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Ocena zr@nicowania genetycznego dwoch populacii
sosny zwyczajnej Pinus sylvestris L.) z okolic Putaw

Genetic diversity assessment of two Scots piieus sylvestris L.) populations
from Putawy area

Streszczenie.W niniejszej pracy do oceny zmiicowania dwoch populacji sosny zwyczajnej
(Pinus sylvestris L.) z okolic Zaktadéw Azotowych w Putawaclyrzyna wykorzystano 13 starte-
réw RAPD. Uzyskano 137 produktéw amplifikacji, z geetylko 4 byty monomorficzne w oby-
dwu grupach rdin. Dla kazdej z populacji oznaczono produkty charakterystgcko dla niej,
niepowielane w drugiej populacji. Réorodna¢ genetyczna (h) wynosita 0,1718 (Azoty) i 0,1942
(Zyrzyn), natomiaskredni poziom heterozygotyczém Hs = 0,1830. Poniewazrdznicowanie
skupione byto gtéwnie wewvatrz populacji i H stanowito 95,6% ogodlnej heterozygotycgcio
obie populacje pod wzgllem genetycznym byly do siebie bardzo podobnerorddnadé migdzy
nimi wynosita H — Hs = 0,0088. Taki stan rzeczy wytlumaéayozna niewiellk odlegtdcia, jaka
dzielita obie populacje (ok. 7 km), co sprzyja wgmie pytku m¢dzy nimi.

Stowa kluczowe sosna zwyczajnd{nus sylvestris L.), zréznicowanie genetyczne, RAPD

WSTEP

Sosna zwyczajnaP({nus sylvestris L.) jest najbardziej rozpowszechnionym drzewem
iglastym na terenie Europy i Azji. Wykazuje duzdolndci adaptacyjne do warunkéw
srodowiskowych. Cechuje giniewielkimi wymaganiami glebowymi, szybkim wzroste
i dobrg jakascig drewna [Li i in. 2005, Naydenov i in. 2005]. Zgsiwystpowania tego
gatunku rozeaiga s¢ od 10°W (Hiszpania) do 150°E (Syberia) oraz od\B{Furcja) do
70°N (Skandynawia) [Agee 2000, Repo i in. 2001].s#yuje na obszarach paionych
na wysokdéciach od poziomu morza do 2500 m n.p.m. [Labra 2606].
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Ze wzgkdu na szeroki zagy wystpowania gatunek ten podlega dziataniznéh
warunkéwsrodowiskowych, co sprzyja daj zmienndci wewngtrzgatunkowej (tworze-
nie lokalnych ekotypéw). Wyspujace formy réniag sie cechami morfologicznymi
i wkasciwosciami fizjologicznymi [Lewandowski i in. 2000, Sab@006, Hawry i in.
2008, Sevik i in. 2010].

W Polsce sosna zwyczajna jest gatunkiem doraya) w wickszaici drzewostanow
na terenach nizinnych i vwynnych. Jedynie na obszarach gdérskich gatunkamijpay
mi 53 $wierk (zachod) orazwierk z bukiem (wschodpP. sylvestris jest gldwnym gatun-
kiem lasotworczym i gytkowym w kraju, cennym pod wzglem waloréw krajobrazo-
wych i ekologicznych. Jej udziat w strukturze gaonvej laséw polskich wynosi 60,4%
(62,2% w lasach PGL LP i 57,7% w lasach prywatnyblowakowska 2003, Dobrowol-
ska 2010, Raport o stanie laséw w Polsce 2010,-Boypwska i in. 2011].

W przecigu ostatnich stuleci nasilgja sé ingerencja czlowieka doprowadzita do
znacznych zmian w sktadzie gatunkowym i struktues®w w Polsce, takich jak ujedno-
licenie gatunkowe i wiekowe drzewostanéw czy abnie r@norodndci genetycznej
laséw [Nowakowska 2003, Matras 2006].

ZmiennG¢ genetyczna to jedna z najivéejszych cech charakteryaaych kada
populacg. R&norodn@¢ genetyczna jest podstawachowania zdolrgi adaptacyjnych
populacji do zmiennych warunkdésvodowiskowych. Umdliwia zachowanie stabilrigi
i trwalosci ekosystemu kmego przy zmienigpych sé warunkach klimatycznych i wy-
stepowaniu streséwrodowiskowych. Niski stopiezréznicowania genetycznego prowa-
dzi zazwyczaj do wzrostu poziomu wsobcio obnizenia zdolnéci adaptacyjnej popu-
lacji [Matras 2006, Nowakowska i in. 2007, Freel@2@®8, Sevik i in. 2010].

Pocatkowo do oceny zrfnicowania populacji drzew daych wywano markeréw
morfologicznych (np. ksztalt blaszkidiowej, zawarté¢ barwnikdéw w plastydach) oraz
markeréw biochemicznych (izoenzymy, fenole, terperdynamiczny rozwdj technik
biologii molekularnej umdiwit doktadng analiz zréznicowania genetycznego populacji
na poziomie DNA gdrowego (nDNA), chloroplastowego (cpDNA) oraz mhoadrial-
nego (MDNA) [Wagner 1992, Nowakowska 2003, Nowadlav2006, Wang i Gao
2009, Lwi¢ iin. 2010]. Spérdd markeréw molekularnychzywanych do oceny zmien-
nosci populacji drzew lénych stosowano markery RAPD [Nowakowska 2003, Wang
i Gao 2009, Lugi¢ i in. 2011], RFLP [Nowakowska i in. 2007], AFLP diceteau
i Szmidt 1999, Kim i in. 2010], SSR [Naydenov i RD05, Scalfi i in. 2009] oraz ISSR
[Labra i in. 2006, Wang i Hao 2010].

Technika RAPD Random Amplified Polymorphic DNA) opracowana przez Wil-
liamsa i in. (1990) umdiwia szyblg detekcg polimorfizmu DNA w catym genomie.
W metodzie tej reakcja amplifikacji prowadzona jestzyciem jednego startera o arbi-
tralnej (losowo dobranej) sekwencji, nagéziej o diugdci 9-10 nukleotydéw. Analiza
losowo amplifikowanego polimorficznego DNA (RAPD8st powszechnie stosowana w
badaniu zrénicowania genetycznego ¢dizy osobnikami i populacjami wielu gatunkéw
roslin. Technika ta charakteryzujessstosunkowo niskim kosztem analiz, nieskompliko-
warg procedug oznaczé oraz niewielly iloscia wymaganego DNA matrycowego.
Ujemmy strory metody jest generowanie markeréw domigych, uniemaliwiajacych
rozr&nianie homozygot dominggych od heterozygot, a tak dwa wraliwos¢ na
zmiare warunkéw amplifikacji [Nowakowska 2006, Wang i G2009, Szyp-Borowska
iin. 2011].
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Celem bad& bylo okrelenie stopnia zrénicowania genetycznego westre- i mie-
dzypopulacyjnego oraz analiza poddisieva genetycznego dla dwoch populacji sosny
zwyczajnej z terendw Lubelszczyzny przyyciu metody RAPD.

MATERIAL | METODY

Materiat ro §linny

Analizowano dwie populacje sosny zwyczajnej zlak@ane odpowiednio w okoli-
cy Zyrzyna — populacj&yrzyn (Nadlgnictwo Putawy, 36 drzew) oraz na terenach Za-
ktadéw Azotowych ,Putawy” SA — populacja Azoty (ealenia rekultywacyjne, 31
drzew). Populacje byly od siebie oddalone o 7 kratéviat badawczy stanowity miode
igly zebrane z losowo wybranych drzew oddalonychsiedhie o okoto 50 m. Do czasu
analiz préby przechowywano w temperaturze -80°C.

Izolacja DNA

Izolacje DNA genomowego z pobranych préb przeprowadzonodzfitmwarng me-
todg CTAB wg Porebski i in. [1997]. Oceny jad@owej i ilosciowej otrzymanego DNA
dokonano przez rozdziat elektroforetyczny w 1,28 agarozowym w buforze 1xTBE.
DNA doprowadzono do atenia 20 ngl.

Amplifikacja DNA metod 3 RAPD

Reakcje przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej metddiiamsa i in. [1990].
Spairéd wstpnie testowanych 30 starteréw wyselekcjonowanoCiB}( D07, E18, F09,
F12, G06, H15, 118, K14, W04, W08, X03, Y02; Opeiechnologies, Alameda, Cali-
fornia, USA), ktére generowaly polimorficzne i p@ntalne produkty. W sklad miesza-
niny reakcyjnej o olgjtosci 15 ul wchodzity: 1x bufor do PCR (10 mM Tris pH 8,8; 50
mM KCI; 0,08% Nonidet P40) (Fermentas, Litwa); 100 kazdego dNTP; 300 nM
startera; 2,5 mM MgG] 60 ng genomowego DNA; 0,5 Tag DNA Polymerase (Fer-
mentas, Litwa). Reakcje amplifikacji prowadzono evnmiocyklerze Thermocycler Bio-
metrd w dwéch powtérzeniach dla kdego genotypu. Jednoérée przeprowadzono
reakcg kontrolrg bez matrycy DNA. Stosowano ngstijgcy profil termiczny: wsipna
denaturacja przez 2 min w 95°C; 45 cykli: 94°C —s487°C — 45 s, 72°C — 45 s;ko
cowa inkubacja 72°C — 10 min. Uzyskane produkty ldikgcji rozdzielano w 1,5%
zelu agarozowym w buforze 1xTBE. Po gatktleniu lamp UV na transiluminatorze
zel fotografowano i archiwizowano, wykorzysfajsystem dokumentacji Syngene.

Analiza statystyczna

Do oceny zrénicowania wewstrz- i miedzypopulacyjnego zastosowano program
POPGENE wersja 1.31 [Yeh i in. 1999]. Dlazélaj populacji okréono liczke i procent
loci polimorficznych oraz rénorodndé¢ genetycza (h) [Nei 1973] kadej z nich. Zré-
nicowanie pomidzy populacjami okridono za pomog statystyki F, wyliczajc najpierw
sredni heterozygotycznid oczekiwam w populaciji () i heterozygotyczrig oczeki-
warg w obydwu populacjach (Hl. W przypadku metody RAPD Vocus mog; znajdo-
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wat sie tylko dwa allele (1 lub 0), dlatego do ocenyzm@owania genetycznego ¢dizy
populacjami wyznaczono wspotczynniks{gNei 1973]. Na podstawie ztbicowania
genetycznego populacji wyliczono wspétczynnik pigep gendéw (Nm). Dystans (D)
oraz podobigstwo genetyczne (1) okéwno za pomog metody Nei [1972].

Matryce podobigstwa S| pomidzy parami form w olebie populacjiZyrzyn i Azo-
ty szacowane zgodnie z formubice’a [Nei i Li 1979] poshayty do konstrukcji dendro-
graméw metogl UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) za
pomog programu NTSYS-pc [Rohlf 2001].

WYNIKI

W badaniach dwdch populacji sosny zwyczajnej zni@nelubelszczyzny za pomo-
cg 13 starterow RAPD uzyskangcknie 137 produktow o wielkoi od 290 do 1700 pz
(tab. 1). Liczba fragmentow DNA amplifikowanych wetndci pojedynczego startera
wahata sj od pkciu (FO9 i H15) do 18 (CO4frednio na starter przypadato 10,52 pro-
duktu. Spérod wszystkich uzyskanych amplikonéw 132 byly paificzne, co stanowi-
to 96,4%.

Rozpatrugc kazdg z populacji oddzielnie, oznaczono 14 fragmentéwAD$pecy-
ficznych tylko dla populacjzyrzyn i 8 powielanych tylko w obbie populacji Azoty
(tab. 2). Niektére z amplikonéw, polimorficzne wiajaprobie, na gruncie pojedynczej
populacji byty monomorficzne, co nieznacznie znsugjo odsetek produktéw zndi-
cowanych w olgbie kazdego ze stanowisk. W przypadku populacji sosrgyezyna
uzyskano dcznie 129 produktéw, z czego 122 byly polimorficzretanowity 94,6%. Frag-
mentéw DNA generowanych w aftiie populacji Azoty byto nieco mniej (123), jednzd
wzgledu na mniejszy udziat produktéw nieznicowanych polimorfizm wynosit 95,1%.

Dla kazdego startera w oblbie populacji oznaczono réwridiczbe wzorow pgz-
kowych. Spodziewano gize startery genergge wiecej produktow bda sie tez charak-
teryzowaty wiksz liczbg profili. Niemozliwe byto jednak odrénienie wszystkich anali-
zowanych osobnikéw za pomperofili uzyskanych w wyniku amplifikacji przyayciu
pojedynczego startera. Napksz liczbe wzorow pgzkowych uzyskano dla startera
C04, uczestniczyt on ta& w powieleniu najwkszej liczby produktéw. Na uwagastuguje
starter F12, poniewall uzyskanych w jego obecodfragmentéw DNA utworzylo 30 wzo-
réw w obebie populacjiZyrzyn. Najmniej profili uzyskano dla starterow F@8,5 oraz 118.

Raéznorodndé genowa (h, heterozygotyczitooczekiwana) dla populacityrzyn
wahata sj od 0,00 (w przypadku braku produktu w populacp) @50, natomiast dla
populacji Azoty gérna warts tego wspoétczynnika byta nieco mniejsza: 0,49.z/Aco-
wanie h dla kadej z populacji wynosito odpowiednio 0,1942 i 0,87 &srednia hetero-
zygotycznd¢ przypadajca na populagj (Hs — zmienné¢ wewratrzpopulacyjna) wyno-
sita 0,1830. Heterozygotyczéio wszystkichloci z obydwu populacji (H — zmienné¢
catkowita) byta zbliona, osigajac wartég¢ 0,1918. Obydwa parametry pasity do obli-
czenia rozktadu zedicowania wrdd raslin zebranych z obydwu stanowisk. Znicowanie
wewnmtrzpopulacyjne stanowito 95,4% gHi;) catej heterozygotyczioi. R&norod-
no$¢ miedzypopulacyjna, obliczona na podstawie wzoru+HHs, miata warté¢ 0,0088.



Tabela 1. Charakterystyka produktéw RAPD uzyskanyetyniku badania sosny zwyczajné). Gylvestris L.) populacji Azotéw iZyrzyna

Table 1. Characteristics of RAPD products obtaifoedinalysis of Scots pin®(sylvestris L.) of Azoty andZyrzyn populations

Liczba produktow
Number of products

Liczba produktow polimorficznyclL % produktéw polimorficznych
Percentage of polimorphic product

Number of polimorphic products

o

Liczba profili produktow
Number of products’

Starter profiles
Azoty | Zyrzyn Azoty " Azoty Zyrzyn Azoty " Azoty Zyrzyn Azoty " Azoty Zyrzyn
Zyrzyn Zyrzyn Zyrzyn

co4 16 18 18 16 18 18 100 100 100 28 33
D07 10 11 12 10 11 12 100 100 100 23 25
F12 11 11 13 11 11 13 100 100 100 22 30
E18 9 9 9 8 8 8 88,9 88,9 88,9 13 22
F09 5 5 5 4 4 4 80 80 80 7 8
G06 8 8 8 8 7 8 100 87,5 100 16 18
H15 5 5 5 5 4 5 100 80 100 9 7
K14 9 9 9 9 9 9 100 100 100 18 26
118 7 8 8 6 7 7 85,7 87,5 87,5 7 14
W04 11 10 11 10 9 10 90,9 90 90,9 19 24
W08 9 11 12 9 11 12 100 100 100 11 18
X03 11 13 15 11 13 15 100 100 100 19 29
Y02 12 11 12 10 10 11 83,3 90,9 91,7 23 21
_'?S;T/"r:;:n'a 123 | 129 137 117 122 132 95,1 94,6 96,4 : :

"TANCVZIOABAANSOS ICDVINdOd HOOMA O9DINZIOALINTD VINVMOOIINDHZ YNID0
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Obliczony na podstawie obydwu wspotczynnikdw hetggotyczndci wspotczynnik
Gst wynosit 0,0459, co potwierdza niewielkie znicowanie pomidzy analizowanymi
populacjami (jego udziat w og6lnym zmiicowaniu genetycznym stanowit 4,6%). Zau
podobigistwo genetyczne | = 0,9785 potwierdzone byto rowmlaza wartdsciag prze-
ptywu genéw Nm = 10,38.

Tabela 2. Produkty RAPD specyficzne dla populaciptéa Zyrzyn
Table 2. RAPD products specific for Azoty afigrzyn populations

Populacja — Populatior] Produkty specyficzne — Siggmioducts

Azoty DO7%, F12'1%° F1550 w040 wog™® X032 X038 Y020

Zyrzyn C042% C04°%° D07 D07 F1F°°, F12%, 118"%°, wog™,
W08 W08, X031 X0315° x03% x03F®

Na dendrogramie uzyskanym mejddPGMA dla populacji Azoty (ryc. 1) wyeé
niono grug skupiex obejmujicg 21 osobnikéw. W jej olgbie obiekty o numerach 1 i 23
charakteryzowaly si najmniejszym podobiestwem. Pozostale osobniki nie ulegaty
klasteryzacji, natomiast najbardziej odmigmnosling spcgréd wszystkich w olebie tej
populacji byt osobnik o numerze 14.
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Ryc. 1. Dendrogram analizowanych osobnikéw sosnyczajpej P. sylvestris) wchodzcych
w sktad populacji Azoty uzyskany metpd PGMA
Fig. 1. UPGMA dendrogram of Scots pirfe §ylvestris) individuals for Azoty population
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W topologii dendrogramu obrazigiego podobigstwo Dice’a w populacjZyrzyn
(ryc. 2) rownie oznaczono jedngrupe skupia, w skiad ktérej wchodzito 26 obiektéw. Ana-
logicznie do poprzedniej populacji, pozostate osidlmie tworzyty odebnych skupig.
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Ryc. 2. Dendrogram analizowanych osobnikdéw sosnyczaipej P. sylvestris)
wchodzcych w sktad populacizyrzyn uzyskany metadUPGMA
Fig. 2. UPGMA dendrogram of Scots pirie §ylvestris) individuals forZyrzyn population

DYSKUSJA

Zréznicowanie organizméw twogzych gatunek jest niezdnym warunkiem za-
pewniagcym mu réwnowag, a w dhiszej perspektywie rownieprzetrwanie. Nagty
spadek liczebnwi populacji (dryf genetyczny), spowodowany np.amgm siedlisk
w wyniku roztopow lub intensywnych opaddw, oznacdaniez eliminacg pewnych
alleli, co powoduje zub@nie genetyczne. W takich populacjach zostaje zactanrow-
nowaga Hardy’'ego-Weinberga, czego efektem jestatiéd heterozygot w poréwnaniu
z wartgiciami oczekiwanymi. Ji zjawisko to dotyczy pojedynczej populacjiastko-
wej, gatunek jako ca#d nie jest zagrzony, a sama populacja w wyniku np. naptywu
osobnikéw mae odzyska réwnowag. Jeli jednak zjawisko dryfu genetycznego obej-
muje caly gatunek, to utrata heterozygotycgzn@rzy braku przeptywu genéw roe
doprowadzt do catkowitej zagtady tego gatunku. Z tego wdgl ocena zrinicowania
jest niezlgdnym elementem w badaniach zaanych z ochranorganizméw.
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Stosowane powszechnie markery molekularne pozayvalagcnie na bezgrednie
poréwnywanie rénych osobnikéw, co utatwia bardziej jednoznacaner zréznicowa-
nia populacji. Przed rozwojem tych technikmérodnd¢ populacji szacowano na pod-
stawie cech fenotypowych, ktérg podatne na wptyw czynnikéérodowiska, a wic
mog uleg& zmianom podczasycia osobniczego. W przeciwistwie do nich markery
molekularne umiiwiajg ocer zmienndci na poziomie biatek, enzyméw lub DNA,
ktére nie podlegajpresji selekcyjnejrodowiska i § state w czasie, dgki czemu maéna
wyznaczy rzeczywisty poziom zrdicowania wewstrz- i miedzypopulacyjnego.

W niniejszej pracy poréwnywano znticowanie genetyczne dwdch populacji sosny
zwyczajnej Pinus sylvestris L.) z terendéw Lubelszczyzny za pomometody RAPD.
Dos¢ niskie wartdci roznorodndci wewrnstrzpopulacyjnej (h) Zyrzyn: 0,1942, Azoty:
0,1718) byly zbltone do wynikéw otrzymanych przez Nowakow$R003], ktéra badata
zmiennd¢ 30 proweniencji sosny z catej Polski. Nalgednak podkréi¢, ze analizo-
wane przez ni populacje z regionu potudniowo-wschodniego chamkiowaly s
wiekszym zré@nicowaniem genetycznym (0,180-0,232) w poréwnariadaniami wia-
snymi. Poziom heterozygotycziud sz&ciu populacji sosny chskiej (P. tabulaeformis
Carr.) okrélony za pomog metody RAPD [Wang i Gao 2009] byt nieznaczniezsay
w odniesieniu do wynikéw przedstawionych przez Nkovesky [2003]. Wang i Hao
[2010] w pracy, w ktérej do oceny zmierseo13 stanowisk sosny afskiej zastosowali
metod ISSR, zanotowali wisze wartéci zréznicowania genetycznego. Autorzy pod-
kreslaja jednak,ze przyczyl tego mae by m.in. wieksze zrénicowanieloci mikrosa-
telitarnych. W przypadku analizy markeréw domimych zr&nicowanie genetyczne
moze maksymalnie przyjmowawartas¢ 0,5 ze wzgldu na fakt, 7 w kazdym locus mogg
znajdowa sie tylko dwa allele, ktérym przypisujeeswartasci O lub 1. Heterozygotycz-
nos¢ wewmngtrzpopulacyjna okrdona przez Scalfi i in. [2009] na podstawiglijowych
i chloroplastowych sekwencji mikrosatelitarnych égi& se w granicach od 0,74 do
0,95, co potwierdza tez duwej zmienndci genetycznej sosny zwyczajnej [Kostia i in.
1995, Puglisi i Attolico 2000, Labra i in. 2006]. ¥ietle tych faktéw nalgy uzn&, ze
analizowane populacje sosny byly ancowane.

Catkowita zmienn& obydwu populacji (H) w poréwnaniu z innymi badaniami
[Zvingila i in. 2002, Nowakowska 2003, Wang i Ga602, Wang i Hao 2010] byta
znacznie nisza. Poniewaheterozygotyczn@ przypadata gtéwnie na populacje, zmné
cowanie pomidzy stanowiskami byto niskie: ++ Hs = 0,0088, co stanowito jedynie
4,6% ogolnej heterozygotyczéw (Gst = 0,046). Niski poziom zedicowania mgdzy-
populacyjnego jest normalnym zjawiskiem u sosnyi[du 2003, Li i in. 2005]. Przy-
czymg tego jest wysoki poziom przeptywu genéw warunkoyvpreez zdolnéc pytku do
pokonywania diych odlegtdci, nawet 100-200 km [Heuertz 2003]. Mimo to, z1é
cowanie genetyczne obydwu populacji bytaszie o rzd wielkasci od przytaczanych
wynikéw, co mana wyttumaczy niewielkim dystansem, jaki je dzielit. Nowakowska
[2003] badata stanowiska sosny z terenu catej Rdbslalfi i in. [2009] oceniali zréni-
cowanie populacji z Alp i Apenin oddalonych o 18®,knatomiast Wang i Gao [2009]
analizowali stanowiska sosny dbkiej, ktore dzielit dystans nawet 1400 km. Niekiel
zréznicowanie mgdzypopulacyjne w warunkach badatasnych sprgzone byto z wyso-
kim poziomem przeptywu genéw Nm = 10,38, niespetaterokrotnie wyszym ni
oznaczyli Wang i Hao [2010] dla 13 populacji soshiaskiej, rozciagnietych na dystan-
sie ok. 2000 km.
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WNIOSKI

1. Stanowiska sosny zwyczajnej z okolic Zaktadowetdmych w Putawach Zyrzyna
wykazaty s¢ zréznicowaniem wewgtrzpopulacyjnym charakterystycznym dla gatunku.

2. Niski poziom zrénicowania pomidzy tymi populacjami mma wyttumaczy nie-
wielka odlegtdcia, jaka je dzielita, czego potwierdzeniem jest wyswkeptyw gendw.
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Summary. In this paper genetic diversity among two ScotepRinus sylvestris L.) populations
from the area of Zaktady Azotowe “Putawy” and dldittown Zyrzyn was estimated. 13 RAPD
primers were used to obtain 137 bands and only #thexh were monomorphic. There were also
DNA fragments specific only for one population aaldsent in another. Genetic diversity (h)
within each population was 0.1718 (Azoty) and 02.82yrzyn). The mean diversity J/alue was
0.1830. Genetic diversity was focused within popates and it accounted for 95.6% of total
variability, which resulted in little diversity aing populations of 0.0088. This can be explained
by a small distance of about 7 km, which is conedatith a high level of pollen exchange be-
tween populations.
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