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English summary

SUMMARY

In my thesis, I studied a number processes that have an influence on a genetic
constitution of offspring in plants. These processes are (1) mating (pollination), (2)
post-pollination selection and (3) selective embryo abortion.

Mating in plants

Plants have little influence on their mate choice before pollination. Since they are
unable to move, they can not search for the suitable pollen donor. Instead they depend
on pollinators and abiotic factors in transfer of their pollen. The pollinators often
transfer pollen among neighboring plants. In populations with a genetic structure, such
pollination may lead to crosses among related individuals (biparental inbreeding) and as
a result plants may experience inbreeding depression even in seeds that are not selfed.
Therefore, a presence of the genetic structure can have an important influence on plant
reproduction.

I tested for a genetic structure in two biennial plants Echium vulgare and
Cynoglossum officinale in order to estimate the amount of biparental inbreeding. Both
species are pollinated by bumblebees known for their tendency to visit neighboring
plants. I mapped and sampled flowering plants from natural populations and analyzed
the genetic structure using seven polymorphic microsatellite loci per species. The
analysis showed that the genetic structure among the flowering of both species can not
intensify inbreeding. The estimated amount of biparental inbreeding does not exceed 2
% for E. vulgare and C. officinale. The average kinship coefficients per distance class
were significantly higher than zero for both species only in the first distance interval,
suggesting a genetic structure at a very small scale, probably due to leptocurtosis of
gene dispersal curves. The genetic structure of both species appeared to be very weak
compared to data published for 17 herbaceous species with similar pollen and seed
dispersal.

Post-pollination selection

Because opportunities to choose mates prior to pollination are limited in plants,
post-pollination mate choice is essential for sexual selection in plants. Genetically
diverse pollen grains landing on a stigma may differ in ability to adhere to the surface
of the stigma, to germinate on its surface and to form a pollen tube that can reach the
ovule. Many studies have shown also that pollen from different donors may differ with
respect to the speed of pollen tube growth and fast growing pollen has higher
fertilization success when applied to the stigma in a mixture of pollen from different
donors. The term pollen competition is frequently used to describe such observations.

Pollen competition is believed to be a mechanism of so called cryptic self-
incompatibility (CSI). If self-pollen grows slower that outcross pollen, it will have an
equal fertilization success when applied in single donor treatment but a lower success if
the two pollen types are applied together to the stigma. The concept of CSI is appealing
to many researchers, although it is still unclear whether or not it is a common
phenomenon. I studied CSI in Echium vulgare, which shows low selfing rates in the
field. I chose this species, because its selfing rates are much lower than the theoretical

85



English summary

predictions based on the plant size and pollen dynamics, suggesting that post
pollination selection against selfing takes place. I used twenty genotypes, combined in
10 pairs for 3 pollination treatments: self-pollination, outcrossing (reciprocal cross
within each pair) and pollination with mix pollen from both donors. A sample of 10
seeds per plant from the mix pollination treatment was genotyped with microsatellite
loci. No effects of selection against selfing over all 20 genotypes were found. However,
for 2 genotypes we found significant CSI. I detected maternal and paternal effects on
pollen tube growth and maternal effects on pollen germination. However, there were no
significant differences in pollen germination and growth between self and outcross
pollen averaged overall 20 genotypes. Pollen tube growth and germination in the two
genotypes that showed CSI were not different from that in plants that did not show CSIL
Therefore, I found no evidence that CSI in E. vulgare is due to pre-zygotic
mechanisms.

Selective embryo abortion

Embryo abortion provides also an opportunity to alter the genetic constitution of
the offspring if embryos can be selectively aborted depending on their genotype.
Selective embryo abortion (SEA) will be adaptive if embryos of genotypes that would
perform worse later in life are preferentially aborted. Then SEA would lead to the
investment of resources in the offspring with the highest potential fitness only. Many
studies have shown that otherwise viable embryos are aborted. However, only few
studies, - allon the level of the phenotype, indeed have shown a correlation between the
level of abortion and offspring quality and these studies have been challenged for their
experimental design.

I searched for another way of studying of SEA — on the level of genotype. Non-
random abortion at the level of molecular markers can be observed as a deviation from
Mendelian segregation: over- or under-representation of markers in the offspring. If
embryo abortion is commonly found in plants, and if it is selective, many genetic maps
of plants should detect non-Mendelian segregation of molecular markers. I reviewed the
literature on the genetic maps of plants and found that the level of non-Mendelian
segregation found in these genetic maps is high. On average, 11.5 % of the tested
markers in the genetic maps of wild species and 14.6 % - in the cultivated ones, show a
departure from Mendelian segregation. Based on the six genetic maps, providing
sufficient data, I calculated that in 68% of loci segregating in non-Mendelian fashion
post-fertilisation selection is involved. This shows that there is a potential for detecting
selective embryo abortion using a genetic map.
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SAMENVATTING

In mijn proefschrift bestudeer ik een aantal processen die de genetische constitutie van
de nakomelingen van een plant beinvloeden. Deze processen zijn: (1) bestuiving, (2)
selectie na bestuiving en (3) selectieve embryo-abortus.

Bestuiving bij planten

Omdat planten zich niet kunnen voortbewegen kunnen ze ook niet op zoek naar de
meest geschikte partner. Zij hebben dus weinig invloed op de aanvoer van stuifmeel
door andere planten. Daarvoor zijn ze afhankelijk van bestuivers of wind- of
waterstromen. Bestuivers verspreiden het pollen vaak tussen naburige planten. In
populaties met een sterkte genetische structuur kunnen zulke bestuivingen leiden tot
kruisingen tussen genetisch verwante individuen (biparental inbreeding). Als resultaat
daarvan kunnen planten last hebben van inteeltdepressie, zonder dat de zaden door
zelfbestuiving zijn ontstaan. De genetische structuur van de populatie kan daarom een
belangrijke invloed hebben op het reproductieve succes van de planten.

Ik heb de genetische structuur bestudeerd van twee tweejarige plantensoorten:
Echium vulgare (slangekruid) en Cynoglossum officinale (veldhondstong). Op basis
daarvan heb ik een schatting gemaakt van de hoeveelheid biparental inbreeding. Beide
soorten worden bestoven door hommels. Van hommels is bekend dat ze heel vaak
naburige planten achter elkaar bezoeken. Ik heb de planten in kaart gebracht en
verzameld in natuurlijke populaties en de genetische structuur geanalyseerd met behulp
van zeven polymorfe microsatellietloci voor iedere soort. De analyse liet zien dat de
genetische structuur van de bloeiende planten zo zwak was dat dit niet leidde tot
biparental inbreeding. De geschatte hoeveelheid biparental inbreeding bedroeg ten
hoogste 2% voor beide soorten. De gemiddelde verwantschapscoéfficient voor de
verschillende afstandsklasssen was alleen significant groter dan nul voor de kleinste
afstandsklasse (tot 1,48 m voor E. vulgare en tot 6,49 m voor C. officinale). Dit laat
zien dat alleen op heel kleine schaal een genetische structuur aanwezig was. Dit laatste
is waarschijnlijk het gevolg van een leptokurtische vorm van de genverspreidingscurve.
In vergelijking met literatuurdata van 17 andere kruidachtige soorten, met vergelijkbare
vormen van pollen- en zaadverspreiding, was de genetische structuur van de door mij
onderzochte soorten zwak.

Selectie na bestuiving
Omdat de mogelijkheden voor partnerkeuze voor de bestuiving dus zeer gering zijn,
spelen bij planten processen na de bestuiving een essenti€le rol bij sexuele selectie.
Genetische verschillende pollenkorrels die op een stamper landen kunnen verschillen in
het vermogen om zich te hechten aan het oppervlak van de stamper, om te kiemen op
het oppervlak van de stamper of om een pollenbuis te vormen die de ovula kan
bereiken. Veel studies hebben laten zien dat pollenkorrels van verschillende planten
niet allemaal even snel groeiende pollenbuizen maken. Ook hebben zij laten zien dat
snelgroeiende pollenbuizen een grotere kans hebben om de ovula te bevruchten
wanneer een mix van pollen van verschillende vaders op de stamper aanwezig is. In
verband hiermee wordt veelal de term pollenconcurrentie (pollen competition) gebruikt.
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Pollenconcurrentie wordt geacht medeverantwoordelijk te zijn voor zgn.
cryptische zelfincompatibiliteit (CSI). Als pollen van dezelfde plant (eigen pollen)
langzamer groeit dan pollen van ander genotype (vreemd pollen), kan het nog steeds
hetzelfde bestuivingsucces hebben als vreemd pollen indien per bloem maar één type
pollen aanwezig is. Echter wanneer beide type pollen tegelijkertijd op een stigma
aanwezig zijn, dan verwachten we dat het vreemde pollen de race om de bevruchting
van ovula wint en dus succesvoller is. Het idee van CSI spreekt veel onderzoekers aan,
hoewel het nog steeds onduidelijk is hoe vaak het voor komt. Ik bestudeerde CSI bij
Echium vulgare. Deze soort heeft een lage zelfbestuivingsgraad in natuurlijke
populaties. Ik koos deze soort omdat de zelfbestuivingsgraad veel lager bleek te zijn
dan wat op grond van theoretische modellen over pollen dynamica voorspeld werd. Dit
laatste suggereert dat na de bestuiving selectie tegen eigen pollen kan optreden. Ik
gebruikte 20 genotypen die gecombineerd werden in 10 paren. Drie bestuivingstypen
werden toegepast: zelfbestuiving, kruisbestuiving (wederzijds binnen ieder paar) en
bestuiving met een mix van pollen van beide planten. Vervolgens werd het genotype
van 10 zaden van het gemengde bestuivingstype per plant bepaald met behulp van
microsatelieten. Gemiddeld over alle 20 planten werd er geen aanwijzing voor selectie
tegen zelfbestuiving gevonden. Echter, voor twee moederplanten vonden we statistisch
significante aanwijzingen voor CSI. Ik bepaalde de maternale en paternale effecten op
pollenbuisgroei en de maternale effecten op pollenkieming. Gemiddeld over alle 20
planten waren hierin geen verschillen tussen zelf en kruisbestuiving. Bovendien bleken
de pollenkieming en de pollenbuis groei niet verschillend voor de planten met of zonder
CSI. Ik vond dus geen aanwijzingen dat CSI het gevolg is van selectie in de periode
tussen bestuiving en bevruchting.

Selectieve embryo abortus (SEA)
Het aborteren van embryo's geeft een mogelijkheid om de genetische samenstelling van
het nakomelingschap te beinvloeden, als de selectie genotype-athankelijk is. SEA kan
adaptief zijn als vooral die embryo's geaborteerd worden die later in het leven weinig
kans op succes zouden hebben. SEA leidt er dan toe dat er meer geinvesteerd kan
worden in nakomelingen met een grote kans op succes later in het leven. Veel studies
hebben laten zien dat potentieel levensvatbare embryo's geaborteerd worden. Weinig
studies hebben echter laten zien dat er een verband is tussen de hoeveelheid aborti en de
kwaliteit van de wel geproduceerde zaden. De meeste van deze studies zijn alleen
gebaseerd op het fenotype van de nakomelingen en zijn aan kritiek onderhevig vanwege
de gebruikte onderzoekmethoden. Ik heb gezocht naar een betere experimentele
benadering gebaseerd op het genotype. Selectieve abortus manifesteert zich als niet-
Mendelse overerving op het niveau van moleculaire merkers. Sommige merkers zijn
dan onder- of over vertegenwoordigd in het nakomelingschap. Ik heb een
literatuurstudie gedaan naar het voorkomen van niet-Mendelse overerving in genetische
kaarten. Die studie laat zien dat niet-Mendelse overerving frequent voorkomt.
Gemiddeld laat 11.5 % van de geteste merkers bij wilde soorten en 14.6% bij
gekweekte soorten een significante afwijking van Mendelse overerving zien. Zes van de
onderzochte kaarten boden bovendien de mogelijkheid om te onderzoeken of deze
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afwijking het gevolg was van selectie na de bevruchting. Dat bleek in 68% van de
merkers die niet-Mendels overerfden het geval. Dit hoge percentage laat zien dat het
potentieel heel goed mogelijk is om selectieve abortus aan te tonen met behulp van
genetische kaarten.
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STRESZCZENIE

W niniejszej pracy badatam wiele proceséw majacych wpltyw na genotyp potomstwa u
ro$lin. Te procesy to: (1) kojarzenia (zapylenie) (2) dobor dziatajacy po zapyleniu oraz
(3) selektywne aborcje zarodkéw.

Kojarzenia u roslin

Rosliny maja niewielki wplyw na wybdr partnera przed zapyleniem. Poniewaz nie
maja zdolnosci poruszania si¢, nie mogg szukaé¢ odpowiedniego dawcy pytku. Zamiast
tego, sa zalezne od zapylajacych owadéw lub czynnikow abiotycznych
transportujacych pytek. Owady zapylajace czesto przenosza pylek w obrebie
sasiadujacych z sobg roslin. W populacjach posiadajacych strukture genetyczna, takie
zapylenia moga prowadzi¢ do krzyzowania osobnikéw blisko spokrewnionych (obu
rodzicielski choéw wsobny, biparental inbreeding) w wyniku czego rosliny moga
doswiadczaé depresji wsobnej, nawet jesli siewki pochodza z zapylenia krzyzowego.
Tak wigc, obecnos¢ struktury genetycznej moze miec istotny wplyw na reprodukcje
rodlin.

W mojej pracy badalam strukture genetyczng dwdch roélin dwuletnich Echium
vulgare i Cynoglossum officinale w celu oszacowania stopnia obu rodzicielskiego
chowu wsobnego. Oba gatunki sa zapylane przez trzmiele, znane z tendencji do
odwiedzania sasiadujacych ze sobg roslin. Zmapowatam i pobratam prébki kwitnacych
roslin z populacji naturalnych, oraz zanalizowalam struktur¢ genetyczng uzywajac
siedmiu polimorficznych loci mikrosatelitarnych dla kazdego gatunku. Analiza
pokazala, ze struktura genetyczna ws$rdd kwitnacych osobnikéw obu gatunkéw nie
moze wzmagac¢ oburodzicielkiego chowu wsobnego.

Oszacowany poziom inbredu oburodzicielskiego nie przekracza 2% u E. vulgare i
C. officinale. Srednie wspotczynniki pokrewienstwa na klase odleglosci dla obu
gatunkéw, byly istotnie wyzsze od zera wylacznie dla pierwszego przedziatu
odlegtosci, co sugeruje strukture genetyczna w bardzo matlej skali, prawdopodobnie ze
wzgledu na rozktad leptokurtyczny krzywych dyspersji genow. Struktura genetyczna
obu gatunkéw wydaje si¢ by¢ bardzo slaba, w poréwnaniu z danymi dla 17 gatunkow
innych ro$lin zielnych, posiadajacych podobny sposob przenoszenia pytku i
rozsiewania nasion.

Dobor dzialajqcy po zapyleniu

Poniewaz u roslin mozliwosci wyboru partnera przed zapyleniem sg ograniczone,
dobor dzialajacy po zapyleniu ma kluczowe znaczenie dla doboru plciowego.
Genetycznie rézne ziarna pylku osiadajace na znamieniu moga rézni¢ si¢ co do
zdolnosci przylegania do znamienia, kietkowania na jego powierzchni, oraz co do
formowania lagiewki, ktora siega do woreczka zalagzkowego. W wielu pracach
pokazano, ze pytki pochodzace od réznych dawcdw, mogg réznic si¢ co do szybkosci
kielkowania tagiewki, a szybko kietkujacy pytek ma wigksze prawdopodobienstwo
zaptodnienia. Termin konkurencja pytkow (pollen competition) jest czgsto uzywany
aby opisa¢ podobne zjawisko.
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Konkurencja pytkow jest uwazana za mechanizm tzw. kryptycznej samo
niezgodnosci (cryptic self-incompatibility, CSI). Wlasny pytek moze kietkowaé wolniej
niz pytek pochodzacy z innej rosliny. Wolniejsze kielkowanie nie ma znaczenia gdy
pytek od jednego dawcy sam trafia na znamig¢. Natomiast gdy wlasny pylek i szybciej
kietkujacy pylek od innego dawcy zostang jednoczesnie natlozone na znamig, dochodzi
do konkurencji o zaptodnienie zalazkow i w efekcie wigkszo$¢ nasion bedzie efektem
zapylenia krzyzowego. Bedzie to mialo takie same efekty jak proces genetycznej samo
niezgodnosci, ale bedzie si¢ ujawnia¢ tylko w warunkach pozwalajacych na
konkurencje pytkow. Do koncepciji CSI u roslin odwotuje si¢ wielu badaczy, mimo ze
wciaz nie jest do konca wyjasnione na ile powszechne jest to zjawisko wsrdd roslin.

Badatam CSI u Echium vulgare, ktory to gatunek w warunkach naturalnych
odznacza si¢ niskim stopniem samozapylenia. Wybralam ten gatunek, poniewaz
poziom samozapylenia w populacjach naturalnych jest o wiele nizszy niz wynikatoby
to z przewidywan teoretycznych opartych na rozmiarach ro$liny i dynamice pytkdw,
sugerujac, ze dobdr dzialajacy po zapyleniu ma tutaj miejsce, dziatajac przeciwko
samozapyleniu. Uzylam 20 genotypow, polaczonych w 10 par, w trzech zabiegach:
samozapylenie, zapylenie krzyzowe (wzajemna krzyzéwka w obrgbie kazdej pary) oraz
zapylenie z uzyciem mieszaniny pylkéw pochodzacych od obu roslin. Prébka 10
siewek pochodzacych z zabiegu z mieszaning pytkdw zostala zgenotypowana dla
kazdej z dwudziestu roslin eksperymentalnych, uzywajac loci mikrosatelitarnych. Nie
stwierdzono efektu dzialajacego przeciwko samozapyleniu w analizie uwzgledniajacej
$rednie dla wszystkich 20 genotypow. Natomiast w szczegdtowej analizie testami
nieparametrycznymi, tylko dla dwoch genotypow wykryto istotne CSI. Oszacowatam
efekty matczyne i ojcowskie na kielkowanie pytku, jednakze nie bylo istotnej réznicy
pomiedzy kietkowaniem pytku i wzrostem pomigdzy pylkiem pochodzacym z
samozapylenia oraz zapylenia krzyzowego, dla $redniej z 20 genotypdéw. Wzrost
tagiewki i kietkowanie u dwdch genotypoéw u ktorych stwierdzono CSI, nie roznity sig¢
od roslin, u ktorych nie stwierdzono CSI. Tak wigc, nie znalaztam przestanek, ze CSI u
Echium vulgare jest spowodowane przez mechanizmy prezygotyczne.

Selektywna aborcja zarodkdéw

Aborcja zarodkéw zapewnia réwniez mozliwos¢ wplywu na genotyp potomstwa,
jesli zarodki mogg by¢ selektywnie usuwane w zaleznosci od ich genotypu. Selektywna
aborcja zarodkow moze by¢ przystosowawcza, jesli zarodki o genotypach, ktére maja
potencjalnie nizsze dostosowanie, beda czgsciej resorbowane. Wowczas selektywna
aborcja zarodkdéw bedzie prowadzi¢ do zwigkszenia inwestycji zasobow tylko w
potomstwo o ‘wyzszej jakosci’. W wielu pracach pokazano, ze nawet zywotne zarodki
sq resorbowane. Jednakze tylko kilka prac — wszystkie na poziomie fenotypowym —
pokazato rzeczywiscie korelacj¢ migdzy poziomem aborcji a jako$cig potomstwa.
Niestety wyniki tych prac sa kwestionowane z powodu planu eksperymentalnego i
mozliwosci ze opisane efekty sg artefaktami pochodzacymi z uzytej metody.

Szukalam innej metody badania selektywnych aborcji — na poziomie genotypu.
Nielosowe aborcje na poziomie markeréw molekularnych beda obserwowane jako
odchylenia od segregacji mendlowskiej: zbyt czeste, lub zbyt rzadkie wystepowanie
markerow (alleli) w potomstwie. Jesli aborcje zarodkow sg powszechne u roslin i jesli
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sq selektywne, wdéwczas wiele map genetycznych powinno pokazaé nielosowa
segregacje markeréw molekularnych. W literaturze na temat map genetycznych u roslin
znalaztam, 7ze poziom segregacji niemendlowskiej jest wysoki. Srednio 11,5 %
badanych markeré6w w mapach genetycznych gatunkéw dzikich i 14,6% u gatunkéw
uprawnych wykazuje odchylenia od segregacji mendlowskiej. W oparciu o sze$¢ map
genetycznych, zapewniajacych dostateczng ilo§¢ danych, wyliczytam, ze w 68% loci
segregujacych w sposob niemendlowski zaangazowany jest dobdr postzygotyczny. To
pokazuje, ze istnieje potencjat dla wykrycia selektywnych aborcji zarodkéw w oparciu
0 mapy genetyczne.
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of Plant Ecology at Leiden University. The project was about selective embryo abortion
in plants originally, but I broadened it later to include other processes of post-
pollination selection and the study of a population genetic structure. I worked with
plants (pollination experiments, field studies) and molecular markers like
microsatellites and AFLP. I learned to develop microsatellites from Kirsten Wolff
during my 9-month Marie-Curie Fellowship at the University of Newcastle (UK) in
2003. During my whole PhD period I gave six oral and two poster presentations at
international congresses.

Between February and September 2004, I worked as a molecular analyst at the
section of Plant Ecology in Leiden. I helped to introduce a new technique, RAF
(randomly amplified DNA fingerprints), in studies on plant and animal species. I
performed a RAF analysis on the parasitoid wasp Mesochorus fascialis in order to
study the relation between its genetic diversity and habitat fragmentation. This project
forms part of the PhD project of Sonja Esch.

From 15" September 2004, I work as a postdoctoral researcher in the Institute of
Botany at the Polish Academy of Sciences in Krakéw. My work in Poland is part of the
European project 'IntraBioDiv', which aims at comparing the genetic variation at three
different levels (intraspecific, interspecific and habitat) in order to find efficient
conservation strategies. This project also has a phylogeographic aspect as the
Carpathian and Alpine populations will be compared.
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