C�� 3� ,� B
=��	�� %� Q� /00G !������� ������	��� �� �
	��	� �� �����$�	�	����
������ �����	��� �� �������	��������� ���	���� ��� �	
���� ��
	�� �*�������� �� 
�1 ������ �	�+ ���	1	�� �� //8?@//G#�

�������� E� !� B F����� '� /008 '�� ����	����� ������ �
��	������-����� ���	1	�� � ?8?@?80�

�
��� ,� !� B 3���� %� Q� /00? %�� ����	����� �$������� ���

����� ������� ��������� 	�� ����	� ��	� �� ����������� ��
����� ��
���+ ������ �� G98@G//�

'����� -� ���� Q� E� ������� ;� Q���� -� 3� 3��	�� E� B
'����� 3� "� /00G ���
�	����
� ����	����	��� �� ���	�����
���
����� ����� �� ����	��� �����	���� ������ ��� 899@89?�

'����� -� ���� Q� E� 2T
���� !� Q� ������� ;� 2��		��� =� B
'����� 3� "� /00J� !������� �� 	�� ��
������� �� ����	�����
��	��������	� ������ # ��� 	�� ������������� �����������
������ ��2�������� �	�D/#� 8+%�����	����� //9G@////�

'����� -� ���� Q� E� <�
���� 2� -����� 3� =����� �� 
������� ;� D
�� %� B '����� 3� "� /00J1 =
��	�����
�������� �� ���8 ��� 	�� ���!M ������ 	���	��� ����� ��������
��������	� �� 	�� 	��� $$$ �����	��� ������	
� �� ����	�����
��	��������	� ������ #��	�+���	1	�� � /GG@/>J�

'����� -� ���� Q� E� "�	����� �� <� -
��� <� 4�����
� 
%� 2���� �� H��&
�7%����� !� ������� ;� =��� =� ;� B
'����� 3� "� /001 ����� �������� �
	�	��� �.��	�� ���	����
�� 	�� 	��� $$$ �����	��� ���	�� �� ����	����� ��	��������	�
������ # ��� ��&
���� ��� ���	����� ���
����� ��� ���������	���
�� �����������+ �	�+ ���	1	�+ 
� />?@/J8�

'����� -� '������ !� ,� 4�����
� %� ������ �� B 2���� 2� ;�
/000 %�� ����	�� ����� �� 	�	��	�����	� �������	��� ��
����	����� �$�������� �	�+ ���	1	�� 
� #JG@#1J�

'
��� ;� Q� /001 %��� $$$ ���	��� �����	��� ���	��� �� ���	�����
��	������ �� ������� ��� ����	�� ���	1	�+ �	�+ %	�+ ��*� �� 
?J0@8??�

D����� D� 2����� Q� ;� B ����� Q� E� /008 %�� ����	����� �$��<
����� �������� ����� �*= ��� �*" ������ �������� �� 	��
!��; ��� ,
�3 ������ �� ���	����+�	�+���	1	���
 GGG@G>1�

D�
		�� �� <��������� $� ,����� -� Q� 4���� $� 4���� 2� ;� 
2��� ;� "��. ;� 3�
��� �� B =������ �� /001 ! �����
E��!�������	�� �
����� ��������� �� ��	�����	�������
2�������� �	� �������� �� ���	��� 	��������	��� ��	� ���	������
������ 2�%�8+ �� #/>>@#/J>�

C��� !� -� 2��		�� 3� %� B 3���������7 <� C� /001
$���	����	��� �� ����� �	������������ ���
����� ����� �� �
**	 �*�������� 	���������� �	�+ ���	1	�+ �� 0>J@0J>�

C��� =� 3� /001 �����$�	�	���� ������ �����	����� �+ 2���+ 8+ ����


� G#9@G?#�

-���� -� Q� ���
�� Q� -� B -�������� Q� Q� /00? �����	���
�� ���	����� ���
����� ����� 	��	 ��� ����������� ���
��� ��
���	 	���
��� ������ ��� >1>@>11�

-�� Q�-� 4�
������� =� =��� ;� "� B '����� 3� "� /00J
$���	����	��� �� �����$�	�	���� ������ ���
����� ����� �� �
�
���� ����� �� ���	������ 
���� �����	
��	����� �
	�
�������� �	�+ ���	1	�+ �� ?00@89J�

-����� $� -������ 3� '�������� ;� Q������ D� ,������ 
3� B 3�
��� �� /010 $����	��� �� ������ �		��
�	��

����	����� �$������� ��������� %���	. �
	��������� ��
���+
�����+ �� #JG1@#J>?�

4��	 ;� B ;������� �� <� /000 $����	��� �� � P�� 	��������	���
���� ��	� 	�� ���������� ������ �������� �� 4�����
�����	�	����� ��&
������	 ��� 	��������	��� P��2 ��� P��3 
�
	 ��	 C���� �	�+ ���	1	�� 

 0J/@01/�

F����� '� B �������� E� !� /00> 3��	���
	��� �� ��	������
��	� ������� �� ����	����� ���� ��
���+ ������ � G8/9@G8/#�

F����� '� ������� =� ;� ������� =� B �������� E� !� /00>
$���	����	��� �� � ��	��������	� ������ ��&
���� ��� ����	�����
�
������ �� ���	 ������ ,�	�+���� .���+ ��+ �. �
 J199@J198�

,������ !� ,��	����� !� =���� �� !�	���� -� -�		� '� =������ 
C� B ����� 3� /001 C��������� ����	����	��� �� ���
�����
����� ���� ������	�	���� �����	���� ��
���+ ������ �� G>#9@G>#0�

<�	���� -� �L���	�� -� 3� B =����� �� /00> !�������	���
�� ���������� ���	������ ����	����� �$������� �� �
����
������������ ��
���+ ������ � #J>G@#JJ?�

<�	���� -� 2����� C� ,� B =����� �� /00J %�� 
��&
� 	���
������ ��		��� �� ����	����� �$����������	������ ����
������ �� �
���� ����������� �� ����������	 �� 	��
��������� �� ���	����� ��	��� ��
���+ �����+ �� /8JG@/81G�

<���	��3������� !� 2
���� !� -� Q� B =����� 2� 2� /00J
-
���� ������������� �	
���� �� �������� �����������
����	����� �$������� ������� ��	������
����� ������ �����
������ ��� �*��	� � ��	�	�*�� �.��	 �� �������	�� � **	� 8+
2:�+ ���+ �� G>0@G19�

������ "� <� ;�
�	�� �� 4� 4� E� P� "� C�������� -� '� 
<�	���� '� 3� 2���� C� C� "��	�����"����� �� 2���� 
!� �� =����� D� <� B �	���� ;� D� /001 $���	����	��� ���
������	���7�	��� �� 	�� ,
	, ������� �������� 	��	 ���	��
�
	�� 	� � **	 �
������ �� �����$�	�	���� ������ �� ������
������� ��
���+ �����+ �� G>J@GJ#�

���� Q� E� '����� -� ������� ;� B '����� 3� "� /00>
$���	����	��� �� � ���
����� ���
� �������� � ������ 	��� $$$
�����	��� ���	�� �� ����	����� �$�������� ,�	�+ ���� .���+ ��+
 �. �
 #G0?@#G0J�

���� Q� E� 2�
7�� ;� <� ������� ;� -
��� <� B '����� 
3� "� /000 $�:
���� �� 	�� ����	����� �$������� ��	������
��	� ������ # 	��� $$$ �����	��� ���	�� �� ���	����� ����	� ��
	�� ��
��� ��
���+ ������ �� #/?@#/0�

���	� Q� -� %��� ;� -� H�� 4������ �� B '����� 3�"� /008
H��
����� �� .��������� 
������� ��
��� �
	��	� ������� ���	���
	���� ��� �� �������� ���	���� �� � ������� ����� �� ��������
�
������� �������������� ��
���+ �����+ �� G#8J@G#G8�

%��� ;� B '����� 3� "� /000 ,�	����� ���
����� �����U
�������	���� ��� �������� ��� ��
� 	������� %�+ ���+ %���� �� 
?1J@899�

%��� H�� 4���
 �� ;���� E� '��� !� B �������		� ,� /000
$��; ���
��� ��	�� ����������	��� ��� �������� �����	���
�
���� ������� ��	�� ��	� ���	������ ������ 2�%� 8+ �� 
?#80@?#>#�

%����� <� -� !���� C� �� =���	 %� !� B 2T
���� !� Q� /000
;��	���
	��� �� ����	����� �$������� ���
����� ���	��� 	�
��������� ������� �� ������� ��
���� ������ �� 81J0@811G�

)����� D� 2������� -� !� =
��	� D� ���� !� '� �	��� 
,� 3� B �������� E� !� /000 ! ����	����� ���
����� ���	���
	��	 ������	� ����
��� 	��(������ 2�%�8+ �� ?0#8@?0??�

H������� <� '� B =����� �� /00J =�
�������������� �����	���
�� ���	����� ����� �*������� ��	��� ���	 ������ ������ ��� 
#99J@#9//�

"���	�� �� !����
� !� "�		��
 ,� B ;������� �� <� /008
P��4 	�� �
	�	��� ��������� �� 	�� 4����� P�� �����	���
���������� 8+ %�����	�� ��� /G>/@/G>0�

K��� '� C� V� Q������ 3� E� B -����� '� C� /000
$���	����	��� �� ���	���� ��� ��	��������	�� ����� ��

����	������� ,�	���� ���1�� �� ����	��� �����	��� �� �
��
�� ����� �� ��������� 
������ 	���	 �����	���� ���	1	�	�$
�� /1G@/0G�

>## D� E� )�����	� ��� 3�"� '����� %������� *������� ����� �� ����

,��+-����+ �+ �	�+ �	��+ 2 �#999�

 rstb.royalsocietypublishing.orgDownloaded from 

http://rstb.royalsocietypublishing.org/

