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INTRODUCTION GENERALE

1. La biogéographie : la distribution géographique des espéces et des génes

La biodiversité dans le sens le plus large signifie « la diversité de la vie sur la Terre »
(Wilson & Peter 1988). Dans son acception large, la biodiversité embrasse tout le spectre des
nivaux hiérarchiques de la variabilit¢ du vivant, des geénes a la biosphére, et son étude
comporte des aspects génétiques, taxonomiques et écologiques (Gaston & Spicer 2004). Les
recherches biogéographiques essayent d’identifier les processus qui structurent la biodiversité
a différentes échelles spatiales et temporelles, ce qu’on appelle de maniére générique les
‘patrons’ de diversiteé.

La compréhension des patrons de diversité des espéces a constitué une préoccupation
constante des biologistes depuis plus de deux siecles, et les questions liées a ce sujet sont
toujours débattues (Ricklefs 2004). Les premicres interprétations ont été dérivées de 1’histoire
et de la géographie. La diversité a d’abord été expliquée par des processus oeuvrant a large
¢échelle, par la diversification évolutive au cours des longues périodes et sur de larges
territoires (Wallace 1878; Willis 1922; Dobzhansky 1950). L’explication de la diversité par
les principes de 1’écologie débute surtout dans les années 1960 avec les ouvrages de
MacArthur et ses collaborateurs, qui font le pont entre la biologie des populations et la
biogéographie (MacArthur 1965; MacArthur & Levins 1967). Les nouvelles théories, plus
ancrées dans 1’écologie des communautés, avancaient 1’idée que la diversité des composants
au sein d’'une communauté est limitée par les interactions entre les espéces (spécialement la
compétition, la prédation, le mutualisme) et par les attributs locaux de I’environnement
physique (MacArthur & Levins 1967; Vandermeer 1972; Cody & Mooney 1978). Ces
facteurs, qui interviennent a I’échelle locale, pourraient expliquer les patrons de diversité des
especes.

La synthese entre les deux explications par des facteurs régionaux et locaux vient plus
tard, et il est montré que les diverses théories énoncées sont plutdét complémentaires que
conflictuelles (Blondel 1987; Whittaker e al. 2001; Ricklefs 2004). Par exemple, la diversité
locale est généralement reliée positivement a la diversité régionale (Ricklefs 1987; Hugueny
et al. 1997). L’importance d’un certain mécanisme dans la structuration de la diversité différe
en fonction du niveau de [’organisation. Les mécanismes comme les interactions

interspécifiques et avec les facteurs d’habitat sont plus importantes au niveau local, et au
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contraire, les mécanismes reliés a la spéciation et extinction des taxons deviennent
prépondérants au niveau régional (Willig ef al. 2003; Wiens & Donoghue 2004).

Au niveau global, le plus ancien et le plus connu patron de distribution de la
biodiversité est I’augmentation de la diversité¢ des régions polaires vers I’équateur (Wallace
1878; Rosenzweig 1995; Brown & Lomolino 1998) - Fig. 1. Pour les plantes, il y a plusieurs
hypothéses qui sont acceptées comme déterminantes pour la distribution de la diversité a une
telle macroéchelle (Kreft & Jetz 2007). L’hypothése de la dynamique des ressources (eau et
énergie) a comme point de départ la théorie especes-énergie de (Wright 1983) et prédit que la
richesse des especes dans une région est controlée par la disponibilité de 1’énergie (chaleur) et
de I’eau (humidité) de I’environnement (Hawkins et al. 2003; Currie et al. 2004; Field et al.
2005). Un autre ensemble d’hypothéses stipule que 1’hétérogénéité régionale de 1’habitat
gouverne les gradients de diversité des especes et le turnover spatial des espéces (Shmida &
Wilson 1985; Ricklefs 1987). Les hypotheses historiques et évolutives attribuent les gradients
de la richesse des espéces a I’histoire climatique et géologique. Leur dynamique a causé des
taux de diversification trés variables d’une région a I’autre (Dynesius & Jansson 2000; Jetz et
al. 2004). 11 est généralement admis que les régions les plus stables sont les plus diversifiées
(Pianka 1966). Par exemple, les glaciations Pléistocénes ont été¢ invoquées pour expliquer la
relative faible richesse en especes des zones temperes de 1’hémisphere nord en comparaison
avec les régions tropicales, plus riches et plus stable pendant les dernieéres époques

géologiques (Brown 1988).

Spocios numbar
per ecoregion
< 500

Fig. 1 Les patrons globaux de richesse spécifique des plantes vasculaire. (a) le nombre des especes par
écorégion floristique (d’aprés Kier et al. 2005) (b) modéle de distribution de la richesse floristique,
fondé sur un ensemble de variables environnementales (d’aprés Kreft & Jetz 2007).



Introduction générale

Au niveau local, la variabilité environnementale et les interactions biologiques sont
responsables de la persistance des espéces dans une certaine aire (Whittaker et al. 2001). Le
stress et la perturbation sont des facteurs physiques importants qui déterminent la richesse des
espeéces. Le stress diminue le nombre des taxons dans les communautés, parce que
généralement peu d’espéces sont €quipées au niveau physiologique pour tolérer un
environnement tres rude et variable (Whittaker et al. 2001). L’impact de la perturbation sur la
richesse floristique locale n’est pas linéaire, mais plutot parabolique, comme il est décrit par
I’hypothese de la perturbation intermédiaire (Connell 1978). Ce modéle, qui est plus évident
dans les milieux compétitifs, prédit qu'un niveau intermédiaire de perturbation dans un certain
territoire peut davantage prévenir 1’exclusion compétitive. Les interactions interspécifiques
peuvent intervenir dans la structuration de la richesse des espéces dans les communautés
végétales d’une maniére négative, par des interactions compétitives (Grime 1977; Connell
1983), ou positive, par la facilitation (Choler et al. 2001). L’importance relative de ’'un ou
d’autre mécanisme est fortement influencée par les caractéristiques locales de
I’environnement (Callaway et al. 2002).

Les données empiriques disponibles et les modeles conceptuels développés ne sont pas
encore suffisants pour bien comprendre les patrons de la distribution géographique de 1’autre
composant fondamental de la biodiversité (Vellend 2003), a savoir la diversité¢ génétique. On
peut apprécier que, dans ce cas, leur connaissance a suivi un chemin inverse de celui décrit
pour la diversité des espéces, dans la mesure ou les modéles liés aux caractéristiques des
populations ont été employés pour interpréter la distribution de la variabilité génétique
(Wright 1940), alors que les facteurs macroévolutifs et macroenvironnementaux ont été pris
en considération plus tardivement. L’un des premiers principes formulés est quantitatif et en
analogie avec le modele especes-aire développé en biogéographie (MacArthur & Wilson
1967). 11 prévoit que les populations qui sont plus larges conservent aussi une diversité
génétique ¢levée (Nei 1975). 1l a été confirmé par certaines études (Fischer & Matthies 1998).
Cependant, d’autres travaux qui ont exploré d’une mani¢re exhaustive la diversité
intraspécifique des taxons a macroéchelle (continental) ont montré que ce modele n’est pas
toujours adéquat (Hampe & Petit 2005). C’est plutét les nombreuses études
phylogéographiques réalisées aprés les années 1990 qui ont révélé que I’histoire Quaternaire
est le facteur le plus important dans la structuration spatiale actuelle de la diversité génétique
a I’échelle du continent (Hewitt 1996; Hewitt 2000). L’un des patrons les mieux connus
concerne les biomes tempérés de 1I’Europe (Taberlet et al. 1998; Hewitt 1999) ou de

I’ Amérique du Nord (Magni et al. 2005) et a été¢ résumé par Hewitt (1996) dans la formule:
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« southern richness [génétique] » vs. « northern purity ». Il est en concordance avec la
localisation des grands refuges glaciaires dans le sud de ces continents (en Europe :
péninsules ibérique et italique et les Balkans) et avec les routes de colonisation postglaciaires
vers le nord. Mais ce paradigme s’avére incomplet pour décrire tous les patrons observés. Par
exemple, le mélange entre les diverses lignées issues des refuges glaciaires dans des zones de
carrefour a déterminé une diversité génétique élevée pour les populations de ces régions, de
vrais « melting pots » pour la variabilité intraspécifique des especes (Petit et al. 2003).
D’autres facteurs qui influencent la distribution de la diversité génétique sont liés a la
disposition des populations dans 1’aire de répartition de ’espéce et le long des gradients
écologiques. Des récentes études d’écologie moléculaire montrent que les populations qui se
trouvent dans des situations périphériques (géographiquement) et/ou marginales
(écologiquement) sont plus pauvres au niveau génétique que celles avec une localisation

centrales et/ou optimales (Arnaud-Haond et al. 2006; Johannesson & André 2006).

Cette thése se présente comme une contribution a 1’étude des patrons géographiques
de la diversité¢ génétique et des especes dans le systétme modele représenté par les pelouses
alpines a Carex curvula en Europe. L’objectif principal de ce travail est d’interpréter ces

patrons dans un contexte large, a la fois historique-évolutif et écologique.

2. Les pelouses alpines a Carex curvula, un systéme insulaire

C’est Ozenda (1985) qui réunit toutes les montagnes de 1’Europe tempérée (Pyrénées,
Alpes, Carpates et nord de Balkans) dans une entité biogéographique unitaire, fondée sur les
ressemblances de leur végétation, ainsi que leurs caractéristiques climatiques et historiques
partagées. Cette entité¢ est nommée: le Systeme Alpin Européen (SAE). Les similitudes de la
végétation de 1’étage alpin de ces montagnes constituent justement 1’un des traits communs a
la base de la définition de ce systeme. La végétation alpine du SAE est marquée par la
dominance des formations dominées par des graminoides (surtout especes des genres Carex,
Festuca, Sesleria), ce qui est en fait un caractére distinctif par rapport aux chaines
montagnardes européens plus septentrionales ou méridionales, dans lesquelles la matrice
herbacée cede généralement le pas face a des formations dominées par des chaméphytes ou

des arbustes nains (Ozenda 1993).
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L’¢étage alpin du SAE se présente comme un systeme de sky islands (Walting &
Donnelly 2006). Les territoires de haute altitude des régions montagnardes adjacentes sont
séparés par des distances trés importantes (400-900 km, voir Darticle 1), de véritables
«océans » d’habitats de basse altitude qui sont «hostiles» aux plantes alpines
(principalement du fait d’un environnement compétitif plus marqué). Dans le méme temps,
dans chaque massif, I’habitat alpin ne se trouve pas distribué¢ de maniére continue, mais plus
souvent il est tres fragmenté sous la formé d’ilots distribués sur les plus hauts sommets et
crétes. Il s’agit donc d’une double fragmentation, d’un « archipel d’archipels ». Ces éléments
concourent a faire de 1I’ensemble de 1’étage alpin du SAE un systéme particuliérement
favorable pour tester des hypotheses de biogéographie, d’écologie et d’évolution (Drake et al.
2002).

Carex curvula All. (la laiche courbée, Cyperaceae, Fig. 2a) est I’'une des especes les
plus emblématiques du SAE. Taxon endémique pour ce systéme, elle est répandue dans toutes
ses hautes montagnes, avec 1’exception des Apennins et des Carpates de 1’Ouest (cf article 1).
On la rencontre a partir de 2000-2500 m altitude, selon les conditions climatiques. La
fréquence et I’abondance locale de la laiche courbée varient dans le cadre de son aire de
répartition. C. curvula est principalement répandue dans la partie centrale et orientale de la
chaine Alpine, ainsi que dans les Carpates du Sud-Est. Dans les Alpes du Sud-Ouest,
I’abondance de I’espéce connait une forte diminution, probablement en raison de 1’influence
du climat méditerranéen (Ozenda 1985; Choler & Michalet 2002). Les populations de C.
curvula dans les Balkans et dans les Pyrénées (limite sud de sa distribution géographique)
sont également plus fragmentées et moins denses (Braun-Blanquet 1948; Roussakova 2000).

Carex curvula est une espece pérenne, présentant un fort développement clonal
(Erschbamer & Winkler 1995). Les clones ont une durée de vie impressionnante, qui peut
excéder 2000 ans (Steinger et al. 1996), et forment une matrice végétale trés dense (Fig. 2b).
Les pelouses a C. curvula (Curvuletum) sont parmi les premieres associations végétales
décrites (Brockmann-Jerosch 1907), et suite au travail de Braun-Blanquet et Jenny (1926),
elles sont considérées par les géobotanistes comme le climax de la végétation alpine sur
substrat acide (Fig. 2). Les pelouses alpines dominées par C. curvula ont fait 1’objet de tres
nombreuses €études de phytosociologie (Braun-Blanquet & Braun-Blanquet 1931; Oberdorfer
1959; Negre 1969; Theurillat 1996; Coldea 1997) et plus récemment elles sont étudiées aussi
par les écologues (Grabherr 1989; Choler & Michalet 2002; Choler ef al. 2004; Erschbamer &

Winkler 2005) ou écophysiologues (Korner 1982). Les pelouses a C. curvula sont sans doute

10



Introduction générale

Fig. 2 (a) Habitus de Carex curvula (Massif du Taillefer, Alpes de Dauphiné, France).
(b) Pelouse dominée par C. curvula dans le Massif de Belledonne (Alpes, France) ; dans I’insert,
la matrice végétale dense formée par I’espéce dans les montagnes de Parang (Carpates roumaines).

11
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parmi les communautés alpines les mieux étudiées de 1I’Europe tempérée.

Carex curvula s.l. a été divisé par Gilomen (1938) en deux taxons distincts : C. c.
subsp. curvula, qui est principalement calcifuge est qui se trouve dans toute 1’aire de
répartition décrite pour I’espéce, et C. c. subsp. rosae, taxon surtout calcicole et répandu
seulement dans les Alpes et Pyrénées (Chater 1980). L objet d’étude de cette thése est C. c.
subsp. curvula ; seulement dans la deuxieme partie du manuscrit les deux taxons sont

analysés ensemble, dans un contexte phylogéographique.

Contribution

Article 1 : Puscas M (2005) Carpathian chorology of Carex curvula All., within European
alpine system. Contributii Botanice 40, 5-14.

3. Plan du manuscrit

Le présent travail est structuré en trois parties:

La partie I explore la variabilité floristique des pelouses alpines dominées par Carex
curvula et tente d’identifier les forces qui ont joué le réle le plus important dans la
structuration des especes de I’étage alpin européen. Cette partie se base sur I’analyse d’un
ensemble important de relevés de végétation couvrant toute I’aire de répartition de C. curvula.
Les principaux groupes phytogéographiques, ainsi que les plus importantes barrieres
biogéographiques pour la végétation alpine du SAE sont révélées en utilisant des analyses de
type clustering. Les relations especes-habitat et la place des pelouses a C. curvula au sein de
la végétation de haute altitude des Carpates ont été explorées plus finement.

Contribution :
Article 2 : Pugscas M, Choler P (en préparation) The biogeographical regionalization of the alpine
belt in the European mountains: an analysis based on the alpine grasslands dominated by Carex

curvula. Preslia.

La partie Il propose une étude de la structure phylogéographique de C. curvula, en
utilisant des marqueurs moléculaires nucléaires (AFLP) et chloroplastiques (séquences). La

distribution actuelle de la diversité génétique est discutée dans le cadre d’un scénario qui vise

12
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a simuler I’histoire quaternaire du taxon. Ensuite, la vicariance entre Carex curvula subsp.
curvula et Carex curvula subsp. rosae est discutée dans un contexte phylogéographique.
Contribution :

Article 3 : Puscas M, Choler P, Tribsch A, Gielly L, Rioux D, Gaudeul M, Taberlet P (sous presse)
Post-glacial history of the dominant alpine sedge Carex curvula in the European Alpine System

inferred from nuclear and chloroplast markers. Molecular Ecology.

Dans la partie III du manuscrit, nous avons exploré les relations entre la diversité
locale des especes dans les pelouses a Carex curvula et la diversité génétique de I’espece
dominante. Les corrélations ont été réalisées en utilisant plusieurs types d’indices pour la
diversité génétique et pour la diversité floristique des communautés. L’impact des
déterminants locaux et régionaux sur les deux niveaux de la diversité a été ensuite discuté.
Contribution :

Article 4 : Puscas M, Taberlet P, Choler P (sous presse) No positive correlation between species and
genetic diversity in European alpine grasslands dominated by Carex curvula. Diversity and

Distributions.
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Abstract

This study is a synthesis of the existing data overall chorology of the species Carex curvula at a
European level, with emphasis of its location in the Carpathian Mountains. As an endemic
European species, Carex curvula has a limited distribution — the alpine belt of the main
mountains of the European alpine system: Alps, Pyrenees, French Central Massif, Carpathians
and a part of the highest mountains in the Balkans. In the Carpathians, it’s well known in the
Meridional Carpathians (Tarcu, Godeanu, Retezat, Paring, Cibin, Capatanii, Fagaras, lezer-
Papusa, Piatra Craiului and Bucegi Mountains) and in the Oriental Carpathians (Rodna
Mountains and Cernogora Mountains). Some older reports from Suhard, Calimani and Ciucas

Mountains are considered non-valid for the Carpathian chorology of this species.
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Introduction

“Comme une immense peau de mouton, le gazon uniformément brun-jaundtre du
Curvuletum enveloppe pentes douces, roches moutonnées et épaules arrondies des montagnes,
rabotées par les glaciers quaternaires.” [14]. This plastic image of the French Alps, described
by Braun-Blanquet, is characteristic not only to the Occidental Alps, but also to the most
important mountain areas of Europe.

As a keystone species for alpine ecosystems [43], Carex curvula (the crooked sedge)
defines alpine communities that Braun-Blanquet et Henny have considered even since 1926 as
climax groups for the acidophil alpine belt. Besides the Alps, it is mentioned as alpine climax
species on crystalline bedrocks also in the Carpathians [26, 76], Pyrenees [63], or Balkans [56,
90]. The altitude where it can be found is depending on the geographical position. In the Central
Pyrenees, Carex curvula grows at over 2500 m [63]. In the Maritime Alps, the extreme inferior
limit is 2450 m altitude [44]. This limit decreases along the Alps to North — East [12, 44],
reaching 2100 m in Mallnitzer Tauern — Austria [12]. In the Ukrainian Carpathians, where there
are the most northern populations, Carex curvula grows at altitudes between 1700 and 2000 m
[55].

There are valuable works about the chorology of Carex curvula and about the typology of
the communities that this species define, but most of them have a local character [37, 38, 51,
101]. The main purpose of this paper is to make synthesis of the whole distribution of Carex
curvula, with emphasis of its location in the Carpathian Mountains. It is a part of a larger theme
also on the coenology [80], phylogeography and ecology of this important element of alpine

flora.

Discussions

Distribution in Europe

Carex curvula, European endemic species, has its distribution limited to the alpine belt of
the main mountains of the European alpine system [68]: Alps, Pyrenees, French Massif Central,

Carpathians and some high Balkan mountains (fig. 1).
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Fig. 1: The distribution of Carex curvula s.1.: in black - C. c. ssp. curvula; in spotted white - C. c. ssp rosae.
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By their expansion and high altitude, the Alps represent the most important pole for the

crooked sedge. It is mentioned for all the Alps regions:
- Western Alps [36, 44, 57, 61];
- Central Alps [18, 53, 67];
- Eastern Alps [1].

In the Pyrenees, Carex curvula can be found at high altitudes, in all three natural regions

[37], which are delimited along this mountain chain, from east to west:
- Eastern Pyrenees [5; 13];
- Central Pyrenees [63, 87];
- Western Pyrenees [88].

Between the two main western poles of crooked sedge’ distribution (represented by the
Alps and the Pyrenees), some relic populations occur in the French Central Massif. These
populations are localized at a low altitude (1840 m), in Monts Dore [36, 58]. In Monts Dore, in
the subalpine belt, Carex curvula is not dominant, being included in the acidophilous
communities of Agrostis rupestris and Festuca airoides.

In the Carpathians, Carex curvula occurs only in the Meridional and Oriental
Carpathians. The only populations outside Romania can be found in the Cernogora Mountains —
Ukraine [55, 74]. Though the ecological conditions (altitude and bedrock) are favorable, the
crooked sedge does not grow in the Occidental Carpathians - High Tatra. Until the first decades
of the 20th century, Carex curvula was mentioned by mistake in the Flora of the Tatra
Mountains [70, 99], but its presence in this area was invalidated later [33, 34].

In the Balkans, the crooked sedge presents the most southern populations of its
distribution. It is well known from:

- Stara Planina — Bulgaria [52, 56];

- Pirin Mountains— Bulgaria [50, 96];

- Rila Mountains— Bulgaria [52, 90];

- Baba Planina — Macedonia [50];

- Bistra Mountains — Macedonia [50];

- Sar Planina — Macedonia [50];

- Korab Mountains — Macedonia [50]; as Carex curvula is present in the Korab
Mountains, on the Macedonian part, it is probable that it’s also present in the flora of Albany, as
these mountains are on the border, and as they have the greatest altitudes for both states (though
not mentioned by the Flora of Albany [32], or by the Flora Europaea [21] as being present in
Albany);
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- Vranica Planina — Bosnia-Hercegovina [49].

In 1938, Gilomen divides Carex curvula s.l. in two distinct taxa, having the rank of
subspecies:

- Carex curvula All. ssp. curvula

- Carex curvula All. ssp. rosae Gilomen.

The morphological differences between the two taxa are quite subtle, being represented
especially at the level of foliar section. But each of them present special ecological affinities: C.
c. ssp. curvula is considered as primary calcifuge, while C. c. ssp. rosae is considered as
calcicole species [21, 41]. In the determination of the ecological niche of both taxa, besides the
acidity gradients of the soil, the disturbance and the mesotopography contribute equally [23].

The relatively late delimitation of the two taxa determined that some older (chorological
or phytosociological) data referring to Carex curvula to be confuse, due to their ascribe to one
taxa [101]. Carex curvula ssp. rosae can be found only in the Pyrenees (especially on their
Eastern side [22]) and in the Alps (Fig. 1). In the Alps, the frequency of C. c. ssp. curvula
decrease towards the South — West part of the chain [22, 68]. Contrary, C. c. ssp. rosae is
common in the South — West part of the Alps, being relatively rare in the central and eastern part
of these mountains (except Dolomites).

Distribution in the Carpathians

The first explorers of the Transylvanian flora noticed the presence of crooked sedge “in
alpibus Carpathis”, even from the beginning of the 19" century.

In 1838, Rochel notices it in the Banat Mountains (most probably in Tarcu and Godeanu).
Heuftel (1858) also mentions it in Banatu Temesienis. Later, Herbich (1859), Schur (1866), Fuss
(1866), Porcius (1878), Simonkai (1878) mention the presence of Carex curvula on other
Carpathian peaks.

The presence of crooked sedge communities, as distinct alpine plant associations, is
reported later on, at the same time with the first phytosociological studies of the vegetation in the
Carpathians. On the Sixth International Phytogeographical Excursion, Borza (1931) mentions
“die climax — matte” in the Carpathians, represented by Curvuletum. Borza (1934) also publishes
the first phytosociological relevées of Caricetum curvulae from Retezat Mountains.

Once with the thoroughness of the studies on the Carpathians’ vegetation, the presence of
the crooked sedge and the communities that it defines, it has been reported in the majority of the

mountains that have an altitude higher than 2000 m.
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At present, it is known in the Meridional Carpathians (Tarcu, Godeanu, Retezat, Parang,
Cibin, Céapatanii, Fagaras, lezer-Papusa, Piatra Craiului and Bucegi Mountains). In the Oriental
Carpathians it is found only in the Rodna Mountains and Cernogora Mountains (Fig. 2, Tab. 1).

In the Oriental Carpathians, Carex curvula was also mentioned in the Suhard Mountains
[26] and in the Calimani Mountains [60]. It seems that the mention in Suhard Mountains was an
error (G. Coldea, pers. comm.). The crooked sedge was reported from Calimani Mountains only
by Mititelu et al. (1986). This information has been taken over also by Popovici et al. (1996).
Previous studies of the alpine vegetation of the Calimani Mountains [29] do not report the
presence of Carex curvula; on the contrary, the communities dominated by Juncus trifidus are
indicated as vegetation climax. Likewise, of our knowledge, there is no Carex curvula vouchers
from Célimani Mountains deposited in a public herbarium. The field surveys performed in 2004
in the Calimani Mountains do not validate the presence of the crooked sedge on this area (as all
the sites mentioned by Mititelu et al. have been inventoried). This result was also confirmed by
other recent field studies (A. Oprea and I. Sarbu, pers. comm.). Until an eventual precise
confirmation of the presence of this species in the Calimani Mountains, it can be considered that
Carex curvula has been mentioned by mistake in this mountain range.

In the Meridional Carpathians, except the massifs mentioned above, Carex curvula has
been indicated also in the Ciucas Mountains [69]. Pauca et al. (1960) recorded the presence of
Carex curvula in the Ciucas Mountains in a single relevée made on Ciucag Peak, on a pasture
dominated by Festuca airoides. Ciuca (1984) does not mention the crooked sedge in her
monograph of the Flora and Vegetation of the Ciucas Mountains, either in the enumeration of the
vascular flora or in the structure of the 59 relevées of Festucetum supinae made in these
mountains (including Ciucas Peak). During the field studies in the Ciucas Mountains (summer of
2004), this species was not found on the peaks of this mountain area. The low altitude of the
highest peak (1954 m) and the presence of a bedrock rich in limestone, determines an ecological
ensemble that makes improbable the existence of crooked sedge in these mountains. Considering

all these, the mention of Carex curvula in the Ciucas Mountains should be regarded as an error.
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Fig. 2: The distribution of Carex curvula in the Carpathians

Acknowledgements

I would like to thank Vasile CRISTEA, Philippe CHOLER and Gheorghe COLDEA for constructive
discussions, collaboration and support. I am also very grateful to Mariana NICULESCU, Adrian OPREA, Paulina
ANASTASIU, Jézsef FRINK, Daniel RADUTOIU, Dominik Roman LETZ, Patrik MRAZ, Corina BASNOU,
TIoana PADURE and Michat RONIKIER for their help in getting herbarium and other chorological data.

21



Table 1: The chorology of Carex curvula in the Carpathians

Article 1

Massif Locality References
Bucegi Babele, Bitrana, Platoul Costila, Brana Mare a Costilei, Bucsoiul, Platoul Scara, Coasta Scarii, Beldie, A., 1967, Borza, A., 1944, Boscaiu, M., et al., 1998, Cardasol, V., et al., 1985, Haret, M.,
Obiarsia, Coltii Obarsiei, Doamnele, Moraru, Platoul Caraiman, Vf. Bucura, Vf. cu Dor, Vf. Omul 1931, Puscaru, D., et al., 1956, Serbanescu, 1., et al., 1966
Exs.: CL, CLA, IASI, BUC, KRAM, BP, BUCA
Capatanii V{. Ursu Exs.: CL
Cernogora Gutin Tomnatyk, Hoverla, Kizie Utohy, Munczel, Pietros, Rebra, Shpytsi, Turkut, Pop Ivan Malinovsky, K.A., et al., 2000
Exs.: CL, KRAM, BP
Cindrel Iezerul Mare, Vf. Cindrel Niedermaier, K., 1965, Anghel, G., et al., 1985, Safta, 1., 1943, Dragulescu, C., 1995
Exs.: CL
Fagaras Arpasul Mare, Boia Mare, Braza, Caltun, Culmea Paltina, Culmea Serbota, Dara, Muchea Dara, Boscaiu, N., 1971, Buia, A, 1943, Cslirés, 1., 1957, Fuss, M., 1866, Lorinczi, F., et al., 1967,
Fereastra Mare a Sdmbetei, Galasescu, Lacul Capra, Lacul Urlea, Lespezi, Moldoveanu, Muntele Motca, G., et al., 1985, Puscaru, D., et al., 1977, Puscaru-Soroceanu, E., et al., 1969, Puscaru-
Malita, Muntii Brezei, Muntii Picuiata, Podeanu, Scara, Seaua Caprei, Urlea, Valea Saratii, Soroceanu, E., et al., 1977, Puscaru-Soroceanu, E., et al.,1981, Resmerit, 1., et al., 1977, Safta, 1.,
Vanatoarea lui Buteanu, Vf. Bandea, Vf. Buda, Vf. Budislavu, Vf. Laita, Vf. Laitelul, V. Mosului, | 1943, Schneider-Binder, E., et al., 1979, Schur, J.F., 1866, Serbanescu, L, et al., 1966, Simonkai,
Vf£. Negoiu, Vf. Paltinul, Vf. Raiosu, Vf. Serbota, Vf. Suru, Vf. Tarata L., 1887, Stancu, D. I., 2002
Exs.: CL, BUAG, CRAI, BUC, BP, I, BUCA
Godeanu Bulzu, intre Gugu si Muraru, Micusa, Muntele Stana Mare, Platforma Borascu, Platoul Boscaiu, N., 1971, Cernelea, E., Simtea, N., et al., 1985 Serbanescu, 1., et al., 1966

Gardomanului, V. Borascu Mic, Vf. Gardomanului, Vf. Godeanu, Vf. Gugu, Vf. Matului, Vf.
Moraru, Vf. Paltina, Vf. Scirigoara

Exs.: CLA, CRAI, BUC

lezer-Papusa

Crucea Ateneului, Gradisteanu, Iezerul Mare, Iezerul Mic, Lacul Iezer, Lespezi, Papusa, Piciorul
Iezerului, Piscanul, Sleaul Batrana, Vf. Rosu

Alexiu, V., 1998, Barbulescu, C., et al.,1985
Exs.: CL

Parang

Bilescu, Cioara, Coasta Bengai, Gaura Mohorului, Iezerul, Mohoarul, Paclesa, Setea Mare, Setea
Mica, Vf. Carja, V. Dengherul, Vf. Gruiul, Vf. Mandra, Vf. Parang, V{. Papusa, Vf. Tidvele, Vf.
Urdele

Buia, A, 1943, Buia, A, et al., 1959, 1962, Popescu, G., et al., 2001, Resmerita, 1., et al., 1977,
Safta, 1., 1943, Samiola, Z., 1960, Sanda, V., et al., 1989, Serbanescu, 1., et al., 1966
Exs.: CRAI, BP

Piatra Craiului

Vf. Baciului

Mihailescu, S., 2001

Retezat Cildarea Bucura, Caldarea Pisaturile, Caldarea Stana de Rau, Caldarea Zanoaga, Coama Bucura, Borza, A., 1934, Boscaiu, M., et al., 1998, Buia, A, 1943, Cernelea, E., et al., 1985, Csliros, S., et
Coasta Lapusnic, Coasta Pelegii, Culmea Lolaia, Culmea Sesele, Curmatura Bucurei, Curmatura al., 1956, 1964, Hodisan, 1., et al., 1986, Nyarady, E.I., 1958, Resmerita, 1., 1974, Safta, I., 1943,
Judelui, Custura Bucurei, Lacul Bucura, Lacul Florica, Lacul Galesul, Lacul Gemenele, Lacul Lia, | Samiola, Z., 1960, Serbanescu, 1., et al., 1966
Lacul Stirbul, Lacul Zanoaga, Luncile Sesele, Mormantul Fetei, Muchia Ascutitd, Piciorul Coltului, | Exs.: CL, BP
Pigaturile, Platforma Pargu, Platforma Rades, Platoul Sesele, Poarta Bucurei, Stana Mare, Saua
Retezatului, Taul Lapusnicu, Taul Stirbului, Valea Rea, Vf. Bucura, Vf. Custura, Vf. Gruiul, Vf.
Judele, Vf. Mare, Vf. Papusa, Vf. Peleaga, Vf. Rades, Vf. Retezat, V. Sasilor, Vf. Slaveiu, Vf.
Sesele, Vf. Zanoaga, Zanoagele Galesului,

Rodna Caldarea lezerului, Caldarea Lala, Gemenea, Obarsia Rebrei, Piciorul Plescutei, Vf. Buhaiescu, Vf. | Buia, A, 1943, Coldea, G., 1990, Coldea, G., ef al., 1986, Fuss, M., 1866, Nyarady, A., 1963,
Cormaia, Vf. Galati, Vf. Gargélau, V{. Indut, Vf. Ineu, Vf. Momaia, Vf. Pietrosul Mare, Vf. Porcius, F., 1878, Resmeritd, 1., 1963, Resmerita, 1., 1981, Resmerita, 1., et al., 1983, Safta, 1.,
Puzdrele, Vf. Rebra, Vf. Rosu 1943, Schur, J.F., 1866, Serbanescu, 1., et al., 1966, Simonkai, L., 1887

Exs.: CL, CLA, IASI, CRAIL, BUC, KRAM, BP, BUCA
Tarcu V{. Babei, Vf. Bloju, Vf. Caleanu, Vf. Cununii, V. Pietrei, Vf. Tarcu, Vf. Vulturul Boscaiu, N., 1971, Buia, A, 1943, Cernelea, E., Simtea, N., et al., 1985, Safta, 1., 1943

Exs.: BP

The acronyms of the cited Herbariums (£xs.) indicate: BP (Herbarium of the Hungarian Natural History Museum, Budapest), BUAG (Herbarium of The University of
Agronomical Sciences and Veterinary Medicine, Bucharest), BUC (Herbarium of the University, Bucharest), BUCA (Institute of Biology, Romanian Academy, Bucharest), CL
(Herbarium of Babes-Bolyai University, Cluj-Napoca), CLA (Herbarium of The University of Agronomical Sciences and Veterinary Medicine, Cluj-Napoca), CRAI (Herbarium
of the University, Craiova), I (Herbarium of Al. I. Cuza University, lasi), /4SI (Herbarium of the Agronomical University, lasi), KRAM (Herbarium of the Institute of Botany,
Polish Academy of Sciences, Krakow) - Index herbariorum: http://www.nybg.org/bsci/ih.
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COROLOGIA iN CARPATI A SPECIEI CAREX CURVULA ALL., IN CONTEXTUL SISTEMULUI

ALPIN EUROPEAN

(Rezumat)

Prezentul studiu realizeaza o sinteza a datelor existente asupra intregii corologii a speciei Carex curvula

(coarna) la nivel european, cu o privire detaliata a localizarii ei Tn Muntii Carpati. El se integreaza intr-o tematica

mai larga privitoare si la cenologia, filogeografia si ecologia acestui edificator de pajisti alpine.

Specie endemica europeand, coarna are arealul limitat doar la etajul alpin al principalelor catene muntoase

ale sistemului alpin European: Alpi, Pirinei, Masivul Central Francez, Carpati si o parte a muntilor inalti din

Balcani. In Alpi si Pirinei, pe langd Carex curvula ssp. curvula se mai intalneste si C. c. ssp. rosae, taxon cu

predilectie calcifil si cu toleranta marita la factorii perturbatori de mediu. In Carpati Carex curvula ssp. curvula este

cunoscuta din Carpatii Meridionali (Muntii Tarcu, Godeanu, Retezat, Parang, Cibin, Capatanii, Fagaras, lezer-

Papusa, Piatra Craiului §i Bucegi) si din Carpatii Orientali (Muntii Rodnei si Muntii Cernogora). Unele mentiuni

mai vechi asupra raspandirii ei in Muntii Suhard, Calimani si Ciucas sunt considerate ca nevalide pentru corologia

carpatind a acestei specii.
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I._PATRONS DE _DIVERSITE INTERSPECIFIQUE DANS LES
PELOUSES A CAREX CURVULA

I.1. Introduction : Approches méthodologiques pour identifier les barriéres

biogéographiques et la biogéographie de I’étage alpin dans le SAE

I.1.1. La régionalisation biogéographique

La biogéographie représente 1’étude de la distribution de la vie a toutes les échelles
spatiales et ses changements au cours du temps. Dans cette succincte définition (Whittaker et
al. 2005) mettent en évidence les deux composantes de base de cette discipline: la distribution
et la dynamique de la biodiversité. Ces questions ont préoccupé les naturalistes depuis le
début de 18°™ siécle.

Quand les premiers biogéographes ont commencé a diviser le monde en régions
floristiques ou faunistiques, différents critéres ont été adoptés. L’approche de von Humboldt
(1805) et de de Candolle (1820) a été basée sur les grands types de formations végétales
reflétant 1’adaptation des plantes aux conditions environnementales (ce qu’on appelle
aujourd’hui les biomes), tandis que Wallace (1876) et Engler (1879-82) ont pris en compte la
distribution actuelle des taxons (les realms). Méme de nos jours, le concept de région
biogéographique reste encore problématique et il n’existe pas un consensus sur le type de
phénomenes biologiques dont il est censé étre le témoin. Treés récemment Mackey et al.
(2008) ont réalis¢ une synthése sur les diverses approches utilisées pour la délimiter des

barriéres biogéographiques. Les auteurs soulignent 1’existence de trois approches distinctes

(Fig. 3):

- (1) une approche taxonomique, fondée sur la distribution actuelle des espéces (Xie
et al. 2004; Proches 2005); cette approche conduit en premier lieu a inférer les
faits historiques et évolutifs qui ont mené aux assemblages actuels des especes ;

- (2) une approche environnementale, s’appuyant sur ’examen des variables
externes (le climat, la géologie, les ressources etc.) (Holdridge 1947) ;

- (3) une approche fonctionnelle, qui quantifie la réponse des communautés

biologiques a I’environnement (productivité, structure) (Mackey et al. 2008); cette
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approche a ¢ét¢é employée seulement en phytogéographie, car la classification

fonctionnelle des animaux est moins utilisée. De plus, les animaux ne représentent pas

des caractéristiques dominantes du paysage (Proches 2008).

Des approches complémentaires existent, comme par exemple la notion d’écorégion

(Olson et al. 2001), fondée sur la classification du biotope et des biocénoses (McDonald et al.

2005).

Il est probablement vain de chercher une méthode optimale pour délimiter les régions

biogéographiques, et le choix de I’une ou de 1’autre dépend largement du but de la recherche

entreprise (Mackey et al. 2008) — Fig. 3.

Composition & evolutionary legacy, e.g.
+ Taxonomic composition
+ Taxonomic richness
+ Taxonomic endemism
* Phylogenies

Ecosystem dnvers, e.qg.
+ Climate & atmosphere
+ Terrain
+ Substrate
+ Disturbance regimes

Ecosystem responses, e.g.
+ Vegetation productivity
+ Vegetation structurs
+ Vegetation condition

uonezijeuolbaiolg

Theoretical research

Conservation planning

Matural resource
management

Fig. 3 Les trois approches différentes utilisées dans les démarches de régionalisation biogéographique.
Des variables de chaque groupe ou des combinaisons de variables de plusieurs groupes peuvent étre
utilisées, en fonction du but de 1’étude poursuivie (d’aprés Mackey et al. 2008).
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[.1.2. M¢éthodes de classification biogéographique

Les premiéres méthodes utilisées par les biogéographes pour la délimitation de
biorégions ont été purement intuitives, c’est a dire principalement fondées sur I’expérience
propre et la connaissance de 1’époque sur la répartition des especes. Apres plus d’un siecle
cette méthode subjective d’évaluation reste encore une méthode privilégiée (Proches 2008).

L’analyse numérique, quantitative apparait assez récemment en biogéographie, apres
le développement des aspects conceptuels et le perfectionnement des capacités de traitement
des données (la performance des ordinateurs, les logiciels, la multiplication des bases des
données sur la répartition des espéces etc.). Les méthodes fondées sur le clustering deviennent
de plus en plus utilisées pour discriminer les groupes (ou régions) distincts (Xie et al. 2004;
Proches 2005) ; elles sont fondées sur le fait que les unités biogéographiques sont arrangés de
maniere hiérarchique (McLaughlin 1992) et que la structure spatiale peut étre déchiffrée en
utilisant des mesures des distances entre les diverses entités.

Les barriéres biogéographiques dans une certaine région reflétent 1’existence d’une
discontinuité spatiale dans la distribution des especes. Des diverses techniques d’analyses
peuvent étre utilisées pour tester 1’association entre les distances géographiques et la variance
spatiale d’un caractére donné. Les tests comme celui de Mantel (1967) ou 1’analyse
d’autocorrélation spatiale ont le désavantage de ne pas détecter ou se trouvent les
changements importants. Une alternative pour résoudre ce probléme est 1’utilisation des
approches spatiales explicites, comme 1’est ’algorithme de Monmonier (1973). Cet
algorithme identifie directement les barrieres a partir d’une matrice de distances (ex.
floristique) et les visualise sur une carte. Utilis¢ plutdt pour traiter les données génétiques
(Manel et al. 2003), il est aussi un outil utile pour certaines analyses biogéographiques (Patten
& Smith-Patten 2008). Par contre, des tests faits sur des systémes biologiques a distribution
trés fragmentée («type de distribution insulaire ») en appliquant le méme algorithme ont
montré que les résultats étaient fortement influencés par les situations marginales et les

outliers (Fig. 4).
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S s
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Fig. 4 Les barriéres (en rouge) identifiées avec 1’algorithme de Monmonier sur un jeu de données
comprenant 420 relevés de végétation de pelouses dominées par Carex curvula en Europe. Les
premiéres cing barriéres sont notées en fonction de leur importance (a—e); elles montrent une
tendance a isoler d'abord les relevés excentriques de point de vu floristique. L’analyse a été faite avec
Barrier version 2.2 (Manni et al. 2004) et les distances floristiques entre les relevés ont été calculées
sur la base de I’index de Jaccard avec ADE4 (Thioulouse et al. 1997).

I.1.3. La biogéographie de 1 étage alpin dans le SAE

Malgré le fait que I’existence de 1’étage alpin comme une entité biogéographique a
part a été reconnue depuis longtemps et que 1’étude de sa végétation coincide avec les
premiéres monographies sur la végétation de 1I’Europe (Brockmann-Jerosch 1907; Borza
1931; Horvat et al. 1937), il n’existe pas encore une approche synthétique de sa
biogéographie.

Les régionalisations floristiques de 1’Europe considérent différemment la présence des
¢léments floristique propres aux montagnes de ce continent. Par exemple, Takhtajan (1986)
ne distingue pas de régions de montagne quand il définit les 20 régions floristiques de
I’Europe. Par contre, la carte biogéographique de 1’Europe proposée par I’ Agence Européenne
de ’Environnement (EEA 2005) distingue une région Alpine, mais qui englobe toutes les
massifs montagneux de I’Europe.

Le SAE est une entité plus objectivement décrite, basée sur la végétation, le climat et
les caractéristiques historiques des hautes montagnes de 1’Europe. Mais au niveau floristique,
’étage alpin du SAE reste assez hétérogene. Les quatre subdivisions du SAE proposées par la

suite d’Ozenda (Fig. 5a) ne concernent que les Alpes et ses « voisins » directs, et elles
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prennent en compte le climat et I’orogenese (pour définir le sous-systéme hercynien) ou la
végétation sylvestre (pour les sous-systémes péri-adriatique, intra-alpin et nord-préalpin).

Tous les essais pour une zonation différente ont été seulement menées a 1’échelle
locale, et ne concernent généralement qu’une seule montagne. Les Alpes sont divisées
traditionnellement par sept coupes perpendiculaires a I’axe principal de la chaine (Fig. 5b),
mais ces limites sont principalement fondées sur les types de végétation foresticre et les
particularités climatiques (Ozenda 1985). Pour les Pyrénées, les biogéographes ont décrit
deux principales barrieres floristiques (Fig. 5c), séparant les Pyrénées Orientales, Centrales et
Occidentales (Gaussen & Lerendde 1949; Gruber 1978). Quant aux Carpates, elles sont
divisés par une seule barriére phytogéographique importante au niveau du bas massif de
Skhidni Beskidi (Fig. 5d), limite déja remarquée par les botanistes du XIX siecle (Woloszczak
1895; Pax 1898). Au niveau de 1’étage alpin, I’une des plus importantes différences entre les
deux parties des Carpates est justement 1’absence de Carex curvula dans les Carpates de
I’Ouest. Les liaisons entre les flores alpines des montagnes balkaniques sont plus méconnues.
Le degré ¢levé de ’endémisme dans ces montagnes rend sa végétation alpine encore plus
hétérogene (Stojanov & Kitanov 1926; Roussakova 2000), mais, a notre connaissance, aucune
tentative pour la régionalisation de cet ensemble balkanique n’a été entreprise.

Une analyse plus large a été réalisée trés récemment par Finnie et al. (2007). Les
auteurs ont identifié les grands ¢éléments floristiques de 1’Europe en analysant la distribution
spatiale d’une partie de sa flore (environ 20% des taxons). Trois des ¢éléments floristiques
révélés sont étroitement li€s aux trois principaux components du SAE : Pyrénées (I’élément
floristique Erysimum duriaei), Alpes (I’élément Salix serpillifolia) et Carpates (I’élément
Rumex alpinus). La résolution pour les montagnes de Balkans n’a pas été aussi claire, trés
probablement a cause de 1’échelle de I’analyse (distribution des espéces sur les mailles de 50
x 50 km de 1’Atlas Flora Europea), mais aussi du fait de I’endémisme élevé dans la péninsule
Balkanique déja souligné. Les systémes montagnards se caractérisent par une hétérogénéité
des facteurs écologique tres grande, avec des changements floristiques spatiaux trés abrupts
(Ozenda 1985; Choler & Michalet 2002). Les études locales ne sont évidemment pas
adéquates pour déceler les discontinuités floristiques au niveau de I’ensemble alpin (par
exemple, les montagnes de Pirin sont complétement englobées dans une maille de 50 x 50 km

et la largeur de la chaine carpatique dépasse rarement 60 km).
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$eL i ] Orientales

Fig. 5 Les barri¢res phytogéographiques décrites pour les composantes du System Alpin
Européen. (a) les subdivisions du SAE, d’aprés Ozenda (1985); les sous-systemes péri-
adriatique - A, intra-alpin - I, nord-préalpin — J et hercynien — H. (b) la localisation des
barrieres floristiques dans les Alpes d’aprées Ozenda (1985). (¢) les régions
phytogéographiques des Pyrénées (d’apres les descriptions de Gruber, 1978). (d) la barriére
floristique qui sépare les deux parties des Carpates a ¢té localisée différemment par les divers
biogéographes des Carpates (1—5) ; la plus importante est située le long du Pas Lupkow —
no.3 dans la figure (d’aprés Zemanek 1992).

I.2. Diversité floristique des pelouses alpines a Carex curvula dans le SAE

Pour I’étage alpin du SAE, les pelouses a Carex curvula offre un bon modéle pour
tester des hypothéses biogéographiques et ce pour plusieurs raisons : (1) ils sont I’un des rares

exemples de communautés végétales qui se retrouvent dans tous les massifs importants du
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SAE (2) ils constituent des formations de fin de succession (‘climax’), et correspondent a ce
qui est considéré comme la végétation potentielle d’un lieu donné (3) ils représentent un type
d’écosystéme propre au SAE, une sorte d’unité macroévolutive propre a I’étage alpin de ce
systéme. Pour toutes ces raisons, il constitue un mod¢le intéressant pour examiner les facteurs
qui ont conduits a la distribution actuelle des especes.

Les résultats de 1’analyse en cluster réalisée sur les 853 relevés de pelouses a Carex
curvula (cf. article 2) montrent qu’il existe seulement une correspondance partielle entre la
position des barrieres floristiques pour ces pelouses et les grandes barri¢res géographiques qui
séparent les massifs montagnards (Fig. 6). En biogéographie, il existe plusieurs exemples de
découplage entre distances géographique et distances biologiques, environnementales ou
¢cologiques (Mackey ef al. 1988), la ligne de Wallace étant un exemple classique.

A la lumiére de nos analyses comparatives, il semble que les forces qui ont jou¢ le role
le plus important dans la structuration floristique de 1’étage alpin européen sont de nature
historique (migration, extinction, isolation, spéciation) et seulement dans le deuxieme temps
¢cologique. Le résultat n’est pas inattendu pour une analyse a 1’échelle du continent, parce
que DI'importance des processus écologiques devient significative plutét a méso- et
microéchelle (Pyke et al. 2001; Wiens & Donoghue 2004). Premi¢rement, la plus importante
barriere pour I’étage alpin du SAE passe a I’intérieure des Alpes de I’Est, séparant d’un coté
les massifs autrichiens les plus orientaux, les Carpates et les Balkans et de ’autre coté la plus
grande partie des Alpes et les Pyrénées. Cette barrie¢re a une importance historique
particulicre, elle démarque a 1’ouest les massifs fortement affectés par les glaciations
pléistoceénes et a 1’est les régions ou les glaciers se sont installés seulement sur les hauts
sommets des montagnes (Pawlowski 1970; Voges 1995). Ainsi, pendant les longues périodes
glaciaires, il est probable que des importantes migrations aient favorisé¢ les échanges
floristiques entre les flores alpines des Alpes de I’Est, Carpates et des Balkans (Boscaiu
1971). L’intensité de ces €changes a été peut-€tre moins importante avec les montagnes du
sud des Balkans (Rila et Pirin). Au sein du SAE, elles ont été les plus épargnées par les
périodes froides du Quaternaire (Bazilova 1975; Bazilova & Tonkov 2000) et par conséquent,
leur flore alpine a été plus stable et plus isolée. Dans ce cas, I'importance des migrations
floristique a été contrecarrée par les phénomenes €volutifs qui ont promu /’endémisme. Les
mémes phénomenes ont probablement présidé au degré élevé d’endémisme de 1’étage alpin
des Pyrénées qui forme actuellement un groupe bien individualisé dans le cadre du SAE. Dans
les massifs méridionaux (Pyrénées, Rila, Pirin) /’extinction des certains taxons alpins au cours

des phases interglaciaires a pu jouer aussi un role important ; ces montagnes sont marqués par
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I’influence du climat méditerranéen, plus chaud et sec pendant 1’été (Negre 1969; Roussakova
2000), qui convient moins aux espéces alpines psychrophiles trouvés dans les montagnes
situées plus au nord.

Quoique moins importante, 1’influence des facteurs écologiques dans la distribution
des especes alpines est révélée méme a I’échelle continentale, mais elle apparait nette
seulement dans les Alpes. L’explication doit se trouver dans le fait que le développement
altitudinal et surfacique de 1’étage alpin dans ces montagnes soit le plus considérable de tout
le SAE. L’étage alpin des Alpes est ainsi marqué par un gradient floristique important le long
du gradient d’altitude. L apport floristique de certaines especes subalpines devient en effet

trés significatif dans la partie inférieure de 1’étage alpin.

Contribution

Article 2 : Puscas M, Choler P (en préparation) The biogeographical regionalization of the alpine
belt in the European mountains: an analysis based on the alpine grasslands dominated by Carex
curvula. Preslia.

Fig. 6 Les groupes et les barri¢res biogéographiques pour I’étage alpin dans le SAE.

(A) Les quatre groups phytogéographiques (clusters) révélés par I’analyse de la végétation alpine du
SAE (cf article 2) : le groupe des Pyrénées (rouge), des Alpes (gris), des Carpates (noir) et des Balkans
(bleu). Malgré I’inclusion de 1’étage alpin dinarique dans le groupe carpatique, sa position reste encore
problématique (treés peu des données disponibles pour les hautes montagnes de Macédoine et Bosnie-
Herzégovine). Les fléches indiquent le positionnement des discordances les plus importantes entre les
distances géographiques et floristiques entre les régions voisines: en vert - distances floristiques petites
vs. distances géographiques grandes, en orange distances floristiques grandes vs. distances
géographiques petites.

(B) A gauche, (a)-(d) : I'importance des barriéres phytogéographiques (1 a 3) de I’étage alpin du SAE,
reflétée par la partition successive de la végétation alpine en k groupes (2 a 4). Le 5™ groupe (d,
ellipse verte) réunit la végétation de 1’étage alpin inférieur des Alpes. A droite, (a)-(d) : la proportion
de chaque groupe phytogéographique (cluster) dans chaque région géographique.
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I.3. La place des pelouses alpines a Carex curvula dans les Carpates

Apres le filtre historique, qui détermine le pool des espéces disponibles, c’est le filtre
environnemental qui joue sur la structuration floristique spatiale dans une région (Lortie et al.
2004). Les massifs montagnards offrent une treés large variété d’habitats disponibles sur des
surfaces relativement petites. Les variations de la topographie créent des gradients trés abrupts
pour la température, I’humidité, la disponibilit¢ des nutriments dans le sol, I’action
perturbante de certains facteurs (vent, gel, neige etc.). La mésotopographie est 1'un des
facteurs déterminants pour la structure floristique des communautés végétales dans le milieu
alpin (Michalet et al. 2002; Choler 2005).

Dans cet espace écologique complexe, la distribution des espéces en communautés est
déterminée par leurs niches écologiques. Mais les interactions entre les especes influencent
fortement les performances biologiques (la niche réalisée), en les diminuant (compétition) ou
en les augmentant (facilitation). Le milieu alpin a été caractérisé par I’importance de la
facilitation dans I’organisation des communautés végétales (Choler et al. 2001; Callaway et
al. 2002), bien qu’elle ne soit pas exclusive. Dans les pelouses bien structurées a Carex
curvula, les trous qui sont créés dans la dense matrice végétale par des facteurs perturbateurs
favorisent I’installation d’espéces subordonnés (Pierce et al. 2007). Cette observation suggere
I’existence d’un micobiotope moins contraignant, ou la compétition interspécifique joue un
role plus important.

La connaissance de I’enveloppe climatique d’une espéce est un facteur déterminant
pour comprendre sa distribution dans [’espace géographique. Anciennement, cette
connaissance coincidait avec 1I’expérience de terrain des botanistes ou des phytosociologues.
Par exemple, les exigences de Carex curvula dans les Carpates sont décrites comme
correspondant a des « hauts plateaux, crétes et dépressions abrités dont [’altitude dépasse
2000 m, ou elles [Carex curvulal], habitent les terrains peu pentus et fort exposés aux vents »
(Coldea 1991). Les techniques d’analyse multivariée se révelent désormais utiles dans cette
démarche parce qu’elles permettent de quantifier plus objectivement la contribution de chaque
variable du milieu a la répartition des espéces. Choler et Michalet (2002) ont appliqué une
analyse de co-inertie fondée sur deux tableaux appariés (un tableau floristique qui croise
especes-sites et un tableau environnemental sites-variables d’habitat) pour séparer les niches-
habitats de Carex curvula subsp. curvula et C. c. subsp. rosae dans les Alpes du sud-ouest.

Hormis le facteur déterminant de la neige et la distinction entre alpin nival et alpin thermique,
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ils ont également montré que la perturbation physique, jouait un role essentiel dans la
distinction entre les niches-habitat des deux sous espéces de Carex curvula.

Pour différencier la niche habitat de Carex curvula dans les Carpates nous avons
utilisé I’Analyse Canonique des Correspondances (CCA), qui est une analyse en gradient
direct (Ter Braak & Prentice 1988). Cette technique a été appliquée avec succes par Gottfried
et al. (1998, 1999) pour étudier la distribution des plantes dans 1’étage alpin et nival.

L’analyse a été réalisée sur 1359 relevés de végétation de haute altitude des Carpates
de Sud-Est (e.g. I’aire de répartition de Carex curvula dans les Carpates). Les relevés ont été
publiés dans les diverses monographies sur la végétation des Carpates (la liste compléte est
dans I’Annexe) ou sont des relevés originaux. Pour constituer le tableau environnemental,
nous avons noté pour chaque relevé plusieurs variables d’habitat : I’altitude (m), le type de
roche (codé numérique de 1 a 4 en fonction de leur basicité), 1’exposition (relative north
aspect, +1 Nord a -1 Sud, la pente (en °) et le recouvrement de la végétation (en %). Le
recouvrement de la végétation peut étre utilisé pour évaluer le degré de la perturbation, qui est
en relation inverse avec le développement de la matrice végétale (Fox 1981; Choler &
Michalet 2002). Les dérivés de la topographie (la pente et I’exposition) et surtout 1’altitude
sont des variables synthétiques qui influencent indirectement la vie des plantes. Leur
signigfication change beaucoup quand des situations géographiques et macroclimatiques
différentes sont comparées. Mais les Carpates de Sud-Est offrent un contexte favorable pour
’utilisation de ces variables dans les analyses multivariées, a la raison de leur relative
homogénéité du bioclimat, a 1’échelle de la chaine (Fig. 7). Les plus importants changements
sont déterminés par la topographie locale, auxquelles on ajoute le substrat.

Les résultats de la premiere analyse CCA indiquent clairement I’importance du
substrat siliceux, acide pour la distribution du Carex curvula (Fig. 8). Mais le bon
développement aussi dans les montagnes des Bucegi, sur une roche mére riche en carbonates
(le conglomérat de Bucegi, Puscaru et al. 1956), indique le réle compensateur de 1’altitude
¢levée (par la température basse et précipitations importantes), qui favorisent la
décalcification et 1’acidification du sol. La présence de C. curvula sur un substrat riche en
calcaire, sur des sols décalcifiés, a été signalée aussi dans plusieurs régions dans les Alpes
(Dolomites — Ph. Choler, communication personale; Alpes du Valais — observations
personales). La situation singuliére des Bucegi dans les Carpates est due premi¢rement a la

présence de substrat calcaire a haute altitude (Coldea 1991).
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Fig. 7 La diversité de I’habitat bioclimatique potentiel dans les Alpes et les Carpates. Le mod¢le a été
constitué¢ sur les degrés-jour annuels, les précipitations annuelles et la radiation potentielle directe.
Contrairement aux Alpes, les Carpates de Sud-Est sont caractérisées par une forte homogénéité de ces
variables macroclimatiques; les variations les plus importantes sont au niveau local, déterminées par la
topographie du relief (insert). La carte a été élaborée par Niklaus Zimmermann (WSL, Birmensdorf,
Suisse), dans le cadre du projet européen IntraBioDiv (GOCE-CT-2003-505376).

La deuxiéme analyse CCA (réalisée seulement pour les 1005 relevés sur substrat
géologique acide) révele la position de Carex curvula le long du gradient altitudinal et de
perturbation (Fig. 9). Le gradient altitudinal peut étre substitué¢ a un gradient thermique, car
I’influence de I’altitude sur le développement de la végétation est premicrement liée aux
modifications de la température (Korner et al. 2003). Ce gradient oppose les communautés de
haute altitude a Carex curvula aux pelouses subalpine acidophiles, peu perturbés a Nardus
stricta, Festuca nigrescens, F. airoides. Le remplacement des especes au long du gradient
altitudinal est expliqué par Choler (2002) a cause de [D’affaiblissement de D’aptitude
compétitive de Carex curvula vers la limite inférieure de 1’étage alpin au détriment des
especes dominantes subalpines. Nos résultats confirme aussi pour les Carpates le role majeur
joué par les perturbations physiques dans I’installation des pelouses a C. curvula dans I’étage
alpin (Choler & Michalet 2002). C. curvula évite les situations les plus exposées aux

perturbations (€boulis, crétes) et les situations les pus enneigées (combes a neige) (Fig. 9).
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L’importance de la topographie locale (surtout 1’effet négatif de la pente des versants) dans la
répartition de pelouses a C. curvula dans 1’étage alpin acidophile des Carpates a été soulignée
depuis longtemps par les phytosociologue roumains (Puscaru et al. 1956; Puscaru-Soroceanu
1963; Coldea 1991). La topographie per se (pente, exposition) n’a pas été¢ révélée par nos
analyses comme déterminante, c’est I’intensité de la perturbation qui compte. On peut trouver
souvent de tres belles pelouses sur des versants pentus mais épargnés des facteurs destructifs
de I’environnement (Fig. 10) et réciproquement des situations de hauts-plateaux trés exposés

ou C. curvula s’installe difficilement a cause de I’action intense du vent.
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Fig. 8 La projection des 1359 relevés de végétation des Carpates dans le plan défini par les axes 1 et 2
de la premiere analyse CCA. Les relevés qui contiennent Carex curvula (0) sont marqués
proportionnellement avec 1’abondance de cette espéce ; les points identifient les relevés sans C.
curvula. L’insert en bas, indique les poids canoniques des variables environnementales. Les valeurs
propres pour I’analyse CCA sont indiquées dans I’insert en haut. L ellipse réunit les relevés de Bucegi.
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Fig. 9 La projection des relevés de végétation des Carpates sur substrat siliceux et des principales
espeéces dominantes dans le plan défini par les axes 1 et 2 de 1’analyse CCA. Les relevés qui
contiennent Carex curvula (o) sont marqués proportionnellement avec I’abondance de cette espéce ;
les ellipses contiennent 70 % des, respectivement: relevés avec C. curvula (noir), communautés
subalpine peu perturbés (rouge), communautés alpine fortement perturbés (bleu). L’insert a gauche
indique les poids canoniques pour les variables environnementales. Les valeurs propres pour 1’analyse
CCA sont indiquées dans I’insert a droite. La position des especes dominantes suivantes est indiquée :
Carex curvula, C. pyrenaica, Cerastium cerastoides, Deschampsia cespitosa, Festuca airoides, F.
nigrescens, Juncus trifidus, Luzula alpinopilosa subsp. obscura, Nardus stricta, Oreochloa disticha,
Ranunculus crenatus, Salix herbacea, Sesleria bielzii, Vaccinium uliginosum subsp. microphyllum.
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() (b)

Fig. 10 Des pelouses trés denses a Carex curvula dans les Carpates roumaines, sur les versants pentus
de : (a) Buhdiescu Mic et Mare (Les Montagnes de Rodna) et (b) Vanitoareca Iui Buteanu (les
Montagnes de Fagaras).

Anexe
La liste bibliographique des publications utilisées dans 1’analyse de la végétation de

haute altitude des Carpates du Sud-Est :

Alexiu V (1998) Vegetatia Masivului lezer-Papusa, Studiu Fitocenologic Editura Cultura,
Pitesti.

Borza A (1934) Studii fitosociologice in Muntii Retezatului. Buletinul Gradinii Botanice si al
Muzeului Botanic Cluj 14, 1-84.

Borza A (1959) Flora si vegetatia Vaii Sebesului Academia Republicii Populare Romane,
Bucuresti.
Boscaiu M, Boscaiu N, Ehrendorfer F (1998) The Cerastium alpinum group
(Caryophyllaceae) in the South Eastern Carpatians. Contributii Botanice, 5-39.
Boscaiu N (1971) Flora si Vegetatia Muntilor Tarcu, Godeanu si Cernei Editura Academiei
Republicii Socialiste Romania, Bucuresti.

Boscaiu N, Tauber F, Coldea G (1977) Asociatii vegetale rupicole si petrofile din Muntii
Retezatului. Studii si Comunicari de Ocrotirea Naturii 4, 253-264.

Buia A (1943) Contributiuni la studiul fitosociologic al pasunilor din Muntii Carpati.
Buletinul Facultatii Agricole Cluj-Timisoara 10, 143-168.

Buia A (1963) Les associations a Nardus stricta L. de la R. P. R. Revue roumaine de biologie
7, 119-137.

Buia A, Paun M, Pavel C (1962) Studiul geobotanic al pajistilor. In: Pajistile din Masivul
Pardng si Imbundtdatirea lor, pp. 143-274. Editura Agro-Silvica, Bucuresti.

Buia A, Paun M, Safta I (1959) Contributii geobotanice asupra pasunilor si fanetelor din
Oltenia. Lucrarile Stiintifice ale Institutului Agronomic Craiova, 93-183.

Buiculescu I (1987) Flora si Vegetatia Masivului Piatra Mare, teza de doctorat, Universitatea
Babes-Bolyai, Cluj-Napoca.

Coldea G (1990) Muntii Rodnei, Studiu Geobotanic. Editura Academiei Roméane, Bucuresti.

Coldea G, Pinzaru G (1986) La végétation de la Réserve Bila-Lala des Monts Rodnei.
Contributii Botanice, 153-169.
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ABSTRACT

The revealing of spatial pattern in species distribution is the main task of historical
biogeography. Here, we test if the spatial distribution of the main floristic groups within the
alpine belt of the European Alpine System matches with the big geographical distances
between the mountain ranges. We focused our analyses on one well circumscribed plant
community represented by the silicicolous alpine meadows dominated by the endemic sedge
Carex curvula. The cluster analyses performed for a comprehensive dataset of vegetation
relevés showed that the distribution of the phytogeographic groups was only in part congruent
with the physiography of the EAS. While the high level of endemism has supported the clear
floristical disjunction of the most southern ranges (the Balkans and the Pyrenees), the shared
history during the Pleistocene glaciations has induced marked similarities between the alpine
silicicoulus vegetation of the Carpathians, eastern Alps and northern Balkans. The influence
of local environmental variables in structuring the floristics of the alpine belt is still noticeable
even at continental macro-scale analysis. One detected floristic group in the Alps clearly
separated the communities developed in the lower part of the alpine belt that are highly

influenced by the temperature, soil type, nutrients and water availability.

45



Article 2

INTRODUCTION

A major objective of plant biogeography is the exploration of species distribution patterns,
and the identification of floristic regions within a given area (McLaughlin 1994). There is a
long debate about the importance of historical factors vs. ecological factors in determining the
species distribution at geographical scale (Potts ef al. 2002), that mainly reflects two
perspectives (“niche assembly” and “dispersal assembly”) in understanding the species
assemblages (Hubbell 1997). Anyway, on local scale the habitat factors tend to be more
important, whereas at larger scales (continental), evolutionary and historical events seem to
explain primarily the species association (Knollova & Chytry 2004).

One important problem in analyzing the spatial grouping of species at large scale is
still the scarcity of available data (Finnie et al. 2007). However, in the last decade there was
an important increase in the number of the databases on species or communities’ distribution
and the simple expert classifications were enhanced by new numerical technique of data
analysis. The “revitalization of biogeography as a modern quantitative science” (Brown et al.
1996) is highlighted by recent studies on the biogeography of Europe (Finnie et al. 2007;
Heikinheimo et al. 2007), China (Xie et al. 2004) or North America (McDonald ef al. 2005)
or vegetation classification in Central Europe (Knollova & Chytry 2004; Botta-Dukat et al.
2005; Illyés et al. 2007). These new approaches have offered new tools to compare spatial
distribution patterns of species (Heikinheimo et al. 2007).

The mountains of Europe offer a good opportunity for testing biogeographical
hypothesis at continental scale. Beginning with the first botanists (Baumgarten 1816; Rochel
1838) the mountain flora of Europe has been explored with enthusiasm for almost two
centuries. The biogeographers have early questioned the problem of floristic similarities
between different mountain ranges (Braun-Blanquet 1923; Braun-Blanquet 1930), as well as
the striking floristic breaks that also exist (Woloszczak 1895; Pax 1898; Krebs 1928; Gaussen
& Lerendde 1949). Based on shared floristic, vegetational and historical features Ozenda
(1985) included all the main temperate mountains of Europe in one biogeographic unit, the
European Alpine System (EAS). To our knowledge, no authors have attempted to quantify the
floristic relationships of alpine vegetation within the ESA.

In this study we have explored the floristic patterns of one of the most widespread
plant community within the EAS, the silicicolous alpine grasslands dominated by the sedge
Carex curvula subsp. curvula. This species is an endemic taxon to the EAS, forming

extensive swards mainly between c. 2200 and 2700 m.s.m. in the Pyrenees, Alps, Carpathians
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and the mountains from Balkans (Stara Planina, Rila, Pirin from Bulgaria and some of the
highest peaks of the Dinarides), (Fig. 1, Puscag 2005). The communities dominated by C.
curvula were among the first plant assemblages described by European phytogeographers
(“Curvuletum”, Brockmann-Jerosch 1907; Riibel 1911), and this type of communities were
systematically reported at the same time with the first phytosociological explorations of
Carpathians (Borza 1934), Balkans (Horvat et al. 1937) or Pyrenees (Braun-Blanquet 1948).
Since then, a large number of local studies described these grasslands from different locations
across the entire geographical range, but only few tried to sum them up into a large-scale
vegetation classification. However, the existing syntheses on Curvuletum are generally
restricted to one mountain range (Coldea 1991; Theurillat 1996; Roussakova 2000). The
geographical turnover of the floristic composition in the grasslands dominated by C. curvula
within one mountain can show different patterns. In the Carpathians they are surprising
uniform (Puscas et al. 2005), while in the Alps several geographical and ecological plant
associations have been described (Theurillat 1996). An overall floristic comparison of this
type of vegetation throughout its entire distribution range has never been done (Fig. 1). These
alpine grasslands are typical late-successional communities (Niederfriniger-Schlag &
Erschbamer 2000). They have not been severely affected by land use, and thus current
floristic diversity patterns mostly reflect the outcome of long-term evolutionary history.

Based on the clustering analysis of a large European-scale dataset of vegetation
relevés, we addressed here the following questions: (1) how much floristic variation can be
found within the C. curvula dominated alpine grasslands of the EAS and where are the main
floristic boundaries for this plant community? (2) Do these floristic boundaries match the
geographical limits within the EAS (i.e. the mountain ranges)? (3) To what extent are the
clusters associated with different species richness and/or relative cover of C. curvula? (4) To
what extent are the clusters associated with different elevation and/or vegetation

cover/disturbance?
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Figure 1 Location of the relevés (o) with Carex curvula in the European mountains. (a) The
first number after the mountain name indicates the total number of available relevés in that
range, and the second represents the number of relevés selected by each geographical
stratified resampling. (b) and (c¢) The presence of the clusters in each mountain range,
evaluate to the total number of relevés (b) and to the occupied surface (i.e. number of grid-
cells) (c). The colors indicate the clusters: red — Pyr, grey — Alpl, green — Alp2, black — Car,
white — Bal.

MATERIALS AND METHODS

Vegetation data

We collected 853 relevés of alpine vegetation dominated by C. c. subsp. curvula using 59

different local studies to build up a floristic dataset covering all the distribution range of the
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species (Fig. 1 and see the supplementary material 1 for a full list of the original sources
used). 86 releves originated from this study. Floristic surveys were conducted using standard
phytosociological rules, with a 6-lavels scale for the visually estimating for relative
abundance-dominance of vascular plant species +: < 5%; 1: 5 - 10%; 2: 10 - 25%; 3: 25 -
50%; 4: 50 - 75%; and 5: > 75% (Braun-Blanquet 1932). We selected only the relevés for
which the abundance-dominance of C. c. subsp. curvula was 22. We paid special attention to
not add to the analysis relevés from the Alps and Pyrenees including C. c. subsp. rosae
instead of C. c. subsp. curvula. The two related taxa are morphologically closed and they
could be sympatric, but they have different ecological specialization along disturbance,
mesotopography and soil acidity gradients (Choler & Michalet 2002). C. c. subsp. rosae is
primarily calcicole and is found only in the Alps and Pyrenees (Chater 1980). Relevés from
the geological substrates included also carbonated rocks were eliminated, if the authors
haven’t specifically referred to C. c. subsp. curvula.

Taxonomy and nomenclature of the species follow Flora Europaea (Tutin et al. 1964-
1980). Some species that are taxonomically problematic, or that can be easily misidentified in
the field were referred to broader defined taxa (see the supplementary material 2 for a full list
these taxa). In this paper the use of term Curvuletum has a general meaning referring to any
alpine grassland dominated by C. curvula and it does not correspond to a special

phytosociological unit of vegetation.

Data analysis

The databases compiled from different sources are often geographically biased by
oversampling in some areas and the existing redundancy may seriously influence the results
of numerical analysis (Knollova et al. 2005). In order to avoid such local oversampling, we
applied a geographical stratified resampling for the vegetation dataset. Maximum 5 relevés
were randomly selected from each cell of a geographic grid of 6' latitude and 10' longitude
covering all the EAS, resulting a sub-dataset of 420 releves.

Using the cluster analysis, the selected sub-dataset was partitioned into five groups,
i.e. the same number as the number of mountain ranges where Carex curvula grows. The
analysis was conducted by applying the partitioning around medoids with the pam-algorithm
(Kaufman & Rousseeuw 1990) implemented in the CLUSTER R package. The pam-

algorithm is based on the search for k representative objects or medoids among the
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observations of the dataset. After finding a set of k medoids, k clusters are constructed by
assigning each observation to the nearest medoid. The goal is to find k representative objects
which minimize the sum of the dissimilarities of the observations to their closest
representative object. The partitioning was based on a floristic dissimilarity matrix between
relevés, using the Jaccard’s index (Jaccard 1901).

Furthermore, diagnostic species for the groups of relevés established by the cluster
analysis were determined by calculating the fidelity of all species to each group. We
compared the observed frequencies of species occurrence in one cluster with the frequencies
that would be expected under the null hypothesis (random distribution), using the u
hypergeometrical value (upy,) as a statistic measure of fidelity (Chytry et al. 2002). For every
computation, the species presence in one cluster was compared with the rest of the relevés,
which were taken as one group. The u, can take on positive or negative values, indicating
that the species and a given cluster co-occur more or less frequently than would be expected
by chance. Larger values are, greater degrees of joint fidelity are. After preliminary
inspections, the threshold value for uy,, for a species to be considered as diagnostic was set to
5, because this value produced lists of diagnostic species for groups that are informative and
not too extensive.

To test the robustness of the identified clusters and the diagnostic species that are
assigned to them, the initial dataset was resampled 1000 times. For each resampled dataset the
clustering analysis was conducted and the diagnostic species were determined as described
above. Depending on the particular configuration of each resampled dataset, one relevé could
be assigned to different clusters. We considered that a given relevé belong to the cluster to
each it was assigned most of the times in 1000 analysis. One species was regarded as
diagnostic to a given cluster only if that species was selected at least 500 times as diagnostic
for that cluster (see results).

In order to compare habitat affinities for the clusters found in the Alps, we performed
a Principal Component Analysis (PCA) based on environmental indicator values for the
clusters’ diagnostic species. Indicator values for the soil moister (1-9 scale, from very dry to
wet ground gradient), altitudinal range (1: montane-subalpine species, 2: subalpine species, 3:
subalpine-alpine species, 4: alpine species, 5: alpine-subnival species), habitat type (1: mainly
rocky type habitat, 2: rocky type habitat to meadows, 3: mainly meadows) and nitrogen figure
(1: oligotrophic, 2: oligo-mesotrophic, 3: mesotrophic, 4: meso-eutrophic, 5: eutrophic) were
adapted after Flora Alpina (Aeschimann et al. 2004). Preference for light was considered after
Ellenberg et al. (1992).
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A cluster’s area was estimated by the number of cells of the geographic grid-system
within which a majority of releves belong to that cluster.

All computations and statistical analyses were performed with the software R version
2.6.0 (R Development Core Team 2007, www.R-project.org), using the packages CLUSTER
ver. 1.11.9 (M. Maechler, ETH Zurich, Switzerland) for cluster analysis and ade4 ver. 1.4-5
(Chessel ef al. 2004) for dissimilarity matrix calculation and PCA.

RESULTS

Cluster analysis to the level of five groups yielded a very coherent geographical structure of
the alpine communities dominated by Carex curvula within EAS. Each of the five clusters
was closely linked to one of the main mountain ranges: Pyrenees (hereafter cluster Pyr), Alps
(two clusters, Alpl and Alp2), Carpathians (cluster Car) and Balkans (cluster Bal) (Fig. 1).

The Carpathians and the Pyrenees were the most homogeneous mountains, all the
relevés being assigned to the corresponding cluster (Car, respectively Pyr), Fig. 1b. The
Balkan Mountains showed a more heterogeneous structure. The alpine communities from Rila
and Pirin formed a well defined Balkan group (Bal), but the floristic affinities of the
Curvuletum from the northern part of the Balkans (Stara Planina) were much closer to the
Carpathian cluster. As well, the five relevés from the Prokletije (Dinarides) were assigned to
Car cluster. Within the Alps, the pattern of species assemblage in Curvuletum was more
complex. Remarkably, the relevés from the easternmost part of the Alps clustered with those
from Carpathians. Two other almost exclusively Alpine groups were identified (4/p! - the
biggest one, and Alp2), without any detectable geographical meaning. Only a very small
number (3%) of the relevés from the Alps were assigned to the Pyrenean group. The two
relevés from the France Massif Central grouped together with Alp2 cluster.

Pyr cluster (167 relevés in 36 grid-cells, 206 species)

This group comprised medium-rich in species Curvuletum communities (Fig. 2), but
with the highest number of diagnostic species (26). Half of the diagnostic species are
Pyrenean endemics (Leontodon pyrenaicus, Oreochloa blanka, Pedicularis pyrenaica,
Thymus nervosus, Hieracium breviscapum, Festuca eskia) or are also found in the adjacent
regions (Gentiana alpina, Androsace carnea, Helictotrichon sedenense, Jasione crispa,
Primula integrifolia, Ranunculus pyrenaeus). Another important set of diagnostic species for

Pyr included more widely distributed taxa but with similar habitat preferences. They indicated
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communities growing on rocky places, screes, on shallow soils generally from the upper part
of the alpine belt (Silene acaulis, Arenaria grandiflora, Minuartia recurva, Saxifraga exarata
subsp. moschata, Silene ciliata, Erigeron uniflorus, Lychnis alpina).

Car cluster (258 relevés in 40 grid-cells, 194 species)

This cluster was defined by a set of elements that are centered on Carpathians, but that
also diffuse on the neighboring mountains ranges (e.g. Eastern Alps and northern Balkans), as
Primula minima, Phyteuma confusum, Potentilla aurea subsp. chrysocraspeda (distributed in
Carpathians and Balkans), Rhododendron myrtifolium (Carpathians and Balkans), Campanula
alpina (Carpathians and Eastern Alps). It was the most geographically spread group, but very
clearly delimited from the others. There were only few diagnostic species (9), but all of them
have a high degree of fidelity to this group (as revealed by the frequency of the assignation to
the cluster, Table 1) and consequently are strongly discriminant. The Curvuletum from this
easternmost cluster were generally species poor (Fig. 2).

Bal cluster (79 relevés in 9 grid-cells, 85 species)

The Balkan cluster was a small one, being restricted to the area of two closely
connected mountains in Bulgaria (Rila and Pirin). It included the species-poorest grasslands
dominated by C. curvula in all the EAS (Fig. 2). The number of diagnostic species was also
small (11), but this cluster had the highest index of diagnostic species down-weighted with
the surface of the cluster (i.e. the number of corresponding grid-cells), Fig. 4d. The group was
essentially defined by Balkan Mountains endemic species, as Campanula alpina subsp.
orbelica, Dianthus microlepis, Festuca riloensis, Sesleria comosa. Some other taxa confined
to the eastern part of EAS have higher incidence in the Balkan Curvuletum: Leontodon
croceus subsp. rilaensis, Poa media, Ranunculus crenatus, R. pseudomontanus.

Alpl (297 relevés in 67 grid-cells, 277 species) and Alp2 clusters (52 relevés in 28
grid-cells, 171 species)

One should notice the particular case of the two clusters from the Alps. Both groups
included the species-richest C. curvula communities of the EAS (Fig. 2). By the other hand,
they were the only groups that were completely sympatric, occupying the same geographical
range (Fig. 1). The PCA carried out for the diagnostic species revealed the distinction
between Alpl and Alp2 (Fig. 3a). The first PCA axis explained more then 50% of the total
variance, and was positively correlated with altitude, light and negatively with soil moisture,
and soil N. It clearly separated the C. curvula communities from the upper part of the alpine
belt (Alpl, Fig. 3b) mostly found on the shallow soils of summits and ridges. A/p/ had a high

number of diagnostic species (25), the most important being Antennaria carpatica, Veronica
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bellidioides, Oreochloa disticha, Kobresia myosuroides, Minuartia sedoides, Hieracium
piliferum, Senecio incanus supsp. carniolicus etc. Contrary to the other groups, the percentage
of local endemics (Alpine) among the diagnostic species were particularly low for both Alp/
and Alp2. There were three for Alpl cluster (Festuca halleri, Primula glutinosa and Phyteuma
globulariifolium subsp. pedemontanum) and none in Alp2. The Alp2 cluster included the
Curvuletum developed in the lower part of the alpine belt, corresponding to a transition zone
with subapine grasslands. Only few species were diagnostic for this group (Homogyne alpine,
Nardus stricta, Plantago alpina, Anthoxanthum alpinum, Ligusticum mutellina, Campanula
scheuchzeri). These taxa have a wide range in the mountains of EAS and consequently they
were less discriminant for the cluster (i.e. frequency of the assignation to the cluster, Table 1),
in comparison with other sets of diagnostic elements.

We analyzed also the location of the boundaries between clusters by increasing the
number of clusters sequentially from 2 to 5 (data not shown). The first two groups separated
the Eastern part of the EAS (Carpathians, Balkans and Dinarides) and the Western part (the
Alps and the Pyrenees). Noticeably, the floristic barrier zone was located within the Alps, the
communities from the easternmost part of the Alps clustering with the eastern European
group. The second split separated the Pyrenees from the Alps and at four groups, the Bal
cluster showed off. The two clusters in the Alps were revealed only by the last split. The
structure revealed by partitioning the dataset into more then five clusters was less meaningful

and difficult to interpret.
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DISCUSSION

Floristic vs. geographic boundaries

At European-scale level, the pattern of species assembly in the alpine communities dominated
by Carex curvula mainly reflected the phytogeographical differences between the mountain
ranges (e.g. the local endemism). But the distribution of the five floristic clusters was only
partly congruent with the physiography of the EAS. The alpine areas of the adjacent
mountains are separated by lowland territories that represent important gaps between them
(400-900 km). Our null hypothesis was that the large geographical distances between the
mountain ranges of the ESA would have been the primary driver of the floristic divergences
within the Curvuletum.

This hypothesis was supported for the Pyrenees and the southern Balkans (Pirin and
Rila). Here the floristic groups are well individualized and do not radiate in the nearby areas
(the particular case of the 12 Pyr relevés in the Alps is discussed further). The most likely
explanation for this is the important level of endemism for the high mountain flora of those
regions, that has long been noticed by the biogeographers (Stojanov & Kitanov 1926; Kiipfer
1974; Roussakova 2000). Despite the shared floristical similarities with the neighbor
mountain ranges (Braun-Blanquet 1923; Roussakova 2000), the acidic alpine grasslands of
the Pyrenees and southern Balkans have enough particularities to constitute separate entities.

One important result of our study is the location of the boundaries that separate the
Carpathian cluster (Car) from the Alpine or Balkan clusters. In this case the long geographic
distances between the Carpathians, eastern Alps, Dinarides and northern Balkans were
vanished by the striking similarities of their acidophilous alpine floras.

Previous phytogeographical works have acknowledged the existence of the
relationships between the mountain floras of the easternmost part of the EAS and a set of
common “Carpatho-Balkanic” elements has been proposed (Coldea 1991). Our results
confirmed the strength of these similarities, essentially between the northern Balkans and
Carpathians. The Curvuletum from Stara Planina showed stronger affinities with Carpathian
communities than with the closer ones from Rila and Pirin. Interestingly, Carpathian
populations of C. curvula are genetically closely related to the populations from Stara Planina
(Puscas et al., in press). Roussakova (2000) has also highlighted the important dissimilarities

between the vegetation of the alpine belts of Rila and Stara Planina. From both geographic
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and floristic point of view, the Dinarides have an intermediate position between the Alps,
Carpathians and Balkan mountains (Fig. 1) (Lakusic 1970). Our analysis showed that the
Dinaric acidic alpine grasslands were closer to the Carpathian group. However, it is not
completely clear if this result reflected the limited dataset available for the high mountains of
Macedonia and Bosnia-Hercegovina.

One of the main identified phytogeographic break zones in the distribution of alpine
species was located in the eastern part of the Austrian Alps, between Niedere Tauern (to east)
and Hohe Tauern (to west). The Curvuletum from the Lavanttaler Alpen and the oriental part
of Niedere Tauern (Wolzer, Triebner and Seckauer Tauern) were clearly assigned to the Car
cluster. They closely corresponded to the eastern group of Alpine communities included by
Theurillat (1996) in the Phyteumato confusi — Caricetum curvulae. The western Nieder
Tauern (Radstidter and Schladminger Tauern) and the eastern Hohe Tauern (Grossglockner),
and further south the Gurktaler Alpen, could be considered a “transition zone” between the
eastern and typical Curvuletum from the rest of the Alps. In this area different sets of
diagnostic species can co-occur in the structure of C. curvula grasslands. Along the Alpine
chain, seven N-S phytogeographical breaks were usually recognized (Ozenda 1985). None of
them corresponded to the main disjunction zone found for the alpine acidic grasslands. This
boundary clearly corresponds to one newly identified break zone in the distribution of
subalpine and alpine silicicoulus taxa in the Alps (the “Salzburg-Trieste break-line”, Thiel-
Egenter et al., unpublished manuscript). The previous phytogeographical units of the Alps
were strongly influenced by the distribution of forest vegetation types (Ozenda 1985) and
they appear, at least for our case, not very relevant for the distribution of silicicoulus alpine
taxa.

The existence of some important similarities between the Carpathian and Eastern Alps
Flora has already been recognized (Schneeweiss & Schonswetter 1999), but there was no
attempt to quantify it. Only very recently, Finnie et al. (2007), analyzing the spatial
distribution of about 20% of European Flora, confirmed the existence of one Carpathian

floristic element (“Rumex alpinus”).
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Table 1 The diagnostic species for each cluster. Within the clusters the species are ranked by

decreasing the frequency of assignation to the cluster (per 1000 resamplings).

Cluster Alpl _ Alp2 _ Bal _ Car _ Pyr
Avenula versicolor (Vill.) Lainz 722 716 - - -
Leontodon pyrenaicus Gouan subsp. helveticus (Mérat) Finch & P.D. Sell 722 712 - - -
Polygonum viviparum L. 722 - - - -
Festuca halleri All. 718 - - - -
Hieracium piliferum Hoppe gr. 713 - - - -
Veronica bellidioides L. 713 - - - -
Senecio incanus L. subsp. carniolicus (Willd.) Braun-Blanquet 711 - - - -
Antennaria carpatica (Wahlenb.) Bluff & Fingerh. 710 - - - -
Leucanthemopsis alpina (L.) Heywood 709 - - - -
Primula glutinosa Jacq. 698 - - - -
Oreochloa disticha (Wulfen) Link 688 - - - -
Pulsatilla vernalis (L.) Miller 686 - - - -
Agrostis alpina Scop. 640 - - - -
Kobresia myosuroides (Vill.) Fiori 639 - - - -
Luzula lutea (All.) DC. 635 - - - -
Salix herbacea 635 - - - -
Gentiana punctata L. 634 - - - -
Phyteuma hemisphaericum L. 628 - - - 722
Potentilla aurea L. 625 615 - - -
Pedicularis kerneri Dalla Torre 620 - - - -
Euphrasia minima Jacq. ex DC. 595 - - - -
Minuartia sedoides (L.) Hiern 591 - - - 721
Ligusticum mutellinoides (Crantz) Vill. 589 - - - -
Phyteuma globulariifolium Sternb. & Hoppe 520 - - - -
Juncus jacquinii L. 503 - - - -
Homogyne alpina (L.) Cass. - 651 - - -
Plantago alpina L. - 587 - - -
Nardus stricta L. - 587 - - -
Anthoxanthum alpinum A. Love & D. Love - 577 - - -
Campanula scheuchzeri Vill. - 553 - - -
Ligusticum mutellina (L.) Crantz - 552 - - -
Campanula alpina Jacq. subsp. orbelica (Pancic) Urum. - - 722 - -
Dianthus microlepis Boiss. - - 722 - -
Festuca riloensis (Hack. ex Hayek) Markgr.-Dann. - - 722 - -
Leontodon croceus Haenke subsp. rilaensis (Hajek) Finch - - 722 - -
Poa media Schur - - 722 - -
Ranunculus crenatus Waldst. & Kit. - - 722 - -
Sesleria comosa Velen. - - 722 - -
Ranunculus pseudomontanus Schur - - 709 - -
Alopecurus gerardii Vill. - - 682 - -
Scleranthus perennis L. subsp. marginatus (Gauss) Arcangeli - - 586 - -
Agrostis rupestris All. - - 536 - -
Primula minima L. - - - 722 -
Potentilla aurea L. subsp. chrysocraspeda (Lehm) Nyman - - - 722 -
Hieracium alpinum L. - - - 722 -
Phyteuma confusum A. Kerner - - - 722 -
Campanula alpina Jacq. - - - 722 -
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Cluster Alp1l Alp2 Bal Car Pyr
Rhododendron myrtifolium Schott & Kotschy - - - 722 -

Festuca airoides Lam. - - - 722 702
Juncus trifidus L. - - - 680 -

Vaccinium vitis-idaea L. - - - 620 -

Trifolium alpinum L. - - - - 722
Silene acaulis (L.) Jacq. - - - - 722
Gentiana alpina Vill. - - - - 722
Androsace carnea L. - - - - 722
Arenaria grandiflora L. - - - - 722
Armeria alpina Willd. - - - - 722
Carex ericetorum Pollich - - - - 722
Helictotrichon sedenense (DC.) Holub - - - - 722
Jasione crispa (Pourr.) Samp. - - - - 722
Leontodon pyrenaicus Gouan - - - - 722
Minuartia recurva (All.) Schinz & Thell. - - - - 722
Oreochloa blanka Deyl - - - - 722
Pedicularis pyrenaica J.Gay - - - - 722
Primula integrifolia L. - - - - 722
Saxifraga exarata Vill. subsp. moschata (Wulfen) Cavillier in Burnat - - - - 722
Silene ciliata Pourr. - - - - 722
Thymus nervosus J.Gay ex Willk. - - - - 722
Hieracium breviscapum DC. - - - - 721
Erigeron uniflorus L. - - - - 714
Festuca eskia Ramond ex DC. - - - - 663
Ranunculus pyrenaeus L. - - - - 640
Festuca nigrescens Lam. - - - - 621
Lychnis alpina L. - - - - 531

It was assumed that similarities in species composition of different territories were
mainly caused by the shared geographic history (Ron 2000). Based on this premise, we can
suppose that the outstanding floristic affinities between the remote areas of the Car group are
matched by some historical relatedness. The last major events that severely influenced the
species composition within the EAS were the big climatic oscillations during the Pleistocene
(Comes & Kadereit 1998; Taberlet ef al. 1998). While the majority of the Alpine chain was
almost entirely covered by a large ice-sheet during the glaciations, the eastern part of Austrian
Alps remained almost ice-free (Voges 1995). The same situation was found also in the
Carpathians and the Balkans, where only localized glaciers were present on the highest
summits (Pawlowski 1970; Bazilova & Tonkov 2000). In these territories the alpine species
have responded to the cooling climate by shifting downward the altitudinal distribution
(Tribsch & Schonswetter 2003, Puscas et al. in press) and this fact have facilitated the species
exchange between different ranges of the EAS (Zhang et al. 2001; Schonswetter et al. 2003;
Mraz et al. 2007). It is likely that the long glacial periods of Quaternary promoted the floristic

58



Article 2

exchanges between the alpine floras of Alps, Carpathians and Balkans, that could be reflected
in the nowadays resemblance of their silicicoulus alpine communities. Surprisingly, the
Carpathian type of Curvuletum in the Alps is strictly located in the area that was designated as
the largest glacial refugium for silicicolous alpine species in the Alps (refugium S1, Tribsch &
Schonswetter 2003) and the found floristic boundary corresponds approximately with the
maximum extent of the glaciers. Even if the structure of the actual alpine plant communities is
represented by new assemblages of species reconstituted after the deglaciation (Obidowicz
1996), in refugial areas they have been greatly influenced by the in situ existing species-pool.
However, the recolonization of the large territories that remained free after the ice retread
occurred in different ways for different species (Schonswetter ef al. 2006). Most probably C.
curvula have recolonized the central and western Alps from the main east Alpine refugium
(Puscas et al. in press), but the structure of the newly formed Curvuletum have been highly
influenced by the species arrived also from the secondary refugia located along the extern part

of the Alpine chain (Schonswetter et al. 2005).

Local-scale vs. large scale floristic patterns

Studies on species distribution patterns aim to disentangle the influence of local
environmental factors that of larger scale evolutionary and historical (Finnie ef al. 2007). Our
results showed that the local habitat characteristics are to be considered even in large-scale
comparative studies.

The AlpI cluster is the larger cluster revealed by our analysis (Fig. 1a, c). It includes
the two most common types of Curvuletum described for the Alps by Theurillat (1996): the
Senecioni incani-Caricetum curvulae for the western Alps and the typical Caricetum curvulae
from the central Alps. However, the overall analysis of the vegetation dominated by C.
curvula was unable to separate these two groups. The fourth split in the clustering procedure
revealed the importance of the local habitat factors in determining the spatial distribution of
alpine species in the Alps. The Alp2 cluster grouped together all the C. curvula grasslands
from low elevation. This type of Curvuletum was the only one that has been described over all
the Alps (Theurillat 1996). Its diagnostic species are species from Nardion meadows (Coldea
1991; Theurillat et al. 1994). These species are widely distributed in the Alps. Curvuletum
meadows of the A/p2 cluster are influenced by human activity (cattle grazing), although in

some particular condition they could have a natural determinism (Theurillat 1996). It is likely
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that moderate disturbance due to grazing has locally increased the species richness (Pierce et
al. 2007).

One small set of Curvuletum from the Alps clustered with the Pyrenees. These
meadows are species poor, and are found in the highest part of the alpine belt (cca 3000
m.s.m, Fig. 3b), mainly on rocky ridges and slopes. The affinities with the communities from
the Pyrenees are explainable by the high frequency of a few species of very stressful habitats
such as Minuartia sedoides, Silene acaulis, Saxifraga moschata. The C. curvula grasslands
from the Pyrenees are also found only in the uppermost part of the alpine belt and are
generally developed on shallow soils (Puscas and Choler, personal observations). Because of
the severe summer drought and rapid snow melt in the spring, they tend to exhibit more
stress-tolerant species than what is observed in the Curvuletum from the Alps (Braun-

Blanquet 1948; Negre 1969).

CONCLUSIONS

This study is the first comprehensive analysis of the biogeographic regions of the
alpine ecosystems of the EAS. Our conclusions are based on a comparative analysis of acidic
alpine meadows dominated by the sedge Carex curvula. The current species distribution in
the alpine belt of ESA has to be related to an intricacy of local-scale, ecological and large-
scale, historical drivers. Here we showed that the latter are predominating. We found that the
high level of endemism explained the floristic disjunction of the most southern ranges (the
Balkans and the Pyrenees). We hypothesized that the floristic similarities between the alpine
vegetation of the Carpathians, Eastern Alps and northern Balkans is explainable by a common
Quaternary history. Finally, we identified a larger elevational amplitude for these alpine
meadows in the Alps, and this explained why the two main clusters identified within the Alps
are driven by ecological, and not geographical, factors. Our results support the existence of a
‘complex of alpine systems’ instead of one alpine biogeographical area in temperate

mountains of Europe (Finnie et al. 2007).
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Aggregates or groups of taxa

Article 2

Taxa included

Androsace carnea agg.

Androsace carnea L.
Androsace carnea L. subsp. laggeri (A.Huet) Nyman
Androsace adfinis Biroli

Anthyllis vulneraria agg.

Anthyllis vulneraria L. subsp. vulnerarioides (All.) Arcang.
Anthyllis vulneraria L. subsp. alpestris (Kit.) Ascherson & Graebner
Anthyllis vulneraria L. subsp. iberica (W.Becker) Jalas

Carex atrata agg.

Carex atrata L.
Carex atrata L. subsp. aterrima (Hoppe) Celak.

Carex bigelowii agg.

Carex bigelowii Torr. ex Schw.
Carex bigelowii Torr. ex Schw. subsp. rigida Schultze-Motel

Carex nigra agg.

Carex nigra (L.) Reichard
Carex nigra (L.) Reichard subsp. alpina (Gaudin) Lemke

Carex ornithopoda agg.

Carex ornithopoda Willd.
Carex ornithopoda Willd. subsp. ornithopodioides (Hausm.) Nyman

Cerastium alpinum agg.

Cerastium alpinum L.
Cerastium alpinum L. subsp. lanatum (Lam.) Ascherson & Graebner

Erigeron uniflorus agg.

Erigeron uniflorus L.
Erigeron aragonensis Vierh.

Festuca nigrescens Lam.

Festuca nigrescens Lam.
Festuca rubra L.

Gentiana verna agg.

Gentiana brachyphylla Vill.
Gentiana verna L.
Gentiana orbicularis Schur

Hieracium alpinum agg.

Hieracium alpinum L.
Hieracium halleri Vill.

Hieracium pilosella agg.

Hieracium pilosella L.
Hieracium pilosella L. subsp. trichosoma Peter

Hieracium praecox agg.

Hieracium praecox Sch.Bip.
Hieracium schmidtii Tausch

Juncus trifidus agg.

Juncus trifidus L.
Juncus trifidus subsp. monanthos (Jacq.) Ascherson & Graebner

Leontodon hispidus agg.

Leontodon hispidus L.
Leontodon hispidus L. subsp. alpinus (Jacq.) Finch & P.D. Sell

Lotus corniculatus agg.

Lotus alpinus (DC.) Schleicher ex Ramond
Lotus corniculatus L.

Luzula campestris agg.

Luzula campestris (Ehrh.) Lej.
Luzula multiflora (Ehrh.) Le;j.
Luzula sudetica (Willd.) DC. in Lam. & DC. [1815]

Luzula spicata group

Luzula spicata (L.) DC.
Luzula italica Parl.
Luzula hispanica Chrtek & Krisa

Polygonum viviparum agg.

Polygonum viviparum L.
Polygonum bistorta L.

Sesleria coerulans agg.

Sesleria bielzii Schur
Sesleria coerulans Friv.

Silene acaulis agg.

Silene acaulis (L.) Jacq.
Silene acaulis (L.) Jacq. subsp. bryoides (Jordan) Nyman

Solidago virgaurea agg.

Solidago virgaurea L.
Solidago virgaurea L. subsp. alpestris (Waldst. & Kit. ex Walld.) Gremli

Taraxacum sp.

Taraxacum apenninum gr.

Taraxacum alpinum Weber
Taraxacum nigricans (Kit.) Rchb.
Taraxacum officinale Weber
Taraxacum dissectum (Ledeb.) Ledeb.
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II. PATRONS DE _DIVERSITE GENETIQUE INTRASPECIFIQUE
CHEZ CAREX CURVULA (S.L.)

I1I.1. Introduction. L’histoire Quaternaire des especes alpines : ’approche

phylogéographique

L’histoire des plantes alpines des hautes montagnes européennes débute en méme
temps que 1’'un des plus remarquables phénoménes géomorphologiques qui ont marqué
I’Europe : 1’orogenése du systéme alpin. Les premiers mouvements géotectoniques sont
anciens et débutent dans la premiére partie du Tertiaire (cca. 60 millions d’années), mais la
principale surrection du relief actuel s’échelonne de la fin du Mioceéne au Pléistocéne (10-2
millions d’années) (Ager 1975; Plaziat 1981). C’est au cours de cette période que les grands
processus évolutifs ont conduit a I’apparition de la flore orophile. Essentiellement, cette flore
s’est constituée a partir d’un pool local d’espéces de basse altitude, et de I’apport de
contingents migratoires venus des autres chaines des montagnes, notamment les hautess
montagnes centre-asiatiques (Boscaiu 1971; Ozenda 1985). Les connections floristiques avec
le systéme oroméditerranéen et arctique sont aussi évidentes (Comes & Kadereit 1998; Zhang
et al. 2001). Au plan climatique, 1’apparition de la flore alpine coincide avec des changements
radicaux surtout pour le régime thermique (Kahlke 1994). En Europe, la température passe
d’une moyenne de 20°C pendant I’Eocéne a 8-10°C au début du Quaternaire (Kahlke 1994).
Treés peu d’especes de 1’actuelle flore alpine européenne (Berardia, Dioscorea, Ramonda)
peuvent étre considérées comme des témoins du climat chaud et humide qui prévalait au
Tertiaire. La plus grande partie de cette flore est en filiation avec la flore tempérée qui a
succédé a la flore tertiaire d’affinité tropicale (Ozenda 1985).

Pendant le Quaternaire, le SAE a ét¢ marqué par un refroidissement sans précédent
provoqué par les crises glaciaires répétées. Les six principales glaciations européennes ont été
caractérisées par des longues périodes froides et séches d’environ 100.000 années chacune,
interrompues par des phases interglaciaires plus courtes au climat plus chaud et humide
(Walter & Straka 1970). De vastes surfaces dans le nord de 1I’Europe on été couvertes par des
glaciers massifs. D’autres centres de glaciations se sont formés dans les hautes montagnes du
SAE. Seules les deux derniéres glaciations (celles de Riss et Wiirm) ont laissé des traces tres

nettes dans la physionomie des montagnes (Niculescu 1965; Ozenda 1985).
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Les conséquences des glaciations sur la végétation de 1I’Europe ont été dramatiques.
L’impact des oscillations climatiques a modifi¢ la distribution spatiale des especes
(contraction ou ¢largissement des aires de répartition, extinction ou dispersion de/vers certains
territoires etc.). Méme si la différentiation de la flore alpine était trés avancée au début du
Quaternaire (Braun-Blanquet 1923; Boscaiu 1971), cette période a été trés active aussi pour la
diversification des taxons dans les montagnes européennes (Zhang et al. 2001; Kropf et al.
2003). La réponse des especes aux changements climatiques répétées pendant le Pléistocene
(la localisation des refuges glaciaires, les routes de colonisations postglaciaires) a constitué¢
une préoccupation centrale pour les biogéographes depuis longtemps. Généralement, il est
accepté que les principaux refuges pour les biomes tempérés de I’Europe étaient localisés
dans le sud du continent, a partir desquels, dans les phases inter-glaciaires, les territoires plus
septentrionaux ont été recolonisé (Hewitt 1996; Taberlet et al. 1998). Ce scénario ne peut pas
étre appliqué aux plantes alpines, a cause de leur comportement écologique complétement
différent. Ces plantes ont probablement trouvé de multiples refuges a proximité immédiate
des territoires couverts par les glaciers. Deux hypotheses de réponse des plantes alpines aux
glaciations ont été proposées (Stehlik 2000) : (1) I’extinction totale dans les aires englacées et
la survivance dans des refuges périglaciaires, d’ou les plantes auraient re-émigré dans les
espaces libérés par le retrait des glaciers (I’hypotheése de la fabula rasa) ; et (2) la survivance
in situ, au coeur des régions englacées, sur les pentes abruptes et des sommets qui seraient
resté épargnés par les glaces, y compris pendant les périodes les plus froides des phases pléni-
glaciaires (I’hypothése des nunataks).

Anciennement, la reconstruction de 1’histoire biogéographique des plantes s’appuyait
sur des données paléobotaniques (pollen et macrofossiles). La cartographie et la datation des
sites palynologiques et/ou macrofossiliféres ont été¢ des outils trés puissants pour évaluer les
changements de la distribution des plantes. Mais leur résolution est limitée au niveau
temporel. Les données palynologiques sont disponibles pour 1’Holocéne mais vont rarement
au-dela, (Comes & Kadereit 1998) et les informations recueillies sont fortement biaisées en
faveur des arbres anémophiles et des plantes des lieux marécageux. Mis a part quelques cas
(Bennike & Bocher 1990; Burga & Perret 1998; Bennike ef al. 1999), les fossiles de plantes
alpines (ou arctico-alpines) sont presque absents. En conséquence, 1’histoire des plantes
alpines a été plutdt souvent batie d’aprés la répartition actuelle des taxons a grande échelle
(chorologie) ou d’apres 1’étude du relief glaciaire et la localisation des refuges potentiels.

Seulement récemment une autre discipline a émergé pour tester ces anciennes

hypothéses biogéographiques: les marqueurs génétiques et la phylogéographie. La
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phylogéographie étudie les relations phylogénétiques entre divers groupes et leur distribution
géographique (Avise et al. 1987). Elle opere une synthése entre la phylogénie, la génétique
des populations et la biogéographie plus traditionnelle, et essaie d’évaluer I’impact des
événements historiques sur la distribution et la structure génétique des populations actuelles.

Les fluctuations climatiques quaternaires ont déterminé des cycles de contractions et
d’expansion des aires de répartition des espéces alpines, avec des conséquences importantes
sur la distribution actuelle de la diversité génétique a I’échelle intraspécifique. L’identification
des possibles refuges et les routes des colonisations postglaciaires est fondée sur quelques
postulats dérivés de la génétique de populations.
(1) Les populations localisées dans les refuges glaciaires sont plus stables et présentent
généralement une diversité génétique plus importante que celles des régions colonisées apres
le retrait des glaciers. La (re)colonisations des territoires de nouveau disponibles implique une
perte de la diversité génétique a cause des multiples effets-fondateur (Hewitt 1996). Une fois
un territoire colonisg, il est plus difficile pour des nouveaux migrants de contribuer au pool
génétique des populations déja établies (Hewitt 1999), et ce fait expliquerait la persistance de
caractéristiques génétiques héritées de la période de recolonisation.
(2) Pendant les périodes de contraction des aires des distributions, les populations se
fragmentent dans des refuges distincts. Cela peut générer des lignages génétiques distincts
(Taberlet et al. 1998), et dont la distance génétique est fonction du temps d’isolement.
(3) Les populations qui ont survécu dans des nunataks sont caractérisées par une diversité
génétique réduite et une différentiation populationnelle trés accentuée, dues au long isolement
dans des petites refuges. Par conséquent, la structure génétique post-colonisation d’une région
ou plusieurs nunataks ont fonctionné serait trés morcelée. Par contre, une colonisation apres
une tabula rasa, avec un ou plusieurs refuges glaciaires, générerait des groupes plus larges de
populations apparentées, en correspondance avec les refuges sources (Stehlik ez al. 2001).
(4) les populations issues des événements récents de dispersion a longue distance sont
caractérisées par une diversité génétique réduite mais sans différentiation importante vis-a-vis
des populations meres (Kropf et al. 2006). Elles sont différentes de celles générées par des
larges vagues de migration, ou la perte de la diversité génétique est plus graduelle. Toutes ces
conclusions peuvent étre largement modulées par divers autres facteurs, parmi lesquels les
plus importants sont ceux liées aux traits de vie des especes (Hamrick & Godt 1996).

Un déterminant essentiel pour expliquer les patrons phylogéographiques des plantes
alpines du SAE est I’histoire différente des glaciations quaternaires dans les différents

massifs. L’intensité et ’ampleur des glaciations dans les chaines occidentales du SAE (Alpes,
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Pyrénées) ont été beaucoup plus fortes que dans la partie orientale du systéme (Carpates et
Balkans, voir le chapitre 1.2). Pour les Alpes, un important nombre d’études
phylogéographiques sur les plantes alpines permettent de localiser les principaux refuges
glaciaires et de tracer les routes de la colonisation postglaciaire (révisées par Schonswetter et
al. 2005). Quelques conclusions de ces travaux peuvent étre résumées ainsi:

- enraison de la calotte de glace qui recouvrait presque complétement les Alpes, les
refuges ont été placés principalement dans la partie est, sud et sud-ouest de la
bordure de I’arc alpin (refuges périphériques) ;

- certaines espéces auraient émigré dans les Alpes aprés la derniére décrue glaciaire
seulement et a partir de refuges localisés principalement dans les plaines au nord
des montagnes (Holderegger ef al. 2002; Schonswetter ef al. 2004a; Schonswetter
et al. 2006a; Ehrich et al. 2007) ;

- la possibilité de survivance dans les refuges intra-alpins (nunataks) a été évoquée
par peu d’auteurs (Stehlik ez al. 2001; Bettin et al. 2007) ;

- dans certains cas, la recolonisation de la chaine Alpine a été couplée avec une perte
significative de la diversité génétique (Stehlik 2002; Tribsch ef al. 2002; Mraz et
al. 2007) ;

- la période des glaciations quaternaires a été une période trés active au niveau des
échanges floristiques entre les Alpes et les autres montagnes du SAE ou les
régions plus lointaines. Ainsi, les Alpes ont constitu¢ une source pour des
colonisations vers les Pyrénées (Schonswetter et al. 2002; Albach et al. 2006),
Carpates (Schonswetter et al. 2003), Balkans (Naciri & Gaudeul 2007) ou la
région arctique (Abbott & Brochmann 2003; Schonswetter et al. 2003); dans le
méme temps, des colonisations vers les Alpes ont été démontrées a partir des
Carpates (Schonswetter et al. 2004b) ou des montagnes centre-asiatiques
(Schonswetter et al. 2006b; Schonswetter et al. 2006a).

Les Pyrénées ont subi aussi une histoire quaternaire similaire aux Alpes. Pendant les
glaciations, la flore alpine pyrénéenne s’est réfugiée le plus probablement a la périphérie ou
au dehors de la chaine montagnarde, la survivance dans des nunataks n’a pas été corroborée
par les études phylogéographiques (Kropf et al. 2006; Segarra-Moragues et al. 2007).

Le fait que les montagnes de 1’est du SAE ont été beaucoup plus épargnées des
grandes crues glaciaires, est la raison majeure d’une autre histoire pour les plantes alpines des
Carpates et des Balkans. Méme pendant les glaciations du Riss, les glaciers se sont formés

seulement a haute altitude, des grandes surfaces a la base des montagnes restant disponible
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pour les plantes adaptées au climat froid (Pawlowski 1970). Ainsi, contrairement aux
populations des Alpes ou des Pyrénées, les populations carpatiques n’ont probablement pas
subies d’extinctions massives dans les massifs ou elles existent actuellement, mais ont
vraisemblablement eu la possibilité d’élargir leur territoire sur les versants des montagnes
(Fig. 11). Les longues phases glaciaires auraient ainsi pu constitué¢ des périodes fastes pour les
plantes alpines des Carpates qui se retrouvent nos jours dans un habitat plus limité et
fragmenté, restreint seulement aux plus hauts sommets carpatiques. On peut envisager qu’une
des plus difficiles €époques pour ces plantes pendant I’Holocéne a été la période chaude et
humide de I’Atlantique, quand la forét avait atteint son maximum altitudinal (Obidowicz
1996). Tres peu d’études ont exploré 1’histoire de la flore de haute altitude des Carpates et les
patrons phylogéographiques pour les plantes alpines des Balkans sont encore plus méconnus.
Chez Hypochaeris uniflora (Mréaz et al. 2007) et Campanula alpina (Ronikier et al. 2008), la
diversité et surtout la « rareté » génétique (présence des alleles rares) élevées des populations

carpatiques sont en concordance avec 1I’hypothése de la persistance ininterrompu dans ces

massifs.
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Fig. 11 Un modéle simple (altitudinal) pour montrer la distribution de I’étage alpin actuel (A) et de
celui, présumé, pendant les glaciations wiirmiennes (B) dans les Carpates. (A) En noir, les surfaces ou
I’altitude dépasse 2000 m. (B) En noir, le territoire avec I’altitude entre 1000-1600 m ; en blanc, les
surfaces présomptives au-dessus de la ligne de neige pendant le dernier maximum glaciaire (1800 m,
Vuia 2005).
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I1.2. La phylogéographie de Carex curvula

Pour déchiffrer la phylogéographie de Carex curvula dans le SAE nous avons analysé
37 populations, de 5 individus chacune, qui couvraient toute 1’aire de distribution de I’espéce
(cf. article 3). L’échantillonnage a été plus intensif dans les régions qui ont pu servir de
refuges pour 1’espéce pendant les glaciations (les Carpates, les Balkans et les Alpes de 1’Est).
Le génotypage a été réalis€¢ en utilisant deux types des marqueurs : nucléaires (AFLP) et
chloroplastiques (séquences).

Les résultats ont montré une trés faible variabilité au niveau du chloroplaste et une
structuration géographique assez réduite des marqueurs AFLP. Malgré le fait que huit régions
du chloroplaste ont été séquencées, seulement deux loci dans deux régions différentes se sont
révélés variables. Ils correspondent a deux haplotypes, chacun avec une distribution
géographique trés nette : 1’haplotype de 1’ouest (W, dans les Alpes et les Pyrénées) et
I’haplotype de I’est (E, dans les Carpates et tout le complexe montagnard des Balkans), Fig.
12. La répartition spatiale des deux haplotypes indique trés probable 1’existence d’une
séparation ancienne entre les populations de 1’ouest et de 1’est au sein du SAE. Ce résultat
principal des analyses a été largement confirmé par les marqueurs AFLP. Les marqueurs
AFLP apportent en outre d’autres indices pour clarifier I’histoire de Carex curvula. 11 est
généralement accepté que les patrons des marqueurs chloroplastiques sont plus conservatifs et
que ceux des marqueurs nucléaires reflétent des événements plus récents qui ont remodel¢ la
structure génétique d’une espece (Kremer et al. 2002; Magri et al. 2006).

La distribution de la diversité génétique (richesse et polymorphisme des marqueurs
AFLP, nombre des marqueurs AFLP diagnostiques) dans les populations des Alpes montre un
net appauvrissement de 1’est (les Alpes autrichiennes externes) vers le sud-ouest (Alpes
Maritimes). Ceci est en concordance avec I’hypothése d’une vaste vague de colonisation le
long de la chaine alpine en partant d’un refuge principal pour ’espéce, localisé dans les
Lavanttaler Alpen et dans la partie orientale de Niedere Tauern, c’est-a-dire de massifs qui
sont restés libre de glace lors du dernier maximum glaciaire (Tribsch & Schonswetter 2003;
Schonswetter et al. 2005) — Fig. 13B. Une situation a part est celle des populations des Alpes
du Dauphiné, qui se différencient clairement de toutes les autres populations des Alpes. Des
analyses complémentaires ont permis de réaliser un zoom dans la partie sud-ouest du clade
alpino-pyrénéen. A la faveur de ces analyses, nous avangons I’hypothése d’un refuge

secondaire pour I’espece dans les Alpes du Dauphiné (Fig. 13, 14).
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Fig. 12 La distribution géographique des deux haplotypes identifiés chez Carex curvula: en bleu —
I’haplotype W et en vert — I’haplotype E. Le génotypage a aussi inclu des populations échantillonnées
ultérieurement aux analyses phylogéographiques, ainsi que des populations de Carex curvula subsp.
rosae (total=454 individus). C. c. subsp. rosae (carrés) présente le méme haplotype W que les
populations de C. c. subsp. curvula des Alpes.

Cette petite région des Alpes du sud-ouest est restée partiellement découverte des
glaciers méme lors du maximum Wiirmien et a été proposé¢ comme un refuge périphérique
pour les especes alpines acidophiles par Schonswetter et al. (2005) - Fig. 13B. En fait, c’est le
seul refuge périphérique sur des roches siliceuses envisageable pour toute la bordure ouest et
nord des Alpes, mais son importance pour les plantes alpines n’a pas été encore révélée par
d’autres études phylogéographiques. Il est possible que les versants non englacés des massifs
de Belledonne, du Taillefer et des Grandes Rousses aient pu servir de zone de refuge pour
Carex curvula pendant plusieurs glaciations (Fig. 13). La grande disjonction et la diversité
génétique réduite des populations de Dauphiné (Fig. 14, 15, 16) sont les indications d’un
isolement de longue durée dans un refuge restreint. L’ importance des ces populations pour la
recolonisation post-glaciaire de la chaine Alpine a été mineure, elles ont servi de source
strictement pour le repeuplement local, sans irradier dans les massifs voisins (Fig. 14b). Par
contre, la topologie de I’arbre neighbour-joining (Fig. 14a) et la trés faible diversité génétique
des populations pyrénéennes (Fig. 16) pourrait indiquer la colonisation récente des Pyrénées
(pendant la dernieére phase interglaciaire ?) a partir de ce petit refuge sud-occidental, par

dispersion a longue distance.
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(A) (B)

Fig. 13 (A) La localisation du potentiel refuge glaciaire secondaire pour Carex curvula dans les Alpes
du Dauphiné : les massifs de Belledonne (a), des Grandes Rousses (b) et du Taillefer (c). (B) Les
refuges périphériques pour les plantes alpines dans les Alpes lors du dernier maximum glaciaire
(d’apreés Schonswetter et al. 2005). En bleu, les refuges sur des substrats carbonatés et en rouge, sur
des roches siliceuses. La ligne noire indique ’extension maximale de la calotte glaciaire et en celle
blanche — la ligne de la neige.

Le Massif Central aurait pu servir de stepping-stone lors de cette colonisation, fait
suggéré par ’empreinte génétique de la seule population relique de Carex curvula qui existe
actuellement dans ce massif.

La trés faible différentiation interpopulationnelle, ainsi que 1’absence d’une
structuration géographique de la diversité génétique, globalement élevée, indique que
I’histoire quaternaire de Carex curvula dans les Carpates a été différente de celle décrite pour
les Alpes. Les phases de contractions et d’expansion pour la distribution de I’espéce se sont
passées d’une manicre inverse que dans les Alpes. Les glaciations ont élargi [’habitat
disponible pour I’espéce (voir aussi le matériel supplémentaire 2 pour I’article 4) et ont
intensifié le flux génétique entre toutes les populations au long des Carpates de Sud-Est.
L’isolement des populations sur les hauts sommets des montagnes apres la déglaciation

carpatique n’a pas été suffisant pour produire une nette disjonction génétique des populations.
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Fig. 14 (a) Arbre neighbour-joining réalisé pour la partie sud-ouest du clade alpino-pyrénéen de Carex
cuvula. Onze populations de Carex curvula subsp. rosae des Alpes et Pyrénées ont été également
ajoutées aux analyses. L’arbre a été obtenu a partir des distances de Nei (Lynch & Milligan 1994)
entre populations. Les nombres indiquent les résultats d’un test de bootstrap avec 1000 réplications
(%). (b) La distribution géographique des populations analysées.
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Fig. 15 (a) Projections des individus de Carex curvula subsp. curvula et de C. c. subsp. rosae dans le
plan 1 - 2 d’une analyse de type PCoA, basée sur les distances de Jaccard entre les phénotypes AFLP.
La distribution des populations est indiquée dans la Fig. 14. (b) Analyse séparée (PCoA) pour les
individus de C. c. subsp. curvula. (¢) Analyse séparée (PCoA) pour les individus de C. c. subsp. rosae.
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Fig. 16 Indices de diversité génétique calculés pour les populations de Carex curvula subsp. curvula
des Alpes (CcAlp), des Alpes du Dauphiné (CcDaup), des Pyrénées (CcPyr) et de C. c. subsp. rosae
(C _rosae). Les groupes sont ceux identifiées sur les arbres de neighbour-joining (Fig. 14 a) et PCoA
(Fig. 15 a). Les mémes lettres indiquent des différences non significatives entre les valeurs calculées
pour chaque groupe (ANOVA, Tukey test, p<0.03).

Contribution

Article 3 : Puscas M, Choler P, Tribsch A, Gielly L, Rioux D, Gaudeul M, Taberlet P (sous presse)
Post-glacial history of the dominant alpine sedge Carex curvula in the European Alpine System
inferred from nuclear and chloroplast markers. Molecular Ecology.
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I1.3. La vicariance Carex curvula subsp. curvula — Carex curvula subsp.

rosae

C’est Choler (2002) qui énonce I’hypothése d’une spéciation écologique récente qui
aurait abouti a la differentiation du taxon C. c. rosae dans les Alpes. Une sélection divergente
le long d’un gradient écologique (perturbation et stress) dans des populations marginales
(écologiquement) de Carex curvula aurait préfiguré la naissance de 1’écotype C. rosae. Des
adaptations supplémentaires pour ce nouveau taxon plus résistant aux perturbations
physiques, plus tolérant aux substrats carbonatés lui auraient permis de coloniser une niche
dans les pelouses alpines de mode thermique relevant principalement de la classe
phytosociologique des Kobresietea bellardii. 11 pourrait s’agir d’un cas typique de spéciation
sympatrique, phénomene qui amplifie la diversité des especes dans une région, mais qui reste
encore I'un des sujets les plus débattus en biologie évolutive (Johannesson 2001). Les
glaciations quaternaires auraient accéléré ce processus évolutif en passant vers la spéciation
allopatrique, induite par la disjonction des populations des deux écotypes dans des refuges
différentes. Les préférences écologiques différentes ont déterminé des histoires quaternaires
distinctes chez les plantes alpines, causées spécialement par la localisation des refuges
glaciaires (Tribsch & Schonswetter 2003; Schonswetter et al. 2005). De plus, le Quaternaire
s’est avéré une période trés active pour la diversification des plusieurs groupes de taxons
alpins dans les montagnes de I’Europe, et pour certains, I’écogenése a joué un role essentiel
(Zhang et al. 2001; Comes & Kadereit 2003; Kropf et al. 2003).

Nos analyses renforcent I’hypothése proposée par Choler (2002), avec des arguments
nouveaux, révélés par les marqueurs chloroplastiques et AFLP. (a) C. c. rosae présente le
méme chlorotype W que tous les individus appartenant au clade occidental de C. c. curvula
(Fig. 12). A cet égard, la disjonction géographique (lignage occidental vs. lignage oriental
chez C. c. curvula) est selon toute vraisemblance plus ancienne que le processus de spéciation
(C. c. curvula vs. C. c. rosae). (b) ’adaptation vers un nouvel habitat a été couplée avec une
perte de la diversité génétique du stock original; les populations de C. c. rosae sont plus
pauvres en marqueurs AFLP, et ces marqueurs sont également moins polymorphes, que les
populations de C. c. curvula (Fig. 16). La méme tendance d’appauvrissement génétique dans
des habitats marginaux a ét¢ montrée aussi chez d’autres especes de plantes ou animaux

(Durka 1999; Lonn & Prentice 2002; Johannesson & André 2006) (c) le nombre des
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marqueurs privés cumulés chez C. c. rosae est beaucoup plus petit que celui existant dans les
populations de C. c. curvula (Fig. 17).

Cependant, les données disponibles n’offrent pas beaucoup de pistes qui permettraient
de préciser la place d’origine de C. c. rosae. Choler (2002) désignait les Alpes de Sud-Ouest
comme point d’émergence pour C. c. rosae, basé sur des données chorologiques (I’abondance
du taxon dans cette partie des Alpes) et bioclimatique (I’influence du climat méditerranéen
qui entraine des conditions contraignantes pour C. c. curvula). Aucun patron géographique
pour la diversité génétique n’a pu étre détecté chez ce taxon (Fig. 14 a, 12 c¢). Nous avons
essay¢ de quantifier la présence des marqueurs diagnostiques pour C. c¢. rosae dans les
populations de C. c. curvula des Alpes et Pyrénées. Les résultats montrent qu’ils sont le moins
fréquents dans le Dauphiné et les Pyrénées, mais une structuration spatiale plus explicite pour
les Alpes n’a pas été détectée (Fig. 18). Pour expliquer la diversification de Pritzelago alpina
et ’apparition de I’écotype P. a. brevicaulis, Kropf et al. (2003) invoquaient des événements
évolutifs indépendants qui se sont répétés en plusieurs points de la distribution de I’espece. Ce
phénomeéne n’est pas envisageable pour C. c. rosae, qui a une origine monophylétique claire

(Fig. 14 a).

Cc Fig. 17 La présence des marqueurs privés AFLP chez C. ¢. curvula (Cc)
et C. c. rosae (Cr). Le nombre total des marqueurs pour chaque taxon a
1.5 1 été rapporté au nombre des populations analysées.

Cr

0.5

Fig. 18 La fréquence moyenne des marqueurs diagnostiques pour
1470 C. c. rosae dans les divers groupes de C. c. curvula (les groupes et
les couleurs sont identiques a la figure 16). Les marqueurs

i a
" diagnostiques pour C. c¢. rosae ont été déterminés en fonction de
101 leur distribution dans les populations du taxon, comparé avec la
8 présence chez C. c. curvula (test d’indépendance G, p<0.05). Les
o mémes lettres indiquent des différences non significatives entre les
b b valeurs calculées pour chaque groupe (ANOVA, Tukey test,
41 p<0.005).

CcAlp CcDaup CcPyr
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Malgré le fait que les analyses aient inclus des populations qui couvrent tout 1’aire de
distribution de I’espéce, des Dolomites jusqu’aux Pyrénées Atlantiques, une structuration
génétique n’est pas lisible pour C. c. rosae (Fig. 14a, 15c). Une telle uniformité au niveau
génétique pour une espece alpine avec des populations si disjointes géographiquement n’a pas
encore €té rapportée a notre connaissance. L’histoire récente quaternaire pourrait expliquer
cette situation. Dans les Alpes, contrairement au C. c. curvula, C. c. rosae aurait trouvé de
larges refuges au cours des phases pléni-glaciares a I’extrémité sud-ouest de la chaine, qui est
restée épargnée par la calotte glaciaire wiirmienne et qui est constituée majoritairement de
roches carbonatées. Egalement, d’autres refuges périphériques plus petits le long des rebords
des Alpes ont été disponibles pour cette espéce stress-tolérante (Fig. 13B). C. c. rosae est un
taxon anémophile et le flux génétique important entre les populations cantonnées dans ces
territoires proches a pu empéché leur isolement génétique. A partir des ces refuges, apres le
retrait des glaces C. c. rosae aurait pu réaliser une colonisation rapide de tout 1’aire de
distribution actuelle dans les Alpes, tout en conservant I’empreinte génétique acquise pendant
la glaciation.

Les populations des Pyrénées de C. c. rosae ne constituent pas un groupe a part et leur
diversité génétique intrapopulationnelle est trés similaire ¢ celle trouvée dans les Alpes (Fig.
19). Nous interprétons cette situation comme la conséquence d’une vaste immigration récente
de C. c. rosae vers les Pyrénées a partir des larges refuges périalpins. Les données
paléoécologiques suggerent que pendant les périodes les plus séveres du Wiirm, de tres larges
surfaces entre les Alpes et Pyrénées ont été couvertes par une végétation de type steppe-
toundra, froide et sec (Burga & Perret 1998). L’aridité du climat dans les régions basses
autours des montagnes a été un facteur limitant pour la survivance dans ces territoires pour
beaucoup de plantes alpines (Tribsch & Schonswetter 2003). Au contraire, cette situation
ouvre des larges couloirs de migration pour C. c¢. rosae, espece plutdt xérophile.
« L’invasion » massive vers les Pyrénées aurait pu prévenir les phénoménes de bottleneck

génétique, décrites pour la colonisation du méme massif par C. c. curvula.
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Fig. 19 Indices de diversité génétique calculés pour les populations de Carex curvula subsp. rosae des

Alpes (CrA) et Pyrénées (CrP).
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Abstract

The alpine sedge Carex curvula subsp. curvula is a clonal, dominant graminoid found in the
European Alps, the Carpathians, the Pyrenees, and in some of the Balkan Mountains. It is a late-
successional species of acidophilous alpine meadows that occurs on sites that were covered by ice
during the Last Glacial Maximum. By applying the AFLP-fingerprinting and cpDNA sequencing,
we attempted to identify the recolonization routes followed by the species after the last ice retreat.
We relied on the genetic diversity of 37 populations covering the entire distributional range of the
species. As a wind-pollinated species, C. curvula is characterized by a low level of population
genetic differentiation. Nuclear and chloroplast data both support the hypothesis of a long-term
separation of eastern (Balkans and Carpathians) and western (Alps and Pyrenees) lineages. In the
Alps, a continuum of genetic depauperation from the east to the west may be related to a
recolonization wave originating in the eastern-most parts of the chain, where the main glacial
refugium was likely located. The Pyrenean populations are nested within the Western Alps group
and show a low level of genetic diversity, probably due to recent long-distance colonization. In
contrast to the Alps, we found no phylogeographic structure in the Carpathians. The combination of
reduced ice extension during the Wiirm period and the presence of large areas of siliceous substrate
at suitable elevation suggest that in contrast to populations in the Alps, the species in the
Carpathians underwent a local vertical migration rather than extinction and recolonization over long

distance.
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Introduction

Biogeographers have long observed marked similarities in the floristic, vegetational, and historical
features of the main temperate mountain ranges in Europe. This so-called European Alpine System
is a biogeographical entity that includes the Pyrenees, the Alps, the Apennines, the Carpathians, and
the mountains of the Central and North Balkans (EAS; Ozenda 1985). The last major events that
severely influenced the species composition of the EAS were the repeated glacial crises that
occurred during the Pleistocene. Although the importance of Quaternary glaciations for the origin
and diversification of European high mountain taxa is still debated (Comes & Kadereit 2003), the
major consequences on the geographical distribution of high-elevation taxa have been clearly
demonstrated (Comes & Kadereit 1998; Hewitt 2000). The location of glacial refugia and the
recolonization routes followed by species after deglaciation greatly impacted their present

distribution as well as their genetic and phylogeographic structure.

Molecular studies examining a set of species in the Alps made it possible to generate the first
scenarios of the Quaternary history of high elevation taxa (Schonswetter et al. 2005). Refugia were
located mainly on the eastern, southern, and southwestern portions of the Alpine chain border, and
there was also some evidence for survival on nunataks (i.e. ice-free mountain tops or steep slopes
within the glaciated areas). Other species survived the glaciations in areas outside of the Alps,
notably in surrounding lowland tundra (Alsos et al. 2005; Schonswetter et al. 2005; Schonswetter et
al. 2006a; Schonswetter et al. 2006b; Skrede et al. 2006). It is therefore probable that the
postglacial recolonization patterns of high Alpine summits occurred in different ways for different

species.

One might expect differences in Quaternary history of high mountain species in the eastern part of
the EAS, because these areas (especially the Balkans) were much less glaciated than the Alps or
Pyrenees (Charlesworth 1957; Frenzel et al. 1992; Vuia 2005). While the Alps were almost entirely
covered by a large ice-sheet, only localized glaciers were present on the highest summits of the
Carpathian and Balkan mountains. However, phylogeographical studies for alpine or arctic-alpine
plants have thus far neglected the eastern area of the EAS. The few published studies that also
included the Balkans or the Carpathians (Despres et al. 2002; Schonswetter et al. 2004b; Alsos et
al. 2005; Koch et al. 2006; Skrede et al. 2006) considered only a small number of populations,
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which were insufficient to describe the regional particularities of the impact of the Ice-Age on
alpine floras (but see Mraz et al. 2007). For the Alps, the recolonization of large, unoccupied
territories after deglaciation most likely arose from the nearby refugia (see the review in
Schonswetter et al. 2005). This situation is unlikely for the Carpathians and Balkans, in which large
areas in all the massifs remained ice-free even during the last glacial maximum (LGM). These
possible differences in the post-glacial recolonization may be reflected in the actual genetic
structure of the alpine plants that inhabit these areas. The colonization of the new territories is
generally linked with loss of alleles, whereas long term persistence in one area preserves a higher
genetic diversity (Hewitt 1996). Indeed, two different scenarios have been proposed for the
widespread subalpine plant Hypochaeris uniflora in the Alps and Carpathians. The higher stability
has prevented the genetic depauperization of the Carpathian populations, whilst the multiple
founder events have induced gradual loss of genetic variation during the colonization of the Alpine

chain (Mraz et al. 2007).

It has been suggested that the ecological and life history characteristics of species in a given area
induce differences in the population genetic structure that have consequences for evolutionary
processes (Whiteley et al. 2004). Moreover, the species’ position along a successional gradient
(early vs. late-successional) and geographical range distribution are also key determinants of
genetic structure (Loveless & Hamrick 1984; Hamrick & Godt 1989). It is predicted that long-lived,
late succesional taxa that exhibit large population sizes have higher genetic variation within their
populations and reduced genetic differentiation among populations; a reverse trend should be found
for early succesional, narrowly-distributed species with small populations. Other characteristics,
like the breeding system, seed and pollen dispersal, population structure, or historical factors, may
also heavily influence the genetic structure of plants (Loveless & Hamrick 1984). The dominant
late-succesional alpine species of the EAS are still underrepresented in phylogeographic studies,
because their Quaternary history is still largely unknown. Dominant species, however, are the major
contributors to the biomass of the plant community and are known to strongly impact many
ecosystem processes (Grime 1998). Only a few studies have dealt with taxa of this type, such as the
shrubby Vaccinium uliginosum (Alsos et al. 2005, Eidesen et al. 2007a) or Dryas octopetala
(Skrede et al. 2006). Nevertheless, the alpine belt of the EAS is characterized by herbaceous
communities dominated by graminoids (Korner 1998), and the phylogeographical patterns of these

communities are poorly understood.
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We used the crooked sedge Carex curvula All. subsp. curvula (Cyperaceae) as a model to study the
phylogeography of a widespread, dominant alpine species at the European scale. This species is an
endemic taxon to the entire European Alpine System, excluding the Apennines. Carex curvula is a
dominant species of acidophilous alpine grasslands. In this study, our main objectives were (1) to
characterize the phylogeographic patterns of a dominant, wind-pollinated alpine graminoid of the
EAS, (2) to compare the recent Quaternary history of this species in the western and eastern parts of
its range, and (3) to compare the genetic structure of the species in the central and peripheral part of

its distribution range.

Materials and Methods

The study species

Carex curvula All. is found predominantly in the Alps, Pyrenees, and the southeastern Carpathians,
mainly between c. 2200 and 2700 meters altitude (Fig. 1). In the Balkans, the species has a
fragmented distribution in Stara Planina, Rila, Pirin in Bulgaria, and some of the highest peaks of
the Dinarides (Puscas 2005). The local abundance of C. curvula throughout its distribution range
varies. The species is more frequent and abundant in the eastern and central parts of the Alps and in
the Carpathians, whereas it occurs in more scattered and scarce populations in the peripheral
southern parts of its distribution area in the Balkans and especially the Pyrenees (P. Choler and M.
Puscas, personal observations). An obvious gradient of decreased presence and abundance of the
crooked sedge is also noticeable from the northern part of the French Alps to the southeastern part
of the chain. Carex curvula is a clonal, long-lived species (Steinger ef al. 1996) that forms extensive
alpine swards (“Caricetum curvulae), that were described as alpine climax vegetation on siliceous
substrate over its entire distribution (Braun-Blanquet & Jenny 1926; Negre 1969; Coldea 1997;
Roussakova 2000). The species is wind-pollinated, protogynous, and primarily outcrossing, and it
produces heavy fruits with limited dispersal capacity (Erschbamer & Winkler 1995). Carex curvula
s. 1. has been divided into two distinct taxa (Gilomen 1938): C. c. subsp. curvula, which is primarily
calcifuge and found throughout the range of the species, and C. c. subsp. rosae, which is primarily
calcicole and found only in the Alps and Pyrenees (Chater 1980). The two taxa are genetically
distinct (Choler ef al. 2004), although some introgressive forms occur very locally in the Alps. Only

C. curvula subsp. curvula is considered in this study.
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Fig. 1 Overall distribution range, location of the populations studied with AFLP, and growth habit of Carex curvula subsp. curvula.

Distribution of the species is shown in dark gray (shaded areas: altitude > 800 m. s. m.). Left insert indicates the location of the mountain
areas with Carex curvula in Europe and its habitus (adapted from Reisigl & Keller, 1987). Sampled populations’ numbers refer to Table 1.
Symbols represent groups detected in the Neighbour-joining analysis of population: o — Pyrenees, # - Dauphiné Alps, A — Alps, o -

Balkans, ¢ - Carpathians.
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Table 1 Population location (country, coordinates), elevation and genetic diversity parameters of
the 37 investigated populations of Carex curvula All. subsp. curvula. Means and standard errors
with the same letters are not significantly different (ANOVA, post-hoc Tukey test, all p < 0.03).

Pop. Sampling locality Mountain Country Coordinates Elevation Fragm.* Hj**
no. range (E/N) (m)
1 Pic du Midi, Massif d'Ossau France -0.45°/42.85° 2200 36 0.28
2 Pic de Neouvielle, Massif de Neouvielle Pyrenees  France 0.14°/42.86° 2500 40 0.40
3 Pic du Canigou, Massif de Canigou France 2.45°/42.52° 2450 39 0.37
Mean 38.33+2.08a 0.34+0.06 a
4 Lac Fourchas, Massif de Mercantour France 7.28°/44.11° 2300 62 0.61
> Col de Sept Laux, Chaine de Belledonne France 6.08°/45.23° 2500 56 0.56
6  Flaine, Chaine des Aravis France 6.43°/46.01° 2400 57 0.61
7 Furka Pass, Berner Alpen Switzerland 8.24°/46.35° 2400 57 0.64
8  Berninapas Switzerland 10.09°/46.28° 2300 70 0.68
9  Obergurgl, Otztaler Alpen Austria 11.02°/46.51° 2400 61 0.60
10  Grossglockner Hochalpenstrasse, Alps .
Hohe Tauern Austria 12.5°/47.06° 2560 63 0.68
11 Dieslingsee, Gurktaler Alpen Austria 13.93°/46.95° 2150 56 0.67
12 Klosterneuburger Hiitte, Wolzer Tauern Austria 14.33°/47.23° 2100 60 0.61
B ]S‘::;f:;ipzegbmkogel’ Austria  14.56°/47.06° 2250 66 0.66
14 GroBes Kar, Koralpe Austria 14.97°/46.79° 2000 65 0.67
Mean 61.18+4.57 b,c 0.63+£0.03 b
15 Shpytsi Peak, Chornohora Mts. Ukraine 24.55°/48.11° 1904 54 0.51
16 Buhiiescu Mic, Rodna Mts. Romania  24.59°/47.57° 2103 62 0.60
17  lezerul, Rodna Mts. Romania  24.64°/47.59° 1960 69 0.63
18 Ineu Peak, Rodna Mts. Romania  24.88°/47.52° 2164 65 0.59
19 Omul Peak, Bucegi Mts. Romania  25.45°/45.44° 2405 62 0.51
20  Costila Peak, Bucegi Mts. Romania  25.48°/45.41° 2475 56 0.54
21 Tezerul Peak, Iezer-Papusa Mts. Romania  24.95°/45.45° 2280 66 0.61
22 Papusa Peak, lezer-Papusa Mts. Carpathians Romania  25.06°/45.5° 2360 69 0.62
23 Gradisteanu Peak, Iezer-Papusa Mts. Romania  25.07°/45.49° 2100 64 0.54
24 Laita Peak, Fagarag Mts. Romania  24.59°/45.6° 2327 73 0.67
25 Paltinul Peak, Fagaras Mts. Romania  24.6°/45.59° 2359 68 0.61
26 Fereastra Mare a Simbetei, Figaras Mts. Romania  24.79°/45.6° 2270 67 0.60
27  Cindrelul Mare Peak,Cindrel Mts. Romania  23.8°/45.57° 2244 56 0.59
28  Cérja Peak, Pardng Mts. Romania  23.51°/45.37° 2129 59 0.59
29 Retezat Peak, Retezat Mts. Romania  22.84°/45.38° 2485 65 0.61
30 Culmea Lolaia, Retezat Mts. Romania  22.86°/45.37° 2200 58 0.55
Mean 63.31+5.48 b 0.58+0.04 ¢
31 Botev Peak, Stara Planina Bulgaria  24.91°/42.71° 2370 55 0.56
32 Paradzika Peak, Stara Planina Bulgaria ~ 24.95°/42.71° 2300 58 0.62
33 Deno Peak, Rila Balkan Bulgaria ~ 23.57°/42.21° 2700 57 0.56
34  Musala Peak, Rila . Bulgaria  23.58°/42.18° 2900 55 0.52
Mountains
35 Malyovica, Rila Bulgaria  23.36°/42.17° 2600 61 0.56
36  Vihren Peak, Pirin Bulgaria ~ 23.30°/41.83° 2350 52 0.52
37 Todorka Peak, Pirin Bulgaria ~ 23.40°/41.78° 2400 56 0.61

Mean 56.28+2.81 ¢ 0.56+0.03 ¢

*Total number of AFLP fragments/population
**Mean Jaccard Index/population
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Sampling strategy

During the summers of 1999-2004, thirty-seven populations of C. curvula subsp. curvula were
sampled throughout entire distribution (Table 1, Fig. 1). Young, green leaves of five random
individuals separated by ten meters were collected for each population. The only exception was
population 28 (Parang Mts. from Carpathians), for which only four individuals were sampled.

Vegetative tissues were stored in tubes with silica gel until DNA extraction.

DNA extraction and AFLP Protocol

Total DNA was extracted from roughly 10 mg of dried leaf tissue using the DNeasy 96 Plant Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. Six random individuals from the total sample set
were extracted twice as blind samples (Bonin e al. 2004). Double digestion of genomic DNA was
performed for two hours at 37 °C in a 20 pl mix using 2 units of Msel and 5 units of EcoRI (New
England Biolabs). Following this, adapters were ligated to DNA in a 40 pl volume for 2 hours at
37°C using 1 U of T4 DNA Ligase (New England Biolabs). Diluted (10 X), digested, and ligated
DNA was subjected to a preselective amplification using primers FEA (5
GACTGCGTACCAATTCA-3’) and MC (5°-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’) in a 25 pl volume
containing 1.5mM MgCl,, 200 uM of each dNTP, 1.25 uM of each primer, and 0.5 U of AmpliTaq
DNA polymerase (Applied Biosystems). Diluted (20 X) preselective products underwent selective
PCR with the following primer combinations: EATC-MCAC, EATC-MCAT, and EATC-MCTG.
Selective amplifications were run in a 25 pl volume containing 2.5mM MgCl,, 200 uM of each
dNTP, 1.25 uM of each primer, and 1 U of AmpliTag Gold® DNA polymerase (Applied
Biosystems). Following this step, excess labeled primers were removed by spin-column
purification. Finally, 1.5 pl of diluted (10 X) purification was added to a 10 pl mixture (10:0.1) of
HiDi formamide and GeneScan-500 ROX (Applied Biosystems). AFLP reactions were
electrophoresed for 41 min on an ABI PRISM®3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) using
36 cm capillaries & POP-4™ polymer. The raw data were size-called using GeneScan Analysis
software, version 3.7 (Applied Biosystems). The size-calibrated GeneScan files were imported into
GENOGRAPHER (version 1.6.0, James J. Benham, Montana State University, 2001;

http://hordeum.oscs.montana.edu/genographer) for scoring. The thumbnail option was used to
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evaluate a given marker for all individuals at the same time. Fragments within the 50-500 bp range

were scored to produce a present/absence matrix (individuals x markers).
cpDNA analysis

Eight cpDNA regions were initially amplified and sequenced for twelve individuals from the
Pyrenees, Alps, Carpathians, and Balkans in order to look for nucleotide variation. Variation was

found in two regions (#nG intron and #rnDYC

-trnE spacer) that were selected for subsequent
analyses. The following primers were used: 5’trnG2G and 5’trnG2S (Shaw et al. 2005), which were
used to amplify the #nG intron and #nD°Y“F (Demesure et al. 1995), and #rnEVYC (Shaw et al.
2005), which were used for the #rnD“Y“-trnE spacer. Amplifications were performed in a 25pL
total reaction volume with 2.5 pL buffer (10x Buffer II Applied Biosystems), 1.5 mM (for the trnG
intron) or 3 mM (for the #rnD“Y“-trnE spacer) MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 0.25 uM of each
primer, 0.25 pL BSA, 0.5 U of AmpliTaq Gold® DNA polymerase (Applied Biosystems), and 2 pl
(15-40 ng) of genomic DNA. The cycling profile involved 10 min at 95°C followed by 35 cycles of
30 sec at 95°C, 45 sec at 58°C (trnG) or 53°C (trnD-trnE), and 60-120 sec at 70°C. The protocol
ended with 5 min at 70°C of final elongation. PCR products were purified using ExoSAP-IT (USB,
Cleveland, Ohio, USA). Sequencing was performed in both directions using BigDye Terminator V
3.1 (Applied Biosystems). The samples were run on an ABI PRISM®3100 Genetic Analyzer.

Sequences were assembled and edited using SeqScape 2.5.0 (Applied Biosystems).

Two loci with single nucleotide polymorphisms (SNP) were detected: one in the ##nG intron and

one in the #rnD®YC

-trnE spacer. We developed a SNP genotyping method using multiplex
competitive PCR to find the haplotype combination for each individual in a single PCR run. Briefly,
we amplified the two target regions with a mix of labeled fluorescent primers. The primers were
designed to detect a length polymorphism and a specific fluorescence (blue or green) corresponding
to a specific combination of haplotypes. The reverse primers were 3’ nucleotides specific to the
mutation points (see Table 2). The obtained PCR products had different lengths (133 bp for the SNP

locus in the #nG intron and 112 bp for the trnDYc-

trnE spacer). The multiplex PCR conditions
were: 25uL total reaction volume with 2.5 pL buffer (10x Buffer II Applied Biosystems), 2 mM
MgCly, 0.2 mM of each dNTP, 0.4 uM for trnG-F and trnG-R-A primers/ 0.2 uM for trnG-R-G,

trnD-F and trnD-R-G primers/ 0.1uM for trnD-R-A primer, 0.2 uL BSA, 0.5 U of AmpliTaq Gold”
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DNA polymerase, and 2 pl of genomic DNA. The PCR parameters included 95°C for 10 min; 35 X
(95°C, 30 s; 50°C, 30 s; 72°C, 1 min); 72°C, 7 min. PCR-products were diluted 10 times and
electrophoresed on an ABI PRISM®3100 Genetic Analyzer using POP-7™ polymer, and
GeneScan-350 ROX standard was used for fragment size estimation. The fragments were scored
using GeneMapper” 3.7 (Applied Biosystems). This procedure was first validated on 16 individuals
with known sequences for the #7nG intron and the #nD-E region before screening all the

individuals.

Table 2 Characteristics of the primers developed for SNP detection on Carex curvula. Two
combinations are expected after the multiplex PCR: one 133 bp product (if blue = haplotype w1, if
green =haplotype el) / and one 122 bp product (if blue = haplotype w2, if green =haplotype €2)

Location of the
amplified fragment and

Size

TTTTGAATAATAATCGTGATAATG

(G/A) Reverse (green): trnG-R-A el
GTTAAGGGATCCTTCAGTTTT

3 ’_ 9
the base substitution on Primers (5’-3°) Haplotype (bp)
the SNP point
Reverse (blue): trnG-R-G wl
. Forward: trnG-F GTTAAGGGATCCTTCAGTTTC
trnG intron

133

Reverse (blue): trnDE-R-A w2

Forward: trnDE-F GTTATATATGAATGATATAATAGAATTGT

trnD(GUC)-trnE spacer | -\ 1 ATA AATACATGAAGTCTTCCC

(A/G) Reverse (green): trnDE-R-G e2
GTTATATATGAATGATATAATAGAATTGC

112

Data analysis

For each population, we calculated the total number of AFLP markers present, and the
intrapopulation diversity was evaluated as the mean pairwise distance between individuals (based
on the Jaccard similarity index, Jaccard 1901). We performed one-way analyses of variance and
multiple comparisons of means with post-hoc Tukey tests to test for a geographical effect on
genetic diversity indices. Populations were pooled into four main geographical regions (Alps,
Balkans, Pyrenees, and Carpathians). To cope with possible biases due to the unbalanced sampling
effort, we used re-sampling procedures to generate a large number of datasets consisting of an equal
number of populations per region. The regional effect was found to be the same in these analyses

(data not shown). These analyses were first performed by including the four regions and re-
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sampling three populations per region. The diversity indices of Pyrenees were always significantly
lower (P<0.001). Another set of analyses was done for the Alps, Carpathians and Balkans with 6
populations randomly chosen for each region. The results were qualitatively similar to the post-hoc
Tukey tests for the Jaccard index. For the total number of fragments, the results were also similar

except that we found a significant difference between the Alps and the Balkans.

The AFLP phenotypes were used to construct a neighbour-joining (NJ) tree, based on pairwise
Nei’s genetic distance between populations (Lynch & Milligan 1994). Support for resulting groups
was calculated from 1000 bootstrap replicates. Principal Co-ordinate Analyses (PCoAs) were
computed based on between-individual Jaccard similarities. For the analyses, we used the packages
ade4 (Chessel et al. 2004) and ape (Paradis et al. 2004), on R (R Development Core Team 2006,

www.R-project.org).

We examined whether the frequency of each polymorphic marker was independent of the
geographical regions. The analysis was based on presence/absence data at the population level. A
given marker is considered present in a population if at least one individual exhibits that marker.
For each contingency table crossing regions and presence/absence data, we generated an exact
distribution for the % statistic using randomization tests (1000 re-samplings) and compared the
observed value with this exact distribution. In cases lacking independence in the contingency table,
we computed the standardized residual of each cell using the formula (Obs - Exp) / (Exp)"?, where
‘Obs’ and ‘Exp’ stand for observed and expected frequencies, respectively. This allowed us to
estimate the contribution of each region to the significance of the test (at alpha= 0.05). Positive (or
negative) residuals indicate more (or fewer) observed occurrences of a given marker than expected
under the null hypothesis. These markers are called geographical diagnostic markers. Diagnostic
markers may be found only in one region - in that case, the marker is specific or alternatively may

be shared by several regions (see Results).

All computations and statistical analyses were performed with the software R (R Development Core

Team 2006, www.R-project.org).

Analyses of molecular variance (AMOVA), with a partition of the total genetic variance into

different levels (within populations, among populations, and among groups of populations), were

94



Article 3

carried out using ARLEQUIN version 2.000 (Schneider et al. 2000). The clustering of the
populations followed the structures identified by the PCoA and NJ tree.

Results

AFLP

Using the three pairs of primers, 115 polymorphic fragments of lengths ranging from 51 to 487 bp
were identified. The repeatability of the AFLP results was very high (99.3 % for the overall test).
Three AFLP markers were removed after checking the similarities between duplicates and the
original individuals. Two identical genotypes were identified in one population (population 1, from
Pyrenees); one of them was excluded from the subsequent analyses to avoid redundant data. The

final matrix consisted of 183 individuals and 112 unambiguous polymorphic markers.

The highest genetic diversity was found in populations from the Alps and the Carpathians (Table 1).
While the Carpathians were the region that contained the richest populations in terms of the number
of AFLP markers, populations from the Alps were the most polymorphic. The Pyrenean populations
were the poorest in numbers of AFLP markers. In addition, these markers showed little variation.
The highest number of geographical diagnostic markers was recorded for the Alps, and the second
highest was recorded for the Carpathians (Fig. 4b). The Balkans and the Pyrenees showed few
specific markers. The highest amount of genetic variation in C. curvula was due to intrapopulation
variation (AMOVA, 62% overall populations) (Table 3). Each mountain system is characterized by
a weak differentiation between populations. Genetic variation among populations explained 17-21

% of the total genetic variation in the Alps, Carpathians, and Balkans and 30% in the Pyrenees.

Neighbour-Joining analysis of the 37 populations (Fig. 2) revealed a highly supported division
between two major groups: a western lineage grouping the Alps and the Pyrenees and an eastern

one with the Carpathians and the Balkans.
Within the western lineage, the populations from the Pyrenees formed a distinct group. A group

including Dauphiné Alps and Pyrenees was also strongly supported and clearly nested within the

larger group of the Alps. Within the eastern lineage, all the Carpathian populations formed a distinct
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branch. Further resolution inside this group was not possible because of the very low bootstrap
values (except for Retezat, populations 29-30). Some Balkan groups, in particular Rila and Pirin,

were better supported.

The PCoA of the AFLP profiles of all the individuals (Fig. 3a) confirmed the same general patterns
revealed by the Neighbour-Joining analysis. Interestingly, the PCoA carried out exclusively on
individuals from the Alps showed an east-west genetic continuum within the chain (Fig 3b). A
significant decline in the mean Jaccard index from eastern to western Alps was detected along this
longitudinal gradient (Fig. 4a). The cline was also supported by the other estimators of genetic
diversity, such as the total numbers of polymorphic markers and the percentage of polymorphic
markers per population (data not shown). On the contrary, no such geographical patterns were

detected in the Carpathians or Balkans.

Further insights into the genetic structure in the Alps were brought about by the geographical
distribution of regional diagnostic markers (Fig 4b). Populations from the Eastern Alps exhibited
seven specific markers linked exclusively to this group, whereas populations from the southwestern
Alps only had one or no such markers. One diagnostic marker was shared between the Pyrenean
populations and the population from Dauphiné. Therefore, the overall decline in intrapopulation
diversity along the longitudinal gradient is associated with a decrease in the number of specific
markers. On the other hand, we found no trend in the distribution of regional markers within the

Carpathians.

cpDNA analyses

The aligned sequences of the ##nG intron for the 12 analyzed individuals comprised 720 nucleotides
and showed one substitution (G/A, position 684) determining two haplotypes. Haplotype w1 was
present in individuals from Alps and Pyrenees, and haplotype el was present in individuals from the
Carpathians and Balkans. The sequences for the #rnD-E spacer were 671 nucleotides long and
showed one substitution (A/G, position 393) that determined two haplotypes. Haplotype w2 was
found in the Alps and Pyrenees, whereas haplotype €2 was found in the Carpathians and Balkans.
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Based on the preliminary test with 16 individuals, we found a perfect agreement between SNP test
and cpDNA sequence. We found only two combined haplotypes after screening all the individuals:
a western haplotype W (=wl+w2) for the Alps and the Pyrenees and an eastern haplotype E
(=el+e2) for the Carpathians and the Balkans (Fig. 2). Individuals from Vranica Planina (the most
remote north-western population from Dinarides - Fig. 1, subsequently added for only the SNP test)
also posessed haplotype E.

Table 3 Analyses of molecular variance (AMOVA) based on 112 AFLP markers for 37 populations
of Carex curvula

Grouping* Source of variation d.f. Sum of Variance =~ Percentage
squares components of variation

a: All populations Among populations 36 1278.59 542 37.96
Within populations 145 1284.45  8.85 62.04
b: Pyrenees, Alps, Carpathians, Balkans Among groups 3 637.87 4.68 29.89

Among populations

within groups 640.72 2.14 13.67
Within populations 145 1284.45  8.85 56.45
c: Pyrenees, Alps, Dauphiné Alps, Balkans, Among groups 4  678.64 4.77 30.53
Carpathians Among populations
within groups 599.95 2.01 12.85
Within populations 145 1284.45  8.85 56.62
d: Pyrenees Among populations 2 14.82 1.07 30.60
Within populations 11  26.75 2.43 69.40
e: Alps Among populations 1) 240.43 2.75 21.17
Within populations 44 451.60 10.26 78.83
f: Carpathians Among populations 15 290.16 2.00 17.52
Within populations 63 594.85 9.44 82.48
g: Balkans Among populations 6  95.30 1.66 17.51
Within populations 27 211.25 7.82 82.49

*For characteristics of populations see Table 1
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Discussion

Two main lineages in Carex curvula subsp. curvula have been clearly distinguished by both
cpDNA sequences and AFLP markers: the western (including the Alps and Pyrenees) and the
eastern (including the Carpathians and Balkans) lineages. The geographical distribution of cpDNA
haplotypes is of large significance, because it points out a major split between the eastern and the
western populations within the EAS. Other studies on arctic-alpine plants combining nuclear and
plastid markers revealed small but informative variation of the chloroplast markers (Albach et al.
2006; Schonswetter et al. 2006a; Schonswetter et al. 2006b; Eidesen et al. 2007a). This variation
was assumed to reflect ancient differentiation within the species (Eidesen et al. 2007b). These two
geographical groups appear to be the result of an old disjunction within the distributional area of C.
curvula, which most likely occurred well before the last glaciation. Each of the groups experienced
an independent history after this separation. There are similar cases documented for other mountain
species of plants (Ronikier et al., 2008), invertebrates (Pauls et al., 2006) or small mammals (Kotlik
et al., 20006) that suggest a very old differentiation of populations from the Alps and Carpathians,

without subsequent interferences between them.

The Western lineage

Within the western lineage, one main result was the significant decrease of within-population
genetic diversity and the number of regional diagnostic AFLP markers from east to west (i.e., from
the Austrian Alps to the Maritime Alps, Fig. 4). This result supports the hypothesis of a single
glacial refugium for C. curvula located in the Eastern Alps. While the majority of the Alpine chain
was completely glaciated, the eastern part of Austrian Alps remained virtually ice-free even during
the LGM (Voges 1995). Moreover, this part of the Alps is the only one out from the Alpine ice-
sheet exhibiting large surfaces of siliceous bedrock between 1000 and 1600 m (Puscas et al.,
unpublished manuscript), i.e. the range corresponding to the putative alpine belt during the Ice-Age.
Therefore, the eastern Austrian Alps were likely the main refugium for several alpine acidophilous
plants (Schonswetter et al. 2005). The gradual genetic impoverishment may reflect a postglacial
recolonization route followed by the species, in accordance with a tabula rasa scenario (Dahl 1987;
Stehlik 2000). The rapid westward migration after deglaciation induced multiple founder events

with a stepwise reduction in genetic diversity (Hewitt 1996; Despres et al. 2002; Petit et al. 2002;
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Stehlik et al. 2002, Mraz et al. 2007). Subsequently to the colonization, high levels of gene flow via
pollen have prevented the genetic divergence of populations from different geographical areas and

maintained a genetic continuum along the Alpine chain.
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Fig. 2 Neighbour-joining analysis of the 37 populations of Carex curvula based on Nei’s genetic
distance of AFLP phenotypes. The numbers above the branches are bootstrap values (% of 1000
replicates). Numbers at the tips of branches are population numbers (Table 1) and the symbols are
the same as in Fig. 1. The dashed line separates the distribution of the two identified cpDNA
haplotypes (W and E).
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The present distribution of the diagnostic markers within the Alpine groups was also congruent to

this hypothesis; all the adjacent groups shared some of these markers without evident barriers

between them (Fig. 4b). The same pattern of a low between-population differentiation and a lack of

abrupt geographical changes along the distribution range has been documented for other wind-

pollinated tree species (Demesure et al. 1996; Kremer et al. 2002; Burban & Petit 2003; Coart et al.

2005), and certain dominant and/or widespread graminoids (O'Brien & Freshwater 1999; Jonsson &

Prentice 2000; Stenstrom et al. 2001).
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Pyrenean populations of C. curvula are closely related to the southwestern Alps populations. They
are nested within the Alpine group (Fig. 2) and characterized by a substantial loss of genetic
diversity (Table 1). One diagnostic marker is shared between these two separate groups. It is more
likely that this pattern reflects a recent colonization of the Pyrenees from the Dauphiné area than an
old vicariance between the two mountain ranges, as was proposed for other alpine species (Kropf et
al. 2006). The French Massif Central has long been considered as a key area in the colonization of
the Pyrenees by Alpine elements (Braun-Blanquet 1923), and it may be a likely stepping-stone for
C. curvula as well. Colonization by long-distance dispersal was a common phenomenon after
glaciations (Cain et al. 1998), and it has also been described for alpine or arctic-alpine plants
(Gabrielsen ef al. 1997; Tollefsrud et al. 1998; Schonswetter et al. 2002; Tribsch et al. 2002). These
long-distance dispersal events have created a marked bottleneck effect (Table 1; Fig. 4). Despite
such low diversity, the populations from the Pyrenees had a relatively high number of diagnostic
markers. This fact could be the result of genetic drift that randomly fixed some previously-existing

alleles.
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Fig. 4 Geographical patterns of genetic diversity in Carex curvula in Europe. (a) Correlation
between geographical location (longitude) and the mean Jaccard index/population in the western
lineage (Alps and Pyrenees); linear regressions were calculated for both mountain ranges (dashed
line) or only for Alpine populations (black line). (b) Regional distribution of the diagnostic markers.
The arrows and intersections of the ovals indicate the diagnostic markers shared between adjacent

subgroups in the Alps and the Pyrenees. Symbols are as in Fig. 2.
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The Eastern lineage

One characteristic of the Carpathian group is its low level of between-population differentiation
(17.5%, Table 3); indeed, this is one of the lowest reported for an alpine plant within a whole
mountain range (see Stehlik et al. 2002; Schonswetter e al. 2003; Schonswetter et al. 2004a; Ehrich
et al. 2007; Mraz et al. 2007 etc.). This is surprising if one considers the current distribution of C.
curvula in the mountain range (Fig. 1), which shows several very disjunct areas (“island”
distribution). Even the most isolated populations (from Rodna and Chornohora, no. 15-18; Fig. 1)
are genetically indistinct, because they group together with the populations from the southern chain
of the Carpathians. Interestingly, the floristic composition of alpine meadows dominated by C.
curvula in the Carpathians shows the same remarkable homogeneity without any significant
geographical differences between regions (Puscas et al. 2005). The weak geographical genetic
structure in the Carpathians, as well as its increased genetic diversity (Table 1, Fig. 4), may be
explained by the particularities of the vegetation history during the last glacial in this area. The
Carpathians were only locally glaciated, and the snowline during the Wiirm glaciation was
estimated near 1700-1800 m altitude (Wachner 1929; Niculescu 1969; Sarcu 1978; Reuther et al.
2004; Vuia 2005 etc.). Below this altitude, large areas were suitable for the alpine plants. Because
of the widespread acidic bedrock in the entire Southeastern Carpathians (Coldea 1991), this area
may be regarded as one large potential refugium for C. curvula and perhaps other acidiphilous
alpine species during glaciations. Palynological studies also confirmed the existence of large refugia
during the LGM for subalpine trees along the lower part of the Romanian Carpathians that were
followed in higher elevations by a graminoid-type vegetation (Feurdean ef al. 2007). Carpathian
populations of C. curvula probably did not experience regional extinctions during the glaciations,
but on the contrary they may have occupied much larger areas than today (Puscas et al.,
unpublished manuscript). Gene flow among populations was likely intensified at this time and may
have resulted in a large common genetic pool. We thus suggest that vertical local migration from a
large pan-Carpathian refugium is the most likely scenario for the recolonization of high summits in
the Southeastern Carpathians. Similar mechanisms were also proposed for other alpine plants

locally in the Eastern Alps (Tribsch ef al. 2002; Tribsch & Schonswetter 2003).

Despite the weak overall genetic differentiation in the Balkans demonstrated by AMOVA (Table 3),

the NJ tree revealed that the most pronounced individualization of a population occurred in this area
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(especially in Rila and Pirin - Fig. 2). Biogeographers have already observed a high level of
endemism in the different mountain ranges of the Balkans (Stojanov & Kitanov 1926). It has also
been shown that these mountains were less affected by glacial cooling than any other northern
mountain ranges (Bennet et al. 1991). The snow line during the last glaciation was estimated at
2200-2300 m altitude (Bazilova & Tonkov 2000), which is much higher than that assumed for the
Alps, Pyrenees, or Carpathians. As a possible consequence, the vertical migrations of C. curvula
during glaciations may have been less marked than for the Carpathians. Even during that period, the
species kept an island distribution in this region. Therefore, the opportunities for gene flow among
Balkan populations have remained reduced, preventing the overall genetic homogenization as

described for the Carpathians.

Peripheral vs. core populations and genetic diversity

The genetic diversity (marker richness and marker polymorphism) of Pyrenean and to a lesser
extent Balkan populations is lower than that of populations from the Alps or Carpathians.
Furthermore, few specific markers were found in these regions. This is unexpected for the Balkans,
one of the important European glacial refugia (Bennet et al. 1991; Taberlet et al. 1998; Hewitt
1999; Hewitt 2000). These southern Balkan mountains are all under Mediterranean climate
influences (Bazilova & Tonkov 2000; Roussakova 2000; Stefanova & Ammann 2003). Field
observations show that C. curvula does not form extensive swards in these areas, probably because
of the dry summer. A similar trend has been documented for the southwestern Alps, where
populations of C. curvula are very patchy (Choler & Michalet 2002). It is therefore proposed that
these peripheral areas also constitute marginal habitats for the species. The peripheral range of a
species is often characterized by ecologically-marginal environments (Brown et al. 1996;
Johannesson & André 2006). Several authors have reported a trend towards genetic depauperation
in peripheral and/or marginal populations as compared with the core populations (Durka 1999;
Lammi et al. 1999; Lonn & Prentice 2002; Johannesson & André 2006). The combination of harsh
environmental conditions and fragmented populations may also promote a higher genetic
divergence among marginal populations (Gapare & Aitken 2005; Arnaud-Haond et al. 2006). On
the other hand, Choler et al. (2004) reported evidence for genetic introgression between the two
ecotypes of Carex curvula in marginal habitats of the Alps. The molecular signatures found here for

southwestern Alps and Pyrenean populations, however, do not correspond to introgressed forms.
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Conclusions

This study is the first to investigate the phylogeographic structure of a dominant alpine graminoid
of the European Alpine System. Nuclear and cpDNA data support an old divergence between the
populations of Carex curvula from the Alps-Pyrenees and Carpathians-Balkans. We propose two
different post-glacial histories for the recolonization of high summits in the Alps and the
Carpathians, two mountain ranges representing the core part of the current distribution of the
species, by drawing inferences from the AFLP data. These two mechanisms include a large east-
west recolonization wave in the Alps and a local vertical upward migration in the Carpathians.
These two scenarios concur with the contrasted glacial histories of these two ranges. The peripheral
regions (the Pyrenees and the Balkans), which are located in southern Europe, do not seem to
correspond to major glacial refugia for this cold-tolerant species. Long-distance dispersal (for the
Pyrenees) or long-term persistence on isolated mountains (for the Balkans) are the most likely

explanations for the present reduced level of genetic diversity in these areas.
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III. CORRELATIONS ENTRE LA DIVERSITE FLORISTIQUE
(INTERSPECIFIQUE) ET LA DIVERSITE GENETIQUE
(INTRASPECIFIQUE)

I11.1. Introduction. Hypothéses sur les covariations spatiales entre diversité

génétique et floristique

L’idée selon laquelle la variation génétique dans les populations influence la diversité
des especes dans les communautés végétale a été énoncée par les écologues des les années 70
(Antonovics 1976; Harper 1977; Aarssen & Turkington 1983). Pourtant, ces deux niveaux
fondamentaux de la biodiversité (la diversit¢ des espéces et la diversité génétique) sont
traditionnellement restés des objets d’étude respectivement de 1’écologie des communautés et,
de la génétique des populations. L’existence de corrélations entre la diversité inter- et
intraspécifique se base, d’un coté, sur le fait que les deux niveaux répondent d’une manicre
similaire & un ensemble commun de processus et, de ’autre c6té, sur le fait que la diversité
génétique et des especes peuvent étre liés de maniere causale et s’influencer réciproquement

(hypotheéses reformulées récemment par Vellend et Geber 2005), (Fig. 20).

qratie® Genetic diversity
w-‘-f'-”'k;}'--.- within populations
Localit
Y Case Il
Characteristics :
Area Parallel Causal
isclation effects effects
spatialtemporal icase [
heterogeneity : Case I
environment, ete. v
Species diversity

within communities

Fig. 20 Les connections possibles entre la diversité des espéces et la diversité génétique (d’apres
Vellend et Geber 2005).
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Le parallele entre les deux types de diversit¢é commence avec la possibilité de les
mesurer d’une maniére semblable. L’espece et ’allele (ou le génotype) sont les deux unités
qui sont quantifiées pour exprimer la diversité des espéces et la diversité génétique. Les
indices les plus souvent usités sont liés au nombre et a I’abondance de chaque composant de
la diversité (Fig. 21). Pour la diversit¢ des especes, la richesse (le nombre total) et
I’équitabilité ou evenness qui mesure la probabilité que deux individus choisis par hasard dans
une population appartienne ou non a deux espéces différentes (Smith & Wilson 1996), sont
couramment employées. Par analogie, la richesse des alléles et 1’hétérozygotie attendue dans
une population (la probabilité que deux alléles choisisses par hasard sont distinctes, Nei 1978)

sont utilisées pour évaluer la diversité génétique.

1. Ni‘\/eau‘d’e la Espéces Alléles
diversité

2. Mesures de la

diversité I\
3 Indices de la Richesse des espéces Equitabilité (evenness)
diversité Richesse allelique Hétérozygotie attendue

Fig. 21 Parall¢le entre les niveaux et les indices de la diversité.

L’hypotheése d’une corrélation positive entre la diversité spécifique et la diversité
génétique repose sur 1’idée d’une action parallele de processus comme la dérive (drift),
I’immigration et la sélection (Fig. 20) sur les deux niveaux de la diversité (Huston 1994;
Vellend 2003). Cette hypothése a comme point de départ deux théories capitales de la
diversité: la théorie de la biogéographie insulaire (MacArthur & Wilson 1967) et le modele
insulaire de génétique des populations (Wright 1940). Brievement, les deux théories se
recoupent dans le sens que: (1) la perte des especes et des génotypes par la dérive reste plus
probable dans des aires restreintes, qui abritent des populations et des communautés plus
réduites ; (2) I'immigration augmente la diversit¢ des populations et des communautés, par
I’apport exogene de geénes et d’especes. Son effet est corrélé positivement avec la connectivité

des localités; (3) la sélection agit aux deux niveaux en favorisant certains génotypes ou

111



Partie I11. Corrélations entre la diversité inter- et interspécifique

espéces en détriment des autres. Elle est influencée par I’hétérogénéité de I’habitat, qui
détermine une sélection variable sur les especes et génotypes, avec des conséquences
positives sur la diversité inter- et intraspécifique dans le méme temps (Vellend 2005).

Les récents travaux de Whitham et de ses collaborateurs sur la génétique des
communautés (Whitham et al. 2003; Whitham et al. 2006) ont souligné le réle majeur de la
variation génétique intraspécifique sur la structuration des communautés et le fonctionnement
des écosystémes. En conformité avec les théories de mass ratio (Grime 1998) et de keystone
species (Power et al. 1996), les plus importantes conséquences sur les communautés sont
déterminées par les especes dominantes ou/et les especes « clé ». Dans ce contexte, 1’effet de
la diversité génétique sur la diversité des especes pourrait €tre expliqué par divers scénarios
(Vellend & Geber 2005). (1) DP’existence d’une large variété des génotypes dans une
population peut favoriser des espéces différentes dans les relations de compétition qui

s’établissent dans la communauté; dans ce cas une relation positive est prédite, en

concordance avec 1’hypothése de Whittaker (1975) sur le fait que « la diversité engendre la
diversité ». (2) la diversité génétique ¢élevée pour certaines espéces pourrait déterminer une
efficience supérieure dans 1’utilisation des ressources du milieu, ainsi qu’une augmentation de
la productivité. Par conséquent, il sera plus difficile & d’autres espéces de s’établir dans la
communauté existante. Dans ce cas, 1’effet de la diversité génétique sur celle des espéces sera

De la méme maniére, des hypothéses contradictoires ont été proposées concernant la
connexion entre la diversité des espéces au niveau local et la diversité génétique d’une espéce
cible. (1) On peut prédire un effet positif, fondé¢ sur le fait que la wvariabilit¢ d’un
environnement compétitif est amplifiée par le nombre élevé des espéces qui coexistent. Ceci
pourrait devenir un facteur favorable pour le maintien de plusieurs génotypes d’une certaine
espece dans le systeme (Harper 1977; Vavrek 1998). (2) De D'autre coté, la pression
compétitive ¢élevée, dans un milieu ou de nombreuses especes coexistent, favorise seulement
certains génotypes d’une espeéce, et au contraire dans une communauté ou la compétition
interspécifique est faible, un ensemble plus large de génotypes peuvent s’établir. Cette idée
est reliée a I’hypothése de van Valen (1965) sur la variation de la niche écologique d’une
espeéce, qui prévoit que la niche réalisée est plus large dans des communautés riches en
especes que dans celles pauvres en espéces, et ceci indique une diversité intraspécifique

¢levée ou, par contre, faible (Vellend & Geber 2005). Ainsi, une corrélation négative est aussi

envisageable pour les deux niveaux de la diversité.
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Malgré I’'intérét évident d’étudier conjointement la diversité des espéces et la diversité
génétique dans le cadre d’'un méme systeme (Antonovics 1976; Harper 1977; Antonovics
2003), trés peu des données empiriques sont disponibles pour confirmer ou infirmer les
théories proposées. Les études de Vellend focalisées sur des plantes et des animaux d’iles
océaniques (Vellend 2003) ou sur des systémes continentaux fragmentés (foréts avec
distribution de type insulaire, Vellend 2004) ont montré une tendance a une corrélation plus
ou moins forte, mais toujours positive, entre la diversité intraspécifique chez une espece et la
diversit¢ du systeme dans lequel elle se trouve. En tout cas, cette tendance a été plus
accentuée dans les 1les que dans les systémes continentaux (voir aussi Odat ef al. 2004). La
modélisation conjointe des deux types de diversité a révélé des résultats congruents avec ceux
présentés avant (Vellend 2005) ; de plus, il est montré que la corrélation devrait étre plus forte
quand la diversité intraspécifique est mesurée pour les espéces abondantes que lorsqu’elle est
mesurée sur les espéces plus rares. En fait, les seuls cas ou une corrélation négative pourrait
apparaitre ont été trouvés pour des espeéces rares.

Dans toutes ces études, les corrélations trouvées sont expliquées comme étant dérivées
premicrement de D’effet parallele des caractéristiques de la localité (surface, connectivité,
hétérogénéité) sur les deux niveaux de la diversité, via la dérive, I’immigration et la sélection
(case I, Fig. 20). L’effet de la diversité génétique sur la diversité des espéces et vice-versa
(case II et III, Fig. 20) reste plus difficile a tester empiriquement. Dans la seule étude trouvée,
Booth et Grime (2003) montrent que dans des communautés artificielles (ou la diversité des
espeéces et des génotypes sont ¢€galement manipulées), la diversité des espéces covarie
positivement avec la diversité intraspécifique. Dans le méme temps, la composition des
communautés a été significativement plus stable dans les assemblages diversifiés au niveau
génétique. La modélisation de ’interaction entre la diversité intra- et interspécifique suggere
une réponse analogue, dans le sens que la diversité génétique devrait favoriser la coexistence
de plusieurs especes (Vellend 2006).

Si le patron le plus souvent observé ou modelisé a été la corrélation positive alléles-
especes, une question surgit : est-ce que la diversité des espéces dans une certaine aire est un
bon indicateur pour la diversité génétique des espéces trouvées dans le méme espace ?
L’utilisation de la richesse des espeéces comme substitut pour la diversité génétique
renforcerait les actions de conservation de la biodiversité, car généralement la quantification
de la diversité intraspécifique s’avere tres coliteuse au niveau du temps et des ressources. Une
précaution s’impose cependant. Tous les modéles discutés auparavant prennent en compte

seulement les facteurs écologiques qui interviennent dans la distribution spatiale de la
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diversité biologique. De leur coté, les facteurs historiques ont joué un role essentiel dans la
répartition de la diversité a I’échelle régionale (voir la partie II). Par exemple, les glaciations
quaternaires ont influencé fortement la diversité génétique observée de nos jours dans les
diverses populations d’une espéce (Hewitt 2000; Taberlet & Cheddadi 2002), et la relation
positive entre I’aire de distribution et la diversité génétique peut étre substantiellement altérée
de ce fait. Des larges régions recolonisés récemment apres la derniere déglaciation abritent
seulement des populations trés pauvres au niveau génétique (Schonswetter ef al. 2003; Ehrich
et al. 2007) et par contre, des petites populations localisées dans des refuges glaciaires gardent
une richesse génétique remarquable, et constituent de véritables réservoirs de diversité

génétique pour les especes (Hampe & Petit 2005).

I11.2. La dynamique des especes et des genes dans le SAE

Notre contribution a été¢ de réaliser une étude quantitative des relations entre la
diversité locale des espéces dans les pelouses alpine & Carex curvula et la diversité génétique
de I’espéce dominante. L’étude a été réalisée sur I’ensemble de ’aire de répartition actuelle de
C. curvula. Le systeme choisi représente un bon modele candidat pour tester I’éventuelle
covariance entre les deux niveaux de diversité parce que les résultats antérieures ont montré
une variabilité significative entre la diversité interspécifique des communautés au sein du
SAE (cf article 2), ainsi qu’une différence importante entre la diversité génétique des
populations dans les différents massifs (cf article 3). De plus, C. curvula est une espece
dominante et dans ce cas les corrélations entre les deux types de diversité devraient étre plus
marqués (Vellend 2005).

Au plan méthodologique, nous avons analysé¢ la corrélation entre plusieurs types
d’indices de diversité génétique quantifiés a partir des marqueurs AFLP (richesse des bandes
AFLP, diversité¢ des bandes AFLP dans une population), et d’indices de diversité floristique
pour les communautés (richesse des especes et evenness). Les résultats montrent qu’aucune
corrélation positive n’existe entre les deux niveaux de la diversité. Une corrélation négative
significative a été trouvée quand la diversité¢ des bandes AFLP/individu a été rapportée a la
richesse floristique des communautés. En particulier, 1’étude oppose deux situations
complétement antagonistes : le cas des Pyrénées et le cas des Carpates. Dans les Pyrénées se
trouvent les populations des C. curvula les plus pauvres au niveau génétique, mais qui sont

intégrés dans des communautés alpines riches en espéces. De 1’autre coté, les pelouses a C.
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curvula des Carpates ont une richesse floristique trés faible, mais I’espéce dominante
manifeste une diversité génétique ¢levée.

Les résultats obtenus sont donc en contradiction avec ceux rapportées dans des études
antérieures qui prévoyaient que « the negative SGDCs [species-genetic diversity correlations]
are both rare in nature and theoretically unlikely » (Vellend 2005, pg. 231). Ils ne peuvent
pas étre attribués aux déterminants locaux qui influencent la distribution spatiale de la
diversité¢ dans les systemes alpins (conditions écologiques locales et interactions inter- et
intraspécifiques), mais plutét aux facteurs régionaux et historiques qui réglent la diversité
biologique a plus large échelle.

(1) La diversité floristique des communautés alpines est directement liée au pool régional des
especes, qui reflete la disponibilité de I’habitat dans les massifs montagnard analysés. Ceci est
en concordance avec la relation especes-aire décrite dans la biogéographie insulaire
(MacArthur & Wilson 1967). Les surfaces de 1’habitat alpin estimées pour les Carpates et les
Balkans, ainsi que leurs pools régionaux des especes, sont beaucoup plus petits que dans les
Alpes et les Pyrénées (voir article 4)

(2) La diversité génétique actuelle porte encore I’empreinte des dernic¢res glaciations
quaternaires. La localisation des refuges glaciaires et les routes postglaciaires de
recolonisations des habitats alpins sont les facteurs qui ont model¢ au premier chef la
distribution de la variabilité génétique chez C. curvula. Un grand refuge carpatique vs. une
colonisation récente des Pyrénées expliquent les situations opposées dans ces deux massifs.

Le fait que les régions les plus riches en espéces ne correspondent pas aux régions ou
le polymorphisme intraspécifique est le plus ¢élevé souligne 1’existence de plusieurs types de
hotspots de diversité pour le méme systeme, en fonction de la métrique utilisé pour la
quantification (Possingham & Wilson 2005). Ce découplage entre les divers aspects de la
biodiversité¢ a été¢ aussi démontré chez les oiseux (Orme et al. 2005) et d’autres vertébrés
(Lamoreux et al. 2005), ou les régions au niveau globale les plus richesse en especes ne
correspondent pas avec l’aires de concentration de 1’endémisme. Ces résultats montrent
clairement I’implication des plusieurs mécanismes dans la distribution et le maintien de la
biodiversité. Le manque de congruence entre la superposition spatiale des différents types de
diversité a des conséquences directes sur les actions de conservation de la biodiversité.
L’utilisation exclusive du critére « richesse des especes » s’avere insuffisant pour couvrir tous
les aspects qui reflétent la « richesse de la vie ».

La dynamique différente des alléles et des espéces comme réponse aux glaciations

quaternaires est la plus probable explication du fait que la diversité génétique et la diversité
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des especes dans les pelouses alpines du SAE ne sont pas corrélées. Ceci indique que a coté
des caractéristiques actuelles des systémes biologiques, les facteurs historiques devraient étre
pris en compte dans la méme mesure dans les politiques de conservation de la biodiversité

(Possingham & Wilson 2005).
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ABSTRACT

The distributional range of alpine plants experienced dramatic changes during the Quaternary
ice ages. These changes offer many opportunities for studying the impact of habitat
contraction and fragmentation on both species and genetic diversity. Here, we examined the
AFLP-based genetic diversity in the sedge Carex curvula All. in relation to the species
diversity of siliceous European alpine grasslands in which the sedge is dominant. We found
no relationship or even a negative relationship between genetic and species diversity indices.
Local species richness was associated with the regional pool size of siliceous alpine species,
which was itself dependent on the extant area of suitable habitats for these species. Genetic
diversity of C. curvula was primarily shaped by the presumed location of glacial refugia and
the routes of post-glacial colonization. We conclude that the two levels of diversity are not
positively correlated because genotypes and species do not respond similarly to the spatial

dynamics of suitable habitats induced by Quaternary temperature changes.

KEY WORDS
Alpine grasslands — Carex curvula - Island biogeography — Phylogeography - Post-glacial
history
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INTRODUCTION

The relationship between two fundamental levels of diversity — genetic diversity and
species diversity — has recently gained renewed interest (Antonovics 2003). This topic
originated in long-standing efforts to relate ecological and evolutionary drivers of diversity
patterns in nature. It has been hypothesized that species diversity and genetic diversity might
be positively correlated, either because both levels of diversity respond similarly to the same
driving factors or because of direct causal relationships between the two at a local scale
(Vellend and Geber 2005). This view tends to be supported by both modelling approaches
(Vellend 2006) nd a few empirical studies (reviewed in Vellend and Geber 2005). However,
the results show that the patterns of co-variation are much more stronger for island systems
with patchy distribution of habitats (Vellend 2003) than for mainland systems (Odat, Jetschke
et al. 2004). Overall, it has been noted that the available data are still too sparse to confirm or
deny the underpinning theoretical arguments for such a positive relationship (Vellend and

Geber 2005).

On an ecological time scale, drift and migration are two processes proposed as the
dominant drivers of diversity patterns (Kimura 1983; Hubbell 2001). It has been recently
hypothesized that these neutral processes more readily lead to correlated patterns of diversity
at different levels than non-neutral processes (Whitham, Young et al. 2003; Vellend and
Geber 2005). Noteworthy, the relative importance of drift and migration is affected by
landscape-scale distribution of suitable habitats, as emphasized in metapopulation models
(Hastings and Harrison 1994). The balance between gene flow and drift at the genetic level, or
the balance between immigration and extinction at the community level, are finely tuned by
the spatial arrangement of suitable patches. The process of habitat contraction and habitat
fragmentation is generally considered to be a cause of extinction of genes, populations or
species (Fahrig 2003). Patch size reduction triggers a reduction in population size, thus
increasing the risk of local extinction (MacArthur and Wilson 1967; Tilman, May et al. 1994).
The breaking apart of favourable habitat reduces the relative importance of migration and may
favour species endemism or high genetic drift. Rare and long-distance founding events have
important consequences on population genetic divergence and on differences among species
assemblages in a highly fragmented landscape (Avise 1998; Comes and Kadereit 1998).
Spatial co-variation between the two levels of biodiversity may thus result from these parallel
influences of the landscape dynamic on genes and species (Vellend and Geber 2005). Species

assemblages for which the distributional range experienced periods of contraction and
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expansion should provide a relevant biological model to test this hypothesis. We know of
only one case study addressing this question in a context of land-use induced habitat

fragmentation (Odat, Jetschke et al. 2004).

The evolutionary consequences of long-term climatic oscillations have been
highlighted (Dynesius and Jansson 2000). Because temperature is the key driver of species
distribution in mountains, Quaternary climatic variations have often triggered dramatic
changes in the ranges of alpine species (Theurillat and Guisan 2001). The sites where alpine
plant communities currently occur were covered with ice during glacial periods. The impact
of these repeated events on species diversity remains largely unknown. Biogeographers have
postulated that cold periods might have favoured endemism as a consequence of habitat
fragmentation or alternatively increased exchanges between the regional pool of different
species (Ozenda 1985). Population geneticists have examined the consequences of these cold
periods for lowland plants, especially trees (Petit, Brewer et al. 2002; Coart, Van Glabeke et
al. 2005; Magri, Vendramin et al. 2006) and more occasionally for alpine species
(Holderegger, Stehlik et al. 2002; Tribsch, Schonswetter et al. 2002; Schonswetter and
Tribsch 2005). The locations of refugia and post-glacial migration routes have been shown to
strongly shape the contemporary population genetic structure of these species. Attempts have
been made to compare the postglacial history of alpine species with overlapping niches using
genetic markers (Tribsch and Schonswetter 2003). To our knowledge, no study has
undertaken a comparative approach of both species and genetic diversity for a well-defined

floristic assemblage.

Here, we consider the siliceous alpine grasslands dominated by the sedge Carex
curvula. These grasslands have long been recognized as the dominant vegetation of the alpine
belt on acidic bedrocks in the European Alpine System - a biogeographical entity comprising
the main temperate mountain ranges in Europe (Ozenda 1985). The floristic assemblage of C.
curvula grasslands exhibits striking similarities throughout these mountain ranges (Theurillat
1996). Most of the above- and below-ground phytomass of these grasslands consists of C.
curvula (Klug-Piimpel 1982; Grabherr 1989). As an dominant species, C. curvula has major
implications on the structure and functioning of the ecosystem (Grime 1998; Whitham,
Young et al. 2003). In this study, we present a combined analysis of two datasets: (1) a
floristic survey of species richness in C. curvula-dominated siliceous grasslands, and (2) a

phylogeographical study of C. curvula based on Amplified Fragment Length Polymorphism
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(AFLP) genetic markers. Our primary aim was to test whether local species diversity and
genetic diversity of the dominant species were positively correlated or not. Secondly, we
attempted to identify the main historical drivers of the observed diversity patterns by focusing
on the spatial dynamics of potential areas for siliceous alpine species driven by Quaternary

temperature changes.

METHODS
Floristic surveys.

The siliceous alpine grasslands dominated by C. curvula All. subsp. curvula are found
predominantly in the Alps, Pyrenees, South Eastern Carpathians, and the Balkans, mainly
between c¢. 2200 and 2700 meters altitude. In this study, we focused on 29 sites distributed
throughout the European distributional range of these alpine grasslands (Fig.1). The Alps are
subdivided into three different regions, i.e. South-Western, Central and Eastern Alps on the
basis of vegetation and floristic differences (Ozenda 1985). In each of these 29 sites, a
floristic survey was conducted by visually estimating the identity and relative abundance of
vascular plant species within a contiguous, homogeneous area ranging from 25 to 50 m’.
Species cover was classified according to the following 6-level scale: 1: < 5%; 2: 5 - 10%; 3:

10 - 25%; 4: 25 - 50%; 5: 50 - 75%; and 6: > 75%.

Genetic analyses.

We analyzed genetic variations in C. curvula populations using AFLP genetic
markers. AFLP markers are randomly distributed over the entire genome. The AFLP
technique has been widely used to assess genetic diversity and genetic relationships between
populations, as it usually exhibits sufficient nucleotide variability at this taxonomic level
(Despres, Gielly et al. 2003). During the summers of 2001-2004, populations of C. curvula
were sampled at the same 29 sites as described above (Fig. 1). Young, green leaves of five
randomly chosen plants, separated by at least ten meters, were collected in each population.
Vegetative tissues were stored in tubes with silica gel until DNA was extracted. Total DNA
was extracted from roughly 10 mg of dried leaf tissue using the DNeasy 96 Plant Kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s protocol. Six random individuals from the total sample set
were extracted twice as blind samples (Bonin, Bellemain et al. 2004). Double digestion of
genomic DNA was performed for two hours at 37 °C in a 20 pl mix using 2 units of Msel and
5 units of EcoRI (New England Biolabs). Following this, adapters were ligated to DNA in a
40 pl volume for 2 hours at 37°C using 1 U of T4 DNA Ligase (New England Biolabs).
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Diluted (10 X), digested, and ligated DNA was subjected to a preselective amplification using
EcoRI primer E.A (5-GACTGCGTACCAATTCA-3") and Msel primer M.C (5°-
GATGAGTCCTGAGTAAC-3’) in a 25 pl volume containing 1.5mM MgCl,, 200 uM of
each ANTP, 1.25 uM of each primer, and 0.5 U of AmpliTaq DNA polymerase (Applied
Biosystems). Diluted (20 X) preselective products underwent selective PCR with the
following primer combinations: E.ATC-M.CAC, E.ATC-M.CAT, and E.ATC-M.CTG.
Selective amplifications were run in a 25 pl volume containing 2.5mM MgCl,, 200 uM of
each dNTP, 1.25 uM of each primer, and 1 U of AmpliTaq Gold® DNA polymerase (Applied
Biosystems). Following this step, excess labeled primers were removed by spin-column
purification. Finally, 1.5 pl of diluted (10 X) purification was added to a 10 pl mixture
(10:0.1) of HiDi formamide and GeneScan-500 ROX (Applied Biosystems). AFLP reactions
were electrophoresed for 41 min on an ABI PRISM®3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) using 36 cm capillaries and POP-4™ polymer. The raw data were size-called
using GeneScan Analysis software, version 3.7 (Applied Biosystems). The size-calibrated
GeneScan files were imported into GENOGRAPHER (version 1.6.0, James J. Benham,
Montana State University, 2001; http://hordeum.oscs.montana.edu/genographer) for allele
scoring. The thumbnail option was used to evaluate a certain marker for all individuals at the
same time. AFLP bands within a 50-500 bp range were scored, resulting in a
presence/absence matrix with 145 individuals, i.e. five individuals from 29 populations, and

115 polymorphic bands.

Diversity measurements at the plot scale

Diversity measurements at the plot scale are summarized in Table 1. Species richness
is defined as the number of species observed in a plot. In order to calculate an evenness index
at the plot scale, we first transformed plant cover classes to the mean percentage cover (class
means), hereafter x;. Let S be the number of species in the plot and p; = x;/ Xi=; sxi, the relative
abundance of the i species. We calculated evenness as E= D™ / S, where D is the Simpson’s
index of species 'dominance' (D = X p;°). This index fulfils several important requirements for
evenness calculations, specifically: (1) it is unaffected by an increase in species richness; (2) it
decreases with the addition of a low-abundant species; and (3) it decreases with changes in the
abundance of minor species (Smith and Wilson 1996).

Because AFLPs are dominant markers, no attempt was made to derive allelic
frequencies from the data. We first calculated the total number of AFLP bands present in a

population, hereafter referred to as AFLP band richness or D,. For each population, we then
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partitioned the AFLP band richness into a within- and a between-individual component using
an additive model (Lande 1996; Crist and Veech 2006). Within-individual AFLP band
diversity (Dy) was calculated as the mean number of AFLP bands per individual. Between-
individual AFLP band diversity (Dg) was calculated as the mean number of AFLP bands that
were absent in an individual AFLP phenotype.

We estimated the line that best describes the bivariate scatter between species and
genetic diversity indices using a model II regression, since our purpose was not to predict one
variable from the other (Warton, Wright et al. 2006). The standardized major axis (SMA)
technique was chosen to determine this best fit line. Tests were conducted with or without the
Pyrenean populations, due to the particular characteristics of this mountain range (see below).

The analyses were performed using the ‘smatr’ R package (Warton and Ormerod 2007).

Table 1. Summary of the hierarchical sampling design and the diversity indices computed at

the plot scale and at the regional scale.

Sptial scale Plot (25-50 m’) Region (100-1000 km’)

Genetic data A population sample of 5 genotyped p Carex curvula populations
Carex curvula individuals

AFLP band richness Total number of AFLP bands Asymptote of the AFLP band
accumulation curve and estimated
regional AFLP band pool

AFLP band diversity Between and among individuals Initial slope of the AFLP band
partitioning of the AFLP band diversity —accumulation curve

Floristic data A species list with abundance class n species lists with abundance class

Species richness Total number of species present Asymptote of the species accumulation
curve and estimated regional species pool

Species diversity Evenness index (E; p) Initial slope of the species accumulation
curve
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Species and AFLP band regional pools

In an attempt to explain the floristic diversity patterns observed at the local scale, we
estimated the species pool for each of the six regions investigated. The siliceous alpine
grasslands dominated by C. curvula All. subsp. curvula were among the first plant
assemblages described by European phytogeographers (the so-called Caricetum curvulae in
the phytosociological studies (Braun-Blanquet and Jenny 1926). An extensive gray literature
is available on the floristic composition of these grasslands (Theurillat 1996). Here, we used
60 different regional studies to generate a floristic data set covering the entire distributional
range of the species (see Appendix S1 in Supplementary Material for a full list of the original
sources used). The number of plots in each investigated region is given in Fig. 1. Importantly,
there were at least three different sources of data for each sampling region to limit possible
investigator biases. The main aim of each of these monographs was generally to describe all
the types of alpine plant communities in a given area. Alpine grasslands dominated by C.
curvula are easily recognizable and are systematically included in these works when locally
present. We selected all the plots for which the species abundance of C. curvula was above
25%. The final matrix comprised 757 plots and 203 species, with about 100 plots at least for

each region. 10% of the floristic surveys were conducted by the authors.

Because each region is represented by a different number of vegetation releves, we
used species accumulation curves for standardization on the basis of the sampling effort.
Sample-based rarefaction’s curves - also known as smoothed species accumulation curves -
can be viewed as the probability of adding a previously unsampled species when comparing
two sub-samples of size n and n+1 (Olszewski 2004). Means of accumulated species numbers
were obtained from repeated re-sampling of all the pooled samples of a given region (Gotelli
and Colwell 2001). The asymptote of the accumulation curve was extrapolated using a
bootstrapping algorithm implemented in the ‘vegan’ R package (Oksanen, Kindt et al. 2007).
It is an estimate of the regional species pool, i.e. the regional set of species that are able to
coexist in C. curvula-dominated plant communities. The slope of the steepest part of the
accumulation curve — the initial slope - is a measure of the between-plot diversity in a given
region (Olszewski 2004).

To estimate the regional pool of AFLP bands, we also used accumulation curves with
individual genotypes in place of vegetation releves. In this case, we did not rely on
supplementary data, and the accumulation curves were obtained from the AFLP genotypes of

the 29 studied sites.
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Spatial analysis of potential habitat

We combined the topographic data derived from the European digital elevation model
at a 90 m scale (Jarvis, Reuter et al. 2006), and the European Soil Database (ESDB)
(European Commission 2004) at a 1 km scale to map the potential habitat of C. curvula in the
six investigated regions. We based our modelling approach on the simple assumption that the
occurrence of C. curvula is almost certain if the conditions of the alpine belt on siliceous
bedrocks are met. Therefore, the spatial overlay between the digital elevation model and the
distribution map of siliceous bedrocks was taken as a proxy for potential habitat of the
species.

We simulated the spatial distribution of potential habitats using a moving elevation
“window” that was 800 m wide, which corresponded to the elevational amplitude of the
alpine belt. This elevation window was centred at different mean elevations in order to mimic
the upshift and/or downshift of the alpine belt in relation to cooling and warming periods (see
Appendix S2 in Supplementary Material for examples of simulated ranges for the
Carpathians). Eight different simulations were performed by increasing the mean elevation of
the alpine belt by steps of 200 m, from 1400 m to 2800 m, corresponding to an alpine belt
range of 1000-1800 m and 2400-3200 m, respectively. For each simulation, we analyzed the
spatial configuration of patches of suitable habitats in each region. Several regional-scale
indices were calculated to compare the habitat loss/gain and the habitat fragmentation among
the different scenarios. Among them, three were retained as they were presumably the most
important for their impact on diversity indices: (1) the total surface of suitable patches; (2) the
number of patches; and (3) the percentage of the total surface covered by the top 5% of largest
patches, which is a measure of the inequality of the patch size distribution in a given region.

All spatial analyses were made using ArcView 3.2 software (ESRI, Redlands,
California). The other calculations and all graphs were generated in the open-source R-CRAN

software (R Development Core Team 2006).
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Figure 1. Map of the sampling sites in the six investigated European mountain regions. Within
each region, large symbols correspond to the p sites where species and genetic analyses have
been analyzed, whereas small black dots represent the n-p additional plots where floristic
surveys have been conducted in C. curvula alpine grasslands. The relief above 800 m is

shown in gray.
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RESULTS

Local species richness ranged from 6 to 31 species (Fig. 2a). Species richness in
Eastern European mountains was significantly lower compared to the Western European
mountains (Fig. 3a). Conversely, species evenness, which ranged from 0.07 to 0.43, did not
exhibit any regional differences (Fig.2 and 3b).

The AFLP band richness was between 55 and 75, except for the Pyrenean populations
where it was much lower (Fig.2a and 3c). Overall, within individual AFLP band diversity
accounted for nearly two-thirds of the observed AFLP band richness. This proportion was
significantly higher for the Carpathian Mountains (Fig. 2¢ and 3d).

We did not find any evidence that species and genetic diversity indices were positively
correlated (Fig. 2). The only significant correlation found was between the species richness
and the within-individual AFLP band diversity (Fig. 2d). However, the correlation estimate
was negative (r=-0.52, P=0.004). Similar results were obtained after exclusion of the data
from Pyrenees (Fig. 2).

AFLP band accumulation curves confirmed the particular situation of the Pyrenees.
The initial slope of the curve indicated a low divergence between the sampled individuals
(Fig. 4a). Marked differences in AFLP band richness were observed between regions, with
Carpathian Mountains exhibiting the highest accumulated number of AFLP bands. On the
other hand, there were no differences in the initial slope of the curves except for the Pyrenees.
The species accumulation curves provided a totally different picture. Eastern European
mountains were characterized by a lower floristic dissimilarity between plots compared with
Western mountains (Fig. 4b). Moreover, the estimated species pool in the Eastern European
mountains was nearly two times lower than in the Alps (Fig. 4b). The floristic richness of the
Pyrenees was intermediate between the Alps and the Eastern European mountains. The
estimated regional species pools were in good agreement with the calculated area of potential
habitat (Fig. 4c¢).

The range dynamics of the siliceous alpine belt for each region is depicted in Figure 5.
For the Carpathians and the Balkan mountains, a tremendous increase in the total surface
occupied by suitable patches was observed when the mean elevation of the alpine belt shifted
from 2400 m to 1400 m. Based on these simulations, cold periods characterized by a
downshift of alpine elevation belt should result in a much larger expanse of suitable areas for
C. curvula in Eastern European ranges (Fig. 5a). In the Alps, a similar trend, although of
lower magnitude, was only noticeable for the Eastern region. This variation in the total

surface of suitable habitats was accompanied by changes in the spatial arrangement of patches
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(Fig. 5b). In the Eastern regions, a few large patches accounted for 80% of the total surface
during the cold periods, whereas this surface sharply declined in the warmer periods (Fig. 5b).
Interestingly, a reverse trend was obtained for the South-Western Alps, in which an over-

dominance of large patches was observed during warmer periods (Fig. 5b).
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Figure 2. Bivariate plots between species diversity and genetic diversity. Species diversity
indices include species richness (a,c,e) and species evenness (b,d,f), whereas the total AFLP
band richness at the population level (a,b) is partitioned additively using separate richness
indices calculated within (c,d) and between-individuals (e,f). Linear fits are shown for data
sets including (gray lines) or excluding (black lines) the Pyrenees. Solid lines indicate a
significant Pearson’s product moment correlation at P < 0.05, and the symbol for each region

is as shown in Figure 1.
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figure 2. Different lower case letters above bars indicate significant differences at the 5 %

level between regions after Tukey’s post-hoc tests.
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Figure 4. (a) AFLP band and (b) species accumulation curves for each region. Curves were

obtained using 200 resamplings of AFLP individual profiles and species lists at the plot scale.

Mean and standard deviation are shown for each region. (c¢) Estimate of the total surface

covered by the suitable habitat for alpine siliceous grasslands in the different regions as

resulting from a spatial modelling analysis. The symbol for each region is as in Figure 1.
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DISCUSSION

Our results provided evidence against a positive correlation between species and
genetic diversity in the European alpine grasslands dominated by C. curvula. The highest
genetic diversity was found in the species poor Carpathian grasslands, whereas the very low
genetic diversity observed in the Pyrenees did not coincide with reduced species diversity.

A larger area of suitable habitats for siliceous alpine grasslands is found in the Alps,
providing a straightforward explanation for the higher species pool and the increased plot-
scale species richness observed in this region. By comparison, the Eastern European
mountains (Carpathians and Balkans) exhibited ten times less potential habitat than did the
Alps. This could explain the lower diversity of current species assemblages in these
mountains.

Using a modelling approach, we showed that the siliceous alpine grasslands of the
Carpathian Mountains may have benefited from large and contiguous habitats during cooler
periods, and that warmer periods in these areas triggered a much more severe habitat
contraction compared to the Western European ranges. As discussed below, we hypothesize
that these differing spatial dynamics over the Quaternary provide clues to explain the

contrasting history of genotypes and species in these alpine grasslands.
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Figure 5. Regional-scale metrics of the suitable habitats for alpine siliceous grasslands.
Indices were calculated for eight 800-meters altitudinal windows corresponding to eight
different mean altitudes of the alpine belt. (a) The total surface covered by the suitable
patches, (b) the number of patches, and (c) the percentage of the total surface covered by the
largest 5% patches are given for each region. The symbol for each region is as shown in

Figure 1.
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Local determinants of diversity patterns

There have been contradictory hypotheses regarding the direct and local (i.e. at the
community level) connection between genetic diversity of a focal species and the number of
coexisting species. Variability in the competitive environment increases with species richness
and this may favour the maintenance of several genotypes of a given species in a multispecies
assemblage (Vavrek 1998). Alternatively, a highly competitive pressure due to a large number
of coexisting species may restrict the alpha niche of a focal species and be a source of
stabilizing selection (Vellend and Geber 2005). Here, we have reported large variations in
both species and genetic diversity in the European grasslands dominated by C. curvula.
Nevertheless, we found no relationship between the two levels of diversity. This suggests that
these local effects, though plausible, are not the main drivers of observed diversity patterns.

At the local scale, species richness may be determined by niche-based processes such
as plant-plant interactions or availability of different microhabitats (Chave, Muller-Landau et
al. 2002; Lortie, Brooker et al. 2004). For example, the relative cover of the dominant C.
curvula may have contributed to reduce plot-scale species richness because of competitive
effects. However, we did not find a significant effect of the abundance of C. curvula on
species richness and evenness in the 29 investigated sites (data not shown). Similar results
were obtained when analyzing the larger floristic data set. Because we only considered a
particular plant community with defined habitat requirements, the possible effect of
environmental heterogeneity on the observed species diversity pattern is likely of limited
importance. Of course, there are large climatic variations among the different mountain
ranges investigated, and this clearly affects the regional abundance of the C. curvula
dominated grasslands (Choler and Michalet 2002). One might expect that the drier alpine
grasslands in the South European mountains under Mediterranean influence (Pyrenees and
Balkans) exhibit higher microheterogeneity which may favour increased species richness. But
such a trend is not observed in the C. curvula grasslands (Fig. 3a).

Carex curvula grasslands are dominated by long-lived perennials, and C. curvula
individuals may be surprising long-lived (Steinger, Korner et al. 1996). The grasslands re-
colonized high-elevation sites after the last ice retreat (around 15,000 years ago in the Alps,
Frenzel et al. 1992). Though a significant influence of selection is certainly possible at this
time scale, we assumed that speciation has not created large diversity differences since the
Holocene.

Hence, it is apparent that none of these niche-based, local effects seem to primarily

determine species and genetic diversity patterns in these alpine grasslands. We hypothesize
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that explanations based on neutral processes operating at larger spatial and temporal scales are

much more plausible.

Regional determinants of diversity patterns

The siliceous alpine belt of temperate European mountains can be viewed as a
terrestrial system of habitat patches. Species-area relationships described in island
biogeography are relevant for interpreting the distribution patterns of diversity within these
alpine grasslands (MacArthur and Wilson 1967). Here, we found that differences in regional
species pools matched the differences in the extant area covered by these grasslands (Fig.
3).The local species richness is strongly related with the regional species pool (Zobel 1997),
and this provides a straightforward explanation for the low species richness observed in the
Carpathian and Balkan sites.

Glacial periods could lead to an expansion of suitable habitats for cold-adapted species
but, surprisingly, few authors have examined the consequences of such an expansion for
genetic and species diversity (Comes and Kadereit 1998). In the Eastern European mountain
ranges, our distribution model of potential habitat indicates that the current small patches of
suitable habitats isolated from each other are the result of a marked contraction and
fragmentation of a larger and more continuous habitat characterizing colder periods. These
temporal changes in landscape structure are known to affect population and metapopulation
persistence (Hanski and Ovaskainen 2003). It is likely that an increased rate of species
extinction in the Carpathians occurred during the current or previous interglacial periods, but
the paleobotanical evidence is still scarce (Obidowicz 1996). Further work would be
necessary to model species’ extinction rates in alpine grasslands following post-glacial habitat
contraction and fragmentation (Gurd 2006).

On average, C. curvula individuals from the Carpathians exhibited the highest number
of AFLP bands in any of the mountain ranges studied. This feature is even more pronounced
when considering the within-individual AFLP diversity. For tree species, maximum allelic or
AFLP band richness have been described as a possible feature of refugial areas (Comps,
Gomory et al. 2001; Coart, Van Glabeke et al. 2005; Magri, Vendramin et al. 2006). The
increase of favourable habitat in the Carpathians during cold periods (see above) likely
corresponds to such a glacial refugium for C. curvula and other siliceous alpine species
(Feurdean, Wohlfarth et al. 2007). We hypothesized that the spatial configuration of the
landscape at this time favoured gene flow among C. curvula populations and might have

resulted in a large common genetic pool. After the ice retreat, each population may have
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started an upward colonization with a similar level of diversity. As these upward shifts were
not representing long-distance migration events, the loss of within-population diversity may
have been limited.

A contrasting scenario probably occurred in the Pyrenees. Here, the very low genetic
diversity suggests the occurrence of a strong genetic bottleneck resulting from long-distance
founder events. Additional data indicated that Pyrenean populations are nested within a
South-Western Alps clade and share some region-specific AFLP bands with populations from
the French Alps (Puscas & al., unpublished). A high level of endemism is described for the
high-elevation flora of the Pyrenees, and this mountain range has often been considered to be
an important glacial refugium because of its southern location within the European Alpine
System (Kiipfer 1974). Our genetic data provides evidence that this was not the case for C.

curvula, explaining the large discrepancy between genetic and species diversity found here.

CONCLUSION

The relationship between species diversity and genetic diversity in the European
siliceous alpine grasslands dominated by C. curvula is primarily determined by large-scale
temporal and spatial drivers. The lack of positive, or even negative, correlations between both
levels of diversity is explainable by a contrasting history of genes of the dominant and the
coexisting species in response to the spatial range dynamics induced by the alternate of glacial
and inter glacial periods. AFLP band richness remained preserved in the regions located near
the main glacial refugia (Carpathians — Eastern Alps), as proposed for deciduous trees
(Widmer and Lexer 2001). However, sanctuaries for AFLP band richness do not appear to be
sanctuaries for species richness. In the areas that experienced a striking habitat loss and
fragmentation, subordinate species seem more prone to extinction than genes of the dominant.

Metapopulation persistence of genes and species in a fragmented landscape is highly
dependent on the life-history traits of species. Further investigations should question how life-
history traits may affect the response of alpine species to large-scale spatial and temporal
range dynamics. Additionally, assessing the population genetics of a set of closely associated
species, and not only the dominant, would certainly improve our understanding of the parallel

effects of landscape dynamics on species and gene pools.
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Supplementary Material. S2

A. Map of the Carpathian mountains. Relief above 800m (light grey) and occurrence of

siliceous bedrock above this elevation (black).
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B. Map of the potential habitat for the siliceous alpine grasslands simulated with an alpine

belt located between 1000 and 1800 m (light grey) and between 2000 and 2800 m (black).
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

La plus grande partie de ce travail a consisté a identifier et a rendre intelligible les
patrons de diversité des especes et de diversité intraspécifique de 1’espéce Carex curvula dans
les pelouses alpines acidophiles du SAE. A cette échelle, les facteurs historiques (les grands
changements climatiques quaternaires) et la réponse du systéme alpin analysé a ces facteurs
en fonction de la dynamique de 1’habitat favorable, ont été des déterminants capitaux pour les
deux niveaux de la diversité. Ces événements passés ne peuvent ni étre observés, ni répétés
expérimentalement, et leur role est décrit sous la forme d’inférences. Spécifiquement,
I’histoire bio(phylo)géographique des espéces et des génes a été inférée a partir de 1’analyse
qualitative et quantitative de leurs assemblages en communautés ou en populations.
L’incorporation des informations complémentaires emportées par des domaines adjacentes
(ex. fossiles) renforcerait certainement toutes ces hypothéses. Par exemple, pour les études
phylogéographiques des principaux écosystémes forestiers de 1’Europe, 1’apport des données
paléobotaniques a pu ainsi consolidé 1’échafaudage réalisé a partir des données moléculaires
et vice-versa (Petit et al. 2002; Magri et al. 2006). Mais la disponibilité de ce type
d’information est quasi inexistante pour les plantes de I’étage alpin (discuté dans la partie 2).
Dans ce cas, les nouvelles techniques de modélisation de la paléodistribution fondées sur le
SIG (Systéeme d'Information Géographique) fournissent des outils complémentaires, pour
tester les hypothéses de la biogéographie historique (Richards et al. 2007). La modélisation de
niche essaie a déterminer les relations entre les variables environnementales et 1’occurrence
de I’espéce, pour simuler la niche réalisée de I’espéce dans une espace environnemental. Dans
un second temps, la projection du modéle dans un espace géographique détermine I’habitat
potentiel de I’espece (Peterson 2001; Thuiller ez al. 2005b). Les modeles de distribution ont
¢été surtout utilisés pour évaluer la distribution future des especes sur la base de divers
scénarios de changement climatique et d’utilisation des terres (Araujo et al. 2004; Thuiller et
al. 2005a), mais beaucoup moins pour des projections dans le passé. La paléomodélisation
s’appuie sur la méme logique, les données climatiques actuelles et du passé, couplées avec
celles environnementales disponibles, permettent de retracer la distribution historique
potentielle d’un certain taxon. Cette approche s’est avérée trés utile dans les études
phylogéographiques, parce que les inférences des données génétiques peuvent ainsi étre
confrontées aux modeles de distribution (Hugall ef al. 2002; Knowles et al. 2007; Richards et

al. 2007). Les prédictions de paléodistribution constituent également des hypothéses qui
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peuvent étre confrontées aux modeles génétiques de coalescence (Carstens & Richards 2007).
Les deux plus importantes limitations associées a la modélisation de la paléodistribution sont
d’une part D’incertitude sur les données paléoclimatiques et d’autre part la validité¢ de
I’hypothése selon laquelle la niche de I’espéce est constante en temps. Le plus souvent, les
modeles climatiques utilisés sont construits sur la base des variations de la température, mieux
connues et plus faciles a modéliser, mais les changements du climat lors du Quaternaire ont
touché dans la méme mesure des autres importants pour la vie des plantes, comme le régime
hydrique (Carrién 2002) et la concentration atmosphérique en CO, (Smith ef al. 1999). D’un
autre coté, le conservatisme de la niche reste encore un probléme ouvert, et des travaux
récents ont montré des résultats contradictoires (Martinez-Meyer & Peterson 2006;
Broennimann et al. 2007).

L’application d’une démarche similaire (modélisation de la distribution et son
extension historique, modélisation de la paléodistribution) pour Carex curvula est sirement
bienvenue pour valider, ou bien pour remettre en discussion certains résultats présentés dans
cette étude. Déja, la simple simulation de la distribution potentielle de I’étage alpin acidophile
(bas¢ seulement sur un modele d’altitude et sur la présence de roches cristallines) a été
essentielle pour expliquer la dynamique des populations de C. curvula en fonction des
périodes chaudes ou froides du Quaternaire (cf partie 3). La paléomodélisation pourrait offrir
des réponses plus claires sur la localisation des refuges glaciaires, les corridors de dispersions
qui ont pu fonctionner pendant les glaciations et les routes les plus probables de colonisation
des hauts sommets des montagnes apres le retrait des glaciers. Un point intriguant est le
manque de C. curvula dans les Carpates de 1’Ouest. A premicre vue, les conditions existantes
(¢tage alpin bien développé dans lequel le substrat géologique acidophile est largement
représenté - Mirek & Piekos-Mirkowa 1992, la proximité avec les Carpates du Sud-Est) sont
trés favorables a la présence de 1’espéce dans cette région. Par contre, le modele de 1’étage
alpin wurmien (Fig. 11) indique une barriére géographique entre les Carpates de 1’Ouest et de
Sud-Est méme pendant le maximum glaciaire. Est-ce seulement un probléme de dispersion ?,
ou d’autres facteurs déterminants de 1’environnement ont-ils joué un role ? sont des questions
sur lesquelles la modélisation de la distribution pourrait apporter des éléments de réponse.

Les données paléoécologiques attestent plutdt du fait que les assemblages n’ont jamais
¢té stables dans le passé et que les espéces ont répondu de manicre individuelle aux
changements de milieu (Prentice 1986; Obidowicz 1996). Méme s’il est peu probable que les
communautés ont évolué comme une seule entité, il n’y a pas d’études de phylogéographie

comparative qui aient portées sur les espéces appartenant a une méme communauté végétale.
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Par exemple, les patrons phylogéographiques décrits pour Veronica bellidioides dans les
Alpes et Pyrénées (Albach et al. 2006) et pour Campanula alpina dans les Carpates (Ronikier
et al. 2008) sont trés semblables a ceux présentés pour C. curvula (les deux autres especes
sont étroitement liées aux pelouses a C. curvula). La modélisation de la paléodistribution pour
des différentes especes trouvées de nos jours dans les mémes assemblages floristiques,
pourrait fournir un moyen plus pertinent pour explorer les différences de leur histoire dans un
contexte écologique.

Au terme de cette étude, nous souhaitons souligner de nouvelles perspectives d’étude
sur les pelouses alpines a Carex curvula dans le SAE. A notre avis, I’enjeu est de s’appuyer
sur la trame biogéographique et phylogéographique telle qu’esquissée dans ce travail pour
aborder de maniere originale quelques questions de nature plus fondamentale. Nous
proposons trois axes de recherche :

1. une étude de modélisation spatiale qui viserait a explorer de manicre
comparative 1’histoire post-glaciaire des genes et des espéces dans un habitat
fragmenté. Cette analyse couplerait les acquis récents sur la modélisation des
distributions spatiales, la dynamique des métapopulations et la
paléoclimatologie de I’Europe. Des efforts particuliers devraient &tre
conduits pour appréhender les modalités de dispersion des especes de ces
€cosystemes.

2. une étude centrée sur la spéciation écologique au sein du complexe Carex
curvula. Cette étude aurait pour objectif de mieux appréhender les bases
génétiques de la différentiation €cotypique observée chez cette espece. Elle
passerait par I’identification de marqueurs sélectionnés et par I’analyse de
leur lien éventuel avec les différences phénotypiques (traits foliaires) et
¢cophysiologiques observées dans les populations naturelles. Il y aurait ici
une approche couplée entre génétique quantitative et écologie fonctionnelle.

3. une ¢étude de la diversité des populations microbiennes associées a la
rhizosphére de Carex curvula. L’idée d’une co-évolution entre les lignées de
Carex curvula et le cortége microbien associé aux racines serait abordée ici.
Les techniques récentes de typage moléculaire des bactéries et des
champignons du sol seraient mises en ceuvre. Cette étude, conduite de
manicre comparative, a I’échelle de I’ensemble du SAE constituerait une
contribution originale a une discipline qui reste a construire: la

biogéographie microbienne.
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*kk

Il y a plus de 80 ans, Braun-Blanquet & Jenny affirmaient: ,,// n’y a pas de
communauté veégétale alpine sur laquelle on a autant écrit depuis KERNER (1863) que
l’association de la laiche courbée. Pourtant, le sujet n’est nullement épuisé” (Braun-Blanquet
et Jenny 1926, cités par Theurillat 1996). Il me tient a cceur de conclure ce manuscrit par cette
citation, a la fois parce que les nombreuses perspectives de ce travail montrent qu’elle est plus
que jamais d’actualité, mais aussi parce qu’a travers elle, il y a un hommage rendu a tous ces

savants-botanistes de terrain sans les travaux desquels ce travail n’aurait pu se concevoir.
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Figure Legends

Fig. 1 Global patterns of vascular plant species richness. (a) number of species per ecoregion (after
Kier et al. 2005) (b) global environmental model for predicting species richness (after Kreft & Jetz
2007 ). e 7

Fig. 2 (a) Carex curvula’s habitus (Taillefer Massif, Dauphiné Alps, France). ..................ccceeents 11
(b) Meadows dominated by C. curvula on the Belledonne Massif (Alps, France); in the insert,
the dense vegetation matrix formed by the species in the Pardng Mountains (Romanian Carpathians).

Fig. 3 The three different approaches used in the study of biogeographical regionalization. Variables
from any one theme, or any combination of variables from the three, can be used, depending on the
purpose of the study (after Mackey et al. 2008). ........cooiiiiiiii i, 28

Fig. 4 The barriers (in red) identified using the Monmonier’s algorithm on a dataset of 420 relevés of
vegetation in Europe (alpine meadows of Carex curvula). The first five barriers are ranked following
their importance (a—-¢); they have the tendency to isolate firstly the floristically eccentric plots. The
analyses were performed using Barrier version 2.2 (Manni et al. 2004); the floristic distances between
the relevés were based on Jaccard’s index (ADE4 software, Thioulouse et al. 1997). ................... 30

Fig. 5 The phytogeographical barriers described within the European Alpine System (EAS). (a) the
subdivision of EAS proposed by Ozenda (1985): the peri-adriatic subsystem (A), the intra-alpine
subsystem (1), the north-prealpine subsystem (J) and the Hercynian subsystem (H). (b) the location of
floristic barriers in the Alps, after Ozenda (1985). (¢) the phytogeographical regions of the Pyrenees
(following the descriptions of Gruber 1978). (d) the floristic barrier that separate the two parts of
Carpathians had different locations, depending on the considerations of divers biogeographers (1—5);
the most important one is located along the Lupkow Pass — no. 3 in the figure (after Zemanek 1992).

Fig. 6 The biogeographical groups and breaks for the alpine belt of the EAS. ............................ 34
(A) The four phytogeographical groups (clusters) revealed by the analysis of the alpine vegetation of
the EAS (cf article 2): the Pyrenean (red), the Alpine (grey), the Carpathian (black) and the Balkan
(blue) groups. Despite the inclusion of the Dinaric alpine belt within the Carpathian group, its position
is still problematic (very limited data available for the high mountains of Macedonia and Bosnia-
Hercegovina). The arrows show the location of the biggest discordances between the geographical vs.
floristic distances between the neighbor regions: in green — little floristic distances vs. big geographic
distances, in orange — big floristic distances vs. little geographic distances.

(B) Left side, (a)-(d): the importance of phytogeographical breaks (1 to 3) for the alpine belt of the
EAS revealed by the sequential partition of the alpine vegetation in k groups (2 to 4). Right side, (a)-
(d): the proportion of every phytogeographical group within each geographical region.

Fig. 7 Potential bioclimatic habitat diversity in the Alps and Carpathians. The model was based on the
annual degreedays, annual precipitation and potential direct radiation. Contrary to the Alps, the South-
Eastern Carpathians are characterised by a big homogeneity for these macroclimatic variables; the
most important variation are at local level, determined by the relief topography (insert). This map was
provided by Niklaus Zimmermann (WSL, Birmensdorf, Suisse), within the European project
IntraBioDiv (GOCE-CT-2003-505376). .. .utntiuiniieii ettt e eaees 38

Fig. 8 Display of 1359 alpine relevés from Carpathians on the axis-1 and axis-2 ordination plan of the
Canonical Correspondance Analysis (CCA). Relevés with Carex curvula (o) are indicated with a
symbol size proportional to the abundance of the species in the relevé. Dots are for relevés without
Carex curvula. Canonical weights of local-scale environmental variables are indicated in the lower
insert. Eigenvalues of the CCA analysis are indicated in the upper insert. ...................cooeiennnn. 39
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Figure legends

Fig. 9 Display of the alpine relevés from Carpathians on the silicicolous bedrock and the most
important dominant species on the CCA axis-1 and axis-2 ordination plan. Relevés with Carex curvula
(o) are indicated with a symbol size proportional to the abundance of the species in the relevé. Ellipses
were drawn to contain 70% of, respectively: Carex curvula containing relevés (black), undisturbed
subalpine community (red), very disturbed alpine communities (blue). Canonical weights of local-
scale environmental variables are indicated in the left insert. Eigenvalues of the CCA analysis are
indicated in the right insert. Positions of the following dominant species are indicated: Carex curvula,
C. pyrenaica, Cerastium cerastoides, Deschampsia cespitosa, Festuca airoides, F. nigrescens, Juncus
trifidus, Luzula alpinopilosa subsp. obscura, Nardus stricta, Oreochloa disticha, Ranunculus crenatus,
Salix herbacea, Sesleria bielzii, Vaccinium uliginosum subsp. microphyllum. ............................ 40

Fig. 10 The very dense alpine meadows dominated by Carex curvula in the Romanian Carpathians, on
the very steep slopes of: (a) Buhdiescu Mic et Mare (Rodna Mountains) and (b) Vanitoarea lui
Buteanu (FAZArag MOUNTAINS). ... ..uent ettt ettt e e e e e e et et e e e 41

Fig. 11 Simple (altitudinal) models of the distribution of the actual alpine belt (A) and of the putative
one during the Wiirm glaciations (B) in the Carpathians. (A) in black, areas with altitude > 2000 m;
(B) in black, areas with altitudes between 1000 and 1600 m; in white, presumptive areas above the
snowline during the last glacial (1800 m, Vuia 2005). ....oviiiiiiiiii i 73

Fig. 12 Geographical distribution for the two identified haplotypes of Carex curvula: blue — W
haplotype and green — E haplotype. The analysis included also populations sampled subsequently to
the phylogeographical analysis, as well as Carex curvula subsp. rosae populations (total=454
individuals). C. c. subsp. rosae (the squares) shows the same W haplotype as the C. c. subsp. curvula
S T3 SN o 75

Fig. 13 (A) The location of the putative secondary refugium of Carex curvula in the Dauphiné Alps:
the Belledonne (a), Grandes Rousses (b) and Taillefer (c) massifs. (B) Potential peripheral refugia of
alpine plants in the Alps during the last glacial maximum (after Schonswetter ez al. 2005). Blue areas
refer to glacial refugia on calcareous bedrock and red areas to those on siliceous bedrock. The black
line gives the maximum extent of the ice sheet, and the white line indicates the glacial snow line. ...76

Fig. 14 (a) Neighbour-joining analysis for the Carex curvula’s populations from the south-western
part of the Alps and Pyrenees. Eleven populations of Carex curvula subsp. rosae from the Alps and
Pyrenees were included as well. The tree was based on the Nei’s distance (Lynch & Milligan 1994)
between the populations. The numbers indicate the bootstrap values (% of 1000 replicates). (b) The
geographical location of analyzed populations. ..............ovriiiiiiiiiii i 77

Fig. 15 (a) Display of the individuals of Carex curvula subsp. curvula and C. c. subsp. rosae on the
axis-1 and axis-2 ordination plan of the Principal Coordinate Analysis (PCoA), based on Jaccard
distances between the AFLP phenotypes. The location of the populations is shown in Fig. 14. (b)
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Résumé

Les pelouses alpines a Carex curvula (laiche courbée) constituent I'une des formations les plus
emblématiques de 1’étage alpin des montagnes européennes. Cette thése se présente comme une contribution a
I’étude des patrons de la diversité génétique de Carex curvula et des patrons de la diversité floristique des
pelouses alpines a Carex curvula en Europe.

Dans un premier temps, ce travail examine la variabilité floristique des pelouses dominées par C.
curvula et tente d’identifier les forces qui ont joué le réle le plus important dans la structuration des espéces de
I’étage alpin acidiphile européen. Les résultats des analyses montrent qu’il existe une variabilité importante pour
la distribution de la diversité interspécifique et seulement une correspondance particlle entre la position des
barriéres biogéographiques de 1’étage alpin et les grandes distances géographiques qui séparent les massifs
montagnards. Il ressort nettement que les forces qui ont joué le role le plus important dans la structuration
floristique de I’étage alpin acidiphile européen sont de nature historique et dans une moindre mesure de nature
écologique.

Ensuite, nous explorons la distribution de la diversité génétique dans les populations de C. curvula dans
un contexte phylogéographique. L’impact des glaciations quaternaires correspond a deux histoires différentes
pour les flores alpines dans les montagnes de 1’ouest et de I’est du continent européen. Chez C. curvula, les
mécanismes de recolonisations postglaciaires auraient impliqué un large vague de migration est-ouest dans les
Alpes et une migration verticale beaucoup plus locale dans les Carpates. Les Pyrénées auraient été colonisé plus
récemment, a partir d’un refuge secondaire localisé dans les Alpes du Sud-Ouest.

Enfin, dans un troisiéme temps, nous nous intéressons au probléme des relations entre la diversité
génétique et floristique, en analysant la diversité locale des espéces dans les pelouses a C. curvula et la diversité
génétique de I’espéce dominante. Le manque de corrélation positive entre les deux niveaux de la diversité est
expliqué par des réponses différentes des geénes et des espéces aux grands changements climatiques qui sont
intervenus au cours du Quaternaire.

Nous concluons sur les perspectives de biogéographie comparative ouvertes par ce travail, en particulier
sur I’articulation souhaitée entre les efforts de modélisation de la distribution biologique, la phylogéographie et
I’écologie évolutive.

Summary

The alpine meadows dominated by the sedge Carex curvula are among the most emblematic plant
communities of the alpine vegetation of the European mountains. This work aims at exploring the spatial
patterns of genetic diversity within C. curvula and the spatial patterns of species diversity in the meadows where
C. curvula is dominant. This comparative study has been conducted throughout the whole distribution area of
this type of alpine ecosystem in Europe.

First, this work examines the floristic variability of the C. curvula communities and tries to identify the
most important drivers for the species distribution within the European alpine belt. The results show an
important variation in the spatial distribution of species diversity among mountain ranges. The floristic
boundaries match only partly the geographical limits. The current species distribution in the alpine belt of the
high mountains in Europe has to be related primarily to large-scale, historical drivers and only secondarily to
local-scale, ecological determinants.

Then, we study the phylogeographical patterns of C. curvula using nuclear and chloroplastic molecular
markers. The spatial distribution of genetic diversity highlights a contrasting impact of Quaternary glaciations in
the Eastern and Western part of Europe. Based on genetic data, we infer a large East-West recolonization wave
in the Alps and local, upward migration events in the Carpathians after ice retreat. We hypothesize recent long-
distance dispersal from a secondary glacial refugium located in the South-Western Alps to explain genetic
diversity observed within Pyrenean populations.

Finally, we explore the relationships between genetic and floristic diversity. Our result support a lack of
positive correlations between the two levels of diversity, contrary to what is suggested by several theoretical
works. We explain this situation by a contrasting history of genes and species in response to the spatial range
dynamics driven by temperature fluctuations during the Quaternary.

To conclude, we call for further multidisciplinary studies (including species distribution modelling) to
investigate the biogeography of these alpine meadows in a context of global change.
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