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Résumé :

Dans les cours d’eau de téte de bassin versant, les macroinvertébrés exercent une fonction
essentielle dans les flux de matiéres et d’énergie allant des sources organiques basales au maillon
trophique supérieur que constitue la faune piscicole. Leur développement dépend d’'un nombre restreint
de sources organiques d’origine allochtone (litiére de feuilles) ou autochtone (microalgues benthiques
et bryophytes). L’environnement forestier et les ripisylves arborées de ces petits cours d’eau engendrent
un apport prépondérant de carbone détritique allochtone habituellement considéré comme étant la base
du fonctionnement de I'écosystéme selon le RCC (river continuum concept). Cependant, le concept
décrit par le RPM (riverine productivity model) et des études récentes mettent en avant I'importance de
la production primaire autochtone et en particulier celle des diatomées, qui paraissent apte a soutenir
la production secondaire grace a une qualité nutritionnelle nettement supérieure a celle du matériel
détritique. Dans ce contexte, ce travail de thése avait pour objectif d’étudier les relations trophiques qui
s’établissent entre les principales sources basales et une sélection de macroinvertébrés inféodés aux
cours d’eau de téte de bassin versant. L’accent a été mis sur I'importance que pouvait représenter les
producteurs primaires et plus particulierement les microalgues benthiques dans le fonctionnement
trophique de ces milieux, en assurant notamment la couverture en molécules essentielles (acides gras
polyinsaturés et stérols). Dans un premier temps, au cours d'une expérimentation menée en
mésocosmes, nous avons étudié chez le racleur, Rhithrogena semicolorata et le broyeur, Gammarus
pulex, I'utilisation des ressources organiques disponibles en présence ou pas de biofilms autotrophes.
Grace a une approche reposant sur les isotopes stables (§'3C & §'°N) des organismes, des acides gras
et des stérols, nous avons pu démontrer que les microalgues (diatomées) étaient assimilées par les
deux espéces et leur consommation avait un caractére essentiel chez Rhithrogena semicolorata en lien
avec l'apport en acides gras essentiels (20:5w3 et 20:4w6). Dans le cas de Gammarus pulex, la
consommation de microalgues était non-essentielle en présence de litiere de feuilles peu récalcitrantes,
mais favorisait la croissance somatique. Dans un second temps, un suivi saisonnier a été entrepris sur
un ruisseau forestier de moyenne montagne (Massif Central). Au début du printemps, grace a un modele
de mélange bayésien (SIAR) nous avons mis en évidence que I'essentiel de I'énergie regu par neuf
taxons de macroinvertébrés (de guilde trophique différente) provenait majoritairement des biofilms
épilithiques, des bryophytes et de fines particules détritiques benthiques. L'utilisation des signatures
isotopique du carbone des acides gras (AICS, §C'3ac), a permis de montrer que les acides gras courants
(16:0, 18:1w9, 18:2w6 et 18:3w3) étaient amenés a proportion des différentes sources organiques
assimilées par les invertébrés. En revanche, les acides gras essentiels (20:4w6 et 20:5w3) provenaient
des sources autochtones, obtenus par l'intermédiaire de différentes stratégies alimentaire, tel que
'omnivorie. La poursuite de ce suivi en été et en automne, mais sur un nombre plus réduit de
macroinvertébrés (cinq) est venue confirmer les observations faites au printemps. Les biofilms
épilithiques et épixyliques étaient toujours a l'origine des acides gras essentiels et notamment du
20:4w6 et du 20:5w3 assimilés par les différents taxons de macroinvertébrés, indépendamment de leur
guilde trophique. De plus, il a pu étre démontré que si les bryophytes et les fines particules détritiques
constituaient une source d’alimentation non négligeable, les litieres de feuilles récalcitrantes issues de
la hétraie environnante étaient peu assimilées par les macroinvertébrés broyeurs. Enfin I'étude du
transfert des stérols, que ce soit en conditions naturelles ou au cours de I'expérience menée en
mésocosme nous amene a penser qu’il n’existe pas de réelle contrainte nutritionnelle liée a ces
composeés vis-a-vis des espéces de macroinvertébrés analysées.






Abstract:

In headwater streams, macroinvertebrates play an essential role in the flow of matter and energy
from basal organic sources to the upper trophic level (fish fauna). Macroinvertebrate’s development
depends on a limited number of basal sources from allochthonous leaf litter to autochthonous primary
production (benthic microalgae and bryophytes). The riparian forest and tree cover of these small
streams produce a substantial input of allochthonous detrital carbon, which is regarded as the basis for
ecosystem functioning according to the RCC (river continuum concept). However, the concept outlined
by the RPM (riverine productivity model) and recent studies tend to emphasise the importance of
autochthonous primary production and particularly that of diatoms, which appear to be able to sustain
secondary production thanks to its nutritional quality that is clearly higher than that of detrital material.
In this context, the aim of this phd-thesis was to study the trophic relationships between the main basal
sources and a selection of macroinvertebrates typical of headwater streams. The focus was on the
importance of primary producers and benthic microalgae, in the trophic functioning of these
environments, in particular by providing essential molecules (polyunsaturated fatty acids and sterols).
First, in a mesocosm experiment, we studied the use of available organic resources by the scraper,
Rhithrogena semicolorata and the shredder, Gammarus pulex, in the presence or absence of
autotrophic biofilms. By using an approach based on stable isotopes analysis (§'°C & §'°N) of bulks,
fatty acids and sterols, we demonstrated that microalgae (diatoms) were assimilated by both species
and their ingestion was essential to Rhithrogena semicolorata in relation to the supply of essential fatty
acids (20:5w3 and 20:4w6). For Gammarus pulex, the feeding on microalgae was not essential when
leaf litter was not recalcitrant but promoted a higher somatic growth. In a second time, a seasonal
monitoring was undertaken on a mid-mountain forested stream (Massif Central, France). In early spring,
using a Bayesian mixture model (SIAR), we observed that most of the energy assimilated by nine
macroinvertebrate taxa (of different trophic guilds) originated from epilithic biofilms, bryophytes and fine
benthic detritus particles. Using stable carbon isotope signatures of fatty acids (CSIA, §C'%a), we
showed that current fatty acids (16:0, 18:1w9, 18:2w6 and 18:3w3) were supplied in proportion to the
different organic sources assimilated by invertebrates. In contrast, the essential fatty acids (20:4w6 and
20:5w3) were derived from autochthonous sources and obtained through different feeding strategies,
such as omnivory. The follow-up during summer and autumn, but on a smaller number of
macroinvertebrate taxa (five), confirmed the observations from the spring. Epilithic and epixylic biofilms
were still the source of essential fatty acids and notably 20:4w6 and 20:5w3 assimilated by the different
macroinvertebrate taxa, irrespective of their usual trophic guild. Furthermore, we demonstrated that
although bryophytes and fine detrital particles were significant food sources, the recalcitrant leaf litter
from the adjacent beech forest was little assimilated by macroinvertebrate shredders. Lastly, the
analysis of sterol transfer, both under natural conditions and during the mesocosm experiment,
suggested that no nutritional constraints linked to these compounds occurred among all the
macroinvertebrate species analysed.
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Abréviations

AG Acide gras

AGE Acide gras essentiel

AICS Analyse isotopique de composé-spécifique
AGMI Acide gras monoinsaturé

AGPI Acide gras polyinsaturé

AGS Acide gras saturé

ARA Acide arachidonique

COD Carbone organique dissous

CPG Chromatographie a phase gazeuse
EMAG Ester méthylique d'acide gras

EPA Acide eicosapentaénoique

FFG Groupes fonctionnels trophiques
MOF Matiére organique fine

MOBF Matiére organique benthique fine
MOPF Matiére organique particulaire fine
TMS Triméthylsilyle

Abbreviations

CPOM Coarse particulate organic matter
CSIA Compound specific isotope analysis
FA Fatty acid

FAME Fatty acid methyl ester

FBOM Fine benthic organic matter

FFG Functional feeding groups

FPOM Fine particulate organic matter

GC Gas chromatography

GC-MS Gas chromatography mass spectrometry
LC-PUFA Long-chain polyunsaturated fatty acid
MUFA Monounsaturated fatty acid

NL Neutral lipid

PL Polar lipid

PLFA Polar lipid fatty acid

PUFA Polyunsaturated fatty acid

NLFA Neutral lipid fatty acid

SFA Saturated fatty acid

SPE Solid phase extraction

TMS Trimethylsilyle
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INTRODUCTION

Les hydrosystémes représentent 0,0009 % de I'hydrosphére mondiale (Groombridge &
Jenkins, 1998). Malgré cette proportion trés modeste par rapport aux océans (~ 97,5 %) et
lacs (~ 0,013 %), il N’en demeure pas moins que les cours d’eau de la planéte constituent
une mosaique d’écoulements d’environ 263 bassins hydrographiques qui couvrent 45,3% de
la surface des continents (Veyret-Mekdjian & Dubois, 2002 ). lls ont donc un réle primordial
dans le maintien de la vie terrestre et constituent le principal contributeur sédimentaire avec
un débit spécifique solide de plus de 15 000 millions de tonnes/ha/an (Wetzel, 2001). Associés
aux autres écosystémes d'eau douce, les systémes fluviaux abritent au minimum 100000
espéces animales et végétales décrites, représentant environ 6 % des espéces connues
(Dudgeon et al., 2006). Historiguement depuis le début de I'holocéne, les cours d’eau
fournissent aux humains d'immenses services. Tout d’abords couloirs de circulation et sources
d’alimentation (péche), ils sont devenus des voies commerciales, puis dans les plaines
alluviales se sont concentrées les principales activités économiques et un grand nombre de
métropoles (Paris-Seine, Cologne-Rhin etc..). Dans les pays de 'OCDE, ces activités ont
impacté a plusieurs niveaux et de maniére durable les hydrosystémes avec une liste de
dégradations physiques, chimiques et biologiques. A titre d’exemple en Europe, plus de 6000
barrages fragmentent les bassins hydrographiques et des 20 plus grands cours d’eau
européens, et seule la Dvina du Nord (Russie) est encore totalement libre (Tockner et al.,
2009). En réaction, certains gouvernements se sont dotés d’un corpus réglementaire plus ou
moins ambitieux visant a limiter la dégradation des milieux (loi sur 'eau de 1992 en France)
puis a reconquérir la qualité écologique des cours d’eau (Directive-cadre sur I'eau DCE 2000
en Europe ; CWR 2015 aux Etats-Unis). En paralléle, le nombre d’études scientifiques dédiées
au fonctionnement écologique et hydro-morphologique des cours deau s'est
considérablement accru depuis les années 1970 (Lhéritier, 2012). La majorité de ces
recherches a toutefois été consacrée, jusqu’au tournant des années 2000, aux cours d’eau
d’ordre élevé correspondant aux secteurs de piémont et de plaine alluviale. Les petits cours
d’eau ou ruisseaux présents a 'amont des bassins versants des milieux tempérés ont fait
'objet d’'un nombre plus faible d’ouvrages scientifiques. La base de données SUDOC
(Systéme universitaire de documentation) indique I'existence de dix fois plus de documents
scientifiques traitant spécifiquement des riviéres et fleuves que des ruisseaux (Lhéritier, 2012).
Ce centrage prépondérant sur I'aval des bassins versants est en partie lié a l'importance
sociétale de ces secteurs qui ont tendance a concentrer les efforts de surveillance et de
restauration de la qualité des masses d’eau (Onema, 2015). Il suffit pour s’en convaincre de
regarder les limites de sensibilité de certains indicateurs (DCE), comme I'lPR (Indice-Poisson-

Riviere) et 'IBMR (Indice-Biologique Macrophyte-Riviére) peu applicables aux petits cours
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d’eau de moyenne altitude. Ces ruisseaux de moyenne montagne ont longtemps été
considérés comme étant en bon état, voire en trés bon état (au sens de la DCE), alors qu’ils
ont pu étre de longue date altérés par des pratiques sylvicoles et agricoles inadaptées. Les
cours d’eau de téte de bassin versant représentent pourtant, prés de 75% du linéaire du réseau
hydrographique en France (Onema, 2015). lIs participent a la régulation du flux hydrique, au
contréle (lorsqu’ils ne sont pas dégradés) des flux d’azote et de phosphore et ont une fonction
écologique importante, notamment en hébergeant des espéces rares (moule perliére,
écrevisse a pattes-blanches, trichoptéres des genres Thremma ou Drusus etc.) (Richardson,
2019). Fort heureusement depuis une quinzaine d’années, le nombre d’études scientifiques
portant sur ces milieux est en nette augmentation, prenant en compte la structure des
biocénoses et la compréhension des processus fonctionnels qui s’y déroulent (Finn et al.,
2011). Le développement de ces recherches est devenu indispensable pour accorder une plus
grande reconnaissance a ces cours d’eau pour leurs services écosystémiques et la valeur
unique de leurs habitats (Gomi et al., 2002; Richardson, 2019).

Fig. 1. Ordination de Strahler (1957) en téte de bassin versant.
Cette représentation est un exemple de la hiérarchisation des cours
d’eau la plus utilisée. Tout écoulement permanent qui n'a pas d'affluent
se voit attribuer la valeur 1. Puis, tout écoulement d’ordre n+1 sera issu
de la confluence de deux écoulements d'ordre n.

(Image : Environmental Protection Agency 2009).



Les cours d’eau de tétes de bassin versant

Le terme de cours d’eau de tétes de bassin versant varie selon les approches et selon
les régions de la planéte. Dans I’hémisphére nord (Downing et al., 2012), on considére que ce
sont les cours d’eau dont le rang de Stralher est inférieur ou égal a 3 (Figure 1). Meyer et al.
(2007) proposent, quant a eux, de se limiter aux ruisseaux d’ordre 1 et 2 ce qui semble avoir
convaincu certaines Agences de I'Eau en France qui y ajoutent un critére de pente supérieur
a 1%, mais localement adaptable (Agence Eau L-B/SDAGE 2016-2021). Richardson (2019)
les définit comme les tout premiers cours d’eau permanents du réseau hydrographique.

L’étroitesse de leur lit et la topographie du bassin versant, font de ces ruisseaux une
zone de transfert de 'eau. lIs représentent ainsi 50 a 70 % de l'alimentation des cours d’eau
d’ordre supérieur (Alexander et al., 2007). lls sont intégrés dans le concept de continuum
fluvial (Vannote et al., 1980; voir Figure 2) ou ils caractérisent les secteurs amonts de
I'écosysteme lotique avec un fonctionnement particulier. En effet pris dans leur globalité, ces
ruisseaux sont des écosystémes aquatiques hétérotrophes (Cummins et al., 1973; Vannote et
al., 1980) dans le sens ou le ratio P/R (Production primaire brute / Respiration des
communautés) est inférieur a 1. Les apports en matiére détritique végétale d’origine allochtone
y sont ainsi prépondérants en tant que source d’énergie, tandis que la production primaire
dans le lit du cours d’eau est le plus souvent limitée (Wallace & Webster, 1996). Dans les
milieux tempérés, ces ruisseaux ont cependant des faciés d’écoulements assez variés, de
méme que les types de végétations présentes sur les rives. Ces paramétres varient suivant
l'altitude et le relief. En altitude a I'étage alpin la ripisylve est réduite ou absente (cf. Photos 1),
les ressources autochtones peuvent alors étre prépondérantes et complétées par les apports
des plantes herbacées des rives (Niedrist & Fureder, 2017). A moyenne altitude, en dessous
de I'étage sub-alpin les cours d’eau de téte de bassin versant sont généralement forestiers (cf.

Photos 1) ou du moins présentent une ripisylve arborée bien développée (Lhéritier, 2012).

Ressources organiques basales : matiére organique allochtone et autochtone

La présence d'une ripisylve décidue et dense le long des cours d’eau de moyenne
altitude entraine un ombrage important, limitant et sélectionnant les organismes autotrophes
(Wallace et al., 1997). Elle produit en revanche une abondante litiere de feuilles mortes a
'automne (Benfield, 1997), qui dans les ruisseaux forestiers peut se prolonger jusqu’au
printemps, par des apports latéraux de paquets de litieres du sol balayé par le vent (Hoover et
al., 2011).



P/R<1 —

P/R>1 —
. Prédateurs
Filtreurs
P/R<1 — Collecteurs

Fig. 2. Concept de continuum fluvial. « River Continuum Concept » (RCC) de
Vannote et al., 1980.

Ce concept fait le lien entre d’un coté le gradient longitudinal des facteurs abiotiques
fonctions de I'’hydromorphologie et d’'un autre co6té les stratégies trophiques des
consommateurs et la dynamique des sources de matiére organique, en termes
d'apport, de transport, de stockage, et d’utilisation par les macroinvertébrés classés
en groupes fonctionnels selon Cummins (1975).



Photos 1. Diversité des ruisseaux de téte de bassin versant.

L'Espiaube dans les Pyrénées (65) avec une ripisylve absente — La Couze d’Ardes
sur le plateau volcanique du Cézallier (63) avec une ripisylve trés réduite — Le
Nauzon dans le Limousin (87) avec sa ripisylve arborée plus ou moins entretenue —
La Faye dans une gorge boisée (hétres et résineux) du Livradois-Forez (63).



Les litieres de feuilles

La quantité de litiére tombant annuellement dans ces milieux peut étre de I'ordre de 600
g.m? (Benfield, 1997) et constitue plus de 80% du flux de carbone (Hall Jr et al., 2001). Une
partie est exportée en aval par le courant et le reste est retenu en fonction de la morphologie
du lit et de I'hydrologie (Richardson et al., 2009). La litiere végétale restante rentre dans un
processus de décomposition/fragmentation bien documentée (Figure 3), débutant par une
phase abiotique de lessivage des composés hydrosolubles (polyphénols) et suivi par une
phase de colonisation (ou conditionnement) par les micro-organismes, les bactéries et les
hyphomycétes (Baldy et al., 1995). A I'heure actuelle les hyphomycétes sont considérés
comme les acteurs dominants de la décomposition de ces tissus végétaux, convertissant 15
a 25 % du matériel détritique en biomasse fungique (Gessner & Chauvet, 1994; Methvin &
Suberkropp, 2003). Le matériel foliaire envahit de mycélium est ramolli et enrichit en azote et
phosphore (Gulis et al., 2006). Il est alors propice a la fragmentation et a la consommation par
divers macroinvertébrés déchiqueteurs (Gessner et al., 1999). Ces derniers réduisent
progressivement les détritus foliaires (soit la Matiére Organique Particulaire Grossiére, engl. :
CPOM) en petits fragments (Figure 3) et excrétent des sous-produits (Graga, 2001);
'ensemble constituant la matiére organique particulaire fine (soit MOPF, engl. : FPOM). Une
partie de la MOPF se dépose au niveau du benthos et le reste est emporté vers I'aval (Mills et
al., 2003). La décomposition s'accompagne également de la libération de composés dissous
et notamment de carbone organique dissouts (COD) (Gessner et al., 1999). De nombreux
parameétres interviennent dans la décomposition de ces litieres (abondance et structure des
paquets de feuilles, phénologie, paramétres physico-chimiques de I'eau) mais parmi les
principaux, on trouve la qualité initiale de l'espéce végétale et le caractére mono ou
plurispécifiques des apports (Lecerf et al., 2007). Les litieres sont, en effet, plus ou moins
récalcitrantes en fonction de leur teneur en composés réfractaires (lignine) ou de leur
décomposition lente (cellulose) (Webster & Benfield, 1986; Tank et al., 2010). Leur vitesse de
décomposition est d’ailleurs directement liée a leur qualité. Le hétre (Fagus sylvatica) et le
chéne rouvre (Quercus robur) a feuilles récalcitrantes s’opposent a I'aulne (Alnus glutinosa)
ou au fréne (Fraxinus excelsior) a feuilles rapidement dégradées (Elosegi et al., 2018).
Lorsque plusieurs variétés de litiéres séjournent dans l'eau, celle de hétre semble servir
uniquement d’habitat et non de source de nourriture pour certains macroinvertébrés (par

exemple le Trichoptere Potamophylax ; Sanpera-Calbet et al., 2009).
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Fig. 3. Processus de dégradation des feuilles mortes constituant les
litieres végétales et devenir des constituants foliaires dans les ruisseaux.
(a) Les différentes étapes de la décomposition d’une feuille en ruisseau et (b)
Devenir du matériel foliaire et de ses sous-produits lors de la dégradation. Les
fleches en pointillées souligne le phénomene de facilitation liée au
conditionnement microbien

(adapté d’apres Gessner, 1999).
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La production primaire autochtone

Dans les cours d’eau de téte de bassin la production primaire liée a I’hydrosystéme est
uniquement assurée par des organismes benthiques. Il s’agit tout d’abord de microalgues
constituant des biofilms en association avec des bactéries, des mycétes, des particules
détritiques fines, des protistes hétérotrophes et des micro-invertébrés méiofauniques
(Baattrup-Pedersen et al., 2020). Potentiellement, les biofilms peuvent se développer sur
n’importe quel support immergé, qu’il soit minéral (galets, blocs) ou organique (bois mort), y
compris sur la face supérieure des paquets de litiere (Lamberti, 1996). Les microalgues
dominantes sont des espéces adaptées a l'altitude, aux températures basses et au manque
de luminosité (Rosemond et al., 2000). Ce sont des diatomées (Achnanthidium, Melosira,
Gomphonema, Achnanthes, Cymbella etc..), des chlorophytes le plus souvent flamenteuses
et des cyanobactéries assez spécifiques comme le genre Chamaesiphon (Biggs, 1996; Aigner
et al., 2018). Les biofilms épilithiques ont été particulierement étudiés. lls sont principalement
sous le contréle du phosphore réactif soluble (PRS) et de la luminosité disponible (Hill et al.,
2001). Cependant l'azote total et le phosphore total, provenant du bassin versant sous
influence anthropique ou non, demeurent prépondérant dans leur développement saisonniers
(Dodds & Smith, 2016). Souvent négligées (Rott et al., 2006), les algues macroscopiques
constituent aussi une part de la production primaire in situ. Fixées sur des substrats stables et
minéraux, il s’agit principalement de rhodophytes (Audouinella, Batrachospermum) et de
chrysophycées de petites tailles (Hydrurus), parfois localement abondantes (Klaveness, 2017;
Niedrist & Fureder, 2017). Biofilms et algues benthiques peuvent se développer tout au long
de I'année, mais c’est au début du printemps, avant I'émergence des feuilles, qu’une
forte poussée se produit sous l'effet d’'une plus grande disponibilité de lumiére et de
PRS (Hill et al., 2001). A cette période la quantité d’algues épilithiques semble avoir un
effet positif sur la croissance des invertébrés (Hill et al., 2010). Enfin, les bryophytes
(mousses et hépatiques) peuvent en termes de biomasse représenter I'essentiel de la
production primaire, bien qu'il soit difficile de faire la part entre les espéces strictement
aquatiques et les espéces amphibies (Glime, 2017). Les mousses servent d’habitat (Turunen
et al., 2020) et ont été signalées comme source d’alimentation dans les anciennes études
d’hydrobiologie (Berthélemy & Lahoud, 1981) avant de retomber quelque peu dans I'oubli,
considérées comme négligeables. Ceci est probablement a mettre en relation avec les
molécules répulsives (Ethyl amyl cétones, acides gras acétyleniques) produites par certaines
bryophytes pour se défendre contre les insectes terrestres et pouvant les rendre impropres a
la consommation (Haines & Renwick, 2009). Ces conclusions ont été un peu hativement
généralisées aux milieux aquatiques (Parker et al., 2007), mais depuis une dizaine

d’années un petit nombre de travaux sont revenus sur la question et considérent que
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les mousses des petits cours d’eau ont un réle dans le flux d’énergie du réseau
trophique, qui mériterait d’étre mieux compris (Dangles, 2002; Torres-Ruiz et al., 2007;
McWilliam-Hughes et al., 2009). Finalement la production primaire nette dans les cours d’eau
forestiers ou a ripisylve développée représenterait environ 30% du flux de carbone vers les
macroinvertébrés (Rosenfeld & Roff, 1991).

Matiéres organiques allochtone et autochtone : deux sources imbriquées

Ainsi le fonctionnement des cours d’eau de téte de bassin semble dépendre d’apports
par « pulses » saisonniers, c’est-a-dire, une arrivée massive de feuilles mortes en automne et
un pic de production primaire au printemps avant la reprise de la végétation. Ces deux
ressources s’averent en réalité étroitement connectées (Danger et al., 2013). Les composés
dissous libérés par le lessivage des litiéres dans I'eau et des berges, agissent directement ou
indirectement sur le développement des bactéries et des microalgues (Franklin et al., 2020).
Le développement d’'un feutrage de microalgues sur les feuilles immergées produit un effet
attractif ou « priming effect » vis-a-vis des consommateurs qui, selon le contexte
environnemental, peut accélérer la décomposition de la litiere de feuilles (Halvorson et al.,
2019). En outre, la croissance des biofilms épilithiques est favorisée par la rétention et le
métabolisme de fines particules de matieres organiques piégées dans la matrice
polysaccharidique et provenant des fragments de feuilles en décomposition (Roche et al.,
2016). Il n'y a donc pas de raison de séparer totalement ces deux sources basales I'une de
l'autre, car leurs influences respectives sur le fonctionnement des cours d'eau de téte de

bassin semblent se chevaucher.

Diversité des macroinvertébrés et fonctionnement trophique

Au sein d'un petit cours d’eau d’altitude la diversité a de macroinvertébrés peut étre
faible, mais la diversité B (entre ruisseaux d’'un méme petit bassin versant ou entres petits
bassins versants) peut induire une forte diversité y a I'échelle régionale du grand bassin
versant des rivieres d’ordre supérieurs (Clarke et al., 2008). A I'exception de la rare lamproie
de planer (Lampetra planeri), les consommateurs primaires dans ces milieux sont tous des
invertébrés, mollusques et annélides mais principalement des arthropodes (crustacés et
insectes). En tant qu'uniques consommateurs des ressources basales, ils jouent un rble
essentiel dans l'affectation du flux d'énergie soit localement vers des especes de poisson a
intérét patrimonial soit vers I'aval via les phénomeénes de dérive ou d’exportation de la MOPF
issue de la fragmentation des litieres (Wallace & Webster, 1996). Les macroinvertébrés sont

répartis dans des groupes fonctionnels trophiques (FFG : Functionnal Feeding Group)
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redéfinis par Cummins en 2018, principalement basés sur la structure et les adaptations des
pieces buccales : déchiqueteurs (ou broyeurs), racleurs (ou brouteurs), collecteurs et
prédateurs. Les déchiqueteurs sont principalement des amphipodes du genre Gammarus, des
petits plécoptéres Leuctridae et Nemouridae et plusieurs genres de trichoptéres, Sericostoma
Chaetopteryx, sf. Limnephilinae, etc. Ces déchiqueteurs utilisent les litieres conditionnées par
les hyphomycétes comme habitat et principale source d’alimentation (Wallace & Webster,
1996; Dangles & Guérold, 2001 ; Figure 4). Les racleurs présentent des adaptations morpho-
anatomiques (aplatissement dorso-ventral ou présences de ventouses) en plus de
spécialisations marquées des appendices buccaux qui leur permettent d’exploiter les biofilms
et donc une partie de la production primaire (Cummins, 2018). Ce sont principalement des
larves d’éphéméroptéres Heptageniidae et de petits gastéropodes Ancylidae dans les
secteurs de téte de bassin. A coté de ces deux groupes fonctionnels se trouvent les collecteurs
(Figure 4), une guilde assez diverse d’invertébrés utilisant comme ressource les détritus de
matiere organiques fine (MOF). Ces derniers sont récoltés activement par de minuscules
coléopteres (Elmidae), de divers plécoptéres et des éphéméroptéres Baetidae. La MOF peut
étre mélangée a du sédiment et récupérée par des « deposit-feeders » comme les diptéres
chironomes, (e. g. Diamesinae ; Niedrist & Flreder, 2017). Certains collecteurs vont se
spécialiser sur la MOF dérivante dans la colonne d’eau et logiquement leur abondance sera
d’autant plus importante que la distance aux sources s’éléve (Richardson, 2019). En téte de
bassin, il s’agit presque uniquement de dipteres flitreurs Simulidae et d’'un petit nombre de
trichoptéres Philopotamidae et Hydropsychidae a filet de soie récupérateur (Clarke et al.,
2019). Les bivalves Unionoides (Margaritifera margaritifera) ont quant a eux pratiquement
disparus (Young et al., 2001).

Ces trois groupes fonctionnels constituent le second niveau trophique (Fureder et al.,
2003) et soutiennent un troisieme niveau trophique (Cugno & Robinson, 2017) constitué de
prédateurs invertébrés représentés principalement par des trichoptéres du genre Rhyacophila
divers plécoptéres Perloidea, des Platyhelminthes (planaires) et Hirudinea (sangsues). En
sommet de chaine se trouvent les stades juvéniles (< 3 ans) de la truite fario (Salmo ftrutta
fario) accompagnés ou non, du chabot (Cottus gobio), deux especes invertivores patrimoniales
(Lagarrigue et al., 2001). Si ces groupes fonctionnels ont un aspect pratique et sont utilisés
dans les méthodes de suivis DCE des cours d’eau, ils ont souvent été discutés car, dans
de nombreuses situations et particulierement dans les ruisseaux forestiers ou
d’altitude, ces pré-assignations se sont révélées un peu trop schématiques (Mihuc &
Minshall, 1995; Mihuc, 1997). Les classifications fonctionnelles résultent, en effet,
principalement d’études sur des rivieres de piémont (= ordre 4) et leur prise en compte dans
les milieux d’altitude peut conduire a des interprétations erronées de [l'utilisation des

ressources organiques (Dangles & Guérold, 2001; Niedrist & Fureder, 2017). Ainsi malgré leur
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L'épaisseur des fleches représentent la proportion de contribution de la proie au

consommateur.
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FFG « officiel », les éphémeéres Baetis alpinus (collecteurs) ou Rhithrogena (racleurs-
brouteurs) ont pu étre souvent détectées, respectivement, comme algivores ou détritivores
(McShaffrey & McCafferty, 1988; Fureder et al., 2003). De méme, un bon nombre d’espéces
de plécoptéres du genre Nemouroidea, rangeés dans les déchiqueteurs, présente des contenus
digestifs trés variés qui vont bien au-dela de la simple exploitation de la litiere (Dumont &
Verneaux, 1976; McShaffrey & McCafferty, 1988; Bottova et al., 2013; Feeley & Kelly-Quinn,
2015). Les cours d’eau de téte de bassin versant sont des environnements plus
contraints et plus instables (Ceola et al., 2013) que les secteurs avals riches en habitats
diversifies (Amoros & Petts, 1993). Les macroinvertébrés semblent y adopter des
comportements alimentaires opportunistes omnivores (Dangles & Guérold, 2001; Maiolini
& Silveri, 2005; Felten et al., 2008). L'ingestion complémentaire de matériel animal par certains
consommateurs primaires y a bien été documentée (Lancaster et al., 2005; V Felten et al.,
2008; Niedrist & Fureder, 2017) ainsi que la probable assimilation de micro-invertébrés
méiofauniques ingérés en méme temps que du biofilm ou du matériel foliaire conditionné
(Majdi & Traunspurger, 2017). Cette plasticité alimentaire pourrait résulter de compromis
comportementaux vis-a-vis des ressources disponibles, de maniére a essayer de
maximiser les gains en nutriments tout en réduisant les colits liés a la recherche,
I’exploitation et I'assimilation de la nourriture. Ces phénoménes sont particulierement
étudiés chez les insectes terrestres (Le Gall & Behmer, 2014) et assez peu dans les milieux
lotiques (Flores et al., 2014). La qualité nutritionnelle des ressources pourrait jouer un réle
prépondérant. Ainsi Frost et al. (2005 & 2006) ont démontré que certains déchiqueteurs
cherchaient a compenser les limitations en nutriments en augmentant leur taux
d’ingestion, mais surtout en se nourrissant sélectivement de ressources ayant des

propriétés nutritives plus élevées que le matériel organique détritique.

La qualité nutritionnelle des ressources allochtones et autochtones

Si la quantité d’énergie disponible a la base des réseaux trophiques est le facteur clef
du fonctionnement des écosystémes (Lindeman, 1942), l'efficience du transfert de cette
énergie dépends de paramétres comme la longueur de chaine ou la qualité nutritionnelle des
ressources basales puis des différents niveaux trophiques (Dickman et al., 2008). Les petits
ruisseaux forestiers sont particulierement intéressants de ce point de vue, puisqu’ils sont
susceptibles de recevoir de grandes quantités de matiéres végétales de faible qualité avec
parallélement un développement limité de la production primaire considérée comme de bien
meilleure qualité nutritionnelle, du moins en ce qui concerne les biofilms (Guenet et al., 2010).

En plus de l'ingestibilité et de la digestibilité de la ressource, les qualités chimiques et
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biochimiques sont cruciales dans I'évaluation de sa qualité nutritionnelle (Ruess & Miller-
Navarra, 2019).

Aspects steechiométriques de la qualité nutritionnelle

Les macroinvertébrés ont des besoins précis en différents éléments chimiques (C, N,
P, Ca, Mg, K, etc.) afin de maintenir la stabilité de leur composition individuelle élémentaire
(principe de I'homéostasie, Elser et al., 2000). Ainsi, les groupes fonctionnels (FFG) ont
tendance a se distinguer du point de vue de cette composition élémentaire, les prédateurs
ayant par exemple une teneur en N plus élevée que les autres groupes (Evans-White et al.,
2005). Les consommateurs primaires peuvent étre soumis a des contraintes
stoechiométriques en fonction des sources alimentaires disponibles (Frost et al., 2006). Les
litieres surtout riches en C, peuvent induire des déséquilibres en N et P en fonction du degré
de résorption des nutriments foliaires par I'arbre, avant I'abscission (Brant & Chen, 2015). En
revanche, la colonisation des feuilles par les hyphomycetes permet de diminuer les rapports
C/P et C/N en faveur des besoins des macroinvertébrés (Evans-White et al., 2005; Danger et
al., 2013). Les biofilms autotrophes sont plus intéressants que les litieres de ce point de vue,
les microalgues ont des rapports C/P et C/N naturellement faibles (Hessen et al., 2002), mais
qui peuvent varier en fonction de I'éclairage, du PRS et des nitrates dissous ainsi que du stade

de croissance et de la composition taxonomique des biofilms (Hillebrand & Sommer, 1999).

Qualité nutritionnelle et composés lipidiques essentiels

Un trés grand nombre d’études entreprises dans les milieux océaniques et lacustres
ont montrés que les teneurs en composés biochimiques essentiels des ressources peuvent
influencer directement la croissance et la reproduction des consommateurs et, par
conséquent, les relations trophiques (Ruess & Miuller-Navarra, 2019). En dépit d’'un intérét
grandissant pour le role et la biodisponibilité des vitamines et des acides aminés (Guisande et
al., 2003), les principaux composés qui ont regu I'attention des chercheurs sont les acides gras
(AG) et les stérols (Mller-Navarra, 2008).

Les acides gras essentiels

Parmi les AG, seuls les acides gras polyinsaturés (AGPI) des séries w3 et w6 (Encadré
1) ont un caractére essentiel ou semi-essentiel pour les espéces animales (Tocher et al.,
2019). Reposant sur un nombre élevé d’études in situ ou expérimentales, il existait un

consensus pour considérer les AG 18:3w3 et 18:2w6 comme ayant un strict caractére

17



essentiel, car non synthétisables par les animaux (Tocher et al., 2019), du fait de I'absence
des enzymes désaturases w6 A12 et w3A15 opérant sur les désaturases (Monroig & Kabeya,
2018). Cependant depuis deux années, les génes codant pour ces désaturases de méme que
leur activité ont pu étre mis en évidence chez un tout petit nombre d’espéces d’'invertébrés
(parmi les cnidaires, les nématodes, les annélides, les rotiferes, les céphalopodes, les
gastéropodes et les copépodes), remettant partiellement en cause le caractére strictement
essentiel du 18:3w3 et du 18:2w6 dans le monde animal (Kabeya et al., 2018; Garrido et al.,
2019). L’aspect essentiel des autres AGPI, les longs w3 et w6 (20:5w3, 22:6w3 et 20:4w6),
dépend de facteurs phylogénétiques, ordres et/ou familles, partageant des besoins assez
proches mais susceptibles d’étre considérablement modifiés par le milieu ou I'espéce a
évoluée ainsi que son régime alimentaire (Hulbert & Abbott, 2012).

En se limitant aux milieux aquatiques uniquement, seul un petit nombre d'espéces
modeles (Truite arc-en-ciel, Danio rero, Daphnia psp. etc..) ou a forte valeur ajoutée (la plupart
des animaux élevés en aquaculture, les espéeces patrimoniales) ont fait I'objet d’études
expérimentales permettant de déterminer précisément leurs besoins physiologiques en AGPI
(Arts et al., 2001; Hulbert & Abbott, 2012). Il est bien évidemment illusoire de pouvoir connaitre
ces besoins pour chaque espéce animale. On admet donc que 'aspect essentiel des AGPI
(cf. Encadré 1) repose sur le fait que ce sont des composés dont la nature bioactive a un effet
positif significatif sur le développement d’'un organisme (ou tout autre réponse biologique) et
pas nécessairement di a une incapacité a les synthétiser en quantité suffisante (Tocher et al.,
2019). De méme pour des especes qui ont des capacités importantes de biosynthése des
longs AGPI (Salmonidés, crevettes pénéides), les recherches menées en aquaculture ont
clairement démontré qu’apporter ces composés dans leur nourriture ameliorait leur croissance
et leur fécondité (Tocher et al., 2000; Glencross & Smith, 2001; Morais et al., 2015). Si les
compositions en AG des macroinvertébrés des cours d’eau sont assez bien connues,
notamment celles des arthropodes (Ghioni et al., 1996; Torres-Ruiz et al., 2007; Descroix et
al., 2010), aucune étude expérimentale n’a a ce jour été conduite pour évaluer
précisément les besoins en AGPI w3 et w6 des principaux taxons rencontrés. Les
auteurs s’intéressant au transfert et au réle de ces molécules dans les réseau trophiques
lotiques (Guo et al., 2017; Torres-Ruiz & Wehr, 2019), s’appuient donc sur les données et
conclusions issues des recherches sur les insectes terrestres (Sérensen, 2012) et/ou de
'aquaculture des crustacés et mollusques (Xu, Zhang, et al., 2017). Les AG 18:3w3 et 18:2w6
sont donc considérés comme essentiels et le 20:5w3 (ou EPA) et le 20:4w6 (ou ARA) comme
semi-essentiels car nécessitant un apport alimentaire substantiel permettant de couvrir les

besoins métaboliques des invertébrés (Ruess & Muller-Navarra, 2019).
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Encadré 1 : les Acides gras polyinsaturés

2 B 6 7 9 10 12 14 16 18

COOH

1 3 5 8 1" 13 15 17 1820)6

S > Sens de numérotation des carbones depuis le groupe méthyle 18:2 (n'6)

Acide c-linolénique 18:3®3

0
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OH

° Acide stéarique 18:0
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OH
Acide linoléique 18:2m6 \

Acide Arachidonique O Acide Eicosapentaénoique

20:406 20:503 4
z OH —

Acide oléique 18:1»9
OH

A Z

Nomenclature en ® (ou n-) d’'un acide gras (AG) et structure simplifiée de la chaine carbonée d’'un AG
saturé (18:0), d’'un AG monoinsaturé (18:109) et de quatre AG polyinsaturés essentiels fréequemment
abordés dans ce manuscrit (18:206/20:4®6 & 18:3103/20:5w3).

18:0 Biosynthése des AGPI des séries w3 et
20 w6

Succession de désaturations et élongations

18:1n-9 ;52 18:2n-6 gl}i 18:3n-3 a partir’du 18:1»9 (ou 18:1n-9).
(OA) (LA) (ALA) Les désaturases w6512 et w3515 (en
transparence) sont absentes ou non
% A6 A6 fonctionnelles chez les vertébrés et rarement
w3 rencontrées chez les invertébrés. Des lors
20206 18:3n-G-—pxg—>"184n3  20:3n-3 18:206 et 18:303 sont des molécules
essentielles. Une autre étape primordiale est
) £ =0 W celle menant a la synthése du 20:4w6 et du
20:3n-6 20:4n-3 20:503. La désaturase A5 peut étre active ou
peu active selon les espéces, ce qui confére
/—> Désalurase (Ax) AS AS a ces 2 AGPI un caractéere semi-essentiel. La
—> Désaturase wx (wx Ax) synthése  de 22603  selon |Ia
—> Désaturase « Front-end » (Ax) | 50.4_g 20:5n-3 présence/absence d'une désaturase &4
—> Elongase (Elo) (ARA) (EPA) comprends 2 ou 4 étapes supplémentaires.

\—) B-oxidation (B-ox)

Toutes ces réactions nécessitent de

Elo Elo I'oxygéne, du NADH+/H+ et le cytochrome b
24:5n-3 <—E10 22:4n-6 22:5n-3 Eo <4503 d’'otiun <’:out energethu‘e d’autant plus élevé
que les étapes se succédent.
Ael Ad Ad lAG (Figure d’apres Monroig & Kabeya 2018).
24:5n-6 —————>22:5n-6 22:6n-3 €———24:6n-3
B-ox (DHA) B-ox

Principales fonctions physiologiques des AG Polyinsaturés w6 et w3

->Abondant dans les phospholipides membranaires ils participent aux maintiens de la fluidité membranaire et assurent

sa perméabilité sélective et son adaptation au froid.

222:603 et/ou 20:503 (suivant les taxons et les milieux) sont trés concentrés dans les tissus nerveux (ceil composé
des lépidoptéres par ex) — Les déficiences entrainent des problemes cognitifs et de vision chez les vertébrés et

probablement chez les arthropodes.

>Le 18:2w6, le 20:406 et le 20:503 sont les précurseurs d’hormones tissulaires telles que les eicosanoides, qui servent
de médiateurs dans les processus inflammatoires, la réponse immunitaire ou la croissance cellulaire chez les crustacés

et les insectes. Le 18:3w3 est un précurseur de phéromones, d’attractants et de répulsifs chez l'insecte.

Les 20:406, 20:503 et 22:6w3 alimentaires améliorent la croissance, le développement (pupaison) et la reproduction
chez les cladocéres, copépodes, décapodes et |épidoptéres. Le 18:206, 20:406 et le 18:3w3 évitent les malformations
alaires puis sont catabolisés lors du vol nuptial. Références : Vance & Vance (2002) ; Sorensen (2012) ; Hulbert & Abbott (2012)

; Wiktorowska-Owczarek et al. (2015) ; Stanley & Kim (2019) ; Ruess & Miiller-Navarra (2019).
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Le 22:6w3 (ou DHA) semble n’avoir d’'importance que pour les Gammaridae, ces amphipodes
ayant conservé des profils d’AGPI proches de ceux de leur ancétres marins (Biandolino &
Prato, 2006). Dés lors, les sources organiques allochtones et autochtones des cours d’eau
n’auront pas la méme valeur nutritionnelle (Brett et al., 2017; Guo et al., 2018). Les feuilles
d’arbres et les angiospermes en général contiennent du 18:3w3 et du 18:2w6 mais sont
dépourvues de longs AGPI (Mueller et al., 2012). Le conditionnement microbien ne
modifie pas leurs profils car les bactéries des litieres ne contiennent pas d’AGPI
(Desvilettes et al., 1997; Torres-Ruiz & Wehr, 2010) et les hyphomyceétes synthétisent
uniquement des AGPI courts (18:3w3 et 18:2w6/18:3w6 ; Funck et al., 2015). La litiére est
donc considérée comme une ressource de faible qualité nutritionnelle lipidique, étant
carencée en 20:5w3 et 20:4w6 (Lau et al., 2009; Brett et al., 2017). En revanche, les
microalgues et les algues benthiques sont de meilleure qualité de ce point de vue, en
raison de leurs fortes teneurs en AGPI et en particulier ceux a longue chaine (20:5w3,
22:6w3 et 20:4w6) (Webb-Robertson et al., 2011; De Andrade Tomaz et al., 2012; Taipale et
al., 2013; Klaveness, 2017). Il semble que pour les macroinvertébrés consommateurs
primaires, les diatomées des biofilms soient une source majeure d’AGPI, y compris pour des
taxons plutét spécialisés sur I'exploitation des litieres (Torres-Ruiz et al., 2010; Twining et al.,
2017). Cependant si I’assimilation d’AGPI provenant de microalgues épilithiques est
indéniable de la part de racleurs comme les Heptageniidae et de certains déchiqueteurs
tels que Gammarus fossarum (Kihmayer et al., 2020), seul Crenier et ses collaborateurs
(2017) ont pu démontrer que les longs AGPI des diatomées, avaient un effet positif sur
le taux de croissance des juvéniles de Gammarus fossarum. |l faut de plus tenir compte
du fait que les taxons algaux different sensiblement dans leur composition en AG essentiels
et auront ainsi une qualité nutritionnelle variable. Si les diatomées des biofilms sont en effet
riches en 20:5w3 et contiennent de petites quantités de 22:6w3 et 20:4w6 (Napolitano, 1999),
les chlorophytes et les cyanobactéries en sont dépourvues se limitant a des AGPI a 18 atomes
de carbone (Taipale et al., 2013). Quant aux formes algales pluricellulaires avec thalle, elles
appartiennent aux rhodophytes ou aux chrysophytes et sont intéressantes (mais peu étudiées)
sur le plan nutritionnel car relativement riches en 20:5w3 et 20:4w6 (Lang et al., 2011;
Klaveness, 2017).
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Les stérols

L'auxotrophie des stérols est trés fréquente chez les invertébrés (Lafont et al., 2012) et
aucune des différentes espéces d’arthropodes étudiées a ce jour n’a montré de capacité
a synthétiser de novo le cholestérol (Perry et al., 2019). Par conséquent, les arthropodes
(Encadré 2) doivent directement obtenir du cholestérol a partir de leur nourriture ou le
bioconvertir par désalkylation d’'un stérol analogue d’origine alimentaire (Behmer,
2017). Dans les cours d’eau, les sources basales vont uniquement apporter des phytostérols
aux consommateurs primaires (Mondy et al., 2014). En plus de leur concentration variable,
ces phytostérols peuvent différer sur le plan stéréochimique et donc plus ou moins convenir
aux exigences des invertébrés si I'on se référe aux observations faites chez les cladoceres
lacustres (Martin-Creuzburg & Von Elert, 2004). Cependant aucune étude n’a été entreprise
dans ce sens chez les macroinvertébrés a I'exception des travaux de Mondy et al. (2014)
portant sur I'isopode Proasellus meridianus et de Gergs et al. (2015) portant sur I'amphipode
Gammarus roeselii. |l ressort de ces travaux et de ceux effectués sur les insectes terrestres
phytophages (Behmer, 2017) que les stérols en A7 sont moins adaptés que les stérols en A5
et pour certaines espéces, totalement inutilisables. L’adéquation des phytostérols diminue
d’autant que la stéréochimie du noyau tétracyclique différe de celle du cholestérol (par
exemple : double liaison en A8, A7 ou A4) et elle s'affaiblit encore plus si un groupe alkyle est
positionné en C24 sur la chaine latérale carbonée (Lafont et al., 2012; Behmer, 2017). Ces
résultats suggérent que les variations d’apport en stérols alimentaires pourraient étre
particulierement importantes pour les macroinvertébrés consommateurs primaires.
Cependant, les litiecres de feuilles d’arbre contiennent des phytostérols en A5, trés
majoritairement du B-sitostérol puis du stigmastérol et en moindre mesure, du campestérol
(Nguyen-Tu et al., 2007; Ren et al., 2017). Les microorganismes vont apporter des stanols,
résultant de la réduction d’'une partie du B-sitostérol ou du stigmastérol, et massivement de
I'ergostérol (stérol en A5,7) caractéristique du développement des hyphomycetes (Rieley et al.
1991 ; Weete et al., 2010). Les litieres de feuilles semblent donc fournir aux
consommateurs déchiqueteur des stérols de qualité. En effet le B-sitostérol est en général
aisément converti en cholestérol par la plupart des espéces d’arthropodes étudiées (Lafont et
al., 2012) et I'ergostérol peut-étre substituable au B-sitostérol, notamment chez les crustacés
(Martin-Creuzburg & Von Elert, 2004 ; Mykles 2010). Les microalgues vont se caractériser par
une diversité plus élevée de phytostérols avec bon nombre d’'isomeéres et d’épiméres. Si les
phytostérols ubiquistes B-sitostérol, stigmastérol ou campestérol sont généralement
abondants, d’autres composés sont détectés mais variables suivant les taxons, tels que du
fucostérol/isofucostérol, du brassicastérol/épibrassicastérol et des stérols en A7 sans intérét

nutritionnel (chondrillastérol, fungistérol) (Martin-Creuzburg & Merkel, 2016).
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Encadré 2 : les Stérols

HO a5 HO A5 HO ™ s

Cholestérol (Cz7) B-sitostérol (Cag)

Chaine latérale carbonée

22 24

HO

Noyau
tétracyclique

OH

Double liaison (A5)

Brassicastérol (Cgzs)

@
HO

Lathostérol (C27)

Ergostérol (Cazsg)

Lanostérol (Cao)

Structure du cholestérol (Alcool tétracyclique a 27 carbones et a noyau stérane avec double liaison en A5) et
exemples de stérols en A5 et A5,7 (utilisables chez les arthropodes pour synthétiser le cholestérol) et de deux
stérols en A7 et A8 (plus ou moins appropriés selon les espéces étudiées a I'heure actuelle).
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Voies métaboliques de la désalkylation de 3 phytostérols courants
(chez I'insecte). La réaction complexe nécessite plusieurs enzymes pour
passer de phytostérols A5 en C28/C29 au desmostérol (C27) puis au
produit final le cholestérol (C27). Cette série de suppression de carbones
et de réduction des doubles liaisons est aussi opérante chez les crustacés.
Cependant, a partir de stérols en A7 ou A8 il faut supprimer ces doubles
liaisons et surtout en introduire une en A5 > étape limitante ou pas selon
les insectes étudiées (adapté de Lafont et al. 2017 — Ecdysteroid chemistry
and biochemistry).

Principales fonctions des stérols et du
cholestérol ches les arthropodes

L’absence de squaléne-synthétase (et/ou d’autres
enzymes) rend les arthropodes inaptes a la synthése de
novo du cholestérol. Celui-ci est alors produit a partir de
stérols alimentaires compatibles.

- Le cholestérol est le précurseur indispensable de la
synthése des ecdystéroides chez les crustacés et les
insectes. Il est converti en 7-dehydrocholesterol puis en
divers variants (selon les taxons) de [I'ecdysone,
'hormone de mue. Chez certains hémiptéres le
cholestérol ne peut pas étre bioconverti a partir de
phytostérols et une autre hormone de mue la
makistérone-A est produite a partir de 24-méthyléne
cholestérol. On ignore si cela peut se produire chez
certains ordres d’insectes aquatiques.

- Le cholestérol est un insert membranaire. |l module la
fluidité des membranes en agissant sur les acides gras
des phospholipides qu’il écarte ou regroupe selon I'état
plus ou moins fluide de la membrane. Les arthropodes
peuvent utiliser des stérols alimentaires comme inserts
membranaires complémentaires mais plus leur
stéréochimie s’éloigne du cholestérol moins ils semblent
convenir.

- La substitution d’'une partie des phytostérols en A5 ou
de I'ergostérol par du cholestérol dans 'alimentation des
crevettes d’élevage a peu d'effet sur la survie mais
améliore leur croissance et les gains en protéines. En
revanche la suppression compléte du cholestérol peut
affecter la survie des stades juvéniles. Les besoins
semblent spéci-spécifiques avec des rapports entre les
phytostérols et des rapports entre cholestérol et
phytostérols variables.

Réfs : Teshima et al. (1989) ; Mykles (2010) ; Pilorget et
al. (2010) ; Lafont et al. (2017) ; Behmer (2017) ; Perry et
al. (2019).
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Au premier abord, les biofilms autotrophes des cours d’eau n’offrent donc pas de
stérols réellement supérieurs a celles des feuilles conditionnées, bien que de petites
concentrations en cholestérol ont été reportées chez les diatomées et certains taxons
de chlorophytes benthiques (Cranwell et al., 1990; Randhir et al., 2020). Dans ce cas et en
fonction de la composition taxonomique des microalgues des biofilms, un apport direct de
cholestérol, pourrait permettre un gain de croissance chez les consommateurs
primaires si I'on se référe aux données expérimentales issues de I'aquaculture des
crustacés décapodes (Teshima et al., 1989; Mykles 2010). Enfin les profils de stérols des
algues a thalle d’eau douce sont trés peu connus, exception faite des rhodophytes du genre

Porphyridium riches en cholestérol et donc potentiellement d’intérét (Durmaz et al., 2007).
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OBJECTIFS ET PLAN DE THESE

Objectifs

Ainsi dans les ruisseaux de téte de bassin des régions tempérées, les consommateurs
invertébrés doivent obtenir de I'énergie et des nutriments a partir d'un nombre restreint de
sources de matiére organique, ces derniéres pouvant étre d’origine allochtone ou autochtone.
Si le RCC (river continuum concept, Vannote et al., 1980) insiste sur le caractére prépondérant
des sources de matiéres organiques allochtones dans ces secteurs amonts, le concept
alternatif du RPM (riverine productivity model ; Thorp & Delong, 1994) met, quant a lui, en
exergue l'importance de la production autochtone phototrophe considérée comme plus
assimilable que le matériel détritique. Ces deux concepts s’achoppent sur la prise en compte
de la qualité nutritionnelle des différentes sources disponibles et sur I'aspect paradoxal que
représentent, d’'un c6té des apports massifs de matériel détritique de médiocre qualité
nutritionnelle (Hall et al., 2001) et de l'autre, une production primaire autochtone faible
(équivalente a environ 7% des apports annuels de carbone allochtone) mais de haute qualité
nutritionnelle (Ziegler & Lyon, 2010). Ce paradoxe souligné par de nombreux auteurs (Lau et
al., 2009; Tank et al., 2010; Brett et al., 2017) a également été observé dans d’autres
écosystémes aquatique, tels que les lacs humiques et les annexes fluviales, ou les apports en
matiére organique allochtone sont trés élevés (Berggren et al., 2015). Les résultats des
recherches entreprises dans ces milieux montrent une importante assimilation de carbone
allochtone de la part de microcrustacés planctoniques dés lors que leur couverture en
nutriments essentiels est assurée par I'ingestion complémentaire de microalgues riches en
AGPI et acides aminés particuliers (Solomon et al., 2011; Masclaux et al., 2013; Taipale et al.,
2014). En milieu lotique, les études effectuées trés recemment ont aussi tendance a aller dans
ce sens (Torres-Ruiz & Wehr, 2019). Toutefois le caractére essentiel de la consommation
réguliecre de microalgues par divers macroinvertébrés a rarement pu étre démontré, a
I'exception des données obtenues par Crenier et al. (2017) Confrontés a ces litieres de feuilles
de qualité nutritionnelle variable et aux biofilms épilithiques a développement fluctuant et
saisonnier, les macroinvertébrés des ruisseaux de téte de bassin paraissent développer des
stratégies nutritionnelles compensatoires. Elles reposent sur deux modes de comportement,
'omnivorie sensu stricto et le recours a I'ingestion de microalgues benthiques, 'un n’étant pas
exclusif de l'autre (Lancaster et al., 2005). L'omnivorie intra guilde est un phénomene
complexe qui tend a stabiliser le réseau trophique, mais qui permet aussi de faire face a des
périodes de limitation en nourriture (Lancaster et al., 2005; Wootton, 2017). L’ingestion de

microalgues, surtout pour les taxons spécialisés sur le matériel détritique, semble permettre la
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couverture en AGPI et éventuellement en cholestérol ou stérols a condition toutefois qu'il y ait
une biomasse algale suffisante (Kihmayer et al., 2020) et disponible aux périodes clefs de

leur développement.

Dans ce contexte, I'objectif général de mon travail de thése consacré aux cours
d’eau de téte de bassin était de confirmer I'importance de la production primaire
autotrophe vis-a-vis de I’état nutritionnel de macroinvertébrés appartenant a des

groupes fonctionnels différents. J’ai ainsi souhaité évaluer :

1) Si I'accés a des diatomées benthiques améliore réellement la croissance et la survie
de taxons caractéristiques des ruisseaux de téte de bassin, en lien avec un apport

nutritionnel en AGPI a longue chaine (20:5w3 / 20:4w6) et éventuellement en stérols.

2) Si ces nutriments essentiels bénéficient a la majorité des guildes trophiques de
macroinvertébrés (déchiqueteurs, filtreurs/collecteurs, racleurs) y compris les

prédateurs et s’ils influencent la structure des réseaux trophiques.
3) Dans quelle mesure les apports et les besoins en AGPI a longue chaine et en stérols

pouvaient varier au cours de I’année en fonction de I'ombrage induit par la ripisylve et

les pics saisonniers de litiére et de production primaire autochtone.
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Organisation du manuscrit

Aprés I'exposé des différentes approches méthodologiques utilisées au cours de mes
travaux (Chapitre 1), les principaux résultats que jai obtenus seront présentés dans les
chapitres I, I, IV et V.

Le Chapitre Il est une étude expérimentale menée sur le déchiqueteur Gammarus pulex
et le racleur-brouteur Rhithrogena semicolorata appartenant a deux familles particulierement
abondantes dans les ruisseaux d’altitude du Massif Central. Il s’agit d’un article soumis pour
publication dans le journal Freshwater Biology et intitulé « Microalgal food sources largely
improve macroinvertebrates growth in detritus based-headwater streams: Evidences
from an instream experiment ». Dans cet article nous nous sommes interrogés sur
l'utilisation des principales sources basales par ces macroinvertébrés, lorsque la production
primaire est facilement accessible ou, a 'opposé, nettement réduite dans les secteurs a fort
couvert arborée a la fin du printemps. Nous avons émis I'’hypothése qu’un acceés limité aux
AGPI a longue chaine pourrait constituer une contrainte trophique pour ces deux espeéces,
dont I'importance dépend probablement de leur groupe fonctionnel (FFG) et de leur stade de
développement. De plus si contrainte il y a, celle-ci devrait se manifester par des effets sur la
croissance et éventuellement la survie des individus nayant pas eu accés aux biofilms
autotrophes. Ainsi, nous avons réalisé une expérience dans des conditions semi-naturelles,
en installant de petits canaux de plexiglass dans un ruisseau artificiel et en les exposants soit
a la lumiére naturelle, soit a l'obscurité. Les deux macroinvertébrés ont été placés dans ces
canaux en présence de biofilms épilithiques et de litieres conditionnées selon les deux
situations d’exposition. Nous avons utilisé les signatures isotopiques stables du carbone et de
I'azote et une approche statistique bayésienne afin de déterminer la contribution de chaque
source de matiére organique au régime alimentaire des deux espéces sélectionnées. L'origine
des nutriments essentiels (AGPI et stérols) a été tracée grace a l'analyse isotopiques des
composeés spécifiques (AICS, engl. : CSIA).

Le chapitre Il est un article proposé pour publication dans la revue Hydrobiologia, il
s’intitule « Early spring food resources and the trophic structure of macroinvertebrates
in a small headwater stream as revealed by bulk and fatty acid stable isotope analysis.».
L'objectif principal était de caractériser, au début du printemps avant la reprise de la
végétation, les liens trophiques qui s’établissent entre les différentes sources organiques et
les principaux taxons de macroinvertébrés d’'un petit cours d'eau forestier (ordre 1) situé en
moyenne montagne. J'ai formulé I'hypothése selon laquelle les consommateurs primaires,
ainsi que les invertébrés prédateurs dépendaient a la fois des sources allochtones et des
sources autochtones, mais que les microalgues épilithiques étaient prépondérantes pour

assurer la couverture des besoins en AGPI essentiels. De plus en liaison avec les observations
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récentes de Torres-Ruiz & Wehr (2019), jai souhaité prendre en compte I'importance
éventuelle des bryophytes aquatiques comme ressource autochtone et source alternative
d'AGPI a longue chaine. Les liens trophiques entre les sources basales et les principaux
consommateurs (neuf taxons sélectionnés au total) ont été déterminés a I'aide des signatures
isotopiques (613C et §15N). L'origine et le transfert d'un certain nombre d'AG, dont les AGPI
essentiels, ont été évalués en s’appuyant sur une analyse isotopique des composés
spécifiques (AICS).

Les recherches entreprises sur ce petit ruisseau d’ordre 1 situé dans le massif des
monts Dore ont été poursuivies et sont présentées en frangais dans les Chapitre IV et V, sous
la forme de futurs articles. Les relations trophiques et le transfert des composés essentiels ont
été analysés a trois dates clefs de I'année, le début du printemps (en avril période avec un
couvert végétal non développé), I'été (en juillet avec un fort ombrage induit par une dense
ripisylve de hétres) et 'automne (en novembre, aprés la chute des feuilles). Les objectifs
majeurs étaient d’évaluer les changements éventuels d’utilisation des sources basales en
fonction de leur disponibilité saisonniére chez cinqg espéces de macroinvertébrés de FFG
différents. Dans le chapitre IV, 'accent a été mis sur la provenance et la dynamique des AG
dans le réseau trophique et ses variations saisonniéres possibles. Dans le chapitre V, ce sont
les stérols qui ont été plus particulierement analysés, afin d’appréhender les éventuelles
limitations nutritionnelles saisonniéres que chaque source basale pourrait présenter vis-a-vis
des cing espéces d’'invertébrés sélectionnées.

Aprés I'exposé de ces chapitres le présent manuscrit se termine par une discussion
générale, ainsi que les conclusions et perspectives qui découlent de mon travail, le tout

constituant le dernier chapitre (VI).
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Chapitre 1

Approches méthodologiques
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1 Chapitre 1

Approches méthodologiques

Je présente ici 'ensemble de la méthodologie commune aux quatre études réalisées
dans le cadre de ma thése afin d’éviter les redondances dans les articles et chapitres. Les
procédés méthodologiques propres a chaque étude seront précisés dans les préambules des

chapitres lll a V.

1.1 Conditionnement et traitement du matériel biologique

Quelle que soient les études entreprises, nous avons toujours travaillé sur le méme
matériel biologique a I'exception des bryophytes, prélevées uniquement en milieu naturel sur
le ruisseau d’Anglard. Il s’agissait de la litiere de feuilles, de la Matiere Organique Particulaire
Fine (MOPF soit les particules organiques détritiques entre 1 mm et 0.25 mm), du biofilm
épilithique et des macroinvertébrés.

Nous avons bénéficié de deux laboratoires de terrain pour traiter nos échantillons dans
des délais trés courts : la station biologique de 'UCA a Besse St-Anastaise (63) et le
Conservatoire National du Saumon Sauvage (CNSS) a Chanteuges (43). Les analyses

ultérieures (biochimie, etc..) ont été effectuées dans notre UMR (LMGE).

1.1.1 Les litieres de feuilles et la MOPF

Les feuilles de litiere sont récupérées manuellement et placées dans des glaciéres
remplies d’eau pour le transport. Au laboratoire de terrain, les feuilles sont rincées
délicatement plusieurs fois a I'eau claire, afin d’éliminer les fins débris minéraux et organiques
et les éventuels microinvertébrés méiofauniques. Les feuilles sont réparties en lots
homogénes et congelées a-80°C au LMGE dans I'attente des analyses.

Au laboratoire de terrain la MOPF est récupérée par tamisage du matériel fin déposé
dans les bacs de tri et de séparation des lots de macroinvertébrés prélevés (voir ci-apres). I
s’agit donc de la MOPF entrainée dans les filets Surber au cours de la récolte des
macroinvertébrés dans le ruisseau d’Anglard (Chapitres Il a V) ou de la MOPF accumulée
dans les mésocosmes de plexiglass utilisés au cours de I'expérience en conditions semi-
naturelles (Chapitre IlI). La MOPF est concentrée sur filire GF/C (Wathman™, g = 47mm) en

plusieurs lots conservés a -80°C au LMGE.
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1.1.2 Les Biofilms

En milieu naturel, les biofilms sont échantillonnés par brossage de galets prélevés au
hasard puis rincés a 'eau du cours d’eau. Chaque galet est photographié a c6té d'un réglet-
étalon afin de déterminer ultérieurement la surface brossée grace a un analyseur d’'image
(Image J-Fiji, version 2.0.0-rc68). En conditions semi-naturelles (Chapitre Il), le biofilm est
récupéré sur des carreaux de céramique de surface connue.

Les biofilms en suspension sont ensuite filtrés sur 250 um. Des sous-échantillons sont
fixés au formol (5%) et au lugol afin de dénombrer et déterminer ultérieurement les taxons
microbiens présents. Au laboratoire, le reste des biofilms est concentré sur filtre GF/F

(Wathman™, g = 47mm) préalablement chauffé a 450°C et sont conservé a -80°C.

1.1.3 Les Bryophytes

Seules les mousses immergées du ruisseau d’Anglard ont été collectées. Au
laboratoire de terrain, les plants de mousses sont soigneusement rincés a I'eau claire, afin
d’éliminer les matiéres fines agrégées et les éventuels microinvertébrés. lls sont ensuite

regroupés en lots homogeénes et placés a -80°C dans l'attente des analyses.

1.1.4 Les Macroinvertébrés

En conditions semi-naturelles (Chapitre Il), les deux espéces étudiées Gammarus
pulex et les nymphes de Rhithrogena sont récupérées dans les mésocosmes de plexiglass.
Sur le ruisseau d’Anglard (Chapitre lll, IV et V), la récolte des macroinvertébrés a été effectuée
a l'aide de filets Surber (maille de 250 um) sur un linéaire comprenant les différents faciés
d’écoulement et microhabitats du site (Chapitre Ill). Dans les deux cas, les échantillons sont
placés dans des glaciéres remplies d’eau fraiche et les traitements au laboratoire de terrain
débutent au maximum dans la demi-heure suivante.

Les macroinvertébrés sont alors triés et identifies (voir détails dans les chapitres
correspondants) dans des bacs d’eau froide et répartis par taxon dans de petits récipients de
plastique. Différents lots sont ainsi constitués et ceux destinés a I'examen des tubes digestifs
(8 a 10 individus par taxon) sont fixés a l'alcool 70% le plus rapidement possible. La
détermination des contenus digestifs a été effectuée suivant la technique de Felten et al.
(2008) exposée dans I'Encadré 3. Tous les lots de macroinvertébrés prévus pour les analyses
biochimiques sont laissés a jeun a 4°C pendant une nuit afin d’éliminer la majeure partie du

contenu digestif. Ensuite, les macroinvertébrés de chaque taxon sont répartis en triplicat de

33



cing a sept individus dans des tubes Eppendorf®, instantanément congelés dans de I'azote

liquide puis conservés a -80°C.

1.2 Démarche analytique

1.2.1 Analyse des isotopes stables du carbone (JC"3) et de I’azote (JN'°)

Que ce soit en milieu terrestre ou dans les écosystémes aquatiques I'analyse des
isotopes stables est devenue un outil analytique polyvalent qui peut s’appliquer a des études
de physiologie, d'utilisation des ressources alimentaires, de caractérisation des niches
trophiques et d'estimations des réseaux et niveaux trophiques (Middelburg, 2014). Les
isotopes stables du carbone et de I'azote sont les plus utilisés pour appréhender les flux de
matiére et d’énergie et approcher la structure des réseaux trophiques. Ainsi, les rapports
isotopiques du carbone (§C'®) des producteurs primaires se reflétent dans les tissus des
animaux consommateurs, puis ceux des consommateurs le seront a leur tour dans les tissus
des prédateurs ; le tout en tenant compte, a chaque étape, d’un fractionnement lié aux
processus biochimiques (enrichissement de 0,8 & 1,1%o en C'® par rapport a la nourriture). Les
rapports isotopiques de I'azote (SN'°) peuvent étre utilisés pour estimer la position trophique
d'un consommateur puisque ces rapports isotopiques s’enrichissent en N'° de 1,1 & 3,4%o par
rapport aux sources de nourriture (Middelburg, 2014). Des sources basales, aux
consommateurs et finalement aux prédateurs, I'azote et le carbone circulent donc de concert
et leur analyse est en général couplée. En cours d’eau, I'analyse isotopique peut permettre
une estimation de l'origine (benthique, autochtone, allochtone) du carbone transféré a un
invertébré et de la distance de cet invertébré par rapport sources basales du réseau trophique.

Elle offre ainsi une image de la nourriture réellement assimilée (Majdi et al., 2018).
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Encadré 3 : Analyse des Contenus Digestifs (Felten et al., 2008)

L’examen des contenus digestifs permet une observation un instantanée de
I'alimentation des individus a un niveau d’identification taxonomique élevé, permettant de
compléter les données issues de I'analyse isotopique.

Dans une coupelle avec un peu d’eau distillée, le tube digestif de chaque individu a été
extrait du reste du corps a I'aide d’outils de microdissection. Le contenu du tube digestif est
ensuite dispersé sur une lame de microscope dans une goutte d’eau. Aprés montage entre
lame et lamelle, il est examiné au microscope optique a épifluorescence sous différents
grossissements (X20, X100, X400). La surface approximative relative (%), représentée par
les différents items identifiés a été estimée a partir de I'observation de plusieurs champs
ramenés a la surface totale approximativement couverte par le contenu digestif.

Pour le chapitre Il, les analyses ont été effectuées par Vincent Felten (UMR LIEC, Univ
Lorraine), pour les autres chapitres elles ont été effectuées par mon directeur de thése et
moi-méme.

Les résultats sont présentés sous formes de fréquence d’occurrence (%) et d’abondance
relative (%) en termes de surface approximative de chaque item dans les contenus
digestifs.

Tube digestif d’Odontocerum albicorne Contenu digestif avec vue d’un champ
(observé a la loupe binoculaire) (x400) par microscope optique a
épifluorescence (ZEISS)
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Détermination des valeurs de JC° et de JN'°

Elles ont été réalisées en ftriplicats sur les lots d’échantillons de feuilles (3 a 3,2 mg
MS), filtres GF/F de biofilms, bryophytes (3 a 3,2 mg MS) et de macroinvertébrés (1 a 1,2 mg
MS). Apres dessication a I'étuve a 60°C pendant 48h, ils ont été réduits en poudre fine, pesés
et scellés dans une capsule d’étain. Les analyses ont été effectuées par le laboratoire SINLAB
de I'Université du Nouveau-Brunswick (Canada) sur un analyseur élémentaire couplé a un
spectrométre de masse (Delta Plus — Conflo Il et IV ou Delta Plus XP — Conflo Ill, Thermo
Finnigan®).

Les valeurs obtenues sont normalisées par rapport aux échantillons de référence de
I'Agence Internationale de I'Energie Atomique (IAEA). Ainsi les compositions isotopiques,
exprimées en %o, sont issues de la différence entre les rapports isotopiques de I'échantillon
considéré et de I'’échantillon de référence standard : un fossile de Bélemnite (Belemnitella
americana) des formations calcaires de Pee-Dee (USA) pour le carbone et I'azote

atmosphérique pour I'azote selon les formules suivantes (Jardine et al., 2003) :

13 13
C. : Cc
Pour le carbone : 83 Cscpantition = (55 2chantllon. _ —Zstandarty 5 1000
Céchantillon Cstandart
’ 13 1SNéchantillon 15Nstandart
Pour I'azote : 60> N¢chantitionl = (141\1, ~ Ty ) X 1000

échantillon standart

Le laboratoire SINLAB certifie une précision de mesure de 0,2 %o.

1.2.2 Modéles de mélange

lls permettent d’estimer les proportions des différentes sources basales assimilées par
un consommateur primaire ou les proportions des différentes proies assimilées par un
prédateur, a condition de connaitre assez précisément les sources et les proies potentielles
(Phillips & Koch, 2002). Les modéles classiques de mélange reposant sur des systémes
d’équation a deux inconnues n’offrent pas la possibilit¢ d’analyser plus de trois sources
(Phillips et al., 2014). Les modeéles reposant sur les inférences Bayésiennes s’avérent plus
performants en prenant en compte les incertitudes liées a chaque valeur isotopique ainsi que
celles liées a l'estimation des proportions de contribution de plusieurs sources pour un
consommateur donné. Parmi les programmes développés sous R (MixSIAR model, SIAR),
nous avons choisi la version récente de SIAR, soit le package SimmR (Stable Isotope Mixing
Model in R) de Phillips et al. (2014) d’aprés Parnell et al. (2010). SImmR utilise un algorithme
MCMC (méthode Monte-Carlo par chaines de Markov) qui permet la prise en compte de la

variabilité des sources et des consommateurs ainsi que les facteurs d’enrichissement
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trophique. Nous avons entré dans le modeéle une valeur d’enrichissement en carbone lourd
(A5C™) de 0,5 + 1,3 %o et une valeur de 2,3 + 0,18 %o pour I'azote lourd (ASN™). Il s’agit des
valeurs préconisées par McCutchan et collaborateurs (2003) pour les invertébrés

consommateurs primaires.

1.2.3 Analyse des compositions en Acides Gras des échantillons

L’analyse des AG est un des outils les plus utilisés dans les milieux aquatiques pour
étudier les relations consommateurs-producteurs primaires, ainsi que pour retracer 'origine et
le transfert de la matiére organique dans les réseaux trophiques (Majdi et al., 2018). Si
limportance des AGPI a déja été présentée dans lintroduction de mon manuscrit, les AG
peuvent également étre employés en tant que biomarqueurs et traceurs de ces transferts
(Desvilettes et al., 1997; Dalsgaard et al., 2003). La méthode repose sur l'identification d’AG
spécifiques chez les producteurs primaires ou chez les proies et qui ne sont pas synthétisées
par les consommateurs ou les prédateurs ciblés (Tableau 1.1, ci-contre). La détection de ces
AG spécifiques dans les lipides des consommateurs (ou des prédateurs) permet de mettre en
évidence les voies de transfert. En raison de la diversité de profils d’AG des différents taxons
de microalgues marines et lacustres, cette méthode a été particuliérement employée pour
analyser les relations zooplancton-matiére organique particulaire ou zooplancton-poissons
planctonophages (Ruess &. Miiller-Navarra, 2019). Les travaux de Torres-Ruiz et al. (2007),
Descroix et al. (2010) et de Masclaux et al. (2011) ont montré que cette approche analytique
était également adaptée aux milieux lotiques avec entre autre la possibilité d'utiliser des
rapports d'AG pour améliorer linterprétation des résultats (par exemple, le rapport
16:1w7/16:0 pour caractériser le transfert des AG de diatomées). Les analyses sont réalisées
sur 'ensemble de nos échantillons : feuilles de litiere, biofilms, MOPF, bryophytes (ruisseau
d’Anglard uniquement) et chaque taxon de macroinvertébrés. Les échantillons congelés en
triplicats sont lyophilisés, pesés afin d’estimer la masse seche (MS) et broyés a I'aide d’un
pilon PTFE.
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Tab. 1.1. Acides gras d’intéréts présents dans les sources basales des cours

d’eau.
Groupes Acides gras Caractéristiques Références
AGSc24-c30 Biomarqueur
Plantes Supérieures AGSc21-co9 Biomarqueur Mills et al. 2003
(Litiere) 18:2wW6 Abondant Torrez-Ruiz & Wehr 2010
18:3w3 Abondant
AGPlc16 Abondant
18:2w6 Abondant Dembitsky 1993
Brvophvtes 18:3w3 Abondant Torres-Ruiz et al. 2007
ryophy 20:4w6 Abondant Torres-Ruiz & Wehr 2019
20:5w3 Abondant Klavina 2018
AGPlc22 Abondant
18:1w9 Abondant
Hyphomycetes 18:2w6 Abondant Arce-Funk et al. 2015
18:3w3 Abondant
AG cis.c17 Abondant
Bactéries AGS ramifié (iso et antéiso) Biomarqueur Caudales et al. 2000
hétérotrophes AGS | Bi Dasglaarq et al. 2003
Cyclo lomarqueur Torres-Ruiz et al. 2007
18:1w7 Abondant
: Abondant
Cyanobactéries 16:0 ondan Von Elert et al. 2001
16:1w7 Abondant
14:0 Abondant
16:0 Abondant
16:1w7 Abondant
. ; Desvillette et al. 1997
16:2w4 B
Diatomées 16.2(»7 B!omarqueur Napolitano et al. 1999
(Bacillariophyceae) W !omarqueur Descroix et al. 2010
16:3w4 Biomarqueur Taipale et al. 2013
16:4w1 Biomarqueur
20:5w3 Abondant
16:1w7/16:0 Elevé (~1)
16:0 Abondant
18:1w9 Abondant
Chiorophytes 1652(»6 B!omarqueur A'r\]lgreFtet aI.1 3882
(Chlorophyceae) 16:3w3 Biomarqueur apolitano
16:4w3 Biomarqueur Taipale et al, 2013
18:2w6 Abondant
18:3w3 Abondant
Rhodophytes
(Florideophyceae, 20:5w3 Abondant Torres-Ruiz et al. 2007
Audouinella hermanii)
14:0 Abondant
18:2w6 Abondant
Chrysophycées 18:3w3 Abondant
(Chrysophyceae, 18:4w3 Abondant Klaveness 2017
Hydrurus foetidus) 20:3w6 Abondant
20:5w3 Abondant
22:6w3 Abondant
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Extraction des lipides totaux — Séparation des classes de lipides

L’extraction des lipides totaux est réalisée sur les broyats d’échantillon selon une
optimisation de la méthode de Folch et al. (1987) proposé par Desvilettes et al, (1994). Le
protocole est décrit en détail dans 'Encadré 4. L’extrait de lipides totaux obtenus est conservé
dans 1ml de chloroforme HPLC grade a -80°C. En ce qui concerne les échantillons de
macroinvertébrés uniquement, les lipides totaux sont repris pour étre séparés en lipides
polaires et lipides neutres par chromatographie sur colonne de silice (SPE Strava NH2,
Phenomenex®) (cf. Encadré 5.). Cette séparation est importante pour obtenir, d’'une part les
AG constituant les lipides de réserves (lipides neutres) principalement issus de I'alimentation,
et d’autre part les AG des phospholipides membranaires (lipides polaires) dont la composition
est régulée au niveau cellulaire afin d’adapter la fluidit¢ des membranes plasmiques. Le
maintien des structures membranaires peut ainsi nécessiter la synthése de novo d’AG ou de
dérouter des AGPI (20:5w3, 22:6w3) des lipides neutres vers les lipides polaires, d’ou la
nécessité de prendre en compte ces deux catégories de lipides pour une analyse fine des
transferts d’AG.

Dérivation, séparation et identification/quantification des acides gras

La dérivation des AG en esters méthyliques d’acides gras (EMAG) est la technique la
plus employée pour obtenir des composés volatils pouvant étre séparés et quantifiés par
chromatographie en phase gazeuse (CPG). Les EMAG ont été préparés par trans-
estérification directe des lipides totaux et des lipides neutres et polaires en présence d’un
catalyseur acide (H2SOs). Le détail de la méthode (Koussoroplis, 2010) est présenté dans
'Encadré 6.

Les EMAG sont ensuite injectés dans un CPG Agilent technologies 6850 (Network GC
system, USA) piloté par le logiciel « Instruments GC6850 data analysis » (Agilent
Technologies®) qui réalise I'intégration des pics (Encadré 7). L'identification des EMAG (et
donc des AG) est réalisée par comparaison avec des mélanges d’'EMAG connus issus du
commerce (Sigma-Aldrich®, Supelco® et Larodan ®Inc.) ou préparés au laboratoire. lls sont
injectés régulierement dans le CPG en tant que contréles. Les EMAG sont quantifiés grace a
deux étalons internes (le 13:0 et le 23:0) ajoutés avant la dérivation des AG, permettant ainsi

d’estimer les éventuelles pertes durant la trans-estérification acide.
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Encadré n°4 : Protocole d’extraction des lipides totaux

( Echantillon lyophilisé )

|

Broyage mécanique Solvant
d’extraction
l < 30 ml Chloroforme/

. s . . Méthanol (2/1, v/v)
Bain a sonication

15 min

l

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
! - . . .
| Agitation, Bain marie
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

56°C et 30 min

l

Filtration sur GF/A

*—""’/l Solvant de
( Débrls ) |avage

( Extrait ) 1,5 ml NaCl 0,9%

.,

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

v
—
* A

E Solvant de
| Agitation, Centrifugation solubilisation
|

3000 rpm et 30 min

|
- T, 2 ml Chloroforme !
|

C Phase supérieure > C Phase inférieure ) —————————— |

—

Evaporation sous flux d’azote

Solvant de

l P conservation

Extrait lipidique total 1 ml Chloroforme
Conservation : -80°C

Ce protocole adapté de Folch et al. (1957) a été amélioré au sein du LMGE avec une
seconde extraction des débris et une seconde solubilisation de la phase aqueuse (phase
supérieure), dans le but d’optimiser le rendement d’extraction.
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Encadré n°5 : Séparations des Classes Lipidiques

( Extrait lipidique total>

|

Solvant d’élution

l — 4 ml Chloroforme/2-
propanol (2/1, v/v)

Solvant d’élution

‘/l “— | 4 mlI Diéthylether/Acide

acétique (98/2, v/v)

( Lipides neutres )

\ Solvant d’élution

‘/l 4 ml Methanol
CAcides gras Iibres)
|

( Lipides polaires )

Evaporation sous flux d’azote

Solvant de

«— conservation —

1 ml Chloroforme

(Extrait lipidique neutre) < Extrait lipidique polaire )

Ce protocole, uniquement appliqgué aux extraits lipidiques totaux des
macroinvertébrés, posséde trois phases d’élution permettant de récupérer
séparément les lipides neutres, les acides gras libres et les lipides polaires. Ici, les
acides gras libres sont reversés dans les lipides neutres afin d’obtenir deux classes

lipidiques (neutres et polaires).
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Encadré n°6 : Protocole de méthylation des acides gras

( Extrait lipidique >

|=

Solvant de

réaction

1 ml H2SO4
méthanoliaue

Agitation, Bain sec
70°C et 60 min

|

Refroidissement

Solvant de

lavage
2 ml Eau milliQ

Solvant de
solubilisation

3 ml Hexane

1000 rom et 5 min

-
/”/ 1
-

(Phase inférieure) (Phase supérieur)

Evaporation sous flux d’azote

: Agitation, Centrifugation

Solvant de

conservation
200 pl Hexane

Extrait EMAG
Conservation : -80°C

-
C

R c//
Ce protocole permet de transformer un acide N
gras (R-COOH) en un Ester Méthylique
d’Acide Gras (EMAG, R-COCH,),
présentant une meilleure résolution en GC
(voir ci-contre)
H20

O
+ CHs0OH
OH
.
+ R— C//
AN

42



Encadré n°7 : Séparation et identification/quantification des acides gras

Les EMAG sont injectés sur un GC-FID et un GC-MS (Agilent Technologies 6850 Network GC
system et Agilent Technologies 5975B VL MSD, USA) et sont séparés par le mode opératoire
suivant :

- Colonne capillaire :  Agilent J&W GC column DB-WAX (L = 30m, ¢ = 0.250mm,
épaisseur du film = 0.25um, phase stationnaire polaire =
polyéthylene glycol, température maximale = 250°C).

- Injecteur : Mode SPLIT (1:10)

- Volume d’injection : 1 pl

- Gaz vecteur : Hélium a flux constant (1 ml/min)

- Condition de température : Injecteur = 250°C, détecteur = 260°C

- Programmation des températures du four: 150°C - 250°C a 3°C/min,

250°C maintenue 15min

Ci-dessous : exemple d’un profil chromatographique en GC-FID (a) des lipides neutres de
Baetis lutheri (Ephéméroptére, Baetidae) avec I'identification de chaque pic et présentation des
spectres de masse associés du 16:2w4 (biomarqueur des diatomées) (b) et du 20:5w3 (AGPI
essentiel) (c).

- Etalons internes : 13:0 et 23:0

SIEENTR ad (@) (b)
80 \ / S\ \ / E ]
é,
‘
»a ]
| (©)
[ —S;
. i
E* -
0 ik il
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Contrdle et confirmation des identifications par GC-MS

L’analyse de matrices lipidiques extraites d’échantillons issus du milieu naturel, améne
inévitablement a se trouver en présence d’AG mal ou non identifiés mais aussi d’autres
molécules organiques (alcool gras, alcanes, phénols etc..) principalement présentes dans le
matériel foliaire ou détritique. Pour chacun de nos échantillons en triplicat, un extrait ' EMAG
a été injecté dans un CPG couplé a un spectromeétre de masse (Agilent Technologies® system
5975B VL MSD). Chaque AG ou molécule carbonée inconnue a été identifié par son spectre
de masse par comparaison aux spectres de la banque de données NIST17, a l'aide du logiciel
MSD Chem-Station®. Le site web « lipidhome » (https://www.lipidhome.co.uk/) s’est
également avéré précieux dans l'identification des spectres. En cas de doute persistant, la
molécule a été classée comme non identifiée (NI) ou éliminée (composés issus du relargage

ou « bleeding » de la phase stationnaire de la colonne du CPG).

1.2.4 Analyse des compositions en Stérols des échantillons

L’'importance des stérols pour les invertébrés a été précisée dans l'introduction de ce
travail. Leur intérét en tant que biomarqueurs ou traceurs des flux de matiére est assez
variable, car les invertébrés consommateurs primaires vont chercher a convertir 'essentiel des
phytostérols alimentaires en cholestérol et ne vont conserver que peu de ces phytostérols
(Martin-Creuzburg & Merkel, 2016). Cependant, ces stérols résiduels peuvent s’avérer
intéressants pour caractériser I'ingestion de certaines sources basales complétant ainsi les

données issues des profils d’AG (Taipale et al., 2016).

Obtention et préparation des stérols

Les stérols sont obtenus a partir des lipides totaux extraits selon le protocole décrit
précédemment. Les échantillons sont simplement indépendants de ceux destinés a I'analyse
des AG. L'extrait de lipides totaux est saponifié afin de ne récupérer que la phase
insaponifiable renfermant les stérols et a partir de laquelle ils seront purifiés. Ensuite, ils sont
dérivés en composés silylés volatils (tri-méthyl-silyl-stérols ou stérols-TMS) pour étre analysés
en chromatographie a phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Cette méthode
détaillée dans 'Encadré 8 a 10 est celle de Martin-Creuzburg et al. (2009) et de Vera (2005).

44



Encadré n°8 : Extraction des stérols a partir d’'un extrait lipidique

(Extrait lipidique total)

}

Evaporation sous flux d’azote Solvant
d’extraction

< 2ml KOH

méthanolique 0,2
mol/L
Agitation, Bain sec
70°C et 60 min

Refroidissement sur glace Solvant de

lavage

<
<

1 ml Eau milliQ

Solvant de
solubilisation

I
|
I | |
| Agitation, Centrifugation | diethylether !
| | :
|
|

A

3 ml Hexane-
3000 rpm et 30 min (9:1, viv)

CPhase supérieure) ( Phase inférieure)

Evaporation sous flux d’azote

Solvant de

<

Extrait de stérols totaux
Conservation : -80°C

conservation
100 pl Hexane

L’extrait lipidique est saponifié a I'aide d’'une solution de KOH méthanolique a 0,2
mol/L. La réaction est optimale a 70°C pendant 60 min. Les stérols sont récupérés
dans la phase inférieure insaponifiable (aprés centrifugation). La phase aqueuse
ainsi que la phase supérieure saponifiable sont solubilisées une deuxiéme fois afin
d’optimiser le rendement d’extraction des stérols.
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Identification et quantification des stérols

L’intégration des pics de stérol-TMS a été effectuée avec le logiciel Agilent
Technologies « MSD ChemStation® ». Comme pour les AG nous avons utilisé la banque de
données NIST17 pour l'identification des spectres de masse et un lot de différents stérols-TMS
standards (Sigma-Aldrich) a permis d’identifier les plus courants (campestérol, 3-sitostérol,
cholestérol, etc..). De plus, ces standards de stérols-TMS ont été utilisés pour élaborer des
gammes d’étalons externes de concentrations différentes, nécessaires a la quantification de
chaque stérol présent dans un échantillon naturel. Chaque quantité estimée a été réajustée,

a l'aide d'un étalon interne, le 5-a-cholestane ajouté lors de I'extraction des lipides totaux.

Encadré n°9 : Silylation

( Extrait de stérols totaux) Solvant de
réaction

— 150 pl BSTFA

150 pl Pyridine

Agitation, Bain sec
60°C et 60 min

¥

Refroidissement sur glace

Evaporation sous flux d’azote

Solvant de

PEENENESSES——— conservation

A 100 pl Hexane

Extrait de stérols-TMS
Conservation : -80°C

Les stérols sont dérivés pour une meilleure F F
discrimination des pics lors de leur passage ‘

au GC-MS. Cette dérivation est une silylation N /I y SHOlele
entre la fonction alcool (-OH) du stérol et la R—OH + N 0
fonction trimethylsilyl (-(CH,),Si) du BSTFA l

(voir ci-contre).

F F
La Pyridine est le catalyseur additionné (CHg)sSi I
pour maximiser la réaction qui se réalise Y/

a 60°C pendant 60 min. R—O— Si(CHs)s + N OH
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Encadré n°10 : Séparation et identification des stérols

Les stérols-TMS sont injectés sur un GC-MS (Agilent Technologies 6850 Network GC system et Agilent
Technologies 5975B VL MSD, USA) et sont séparés selon le mode opératoire suivant :

- Colonne capillaire: Agilent J&W GC column HP-5MS (length 30m, diameter
0.250mm and film 0.25um, phase stationnaire = (5% phenyl)-
methylpolysiloxane, température maximale = 325°C

- Injecteur : Mode SPLIT (1:10)

- Volume d’injection: 2 pl

- Gazvecteur: Hélium a flux constant (1 ml/min)

- Condition de température : Injecteur = 325°C, détecteur = 325°C

- Programmation des températures du four: 150°C maintenue 1min

150- 280°C a 15°C/min
280-320 a 2°C/min

Ci-dessous en (a), un profil chromatographique des stérol-TMS d’un biofilm épilithique avec
identification des pics et leur degré de sureté d’identification (base de données NIST17). En (b), spectre
de masse associé pour le stigmastérol. L'étalon interne était le 5a-cholestan (), additionné au
moment de I’extraction des lipides totaux.

_'I1I‘ TIC: T45_BL_2_ST Dicata s (a)

Résultats de la banque de données - NIST 17 :

E3[1) 12.302 - 5a-cholestan - 98%
[2) 12.716 - 1-hexacosanol-TMS - 49%
o [3] 12.983 - Besenamine-4-Octyle-N-(4octylephenyl) - 99%
20000 [4) 15.143 - Cholesterol-TMS - 99%
[5] 15.665 - Ergosta-7,22-dien-3-ol (3p-22E) - 38%
[6] 16.347 - Ergosta-5-ene-3,25-diol-2-TMS - 43%
[7] 16.421 - Campesterol-TMS - 97%
[8] 16.829 - Stigmasterol-TMS - 93%
[9] 17.587 - p-sitosterol-TMS - 97%

15)
3 (4)
)

@ (6 [7)
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1.2.5 Analyse isotopique des acides gras et des stérols

L’Analyse Isotopique des Composés Spécifiques (AICS ou engl. : CSIA) par GC-C-
IRMS (Gas Chromatography-Combustion-lsotope Ratio Mass Spectrometry) mise au point au
milieu des années 1990 permet de combiner I'utilisation des biomarqueurs organiques et
I'analyse isotopique du carbone des biomarqueurs (Hayes, 2001). Appliquée aux AG et sous
certaines conditions, elle offre la possibilité de remédier au manque de spécificité de certains
AG en déterminant leur composition isotopique, a condition que les organismes les produisant
aient des signatures de §C™ bien distinctes (Bec et al., 2011). Le méme raisonnement vaut
pour les stérols, bien qu'ils aient fait 'objet de trés peu d’analyses de ce type (Treignier et al.,
2009). A l'origine, I'idée centrale de I'AICS appliquée a I'étude des réseaux trophiques sous
entendait que les nutriments essentiels (AGPI ou Stérols) enregistraient un fractionnement
isotopique minime lors d’'une transition trophique puisqu’ils étaient censés connaitre peu de
transformation lors des processus de digestion et d’intégration dans les tissus. Or a I'heure
actuelle, il est bien démontré qu'il existe un fractionnement incompressible en défaveur du C™
allant de 0,4%o0 a 4%o au cours du transfert trophique des stérols (Treignier et al., 2009) et des
AG, AGPI compris (Bec et al., 2011; Gladyshev et al., 2014). |l existe, en outre, une variabilité
intermoléculaire des valeurs de §C' au sein d'un méme organisme qui peut étre relativement
élevée, puisqu’elle est liée aux carbones utilisés pour synthétiser des AG de novo ou pour
allonger des AG alimentaires (Twining et al., 2020). Ceci posé lorsque les sources organiques
basales sont bien séparées et présentent des rapports isotopiques suffisamment éloignés,
'AICS permet d’élucider des voies de transfert ou de révéler un découplage entre I'origine de
composés essentiels et l'origine de la matiére organique dans son ensemble (ou bulk)
assimilée par divers consommateurs (Koussoroplis et al., 2010). En milieu lotique, les feuilles
d’arbres en raison de la photosynthése en C3 ont des signatures de §C' < -30%o ce qui les
distinguent de la production primaire autochtone et notamment des diatomées (photosynthése
analogue au type CAM) qui présentent des signatures plus enrichies en C'*, de 'ordre de -
25%o (Middelburg, 2014). L’AICS peut donc s’appliquer avec des chances raisonnables de
succes dans ces milieux. Nous avons donc choisi de I'employer afin de mieux discriminer
lorigine des AG essentiels et des stérols chez les consommateurs invertébrés, mais
également afin de compléter et d’affiner les résultats issus des analyses isotopiques de

'organisme entier.
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Détermination des valeurs de JC'3 des échantillons d’acides gras et de stérol

L’AICS a été réalisée sur les EMAG et les stérols-TMS des échantillons des chapitres
Il et lll. Les analyses ont été effectuées par le laboratoire Stable Isotope Facility (SIF) du
département des sciences végétales de I'Université Davis en Californie (UC-Davis, USA).
Cependant, nous avons auparavant défini avec le Dr Yarnes responsable de la plateforme

analytique :

- Le degré de précision analytique voulu,
- Les colonnes chromatographiques a utiliser (phase identique aux nétres)
Type FFAP pour les EMAG soit une DB-FATWAX

Type apolaire pour les stérols-TMS soit une DB-5ms Ultra Inert

Connaissant les programmations de températures des CPG utilisés par le Dr Yarnes, nous
avons pu : (i) vérifier avec notre spectrométre de masse I'absence d’erreur d’identification de
composes, (ii) identifier ceux que le laboratoire SIF avait classé comme inconnus avec leur
valeur de 6C™3. Les EMAG ou les stérols-TMS ont été injectés dans un chromatographe Trace
GC 1310 Ultra (Thermo Electron®) couplé a un spectrométre de masse - analyseur de ratio
isotopique Thermo Finnigan MAT 253 IRMS via un GC IsoLink Il a interface de combustion.
La combustion des composés s’est déroulée a 1000°C avec un catalyseur NiO/CuO, afin de
libérer leurs carbones.

Une fois les valeurs de fractionnement des EMAG et des stérols-TMS recues et les
vérifications d’identification effectuées, ces valeurs ont été corrigées afin de tenir compte du

fractionnement qui s’est déroulée lors de la phase de dérivation des AG et des stérols.

La valeur de 6C'*des AG est donc calculée avec la formule suivante :

[(m+1) X 63Cepyac — 6 Crpeon) — 1
n

853 Cy6 =

Ou 6"Cac correspond a la valeur recherchée de I’AG avant la méthylation, §"*Ceuac a la valeur
obtenue pour son ester méthylique, 6"*Cwueon & la valeur de fractionnement du méthanol utilisé

pour méthyler 'AG et n représente le nombre d’atomes de carbone de I'AG en question.
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La valeur de §C"® des stérols est calculée differemment avec la formule suivante :

53¢ _ [(ncstérol—TMS X 613Cstérol—TMS) - (3 X 613TMS)
stérol —

nCstérol

Ou 6"™Cstero représente la valeur recherchée du stérol, 6"Csterortus €t 6'°Crus les valeurs
respectivement obtenues de §'*C du stérol-TMS et du BSTFA utilisé pour la silylation et qui
introduit 3 atomes de carbone, n est le nombre d’atomes de carbone du stérol en question et

de son stérol-TMS correspondant.
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Chapitre 2

Importance des biofilms autotrophes vis-a-vis de la croissance
des macroinvertébrés des ruisseaux de moyenne montagne :

approche expérimentale
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2 Chapitre 2

Importance des biofilms autotrophes vis-a-vis de la croissance des macroinvertébrés

des ruisseaux de moyenne montagne : approche expérimentale

2.1 Préambule

Les travaux de recherche présentés dans ce chapitre ont été financés par le projet
EC2CO (INSU-CNRS) IFODPSYLO 2018-2019. L’étude a été menée en collaboration avec
'UMR 7360 (LIEC) de I'université de Lorraine.

Présentation du site et précisions méthodologiques

L’expérimentation et le pré-traitement des échantillons ont été effectués sur le site du
Conservatoire National du Saumon Sauvage (CNSS) situé a Chanteuges (Haute-Loire, 43) en
bordure de la confluence de la riviere Desges et du fleuve Allier. Le CNSS a mis a notre
disposition une salle expérimentale avec congélateur, une chambre froide et leur bief artificiel,
issu d’'une prise d’eau a débit contrdlable de la Desges.

Les mésocosmes ont été installés dans le bief. |l s’agissait de six canaux de plexiglass
transparent (L = 1,25 m ; larg = 0,25 m ; h = 0,20 m) munis de trappes d’entrée et de sortie
d’eau (maille de 250 um) et d’'une trappe dorsale de manipulation pouvant étre équipée d’'un
piege a émergence. Trois mésocosmes ont été exposés a la lumiére naturelle et trois ont été
placés a la pénombre sous une bache opaque tendue de part et d’autre des berges du bief
(Photos 2.1). Aux levés et coucherx du soleil, une faible luminosité (lumiére incidente rasante)
a pu occasionnellement parvenir aux mésocosmes par I'amont ou I'aval de la bache, le bief
étant orienté Est-Ouest.

La qualité de I'eau du bief (donc celle de la Desges) a été contrélée pendant la durée
de I'expérience (normes AFNOR- sous traitte a CARSO-CAE®). Ce cours d’eau qui a un
bassin versant de 140 km? & Chanteuges est de trés bonne qualité biologique (au sens DCE),
mais oscille entre « bonne » et « trés bonne » pour les teneurs en phosphore et nitrates (SAGE
Ht-Allier) (Tableau 2.1)
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Tab. 2.1. Concentrations en N et P de I'’eau du bief pendant I’expérience.
Les conditions sont faiblement mésotrophes selon la classification de Dodds
& Smith (2016)

Dodds & Smith, 2016 Desges (bief du CNSS)
Variable (unit)  Oligotrophic Mesotrophic | Eutrophic 19.06.2018  03.07.2018 11.07.2018  Moyenne
Total N (ug/l) <700 700-1500 >1500 677-718 722-763 722-763 707-748
Total P (ug/l) <25 25-75 >75 28 29 27 28

Déroulement de la phase expérimentale

L’expérience s’est déroulée en deux phases (Figure 2.1). Une premiéere phase de 35
jours qui a débuté par la mise place de carreaux de céramique dans les mésocosmes,
permettant d’amorcer le développement des biofilms (sous lumiére naturelle ou a I'obscurité).
Les feuilles d’aulne (Alnus glutinosa) ont été ajoutées au bout de 10 jours, regroupées dans 4
sacs a grosse maille (1 mm) contenant chacun 6 g (MS) de feuilles séches récoltées I'automne
précédent. Le fond des mésocosmes, sous les carreaux de céramiques, a été préalablement
recouvert d’un lit de gravier de quartz d’aquariophilie pour servir de refuge aux futurs
invertébrés. Aprés 25 jours supplémentaires, le conditionnement des litieres et le
développement des biofilms autotrophes a été jugé suffisant pour démarrer la phase 2 de suivi
du développement des deux macroinvertébrés.

Nous avons choisi deux taxons abondants et représentatifs des ruisseaux de téte du
bassin versant de la Desges, le broyeur/déchiqueteur Gammarus pulex (Crustacé Amphipode,
f. Gammaridae) et le racleur/brouteur Rhithrogena semicolorata (Ephéméropteres, f.
Heptageniidae). Les caractéristiques de ces deux arthropodes sont présentées dans I'annexe
1. lls ont été récoltés sur un ruisseau affluent et sur la partie haute de la Desges. Nous avons
constitué six lots homogénes de 100 gammares (Lcorps: 4 @ 6 mm) et de 43 larves-nymphes de
Rhithrogena toutes aux derniers instars de développement (5 mm < Lcorps sans les cerques < 7 Mm).
Les lots ont été placés dans les mésocosmes et I'expérience s’est déroulé du 20 juin au 11
juillet. Le protocole d’entretien, le suivi et les prélévements sont exposés dans la section

Materials and methods de l'article ci-apreés.
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Résumé de I'étude

1. Dans les ruisseaux forestiers de téte de bassin versant, les ressources organiques
de faible abondance comme les microalgues épilithiques ont un réle majeur en raison de leur
teneur en longs acides gras polyinsaturés (AGPI) indispensables au développement des
macroinvertébrés. Sachant que certains groupes de microalgues contiennent également des
stérols en adéquation avec les besoins nutritionnels des invertébreés, il est nécessaire de
s'interroger sur l'utilisation des différentes ressources basales par les consommateurs
primaires lorsque la production primaire est limitée par le couvert végétal, tel qu'en période

estivale.

2. Dans cette étude nous avons cherché a comprendre comment, en période de
développement accru (fin du printemps), deux espéces communes de macroinvertébrés
(Gammarus pulex et Rhithrogena semicolorata) utilisaient les ressources organiques
disponibles en fonction d’un accés limité ou non a des biofilms épilithiques autotrophes.
L’accent a été mis sur l'origine du carbone et des lipides essentiels (AGPI, stérols) assimilés
par les deux espéces et sur I'effet de ces composés sur leur survie et leur croissance. Pour
cela une expérience a été conduite sur un bief de cours d’eau a I'aide de petits mésocosmes

exposeés, soit a la lumiére naturelle, soit a I'obscurité.

3. En présence de biofilms autotrophes (mésocosmes exposés a la lumiére), les deux
espéces ont connu une croissance significativement plus élevée que dans les mésocosmes
placés a I'obscurité. Chez R. semicolorata, la survie des nymphes et les taux d’émergences

des imagos ont été positivement affectés par I'accés aux biofilms autotrophes.

4. Grace a l'analyse des isotopes stables (6"°C & §'°N) et I'utilisation d’'un modéle de
mélange SIAR, il a été démontré qu’en conditions d’obscurité les deux macroinvertébrés
avaient les mémes positions trophiques et assimilaient du carbone d’origine détritique,
principalement sous formes de fines particules végétales issues de feuilles de litiere
dégradées. En condition d’exposition a la lumiéere, 78 % du carbone assimilé par les nymphes
de R. semicolorata provenait de biofilms autotrophes et le restant de fines particules
organiques (MOPF). G. pulex obtenait a parité, 'essentiel de son carbone a partir des MOPF

et des biofilms, la litiére n’étant qu’une source d’alimentation secondaire.

5. Les résultats des analyses isotopiques (§'°C) menées sur les acides gras et les
stérols (AICS), ont permis de montrer que le racleur R. semicolorta dépendaient totalement

des biofilms autotrophes pour la couverture de ses besoins en acides gras et stérols
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alimentaires. Le manque de longs AGPI (20:5w3 & 20:4w6) disponibles en quantité suffisante
est apparu comme une contrainte écologique majeure lorsque ces éphéméroptéres étaient
confrontées, en conditions d’obscurité, a I'absence de biofilm autotrophe suffisamment

développé.

6. Les résultats obtenus étaient plus contrastés pour le broyeur G. pulex. Les sources
détritiques étaient quantitativement importantes pour ces amphipodes en termes
d'approvisionnement en carbone et en stérols, quelque-soit les conditions testées. Concernant
qualité nutritionnelle, les microalgues semblaient étre une source d’alimentation
complémentaire plutét collectée dans la fraction détritique fine, mais cependant essentielle

pour couvrir une grande partie de leurs besoins en 20:5w3 & 20:4w6.
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2.2 Article soumis (dans Freshwarter Biology)

Title: Microalgal food sources greatly improve macroinvertebrate growth in detritus-based

headwater streams: Evidence from an instream experiment

Authors: Tiphaine Labed-Veydert', Michael Danger®>*#, Vincent Felten?, Alexandre Bec',

Martin Laviale?, Maria Cellamare®, Christian Desvilettes’

! Université Clermont Auvergne, UMR CNRS 6023, Laboratoire Microorganisme, Génome,

Environnement, Impasse Amélie Murat, 63170 Aubiére

2 Université de Lorraine, CNRS, LIEC, F-57000 Metz, France
3 Institut Universitaire de France (IUF), Paris, France

* LTER-Zone Atelier Moselle, Metz, France

® Phyto-Quality, Paris, France

Key words: Headwater streams, Nutritional quality, Compound-Specific Stable Isotopes,

Epilithic biofilms, Gammarus pulex, Rhithrogena semicolorata

61



Introduction

In temperate regions, stream invertebrates obtain energy from a limited number of
organic sources defined as allochthonous (e.g. leaf litter from riparian vegetation) or
autochthonous (epilithic and periphytic biofilms) (Allan & Castillo, 2007). The dynamics of
organic matter sources in the overall functioning of a whole ecosystem can be represented by
two models: the river continuum concept (RCC: Vannote et al.,1980), which emphasizes the
predominance of allochthonous terrestrial sources, and the riverine productivity model (RPM:
Thorp & Delong, 1994), which stresses the importance of autochthonous phototrophic
production, which is easier to assimilate than detrital material (Thorp et al., 2006). However, in
forested headwater streams, the RPM is a priori countered by the amount of litter falling
annually into the streambed. This constitutes more than 80% of the instream carbon flow (Hall
et al., 2001), while autochthonous primary production remains low, rarely exceeding 7% of the
annual supply of allochthonous carbon (Ziegler & Lyon, 2010). While leaf litter, and organic
particles resulting from its degradation, is the predominant food source in headwater streams
(Collins et al., 2016), it is considered to be of poor nutritional quality (Danger, 2020). This
paradox, highlighted by many authors (see in Tank et al., 2010), must be tempered by the
characteristics of the tree species producing the leaf litter (Foucreau et al., 2015). Nitrogen-
fixing species, such as black alder, offer amino acid-rich leaves that are rapidly colonised by
microbial decomposers (Cotté & Dawson, 1986) and appear to cover the protein requirements
of most macroinvertebrate shredders. However, one of the major limitations of leaf litter
nutritional value is the lack of long chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs) 20:5w3,
20:4w6 (Torres-Ruiz et al., 2007; Brett et al., 2017) and the questionable digestibility of leaf
cuticles, where the majority of potential essential phytosterols are embedded (Ren et al.,
2017). While microorganisms that colonize submerged leaves increase their nutritional quality
by reducing stoichiometric imbalances (Danger et al., 2013), they do not increase LC-PUFAs
levels, which remain limited to the presence of 18:2w6 and 18:3w3 compounds (Torrez-Ruiz
et al., 2007). Ergosterol produced by litter hyphomycetes can also be used to produce
cholesterol by macroinvertebrates (Martin-Creuzburg & Merkel, 2016), although its
dealkylation is poorly documented in streams (Mondy et al., 2014). Over the last decade,
studies of numerous aquatic invertebrate species have highlighted the importance of dietary
LC-PUFAs (20:5w3, 20:4w6) for their survival, somatic growth and reproduction (Ahigren et
al., 2009; Aguilar et al., 2012; Guo et al., 2016a; Crenier et al., 2017). 20:4w6 and 20:5w3 are
considered "essential nutrients" in the sense that their bioactive nature has a positive effect on
invertebrate growth or other biological responses (Tocher et al., 2019). The capacity of
macroinvertebrates to synthesize LC-PUFAs in rivers has not been widely studied, but is

considered to be limited (Torres-Ruiz et al., 2019). LC-PUFAs are absent from riparian
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vegetation, and are particularly abundant in aquatic primary producers such as epilithic
diatoms in headwater streams (Cashman et al., 2013; Honeyfield & Maloney, 2015). Knowing
that diatoms can also contain sterols in sufficient nutritional quantity for some aquatic
invertebrates (Gergs et al., 2015), microalgae can be considered as a high nutritional quality
resource. Macroinvertebrates are therefore expected to recover most of their essential lipid
compounds, or even most of their carbon, from microalgae (Brett et al., 2017). As a result, it
has been shown that several species of stream invertebrates consume and assimilate algae
(Torres-Ruiz et al., 2007; Guo et al., 2018). Consumption of EPA-rich microalgae can improve
somatic growth in both invertebrate shredders and grazers (Guo et al., 2016a; Crenier et al.,
2017), provided there is sufficient algal biomass (Kihmayer et al., 2020). This last condition is
important because shading can severely limit biofilm growth, in turn limiting invertebrate
access to sufficient levels of LC-PUFAs (Hill et al., 2001; Honeyfield & Maloney 2015). It is
therefore necessary to question the utilisation of resources when primary production is
temporally limited or markedly reduced in forested streams (Alberts et al., 2018; Torrez-Ruiz
et al., 2019). It can be hypothesized that most of the carbon and fatty acids (FA), or even
sterols, are derived from microalgae when epilithic biofilms and/or litter biofilms are well
developed. This hypothesis was recently confirmed by Kiihmayer et al., (2020). If biofilms are
limited, allochthonous sources would be more important in terms of carbon supply, with
microalgae being a secondary food source. Limited access to LC-PUFAs could then become
a trophic constraint for macroinvertebrates, the importance of which probably depends on their
functional feeding group (FFG) and stage of development.

In this context, the aim of our study was to evaluate the use of allochthonous and
autochthonous organic sources by two macroinvertebrates species commonly found in
temperate headwater streams, and belonging to contrasted FFGs: the amphipod shredder
Gammarus pulex and the scraper-grazer Rhithrogena (semicolorata-group Heptageniidae). An
experiment was carried-out in early summer in semi-natural conditions, using instream
mesocosms placed either under natural light or dark conditions thereby enabling the
development of autotrophic or heterotrophic biofilms, respectively. Our main objectives were
1) to understand the origin of carbon and essential lipids (LC-PUFAs, sterols) assimilated by
the two species according to their access or not to autotrophic biofilms, and then 2) to assess
the impact of essential lipids on their growth and development. We used stable isotope ratios
(6"C and 6'°N) and a Bayesian statistical approach to distinguish the relative contributions of
organic matter sources to the bulk carbon assimilated by both species. Assuming that §'*C
values differ sufficiently between organic sources, it is possible to reveal the relative influence
that different sources have on the assimilated diet of consumers (Caroll et al., 2016). To trace

the origin of PUFAs and sterols, we used stable compound-specific isotope analysis (CSIA).
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Materials and methods

Experimental devices and procedures

The experiment was performed from 20 June to 11 July 2018 on a reach of the Desges
River, a fourth-order stream located in the French Massif Central (Alt: 511m; 45°4'43.84"N -
3°31'55.57"E). The reach (depth: 0.5 m; width: 1.40 m) was equipped with a sluice gate to
control flow rate. Six small mesocosms were installed in the reach: three were exposed to
natural light whereas the other three were kept in the dark using an opaque tarp stretched
across the reach. The reach water quality was monitored during the survey using AFNOR
guidelines (AFNOR, 1990). Its physico-chemical characteristics were as follows: pH = 7.2,
Silicate = 11.4 £ 0.4 mg.L™", Pita = 28 + 1ug.L™ and Nyt = 725 + 25 ug.L™". Data loggers
(HOBO™) were used to record the level of light and the temperature inside the flumes and in
the reach every hour throughout the experiment.

The mesocosms, manufactured by AOT-Plastics® (Thiers, France), comprise a
plexiglass flume (LxWxH: 1x0.25x0.25m) fitted with two movable grids (mesh sizes: 250 ym)
for water inlet and outlet and a dorsal hatch that can be fitted with an emergence trap. For our
experiments, the bottom of the flume was covered with quartz gravel for invertebrate shelter
and ceramic tiles (10 x10 cm) were placed on the gravel to allow autotrophic (light conditions,
LC) or heterotrophic (dark conditions, DC) biofilm to develop over a period of three weeks.
Four coarse-meshed litter bags (mesh size 10 mm), each containing 6 grams of dry Alder
leaves (Alnus glutinosa; harvested the previous fall) were also implanted in each flume to be
microbially-conditioned over the three-week period.

On the day before the start of the experiment, Gammarus pulex were collected from a
small tributary of the Desges river and Rhitrogena semicolorata nymphs were collected from
the upstream part of the Desges river. The macroinvertebrates were separated into six groups
containing 100 G. pulex of homogeneous size (4.94+0,99 mm) and 43 R. semicolorata nymphs
in similar stages with developing wing pads. At TO, a batch of 100 G. pulex and 43 R.
semicolorata was introduced into each mesocosm. Maintenance of the flumes was carried out

every two days and R. semicolorata emerged imagos were counted every three days.

Sampling

Sampling of basal sources was carried out at the beginning (T0: June 20) and at the
end (T20: July 9) of the experiment. For each replicate, leaf material in the flume was removed
from two litter bags and rinsed to remove fine debris and potential micro-invertebrates. Sub-
samples of leaf material were used for lipid and stable isotope analysis and stored at — 80°C.

The fine shredded leaf debris were sieved through a stack of filters with different mesh sizes,
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yielding the fine particulate organic matter FPOM (fraction 0.10 to 2 mm). FPOM was
concentrated on a GF/A filter and frozen at -80°C prior to further analysis. In each replicate
flume, ceramic tiles were taken at random and scraped with a toothbrush in order to recover
the biofilm microorganisms. During the experiment, a biofilm gradually developed on the
plexiglass walls in LC only and was collected from a 169 cm? wall surface on each LC flume.
The biofilms were divided into sub-samples, half of which was filtered on GF/F filters and frozen
at -80°C prior to further analyses, and the other halffixed with a lugol solution for microalgae
identification and enumeration.

At TO, an initial batch of macroinvertebrates, similar to those introduced into the
plexiglass flumes, was kept for analysis. One subsample of 30 G. pulex or R. semicolorata
was fixed in 70% ethanol to determine initial size measurements. Three triplicates of 10 G.
pulex and 5 R. semicolorata were frozen at -80°C prior for lipid and stable isotope analysis
(SIA). At the end of the experiment (T20), all the invertebrates were collected from each flume,
counted and separated into sub-samples. Depending on the number of survivals, G. pulex
(DC: 3x8; LC: 3x10) and R. semicolorata (DC: 3x4; LC: 3x4) were fixed in 70% ethanol to
determine their respective final sizes and gut contents. In both tested conditions the remaining
macroinvertebrates were kept for 24 hours in filtered reach water to empty their digestive
tracts, divided into triplicates of 3 to 5 individuals each, and frozen at -80°C prior to SIA and

lipid analysis.

Survival and macroinvertebrate growth analysis

Survival was calculated from living invertebrates collected at the end of the experiment
minus sampled individuals or emerged subimagos (in the case of R. semicolorata). G. pulex
were photographed under a stereomicroscope (x6 to x40 magnification) in their curved state.
Length was recorded from the base of the first antenna to the base of the telson using
SigmaScan Image Analysis Version 5.000 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA,; linear state = 0.88 x
curved state [mm]; r? = 0.98). Total body length of R. semicolorata (not including cerci) was

measured under a stereomicroscope.

Basal sources

Leaf mass remaining in each bag (n=4) was weighed and compared to the initial mass
placed in the litter bags. Leaf litter decomposition rates (k) in both treatments were estimated
using an exponential model (m, = mo x e™*'), where m; is the leaf mass remaining at t (T20) and
mo is the initial leaf mass. The counting of biofilm microalgae and taxonomic identification were

undertaken using an inverted microscope following the Uterméhl method. Cell measurements
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were carried out using a digital camera and an image analyser software (Zen 2, Zeiss) and the

results were expressed in terms of biovolume (um?3.cm™).

Macroinvertebrate diet analysis

The diet composition of both species at the end of the experiment was determined by
gut content analyses using the method of Felten et al. (2008). Briefly, foregut contents were
placed into a drop of water on microscope slides, homogenized, then examined at different
magnifications from 100x to 400x to assess the approximate percentage by area of the six
items recorded : (i) animal matter, (ii) FPOM (fine amorphous detritus lacking well-defined
cellular structure), (iii) diatoms, (iv) filamentous algae, (v) CPOM (coarse particulate organic

matter: mainly leaf detritus with brownish palisade cell layers), and (vi) small mineral particles.

Bulk stable isotope analysis

All samples for bulk stable carbon and nitrogen isotope analysis were oven-dried at
60°C for 24h-48h, then ground, homogenized, and weighed in a tin capsule. Samples were
prepared in triplicate for each condition and injected into a Carlo Erba NC2500 Elemental
Analyzer linked to a Finnigan Delta Plus Mass spectrometer. Isotopic ratios were presented
as § values (%o) expressed relative to the atmospheric N2 and Vienna PeeDee Belemnite for
nitrogen and carbon, respectively. Analytical precision (based on the standard deviation of
replicates of internal standards) was never > 0.4%. and 0.23%. for nitrogen and carbon

respectively.

Lipid analysis: FA and sterols

All samples were freeze-dried before lipid analysis. The FA composition was
determined from total lipids (TL) for basal organic matter sources and from neutral lipids
(NLFA) and polar lipids (PLFA) for G. pulex and R. semicolorata nymphs. Lipids were extracted
and when necessary fractionated using pre-packed silica columns (SPE Strata NH2
Phenomenex®) following the methods described by Koussoroplis et al. (2010). FAs from lipid
extracts were converted into FA methyl-esters (FAME) by acid-catalyzed transfersterification
(Koussoroplis et al., 2010). FAME were separated and analyzed using an Agilent 6850 gas
chromatograph equipped with a J&W DB-WAX capillary column (Agilent, 30 m x 0.25 mm).
Individual FAME were identified by comparing retention times with certified commercial
standard mixtures and quantified using 13:0 and 23:0 as internal standards. The identification
of all peaks was confirmed or refined using an Agilent 6850 GC coupled to a 5975B Agilent
Mass Spectrometer. FAME Spectra separated with a DB wax column were identified using our

own spectrum library and the reference libraries and databases available (NIST/NBS;
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lipidhome). Analysis of the sterols was undertaken using total lipid extracts obtained from the
macroinvertebrate samples and from basal sources. Lipids were saponified with 0.2 mol.L
methanolic KOH. Then, the unsaponifiable material was extracted with hexane - diethyl ether,
following the detailed procedure of Gergs et al. (2015). After derivatization by silylation, sterol
TMS ethers were analyzed by GC-MS using an Agilent 6850 GC coupled to a 5975B Agilent
mass spectrometer and equipped with a J&W HP-5MS (Agilent, 30 m x 0.25 mm) capillary
column. Each sterol was identified by its mass spectrum and quantitation was carried out using
5a-cholestane as an internal standard and calibration curves generated for our different

laboratory standard sterols.

Compound-Specific Isotope Analysis (CSIA)

The stable carbon isotope signatures (§'*C values) of FAME and sterol TMS ethers
were determined using a Thermo Trace 1310 GC interfaced with a Thermo Finnigan MAT 253
IRMS via a GC IsoLink Il combustion interface. FAME were separated using an Agilent DB-
FATWAX capillary column (30m x 0.25mm ID x 0.25 mm film) while sterol TMS ethers were
separated in a nonpolar DB-5ms capillary column (60m x 0.25mm ID x 1 mm film). All the
isotope values were reported using the § notation relative to the Vienna PeeDee Belemnite
(VPDB) reference standard. The measured §'°C values were corrected by isotopic mass
balance for contributions of carbon incorporated during derivatization of FA and sterols. FAME

5"3C values were corrected using the formula:

[(m+1) X 6B3Crape — 63 Cryeon] — 1
n

613 Cra =

where §"Crave and §"®Cueon are the §'3C values of the measured fatty acid methyl ester and
methanol used during methylation, respectively. 6"*Cea represents the FA §'°C before its
methylation, and n is the number of carbon atoms in the non-methylated FA.

Sterol §'C values were corrected using the formula:

[(nCsterolTMS x 6"*Cgerorrms) — (3 X 6"3Crys)]
nCsterol

13 —
6 Csterol -

where §"*Csterorms and §"°Cruis are the §'3C values of the measured sterol TMS ether ester and
BSTFA used during silylation, respectively. §"*Csero represents the sterol 6'°C before its

silylation, and n is the number of carbon atoms in the sterol and its sterol TMS counterpart.
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Data analysis

All statistical analyses were carried out using Rstudio and open source R packages
(Version 1.1.456 — © 2009-2018 RStudio, Inc.). The normality and homoscedasticity of the
data were tested with the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. In case of rejection,
data were log-transformed. If further rejection occurred, non-parametric tests were used. Diets
and performance parameters of both macroinvertebrate species were compared between
treatments using a proportion test (prop.test Z) while growth parameters were compared with
a Mann-Whitney U-Test. Biochemical compound data (FA, sterols, §'C values) were analyzed
between and within during treatments. Depending on the data distribution, a Mann-Whitney U-
Test or a Student t-test was applied to compare paired samples. A one way- ANOVA followed
by post hoc multiple comparison (Pairwise) test was used to compare several samples. The
significance level was set at p<0.05.

A Bayesian mixing model was used to estimate the proportion of basal sources
contributing to the assimilated diet of G. pulex and R. semicolarata in both tested conditions.
Simmr, an update (Parnell & Inger, 2016) of the SIAR model initially formulated in R by Parnell
et al. (2010), was selected. The Simmr package uses JAGS (Just Another Gibbs Sampler) a
program for analysis of Bayesian hierarchical models using Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) simulations. It takes into account isotope signatures and isotope fractionation,
includes standard deviation uncertainty and a fractionation correction to assess the
contribution of the most likely basal source. Fractionation factors recommended for lower
trophic consumers (Majdi et al., 2012) were used. The expected trophic enrichment factor
during assimilation of basal sources was set at 0.5 %o for §'*C and a value of 2.3%. was used
for 5N (McCutchan et al., 2003).

Concerning total FA, NLFA, and PLFA, the similarities between each basal source and
the two macroinvertebrates were analyzed using a Hierarchical Principal Component
Classification (Husson et al., 2010). The hierarchical clustering performed on the principal
components of the PCA was based on the mean §'°C values of all FA and sterols using

Euclidean distances.
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Results

Environmental conditions

Temperatures remained stable during the whole experiment with an amplitude of less
than 0.5°C between flumes exposed to light (LC: 13.90 + 1.87°C) and those kept in the dark
(DC:13.46 + 1.54°C). The average amount of light cast on the bottom of the flumes at solar

noon (illuminance) were 2 and 5500 lux in DC and LC, respectively.

Macroinvertebrate performances: Survival, emergence and growth

After the 20 days of exposure, survival rates of G. pulex were close to 50% and were
similar in the two tested conditions (Table 1), whereas survival of R. semicolorata nymphs was
significantly higher in LC (by 53%; prop-test p<0.01). Growth rates of macroinvertebrates were
significantly enhanced when reared in LC, by 60% for G. pulex (Student t-test p<0.001) and
by 400 % for R. semicolorata (p<0.01; Table 1). Emergence rates of R. semicolorata

subimagos were also significantly higher in LC (by 91%; prop-test p<0.05).

Food sources: Leaf litter decomposition and biofilm development

Alder decomposition rates was unaffected by light condition and remaining leaf litter
after 20 days of exposure was about 25% of the initial mass (Table 2). Total biofilms biomass
developed on tiles were stable during the experiment (similar at TO and T20: see supporting
information 1) and systematically higher in LC compared to DC (T20: 499x10° + 102x10° vs
12x10° + 8x10° ym3.cm™, p<0.001-Student t-test; Table 2). A strong biofilm development was
observed at T20 on flume walls only in LC, representing 330 x 10°+ 103 x 10° um®. cm™ with
diatoms accounting for only 31% and chlorophytes being dominant (62%). On the LC tiles, the
community was largely dominated by diatom species (585x10° +274x10°.um3m) accounting
for 89% of the total biovolume, with other taxa being chlorophytes and cyanobacteria (Table
2). In the DC flumes, very few diatoms were enumerated in the tile biofilms and their mean
biovolumes were 48 times lower than in LC conditions (12 + 8x10°.um?>. cm™). More details are

available in the additional files (see supporting information 1).
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Table 1 Survival rate, emergence rate, final size and daily growth rate of the two
macroinvertebrates reared under dark conditions (DC) and light conditions (LC). (Prop.test was
used for survival and emergence rates and a Mann-Whitney test for size parameters, *: p<0.05;
**: p<0.001; ***: p<0.0001; ns: not significant).

, , T20-DC T20-LC
Analysis Species
mean = sd mean * sd
G. pulex 48.3+125 55.7+5.7 ns
Survival rate (% .
(%) R. semicolorata 36.0+4.9 55.0+1.3 **
Emergence rate (%) R. semicolorata 9.3+0.0 17.8+5.9 *
G. pulex
. _ Total body lenght (TBL)  6.118+0.767 6.739+£0.867 s+«
Sizes (mm) and daily Daily growth rate (DGR)  0.010+0.007 0.016£0.008  +ex
growth rate (mm.d™’) .
R. semicolorata
Total body lenght (TBL)  7.116 + 1.068 9.949+1.863 **
Daily growth rate (DGR)  0.0050.007 0.025+0.013 -

Table 2 Main characteristics of basal sources sampled at the end of the experiment in dark
(DC) and light conditions (LC) including: 1) remaining litter biomass (ash-free dry mass-AFDM)
and litter decomposition rates (k) calculated from the start of the survey; 2) the biovolumes of
tile biofilm and wall biofilm; 3) the amounts of Saturated Fatty Acid (SFA), Mono-unsaturated
Fatty Acids (MUFA) and Polyunsaturated Fatty Acids (PUFA) detected in each basal source.
Values are mean + SD. (Student t-test, *: p<0.05; **: p<0.001; ns: not significant).

Samples Analysis T20-DC T20-LC p
Leaf litter AFDM (mg) 1.40+0.08 1.52+0.17 ns
Decomposition rate (k) 0.030+0.001 0.028+0.003 ns

Diatoms (x106 pums3.cm?2) 12+8 449+75 **

Tile biofilm Chlorophyta (x106 um3.cm?) 0 25+28 -
Cyanobacteria (x10° um3.cm?2) 0 24+21 -

Diatoms (x106 pums3.cm?2) 104+75 -

Wall biofilm chlorophyta (x106 pm3.cm?2) 206+97 -
Cyanobacteria (x10° um3.cm?2) 19+23 -

SFA (pg.mgl DM) 4.35+2.23 7.84+0.99  ns

Tile biofilm npmyFA (ug.mgt DM) 1.48+0.78 4.81+£0.22  **
PUFA (ug.mgt DM) 0.25+0.18 3.24+0.32  #**

SFA (ug.mg DM) 10.01+5.01 -

Wall biofilm pMUFA (pg.mg? DM) 4.42+2.80 -
PUFA (ug.mgt DM) 2.14+1.64 -

SFA (ug.mg1 DM) 5.80+0.31 6.21+0.29 ns

Leaf litter MUFA (pg.mg? DM) 1.3740.11 1.44+0.36  ns
PUFA (ug.mgt DM) 1.10+0.27 0.81+0.16  ns

SFA (ug.mg1DM) 2.43+0.07 4.27+0.87 *

FPOM  MUFA (ug.mg! DM) 0.27+0.04 1.04+0.27 **
PUFA (ug.mg1DM) 0.06+0.04 0.43+0.08 **
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Gut content of macroinvertebrates

CPOM and FPOM (Figure 1) were the main items found in G. pulex and R. semicolorata
gut content (representing more than 80%), followed by diatoms. In the gut content of G. pulex
and R. semicolorata from LC, diatoms were significantly more represented to the detriment of
CPOM (about - 65% and - 40% for CPOM, 0.5 to 10% and 0.5 to 20% for diatoms, respectively;
Figure 1). For the diet of G. pulex, significantly higher FPOM and filamentous algae were also
observed in LC (33 and 3.60 %, respectively), revealing a change in feeding habits (from
shredder to collector — grazer, see Felten et al., 2008). R. semicolorata ingested significantly
more CPOM in DC than in LC (prop test p<0.01). Finally, animal preys were only found in G.

pulex.

Bulk stable isotope analysis and basal source assimilation

In both treatments and at each sampling date (TO and T20), the isotope signatures of
leaf litters (Figure 2) were similar (6"C: -30 + 0.8 %o and §"°N < 0; p = 0.51 and p = 0.78
respectively) and consistent with the reported values for sources of terrestrial organic matter
in rivers (-32%o to -28%.) (Rasmussen, 2010). Compared to leaf litter, the biofilms were
enriched in both isotopes and their signatures differed depending on the conditions tested. A
temporally stable 5§°C of -28 + 0.2%o and 6"°N of 2 + 0.6%o was registered in DC whereas in
LC, 8'C signatures were enriched and increased from -24.5 + 0.5 %o (TO) to -20.95 + 0.4%o at
T20 (Figure 2). In LC, §'C values recorded in the wall biofilm (T20) were much higher (-14.14
+ 0.6%o0). At T20, FPOM (small leaf particles and microorganisms) showed §'C values (-29.01
+ 0.1 %o) similar to those of leaf litter and biofilm in DC and intermediate between leaf litter and
biofilm in LC (-25.30 * 2.3%o). In both conditions FPOM &'°N signatures were the highest
recorded (about 3.1%o).

Just before the macroinvertebrates were placed in the flumes (T0), they exhibited
similar 5§'C values (-25.9 + 1.3%o) but highly significant differences in §"°N values (p<0.001)
(G. pulex: 6.0 + 0.2%o; R. semicolorata: 3.7 + 0.3%o; Figure 2). At T20, §"*C and §'°N signatures
did not differ significantly between the two species in DC (6 °N: 4.02 + 0.8%o vs 3.84 + 0.4 %o,
p=0.8; § 1°C: -26.31 + 0.3%0 Vs 26.4 = 0.2%o, p=0.7). In LC, the §'*C values of R. semicolorata
were sharply enriched (-16.30 + 0.6%o, close to the wall biofilm §'3C signatures, while §"°N
values remained unchanged throughout the survey (about 4%o). In LC, G. pulex were depleted
in §"*C compared to R. semicolorata (-23.2 + 0.9%o), but enriched compared to G. pulex in DC
(-26.31 + 0.3%o). Finally, G. pulex & °N signature decreased from 6.0 + 0.2%o0 (T0) to 4.3 +
0.6%o0 (T20) (Figure 2).
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Figure 1 Proportion (mean + SD) of the food items observed at T20 in G. pulex (A) and R.
semicolorata (B) reared in DC treatment (dark) and LC treatment (light). Histogram bars
represent the percentage by area of each item recorded in each slide field for all individuals.
(Prop.test, *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.0001; ns: not significant).
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Dietary assimilation from basal sources differed markedly in the two treatments (Figure
2). The SIAR mixing model output showed similar basal source proportions assimilated in DC
(T20) for R. semicolorata and G. pulex, with higher contributions of FPOM (35.1% to 35.6%,
respectively) and biofilm (36.7% to 40.4%) prevailing over leaf litter (28.2% to 24.0%). In LC,
R. semicolorata nymphs derived over 64.6% of their isotopic signature from biofilm developed
on flume walls (Figure 2). The remainder was derived equally from tile biofilm (13.8%), FPOM
(12.7%) and leaf litter (8.9%). G. pulex derived 30.9% of their diet from FPOM and 27.9% from
tile biofilm, respectively. The remainder consisted of 21.2% from leaf litter and 19.9% from the

wall biofilm.

Changes in the amounts of NLFA and PLFA of the two macroinvertebrates and

hierarchical clustering of FA mean &'°C values in lipid class.

Throughout the experiment, no significant changes were observed in the total
concentrations of G. pulex NLFA and PLFA or between the two treatments (Figure 3). In
contrast, R. semicolorata nymphs showed similar total PLFA concentrations over time and in
both treatments but accumulated significantly higher amounts of NLFA (99.75 + 11.6 vs 24.3
+ 1.99 ug.mg DM, ANOVA p<0.05) when reared in LC. This higher storage of NLFA was
related to a significantly greater accumulation of saturated fatty acids (SFA), Mono-unsaturated
fatty acids (MUFA) and PUFA (Figure 3), a feature not observed in nymphs from DC for which
a decreasing trend was observed throughout the experiment, although it was not significant.
In G. pulex the amounts of SFA, MUFA, and PUFA remained fairly constant between
treatments, except for the significantly higher amount of PUFA in G. pulex NLFA in LC
conditions (15.64+2.67 ug.mg'DM) compared to DC conditions (6.78+2.70 ug.mg'DM)
(ANOVA p<0.05). These higher concentrations of PUFA in both LC species were related to
the significantly higher PUFA concentrations observed in LC basal food sources, in the wall
biofilms (2.14 + 1.64 ug.mg DM™"), the tile biofilms (3.24 + 0.32 ug.mg DM™ vs 0.25 + 0.18
ug.mg DM p<0.001) and to a lesser extentin FPOM (0.43 + 0.08 yg.mg DM vs 0.06 + 0.04
ug.mg DM p<0.01).

Hierarchical Clustering on Principal Components performed on the average §'°C
values of all the FAs and sterols detected made it possible to relate the two macroinvertebrate
lipids to the basal sources (Figure 4). For DC, 4 clusters were identified: i) cluster Il grouped
G. pulex isotope signatures (NLFA, PLFA and sterols) with FPOM signatures, ii) cluster lll
grouped R. semicolorata NLFA and PLFA isotope signatures with tile biofilm signatures, while
i) cluster | contained only leaf litter, and iv) cluster IV only contained R. semicolorata sterols
(Figure 4). In LC, five clusters were identified (Figure 4) : i) cluster IV grouped isotope

signatures of R. semicolorata NLFA and PLFA with tile biofilm signature, ii) cluster V grouped
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