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Introduction générale 
 

Le développement de l’industrialisation a conduit à des contaminations de plus en plus 

importantes de l’ensemble des écosystèmes. Une fois présents dans l’environnement, les 

polluants subissent de nombreux phénomènes de transport, par l’air, ou par l’eau et 

aboutissent généralement dans le domaine aquatique. La contamination des milieux 

aquatiques devient donc un problème fondamental car elle peut constituer un risque pour la 

biocénose et la préservation des ressources. L’une des priorités de la Directive Cadre 

européenne sur l’eau (2000/60/CE) du 23/10/2000 est la protection de tous les milieux 

aquatiques naturels avec un objectif de « bon état écologique » pour les eaux de surface à 

l’horizon 2015. Parmi les substances classées comme toxiques, le sélénium est un élément 

pour lequel la concentration maximale admissible pour les eaux de surface, 10 µg·L-1, est 

régulièrement dépassée.  Des anomalies en sélénium ont ainsi été relevées dans les eaux de 

captage ou de redistribution dans de nombreux départements français (AFSSA, 1999; 

AFSSA, 2004). Le dépassement des concentrations en Se peut provenir des nombreuses 

utilisations du sélénium par l’homme (médecine, agriculture, industrie) qui font qu’il va 

pouvoir être relargué dans l’environnement, par les eaux usées, l’irrigation de zones agricoles 

naturellement riches en Se ou encore la production et la combustion du charbon (Barceloux, 

1999; Lemly, 2004). Dans le domaine du cycle du combustible nucléaire, son isotope 

radioactif, le 79Se, fait partie de la liste des radionucléides à vie longue et est présenté comme 

élément prioritaire au sens de l’évaluation de la sûreté selon la méthodologie développée par 

l’ANDRA (Agence Nationale de la gestion des Déchets RAdioactifs) (ANDRA, 2001). Dans 

ce cadre général, l’étude des processus d’accumulation et de toxicité du sélénium dans les 

écosystèmes aquatiques continentaux est primordiale.  

Le sélénium est un élément essentiel chez les organismes vivants dans une gamme 

étroite de concentrations (Hodson et Hilton, 1983; EPA, 2004). La toxicité du sélénium dans 

l’environnement s’est déjà manifestée à plusieurs reprises, notamment par des effets sur la 

reproduction ou une mortalité accrue chez des populations de poissons et d’oiseaux 

aquatiques (Lemly, 2002a; Ohlendorf, 2002; Hamilton, 2004; Lemly, 2004). Cependant, la 

compréhension de l’impact de cette pollution est limitée par la complexité de nombreux états 

d’oxydation du sélénium, qui vont gouverner son cycle biogéochimique et sa toxicité. Dans le 

milieu aquatique en conditions oxydantes à modérément oxydantes, il a tendance à former des 

oxyanions, sélénite Se(+IV) et séléniate Se(+VI) (Coughtrey et al., 1983), qui sont très 

mobiles et donc potentiellement biodisponibles pour les organismes.  
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Lors de son transfert dans les réseaux trophiques, il pourra être converti en différentes 

formes organiques et inorganiques. Peu d’études ont été menées concernant les effets liés à 

ces différents états redox sur les organismes de niveau trophique supérieur. De plus, pour un 

même modèle biologique, la bioaccumulation est rarement appréhendée par les 2 voies de 

contamination (directe-trophique). La majorité des études en laboratoire prenant en compte la 

spéciation du sélénium, ont été réalisées sur des modèles unicellulaires phytoplanctoniques ou 

bactériens (Kiffney et Knight, 1990; Riedel et al., 1991; Hu et al., 1996; Riedel et Sanders, 

1996; Riedel et al., 1996; Morlon, 2005). C’est pour ces raisons, que nous avons choisi 

d’étudier un modèle biologique consommateur primaire, appartenant à la classe des bivalves. 

Parmi ces animaux, diverses espèces vivent à l’interface eau/sédiment et sont très utilisées en 

écotoxicologie en tant que bioindicateurs de contamination.  

Ils peuplent de nombreux systèmes aquatiques où les caractéristiques du milieu 

peuvent être très variables. Leur activité ventilatoire sert deux fonctions primordiales : 

respiration et nutrition. Ainsi, leurs branchies sont à la fois une voie de passage pour des 

contaminations directes et trophiques. Le bivalve Corbicula fluminea a été choisi car de 

nombreux aspects de sa physiologie respiratoire ont déjà été largement étudiés (Tran, 2001). 

Récemment, il a été montré que chez cet organisme, deux facteurs vont pouvoir conditionner 

l’entrée de polluants : la spéciation chimique du contaminant considéré et l’intensité de 

l’activité ventilatoire du bivalve (Tran et al., 2004b).  

Ainsi, pour comprendre les processus impliqués dans l’accumulation du sélénium et sa 

toxicité chez C. fluminea, les facteurs qui ont été pris en compte sont la spéciation chimique 

du sélénium, la dépendance de l’activité ventilatoire du bivalve vis à vis des conditions 

environnementales et la voie de contamination. Notre démarche expérimentale a consisté tout 

d’abord à étudier l’impact de différentes formes chimiques de Se et de différentes intensités 

ventilatoires du bivalve, obtenues en modifiant les apports trophiques, sur la bioaccumulation 

après une exposition de trois jours par la voie directe et par la voie alimentaire. L’impact du 

sélénium lui-même sur la ventilation a été évalué. 

Dans un deuxième temps, afin d’apprécier plus finement les processus d’accumulation 

du sélénium chez C. fluminea par la voie directe, des cinétiques d’accumulation et de 

dépuration de différentes formes chimiques de Se ont été réalisées sur 70 jours. La 

distribution tissulaire du sélénium a également été caractérisée à différents niveaux 

d’organisation biologique, tissulaire et subcellulaire. 
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Pour finir, les effets potentiellement toxiques du sélénium ont été appréhendés aux 

niveaux cellulaire et moléculaire. Ainsi, l’effet de différentes formes chimiques de Se sur la 

morphologie du tissu branchial, le statut antioxydant du bivalve et l’expression génétique de 

certaines protéines a été analysé.  

Ce mémoire s’articule en 5 parties. La première partie est une synthèse 

bibliographique, rassemblant des données concernant d’une part le sélénium, ses propriétés 

chimiques et biologiques, sa présence dans les écosystèmes aquatiques ainsi que sa 

bioaccumulation et ses impacts chez les organismes, et d’autre part, le bivalve, son écologie, 

son anatomie et sa physiologie respiratoire. Dans la seconde partie, la démarche 

expérimentale et les principaux paramètres étudiés sont exposés. La troisième partie présente 

les principaux matériels et méthodes utilisés. Dans la quatrième partie, sont exposés et 

discutés l’ensemble des résultats expérimentaux. Enfin, la cinquième partie établit une 

synthèse et la conclusion du travail effectué en ouvrant sur de nouvelles perspectives. 
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Tableau 1 : Principales formes chimiques des composés naturels séléniés. 

 
Formes Nom Etat de valence Formes chimiques 

Séléniate Se(+VI) H2SeO4; HSeO4
-; SeO4

2- 

Sélénite Se(+IV) H2SeO3 ; HSeO3
- ; SeO3

2- 

Sélénium élémentaire Se(0)  
Inorganiques 

Séléniure Se(-II) H2Se ; HSe- ; Se2- 

Sélénocystéine Se-CH2CHNH2COOH 

Sélénométhionine CH3CH2Se(CH2)2CHNH2COOH

Diméthylséléniure (CH3)2Se 

Diméthyldiséléniure (CH3)2Se2 

Diméthylsélénone (CH3)2SeO2 

Se-méthylsélénocystéine MeSeCH2CHNH2COOH 

Organiques 

Se-méthylsélénométhionine

Se(-II) 

(CH3)2Se(CH2)2CHNH2COOH 
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1. BASES BIBLIOGRAPHIQUES 

1.1. Le contaminant étudié : le sélénium 

1.1.1.Propriétés générales 

1.1.1.1. Propriétés chimiques 

Le sélénium (symbole Se, numéro atomique 34) est un métalloïde qui appartient au 

groupe VI (oxygène, soufre, polonium, tellurium) du tableau périodique. Il ressemble 

étroitement au soufre (S) par ses propriétés chimiques telles que taille atomique, énergies de 

liaison, potentiels d’ionisation et principaux degrés d’oxydation (Tinggi, 2003; Johansson et 

al., 2005).  

Dans l’organisme, le sélénium est présent sous forme de sélénol (R-SeH) ou de 

sélénoéther (R-Se-R). Il peut également se combiner au soufre (R-S-Se-H ou R-S-Se-S-R) ou 

s’y substituer pour former de nombreux composés analogues séléniés : sélénométhionine 

(SeMet) et sélénocystéine (SeCyst) (Ducros et Favier, 2004). Des différences existent dans la 

chimie du soufre et du sélénium, notamment entre les potentiels d’oxydoréduction ou 

d’ionisation des composés homologues. Par exemple, les composés séléniés ont tendance à 

être beaucoup plus nucléophiles que les composés soufrés (Arteel et Sies, 2001). Le séléniure 

d’hydrogène (pKa = 3.7 pour le couple H2Se/HSe- ; pKa = 5.7 pour le couple HSe-/Se2-) est un 

acide plus fort que le sulfure d’hydrogène (pKa = 6.9 pour le couple H2S/HS- ; pKa = 8.5 pour 

le couple HS-/S2-) (Johansson et al., 2005). Ainsi, le sélénium sous forme de sélénol (R-SeH) 

est aisément dissocié aux pHs physiologiques, ce qui est important pour son rôle catalytique 

(Tinggi, 2003). La cystéine (Cyst) est le plus souvent sous forme protonée aux pHs 

physiologiques alors que la SeCyst est principalement sous forme anionique (pKa = 5.2 pour 

la SeCyst et pKa = 8.3 pour la Cyst), ce qui facilite le rôle catalytique du sélénium dans les 

sélénoprotéines (Ducros et Favier, 2004; Johansson et al., 2005) . 

Les différentes formes chimiques des composés séléniés naturels sont présentées dans 

le Tableau 1. Il existe plusieurs composés séléniés dans les tissus de plantes et 

d’animaux (Whanger, 2002). La SeCyst (acide aminé sélénié) est la forme prédominante dans 

les tissus animaux lorsque du sélénite leur est administré (Hawkes et al., 1985; Schrauzer, 

2000; Whanger, 2002).  
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Figure 1 : Etats d’oxydation du sélénium en solution (d’après Séby et al., 2001), 

à 25 °C, 1000 hPa (pression atmosphérique) et [Se] = 0.1 µM. La zone délimitée en 

gris représente la zone d’oxydo-réduction susceptible d’être rencontrée dans 

l’environnement. 

 
 
 
 
 

Tableau 2 : Les isotopes du sélénium (Nuclide 2000, 1999). 

Masse atomique relative (g·mol-1) 78.96 

Nombre d’isotopes : 25 

Nombre d’isotopes stables : 5 

Nombre d’isotopes quasi stables : 1 

Nombre d’isotopes émetteurs β+ : 9 

Nombre d’isotopes émetteurs β- : 10 
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Si l’on donne de la SeMet aux animaux, la SeMet sera le composé majeur trouvé initialement 

mais il sera rapidement converti en SeCyst (Whanger, 2002). Les céréales et les plantes 

fourragères convertissent le sélénium inorganique principalement en SeMet (Schrauzer, 

2000). La SeMet est la forme majoritaire dans les graines de céréales et levures (Whanger, 

2002). Chez Saccharomyces cereviciae 90 % du sélénium est sous forme de SeMet 

(Schrauzer, 2000). D’une manière générale, la SeMet est rapportée comme étant la forme 

prédominante dans les tissus de plantes et d’algues (Guo et Wu, 1998; Tinggi, 2003). 

Dans les écosystèmes aquatiques, le sélénium existe sous quatre états de valence : 

séléniate (+VI) ; sélénite (+IV) ; sélénium élémentaire (0) et séléniure (-II). Le séléniate (+VI) 

et le sélénite (+IV) sont les formes les plus communes des eaux de surface en conditions 

oxydantes à modérément oxydantes (Coughtrey et al., 1983).  La stabilité des différents états 

redox est fonction du potentiel électrochimique du milieu (Séby et al., 2001) (Figure 1). Dans 

la nature, le sélénium sous forme Se(-II) peut être associé à des métaux tels que HgSe, PbSe, 

CdSe, CuSe (EPA, 2004). Un certain nombre de données concernant la spéciation du 

sélénium dans les eaux continentales et marines a été rapporté dans la littérature (Robberecht 

et Grieken, 1982; Conde et Sanz Alaejos, 1997; Cutter et Cutter, 2004). D’une manière 

générale, les formes majoritaires sont sélénite et séléniate. Il y a assez peu de données sur les 

composés organiques séléniés. Ils sont généralement minoritaires (Robberecht et Grieken, 

1982). Cependant, dans une étude récente (Cutter et Cutter, 2004), il a été montré que dans la 

baie de Sacramento, les séléniures organiques représentaient 40 % du sélénium total, tandis 

que le sélénite en représentait 13 % et le séléniate 47 %. L’étude de la distribution du 

sélénium dans 11 eaux de surface différentes, indique qu’en moyenne, 16 % du sélénium total 

est fixé sur la phase particulaire (EPA, 2004). 

1.1.1.2. Propriétés nucléaires 

 
Le sélénium possède 6 isotopes stables ou quasi-stables (Tableau 2). Sa masse 

atomique relative est de 78.96 g·mol-1. Il possède également plusieurs isotopes radioactifs, qui 

sont exclusivement artificiels. Le 79Se est un produit de fission nucléaire (émetteur β-, demi-

vie : 1.1·106 ans). Il s’agit d’un radionucléide à vie longue, qui est classé comme élément 

prioritaire pour l’évaluation des risques associés aux sites de stockage des déchets selon la 

méthodologie développée par l’ANDRA pour son référentiel biosphère de 2001 (ANDRA, 

2001). Le 75Se (émetteur β+ /  γ, demi-vie : 120 jours) est utilisé en radiologie et pour les 

traçages. 
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1.1.1.3. Propriétés biochimiques générales 

 

Le sélénium est un élément trace essentiel pour les humains et pour une grande variété 

d’espèces animales (Tinggi, 2003). Il est essentiel pour le fonctionnement d’enzymes anti-

oxydantes, notamment la glutathion peroxydase (GPx) qui contient de la SeCyst dans son site 

actif. Il existe également de nombreuses autres sélénoprotéines (la sélénoprotéine P ou encore 

la thioredoxine réductase) qui ont besoin de Se pour leur activité catalytique (Himeno et 

Imura, 2000; Ducros et Favier, 2004). Il a également été montré qu’il pouvait constituer un 

agent préventif du cancer (Tapiero et al., 2003) et de maladies inflammatoires (Ducros et 

Favier, 2004).  

La frontière entre concentrations en sélénium physiologiquement essentielles et 

toxiques est très étroite. La dose minimale requise par jour chez l’homme est de 55 µg·kg-1 

(RDA : Recommended Dietary Allowance) et la dose maximale acceptable est de 350 µg·kg-1  

(UL : tolerable Upper intake Level) (Goldhaber, 2003). La déficience en Se chez l’Homme 

est responsable de la maladie de Keshan (Bokovay, 1995). Les symptômes d’une intoxication 

au sélénium peuvent être l’apparition de troubles digestifs (diarrhées), de signes 

neurologiques (convulsions, coma), des irritations cutanées, des troubles respiratoires et une 

odeur alliacée de l’haleine (INRS, 2002). 

 

1.1.2. Sources et concentrations de Se dans l’environnement 

 

Le sélénium est naturellement présent dans l’écorce terrestre à une concentration 

d’environ 0.05 mg·kg-1 (Coughtrey et al., 1983). Deux inventaires des concentrations pouvant 

être retrouvées dans le milieu aquatique sont disponibles dans la littérature (Robberecht et 

Grieken, 1982; Conde et Sanz Alaejos, 1997). Les concentrations en Se dans les eaux de 

surface, marines et continentales, sont rarement supérieures au µg·L-1 en milieu non 

contaminé (allant du ng·L-1 au 1/10 de µg·L-1). Sa large utilisation par l’homme peut induire 

une augmentation de ces niveaux, jusqu’à des concentrations pouvant atteindre plusieurs 

centaines de µg·L-1.  
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Figure 2 : Cycle biogéochimique du sélénium dans les écosystèmes aquatiques 

(d’après Fan et al., 2002). 

Les flèches pleines indiquent les processus qui peuvent mener à des risques écotoxicologiques tandis 

que les flèches en pointillé indiquent les processus de volatilisation du sélénium à l’origine d’une perte nette de 

sélénium de la part du système aquatique. Les flèches avec des points d’interrogation représentent des processus 

supposés. (a, a’) prise en charge et transformation des espèces inorganiques par les producteurs primaires 

aquatiques (b) relargage de composés organiques par les producteurs primaires aquatiques (c) prise en charge 

de composés organiques par les producteurs primaires aquatiques (d) oxydation abiotique de composés 

organiques en oxyanions (e) relargage d’alkyséléniures par réaction abiotique (f) relargage d’alkyséléniures 

par les producteurs primaires aquatiques (g) volatilisation des alkyséléniures dans l’atmosphère (h) oxydation 

des alkyséléniures en formes inorganiques (i) formation de sélénium élémentaire par les organismes pélagiques 

et benthiques (j) formation de détritus par les producteurs aquatiques (k) bioaccumulation dans la chaîne 

trophique et conséquences potentielles en termes d’écotoxicité (l,l’) assimilation des oxyanions de sélénium aux 

sédiments depuis la colonne d’eau (m,m’) oxydation du sélénium élémentaire en oxyanions de sélénium (n) 

réactions redox entre Se(0) et Se(-II) (o) assimilation de Se(-II) depuis le sédiment vers les organismes 

benthiques (p) oxydation de Se(-II) du sédiment en sélénite. 

sélénite séléniate 

diméthylséléniure diméthyldiséléniure 

séléniure 

sélénium 
élémentaire 
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Il est largement utilisé par l’Homme à des fins industrielles et médicales. La 

production mondiale de sélénium est de 1900 tonnes par an (Bokovay, 1995). Les usages 

industriels de ce métalloïde et de ses composés peuvent être divisés en diverses catégories : 

applications électriques/électroniques (30 %), fabrication de pigments (19 %), industrie de 

verre (20 %), métallurgie (14 %), applications agricoles et biologiques (6 %), autres usages 

comme vulcanisation de caoutchouc ou oxydation de catalyseurs (11 %) (Bokovay, 1995). 

Dans le domaine médical, le sélénium est utilisé comme complément alimentaire, mais aussi 

dans le traitement des pellicules, de la dermatite séborrhéique et d’autres maladies de la peau 

(George, 2003). Ainsi, un certain nombre d’activités anthropiques conduisent aux rejets de Se 

dans l’environnement : production et combustion du charbon, exploitation de mines de Cu, 

Zn, Ni, Ag ; décharges municipales ; eaux usées ; fertilisation et irrigation à des fins 

agricoles ; processus industriels (Barceloux, 1999; Lemly, 2004).  

Dans le milieu aquatique, les sources de sélénium dans l’eau viennent des dépôts sec 

et humide, de l’atmosphère, et du drainage de la surface. Certains sites contaminés sont 

relativement bien documentés. C’est le cas de la réserve de Kesterson (Californie, US) où 

l’agriculture est intensive (Barceloux, 1999). Les eaux d’irrigation sont drainées dans des sols 

avec de fortes concentrations en sélénium. Suite à d’importantes pluies, on peut noter des 

concentrations en Se allant jusqu’à 162 µg·L-1 au niveau de certaines étendues d’eau 

(Ohlendorf, 2002). Un autre site pollué très documenté est le lac Belews (Caroline du Nord, 

US), qui a été contaminé par des eaux usées provenant d’une centrale électrique à charbon 

(Barceloux, 1999). Des eaux usées chargées en Se (150-200 µg·L-1) ont été relarguées de 

1974 à 1986. La concentration moyenne dans ce lac est de 10 µg·L-1 (Lemly, 1999). 

1.1.3.Cycle biogéochimique du sélénium 

 

Le cycle du sélénium est étroitement lié aux premiers niveaux de la chaîne trophique 

(décomposeurs et producteurs primaires), qui représentent une biomasse importante dans les 

écosystèmes. Ils conditionnent les cinétiques de bioaccumulation et de biotransformation vis à 

vis des maillons trophiques supérieurs. Les principales connaissances concernant le cycle 

biogéochimique du sélénium sont résumées dans la Figure 2. 
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- Se(+IV) et Se(+VI) sous forme d’oxyanions dissous sont accumulés par les 

producteurs primaires et biotransformés en formes organiques Se(-II) 

(Vandermeulen et Foda, 1988; Fan et al., 2002; Simmons et Wallschläger, 

2005). 

- Le sélénium ainsi pris en charge par les producteurs primaires est ensuite 

transféré aux maillons trophiques supérieurs (Zhang et al., 1990; Fan et al., 

2002). 

- Les producteurs primaires volatilisent du sélénium (séléniures méthylés, Se(-

II)) qui peut être évacué vers l’atmosphère ou retransformé en sélénite. 

- Les producteurs primaires peuvent aussi relarguer des composés organiques 

Se(-II) ou du Se(0), formés par réduction biologique (Hu et al., 1996). 

- Ce Se(0) peut être réduit en séléniures inorganiques ou organiques et réoxydé 

en selénite ou séléniate, par les microorganismes du sédiment (Fan et al., 

2002). La prise en charge de Se(0) par un consommateur (le bivalve) a 

également été rapportée dans la littérature (Luoma et al., 1992). 

-  Parmi les phénomènes abiotiques, il y aurait des phénomènes d’oxydation et 

de réduction dans la colonne d’eau (Fan et al., 2002) ainsi que des 

précipitations du sélénium avec les métaux pour donner des séléniures 

métalliques (EPA, 2004). 

 

La bioaccumulation du sélénium par la voie trophique apparaît plus importante que la 

bioaccumulation par la voie directe (Zhang et al., 1990; Besser et al., 1993). Ainsi les 

phénomènes de biotransformations au niveau des premiers maillons de la chaîne alimentaire, 

vont conditionner les niveaux de bioaccumulation du sélénium chez les organismes de niveau 

trophique supérieur. 

 

1.1.4.Métabolisme du sélénium chez les animaux 

 

Le métabolisme du sélénium a été abordé par plusieurs auteurs (Ganther, 1999; 

Schrauzer, 2000; Whanger, 2002; Ducros et Favier, 2004). Le métabolisme du sélénium chez 

les mammifères a été clairement décrit par Ducros et Favier (2004) et indique que :  
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Figure 3 : Voies métaboliques des différentes formes d’apport en sélénium (d’après 

Ducros et Favier, 2004). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 : Métabolisme cellulaire du sélénium (d’après Ducros et Favier, 2004). 
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 L’absorption intestinale du sélénium est élevée (50-95%) et dépend de la forme 

d’apport du sélénium, ainsi que du statut physiologique vis à vis du sélénium. La SeMet est 

mieux absorbé que le sélénite et l’est par un transport actif analogue à celui de la méthionine. 

Le sélénite est absorbé par simple diffusion et le séléniate, presque aussi efficacement 

transporté que la SeMet, l’est par un transport actif commun avec celui des sulfates. 

L’ensemble des formes de sélénium organiques et inorganiques peut être utilisé par 

l’organisme mais leur métabolisme est différent. 

Le métabolisme du sélénium dépend de la forme chimique ingérée (Figure 3). Le 

sélénite entre dans les cellules par transport anionique et est rapidement conjugué au 

glutathion sous forme de sélénodiglutathion (Ganther, 1999; Ducros et Favier, 2004). Les 

acides aminés séléniés utilisent les transporteurs membranaires destinés à leurs homologues 

soufrés et sont métabolisés en utilisant les voies métaboliques des enzymes soufrées. Le 

sélénium absorbé est réduit à l’état de séléniures (H2Se) puis incorporé dans les protéines sous 

forme de SeCyst par l’intermédiaire d’un ARNt spécifique (Figure 4). La SeCyst est 

considérée comme le 21e acide aminé. Elle est codée par un codon UGA qui est normalement 

considéré comme un codon stop. L’acide aminé est inclus dans les protéines par un 

mécanisme co-traductionnel assez complexe. Une partie du sélénium va être utilisée pour 

produire des sélénoprotéines, qui sont des protéines qui vont avoir besoin du sélénium pour 

leur activité catalytique. Elles incorporent du sélénium sous forme de SeCyst dans la chaîne 

polypeptidique. D’autres formes de Se vont directement dans des protéines que l’on nomme « 

protéines contenant du sélénium », mais ces protéines n’ont pas besoin du sélénium pour leur 

activité catalytique, contrairement aux sélénoprotéines. Elles incorporent le sélénium par 

substitution de la méthionine par la SeMet. 

L’excrétion du sélénium absorbé se fait sous forme de dérivés méthylés 

(méthylsélénol, diméthylséléniure et triméthylsélénonium) ou de sélénosucres excrétés dans 

les urines et/ou par les poumons. 

1.1.5.Bioaccumulation du sélénium chez les organismes 

aquatiques 

1.1.5.1. Processus de bioaccumulation et de prise en charge du 

sélénium 
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Rappels sur les processus de bioaccumulation 

Chez les organismes aquatiques, et plus particulièrement les bivalves, les barrières 

biologiques à traverser, sont l’épithélium branchial, la paroi du tube digestif, et la coquille 

(qui est souvent rapportée comme un site de bioaccumulation). Les contaminants de la phase 

dissoute sont plus facilement absorbés par les surfaces directement en contact avec le milieu 

extérieur, tandis que les métaux/métalloïdes associés à la phase particulaire seront plutôt 

ingérés et internalisés après solubilisation dans le tube digestif, ou transférés par endocytose 

pour subir ensuite une digestion lysosomale. Une fois cette première barrière passée, les 

mécanismes de transfert des métaux/métalloïdes vers le milieu intracellulaire font appel à la 

diffusion (passive ou facilitée), au transport actif et à l’endocytose (phagocytose et 

pinocytose). La diffusion, qu’elle soit simple ou facilitée par la liaison avec un ligand, se fait 

dans le sens du gradient de concentration. Le transport actif est contraire au gradient de 

concentration, il nécessite donc de l’énergie. 

 

Prise en charge 

La prise en charge du sélénium a principalement été étudiée chez des modèles 

unicellulaires. Riedel et al. (1991) se sont intéressés à 3 espèces phytoplanctoniques 

(Anabaenas flos aquae, Chlamydomonas reinhardtii, et Cyclotella meneghiania) et 3 formes 

chimiques de sélénium (sélénite, séléniate et SeMet). Ces auteurs suggérent que le sélénite 

serait fixé par une sorption passive, tandis que séléniate et SeMet impliqueraient un processus 

biologique. Morlon (2005) montre au contraire l’existence d’un double système de transport 

du sélénite, de faible et de forte affinité, chez Chlamydomonas reinhardtii. 

Une inhibition du transport du sélénium par certains anions, et notamment du transport 

du séléniate par le sulfate est admise chez les organismes phytoplanctoniques (Williams et al., 

1994; Riedel et Sanders, 1996) ainsi que chez la daphnie (Ogle et Knight, 1996). Certains 

auteurs soulignent d’autres inhibitions de transport, telles que l’inhibition du transport du 

sélénite par le phosphate (Riedel et Sanders, 1996; Lee et Wang, 2001), par le sulfate 

(Morlon, 2005) et par le nitrate (Morlon, 2005). 

L’influence des cations en solution a également été explorée. L’accumulation du 

séléniate chez Chlamydomonas reinhardtii augmente avec l’augmentation du calcium, 

magnésium et ammonium dans le milieu (Riedel et Sanders, 1996).  
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Tableau 3 : Facteurs de bioconcentration (BCF) du sélénium par la voie directe, 

exprimés sur la base du poids sec (p.s.) (non exhaustif).  

Modèle biologique Biotope 
Forme chimique de 

Se 

Temps 

d’exposition 
BCF p.s. 

Référence 

bibliographique

sélénite 2-10 jours 
BCF  

267-1004 

séléniate 2-10 jours 
BCF  

30-115 

Anabaena flos aquae 

Cyanobactérie  
dulçaquicole 

SeMet 2-10 jours 
BCF  

1520-12193 

Kiffney et 

Knight, 1990 

 

sélénite 
1 jour 

BCF 

441-1600 

 

séléniate 

 

1 jour 

BCF 

414-493 

Chlamydomonas 

reinhardtii 

Algue verte 

unicellulaire 

dulçaquicole 

 

SeMet 

 

1 jour 

BCF 

5320-36300 

Besser et al., 

1993 

Chlorella vulgaris 

Algue verte 

unicellulaire 

dulçaquicole séléniate 12 – 24 jours 
BCF 

400 

Dobbs et al., 

1996 

 

sélénite 
4 jours 

BCF 

221-3650 

 

séléniate 
4 jours 

BCF 

65-293 
Daphnia magna 

Daphnie 
dulçaquicole 

 

SeMet 
4 jours 

BCF 

30300-

382000 

Besser et al., 

1993 

Lysmata seticaudata 

Crevette 
marin sélénite 6-52 jours 

BCF 

10 - 30 

Fowler et 

Benayoun, 1976 

Mytilus edulis 

Moule 
marin sélénite 10-63 jours 

BCF 

20 – 100 

Fowler et 

Benayoun, 1976 

Lepomis macrochirus 

Poisson 
dulçaquicole 

séléniate-sélénite 

6 : 1 
60 jours 

BCF 

5-7 

Cleveland et al., 

1993 
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1BCF :  Le BCF est le rapport  entre la concentration de Se accumulée dans l’organisme et la 
concentration de Se dans l’eau. 

Dans le cas des animaux, un effet antagoniste du sélénium et du mercure a été montré 

chez deux espèces de poisson (Chen et al., 2002). La concentration de Hg diminuait 

exponentiellement avec l’augmentation de concentration en sélénium dans le muscle. 

Aucune étude sur les mécanismes de transport du sélénium n’a été réalisée chez le 

bivalve. Cependant, quelques études ont été menées sur les mécanismes de transport d’acides 

aminés tels que la méthionine ou d’anions tels que les sulfates, in vitro, sur des cellules 

branchiales de bivalves. Ainsi, il a été montré que l’absorption de la méthionine par les 

branchies du bivalve Mya arenaria était réalisée via un transport actif (Stewart, 1978). En ce 

qui concerne le transport du sulfate chez les bivalves, il a été montré chez la moule Dreissena 

polymorpha qu’il est relativement lent par rapport à celui des autres ions (Dietz et Byrne, 

1999). 

1.1.5.2. Bioaccumulation par la voie directe 

 

La bioaccumulation dépend étroitement des formes de Se étudiées. Les principales 

valeurs de BCF trouvées dans la littérature sont rapportées dans le Tableau 3. Il a été montré 

chez plusieurs espèces végétales et animales (allant de l’algue unicellulaire au poisson) que la 

SeMet était la forme la plus bioaccumulée suivi du sélénite puis du séléniate (Kiffney et 

Knight, 1990; Riedel et al., 1991; Besser et al., 1993). Les valeurs des facteurs de 

bioconcentration (BCF1), exprimés sur la base du poids sec sont cependant très variables. En 

ce qui concerne la SeMet, le BCF est de 1520-12193 pour la cyanobactérie Anabaena flos 

aquae (Kiffney et Knight, 1990), 5320-36300 pour l’algue verte Chlamydomonas reinhardtii 

(Besser et al., 1993) et 30300-382000 pour la daphnie Daphnia magna (Besser et al., 1993). 

En ce qui concerne le sélénite, le BCF est de 267-1004 pour la cyanobactérie Anabaena flos 

aquae (Kiffney et Knight, 1990), 441 à 1600 pour l’algue verte Chlamydomonas reinhardtii 

(Besser et al., 1993) et 221-3650 pour la daphnie Daphnia magna (Besser et al., 1993). Pour 

le séléniate, le BCF est de 30-115 pour la cyanobactérie Anabaena flos aquae (Kiffney et 

Knight, 1990) , 414-493 pour l’algue verte Chlamydomonas reinhardtii (Besser et al., 1993) 

et 65-293 pour la daphnie Daphnia magna (Besser et al., 1993).  

En ce qui concerne les modèles bivalves, les niveaux de base en sélénium mesurés 

chez des populations vivant dans des milieux non contaminés (< 1 µg·L-1) sont de l’ordre de 

3.1 µg·g-1 p.s. pour Macoma balthica et de 2.8 µg·g-1 p.s. (soit environ 0.4 µg·g-1 p.f.) pour 

Corbicula sp. (Johns et al., 1988). 
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Nous n’avons pas trouvé de données dans la littérature concernant la bioaccumulation des 

différentes formes chimiques de Se chez ces organismes. En effet, les études réalisées sur les 

bivalves ne s’intéressent qu’au sélénite dissous, ou bien à son transfert par la voie trophique. 

Chez la moule Mytilus edulis, le sélénium présent naturellement, se retrouve 

essentiellement au niveau des branchies et du manteau, puis, de la masse viscérale et des 

muscles (Fowler et Benayoun, 1976). Ces auteurs montrent qu’après une contamination au 
75sélénite dissous, le sélénite s’accumule dans tous les organes de la moule, mais 

préférentiellement au niveau de viscères (puis au niveau des branchies, du muscle et enfin du 

manteau). Au bout de 63 jours le BCF a une valeur d’environ 100, mais le plateau n’est 

toujours pas atteint (Fowler et Benayoun, 1976). Zhang et al. (1990) montrent que la 

bioaccumulation du 75sélénite est plus importante par la voie trophique que par la voie directe, 

de plus d’un ordre de grandeur. Ces auteurs soulignent que par la voie directe, le sélénite est 

principalement accumulé ou fixé sur la coquille (> 50 %). Au niveau du corps mou, la masse 

viscérale et les branchies sont les organes cibles. Chez la crevette Lysmata seticaudata, après 

contamination par la voie directe avec du 75Sélénite, la plus forte concentration de Se est 

retrouvée au niveau de l’exosquelette (BCF = 10 – 30) (Fowler et Benayoun, 1976). En ce qui 

concerne le modèle biologique poisson, les études rapportées sur Lepomis macrochirus 

montrent une biodisponibilité faible des formes inorganiques de Se avec un BCF < 5 après 60 

jours d’exposition (Cleveland et al., 1993). 

La localisation intracellulaire du sélénium a été étudiée chez les bactéries contaminées 

avec du sélénite, pour lesquelles on observe classiquement l’apparition de granules denses 

aux électrons dans le cytoplasme, signe d’une détoxication par réduction du sélénite en 

sélénium élémentaire (Garbisu et al., 1996; Kessi et al., 1999; Roux et al., 2001). Chez 

l’algue verte Chlamydomonas reinhardtii, Morlon et al. (2005) ont observé du sélénium 

associé à du calcium et du phosphore, à l’intérieur de vacuoles granuleuses, après exposition à 

du 75Selenite. En ce qui concerne la localisation cellulaire du sélénium, des granules minéraux 

constitués d’agglomérats de particules cristallines dans le foie des cétacés dentés, otaries et 

cormorans ont été observés (Nigro et Leonzio, 1996). Ces granules, contenant du Hg et du 

sélénium étaient principalement localisés dans le cytoplasme et les macrophages. 
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Tableau 4 : Facteurs de bioconcentration (BCF) et efficacités d’assimilation (AE) du 

sélénium par la voie trophique (non exhaustif).  

Modèle biologique Biotope 
Forme chimique de Se 

initiale 

Temps 

d’exposition 

BCF p.s. 

ou AE 

Référence 

bibliographique 

Lepomis 

macrochirus 

poisson 

dulçaquicole SeMet 90 jours 
BCF 

0,5 – 1,0 
Cleveland et al., 1993

Brachionus 

calyciflorus 

rotifère 

dulçaquicole 
Algues contaminées avec 

du séléniate 
11 – 20 jours

BCF 

500 
Dobbs et al., 1996 

Pimephales 

promelas 

poisson 

dulçaquicole 
Rotifères contaminés 

avec du séléniate 
11 jours 

BCF 

154 - 400 
Dobbs et al., 1996 

Lysmata seticaudata 

Crevette 
marin 

Moules contaminée avec 

du sélénite 
6-52 jours BCF 6-20 

Fowler et Benayoun, 

1976 

Diatomées contaminées 

avec du sélénite 

AE  

86 % 
Macoma balthica  

bivalve 

 

marin Se élémentaire 

(bioréduction du 

sédiment contaminé avec 

du sélénite) 

2.5 heures 

 
AE 

22 % 

Luoma et al., 1992 

Phytoplancton contaminé 

avec du sélénite 

AE 

34-66 % Elminius modestus 

patelle 
marin 

Zooplancton contaminé 

avec du sélénite 

30-45 

minutes AE 

74 % 

Rainbow et Wang, 

2001 

Crassostrea 

virginica 

bivalve 

marin 
Phytoplancton contaminé 

avec du sélénite 

40-60 

minutes 

AE 

70 % 

Reinfelder et al., 

1997 

Macoma balthica 

bivalve 
marin 

Phytoplancton contaminé 

avec du sélénite 

40-60 

minutes 

AE 

78 % 

Reinfelder et al., 

1997 

Mercenaria 

mercenaria 

bivalve 

marin 
Phytoplancton contaminé 

avec du sélénite 

40-60 

minutes 

AE 

92 % 

Reinfelder et al., 

1997 

Mytilus edulis 

bivalve 
marin 

Phytoplancton contaminé 

avec du sélénite 

40-60 

minutes 

AE 

86 % 

Reinfelder et al., 

1997 

Menidia menidia 

poisson juvenile 
marin 

Zooplancton contaminé 

avec du sélénite 
1-4h 

AE 

29 % 

Reinfelder et Fisher, 

1994 
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1AE : L’AE est le pourcentage de Se restant dans l’organisme après la vidange du tube 
digestif, par rapport à la quantité totale ingérée. 

 

1.1.5.3. Bioaccumulation du sélénium par la voie trophique 

 

Très peu d’études se sont intéressées au transfert trophique en prenant en compte les 

formes chimiques de sélénium initiales. Seule une étude montre chez le poisson chat Ictalarus 

punctatus que la SeMet est mieux bioaccumulée que le sélénite lorsque ces formes sont 

incorporées dans la nourriture (Wang et Lovell, 1997). La plupart des études de transfert 

trophique réalisées ont utilisé le sélénite comme première source de sélénium. 

Les principales données trouvées dans la littérature sont résumées dans le Tableau 4. 

L’étude du transfert trophique du sélénium au clam Puditapes philippnarum (phytoplancton 

marin Phaeodactylum tricornutumin contaminé avec du 75sélénite) montre que l’accumulation 

est un processus rapide, et induit une contamination plus importante que par la voie directe 

(Zhang et al., 1990). Après 18 jours de contamination, l’accumulation du sélénium se fait 

essentiellement au niveau des viscères puis des branchies. De même, le poisson Lepomis 

macrochirus accumule plus de sélénite par la voie trophique que par la voie directe (Besser et 

al., 1993). L’accumulation du sélénite par ces deux voies seraient additives chez Lepomis 

macrochirus (Besser et al., 1993) et Pimephales promelas (Bertram et Brooks, 1986). 

Bertram et Brooks (1986) indiquent que les taux de dépuration du sélénite suggèrent 

l’existence de 2 compartiments fonctionnels : un pool de Se non lié (inorganique) 

correspondant à une dépuration rapide (voie directe) et un pool de Se organiquement lié 

correspondant à une dépuration dépendante du métabolisme cellulaire (voie trophique).  

Chez la crevette Lysmata seticaudata, le sélénium apporté par la voie trophique 

(broyat de Mytilus galloprovincialis contaminé avec du 75sélénite) s’accumule principalement 

au niveau de la masse viscérale (BCF = 6 –20) (Fowler et Benayoun, 1976).  

 Plusieurs études concernant l’efficacité d’assimilation (AE1) du sélénium ont été 

réalisées, et notamment sur bivalves marins. Le bivalve Macoma balthica a une efficacité 

d’assimilation  du sélénium de 86 % lorsqu’il est nourri avec des diatomées pré-exposées au 

sélénite et de 22 % lorsqu’il est nourri avec du sélénium élémentaire (sédiment contaminé en 
75sélénite ayant subi une réduction bactérienne) (Luoma et al., 1992). Chez la patelle Elminius 

modestus nourrie avec du phytoplancton contaminé en 75sélénite, l’efficacité d’assimilation du 

sélénium varie de 34 à 66 %. Lorsqu’elle est nourrie avec du zooplancton, son efficacité 

d’assimilation est plus importante, de l’ordre de 74 % (Rainbow et Wang, 2001).  
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Chez quatre bivalves marins (Crassostrea virginica, Macoma balthica, Mercenaria 

mercenaria et Mytilus edulis), il a été montré que l’efficacité d’assimilation du sélénium était 

proportionnelle à la fraction de Se présente dans le cytoplasme des algues ingérées (Isochrysis 

galbana contaminé en 75sélénite), avec une efficacité d’assimilation comprise entre 72 et 92 

% (Reinfelder et al., 1997). Chez l’amphipode L. plumulosus, il n’y a pas de relation entre Se 

dans le cytoplasme des cellules algales et efficacité d’assimilation (Schlekat et al., 2002). Par 

contre, ces auteurs ont montré que l’efficacité d’assimilation du sélénium chez le bivalve 

Macoma balthica, variait proportionnellement à la fraction de Se cytoplasmique dans les 

algues ingérées et que le bivalve Potamocorbula amurensis pouvait assimiler du sélénium non 

cytoplasmique à partir du phytoplancton. 

En ce qui concerne les consommateurs secondaires, l’étude du transfert trophique 

entre des rotifères contaminés avec du séléniate et le poisson, montre un assez important 

facteur de bioconcentration (BCF = 154-400 p.s.), cependant il est inférieur à celui calculé 

lors du transfert entre algues et rotifères (BCF = 500 p.s.) (Dobbs et al., 1996). Il a été montré 

que l’efficacité d’assimilation du sélénium entre le copépode Acartia sp. (exposé au 
75Sélénite) et le poisson juvénile Menidia sp. n’était que de 29 % (Reinfelder et Fisher, 1994). 

Ceci est à mettre en relation avec le fait que le 75Sélénite s’accumulait à 60 % dans 

l’exosquelette des copépodes. Le poisson devait absorber les tissus mous des copépodes et 

rejeter l’exosquelette chitineux. Ainsi, outre l’effet de la spéciation des polluants, les 

mécanismes de nutrition et de digestion propres à chaque organisme modulent les entrées du 

polluant et conditionnent l’efficacité d’assimilation d’un polluant.  

1.1.6.Rôle physiologique et toxicité du sélénium 

 
Le sélénium est essentiel pour la plupart des organismes vivants, mais dans une 

gamme de concentrations très étroite, au-delà de laquelle il devient toxique (Hodson et Hilton, 

1983; EPA, 2004).  

A faible concentration, il permet de lutter contre les dommages engendrés par le stress 

oxydant, par sa présence au niveau de la glutathion peroxydase sélénium dépendante (Himeno 

et Imura, 2000; Arteel et Sies, 2001; Tapiero et al., 2003; Tinggi, 2003; Ducros et Favier, 

2004). Cependant, il peut exercer des effets toxiques à de plus fortes concentrations.  
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Parmi tous les polluants classés comme prioritaires, le sélénium est celui qui se 

caractérise par la gamme la plus étroite entre les concentrations bénéfiques pour le biota et les 

concentrations délétères. Ainsi, la concentration nécessaire au maintien des processus 

métaboliques est de 0.5 µg·g-1 p.s. pour les organismes aquatiques et terrestres. Des 

concentrations supérieures à ce seuil d’un ordre de grandeur, pourraient être toxiques chez le 

poisson (EPA, 2004). Des concentrations inférieures à 0.1 µg·g-1 (poids sec) dans la nourriture 

de la truite arc-en-ciel peuvent conduire à des symptômes de déficience sévère, tandis qu’au-

dessus de 10 µg·g-1, des effets toxiques commencent à se manifester (Hodson et Hilton, 1983). 

Chez le poisson, la toxicité (sur la reproduction et le développement) peut se manifester suite 

à des expositions chroniques dans l’eau < 5 µg·L-1 (Lemly, 1999). 

1.1.6.1. Rôles physiologiques 

 

Le sélénium est un élément essentiel pour la majorité des organismes vivants, 

indispensable comme cofacteur minéral pour la biosynthèse de la glutathion peroxydase 

(GPx) (Himeno et Imura, 2000; Arteel et Sies, 2001; Tapiero et al., 2003; Tinggi, 2003; 

Ducros et Favier, 2004). 

De plus, chez les mammifères 30 sélénoprotéines ont été identifiées, ayant un rôle 

physiologique de première importance ou bien non encore identifié (Arteel et Sies, 2001). 

Jusqu’à présent, les protéines caractérisées fonctionnellement (12) contiennent toutes l’acide 

aminé SeCyst. 

Parmi les différentes sélénoprotéines connues, on peut notamment citer (Himeno et 

Imura 2000, Arteel, 2001, Ducros et Favier 2004) : 

 

La famille des GPx 

Les GPx, enzymes antioxydantes, constituent une des principales lignes de défense 

contre les agressions produites par les radicaux libres de l’oxygène. 

Dans la famille des GPx (subdivisée en 4), la plus abondante chez l’animal est la GPx 

cellulaire (Himeno et Imura, 2000). Localisée essentiellement dans le cytosol, son rôle est de 

piéger le H2O2 (alors que le H2O2 produit dans les peroxysomes est piégé par la catalase 

localisée dans ces organites). La GPx membranaire (phospholipide hydroperoxyde GPx) a un 

rôle dans la protection des biomembranes contre la peroxydation lipidique. Il existe également 

la GPx extracellulaire (plasmatique) et la GPx gastrointestinale qui, elles aussi, inhibent la 

production de radicaux libres (Ducros et Favier, 2004). 
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Thiorédoxine réductase 

Elle est située dans le cytoplasme des cellules et catalyse la réduction de la 

thiorédoxine, qui est une protéine de faible poids moléculaire responsable de la réduction de 

biomolécules oxydées. La réduction de la thiorédoxine serait un mécanisme important de 

régulation de la croissance cellulaire normale ou tumorale, mais aussi de la mort cellulaire 

programmée (Ducros et Favier, 2004). 

 

Sélénoprotéine P  

Elle est principalement localisée dans le plasma et a la particularité de posséder 10 

atomes de Se par polypeptide. Sa fonction n’a pas encore été élucidée (Ducros et Favier, 

2004). On lui attribue plusieurs rôles : un rôle antioxydant extracellulaire et une activité 

peroxydase spécifique des phospholipides.  

 

En plus de l’action de ces sélénoprotéines, un effet anticancer du sélénium est attribué 

à certains métabolites du sélénium (Tapiero et al., 2003). 

1.1.6.2. Mécanismes de toxicité 

 
Substitution Soufre-Sélénium 

La première cause de toxicité du sélénium est une erreur dans le processus de synthèse 

protéique (Lemly, 2002b). Le soufre, constituant clé des protéines, forme des ponts disulfures 

entre les différents acides aminés ce qui confère à la protéine sa structure tertiaire. Cette 

structure est nécessaire pour le bon fonctionnement des protéines en tant que composant 

cellulaire ou enzyme. Lorsque le sélénium est présent en trop grande quantité, il se substitue 

au soufre et forme des ponts triséléniures (Se-Se-Se) ou sélénotrisulfure (S-Se-S) ce qui 

empêche la formation des ponts disulfures nécessaires. Les protéines ne sont alors plus 

fonctionnelles et ne peuvent plus jouer leur rôle. Les conséquences peuvent être nombreuses, 

la plus documentée est un effet tératogène chez le poisson (Lemly, 1993b).  

Le sélénium peut se substituer au soufre pour former de la SeMet. L’incorporation de 

la SeMet à la place de la méthionine (Met) n’altère pas la structure des protéines mais peut 

influencer l’activité des enzymes si la SeMet remplace la Met à proximité du site actif  

(Schrauzer, 2000). Chez les plantes, la toxicité du sélénium peut être expliquée par la 

participation de la SeMet (à la place de la Met) dans l’initiation du processus de traduction qui 

diminuerait le taux de synthèse protéique (Eustice et al., 1981).  
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Tableau 5 : Données d’écotoxicité du sélénium  

Modèle biologique 
Voie de 

contamination 

Forme 

chimique de Se

Effet observé, durée, et 

critère statistique choisi 
Valeur  

Référence 

bibliographique

sélénite 
LOEC 4 jours 

= 3 mg·L-1 

séléniate 
LOEC 4 jours 

= 3 mg·L-1 

Anabaenas flos aquae 

cyanobactérie 

 

Directe 

 

SeMet 

Diminution chlorophylle a 

après 2 et 4 jours, LOEC 

LOEC 2 jours 

= 0.1 mg·L-1 

Kiffney et 

Knight, 1990  

sélénite 
LOEC  

> 79 mg·L-1 

Séléniate 
LOEC 

< 79  µg·L-1 

Thalassiosira pseudonana 

algue 

Directe 

 

séléniate 

 

Inhibition du taux de 

croissance en phase 

exponentielle, LOEC et 

EC100 
EC100 

 79 mg·L-1 

Price et al., 1987 

Chlorella pyrenoidosa 

algue 
Directe séléniate 

Inhibition de croissance en 

état stationnaire, EC50 

IC50 = 800 

µg·L-1 
Bennett, 1988  

Chlamydomonas 

reinhardtii algue verte 
Directe sélénite 

Inhibition de croissance à 

96h, EC50 

IC50 96h 

 = 6320 µg·L-1 

Morlon et al., 

2005  

sélénite 
NOEC  

= 58 µg·L-1 

séléniate 
NOEC 

= 116 µg·L-1 

SeMet 
LC50 96h  

= 1.5 µg·L-1 

Corophium sp. 

amphipode 
Directe 

sélénocystine 

Survie à 96h, NOEC et 

LC50 

LC50 96 h 

= 12.7 µg·L-1 

Hyne et al.,  

2002 

Diminution du débit 

ventilatoire après 1h, EC50

EC50 1h 

= 200 µg·L-1 Perna perna 

moule 
Directe sélénite 

Augmentation du débit 

ventilatoire après 1h, EC50

EC50 1h 

~ 500 µg·L-1 

Watling et 

Watling, 1982  

sélénite 
Inhibition de croissance, 

après 12 jours, EC100 Mâle Kunming 

souris 
Trophique 

Se élémentaire 
Inhibition de  croissance, 

après 12 jours, EC50 

6 mg·kg-1·j-1  
Zhang et al., 

2005 

sélénite 
EC100 24 h = 

25 mg·L-1 
Kératinocytes de souris 

Directe 

(cultures 

cellulaires) Sélénocystamine
(C4H12N2Se2) 

 

Apoptose après 24h, EC100

 
EC100 24 h = 

250 mg·L-1 

Stewart et al., 

1999  
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Formation de radicaux libres  

La toxicité du sélénium peut provenir de la génération d’anions superoxydes due à 

l’interaction du sélénium avec des groupements thiols. Un important mécanisme met en cause 

la formation de méthyl sélénium CH3Se- qui, soit entre dans le cycle redox et génère du 

superoxyde ou un stress oxydant, ou bien forme des radicaux libres qui se lient à 

d’importantes enzymes ou protéines et les inhibent. Par exemple, la SeMet peut donner du 

méthylsélénol et générer un superoxyde en présence de glutathion (Palace et al., 2004). 

 

Accumulation de séléniure d’hydrogène 

Un second mécanisme met en cause la SeCyst, qui, présente en excès, induit 

l’inhibition du métabolisme de méthylation du sélénium, engendrant une accumulation de 

séléniure d’hydrogène (métabolite intermédiaire) dans les animaux et pouvant ainsi causer des 

troubles hépatocytaires (Nakamuro et al., 2000). 

1.1.6.3. Données d’écotoxicité concernant les organismes aquatiques 

et terrestres 

 
Quelques études ont été réalisées concernant la toxicité des différentes formes de 

sélénium sur les organismes vivants. Les données de toxicité trouvées dans la littérature (aussi 

bien au niveau de la reproduction, de la croissance, que des activités enzymatiques) sont 

rapportées dans le Tableau 5. 

 

Organismes aquatiques 

 

 La cyanobactérie Anabaenas flos aquae est 30 fois plus sensible à la SeMet qu’au 

sélénium inorganique (aussi bien sélénite que séléniate). Le premier effet (LOEC) sur la 

synthèse de la chlorophylle a a été observé après une exposition de 4 jours à 3.0 mg·L-1 (38 

µM) de sélénium inorganique (séléniate, sélénite) versus après une exposition de 2 jours à 0.1 

mg·L-1 de SeMet (Kiffney et Knight, 1990).  
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Les concentrations essentielles et toxiques de sélénite et séléniate pour la croissance de 

la diatomée marine Thalassiosira pseudonana, ont été évaluées (Price et al., 1987). Les 

résultats indiquent que cette algue est plus sensible au séléniate qu’au sélénite. Une légère 

inhibition du taux de croissance en phase exponentielle est observée chez T. pseudonana à 

partir des concentrations supérieures à 1 mM (79 mg·L-1) de sélénite (LOEC). Aucune 

déficience de croissance n’a été observée pour des valeurs atteignant 1 nM (79 ng·L-1). 

En ce qui concerne le séléniate, pour des concentrations inférieures à 0.1 µM (7,9 

µg·L-1), Thalassiosira a des difficultés à croître, le taux de croissance ne représente qu’un 

quart de la croissance maximale. L’addition de 1 mM (79 mg·L-1) de séléniate à la culture est 

toxique et la croissance est complètement inhibée. 

Chez l’amphipode Corophium sp. les acides aminés séléniés, séléno-L-méthionine et 

séléno-DL-cystine, sont plus toxiques (LC50 96h = 1.5 et 12.7 µg·L-1) que les formes 

inorganiques, sélénite et séléniate (NOEC 96h = 58 et 116 µg·L-1 ) (Hyne et al., 2002). 

Une inhibition de croissance de 50 % chez Chlorella pyrenoidosa  a été rapportée pour 

une concentration de 800 µg·L-1 (10 µM) de séléniate dans le milieu (Bennett, 1988). 

Chez E. Coli, la thymidylate synthase ayant de la SeMet substituée à la Met, présente 

une activité spécifique 40 fois plus importante que l’enzyme normale. De même, si plus de la 

moitié des 150 résidus de Met sont substitués par de la SeMet, la β Galactosidase est inactive 

(Schrauzer, 2000).  

Des effets toxiques du sélénite ont pu être observés en termes de modifications de 

l’ultrastructure de cellules algales (Morlon et al., 2005) et de lamelles branchiales de poisson 

(Lemly, 1993a). Les effets pathologiques observés par Lemly (1993b) au niveau de la 

branchie du poisson téléostéen Lepomis cyanellus (exposés à une contamination au sélénium 

dans le lac Belews, Caroline du Nord, US) sont une dilatation des sinus et un gonflement des 

lamelles branchiales. Cette dilatation des lamelles branchiales due au sélénium, pose des 

problèmes de flux sanguin, d’échanges gazeux inefficaces et une réponse métabolique accrue 

(augmentation de la demande respiratoire et de la consommation d’oxygène). Des effets 

tératogènes ont aussi été observés dans ce lac. Des effets sur la reproduction et le 

développement du poisson peuvent se manifester suite à des expositions chroniques dans 

l’eau à des concentrations de Se inférieures à 5 µg·L-1 (Lemly, 1999). 
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Des dommages ultrastructuraux chez la daphnie ont été observés dès 16 h d’exposition 

à 2 mg·L-1 de sélénite (Schultz et al., 1980). Dans tous les tissus observés (muscles, nerf), les 

premiers organites touchés étaient les mitochondries. Elles commençaient par gonfler et 

semblaient se désorganiser. Le gonflement était suivi par l’apparition de granules denses dans 

la matrice mitochondriale. Les mitochondries pouvaient finir par dégénérer avec le temps. 

 

 

Mammifères terrestres 

 

Plusieurs auteurs ont montré une toxicité du sélénium chez la souris qui était 

largement dépendante de la forme chimique de Se considérée. Ainsi, Zhang et al. (2005), 

montrent que le sélénite présente une toxicité plus importante que le sélénium élémentaire 

pour la souris. Ils observent dans le foie de souris, après administration de sélénite, une 

diminution de la catalase et de la superoxyde dismutase, une augmentation du malonaldéhyde 

A, ainsi qu’une diminution du glutathion et parallèlement, une augmentation des glutathion 

peroxydase et transférase. Les modifications de ces marqueurs sont le signe d’un stress 

oxydant après exposition au sélénite.  

Stewart et al. (1999), montrent également par des études in vitro sur cultures 

cellulaires de souris, que le sélénium peut induire un stress oxydant et l’apoptose. Ils montrent 

que le sélénite et la sélénocystamine crée des adduits à l’ADN, l’apoptose et qu’ils sont 

cytotoxiques pour les kératinocytes de souris. En revanche, aucun effet n’était observé après 

exposition à la SeMet. 

La dose létale moyenne de SeMet (LD50) chez des rats ayant reçu une injection 

intraperitonéale est de 4.25 mg·kg-1 et ainsi, comparable à celle du sélénite et séléniate. Les 2 

isomères de la SeMet ( L- et D- sélénométhionine) présentent la même toxicité chez le rat et 

sont tous les 2 accumulés dans le muscle squelettique, cœur, foie et érythrocytes à des degrés 

équivalents, il n’y a que le taux de Se plasmatique qui est plus faible dans le cas de la séléno-

L-méthionine (Schrauzer, 2000). 

Il a également été montré que le sélénite de sodium pouvait altérer le potentiel de 

membrane de la mitochondrie et donc contribuer à l’apoptose (Kim et al., 2002) chez le rat. 

L’oxydation des groupements thiols par le sélénite, entraînerait une chute du potentiel de 

membrane mitochondriale engendrant un relargage de cytochrome c, conduisant à l’apoptose. 

L’effet anticancer du sélénium pourrait être du à ce phénomène. 
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Figure 5 : Modèle biologique, C. fluminea, positionné dans le substrat.

1 cm 
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1.2. Le modèle biologique étudié : Corbicula fluminea 
 

Le bivalve Corbicula fluminea a été choisi car il est très représentatif des écosystèmes 

aquatiques continentaux. Il peut être retrouvé dans de nombreux écosystèmes aussi bien 

lotiques que lentiques. D’autre part, sa physiologie respiratoire a largement été étudiée 

récemment (Tran et al., 2000; Tran et al., 2001; Tran et al., 2002; Tran et al., 2003; Fournier 

et al., 2004; Tran et al., 2004a; Tran et al., 2004b). 

1.2.1.Origine 
 

C. fluminea ou palourde asiatique est un bivalve d’eau douce fouisseur vivant à 

l’interface entre le substrat et la colonne d’eau (Figure 5). C’est une espèce invasive qui a tout 

d’abord colonisé les continents asiatique, africain, australien et la Nouvelle guinée, pour 

ensuite coloniser le continent nord américain. Elle est à l’heure actuelle en pleine phase 

d’expansion en Europe. Des densités allant jusqu’à 2500 individus·m-2 ont été rencontrées au 

sein de rivières anglaises (Aldridge et Muller, 2001). 

1.2.2.Intérêt écotoxicologique : espèce bioindicatrice 
 

C. fluminea est un modèle biologique très utilisé en écotoxicologie aquatique. Il 

répond aux critères d’un bon bioindicateur de pollution : il est présent en grande quantité, il 

est sédentaire, ubiquiste, de collecte facile, de taille et de durée de vie nécessaire et suffisante 

(3-4 ans) et il possède une relativement large résistance aux pollutions. 

1.2.3.Ecologie 

 
C. fluminea est une espèce benthique peu exigeante quant à son habitat. Elle colonise 

aussi bien les systèmes lotiques que lentiques. Espèce opportuniste, elle préfère les substrats 

composés de sable et de graviers, mais peut s’accommoder de substrats mous comme les 

fonds vaseux. Elle peut coloniser des milieux dont les températures extrêmes sont comprises 

entre 2 et 34 °C. L’optimum thermique se situe entre 20 et 25 °C (Foe et Knight, 1986). Elle 

peut vivre dans des milieux dont la salinité est comprise entre 0 à 3 ‰ (Gunther et al., 1999). 
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Figure 6 : Schéma des principaux organes de C. fluminea (Britton et Morton, 1982). 
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Une tolérance de C. fluminea à des salinités allant jusqu’à 13 ‰ a été décrite par 

certains auteurs (Morton et Tong, 1985). Son régime alimentaire est microphage sélectif, se 

nourrissant préférentiellement d’algues, organismes zooplanctoniques, bactéries et détritus 

organiques. Il s’agit d’une espèce hermaphrodite (Dillon, 2000). 

 

1.2.4.Anatomie et physiologie  

 

Dans un contexte de bioaccumulation de contaminants, on peut distinguer 2 

compartiments chez C. fluminea : la coquille (ou exosquelette), formée de 2 valves 

équilatérales et le corps mou qui comprend la masse des organes (Figure 6). Le manteau 

recouvre entièrement la face interne de la coquille et englobe l’ensemble du corps mou. Les 2 

lobes du manteau fusionnent postéro-latéralement pour former les siphons inhalant et 

exhalant. Les branchies permettent à C. fluminea de filtrer l’eau pour assurer les échanges 

respiratoires (l’eau passe sur l’épithélium respiratoire des branchies où l’oxygène va diffuser 

de l’eau vers le sang) et se nourrir en piégeant des particules dont la taille peut atteindre 

quelques µm (algues unicellulaires phytoplanctoniques, bactéries ou bien particules 

organiques). L’eau entre par le siphon inhalant, circule dans la cavité palléale et les branchies 

pour ressortir par le siphon exhalant.  

 

L’activité ventilatoire est provoquée par les battements des cils latéraux situés sur les 

branchies. Les mouvements des valves ne sont pas responsables de l’arrivée de l’eau sur les 

surfaces d’échange, mais leur fermeture interdit toute circulation d’eau en protégeant la masse 

des organes. Les muscles adducteurs sont à l’origine de l’activité valvaire. Le pied de C. 

fluminea sert à la locomotion dans le substrat. 
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Figure 7 : Représentation schématique de la branchie de bivalve (Le Pennec et al., 2003) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8 : Organisation d’une branchie à filaments réfléchis (Mytilus edulis) 

 (d’après Le Pennec et al., 2003)
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1.2.5.Branchies et mécanique ventilatoire 

1.2.5.1. Anatomie des branchies 

 
La branchie existe de chaque côté du corps sous forme de 2 lames, externe et interne 

(Figure 7). Chaque lame est constituée d’un feuillet descendant et d’un feuillet ascendant 

reliés à l’axe branchial. C’est dans cet axe que se trouvent les troncs vasculaires afférent et 

efférent et les principaux muscles assurant les mouvements branchiaux (Le Pennec et al., 

2003). L’élément de base de la branchie est le filament. Tous les filaments sont disposés en 

série, parallèles entre eux. Chez C. fluminea, comme chez tous les eulamellibranches, ils sont 

longs étroits et réfléchis (Figure 8). Sur une même lame, tous les feuillets sont semblables, on 

parle de branchie lisse. La ciliature des filaments consiste essentiellement en cils frontaux, 

latéro-frontaux et latéraux. L’eau circule dans le tissu branchial grâce au mouvement des cils 

latéraux. On considère que les ostiums participent, en fonction de leur degré 

d’ouverture/fermeture, à la régulation du débit. Chaque filament est soutenu par un tissu 

conjonctif, par des fibres musculaires et un tissu de soutien (chitine). 

 

1.2.5.2. Fonction des branchies 

 
Les branchies remplissent plusieurs fonctions : l’hématose du sang et la capture de 

particules alimentaires. Les cellules ciliaires et à mucus attirent, sélectionnent, capturent et 

conduisent les particules vers les palpes et la bouche. L’intensité de l’activité dépend de 

nombreux facteurs extérieurs déclencheurs comme la température, la charge particulaire et de 

facteurs internes de régulation (Tran et al., 2002; Le Pennec et al., 2003). 

 

1.2.5.3. Mécanique ventilatoire 

 
La régulation du débit ventilatoire dépend d’une part de l’activité des cils et d’autre 

part de la contraction des muscles branchiaux (Gardiner et al., 1991; Medler et Silverman, 

2001; Gainey et al., 2003). 

 



 
 

  44 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 9: Schéma de deux filaments branchiaux montrant les cils impliqués dans 

l’activité ventilatoire du bivalve (modifié d’après Jorgensen, 1990). 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 

Figure 10 : Structure branchiale (d’après Medler et Silverman, 2001). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 11 : a. Dimension des tubes aquifères chez 3 bivalves lors du relâchement et de 

la contraction musculaire de 3 bivalves. b : coupe transversale de branchies relâchées de M. 

mercenaria ; c : coupe transversale de branchies contractées  de M. mercenaria (Gardiner et 

al., 1991). 
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Le rôle des cils 

Les trois types de cils qui se trouvent sur les filaments ont chacun une fonction bien 

précise dans la mécanique ventilatoire (Figure 9). Les cils latéraux, situés dans les canaux 

interfilamentaires où se trouve un épithélium respiratoire, créent un mouvement d’eau et sont 

donc responsables de l’activité ventilatoire (Jorgensen, 1990). Il existe aussi les cils latéraux 

frontaux qui vont collecter les particules alimentaires (Silverman et al., 1996). Les cils 

frontaux vont quant à eux vont fonctionner comme un tapis roulant sur lequel sont 

transportées les particules alimentaires pour être emportées vers les palpes labiaux, la bouche 

et le tractus digestif. Les particules sont piégées par un tapis de mucus et les cils frontaux 

déplacent ce mucus. 

 

Le rôle des muscles 

Le diamètre des passages d’eaux à travers les branchies dépend des contractions de la 

musculature branchiale (Figure 10). Jorgensen (1990) décrit la mécanique ventilatoire chez 

les bivalves filtreurs. Il indique que l’activité ventilatoire varie avec le degré d’ouverture des 

valves et l’ouverture des siphons. Suite à la fermeture des valves, une modification de 

l’extension du siphon et du manteau est observée, ce qui peut affecter la pompe branchiale en 

affectant les distances interfilamentaires. Les muscles qui rétractent le manteau et le siphon 

sont en continuation des muscles qui se trouvent à la base des branchies. Ainsi, la rétractation 

du manteau et siphon peut diminuer l’axe branchial et donc celui des hémibranchies. Une 

diminution des canaux interfilamentaires est alors constatée, cependant, la largeur des 

filaments reste identique. Cette réduction de la largeur du canal interfilamentaire (dérivée 

d’une fermeture des valves) participerait à la diminution du débit ventilatoire. Une relaxation 

excessive des muscles n’amplifie pas ou que très peu la capacité ventilatoire.  

Medler et Silverman (2001), qui ont étudié l’effet d’une modification de la 

musculature branchiale de C. fluminea sur les processus de ventilation, indique que les 

muscles des Eulamellibranches sont organisés d’une façon à réguler la dimension des 

passages d’eau. Ils montrent que la contraction des muscles branchiaux diminue la distance 

interfilamentaire, la taille des ostiums internes et du tube aquifère (Figure 11). Ceci indique 

que l’altération du tonus musculaire des muscles lisses peut modifier le débit ventilatoire. 
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Figure 12 : A : Coupe transversale de branchie montrant 3 filaments chez Dreissena 

polymorpha.  f : cils frontaux ; c : cils latéro-frontaux ; l : cils latéraux ; e : cellules 

épithéliales ; o : ostium ; i : ostium interne ; w : tube aquifère ; w : tube aquifère central ; 

trait = 25 µm.  B : Détails des cellules épithéliales de filaments f : cellules épithéliales 

frontales ; p : cellules pro-latéro-frontales ; c : cellules latéro-frontales ; l : cellules 

épithéliales latérales ; e : cellules épitheliales indifférenciées; m : cellules à mucus, ct : tissu 

conjonctif.  trait = 5 µm (Silverman et al., 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : A : Coupe transversale de branchie d’Anodonta (antério-postérieure de 

gauche à droite).  B : Coupe transversale de filaments (dorso-ventral). F : filament ; NM : 

bande musculaire ; O : ostiums.  trait = 50 µm. (d’après Gardiner et al., 1991). 
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Gardiner et al. (2001), montrent que chez les moules d’eau douce, il existe 2 types de 

bandes de muscles striés. Il y a d’une part, les bandes de muscles situées à la base des 

filaments. Elles alternent avec les ostiums. Lors de la contraction de ces muscles, on a 

diminution du canal interfilamentaire. D’autres fibres musculaires se trouvent au niveau de 

l’épithélium qui borde le tube aquifère et autour de l’ostium interne. Ils contrôlent le diamètre 

des ostiums internes. 

1.2.6.Facteurs du milieu influençant la physiologie respiratoire 
de C. fluminea     

 

Certains facteurs du milieu sont susceptibles d’influencer l’activité valvaire 

(mouvement d’ouverture et de fermeture des valves) et ventilatoire des bivalves, ce qui peut 

entraîner des variations tout à fait importantes dans les taux d’accumulation d’un polluant 

(Tran et al., 2001; Tran et al., 2002; Tran et al., 2004b). L’oxygène, la variation de 

concentration de plancton, la température, le stress ainsi que la nature du contaminant, sont 

parmi les facteurs qui peuvent entraîner des variations de débit ventilé. 

 

Oxygénation du milieu 

C. fluminea est capable de maintenir constante sa consommation d’oxygène lorsque 

l’oxygénation du milieu varie de l’hypoxie (10 % de saturation à l’air) jusqu’à l’hyperoxie 

(200 % de saturation à l’air) (Tran et al., 2000). C. fluminea maintient l’homéostasie de son 

milieu intérieur en termes d’oxygénation via un ajustement de la ventilation et sans 

modification du débit cardiaque. 

Ces changements d’oxygénation du milieu (de 4 à 40 kPa) modifient profondément les 

processus de contamination par le cadmium (Tran et al., 2001). L’O2 peut influencer les 

cinétiques de charge du polluant et l’organotropisme en modifiant les teneurs relatives de 

bioaccumulation dans les organes. Lorsque l’O2 diminue dans le milieu, C. fluminea 

hyperventile pour maintenir constant l’approvisionnement en O2 dans ses cellules. En 

hypoxie, les flux de cadmium traversant les cavités branchiales augmentent, 

l’hydrodynamisme de l’eau ventilée est modifié et l’animal se contamine plus vite par voie 

directe. 
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Tableau 6 : Facteurs environnementaux pouvant modifier la physiologie respiratoire 

de C. fluminea. 

 

Facteur du milieu 

étudié 

Effet physiologique 

observé  

Référence 

bibliographique 

Densité algale 
Ajustement du débit 

ventilatoire 

 

Tran et al., 2002. 

 

Température 
Ajustement du débit 

ventilatoire 

 

Tran et al., 2002. 

 

pO2 
Ajustement du débit 

ventilatoire 

Tran et al., 2000 ; 

Tran et al., 2004 

pCO2 
Ajustement du débit 

ventilatoire 
Tran et al., 2004 

Polluant U Fermeture des valves Fournier et al., 2004 

Polluant Cd Fermeture des valves Tran et al., 2003 

Polluant Cu Fermeture des valves Tran et al., 2004 

Polluant U 

Ajustement du débit 

ventilatoire 

Ajustement de 

l’ouverture/fermeture 

des valves 

Tran et al., 2004 
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Densité de phytoplancton 

La nourriture a une influence fondamentale sur l’activité ventilatoire et ceci dépend de 

la température. A 15 °C, la ventilation dépend de l’apport trophique quand la concentration de 

plancton dans le milieu est < 2·105 cells·mL-1, tandis qu’à 25 °C la ventilation dépend de 

l’apport trophique quand la concentration de plancton est < 5·105 cells·mL-1 (Tran et al., 

2002).  

 

Température 

L’activité ventilatoire de C. fluminea dépend de la température via son influence sur le 

métabolisme. Une augmentation de métabolisme demande un approvisionnement en oxygène 

(comburant) et en nourriture (carburant) plus important, ainsi qu’une augmentation de la 

vitesse d’élimination du CO2, un des produits finaux du métabolisme (Tran et al., 2002). Le 

phénomène a été montré chez divers bivalves dont Brachidontes striatulus (Masilamoni et al., 

2002). Tran et al. (2002) montrent que les niveaux de base en termes de débit ventilatoire de 

C. fluminea sont de 12.8 mL·h-1·g-1 pour des concentrations de plancton non limitantes  (> 

2·105 cells·mL-1) à 15 °C et de 26.5 mL·h-1·g-1 pour des concentrations de plancton non 

limitantes (> 5·105 cells·mL-1) à 25 °C. 

 

pH 

Fournier et al. (2004) n’ont pas observé d’effet direct d’une modification du pH de 6.5 

à 5.5 sur l’activité valvaire de C. fluminea, cependant un effet indirect a été observé. En 

présence d’uranium, la chute de pH entraîne une modification de la spéciation chimique de 

l’U(VI) en solution et entraîne la fermeture des valves. Une diminution des périodes d’activité 

a été observée chez un autre bivalve Anadonta cygnea quand le pH passait de 8 à 4 (Pynnönen 

et Huebner, 1995). 

 

Présence d’un contaminant  

Les bivalves possèdent un moyen de protection vis à vis de la survenue d’un 

contaminant qui est la fermeture rapide de leurs valves. Différents valvomètres actuellement 

sur le marché, permettent l’enregistrement de l’activité valvaire des bivalves.  
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L’enregistrement de ces mouvements peut être utilisé sur le terrain pour la détection 

de pollutions aiguës (Slooff et al., 1983; Kramer et al., 1989; Sluyts et al., 1996) ou en 

laboratoire pour évaluer la toxicité de composés chimiques (Markich et al., 2000). Les auteurs 

déterminent des seuils de sensibilité aux polluants pour une espèce de bivalve donnée, au-delà 

desquels l’activité valvaire de ces bivalves est perturbée (Markich et al., 2000; Tran et al., 

2003; Fournier et al., 2004; Tran et al., 2004a). Des modifications de l’activité ventilatoire de 

C. fluminea ont également été rapportées dans la littérature. Tran et al. (2004) montrent une 

chute du débit ventilatoire en présence d’uranium. A notre connaissance, une seule 

publication (Watling et Watling, 1982) a rapporté des effets du sélénium au niveau de 

l’activité ventilatoire d’un bivalve. Chez la moule Perna perna, ils ont testé l’effet d’une 

exposition directe au sélénite sur 1 heure. Ils rapportent une inhibition de la ventilation à des 

concentrations de sélénite allant de 100 à 300 µg·L-1, une stimulation de 300 à 700 µg·L-1 et 

puis une inhibition aux valeurs plus élevées. 

 

2. DEMARCHE EXPERIMENTALE ET 

PRINCIPAUX PARAMETRES ETUDIES 

2.1.1.Démarche expérimentale 

 

 Le sélénium est présent dans l’environnement sous plusieurs états d’oxydation 

et sous diverses formes chimiques ( § 1.1.1.1). Il a été montré que sa bioaccumulation et sa 

toxicité dépendaient des différentes formes chimiques mises en jeu (§ 1.1.5 et 1.1.6). Les 

effets des différentes formes chimiques de Se sur sa biodisponibilité, sa bioaccumulation et sa 

toxicité ont été très étudiés chez les organismes phytoplanctoniques. En revanche, peu 

d’études se sont intéressées aux maillons trophiques supérieurs. De plus, l’étude de la voie 

trophique et de la voie directe sur un même modèle biologique a rarement été fait.  
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Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à un consommateur primaire, le bivalve 

d’eau douce Corbicula fluminea. Ce modèle biologique permet d’étudier aisément les 2 voies 

de contamination. Cependant, les données de la littérature indiquent que les bivalves sont très 

sensibles à leur environnement. Leur physiologie peut être profondément modifiée selon les 

conditions environnementales (§ 1.2.6).  

Les nombreuses études menées par Tran et al. depuis 2000 sur la physiologie de C. 

fluminea, ainsi que les connaissances sur la bioaccumulation du sélénium issues de la 

littérature, conduisent à dire que deux paramètres vont pouvoir être impliqués dans les 

processus de bioaccumulation du sélénium chez ce bivalve, la spéciation chimique et la 

physiologie. Tran et al. (2004) le confirment avec l’exemple de l’uranium. 

Nous nous sommes donc intéressés à l’impact du sélénium sur C. fluminea, en 

considérant d’une part les différentes formes chimiques de Se dans l’environnement et d’autre 

part la physiologie de l’organisme. 

Nous avons choisi comme modèles biologiques l’algue verte unicellulaire 

Chlamydomonas reinhardtii et le bivalve filtreur C. fluminea car leur physiologie a largement 

été étudiée (§ 1.2) et qu’ils sont représentatifs des écosystèmes aquatiques continentaux. Nous 

avons testé l’effet de 2 formes inorganiques de sélénium : sélénite et séléniate, car ce sont les 

formes majoritaires en milieu aquatique en conditions oxydantes à modérément oxydantes, 

ainsi qu’une forme organique, la SeMet, car il s’agit de la forme prédominante dans les tissus 

de plantes et algues (Guo et Wu, 1998; Tinggi, 2003) (§ 1.1.1.1).  

Nos premières expérimentations ont été réalisées par des expositions à court terme (3 

jours), où nous avons étudié l’influence de différents facteurs (forme et dose de sélénium, 

voie de contamination, densité d’algues présentes dans le milieu) sur la physiologie des 

organismes en termes de débit ventilatoire et sur la bioaccumulation du sélénium. Nous avons 

ainsi caractérisé les comportements ventilatoires des organismes dans nos conditions 

expérimentales, et évalué la biodisponibilité et la bioaccumulation des différentes formes, par 

voies directe et trophique.  

Ensuite, dans une deuxième partie, nous avons caractérisé l’accumulation du sélénium 

apporté par voie directe, sous forme inorganique et sous forme organique. Les cinétiques 

d’accumulation et de dépuration associées au suivi de la répartition du sélénium à différents 

niveaux d’organisation biologique (organisme entier, organe, subcellulaire) ont été analysées. 
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Dans une troisième partie nous avons abordé les effets potentiellement toxiques du 

sélénium aux niveaux moléculaire et cellulaire. Pour les 3 formes de Se, nous avons tout 

d’abord analysé l’éventuelle apparition de marqueurs de stress oxydant par des mesures 

biochimiques (par des mesures d’activités enzymatiques du système antioxydant et des 

dosages de glutathion). Puis, nous avons étudié l’éventuelle toxicité au niveau branchial, par 

la mesure de l’expression de gènes de certaines protéines et par la mesure d’effet au niveau 

histologique, en particulier sur l’ultrastructure des cellules branchiales par Microscopie 

Electronique à Transmission (MET). 

2.1.2.Paramètres étudiés 

2.1.2.1. La spéciation  

 
Hypothèse de travail n°1 : la spéciation du sélénium conditionne sa 

bioaccumulation et sa toxicité. Dans l’environnement le sélénium existe sous différentes 

formes chimiques et degrés d’oxydation or, classiquement, la spéciation d’un polluant 

conditionne sa bioaccumulation et par là même sa toxicité. Ainsi, nous avons étudié 3 formes 

de sélénium (les 2 formes inorganiques majoritaires dans les eaux de surface, sélénite et 

séléniate, et une forme organique, la SeMet), correspondant à 3 états d’oxydation (+IV, +VI, 

–II, respectivement). Nous nous sommes attachés à contrôler la stabilité des états d’oxydation 

du sélénium au cours des expérimentations. 

2.1.2.2. La ventilation de C. fluminea 

 
Hypothèse de travail n°2  : la ventilation du bivalve conditionne la 

bioaccumulation du sélénium. Pour assurer l’homéostasie de son milieu intérieur (en gérant 

sa prise alimentaire et ses échanges gazeux), le bivalve adapte en permanence son activité de 

ventilation aux variations de la composition de son environnement (§ 1.2.6). Or, une 

modification de la ventilation chez les bivalves peut être la cause d’une modification de la 

bioaccumulation des polluants (Tran et al., 2001; Tran et al., 2002; Tran et al., 2004b). La 

ventilation contrôle les conditions de renouvellement d’eau au niveau de l’épithélium 

branchial et donc, le niveau d’exposition des branchies qui est une des principales voies 

d’entrée de divers contaminants.  
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Elle n’agit pas directement via la quantité de contaminant qui transite dans la cavité 

branchiale ou palléale car, quel que soit le débit ventilé, la concentration dans la masse d’eau 

reste en effet constante. En revanche, elle vient modifier au niveau des couches limites, les 

profils de concentration à l’interface eau-épithélium en modifiant l’épaisseur des couches 

d’eau peu ou pas renouvelées. La modification des surfaces branchiales ventilées, et donc 

exposées, est aussi une des conséquences des variations d’activité ventilatoire. L’effet des 

changements de débits ventilatoires sur la bioaccumulation du sélénium a donc été testé. 

 

Hypothèse de travail n°3 : la ventilation du bivalve est modifiée en présence de 

sélénium. Le bivalve est capable de modifier son comportement ventilatoire face à l’arrivée 

d’un composé toxique dissous (§ 1.2.6). Ainsi, nous avons testé l’effet des différentes formes 

de Se dissous sur la ventilation du bivalve. Le transfert trophique étant important dans le cas 

du sélénium (§  1.1.5.3), nous avons également étudié l’impact de l’apport trophique en Se sur 

la ventilation de C. fluminea. 

2.1.2.3.  La bioaccumulation dans les organes et la répartition 

subcellulaire 

 
Hypothèse de travail n°4 : la répartition du sélénium est différente selon les 

formes de Se étudiées. Nous avons analysé les cinétiques de bioaccumulation et de 

dépuration du sélénium chez C. fluminea, à différents niveaux d’organisation biologique 

(organisme entier, organes, subcellulaire, moléculaire). En effet, la toxicité est gouvernée par 

l’interaction du polluant avec des cibles biologiques clés, ce processus étant relié aux 

quantités accumulées et à la part de l’élément détoxiquée ou impliquée de façon critique dans 

les processus métaboliques. La répartition des polluants dans les différentes fractions 

subcellulaires (granules, cytosol, pool protéique) peut donc être utilisée comme indicateur de 

toxicité. Elle peut également apporter des indications sur le transfert aux maillons trophiques 

supérieurs potentiels. Nous avons donc quantifié la part de Se présente dans différentes 

fractions subcellulaires obtenues par centrifugation différentielle. Au sein du cytosol, nous 

avons analysé la répartition du sélénium au niveau des pools protéiques par chromatographie 

basse pression. 
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De plus, la localisation du sélénium internalisé dans l’algue et/ou dans les branchies du 

bivalve, après contamination avec différentes formes chimiques de Se, a été étudiée à l’aide 

d’un microscope électronique à transmission (MET) couplé à une sonde X. 

 

2.1.2.4. Localisation intracellulaire et analyse ultrastructurale des 

branchies 

 
Hypothèse de travail n°5 : le sélénium engendre des dommages ultrastructuraux 

au niveau des cellules branchiales des bivalves. Des effets pathologiques du sélénium ayant 

été observés sur des tissus de poissons en milieu naturel (§ 1.1.6.3), nous avons voulu tester, 

en laboratoire, l’effet de différentes formes chimiques de sélénium sur l’ultrastructure des 

cellules branchiales de C. fluminea. Pour cela, des coupes branchiales ont été observées au 

microscope optique et électronique à transmission (MET). 

 

2.1.2.5. Effet du sélénium au niveau moléculaire 

 
Le sélénium est un élément essentiel (§ 1.1.6.1) qui peut avoir un rôle antioxydant en 

temps que cofacteur d’enzymes anti-oxydantes. Cependant, il peut rapidement devenir 

toxique (§ 1.1.6.2). Après pénétration d’un toxique dans la cellule, l’apparition d’un stress 

oxydant peut générer de la peroxydation lipidique dans la mitochondrie (entraînant le 

relargage du cytochrome c, puis apoptose), générer des dommages à l’ADN, induire des 

enzymes du système antioxydant pour lutter contre les radicaux libres et l’apparition de 

mécanismes de détoxication (métallothionéines). 

 

Hypothèse de travail n°6 : le sélénium peut-être anti-oxydant ou pro-oxydant 

selon la forme chimique étudiée et modifier ainsi la balance pro-/antioxydante du 

bivalve. Nous avons analysé les systèmes enzymatiques antioxydants constitués 

essentiellement de 3 enzymes : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), et la 

glutathion peroxydase (GPx), ainsi qu’un système non enzymatique, le glutathion (GSH). 
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Figure 14 : Schéma représentant les réactions catalysées par les 3 principales 

enzymes antioxydantes : la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion péroxydase (GPx) et 

la catalase (CAT).
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La SOD catalyse la dismutation de deux ions O2°- en peroxyde d’hydrogène à pH 

neutre : O2°- + O2°- + 2H+ → H2O2 + O2. Trois sortes de SOD ont été identifiées dans la 

cellule : la SOD à cuivre et à zinc (Cu/ZnSOD) que l'on retrouve dans le cytosol, la 

Cu/ZnSOD qu’on retrouve au niveau des liquides extracellulaires et la SOD à fer et à 

manganèse (Fe/MnSOD) qui se trouve dans les mitochondries (Matés et Sánchez-Jiménez, 

1999). 

La CAT, enzyme confinée dans le cytosol et dans les peroxysomes, accélère la 

réaction spontanée qui transforme le peroxyde d’hydrogène en eau et en dioxygène (2H2O2 → 

2H2O + O2) et limite ainsi la formation de radicaux OH° (Matés et Sánchez-Jiménez, 1999). 

La plupart des cellules aérobies contiennent cette enzyme. Elle est présente à de fortes 

concentrations dans le foie et dans les globules rouges. 

La GPx, enzyme à sélénium présente à la fois dans le cytosol et la mitochondrie, 

transforme le peroxyde d'hydrogène mais aussi les peroxydes lipidiques. Le peroxyde 

d'hydrogène et les lipoperoxydes sont réduits en présence de glutathion. Deux molécules de 

glutathion cèdent deux H au peroxyde d'hydrogène. Les deux glutathions forment une liaison 

disulfure alors que le peroxyde d'hydrogène donne deux molécules d'eau : 

H2O2 + 2GSH → 2H2O + GSSG. 

Cette enzyme, par sa dépendance ou non au sélénium, se distingue en deux types. Le 

type qui est dépendant au sélénium réagit fortement au peroxyde d'hydrogène et aux 

peroxydes organiques. Le type indépendant au sélénium, par contre, ne réagit que faiblement 

par rapport aux peroxydes organiques. Il a également d'autres fonctions, dont la principale est 

la détoxication d'agents cancérigènes. 

Le glutathion est le thiol protéique le plus abondant dans les organismes vivants. Il est 

présent majoritairement à l’état réduit (GSH) dans les cellules et une augmentation de la 

forme oxydée (GSSG) traduit un stress oxydant. Il agit comme donneur d’électrons 

permettant de désactiver les espèces réactives comme OH° et les radicaux phénoxy, mais 

surtout comme substrat des glutathion peroxydases chez les animaux. Il intervient également 

dans la conjugaison des substances électrophiles (catalysée par des glutathion-transférases) et 

joue un rôle dans la complexation des métaux intraellulaires. 

 



 
 

  62 



 
 

  63 

 

Hypothèse de travail n°7 : le sélénium peut modifier l’expression de gènes de certaines 

protéines chez C. fluminea. Nous avons étudié l’expression de quatre gènes : celui de la 

titine (tit), métallothionéine 1 (mt1), protéine ribosomique S9 (rpS9) et cytochrome c oxydase 

1 (cox1). 

Titine. Nous avons dosé l’expression du gène tit, car dans la branchie de C. fluminea, 

c’est un gène dont on a observé la surexpression en hypoxie, c’est à dire lorsque la ventilation 

est profondément stimulée (Achard, en préparation). La titine est une protéine élastique 

localisée dans le muscle, impliquée dans le contrôle de l’assemblage des protéines 

sarcomériques et qui régule l’élasticité du sarcomère (Maruyama, 1997). Avec environ 30 000 

acides aminés et une masse moléculaire de 3 000 kDa, la titine est la plus grande chaîne 

polypeptidique connue. Une molécule s’étend de la strie Z à la ligne M, ce qui représente près 

d'un demi-sarcomère, soit plus d’un micromètre de longueur. La titine est destinée à ramener 

le sarcomère dans sa position initiale de référence à la suite d’un allongement de celui-ci. Elle 

sert d’autre part à maintenir le bon alignement de la myosine et de l’actine. Cet élément est 

particulièrement sollicité pendant les étirements d’un muscle. Des étirements intenses peuvent 

altérer cet élément. Les étirements peuvent entraîner une contraction en allongement 

(contraction dite excentrique). Ce travail peut détruire la titine. Après des exercices 

excentriques on peut avoir une chute de la titine (Cometti, 2003). 

Les métallothionéines sont des protéines de faible poids moléculaire avec une forte 

teneur en Cyst qui jouent un rôle dans le métabolisme normal des cellules (homéostasie du 

Zn, Cu), dans l'adaptation à différents types de stress (comme le stress oxydant) et dans la 

détoxication des métaux (Viarengo et al., 2000). Elles sont capables de se lier à de nombreux 

métaux, essentiels ou toxiques selon le pouvoir thioloprive de ces derniers. Par conséquent 

elles sont considérées comme des molécules clé pour comprendre les mécanismes 

physiologiques liés aux métaux, concernant aussi bien la toxication que la détoxication de 

ceux-ci. La forte réactivité de cette protéine pour échanger des métaux et pour interagir avec 

d'autres composés électrophiles se basent sur le caractère dynamique de sa structure Cyst-

Métaux.  

La protéine ribosomique S9 est une protéine constituante de la sous-unité du ribosome. 

Elle participe, comme toutes les autres protéines constituantes des sous-unités du ribosome, à 

la bonne organisation et à la stabilisation de l’ARNm. Cet protéine aurait un effet protecteur 

vis à vis du stress oxydant (Kim et al., 2003). Un rôle dans le processus de réparation SOS lui 

a également été attribué chez E. Coli (Wool, 1996). 
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Tableau 7 : Tableau récapitulatif des expériences réalisées. 

  

 

Bioaccumulation et 

effet sur la ventilation 

 

Bioaccumulation 

et stress oxydant  
 

Expression de gènes, 

bioaccumulation à 

différentes échelles 

d’intégration, effet 

sur l’ultrastructure  

Voie 

directe 

Voie 

trophique
Voie directe Voie directe Forme 

de Se 

[Se] 

µg·L-1 

Densité 

d’algues 

cells·mL-1 

Exp 1, § 4.1.1 Exp2, § 4.1.2 Exp 3, § 4.3.1 Exp 4, § 4.2, § 4.3.2, § 4.3.3 

1-2 x 105 x  x x 
50 

3-4 x 105 x    

1-2 x 105 x    
500 

3-4 x 105 x    

1-2 x 105  x   
200 

3-4 x 105  x   

1-2 x 105  x   

Se(+IV) 

2000 
3-4 x 105  x   

1-2 x 105 x    
50 

3-4 x 105 x    

1-2 x 105 x    
500 

3-4 x 105 x    

1-2 x 105  x   
200 

3-4 x 105  x   

1-2 x 105  x   

Se(+VI) 

2000 
3-4 x 105  x   

1-2 x 105 x  x x 
50 

3-4 x 105 x    

1-2 x 105   x   
200 

3-4 x 105  x   

1-2 x 105  x   

SeMet 

2000 
3-4 x 105  x   
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La cytochrome c oxydase est une protéine transmembranaire des mitochondries. Elle 

est l’accepteur final d’électron au niveau de la chaîne de transfert d’électron. Elle joue un rôle 

clé dans la phosphorylation oxydative. Elle catalyse le transfert d’électrons des cytochromes c 

vers l’oxygène moléculaire. Ceci est couplé à un transport actif de protons de part et d’autre 

de la membrane interne et conduit à l’installation d’une différence de potentiel 

électrochimique nécessaire à la synthèse d’ATP par l’ATP synthase (Delbart, 2000). Un stress 

oxydant pourra entraîner une inhibition de la respiration via une inhibition de la COX. 

Un récapitulatif de l’ensemble des expériences est présenté dans le Tableau 7. 

2.1.3.Articulation du mémoire 

 
Après la présentation des matériels et méthodes utilisés (chapitre 3), l’ensemble des 

résultats et discussion sera présenté sous formes d’articles et/ou paragraphes : 

 

 Bioaccumulation du sélénium chez C. fluminea : rôle de la ventilation du bivalve 

et de la Spéciation du sélénium (§ 4.1) 

 

- Bioaccumulation du sélénium par la voie directe : Effet de la ventilation du 

bivalve et de la spéciation du sélénium (§ 4.1.1). 

Fournier E., Adam C., Massabuau J.C., Garnier-Laplace J. 2005. Bioaccumulation of 

waterborne selenium by the freshwater bivalve C. fluminea : influence of feeding induced 

ventilatory activity and selenium species. Aquatic Toxicology 72/3 : 251-260. 

 

- Bioaccumulation du sélénium par la voie trophique : Effet de la ventilation du 

bivalve et de la spéciation du sélénium (§ 4.1.2). 

Fournier E., Adam C., Massabuau J.C., Garnier-Laplace J. 2005. Selenium 

bioaccumulation in Chlamydomonas reinhardtii and transfer to Corbicula fluminea : Role of 

speciation and bivalve’s ventilation. Soumise à Environ Toxicol and Chem. 

 
- Comparaison de la bioaccumulation du sélénium par la voie directe et par la 

voie trophique (§ 4.1.3). 

Fournier E., Adam C., Massabuau J.C., Garnier-Laplace J. 2005 Effect of selenium 

exposure on the freshwater bivalve Corbicula fluminea. Radioprotection-colloques 40 :S3-S9. 
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- Principales avancées et conclusions du chapitre (§ 4.1.4) 

 

 Bioaccumulation du sélénium à différents niveaux d’organisation biologique 

chez C. fluminea (§ 4.2) 

 

 Toxicité subcellulaire du sélénium (§ 4.3) 

 

- Suivi du statut anti-oxydant de C. fluminea lors d’une exposition au Se (§ 

4.3.1) 

- Effet du sélénium sur l’expression de gènes (§ 4.3.2). 

- Effet d’une exposition au Se sur l’ultrastructure des cellules branchiales de C. 

fluminea (§ 4.3.3). 

- Principales avancées et conclusions du chapitre (§ 4.3.4). 
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Tableau 8 : Composition ionique de l’eau du réseau, de l’eau artificielle, du milieu 

HSM et des eaux douces mondiales. 

 

Ions majeurs 

(mmol·L-1) 

Eau du réseau Eau artificielle Moyenne mondiale*

Ca2+ 1.70 0.290 0.335 

Mg2+ 0.53 0.195 0.138 

Na+ 0.43 0.500 0.223 

K+ 0.028 0.160 0.033 

Cl- 0.6 0.900 0.161 

SO4
2- 1.96 0.100 0.171 

NO3
- 0.024 0.500 0.017 

PO4
3- - 0.005 - 

HCO3
- 2.38 0.025 0.852 

* (Meybeck, 1981) 

Ions majeurs 

(mmol·L-1) 

Milieu HSM** 

 
NH4

+ 9.350 

Cl- 9.490 

K+ 22.00 

PO4
3- 13.700 

HCO3
- Atm 

NO3
- - 

SO4
2- 0.081 

Mg2+ 0.081 

Ca2+ 0.068 

Na+ 0.102 

BO3
- 3.01·10-3 

Mn2+ 2.10·10-3 

EDTA 0.806·10-3 

Fe2+ 0.592·10-3 

MoO4
2- 3·10-5 

Zn2+ 2.43·10-5 

Co 1.09·10-5 

Cu2+ 7.04·10-8 

   **  (Macfie et al., 1994). 
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3. MATERIELS ET METHODES 

3.1. Conditions expérimentales 

3.1.1.Origine et maintenance des organismes 

Les bivalves ont été recueillis sur des sites non contaminés dans le sud-ouest de la 

France (St Seurin, en Dordogne et Fontet, en Gironde). Ils ont été prélevés manuellement et 

transportés à sec, en glacière,  jusqu’au laboratoire. Ils ont ensuite été mis en stabulation dans 

de l’eau du réseau déchlorée au moins un mois avant toute expérimentation (densité ≤ 5 

individus par litre). Ils étaient nourris chaque jour avec une suspension d’algues vertes 

unicellulaires Chlamydomonas reinhardtii (2 x 105 cells·mL-1 dans l’aquarium après ajout). 

La souche d’algue (Chlamydomonas reinhardtii 11/32B) a été obtenue auprès de 

« Culture Collection of Algae and Protozoa » (CCAP ; Cumbria, United Kingdom). Les 

algues ont été cultivées dans un milieu inorganique : le milieu HSM « High Salt Medium »  

(Harris, 1988) dans des erlenmeyers en verre de 2 L sous une luminosité de 100 ± 10 

µmol·m-2·s-1. Sa composition est indiquée dans le Tableau 8. 

3.1.2.Choix du milieu d’exposition 

Les expériences aussi bien sur algues que bivalves ont été réalisées dans une eau 

artificielle de composition ionique proche de la moyenne des eaux douces mondiales (pH 7 à 

l’équilibre) et adaptée à la physiologie des organismes bivalves. Sa composition est indiquée 

dans le Tableau 8. Le pH était ajusté à la valeur voulue à l’aide de NaOH à 0.1 M et/ou HCl à 

0.1 M.  

3.1.3.Dispositif expérimental 

Toutes les expérimentations ont été réalisées sur table antivibratoire afin d’amortir au 

mieux les vibrations susceptibles de modifier le comportement des bivalves. La photopériode 

utilisée a systématiquement été de 14 h : 10 h (jour : nuit) avec une lumière artificielle  

procurée par un néon à une intensité de 4.0 ± 0.5 µmol·m-2·s-1. Les aquariums étaient placés 

dans un bain-marie afin de maintenir une température de 20 °C. 
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Figure 15 : Schéma des unités expérimentales utilisées pour les expériences de court 

terme avec mesure du débit ventilatoire (Exp 1 et Exp 2, § 4.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Schéma des unités expérimentales utilisées pour les expériences de long 

terme (Exp 3 et Exp 4 ; § 4.2 et § 4.3).

 

Suivis et régulations : 
pH 7.00 ± 0.05 

Température 20 ± 0.5 °C 
Densité d’algues 

Concentrations et formes de Se 

Eau artificielle 

Bullage d’air 

Sable en quartz  
Table antivibratoire 

Paramètres étudiés : 
Débit ventilatoire 
Bioaccumulation 

Système ouvert 
 (renouvellement continu, 5 fois le volume total / jour) 

Suivis et régulations : 
pH 7.00 ± 0.05 

Température 20 ± 0.5 °C 
Densité d’algues 

Concentrations et formes de Se 

Sable en quartz 

Bullage d’air 

Système semi-ouvert 
 (renouvellement manuel, la moitié du volume total / jour) 

Eau artificielle 

Paramètres étudiés : 
Bioaccumulation 

Toxicité 
Table antivibratoire 
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Pour limiter les phénomènes d’adsorption des contaminants sur les parois des bacs, le 

matériau utilisé était du polypropylène pour le sélénium inorganique et du verre pour le 

sélénium organique. 

 

Deux types d’unités expérimentales ont été utilisés : 

 

- Pour les expériences sur la ventilation, de durée 3 jours (Exp 1 et Exp 2 ; § 

4.1), nous avons travaillé sur des petites unités de 150 mL contenant un seul bivalve (Figure 

15). Les expériences ont alors été réalisées en système ouvert avec un renouvellement d’eau 

en continu (5 fois par jour) afin de permettre une composition ionique constante et un apport 

d’algues suffisant. Chaque bécher était alimenté par une nourrice (contenant le milieu frais et 

les algues) au niveau de laquelle se faisait la régulation de pH à l’aide d’un pHstat (Consort 

R301, Illkirch, Belgium). Les unités expérimentales sont schématisées dans la Figure 15 où 

les principaux paramètres contrôlés sont indiqués. 

 

- Pour les autres expériences, de durée comprise entre 10 et 70 jours (Exp 3 et 

Exp 4 ; § 4.2 et § 4.3), les unités expérimentales contenaient 10 L, pouvant contenir jusqu’à 

100 bivalves (Figure 16). Le renouvellement d’eau était fait manuellement (la moitié du 

volume total par jour), à l’aide de pompes à vide. L’apport d’algues se faisait par ajouts 

ponctuels au cours de la journée. 

 

Les organismes ont systématiquement été acclimatés 7 jours aux conditions et 

dispositifs expérimentaux (température, pH, photopériode, luminosité) avant exposition. 

 

3.1.4.Voies de contamination 

 

Nous avons testé les 2 voies de contamination existant chez les modèles aquatiques : 

directe, par une contamination de la colonne d’eau et trophique, par une pré-contamination de 

la nourriture. 
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- La voie directe (Exp 1, Exp 3 et Exp 4, ; § 4.1.1, 4.2 et 4.3) 

La contamination des aquariums s’est faite par la colonne d’eau par des ajouts de Se à 

partir des solutions mères de sélénite (Na2SeO3), séléniate (Na2SeO4) ou séléno-L-méthionine 

(C5H11NO2Se) à 1g·L-1 (SIGMA Aldrich, Steinheim, Germany). Pour les expériences visant à 

déterminer la distribution cytosolique par chromatographie basse pression (§ 4.2), le sélénite a 

été marqué avec du 75Se (Annexe 1) pour augmenter la sensibilité de la détection (la 

scintillation liquide permettant une sensibilité plus importante que la génération d’hydrures, § 

3.3) 

- La voie trophique ( § 4.1.2) 

Les algues ont été pré-exposées 1h à différentes concentrations de sélénite, séléniate et 

SeMet. Elles ont été collectées par centrifugation et distribuées aux bivalves en continu. 

 

3.2. Mesure du débit ventilatoire 
 
 La mesure du débit ventilatoire a été basée sur une analyse de la décroissance 

des algues, dans un système clos en un temps fixé. Des contrôles ont été effectués sans 

bivalve afin de mesurer la décroissance éventuelle d’algues liée à des problèmes de 

sédimentation. La densité d’algues a été mesurée à l’aide d’un compteur de particules 

(Beckman Coulter, Roissy, France).  

Nous avons appliqué la formule de Jorgensen (Coughlan, 1969) pour calculer le débit 

ventilatoire : 

( ) ( )[ ]
mt

t'Xln0'XlnXtln0XlnVV w
.

⋅
−−−

⋅=  

Où  w
.

V  est le débit ventilatoire (mL·h-1·g-1 p.f.) 

V  est le volume de chaque chambre de mesure (mL) 

 0X  est la densité d’algue en temps zéro (algues·mL-1) 

Xt est la densité d’algues au temps final (algues·mL-1) 

0'X est la densité d’algues au temps zéro dans le témoin, sans bivalve (algues·mL-1) 

t'X  est la densité d’algues au temps final dans le témoin, sans bivalve (algues·mL-1) 

t  est le temps de la mesure (h) 

m est la masse de tissus frais (g) 
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Figure 17 : Methode d’analyse du sélénium par HG-QFAAS 

Echantillon 
d’eau 

Echantillon 
biologique 

Minéralisation : 
1 mL H2O2  30 % 

+ 1 mL HNO3 65 % 
100 °C, 90 minutes

Réduction : 

HCl 4M, 
90 °C, 45 minutes

Analyse 
directe 

HG-QFAAS 
(générateur d’hydrures – spectrophotomètre d’absorption atomique) 

Se(+IV) + Se(+VI) Se+(IV) Sélénium total 

Réduction : 
HCl 4M, 

90 °C, 45 minutes 
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Pour appliquer cette formule 4 hypothèses sont posées : 

- la diminution de la concentration d’algues est uniquement due à la filtration de 

l’animal 

- le débit ventilatoire est constant au cours du temps 

- les algues sont retenues par le bivalve avec une efficacité égale ou proche de 100 % 

- les algues sont réparties de façon homogène dans le milieu. 

 

3.3. Méthodes d’analyses du sélénium 

3.3.1.Dosage du sélénium stable 

3.3.1.1. Dosage par absorption atomique HG-QFAAS 

 

Les échantillons contenant du sélénium (eaux et tissus biologiques) ont 

systématiquement été dosés à l’aide d’un spectrophotomètre d’absorption atomique couplé à 

un générateur d’hydrures (FIAS-100 / AAS 4110-ZL Perkin, CT USA). Cette technique est 

relativement sensible (0.04 µg·L-1) et permet d’évaluer, indirectement, la part de sélénite et de 

séléniate dans un échantillon d’eau.  

 

Cette technique est spécifique au dosage du sélénite, seule forme capable de générer 

des hydrures quantitativement. Le dosage des différentes formes de sélénium a donc nécessité 

des étapes préliminaires de minéralisation et/ou réduction, afin de les transformer en sélénite 

(Figure 17). Pour déterminer la concentration de séléniate dissous, une étape de pré-réduction 

du séléniate Se(+VI) en sélénite Se(+IV) est nécessaire. Elle est réalisée dans du HCl à 4 M 

chauffé pendant 45 minutes à  90 °C. Des tubes fermés sont utilisés. La concentration en 

séléniate est déterminée en faisant la différence entre [Se(+IV) + Se(+VI)] et [Se(+IV)]. Pour 

déterminer la concentration totale en Se dans les échantillons biologiques ou bien dans des 

échantillons naturels contaminés en Se, la destruction de la matrice de l’échantillon est 

nécessaire pour pouvoir analyser l’échantillon.  
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L’échantillon biologique est minéralisé à l’aide d’un mélange  HNO3/H2O2 (v/v 1 : 1) 

et chauffé à 100 °C pendant 90 minutes en système fermé pour éviter toute perte par 

volatilisation. Cette procédure d’oxydation conduit à un mélange d’états d’oxydation (+IV) et 

(+VI). Ainsi, la réduction du Se(+VI) en Se(+IV) doit être effectuée comme expliqué 

précédemment. La technique de préparation des échantillons et en particulier les quantités 

d’HNO3 et H2O2 à ajouter pour la minéralisation ont été optimisées pour chaque matrice (mise 

au point du dosage, voir Annexe 2). 

 

Le principe du dosage est le suivant :  

- L’échantillon aqueux (sélénite) est introduit avec du HCl (10 % v/v) au niveau du 

générateur d’hydrures. Puis, un agent réducteur (NaBH4) est ajouté et des hydrures de 

Se sont formés (SeH2) à partir du sélénite.  

- Les hydrures volatiles sont transportés par un gaz vecteur (argon) à l’intérieur d’une 

cellule en quartz (chauffée électriquement à 1000 °C) où ils sont atomisés. 

- L’absorbance est mesurée à 196.0 nm à l’aide du spectromètre d’absorption atomique 

équipé d’une lampe EDL (Electrodeless Discharge Lamp). Un intégrateur permet 

l’enregistrement et le traitement du signal apporté par le sélénium. 

 

L’appareil était étalonné à l’aide de solutions de sélénium à 1 g·L-1, préparées à partir 

de sels de Na2SeO3 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). De la poudre de foie d’aiguillat, 

Squalus acanthias, était utilisée comme matériel de référence certifié (DOLT3-3, NRC-

CNRC, Canada) pour le dosage du sélénium. 

3.3.1.2. Dosage par ICP-AES  

 
Cette méthode a été utilisée de façon ponctuelle pour mesurer les concentrations en Se 

total dans les échantillons d’eau. Elle permet d’obtenir des résultats plus rapidement que par 

HG-QFAAS, cependant, l’appareil ne donne que les concentrations en Se total (limite de 

détection 5 µg·L-1). Nous avons utilisé cette technique de dosage pour le suivi des 

concentrations en Se en continu pendant les expérimentations, afin de pouvoir ajuster les 

concentrations par ajouts ponctuels. Les échantillons biologiques peuvent également être 

mesurés par cette technique après minéralisation (HNO3/H2O2 90 minutes à 100 °C). 
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La méthode de dosage par ICP-AES (Spectrométrie d’Emission Atomique – Source 

Plasma à couplage inductif) consiste à exciter les éléments à l’aide d’un plasma (gaz 

partiellement ionisé et macroscopiquement neutre) atteignant la température de 8000 K. A 

cette température, tout élément est excité et pour revenir à un état stable, émet des photons à 

des longueurs d’onde caractéristiques. La mesure se décompose en plusieurs étapes. 

L’échantillon introduit sous forme liquide (dans 2 % HNO3), est transformé en aérosol par 

nébulisation pneumatique. L’aérosol est alors transporté dans le plasma d’argon où les 

éléments sont atomisés et ionisés. Le retour à un état d’énergie stable s’accompagne de 

l’émission de radiations à des longueurs d’ondes caractéristiques de chaque élément (196 nm 

pour Se), dispersées par un monochromateur puis analysées par un détecteur photométrique.  

3.3.2.Dosage du 75Se 

3.3.2.1. Préparation des échantillons 

Pour l’analyse des échantillons d’eau nous avons prélevé 1 mL dans la colonne d’eau 

que nous avons mis dans des flacons en verre (20 mL) avec 19 mL de liquide à scintillation 

(Instagel, Packard Instrument, Rungis, France). 

Pour la détermination de l’activité dans les échantillons biologiques, le dosage a été 

précédé d’une étape de minéralisation des échantillons (H2O2/HNO3, 90 minutes, 100 °C) en 

système fermé. Puis, comme précédemment, 1 mL d’échantillon a été conditionné dans 19 

mL de liquide à scintillation dans des tubes en verre pour le comptage. 

Les activités en 75Se ont été mesurées par comptage en scintillation liquide β 

(Quantulus 1220, Wallac Oy, Turku, Finland), pour lequel la limite de détection est de 40 

mBq. 

3.3.2.2. Principe du dosage 

L’énergie cinétique de la particule radioactive est convertie par le liquide scintillant en 

une émission de lumière (photons) susceptible d’être détectée par un photomultiplicateur. Ce 

dernier convertit ensuite les photons en électrons. Le nombre de ces électrons primaires est 

amplifié pour former un flux d’électrons recueilli sur une électrode polarisée par application 

d’une haute tension. La variation de la tension consécutive à la collection de ce flux 

d’électrons est proportionnelle à l’énergie de la particule β à l’origine du phénomène.  
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Le cumul de ces événements permet de former un spectre représentatif de l’énergie 

des particules détectées. La fenêtre utilisée allait de 5 à 660 KeV, englobant ainsi l’ensemble 

des énergies liées à l’émission des électrons Auger pour le radioisotope 75Se. Le temps de 

comptage a été adapté en fonction de l’activité des échantillons (de quelques minutes à une 

heure) afin d’obtenir une erreur acceptable (< 5%). La conversion des coups par minute 

(CPM) en désintégrations par minute (DPM) a été faite en divisant les CPM par l’efficacité (E 

%) du détecteur. Celle-ci varie avec le niveau de quenching correspondant à un effet de la 

matrice, mesuré par l’appareil pour chaque échantillon. Les DPM sont ensuite converties en 

Becquerels (1 Bq = 60 DPM). 

3.4. Dosages biochimiques 

3.4.1.Protocoles de préparations des fractions S9 pour le dosage 

des biomarqueurs  

 

Les méthodes de préparation des animaux pour le dosage du glutathion sont 

particulières et incompatibles avec le dosage des activités enzymatiques, ainsi les mesures ont 

été faites sur des individus différents. 

3.4.1.1. Préparation de la fraction S9 en vue des dosages 

enzymatiques 

 

Les animaux entiers ont été pesés et 3 volumes (mL) de Tris (100 mM, pH 7.5) pour 1 

volume (g) de tissu ont été ajoutés. Ils ont ensuite été broyés dans ce tampon à l’aide d’un 

potter pendant 1 minute à une vitesse de 800 tours·min-1. Après broyage, l’homogénat était 

centrifugé à 9 000 g pendant 30 minutes, à 4 °C. 

Le surnageant était récupéré et homogénéisé (à l’aide d’une pipette en prélevant puis 

rejetant plusieurs fois le cytosol) puis aliquoté dans des eppendorfs placés aussitôt à 4 °C 

destinés à être congelés à – 80 °C (l’opération est réalisée à 4 °C jusqu’à la congélation).  
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3.4.1.2. Préparation de la fraction « S9 acide » en vue du dosage du 

glutathion 

 

Le dosage du glutathion nécessite de précipiter les grosses protéines qui pourraient 

interférer sur la mesure. La fraction S9 était donc préparée de la même façon que celle décrite 

dans le paragraphe précédent mais dans un tampon phosphate acide (tampon phosphate 100 

mM, EDTA 5 mM, TCA 5 %). Chaque fraction S9 était diluée au moins par 2 avant tout 

dosage pour éviter l’effet matrice. 

 

3.4.2.Protocole de dosage des activités enzymatiques  

(dosages de la CAT, SOD et GPX réalisés par la société Bio-Tox, Villenave d’Ornon) 

 

3.4.2.1. Teneurs en protéines 

 
Le taux de protéines totales dans les fractions S9 a été déterminé par une méthode 

colorimétrique (Lowry et al., 1951) adaptée au lecteur de microplaque BIO-TEK Synergy 

HT. Cette technique combine la réaction du Biuret avec l’action d’un réactif mercapturique 

des phénols, le réactif de Folin : on dose à la fois la liaison peptidique et les chaînes de 

tyrosine. La sensibilité est de 10 à 100 µg·ml-1. Une gamme étalon était réalisée avec de 

l’albumine sérique de bovin. 

 

3.4.2.2. Activité Catalase (CAT) 

 

Le dosage de l'activité CAT est réalisé au spectrophotomètre KONTRON UVIKON 

932 selon la méthode de Saint Denis et al. (1998) adaptée de Clairborne, (1985). On mesure 

la disparition de HOOH.  
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3.4.2.3. Activité superoxyde dismutase (SOD) 

 

Le dosage est réalisé au spectrophotomètre KONTRON UVIKON 932 selon la 

méthode adaptée de McCord et Fridovich (1969). On emploie la xanthine oxydase (XOD) qui 

engendre du superoxyde en continu en présence d’hypoxanthine. Le superoxyde agit à son 

tour en réduisant le cytochrome C.  

 

Hypoxanthine + O2 (XOD) ⇒ xanthine + O2°- , xanthine + O2 (XOD) ⇒ acide urique + O2°- 

O2°- + cytochrome c oxydé ⇒ O2 + cytochrome c réduit 

 

Cette réduction du cytochrome c est inhibée en présence de SOD qui détruit le 

superoxyde. La réduction maximale du cytochrome C est mesurée sans échantillon. 

L’échantillon est ensuite ajouté de façon à diminuer cette réaction de 50 %. Une courbe 

standard de SOD permet d’en déduire l’activité superoxyde dismutase.  

 

3.4.2.4. Activité Glutathion peroxydase (GPx)  

 

Le dosage de l'activité GPx est réalisé au spectrophotomètre KONTRON UVIKON 

932 selon la méthode de Greenwald (1985). On mesure la disparition du NADPH, couplée à 

l'oxydation du glutathion : 

2 GSH  +  CUOOH/HOOH  →  GSSG  +  CUOH/HOH  +  H2O       (GPx ou spontanée) 

2 GSH  +  2 NADP  ←  GSSG  +  2 NADPH                                    (GRx) 

 

3.4.2.5. Protocole de dosage du glutathion total et oxydé 

 (protocoles développés pendant la thèse) 

 

Le dosage des différentes formes est basé sur la réaction entre le groupement –SH du 

glutathion et de DTNB (dithiobisnitrobenzoate). En effet, le groupement –SH réduit le DTNB 

en TNB (thionitrobenzoate), coloré en jaune, possédant une absorbance importante à 412-415 

nm. 
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Ainsi, en présence de glutathion réduit (GSH), le DTNB est transformé en un composé 

(TNB) détectable à 412 nm, et c’est l’apparition de ce produit que l’on a suivi pour quantifier 

le glutathion dans nos échantillons. L’utilisation de la glutathion réductase permet de 

transformer le GSSG en GSH. On observe alors des cinétiques de formation de TNB 

proportionnelles à la quantité de glutathion total présent dans le milieu. La dérivation 

préalable du GSH par le 2-VP permet de ne doser que le GSSG sous l’action de la glutathion 

réductase.  

3.5. Expression de gènes 
 

Nous avons utilisé le Light cycler (Roche) qui est un thermocycleur rapide couplé à un 

microspectrofluorimètre. Il est relié à un ordinateur qui permet l’acquisition et le suivi en 

temps réel des données ainsi que leur traitement.  

Après extraction des ARNm, une étape de reverse transcription de ces ARNm a permis 

l’obtention d’ADNc. Puis, l’amplification de fragments d’ADN spécifiques, à l’aide de 

couples d’amorces encadrant la région cible, a été réalisée par PCR. L’évolution de 

l’amplification est représentée par une courbe d’allure sigmoïdale. La première phase 

correspond à une amplification exponentielle où la quantité de produits de PCR obtenue est 

directement fonction du nombre de copies initialement présentes. Au cours de cette étape de 

PCR, l’incorporation d’un fluorophore (SYBR GREEN) permet la quantification de produits 

d’amplification néoformés. Par analyse, il est ensuite possible de déterminer le taux d’ARNm 

initialement présents dans l’échantillon. Afin de standardiser et normaliser les différentes 

analyses, il a été réalisé en parallèle, la quantification d’un ARNm endogène ubiquitaire 

(28S). Ce gène dit de référence, permet de comparer les résultats d’une PCR à l’autre et de 

pouvoir déterminer l’expression de plusieurs gènes dans un échantillon par rapport à leur 

expression dans un autre échantillon. Nous avons opté pour la quantification absolue de nos 

gènes, ainsi une gamme étalon a été réalisée à l’aide d’ADN d’un gène (la métallothionéine 

de Crassostrea gigas) dont nous connaissions la quantité.  
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Figure 18 : Schéma du Microscope Electronique à Transmission Tenai 12 G2 Biotwin. 
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3.6. Le Microscope Electronique à Transmission 

(MET) et la spectrométrie par dispersion d’énergie 

(EDS) 

3.6.1.Appareillage 

 

La microscopie électronique est une technique qui permet de visualiser des structures 

grâce à des appareils dont la source de rayonnement émet des électrons. La résolution d’un 

microscope électronique à transmission est bien supérieure à celle que l’on peut atteindre avec 

des photons (microscope optique traditionnel). Nous avons utilisé le microscope Tecnai 12 G2 

Biotwin (FEI, Eindhoven, Pays-Bas), ayant une tension d’accélération maximale de 120 kV, 

une résolution de 0.2 nm, et un grossissement possible de 390 à 300 000 fois. 

Le Microscope Electronique à Transmission donne accès à des échelles d’observations 

submicrométriques et permet l’analyse d’éléments en très faible quantité ou localisés sur des 

zones très petites (échelle cellulaire ou subcellulaire) par microanalyse des rayons X. Ainsi, 

un détecteur EDS, équipé d’une fenêtre ultra-fine (SUTW, modèle SAPPHIR) est couplé au 

microscope. Cette technique permet de visualiser le sélénium s’il représente au moins 1 % de 

tous les autres éléments présents. 

3.6.2.Préparation des échantillons 

  

Après dissection, les tissus de C. fluminea ont immédiatement été fixés dans un 

mélange osmotiquement et ioniquement équilibré (glutaraldhéhyde 4 % dans du tampon 

cacodylate à pH 7.4), permettant de conserver, sans modification, les structures correspondant 

à l’état vivant. Les tissus ont ainsi été fixés pendant 2 jours. Après plusieurs lavages 

successifs, les échantillons ont été osmiés par trempage d’1 h dans du tétroxyde d’osmium (1 

% dans du tampon cacodylate à pH 7.4) afin d’augmenter le contraste. 

 Avant d’inclure les échantillons biologiques dans des résines non hydrosolubles, ils 

ont été déshydratés par des bains successifs d’alcool éthylique de concentrations croissantes.  

L’inclusion a été faite dans des mélanges de résines fluides (EPON 812) qui durcissent 

après polymérisation.  
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Le bloc de résine a ensuite été taillé en tronc de pyramide à l’aide d’une machine à 

dresser les blocs (LEICA). Les coupes ont été effectuées avec un ultramicrotome (LEICA) 

muni d’un couteau de diamant qui permet des coupes ultra-fines (100 nm). Elles ont ensuite 

été déposées sur des grilles de cuivre d’un diamètre de 3.5 mm.  

3.7. Fractionnement subcellulaire et chromatographie 

basse pression 

3.7.1.Préparation des fractions subcellulaires 

 
Les bivalves ont été disséqués et les tissus (branchies et masse viscérale) pesés. 

Ensuite, les tissus ont été finement découpés à l’aide d’un scapel pour permettre un broyage 

plus efficace. Les petits morceaux ont été mis dans un potter en verre de 2 mL avec 1 mL de 

tampon Tris contenant du pefabloc (inhibiteur de protéases), du NaN3 (antibactérien) et du 

DTT (anti-oxydant). L’homogénéisation s’est faite avec un potter pendant 3 minutes à 2000 

tr·min-1. Toutes les étapes s’effectuaient à 4 °C. Le tube en verre était rincé avec du tampon 

pour récupérer la totalité du broyat qui était ensuite placé dans un tube à centrifugation 

(volume total de 4 mL). Différents protocoles de centrifugations ont été suivis en fonction des 

fractionnements souhaités. 

3.7.1.1. Fractionnement subcellulaire 

 

Le fractionnement subcellulaire des homogénats a été réalisé par centrifugation 

différentielle (Paquet, 1993), optimisée pour C. fluminea. Une première centrifugation à 900 g 

pendant 10 minutes permet de récupérer un premier culot (C1) contenant les noyaux, débris et 

granules. Le surnageant (S1) est alors centrifugé une deuxième fois à 12 000 g pendant 15 

minutes et permet de récupérer un deuxième culot (C2) contenant mitochondries et 

lysosomes. Le surnageant (S2) est ensuite centrifugé 30 minutes à 45 000 g et permet 

d’obtenir un troisième culot (C3) composé de membranes. Enfin, le surnageant (S3) est 

centrifugé à 100 000 g pendant 90 minutes afin de récupérer un dernier culot (C4) contenant 

les microsomes et le surnageant (S4) représentant le cytosol. Des observations par 

microscopie optique et électronique à transmission ont permis de vérifier que les fractions 

isolées étaient majoritairement constituées des organites attendus (Camilleri et al., 2004). 
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Figure 19 : Schéma du tamisage moléculaire 
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3.7.1.2. Séparation des fractions soluble (cytosol) et insoluble 

 

Cette technique a été utilisée pour récupérer rapidement la fraction cytosolique afin 

d’analyser la part de Se dans cette fraction et dans les différents groupes protéiques qui la 

composent. Elle se fait en 2 centrifugations. Une première centrifugation se fait à 45 000 g 

pendant 40 minutes à 4 °C. Le surnageant obtenu est centrifugé une deuxième fois pendant 1h 

à 100 000 g. Le surnageant final représente la fraction cytosolique. Sur les 4 mL de 

surnageant obtenus : 

- 1 mL seront prélevés pour estimer la part de Se dans la fraction « cytosol » par HG-

QFAAS ou scintillation liquide, 

- 2 mL seront prélevés pour le passage sur la colonne de la chromatographie basse 

pression. 

Les 2 culots sont minéralisés ensemble pour estimer la part de Se dans la fraction 

insoluble. 

3.7.2.La chromatographie d’exclusion stérique 

3.7.2.1. Principe et appareillage 

 

La chromatographie d’exclusion stérique appelée aussi filtration sur gel permet de 

séparer les molécules en fonction de leur poids moléculaire. Cette technique est utilisée pour 

des molécules de gros poids comme les protéines. La phase mobile est liquide tandis que la 

phase stationnaire est composée de perles poreuses non absorbantes. Les grosses molécules 

(dont le diamètre est supérieur à celui des pores) sont exclues et sont donc éluées les 

premières, au niveau du volume mort ( mV ). Les petites et moyennes molécules sont éluées 

plus tardivement, car incluses dans le gel, leur migration est freinée. Les solutés sont donc 

élués dans l'ordre inverse des masses moléculaires. Il existe une relation linéaire entre le 

volume d'élution et le logarithme de la masse moléculaire. Le début de l’analyse est déterminé 

par le volume mort de la colonne et la fin de l’analyse par le volume total ( tV ) de la colonne 

utilisée. 
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Tableau 9 : Poids moléculaire des protéines utilisées pour l’étalonnage de la colonne 

 

Protéines étalon Poids moléculaire 

Le bleu dextran 1000 kDa 
La ferritine 438 kDa 
La catalase 240 kDa 
L’albumine 67 kDa 

L’ovalbumine 49 kDa 
La chymotrypsinogen 20 kDa 

La ribonucléase 16 kDa 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 20 : Droite d’étalonnage de la colonne d’exclusion stérique. 
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La colonne utilisée est une 200 Hiload 16/60 (Amersham Pharmacia Biotech), remplie 

d’un gel superdex d’un volume total de 120 mL. Elle permet de séparer des protéines de poids 

moléculaire compris entre 10 et 600 kDa, toutefois, les protéines de poids moléculaires 

supérieur à 600 kDa vont toutes être éluées dans le volume mort et celle de plus petit poids 

que 10 kDa vont être éluées en fin d’analyse. Un détecteur permet de mesurer l’absorbance à 

280 nm. Il est directement relié à un enregistreur REC 111 (Amersham) qui permet 

l’obtention d’un chromatogramme.  

 

3.7.2.2. Etalonnage et injection des échantillons de cytosol  

Une gamme étalon a été réalisée à l’aide d’un kit de gel filtration (Amersham 17-

0441-01) qui contient six protéines de poids moléculaire différents et du bleu dextran 

(Tableau 9). Le Bleu dextran permet de calculer le volume mort de la colonne car son poids 

moléculaire (1000 kDa) est au-dessus des capacités de la colonne. Les injections ont été faites 

avec une boucle de 0.5 mL, un débit de 1 mL·min-1 et une détection UV de 0.5 AUFS. Le 

Bleu dextran est injecté seul, les autres protéines sont injectées deux par deux pour des raisons 

de pouvoir séparateur de la colonne. Le volume d’élution ( eV ) de chaque protéine est mesuré 

sur le chromatogramme du début d’injection au centre du pic d’élution. Les résultats des 

chromatogrammes  permettent de tracer une droite d’étalonnage, représentant le coefficient de 

partage entre la phase liquide et la phase gel (KAV) de chaque protéine en fonction du 

logarithme de la masse moléculaire (Figure 20).  

( )
( )mt

me

VV
VV

KAV
−
−

=  

 Les injections d’échantillons ont été faites à l’aide d’une seringue dans une boucle de 

2 mL. Le débit choisi a été de 1 mL·min-1 et la sensibilité a été ajustée en fonction des organes 

(allant de 0.1 à 1, de la plus forte à la plus faible sensibilité). Nous avons collecté des 

fractions de 5 mL qui ont été dosées par scintillation liquide β dans le cas du 75sélénite ou par 

HG-QFAAS dans le cas de la SeMet. 
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3.8. Bases théoriques de la modélisation des transferts 

du sélénium 
 

Les cinétiques d’accumulation et de dépuration du sélénium dans l’organisme entier (§ 

4.2) ont été modélisées selon la théorie des modèles compartimentaux. 

La modélisation de la dynamique des transferts du sélénium est basée sur la théorie 

des modèles compartimentaux, où l’organisme et la source de contamination sont représentés 

par des compartiments entre lesquels des flux de contaminants s’opèrent (un compartiment 

représentant un ensemble d'organes ou de tissus présentant les mêmes paramètres cinétiques).  

 

Les hypothèses de bases sous-tendant le modèle, les conditions initiales requises pour 

la résolution des systèmes d’équation différentielles de premier ordre le décrivant, ainsi que 

les solutions analytiques correspondantes sont décrites en détail par Vray (1994) et Garnier-

Laplace et al. (1997). Ces solutions analytiques correspondent respectivement pour la phase 

d’accumulation et d’élimination aux équations suivantes : 
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avec )(tCBivalve , la concentration en Se dans le bivalve au temps t, EauC , la 

concentration en Se dans l’eau, iA (mL d’eau g-1 p.f. de corps mou de bivalve) et id  (j-

1), respectivement les paramètres cinétiques d’accumulation et de dépuration, 0t , le 

temps initial de la phase d’élimination et iE , la contribution du ième compartiment à la 

concentration totale en Se dans l’organisme ( Ei
i

m
=

=
∑ 1

1
 ). Les phénomènes de dilution 

biologique ne sont pas pris en compte car aucune croissance significative des bivalves 

n’a été observée durant les expériences.  
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L’équation 1 peut être modifiée pour prendre en compte les fluctuations de la 

concentration en contaminant dans l’eau d’après la méthodologie développée par Le Fur 

(1989). En discrétisant l’évolution de la concentration en Se dans l’eau sur n intervalles de 

temps ] ] [ ]njTT jj ,1, 1 ∈+ , la concentration en Se dans le bivalve au cours du temps s’écrit : 
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avec 1+= jEauEau C(t)C   

 

En posant :  
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L’expression de l’évolution de la concentration en Se dans le bivalve se simplifie en : 
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Les équations 2 et 4 sont ajustées sur les données expérimentales à l’aide de l’outil 

solveur de Microsoft Excel 2000. Cet outil permet d’estimer les paramètres en minimisant la 

somme du carré des écarts (SCE) entre les données observées et le modèle. Les paramètres 

estimés sont les paramètres cinétiques d’accumulation et de dépuration iA  et id , ainsi que les 

constantes iE  représentant la contribution de chacun des compartiments à la concentration 

totale. La qualité de l’ajustement est définie à l’aide du coefficient de détermination : 

totale

régression

SCE
SCE

R =2  

 

A partir de ces paramètres, il est possible de calculer la période biologique (en jours), 

correspondant au temps nécessaire à l’organisme pour éliminer la moitié de la quantité de Se 

accumulée :  
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i
ib d

)2ln(
T =   (Eq. 5) 

Le facteur de concentration à l’équilibre ( ∞→t ) s’écrit, sur la base de l’équation 1, 

de la façon suivante : 
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3.9. Analyses statistiques des résultats 
 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels SIGMA-STAT (SPSS 

Chicago, USA) et STATISTICA (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Les tests de significativité 

de l’influence des différents traitements (forme de Se, dose…) sur les variables étudiées 

(ventilation, bioaccumulation…) ont été réalisés avec des analyses de variance classiques.  Si 

les hypothèses de normalité et homéoscédasticité étaient vérifiées, nous avons réalisé des 

ANOVA complétées par le test de la plus petite différence (LSD). Sinon, des tests non 

paramétriques de type Kruskall-Wallis ont été appliqués, suivis de comparaison post-hoc de 

type Dunn’s. 

L’ajustement des relations linéaires a été réalisé par régression classique. Les modèles 

non-linéaires (notamment pour l’accumulation du séléniate et de la SeMet chez les algues) a 

été réalisé selon un modèle de type Michaelis-Menten. 

 



 
 

  102 



 
 

  103 

 

4. RESULTATS ET DISCUSSION 

4.1. Bioaccumulation du sélénium chez C. fluminea : 

rôle de la ventilation du bivalve et de la spéciation du 

sélénium 
 
Les bivalves sont des modèles biologiques très utilisés en écotoxicologie en tant que 

bioindicateurs de pollution (Andrès et al., 1999; Gunther et al., 1999), car ils peuvent 

accumuler d’importantes quantités de polluants dans leurs tissus, par voie directe via une 

contamination de la colonne d’eau ou par voie trophique via l’ingestion de particules 

contaminées (algues, bactéries). Cependant, l’utilisation opérationnelle de ces organismes 

pour le suivi des écosystèmes aquatiques, doit reposer sur une caractérisation excellente des 

principaux facteurs gouvernant la bioaccumulation. La pénétration des métaux/métalloïdes 

dans les tissus est conditionnée par leur biodisponibilité, largement dépendante de leur 

spéciation et du statut physiologique de l’organisme (Tessier et Turner, 1995). Ainsi l’une des 

premières étapes limitantes pour la bioaccumulation est la spéciation. Les autres, sont les 

activités valvaires et ventilatoires qui permettent l’entrée du flux d’eau dans les cavités 

branchiales assurant respiration et nutrition (Massabuau et Tran, 2003). Les facteurs du milieu 

(pO2, pCO2 et densité algale) peuvent également modifier la bioacumulation, comme cela a 

été montré pour l’uranium et le cadmium chez C. fluminea, en liaison directe avec une 

modification de la ventilation du bivalve ou indirecte avec une modification de la spéciation 

du polluant (Tran et al., 2001; Tran et al., 2002; Tran et al., 2004b). A notre connaissance, 

aucune étude n’a été menée concernant la prise en compte globale de ces divers facteurs dans 

la compréhension des mécanismes de bioaccumulation du sélénium chez le bivalve.  

Les études présentées dans ce chapitre visent à étudier l’impact de facteurs du milieu 

sur le débit ventilatoire du bivalve C. fluminea et à évaluer la bioaccumulation du sélénium 

dans ces conditions. Les facteurs testés sont la densité d’algues, la concentration et la forme 

chimique de Se, et la voie de contamination (directe ou trophique). 

Les résultats de ce chapitre seront présentés sous forme de 3 articles, le premier relatif 

à l’étude de la voie directe, le second à la voie trophique et le troisième étant axé sur une 

comparaison entre les deux voies. 
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4.1.1.Bioaccumulation du sélénium par la voie directe : effet de 
la ventilation du bivalve et de la spéciation du sélénium 

 

4.1.1.1. Introduction :  

 

Le but des recherches présentées dans ce paragraphe était d’appréhender les facteurs 

physiologiques et environnementaux susceptibles d’être impliqués dans les processus de 

bioaccumulation du sélénium par la voie directe. Les expériences ont été réalisées sur une 

période courte (7 jours d’acclimatation, 3 jours de contamination), permettant d’optimiser le 

contrôle des paramètres du milieu et de balayer de nombreuses conditions expérimentales. 

Ainsi, la bioaccumulation a été évaluée en fonction de la spéciation du sélénium (3 formes 

chimiques différentes ont été testées), et de l’activité ventilatoire du bivalve (en jouant sur des 

apports trophiques différents). De plus, l’effet du sélénium sur la ventilation a été également 

étudié. 

 

a) Caractérisation de la relation entre densité algale et débit ventilatoire de C. fluminea 

en absence de contamination  

 

Tran et al. (2002), avaient mis en évidence une relation entre la densité d’algues 

(Scenedesmus subspicatus) et le débit ventilatoire chez C. fluminea, les bivalves augmentant 

leur débit ventilatoire pour les faibles densités d’algues. Ainsi, des états physiologiques 

variables avaient été obtenus par des apports trophiques différents. Ces auteurs avaient montré 

que ces adaptations de débit ventilatoire pouvaient modifier les processus d’accumulation du 

Cd par la modification des conditions d’exposition au niveau branchial. Dans le contexte de 

ce travail de recherche, basé sur les connaissances acquises au laboratoire sur 

Chlamydomonas reinhardtii (Morlon, 2005), le premier objectif  était de caractériser le débit 

ventilatoire de C. fluminea en fonction d’une large gamme de densités algales (C. reinhardtii) 

dans nos conditions expérimentales (20 °C, pH 7, eau artificielle) en absence de 

contamination. C’est sur la base de ces résultats que nous avons sélectionné les valeurs 

d’apports trophiques menant à des états physiologiques drastiquement différents pour tester 

l’effet de la ventilation sur la bioaccumulation du sélénium. 
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b) Bioaccumulation du sélénium par la voie directe : rôle de la ventilation du 

bivalve et de la spéciation du sélénium 

 

Afin de tester l’effet de l’état physiologique des organismes sur la bioaccumulation, 

les expositions au Se dissous ont été réalisées en présence de 2 densités algales (une faible et 

une forte) menant à des comportements ventilatoires bien distincts (hyperventilation et 

ventilation faible). L’effet de la spéciation sur la bioaccumulation a été appréhendé en testant 

3 formes chimiques différentes (sélénite, séléniate, SeMet), et à 2 concentrations (50 et 500 

µg·L–1). Les polluants pouvant eux-mêmes modifier la physiologie respiratoire des bivalves, 

nous avons mesuré les débits ventilatoires avant et pendant l’exposition au sélénium.  

Après les 3 jours d’exposition, les bivalves ont été prélevés et disséqués afin d’évaluer 

les taux de bioaccumulation et la distribution tissulaire en fonction de la forme de sélénium 

utilisée. Les résultats ont été considérés en prenant en compte la spéciation du sélénium mais 

également l’état physiologique de l’organisme. 

 

4.1.1.2. Article : “Bioaccumulation of waterborne selenium in the 

Asiatic clam Corbicula fluminea : influence of feeding-induced 

ventilatory activity and selenium species”. Fournier E, Adam C, 

Massabuau JC and Garnier-Laplace J. Aquatic Toxicol: 72: 251-

260 
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4.1.1.3. Principales avancées et conclusions 

 

Les études expérimentales décrites dans cette publication visaient à acquérir des 

données relatives aux facteurs environnementaux et physiologiques impliqués dans les 

processus de bioaccumulation du sélénium chez C. fluminea par la voie directe. Les avancées 

suivantes ont été obtenues : 

 

a) Caractérisation de la relation entre la densité algale et le débit ventilatoire de C. 

fluminea en absence de contamination  

 

En accord avec les études menées par Tran et al. (2002),  nous avons confirmé que la 

concentration de phytoplancton pouvait modifier le comportement ventilatoire de C. fluminea.  

Nous avons observé un phénomène d’hyperventilation chez C. fluminea pour des 

quantités de nourriture inférieures à 2-3 x 105 cells·mL–1. Au-delà, nous avons observé un 

plateau indiquant un débit ventilatoire de C. fluminea faible, stable et indépendant de la 

quantité de nourriture. Deux densités algales 1-2 x 105 cells·ml–1 et 3-4 x 105 cells·mL–1 

(engendrant des comportements ventilatoires distincts, une hyperventilation de l’ordre de 400 

mL·h–1·g–1 p.f. et une ventilation stable de l’ordre de 80 mL·h–1·g–1  p.f.) ont ainsi été retenues 

pour les expériences qui ont suivi. 

 

b) Bioaccumulation du sélénium par la voie directe : rôle de la ventilation du 

bivalve et de la spéciation du sélénium 

 

Les mesures d’activité ventilatoire ont été réalisées pendant les 3 jours d’exposition et 

indiquent que la présence de sélénium peut, elle aussi, modifier le comportement ventilatoire 

de C. fluminea et que ceci est largement dépendant des formes de sélénium utilisées. Quelle 

que soit la dose de sélénium utilisée, le sélénite stimule la ventilation, la SeMet l’inhibe, et le 

séléniate n’a aucun effet. Les effets sur la ventilation ne sont significatifs que pour la faible 

densité d’algues. Etant donné que la SeMet est connue pour être toxique (Hyne et al., 2002), 

nous suggérons l’établissement d’un mécanisme de protection exprimé par une diminution du 

débit ventilatoire. 
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Ce phénomène a déjà été observé pour d’autres métaux toxiques comme l’U ou le Hg 

(Watling et Watling, 1982; Tran et al., 2004b). Watling et Watling (1982), ont rapporté un 

comportement ventilatoire très complexe chez la moule Perna perna suite à une exposition à 

du sélénite. Une inhibition de la ventilation pour des concentrations allant de 100 à 300 

µg·L-1, une stimulation de 300 à 700 µg·L–1 et une diminution pour les plus fortes valeurs. 

Cette réponse face au sélénite est originale et laisse suggérer des perturbations occasionnées 

au niveau branchial. 

Les résultats de bioaccumulation montrent que chaque forme de Se s’accumule à des 

taux différents. Dans le cas du sélénite, bien que des quantités extrêmement élevées passent 

sur les branchies à cause de la forte réponse hyperventilatoire, il s’accumule très peu. En 

revanche, bien que la SeMet diminue la ventilation de C. fluminea, elle est largement 

bioaccumulée. Le facteur spéciation apparaît donc très important dans les processus de 

bioaccumulation du sélénium par la voie directe. La SeMet présente une plus grande 

biodisponibilité par rapport aux formes inorganiques. L’effet de la forme chimique de Se sur 

sa bioaccumulation par la voie directe, a principalement été étudiée chez des microalgues 

d’eau douce, et montrent qu’effectivement, la SeMet serait mieux accumulée que les formes 

inorganiques (Kiffney et Knight, 1990; Riedel et al., 1991). Ceci a également été montré chez 

la daphnie Daphnia magna (Besser et al., 1993). Quelle que soit sa forme, une fois accumulé 

par l’organisme, le sélénium est généralement incorporé dans les sélénoprotéines. Dans le cas 

du Se inorganique, de nombreux métabolites intermédiaires doivent être synthétisés pour cette 

incorporation. En ce qui concerne la SeMet, elle est incorporée directement dans le pool des 

protéines sans être discriminée de la méthionine (Ganther, 1999). Son analogie avec la 

méthionine pourrait expliquer sa forte biodisponibilité. 

Les débits ventilatoires des bivalves exposés à faible ou à forte densité algale restent 

différents (hyperventilation ou ventilation faible) en présence de sélénite et de séléniate et, en 

revanche, ne le sont plus en présence de SeMet, où le débit ventilatoire est très faible dans les 

2 conditions (il n’est pas différent du débit ventilatoire de référence en conditions non 

contaminées). Ainsi, ventilation mais aussi bioaccumulation suite à l’exposition à la SeMet 

sont identiques à faible ou à forte densité d’algues. En ce qui concerne sélénite et séléniate, le 

lien entre débit ventilatoire et bioaccumulation n’est pas direct. En effet, bien que les activités 

ventilatoires entre bivalves exposés à faible ou forte densité algale soient différents, ceci 

n’influence pas les processus d’accumulation pour les concentrations testées. Ceci suggère 

qu’aux fortes concentrations de Se étudiées, la ventilation ne semble pas être un facteur 

limitant. 
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En conclusion, dans nos conditions expérimentales et aux concentrations testées, la 

prise en compte de la forme chimique de Se semble essentielle pour expliquer la 

bioaccumulation du sélénium par la voie directe, tandis que la ventilation, bien que largement 

affectée par le sélénium, ne semble pas être un facteur limitant. 

4.1.2.Bioaccumulation du sélénium par la voie trophique : effet 

de la ventilation du bivalve et de la spéciation du sélénium  

4.1.2.1. Introduction 

 
Le phytoplancton joue un rôle important dans le cycle biogéochimique du sélénium 

(Fan et al., 2002) et constitue une source importante de Se pour les invertébrés aquatiques 

(Zhang et al., 1990). Les microalgues accumulent le sélénium présent dans la colonne d’eau, 

le transforment partiellement en formes organiques (SeMet, SeCyst) et le transfèrent aux 

maillons trophiques supérieurs (Fan et al., 2002). Cette accumulation et cette 

biotransformation en composés organiques le long de la chaîne trophique pourraient être en 

partie responsables de la toxicité du sélénium dans les écosystèmes aquatiques. 

Le présent paragraphe s’intéresse à l’impact des facteurs physiologiques et 

environnementaux cités précédemment (ventilation du bivalve - spéciation du sélénium) sur 

les processus de bioaccumulation du sélénium apporté par la voie trophique chez C. fluminea. 

Le transfert trophique du sélénium a été évalué après ingestion par le bivalve d’algues 

contaminées. Afin de tester l’effet de la spéciation sur la bioaccumulation, les algues ont été 

exposées par la colonne d’eau avec 3 formes de Se différentes. L’apport trophique s’est fait à 

2 densités algales comme dans l’étude précédente, afin de tester l’effet du facteur ventilation 

du bivalve sur la bioaccumulation. Les effets directs du sélénium sur la ventilation ont 

également été appréhendés. A notre connaissance, l’effet d’un métal/métalloïde apporté par la 

voie trophique sur la ventilation d’un bivalve n’a jamais été étudié. 

 

a) Bioaccumulation du sélénium chez l’algue verte Chlamydomonas reinhardtii 

 

Pour pouvoir étudier le transfert trophique du sélénium chez C. fluminea via des 

algues contaminées, il a fallu tout d’abord caractériser l’accumulation du sélénium chez 

l’algue verte C. reinhardtii.  
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Les algues ont été exposées pendant 1 heure, à des concentrations allant jusqu’à 2000 

µg·L–1 et à partir des 3 formes de Se (sélénite, séléniate, SeMet). Cette expérience nous a 

permis de choisir les conditions d’exposition des algues, pour dimensionner le transfert 

trophique vers C. fluminea. 

Les algues exposées à la plus forte concentration ont été observées au microscope 

électronique à transmission et la microlocalisation du sélénium a été analysée sur des coupes 

algales épaisses (200 nm) à l’aide d’une sonde X. 

 

b) Bioaccumulation du sélénium par la voie trophique : rôle de la ventilation du bivalve 

et de la spéciation du sélénium 

 

Les bivalves ont été exposés pendant 3 jours à des algues contaminées à deux 

concentrations différentes de Se et à partir de sélénite, séléniate ou de SeMet (chaque 

condition correspondant à une charge précise en Se), afin d’évaluer les facteurs spéciation et 

concentration, et à 2 densités d’algues afin de tester le facteur ventilation. Le débit ventilatoire 

a été suivi pendant les 3 jours d’expérimentation afin d’analyser si le sélénium avait un effet 

sur le débit ventilatoire lorsqu’il était apporté par la voie trophique. 

Les bivalves ont été prélevés après les 3 jours d’exposition et disséqués pour l’analyse 

de la bioaccumulation au niveau des organes. Le transfert trophique de chaque forme de Se a 

été évalué en prenant en compte la concentration totale de Se dans les algues, la quantité 

totale d’algues dans le milieu et le débit ventilatoire des organismes. 

 

4.1.2.2. Article : “Selenium bioaccumulation in Chlamydomonas 

reinhardtii and transfer to Corbicula fluminea : Role of Se 

speciation and bivalve’s ventilation.” Fournier E, Adam C, 

Massabuau JC, and Garnier-Laplace J. Soumise à Environ Toxicol 

Chem. 
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Figure 21 : Image de Chlamydomonas reinhardtii obtenue au MET. P : pyrénoïde; V : 

vacuole;  Am : Amidon 

 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 22 : A : Image de C. reinhardtii exposé 1 h à 2000 µg·L-1 de sélénite ; B : 

spectre associé au cytosol ; C : spectre associé aux vacuoles granuleuses. 
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4.1.2.3. Principales avancées et conclusions 

 

Le but des recherches présentées dans ce paragraphe était d’acquérir des données 

relatives aux paramètres physiologiques et environnementaux pouvant moduler la 

biodisponibilité du sélénium apporté par la voie trophique. Les avancées obtenues s’articulent 

en deux axes, la bioaccumulation chez l’organisme source, l’algue verte unicellulaire C. 

reinhardtii, et chez l’organisme cible, le bivalve filtreur C. fluminea. 

 

a) Bioaccumulation du sélénium chez l’algue Chlamydomonas reinhardtii 

 

Nous avons montré que le sélénium s’accumulait dans les algues de manière différente 

selon les formes chimiques utilisées. Nous avons montré une saturation des taux 

d’accumulation pour le séléniate et la SeMet et une linéarité pour le sélénite pour des 

concentrations allant jusqu’à 2000 µg·L–1. Ceci laisse suggérer des mécanismes de transport 

différents. Dans le cas de la SeMet, les transporteurs seraient plus nombreux et auraient une 

plus forte affinité que dans le cas du séléniate. En accord avec nos résultats, Riedel et al. 

(1991), montrent que le séléniate est transporté chez C. reinhardtii par des transporteurs de 

faible affinité et que la SeMet est transportée par un système rapide de forte affinité. 

Ces résultats peuvent être complétés par les observations d’algues au MET couplé à la 

sonde X, qui n’ont pas été rapportés dans l’article. Ces études sont préliminaires puisque 

basées sur une seule série d’expériences, mais permettent d’émettre des hypothèses sur la 

bioaccumulation du sélénium au sein des cellules algales et sur la biodisponibilité du 

sélénium internalisé lors du transfert trophique. Les observations ont été faites pour les algues 

exposées à la condition d’exposition de 1 heure à 2000 µg·L–1, ainsi qu’à une condition 

d’exposition plus marquée, de 48 heures à 10000 µg·L–1 permettant de confirmer les 

tendances observées. Les principales informations tirées de ces observations sont des 

localisations différentes du sélénium entre les algues contaminées avec du Se inorganique et 

les algues contaminées avec du Se organique. Lorsque les algues ont été exposées à du 

sélénite ou du séléniate, le sélénium a uniquement été retrouvé au niveau de vacuoles 

granuleuses (Figure 22). Ceci avait déjà été observé par Morlon et al. (2005), après une 

exposition à du sélénite.  
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Figure 23 : A : Image de C. reinhardtii exposé 1 h à 2000 µg·L-1 de SeMet ; B :  

spectre associé au cytosol ; C : spectre associé aux vacuoles granuleuses.
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Par contre, lorsque les algues ont été exposées à de la SeMet, le sélénium a été retrouvé dans 

toutes les parties de l’algue (vacuoles et cytosol inclus) (Figure 23). Pour expliquer cette large 

distribution de la SeMet dans la cellule algale, l’hypothèse d’une incorporation aspécifique 

dans de nombreuses protéines peut être émise. De plus, ceci pourrait indiquer un transfert 

trophique de la SeMet beaucoup plus important que celui des formes inorganiques. En effet, 

les métaux/métalloïdes présents dans la fraction cytosolique des algues ingérées sont 

généralement plus assimilables que ceux de la fraction granulaire (Wallace et Luoma, 2003). 

 

b) Bioaccumulation du sélénium par la voie trophique : rôle de la ventilation du 

bivalve et de la spéciation du sélénium 

 

Conformément aux résultats présentés précédemment nous avons observé une 

différence de débit ventilatoire entre bivalves exposés à faible et à forte densité d’algues. Ceci 

reste vrai pour les bivalves exposés à des algues contaminées en Se quelle que soit la forme 

de Se utilisée pour la contamination des algues. Pour une densité d’algues donnée, le sélénium 

apporté par la voie trophique ne modifie pas le débit ventilatoire de C. fluminea, quelle que 

soit la dose ou la forme de Se utilisée. 

 

Pour chaque condition d’exposition au Se, il n’y a pas de différence significative 

d’accumulation du sélénium chez les bivalves exposés à faible ou à forte densité d’algues 

contaminées, alors qu’ils ont des débits ventilatoires distincts. Ces différents débits 

ventilatoires tendent à procurer aux bivalves une prise alimentaire constante. L’ajustement du 

débit ventilatoire de C. fluminea face à l’apport trophique fait qu’il ne se contamine pas plus 

en présence d’une grande quantité qu’en présence d’une faible quantité d’algues contaminées. 

En revanche, en fonction de la forme de Se utilisée pour la pré-exposition des algues, les 

bivalves n’accumulent pas le sélénium dans les mêmes proportions. Plusieurs facteurs 

peuvent intervenir dans ces phénomènes : la concentration totale de Se dans l’algue (liée à la 

spéciation) et la quantité d’algues prises en charge par le bivalve (liée à la ventilation). 
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Les résultats indiquent que par la voie trophique, et pour chaque forme de Se étudiée, 

la bioaccumulation du sélénium dans le corps mou de C. fluminea est proportionnelle à la 

quantité totale de Se passant par les branchies. Cette dernière est fonction de la concentration 

totale de Se dans l’algue et de la quantité d’algues prises en charge par le bivalve. Ainsi, la 

prise en compte conjointe des facteurs ventilation du bivalve et spéciation du sélénium semble 

essentielle pour comprendre la bioaccumulation par la voie trophique. 

 

Le coefficient d’extraction du sélénium par le bivalve semble plus important lorsque 

les algues sont pré-exposées à des formes inorganiques de Se. Plusieurs hypothèses s’offrent à 

nous : 

- Les biotransformations des formes organiques et inorganiques de Se dans l’algue sont 

différentes. Elles conduisent à des biodisponibilités différentes du sélénium incorporé 

dans les algues pour le bivalve. 

- Le sélénium est localisé dans des structures cellulaires différentes selon les formes de 

Se (ceci a été vue de manière indirecte par la localisation au MET), ce qui le rend plus 

ou moins accessible lors du transfert trophique. Ceci est à mettre en liaison avec les 

processus digestifs propres à chaque espèce. 

- Les processus de bioaccumulation diffèrent en fonction de la concentration de Se dans 

la nourriture, qui est plus faible pour les formes inorganiques que pour la SeMet. On 

pourrait avoir une saturation de l’accumulation du sélénium. 

 

D’une manière générale, ces résultats indiquent donc bien la nécessité de prendre en 

compte les facteurs environnementaux tels que la densité d’algues ou la forme chimique des 

polluants et les facteurs physiologiques, tels que le débit ventilatoire pour comprendre le 

transfert trophique du sélénium chez un modèle bivalve. En outre, la connaissance des 

processus digestifs est indispensable. 

 

4.1.3.Comparaison de la bioaccumulation du sélénium par la 
voie directe et par la voie trophique 

 

4.1.3.1. Introduction : 
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Les principales avancées concernant les effets du sélénium sur la ventilation et les 

facteurs impliqués dans les processus de bioaccumulation du sélénium apporté par les voies 

directe et trophique chez  C. fluminea ont ici été résumées : 

 

- Effets des facteurs environnementaux sur la ventilation du bivalve : 

i. L’apport trophique peut modifier le comportement ventilatoire de C. fluminea. 

ii. Par la voie directe, le sélénium peut modifier la ventilation de C. fluminea et 

ceci est largement dépendant des formes de Se étudiées. Le sélénite stimule la ventilation, la 

SeMet l’inhibe et le séléniate ne la modifie pas. 

iii.  Par la voie trophique, le sélénium ne modifie pas le débit ventilatoire de C. 

fluminea.  

 

- Facteurs impliqués dans la bioaccumulation du sélénium chez le bivalve : 

i. Par la voie directe, la spéciation conditionne la bioaccumulation. La SeMet est 

la forme la plus bioaccumulée suivie du séléniate et sélénite. Aux concentrations testées, la 

ventilation du bivalve n’a pas d’impact sur les processus d’accumulation par la voie directe. 

ii. Par la voie trophique, l’accumulation du sélénium est proportionnelle à la 

quantité totale de Se qui passe par les branchies. Cette dernière dépend de la concentration de 

Se total dans les algues, la quantité d’algues dans le milieu et le débit ventilatoire des 

bivalves. La ventilation du bivalve mais aussi la spéciation du sélénium semblent donc 

essentielles pour expliquer la bioaccumulation du sélénium par la voie trophique chez C. 

fluminea. 

 

L’ensemble des résultats obtenus par les voies directe et trophique a été résumé dans 

l’article suivant. Puis ils seront discutés en termes d’efficacité d’extraction. 

4.1.3.2. Article : “Effect of selenium exposure on the freshwater 

bivalve Corbicula fluminea.” Fournier E, Adam C, Massabuau JC, 

and Garnier-Laplace J. Radioprotection 40 : S3-S9. 
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Tableau 10 : Concentration en Se total ( tSe ), débit ventilatoire moyen ( w
.

V ) et 

coefficient d’extraction (CE ) du sélénium chez C. fluminea en fonction de la concentration en 

Se dans l’eau ([Se]), de la forme de Se étudiée et de la densité d’algues ( X ). A : Se apporté 

par la voie directe ; B : Se apporté par la voie trophique (moyenne ± écart type, n = 5). Le 

bruit de fond initial en Se ( 0Se ) chez C. fluminea est de 0.45 µg·g-1 p.f. 

 

 
A : VOIE DIRECTE        

   tSe  (µg·g-1 p.f.) w
.

V  (mL·h-1·g-1) CE  (%) 
Forme Se [Se] (µg·L-1) X (cells·mL-1) moyenne écart type moyenne écart type moyenne écart type
sélénite 50 150 000 0.59 0.04 871 148 0.005 0.002 
sélénite 50 350 000 0.46 0.07 181 150 - - 
sélénite 500 150 000 1.58 0.40 798 150 0.004 0.001 
sélénite 500 350 000 1.78 0.55 110 61 0.041 0.028 

séléniate 50 150 000 0.78 0.13 407 239 0.017 0.014 
séléniate 50 350 000 0.94 0.22 105 19 0.084 0.047 
séléniate 500 150 000 3.56 0.45 480 274 0.030 0.021 
séléniate 500 350 000 2.52 0.99 115 34 0.062 0.038 

SeMet 50 150 000 3.48 2.27 58 38 2.209 1.546 
SeMet 50 350 000 2.40 0.96 48 19 1.263 0.729 

         
         
         

B : VOIE TROPHIQUE        

   tSe  (µg·g-1 p.f.) w
.

V  (mL·h-1·g-1) CE  (%) 
Forme Se [Se] (µg·L-1) X (cells·mL-1) moyenne écart type moyenne écart type moyenne écart type
sélénite 200 150 000 0.39 0.04 427 110 - - 
sélénite 200 350 000 0.51 0.05 81 15 - - 
sélénite 2000 150 000 0.57 0.08 366 100 17.64 4.33 
sélénite 2000 350 000 0.48 0.07 45 31 - - 

séléniate 200 150 000 0.53 0.04 433 125 - - 
séléniate 200 350 000 0.55 0.03 75 25 - - 
séléniate 2000 150 000 0.72 0.03 544 217 16.93 6.27 
séléniate 2000 350 000 0.93 0.24 280 201 29.85 17.96 

SeMet 200 150 000 0.78 0.10 681 242 3.93 0.87 
SeMet 200 350 000 0.58 0.05 81 31 5.27 2.98 
SeMet 2000 150 000 0.93 0.26 679 323 3.67 0.72 
SeMet 2000 350 000 0.99 0.22 216 46 7.27 2.16 

« - » valeurs ne pouvant pas être calculées 
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4.1.3.3. Principales avancées et conclusions 

 
Principales avancées 

 

Dans cet article, les résultats d’accumulation par les voies directe et trophique ont été 

repris de façon standardisée et représentés en fonction de la quantité totale de Se passant par 

les branchies. Cette représentation permet de souligner visuellement, l’importance des 

facteurs environnementaux et/ou physiologiques pour chaque voie de contamination et 

l’importance de la voie trophique dans les processus de bioaccumulation. Ces conclusions ont 

été affinées par des études statistiques. L’effet des facteurs environnementaux sur le 

coefficient d’extraction ont donc été analysés.  

 

Analyses statistiques des coefficients d’extraction : 

 

Nous avons appelé coefficient d’extraction  (CE ), la quantité de Se extraite par C. 

fluminea à partir des quantités d’eau ventilées en 3 jours. Les calculs ont été faits en 

supposant que les bivalves restaient toujours ouverts. Ainsi , 

  100
Q

)SeSe(CE
u

0t •
−

=  

où, tSe  est la concentration en Se total (µg·g–1 p.f.) dans le bivalve après 3 jours d’exposition, 

0Se la concentration en Se total dans le bivalve à t0 (µg·g–1 p.f.) qui correspond au bruit de 

fond initial en Se avant contamination, uQ  la quantité totale de Se (µg·g–1 p.f.) passant par les 

branchies de C. fluminea pendant les 3 jours d’exposition. 

Les valeurs moyennes des coefficients d’extraction du sélénium chez C. fluminea, 

issues des expérimentations précédentes sont résumées dans Tableau 10. Nos données ne 

permettent pas les tests statistiques paramétriques. Les données ont donc été analysées 

statistiquement par le test non paramétrique de Kruskal Wallis. Il ne permet d’étudier qu’un 

seul facteur à la fois. Pour chaque voie de contamination, nous avons étudié l’impact du 

facteur forme de sélénium, dose de sélénium et densité algale. Lorsqu’un effet significatif du 

traitement est indiqué, des comparaisons post-hoc à l’aide du test de Dunn’s ont été réalisées. 
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Il faut souligner que malgré l’excellente sensibilité de la technique utilisée pour la 

mesure du sélénium, la faible accumulation de Se dans certains groupes d’organismes n’a pas 

permis d’obtenir des concentrations significatives en Se pour toutes les conditions. Les 

analyses statistiques n’ont donc porté que sur les conditions présentant suffisamment de 

données pour tous les groupes. 

 

Effet forme de sélénium : 

Pour chaque voie de contamination, il n’y a qu’une condition pour laquelle les 

données de coefficient d’extraction soient disponibles pour toutes les formes de sélénium (50 

µg·L–1 à 1-2 x 105 cells·mL–1 pour la voie directe et 2000 µg·L–1 à 1-2 x 105 cells·mL–1 pour la 

voie trophique). Les analyses statistiques ont donc porté sur ces groupes et indiquent que la 

SeMet est mieux extraite que le sélénite (p < 0.05) par la voie directe. Par contre, par la voie 

trophique, sélénite et séléniate sont mieux extraits que la SeMet (p < 0.05). 

 

Effet de la dose de Se : 

 L’effet dose ne peut pas être étudié pour toutes les formes de Se, ni par la voie directe, 

ni par la voie trophique. Des analyses statistiques ont pu être réalisées concernant l’effet dose 

du sélénite et du séléniate par la voie directe et l’effet dose de la SeMet par la voie trophique. 

Aucune différence significative d’efficacité d’extraction n’a été observée en fonction de la 

dose de sélénium apportée, que ce soit sous forme de sélénite ou de séléniate, par la voie 

directe ou sous forme de SeMet par la voie trophique. 

 

Effet de la densité d’algues : 

 L’effet de la densité d’algues sur le coefficient d’extraction a pu être étudié pour les 3 

formes de Se par la voie directe et uniquement pour le séléniate et la SeMet par la voie 

trophique. 

 Par la voie directe, dans les cas du sélénite apporté à 500 µg·L–1, l’extraction du 

sélénite est significativement meilleure à 3-4 x 105 cells·mL–1. Dans le cas du séléniate, elle 

est meilleure à 3-4 x 105 cells·mL–1 à la concentration 50 µg·L–1 et n’est pas différente à 500 

µg·L–1. En ce qui concerne la SeMet nous n’avons pas observé de différence d’efficacité 

d’extraction entre faible et forte densité d’algues. 
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Par la voie trophique, il n’y a pas de différence d’efficacité d’extraction pour le 

séléniate, mais il y a une meilleure extraction de la SeMet à 3-4 x 105 cells·mL–1 pour la 

concentration 200 µg·L–1 et il n’y a pas de différence pour 2000 µg·L–1. 

 L’impact de la densité d’algues sur le coefficient d’extraction existe mais est 

relativement faible et non systématique aux concentrations d’algues et de contaminants 

testées. 

 

Effet de la voie de contamination : 

Nous ne disposons pas de tests permettant de comparer directement les efficacités 

d’extraction par la voie directe et par la voie trophique. Cependant, dans nos conditions, les 

coefficients d’extraction des formes inorganiques sont plus élevés par la voie trophique que 

par la voie directe. Par contre, l’efficacité d’extraction de la SeMet ne semble pas différer 

entre les deux voies de transfert. Plusieurs hypothèses s’offrent à nous : 

- Le sélénite et le séléniate sont biotransformés dans les algues en formes organiques 

beaucoup plus biodisponibles ; 

- la SeMet reste sous forme de SeMet une fois internalisée dans l’algue ; 

- les formes de sélénium biodisponibles pour les bivalves changent selon la barrière 

membranaire à franchir (branchie ou tube digestif). 

En milieu naturel, la bioccumulation se fait simultanément par les 2 voies de 

contamination. Afin de pouvoir comparer visuellement la voie directe et la voie trophique, 

une simulation de la bioaccumulation du sélénium après 3 jours, par ces différentes voies a été 

effectuée en apportant le sélénium sous différentes formes. Pour cela plusieurs hypothèses ont 

été émises : il n’y a pas d’effet dose sur le coefficient d’extraction et les voies de 

contaminations sont additives. La simulation a été faite pour une densité algale de 1-2 x 105 

cells·mL-1 à 50 µg·L–1 de Se total dans la colonne d’eau. L’étude de la distribution du 

sélénium dans 11 eaux de surface différentes, indique qu’en moyenne, 16 %  du sélénium 

total est fixé sur la phase particulaire (EPA, 2004). Pour notre simulation, un facteur de 

sécurité de plus d’un ordre de grandeur a été appliqué, ainsi les calculs ont été faits en 

supposant que 0.5 % du sélénium étaient fixés sur les algues. Les valeurs de débits 

ventilatoires considérés pour ces calculs sont ceux imposés par le sélénium dissous 

(représentant 99.5 % pour notre simulation, soit 49.75 µg·L–1) sur la base des résultats obtenus 

précédemment à 50 µg·L–1. Les résultats sont présentés dans la Figure 24. 
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Figure 24 : Simulation des quantités de Se bioaccumulées par C. fluminea par les 

voies directe et trophique, après contamination pendant 3 jours à 50 µg·L–1 de Se dont 0.5 % 

serait fixé sur la phase particulaire. La simulation a été faite pour une contamination à 100 

% de sélénite, séléniate, ou SeMet. Noir : voie trophique ; Blanc : voie directe. 
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Ces résultats montrent que les formes inorganiques sont beaucoup plus biodisponibles 

par la voie trophique que par la voie directe, tandis que la SeMet est beaucoup plus disponible 

par la voie directe que par la voie trophique. La chute de débit ventilatoire imposée par la 

SeMet dissous, fait que peu d’algues seront prises en charge par le bivalve et donc que peu de 

Se pourra en être extrait, alors que la stimulation du débit ventilatoire imposée par le sélénite 

fera que beaucoup d’algues seront prises en charge par le bivalve et donc que beaucoup plus 

de Se pourra être extrait. 

4.1.4.Principales avancées et conclusions du chapitre 
 
- Avancées en termes de processus impliqués dans la bioaccumulation du 

sélénium chez C. fluminea : 

Dans ce chapitre nous avons appréhendé des effets de facteurs physiologiques et 

environnementaux sur les processus de bioaccumulation du sélénium chez C. fluminea. Aux 

concentrations testées, les résultats indiquent que le facteur limitant par la voie directe est la 

spéciation, la forme organique, SeMet, étant par cette voie, beaucoup mieux extraite que les 

formes inorganiques. La ventilation du bivalve quant à elle, ne semble pas modifier les 

processus de bioaccumulation du sélénium par la voie directe. Par la voie trophique, la 

ventilation ainsi que la spéciation semblent toutes deux avoir un intérêt dans l’explication de 

la bioaccumulation du sélénium. Après métabolisation dans les algues, les formes 

inorganiques de Se semblent beaucoup mieux extraites par le bivalve. L’accumulation des 

formes inorganiques (majoritaires en eau douce) se fera principalement par la voie trophique. 

En revanche, la SeMet (minoritaire en eau douce), sera principalement bioaccumulée par la 

voie directe. 

- Avancées en termes d’impact du sélénium sur la physiologie du bivalve : 

Nous avons montré que le sélénium apporté par la voie directe sous forme de sélénite 

et SeMet pouvait modifier le comportement ventilatoire de C. fluminea. Ceci peut être signe 

d’une toxicité de ces formes de Se pour C. fluminea. Ceci affecte la mécanique ventilatoire, 

qui assure 2 fonctions vitales chez le bivalve : la respiration et la nutrition. Nous étudierons 

dans le troisième chapitre si ces effets sont associés à des effets toxiques du sélénium au 

niveau subcellulaire. 

En conclusion, la prise en compte des facteurs physiologiques et environnementaux 

semble primordiale pour comprendre la bioaccumulation du sélénium dans les écosystèmes 

naturels, où les deux voies de contamination sont présentes simultanément.  
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4.2. Bioaccumulation du sélénium à différents 

niveaux d’organisation biologique chez C. fluminea 

4.2.1.Introduction 
 

Les processus impliqués dans la bioaccumulation de polluants peuvent être 

appréhendés à différents niveaux d’organisation biologique. La première approche, classique, 

consiste à caractériser les cinétiques de bioaccumulation et de dépuration au niveau de 

l’organisme entier, et des différents organes. Elle permet de déterminer la période biologique 

du polluant dans l’organisme. Ensuite, pour mieux appréhender les notions de 

biodisponibilité, toxicité et transfert trophique, une méthodologie basée sur la 

compartimentation des métaux au niveau tissulaire peut être utilisée (Wallace et al., 2003; 

Wallace et Luoma, 2003). En replaçant C. fluminea au sein d’une chaîne trophique, en tant 

que proie pour un maillon trophique supérieur, l’étude de la distribution tissulaire et cellulaire 

du sélénium peut être très informative pour évaluer le risque associé à son incorporation par 

des prédateurs. Cette approche consiste à distinguer les quantités de métaux associées au 

cytosol et à la fraction insoluble des tissus, incluant organites, débris cellulaires et composés 

minéraux responsables de la liaison de certains métaux (Bonneris et al., 2005). D’une part, 

pour de nombreux organismes, les métaux/métalloïdes de la fraction soluble de la proie 

ingérée sont généralement plus biodisponibles que ceux de la fraction insoluble (Reinfelder et 

al., 1997). D’autre part, la présence de métaux au niveau des organites tels que les 

mitochondries par exemple, peut être signe de toxicité tandis que leur présence dans les 

granules peut être signe de détoxication (Wallace et al., 2003). Au sein du cytosol, il convient 

ensuite d'isoler les protéines. L’intérêt de nombreux chercheurs s'est focalisé sur les 

métallothionéines (Giguere et al., 2003; Dragun et al., 2004; Bonneris et al., 2005) en raison 

de leur rôle biologique, important notamment pour la complexation des métaux toxiques, tels 

que le Cd. En ce qui concerne le sélénium, il peut être incorporé dans de très nombreuses 

protéines (Arteel et Sies, 2001; Tapiero et al., 2003; Ducros et Favier, 2004), spécifiquement 

ou aspécifiquement selon les formes, il conviendrait donc, d’étudier sa distribution sur une 

large gamme de protéines afin de mieux appréhender sa toxicité.  
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A : Déroulement de l’expérience, nature et fréquence des analyses : 

 

 

 

 

B : Conditions expérimentales 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Déroulement (A) et conditions (B) de l’expérience sur la bioaccumulation 

du sélénium à différents niveaux d’organisation biologique. 

 

[Se]organes (n = 5)

[Se]fractions solubles/insolubles (n = 3)
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(50 µg·L-1 - 20 jours)
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Dépuration 
(50 jours)

Acclimatation 
(7 jours)

Ultrastructure des branchies (n = 3), § 4.3.3

Expression de gènes (n = 3), § 4.3.2
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T0 1    3 5   7   10      15        20   22   27        41         50    70
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(50 µg·L-1 - 20 jours)

Echantillonnage
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Dépuration 
(50 jours)

Acclimatation 
(7 jours)

Ultrastructure des branchies (n = 3), § 4.3.3

Expression de gènes (n = 3), § 4.3.2

Table antivibratoire 

Système semi-ouvert 
(renouvellement manuel, la moitié du volume total / jour) 

Suivis et régulations : 
pH 7.00 ± 0.05 

Température 20 ± 0.5 °C 
Densité d’algues 1-2 x 105 cells·mL-1 

[Se] = 50 µg·L-1  
Formes de Se : sélénite et SeMet 

Eau artificielle 

Bullage d’air 

Sable 
       Unités expérimentales (UE): 

- 1 UE groupe Témoin 
- 1 UE groupe  SeMet 
- 1 UE groupe  Sélénite 
- 1 UE groupe 75Sélénite 
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Sur la base des résultats obtenus dans le chapitre précédent, nous avons retenu les 

conditions les plus marquées pour analyser les processus de bioaccumulation selon cette 

méthodologie d’étude de la bioaccumulation à différents niveaux d’organisation biologique. 

La voie directe a été retenue afin de pouvoir maîtriser la forme chimique de Se au niveau de la 

source de contamination. Les 2 formes, sélénite et SeMet, ont été sélectionnées, car ce sont 

deux formes différentes, une organique et une inorganique, ayant chez l’animal une 

métabolisation différente (Ducros et Favier, 2004), et ayant induit dans nos conditions 

expérimentales, des comportements marqués en termes de ventilation chez C. fluminea et des 

bioaccumulations très contrastées (§ 4.1.1). 

Les prélèvements effectués et les conditions expérimentales sont résumés dans la 

Figure 25. Trois principales unités expérimentales ont été mises en place (témoin, SeMet, 

sélénite), ainsi qu’une troisième contenant du sélénite marqué au 75Se, pour l’analyse du 

fractionnement subcellulaire (pour une meilleure limite de détection par scintillation liquide 

β). Une partie des organismes échantillonnés dans cette expérience ont servi pour l’étude de 

toxicité (§ 4.3.2 ; § 4.3.3). 

 

a) Cinétiques d’accumulation et de dépuration dans les organes et le corps mou entier 

de C. fluminea.  

La première étape concernant la caractérisation de l’accumulation du sélénium est 

d’analyser sa répartition tissulaire (branchies, masse viscérale, pied et muscles adducteurs). 

Ainsi, les cinétiques d’accumulation dans les organes des bivalves exposés à de la SeMet ou à 

du sélénite à 50 µg·L–1 pendant 20 jours ont été étudiées. La cinétique de dépuration a 

également été suivie pendant 50 jours. Les données d’accumulation et de dépuration du 

sélénium dans le corps mou entier ont été modélisées selon la théorie des modèles 

compartimentaux (§ 3.8), ce qui a permis d’obtenir des estimations de la période biologique 

( bT ) et du facteur de bioconcentration  à l’équilibre ( BCF ) pour chaque forme de Se étudiée. 

 

b) Part de Se dans la fraction soluble et la fraction  insoluble  

La part de Se dans la fraction cytosolique et dans la fraction insoluble des organes du 

bivalve a été analysée après 1 période courte (1 jour, t1) et une periode longue d’accumulation  

(20 jours, t20), ainsi qu’après 30 jours de dépuration (t50). 
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Figure 26 : Cinétique d’accumulation et de dépuration du sélénium dans les organes 

de C. fluminea exposés par la voie directe pendant 20 jours à 50 µg·L-1 de SeMet (moyenne ± 

écart type, n = 5). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 27 : Cinétique d’accumulation et de dépuration du sélénium dans le corps mou 

entier de C. fluminea exposés par la voie directe pendant 20 jours à 50 µg·L-1 de SeMet 

compartimentaux (moyenne ± écart type, n = 5). Les données ont été modélisées selon la 

théorie des modèles compartimentaux. 
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Sur la base des résultats obtenus précédemment, ces analyses ont été effectuées dans 

les branchies et masse viscérale, organes cibles en termes de bioaccumulation du sélénite et de 

la SeMet par la voie directe.  

 

c) Répartition du sélénium au sein de la fraction insoluble 

La répartition du sélénium au niveau de la fraction insoluble a pu être caractérisée 

pendant la phase d’accumulation par centrifugation différentielle. Elle permet de séparer les 

noyaux, granules et débris cellulaires (C1), les mitochondries et lysosomes (C2), membranes 

(C3) et les microsomes (C4) (Paquet, 1993). 

 

d)   Répartition du sélénium sur les protéines cytosoliques 

Dans le cadre de la compréhension de la biodisponibilité et des effets du sélénium 

dans les écosystèmes aquatiques, l’étude des biotransformations du sélénium à la base des 

réseaux trophiques (producteurs et consommateurs primaires) est primordiale. Ces nouvelles 

formes conditionnent en effet le transfert et la toxicité de l’élément vers les maillons 

trophiques supérieurs. Il apparaît donc intéressant de caractériser les principales formes 

chimiques impliquées dans les processus de toxicité, détoxication ou de défense cellulaire 

chez C. fluminea. Une première étape, que nous présentons ici, est la caractérisation de la 

répartition cytosolique du sélénium au niveau des grands groupes protéiques. A l’aide d’une 

chromatographie basse pression, munie d’une colonne à exclusion stérique, nous avons 

récupéré différentes fractions protéiques sur lesquelles nous avons mesuré les quantités de Se 

associé par HG-QFAAS (dans le cas de la SeMet) et/ou scintillation liquide β (dans le cas du 
75Sélénite). 

4.2.2.Résultats 
 

a) Cinétiques d’accumulation et de dépuration dans l’organisme entier et les organes de 

C. fluminea 

La Figure 26 présente l’évolution de la concentration en Se total (en µg·g–1 p.f.) au 

cours du temps dans les principaux organes de C. fluminea exposés à une concentration dans 

l’eau de 50 µg·L–1 de SeMet pendant 20 jours. Pendant la phase de contamination une 

augmentation très rapide de la concentration en Se dans les différents organes est observée. 
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Figure 28 : Cinétique d’accumulation et de dépuration du sélénium dans les organes 

de C. fluminea exposés par la voie directe pendant 20 jours à 50 µg·L-1 de sélénite (moyenne 

± écart type, n = 5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 29 : Cinétique d’accumulation et de dépuration du sélénium dans le corps mou 

entier de C. fluminea exposés par la voie directe pendant 20 jours à 50 µg·L-1 de sélénite 

(moyenne ± écart type, n = 5). Les données ont été modélisées selon la théorie des modèles 

compartimentaux. 
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En effet, après 1 jour de contamination, la concentration est multipliée par 15 dans les 

branchies, et par 12 dans la masse viscérale, par rapport à la concentration initiale à t0 (bruit 

de fond). Puis la vitesse de charge diminue, on observe un début de saturation. Après 20 jours 

de contamination, la concentration de Se a été multipliée par 24 dans les branchies, et par 20 

dans la masse viscérale, par rapport à la concentration initiale à t0. En ce qui concerne la 

dépuration,  on observe également 2 vitesses de décharge du sélénium. Après 20 jours de 

dépuration (t40), la moitié du sélénium a été relarguée pour l’ensemble des organes. Puis la 

cinétique de décharge diminue. Après 50 jours de dépuration, il reste encore 3 à 4 µg·g–1 p.f. 

de Se dans chaque organe (soit 40 à 50 % du sélénium initialement accumulé). 

La Figure 27 présente les cinétiques de bioaccumulation et de dépuration de la SeMet 

dans le corps mou entier de C. fluminea. La cinétique de charge est très rapide le premier jour,  

puis elle diminue. Sur les 10 µg·g–1 p.f. accumulés en 20 jours dans le corps mou entier de C. 

fluminea, 60 % ont été accumulés le premier jour. La cinétique de décharge quant à elle, est 

relativement rapide les 20 premiers jours, où environ 50 % du sélénium est dépuré. Puis, elle 

devient très lente. Après 50 jours, il reste encore environ 40 % du sélénium accumulé. Le 

modèle appliqué est un modèle à deux compartiments, où la bT estimée est de 34 jours et le 

BCF  de 480. 

 

La Figure 28 présente l’évolution de la concentration en Se total (en µg·g–1 p.f.) au 

cours du temps dans les principaux organes de C. fluminea exposés par voie directe à 50 

µg·L–1 de sélénite pendant 20 jours. On observe une cinétique de charge beaucoup plus lente 

que pour la SeMet. Après 20 jours de contamination, la concentration de Se n’a été multipliée 

que par 2 dans tous les organes. La décharge est rapide. Au temps 70 jours, correspondant à 

50 jours de dépuration, la concentration de Se dans le bivalve est revenue pratiquement à sa 

valeur initiale à t0. 

La Figure 29 présente les cinétiques de bioaccumulation et de dépuration du sélénite 

dans le corps mou entier de C. fluminea. La cinétique de charge est beaucoup plus lente que 

pour la SeMet et la décharge est également rapide, après 50 jours de dépuration l’organisme a 

pratiquement totalement éliminé le sélénium accumulé. Le modèle appliqué est à modèle à un 

compartiment, où la bT estimée est de 27 jours et le BCF  de 14. 
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Figure 30 : Quantité de Se dans la fraction soluble et la fraction insoluble pour 1 g de 

tissu de C. fluminea aux temps 0, 1, 20 et 50 jours, correspondant à t0, 1 jour et 20 jours 

d’exposition à 50 µg·L–1 et à 30 jours de dépuration respectivement. A : bivalves exposés à la 

SeMet ; B : bivalves exposés au sélénite. En noir, la fraction insoluble ; en gris, le cytosol 

(moyenne ± écart type, n = 3) 
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b) Part de sélénium dans les fractions soluble et insoluble 

Dans la Figure 30, la quantité de Se (en µg) présente dans chaque fraction, soluble et 

insoluble, pour 1g de tissu branchial ou viscéral, aux temps 0, 1, 20 et 50 jours, correspondant 

au t0 de l’expérimentation (répartition chez les organismes témoins), à 1 et 20 jours de 

contamination et 30 jours de dépuration, a été présenté. Dans la Figure 30A, nous présentons 

les résultats concernant les bivalves exposés à 50 µg·L–1 de SeMet. A t0, la répartition du 

sélénium entre la fraction soluble et la fraction insoluble est homogène dans les branchies et 

la masse viscérale. Après un temps court d’exposition (1 jour), on peut observer, au niveau 

des branchies (Figure 30A1), que la quantité de Se dans le cytosol a beaucoup augmenté, mais 

aussi dans la fraction insoluble. Il y a environ 1.2 µg de Se dans le cytosol et un peu plus dans 

la fraction insoluble. Après un temps plus long d’exposition (20 jours), la quantité de Se (en 

µg) présente dans la fraction cytosolique n’a pas été modifiée, en revanche, la quantité de Se 

dans la fraction insoluble continue d’augmenter. A t50 qui correspond à 30 jours de 

dépuration, la quantité de Se dans le cytosol est toujours d’environ 1.2 µg pour 1 g de tissu 

tandis que la quantité de Se dans la fraction insoluble a largement diminué. Après 30 jours de 

dépuration il reste encore environ 1.2 µg de Se dans le cytosol et 1.2 µg de Se dans la fraction 

insoluble. En ce qui concerne la masse viscérale (Figure 30A2), le profil est le même que celui 

de la branchie. Après 1 jour de contamination, une augmentation du sélénium dans les deux 

fractions est observée, avec environ 1.2 µg de Se dans le cytosol. A t20, le sélénium augmente 

uniquement dans la fraction insoluble. Après 30 jours de dépuration, la part de Se dans la 

fraction insoluble a diminué et la part dans la fraction soluble est toujours identique (1.2 µg).  
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Figure 31 : Répartition du sélénium au sein de la fraction insoluble aux temps 1 et 20 

jours. Les différents culots sont obtenus par centrifugation différentielle.  

C1 : granules, débris cellulaires et noyaux ; C2 : lysosomes et mitochondries ; C3 : 

membranes ; C4 : microsomes. A : bivalves exposés à la SeMet ; B : bivalves exposés au 

sélénite ( n = 1).
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Les résultats concernant le sélénite sont présentés dans la Figure 31B. L’accumulation 

du sélénite dans les branchies et la masse viscérale est négligeable après 1 jour de 

contamination. Après 20 jours, la quantité de Se total augmente essentiellement dans le 

cytosol des branchies et de la masse viscérale. Le sélénium a également légèrement augmenté 

dans la fraction insoluble de la masse viscérale. La quantité de Se atteinte dans le cytosol 

après 20 jours d’exposition est seulement d’environ 0.5 µg pour 1 g d’organe p.f. Après 30 

jours de dépuration (t50), la quantité de Se dans les deux fractions est pratiquement revenue 

au niveau de référence avant contamination. 

 

c) Répartition du sélénium au niveau de la fraction insoluble 

La répartition du sélénium au sein de la fraction insoluble (évaluée aux temps t1 et 

t20) est présentée sur la Figure 31. D’une manière générale, chez les organismes témoins 

aussi bien que contaminés, le sélénium se trouve essentiellement au niveau des débris 

cellulaires, organites et granules (C1 et C2,  ~ 70 % du sélénium de la fraction insoluble) pour 

les deux organes considérés (branchies et masse viscérale). Cependant, en ce qui concerne la 

SeMet (Figure 31A1) on observe dans les branchies après 20 jours de contamination une 

diminution de la part de Se dans la fraction incluant les débris cellulaires, noyaux et granules 

(C1) et une augmentation de sa part dans la fraction incluant les mitochondries et lysosomes 

(C2). Dans la masse viscérale, on observe aucun changement de répartition. Dans le cas du 

sélénite, la répartition n’est pas modifiée ni à t1 ni à t20, ni dans les branchies, ni dans la 

masse viscérale. 

 

d) Répartition du sélénium sur les protéines cytosoliques 

Les fractions cytosoliques obtenues à partir des branchies et masses viscérales des 

organismes contaminés en Se, ont été injectées dans la colonne d’exclusion stérique. Les 

protéines étaient détectées en ligne par spectrométrie UV (lecture de l’absorbance à 280 nm), 

tandis que le sélénium était dosé sur les fractions d’élution recueillies en sortie de colonne 

(par HG-QFAAS ou scintillation liquide β dans le cas du sélénite marqué 75Se). Un 

recoupement des résultats d’analyse du sélénium dans le cytosol total et dans l’ensemble des 

fractions récupérées après élution, a permis de montrer qu’il n’y a eu aucune perte de Se au 

moment du passage sur colonne. 



 
 

  178 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figure 32  : Répartition du sélénium sur les protéines de la fraction cytosolique après 

exposition à la SeMet. L’axe des abscisses représente le volume d’élution, et l’axe des 

ordonnées l’intensité du signal associé aux protéines (absorbance) ou au Se (µg). 

Chromatogrammes (courbe) et dosages du sélénium (points expérimentaux avec courbe) ont 

été superposés. A : Branchies ; B : Masse viscérale ; t1 : 1 jour d’exposition, t20 : 20 jours 

d’exposition et t50 : 30 jours de dépuration. 
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Les chromatogrammes d’absorbance UV obtenus par la chromatographie basse 

pression et les dosages de Se dans les différentes fractions collectées ont été superposés dans 

les Figure 32 et Figure 33. En ce qui concerne les bivalves exposés à la SeMet (Figure 32), on 

observe qu’au niveau des branchies (Figure 32A), le sélénium peut être retrouvé sur 

l’ensemble des protéines (600 à 10 kDa). On observe un bruit de fond général en Se dans 

toutes les fractions à t1 et t20 avec un pic important de Se en sortie de colonne, indiquant la 

présence de Se sur des protéines < 10 kDa). Après 30 jours de dépuration, le bruit de fond a 

largement diminué. On observe toujours un pic en sortie de colonne. En ce qui concerne la 

masse viscérale (Figure 32B), la quantité de Se est très importante dans toutes les fractions 

dès 1 jour. On note cependant un important pic en fin de colonne qui correspond à des 

composés de poids moléculaire < 10 kDa. Le profil reste identique à t1, t20 et t50. 

En ce qui concerne les bivalves exposés au sélénite (Figure 33), on observe 

l’apparition d’un petit pic de sélénium en fin de colonne, ce qui correspond à des protéines < 

10 kDa dès 1 jour de contamination. Après 20 jours de contamination et 30 jours de 

dépuration, le profil reste le même. En ce qui concerne la masse viscérale,  on a apparition 

d’un pic en sortie de colonne à t1 (< 10 kDa) puis l’apparition de 2 pics au niveau des grosses 

protéines.  

 

4.2.3.Discussion 
 

Les travaux rapportés dans ce chapitre concernent les processus de bioaccumulation et 

de dépuration du sélénium dissous chez un modèle bivalve C. fluminea. Les mécanismes ont 

été appréhendés en utilisant 2 formes chimiques de Se, une organique (SeMet) et une 

inorganique (sélénite) et en analysant la distribution du sélénium depuis le niveau organisme 

entier jusqu’au niveau subcellulaire. 
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Figure 33 : Répartition du sélénium sur les protéines de la fraction cytosolique après 

exposition au sélénite. L’axe des abscisses représente le volume d’élution, et l’axe des 

ordonnées l’intensité du signal associé aux protéines (absorbance) ou au Se (µg). 

Chromatogrammes (courbe) et dosages du sélénium (points expérimentaux avec courbe) ont 

été superposés. A : Branchies ; B : Masse viscérale ; t1 : 1 jour d’exposition, t20 : 20 jours 

d’exposition et t50 : 30 jours de dépuration. 
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Accumulation et dépuration de la SeMet et du sélénite 

 

Conformément aux résultats obtenus dans les premiers chapitres, nous avons observé 

une accumulation de la SeMet beaucoup plus importante que celle du sélénite. Les facteurs de 

bioconcentration pour l’organisme entier (poids frais) estimés par le modèle sont de 14 pour 

le sélénite et 480 pour la SeMet. Les cinétiques d’accumulation sont également très 

différentes entre les 2 formes de Se, ce qui peut indiquer des mécanismes de prise en charge 

différents. La bioaccumulation de la SeMet est très rapide, tandis que celle du sélénite est 

beaucoup plus lente. Chez les bivalves, nous n’avons pas trouvé d’information dans la 

littérature concernant les mécanismes de transport du sélénium. Dans nos conditions, la 

SeMet pourrait être prise en charge rapidement par analogie avec la Met, comme cela est 

décrit chez les mammifères (Ducros et Favier, 2004). Il a été montré par des études in vitro, 

que l’absorption de la Met par les branchies du bivalve Mya arenaria était réalisée via un 

transport actif (Stewart, 1978). En ce qui concerne le sélénite, il pourrait pénétrer par des 

canaux anioniques, tels que ceux des nitrates ou sulfates. En ce qui concerne le transport des 

sulfates, il est relativement lent par rapport à celui des autres ions chez le bivalve d’eau douce 

Dreissena polymorpha (Dietz et Byrne, 1999). Les processus de prise en charge du sélénium 

ont été étudiés chez des modèles biologiques simples unicellulaires (Riedel et al., 1991; 

Riedel et al., 1996). Riedel et al. (1991) se sont intéressés à la prise en charge du séléniate, 

sélénite et SeMet par 3 algues Anabaena flos-aquae, Chlamydomonas reinhardtii et 

Cyclotella meneghiania. Ils ont proposé une fixation du sélénite principalement par sorption 

passive tandis que celle du séléniate et de la SeMet impliquerait plutôt un processus 

biologique. Par contre, les résultats plus récents de Morlon et al. (2005), concernant le 

transport du sélénite chez Chlamydomonas reinhardtii suggèrent un transport de haute affinité 

mais rapidement saturé à faibles concentrations, de l’ordre du µM, doublé d’un transport de 

faible affinité qui ne se saturerait qu’à fortes concentrations, de l’ordre du mM. Morlon et al. 

(2005) suggèrent que ce transport pourrait faire intervenir des transporteurs du sulfate ou 

nitrate, étant donné qu’ils ont observé une inhibition de la prise en charge du sélénite par ces 

éléments.  
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Après 50 jours de dépuration, le sélénium, apporté sous forme de sélénite est 

quasiment totalement dépuré. En revanche, l’élimination est plus lente dans le cas de 

l’exposition à la SeMet. Etant donné la possible fixation aspécifique de la SeMet sur de 

nombreuses sélénoprotéines, cette vitesse de dépuration pourrait correspondre au turn-over de 

certaines protéines. Selon les protéines considérées, la demi-vie varie de quelques heures à 

plusieurs mois. 

 

Fractionnement subcellulaire du sélénium : implication en termes de toxicité et de 

transfert trophique 

 

L’étude du fractionnement subcellulaire des métaux/métalloïdes reflète des processus 

internes qui se produisent pendant l’accumulation du polluant. Elle apporte des informations 

sur la répartition du contaminant et des éléments d’information pour mieux comprendre les 

problèmes de toxicité et d’adaptation. La distribution subcellulaire peut également aider à 

mieux comprendre les problèmes de transfert trophique. 

Nous avons montré que la bioccumulation et la répartition subcellulaire du sélénium 

différaient selon la forme de Se utilisée (Figure 30). La répartition du sélénium dans les 

branchies et la masse viscérale des bivalves témoins était homogène entre les fractions soluble 

et insoluble, alors que chez les organismes exposés à la SeMet, le sélénium se retrouvait 

essentiellement au niveau de la fraction insoluble, et que chez ceux exposés au sélénite, il se 

retrouvait essentiellement au niveau du cytosol, après 20 jours de contamination. 

En ce qui concerne la SeMet, son accumulation au sein du cytosol et de la fraction 

insoluble s’est faite rapidement, dès 1 jour de contamination. Une saturation de la fraction 

cytosolique à 1.2 µg de Se par g d’organe (p.f.) a été observée alors que la part de Se dans la 

fraction insoluble continuait à augmenter (t20). La bioccumulation rapide et homogène au 

sein de la fraction insoluble indique une fixation du sélénium sur l’ensemble des fractions 

insolubles : sur les granules comme moyen de détoxication, ainsi que sur les organites, débris 

cellulaires et membranaires par incorporation aspécifique dans des protéines membranaires à 

la place de la méthionine par exemple. Après 20 jours de contamination à la SeMet, 

l’augmentation de la part de Se dans la fraction incluant mitochondries et lysosomes peut 

laisser suggérer la mise en place d’un mécanisme de détoxication impliquant les lysosomes ou 

une incorporation aspécifique de la SeMet dans les protéines de ses organites. L’incorporation 

du sélénium dans les mitochondries, après exposition à la SeMet, pourrait entraîner leur 

mauvais fonctionnement et induire un stress oxydant.  
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D’une manière générale, la fixation aspécifique de la SeMet sur l’ensemble des 

protéines (cytosoliques ou non) serait susceptible de créer une toxicité pour le bivalve. En 

effet, l’un des premiers mécanismes de toxicité du sélénium est la substitution du S par le 

sélénium, entraînant des modifications de structure tertiaire et d’activité des protéines (Eustice 

et al., 1981; Schrauzer, 2000; Lemly, 2002b). 

 

En ce qui concerne le sélénite, on observe une augmentation du sélénium 

essentiellement au niveau de la fraction cytosolique après 20 jours d’exposition. La 

bioaccumulation de cette forme est moindre par rapport à celle de la SeMet. Chez certaines 

espèces, les métaux de la fraction cytosolique de la proie sont plus biodisponibles que ceux de 

la fraction insoluble. Schletat et al. (2002) montrent que l’efficacité d’assimilation par le 

bivalve Macoma balthica est proportionnelle à la quantité de Se présente dans la fraction 

cytosolique des cellules algales ingérées. Ceci a également été montré chez plusieurs autres 

bivalves marins nourris avec des algues contaminées en Se (Reinfelder et al., 1997). Par 

contre, ce phénomène reste dépendant des organismes étudiés et du polluant concerné.  

En ce qui concerne les transferts entre consommateurs, peu d’études ont été réalisées. 

Il a été montré que l’efficacité d’assimilation du sélénium entre le copépode Acartia sp. 

(exposé au 75Sélénite) et le poisson juvénile Menidia sp. n’était que de 29 % (Reinfelder et 

Fisher, 1994) mais que ceci était lié au fait que le 75Sélénite s’accumulait à 60 % dans 

l’exosquelette des copépodes qui n’est pas assimilé par le poisson. D’une manière générale, la 

fraction cytosolique est associée à une fraction biologiquement active, soit en termes de 

toxicité, soit en termes de biodisponibilité par la voie trophique. Ceci peut nous laisser 

imaginer un transfert trophique  important du sélénite (ou une bonne extraction) ou bien une 

toxicité importante de cette forme qui se retrouve essentiellement au niveau de la fraction 

soluble. L’analyse des résultats concernant la phase d’élimination, indique que le sélénium 

apporté sous forme de sélénite était quasi totalement éliminé après 30 jours dans les 2 

fractions, alors que celui apporté sous forme de SeMet était encore très présent dans la 

fraction cytosolique et la fraction insoluble, la dépuration ayant essentiellement concerné la 

fraction insoluble. Ainsi, la quantité de Se bioaccumulée dans le cytosol à partir de SeMet est 

beaucoup plus importante et rémanente que celle accumulée à partir du sélénite. La toxicité et 

biodisponibilité de la SeMet vers les maillons trophiques supérieurs ne doit donc pas être 

négligée. 
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Répartition du sélénium sur les protéines cytosoliques 

    

Nous avons étudié la distribution du sélénium dans 2 organes du bivalve C. fluminea, 

en utilisant la chromatographique par exclusion de taille pour estimer le poids moléculaire des 

composés séléniés. Nous avons démontré la présence de sélénoprotéines de haut poids 

moléculaire et des composés séléniés de faible poids moléculaire (< 10 kDa) dans la masse 

viscérale de C. fluminea après une exposition à 50 µg·L–1 de sélénite et de SeMet. De plus, 

dans le cas de la SeMet, le sélénium a été retrouvé dans toutes les fractions d’élution, ce qui 

indique qu’il peut se fixer sur de très nombreuses protéines. Dans les branchies, après 

exposition à la SeMet, le sélénium s’incorpore dans de très nombreuses protéines alors 

qu’après exposition au sélénite, il se retrouve uniquement parmi les petits composés séléniés 

(< 10 kDa). La présence de Se dans toutes les fractions d’élutions des deux organes de C. 

fluminea exposés à la SeMet, suggère encore une fois l’incorporation aspécifique de la SeMet 

à la place de la méthionine dans de très nombreuses protéines. Le pic observé en fin de 

colonne, correspondant à des composés séléniés de faible poids moléculaire, pourrait 

correspondre à de la SeMet libre dans le cytosol ou bien des métabolites.  

De même, dans le cas des bivalves exposés au sélénite, les composés séléniés de poids 

< 10  kDa pourraient être du sélénite libre dans le cytosol, qui aurait diffusé depuis le milieu 

extérieur, ou bien des métabolites tels que le sélénodiglutathion, le séléniure d’hydrogène ou 

encore la SeCyst. Aux temps, t20 et t50, des protéines séléniées de haut poids moléculaire  (2 

pics essentiellement) apparaissent dans la masse viscérale de C. fluminea exposés au sélénite. 

Chez l’animal, le sélénite est généralement réduit et incorporé de façon post-traductionnelle 

dans des protéines spécifiques, telles que la glutathion péroxydase ou la thioredoxine 

réductase (Ganther, 1999; Arteel et Sies, 2001; Ducros et Favier, 2004). Ce phénomène 

pourrait se produire au sein de la masse viscérale de C. fluminea, tandis qu’au sein de la 

branchie, qui est un organe de transit, il n’y aurait pas d’activation métabolique du sélénite. 

De plus, on constate qu’il y a beaucoup moins de grosses protéines dans les branchies que 

dans la masse viscérale. Des données concernant les espèces séléniées présentes dans les 

fractions protéiques de tissus biologiques lyophilisés peuvent être trouvées dans la littérature 

(Moreno et al., 2004). Ces espèces ont été caractérisées par chromatographie d’exclusion 

stérique et d’échange cationique, couplées à un ICP-MS.  
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Dans les échantillons d’huîtres et de moules, ces auteurs trouvent la présence de 

protéines de haut poids moléculaire (150-50 kDa) et des composés de faible poids moléculaire 

(< 5 kDa). Ces auteurs ont analysé les produits de digestion enzymatique des fractions 

solubles et insolubles par chromatographie d’échange cationique et trouvent la présence de 

triméthylsélénonium et de SeMet. 

Etant donné que la biodisponibilité et la toxicité du sélénium sont étroitement 

corrélées à la forme chimique ingérée, la connaissance des espèces chimiques du sélénium 

dans le bivalve permettrait d’évaluer son transfert vers les maillons trophiques supérieurs. La  

caractérisation des différents composés séléniés dans les tissus de C. fluminea, pourrait être 

améliorée en utilisant des colonnes plus sélectives en termes de taille. De plus, il serait 

intéressant d’identifier et de quantifier les espèces séléniés inorganiques et organiques après 

digestion enzymatique. Cette caractérisation des espèces séléniées pourrait également être 

envisagée chez les algues afin d’appréhender les formes chimiques de Se impliquées dans son 

transfert au bivalve. 

 

4.2.4.Principales avancées et conclusions 
 

Il a été montré que le sélénite et la SeMet présentaient des biodisponibilités 

différentes. Le sélénite, qui est la forme majoritaire rencontrée dans le milieu aquatique, est 

aussi la forme la moins bioaccumulée. La SeMet, quant à elle, fait partie des formes 

organiques, elle est donc minoritaire dans les milieux aquatiques naturels, cependant elle ne 

doit pas être négligée étant donné sa forte biodisponibilité et sa rémanence dans les tissus une 

fois qu’elle est incorporée. 

La répartition du sélénium au sein des fractions solubles et insolubles des tissus 

branchiaux et viscéraux est largement dépendante des formes de Se apportées, le sélénite 

s’incorporant essentiellement au niveau du cytosol et la SeMet s’incorporant au niveau du 

cytosol mais aussi de la fraction insoluble.  
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Au sein du cytosol, leur répartition moléculaire est également différente. Après 

exposition à de la SeMet, le sélénium est incorporé dans de très nombreuses protéines 

cytosoliques, alors que l’incorporation du sélénite semble restreinte à certains groupes 

protéiques. Un important travail reste à faire quant à l’identification des espèces séléniées 

présentes dans les tissus de C. fluminea. Au sein de la fraction insoluble, l’augmentation de la 

part de Se dans la fraction incluant les mitochondries pourrait entraîner un mauvais 

fonctionnement de ces organites. Leur ultrastructure après exposition au Se sera analysée dans 

le chapître suivant (§ 4.3.3). 

D’une manière générale, les différences de répartitions subcellulaires observées 

laissent suggérer des toxicités et transferts trophiques différents du sélénite et de la SeMet. 

Cette partie toxicité sera abordée dans le chapitre suivant. 
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A : Déroulement de l’expérience, nature et fréquence des analyses : 

 

 
 
 
 
B : Conditions expérimentales 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 34 : Déroulement (A)  et conditions (B) de l’expérience sur le statut 

antioxydant des bivalves après exposition au sélénium. 

[Se]organes (n = 5)

GSHtotal, GSSG (n = 5)

Exposition au sélénite, séléniate ou à la SeMet 
(50 µg·L-1 - 10 jours)

Echantillonnage

SOD (n = 4)

CAT (n = 4)

Acclimatation 
(7 jours)

GPx (n = 4)

T0        1        2       3                                 6  10

[Se]organes (n = 5)

GSHtotal, GSSG (n = 5)

Exposition au sélénite, séléniate ou à la SeMet 
(50 µg·L-1 - 10 jours)

Echantillonnage

SOD (n = 4)

CAT (n = 4)

Acclimatation 
(7 jours)

GPx (n = 4)

T0        1        2       3                                 6  10

Table antivibratoire 

Système semi-ouvert 
 (renouvellement manuel, la moitié du volume total / jour) Suivis et régulations : 

pH 7.00 ± 0.05 
Température 20 ± 0.5 °C 

Densité d’algues 1-2 x 105 cells·mL-1 
[Se] = 50 µg·L-1  

Formes de Se : sélénite, séléniate et 
SeMet Eau artificielle 

Bullage d’air 

Sable 

Unités expérimentales: 
- 1 UE Témoin 
- 1 UE SeMet 
- 1 UE Sélénite 
- 1 UE Séléniate 
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4.3. Toxicité subcellulaire du sélénium 
 
Dans les chapitres précédents, nous avons montré que le sélénite et la SeMet apportés 

par la voie directe pouvaient modifier le comportement ventilatoire de C. fluminea, en 

traduisant des effets protecteurs potentiels (§ 4.1.1), et que ces deux formes avaient des 

biodisponibilités, bioaccumulations et répartitions subcellulaires très différentes (§ 4.2). Ces 

observations laissent donc supposer une toxicité du sélénium variable en fonction des formes. 

Nous avons voulu dans ce chapitre, étudier si ces effets et caractéristiques macroscopiques, 

pouvaient être associés à des effets toxiques observables aux niveaux cellulaires et/ou 

moléculaires. Nous avons tout d’abord recherché, par des analyses biochimiques, les 

marqueurs classiques du stress oxydant, puis nous avons étudié l’effet au niveau de 

l’expression de gènes et enfin au niveau de l’ultrastructure des cellules branchiales. 

 

4.3.1.Suivi du statut anti-oxydant de C. fluminea lors d’une 
exposition au Se 

 

4.3.1.1.  Introduction 

 

 Le but de ces études était d’analyser si une exposition au Se, apporté sous différentes 

formes chimiques était susceptible d’altérer le statut antioxydant de C. fluminea. 

Nous avons analysé certains biomarqueurs du stress oxydant chez C. fluminea exposé 

à 50 µg·L–1 de Se, apporté sous 3 formes (sélénite, séléniate, SeMet) et pour des durées 

d’exposition comprises entre 1 et 10 jours. Les prélèvements réalisés et les conditions 

expérimentales sont résumées dans la Figure 34. Des analyses statistiques des résultats ont été 

réalisées sur l’ensemble des biomarqueurs mesurés (teneurs en protéines, activités superoxyde 

dismutase (SOD), glutathion peroxydase (GPx), catalase (CAT), teneurs en glutathion total 

(GSHtotal) et en glutathion oxydé (GSSG)).  
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Figure 35 : Accumulation du sélénium dans le corps mou entier de C. fluminea au 

cours des 10 jours d’exposition à 50 µg·L–1 de Se, sous forme de SeMet, sélénite ou séléniate 

(moyenne ± écart type, n = 5). Résultats statistiquement significatifs : * par rapport au 

groupe témoin t0 (p < 0.05). 
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4.3.1.2.  Résultats 

 

Bioaccumulation des différentes formes de sélénium chez C. fluminea 

 

Nous avons représenté sur la Figure 35, l’évolution des concentrations en Se total au 

cours du temps dans le corps mou entier de C. fluminea. 

Les concentrations en sélénium total ne varient que chez les bivalves exposés à la 

SeMet où elles augmentent au cours du temps. Les accumulations de sélénite et séléniate sont 

très faibles et non significatives. 

 

Mesures de  biomarqueurs  

 

 L’ensemble des résultats concernant les biomarqueurs est présenté graphiquement sur 

la Figure 36. Les moyennes ont été comparées par des analyses multivariées (MANOVA) 

avec le traitement (la forme de sélénium ou la durée d’exposition) pris comme variable 

indépendante. Des analyses de variance (ANOVA) sont ensuite réalisées afin de déterminer la 

contribution de l’effet individuel de chaque marqueur biochimique sur l’effet global indiqué 

par la MANOVA. Lorsqu’un effet significatif du traitement est indiqué, des comparaisons 

post-hoc à l’aide de tests LSD ont été effectuées afin de connaître les groupes 

significativement différents des témoins. Les corrélations entre les différentes réponses 

biochimiques et les teneurs en sélénium dans les tissus des bivalves ont été déterminées à 

l’aide du coefficient de corrélation de Pearson. 

 

Effet de la durée d’exposition :   

 

L’objectif est de déterminer si les variations des biomarqueurs sont dépendantes du 

facteur temps. Cette analyse a été effectuée pour les 4 groupes : témoin, SeMet, sélénite et 

séléniate. La comparaison a été réalisée entre les durées t1, t2, t3, t6 et t10 et le groupe témoin 

t0. 
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Figure 36 : Résultats des dosages des biomarqueurs chez C. fluminea exposés à 50 

µg·L–1 de sélénium (moyenne ± écart type). GPx : glutathion peroxydase, CAT : catalase, 

GSH : glutathion, GSSG : glutathion oxydé. Les protéines sont exprimées en mg·mL–1, les 

activités sont exprimées en nmol·min–1·mg–1 de protéines excepté l’activité CAT en 

µmol·min-1·mg–1 de protéines, les teneurs en glutathion en nmol·g–1 de tissu frais. Résultats 

statistiquement significatifs : * par rapport au groupe témoin T0, °: par rapport au groupe 

témoin à la même durée d’exposition (p < 0.05). 
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- Sur les témoins : 

Le test multivarié de significativité réalisé sur l’ensemble des biomarqueurs ne met pas 

en évidence d’effet significatif de la durée d’exposition sur les animaux témoins (p > 0.05).  

  

- Sur les bivalves exposés à la SeMet : 

Le test multivarié de significativité réalisé sur l’ensemble des biomarqueurs met en 

évidence un effet significatif de la durée d’exposition sur les animaux exposés à la SeMet (p < 

0.05). L’effet de la durée est significatif pour les teneurs en protéines et en GSHtotal, et les 

activités SOD et GPx. La teneur en protéines semble diminuer après 3 jours d’exposition, et 

est significativement plus faible à t6. Le taux de glutathion total est significativement plus 

faible à t1 et t3. L’activité SOD augmente de façon significative à t2 puis diminue pour les 

autres durées d’exposition. L’activité GPx augmente de façon significative avec la durée 

d’exposition à partir de t2.  

 

- Sur les bivalves exposés au sélénite : 

Le test multivarié de significativité réalisé sur l’ensemble des biomarqueurs ne met pas 

en évidence d’effet significatif de la durée d’exposition sur les animaux exposés au sélénite (p 

> 0.05).  

 

- Sur les bivalves exposées au séléniate : 

Le test multivarié de significativité réalisé sur l’ensemble des biomarqueurs met en 

évidence un effet significatif de la durée d’exposition sur les animaux exposés au séléniate (p 

< 0.05). Si l’on réalise un test univarié de significativité pour chaque biomarqueur, l’effet de 

la durée est significatif pour l’activité GPx, qui est plus élevée pour les temps t1 et t3, et pour 

le taux de glutathion total qui est plus faible aux jours 2 et 3.  

 

Effet de la forme du sélénium 

 

L’objectif est de déterminer si les variations des biomarqueurs dépendent de la forme 

de sélénium à laquelle ils sont exposés. Cette analyse a été effectuée pour les différentes 

durées d’exposition : t1, t2, t3, t6 et t10. La comparaison a été réalisée entre les groupes 

exposés à la SeMet, sélénite et séléniate et le groupe témoin de la même durée d’exposition.  
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- Pour le temps t1 : 

Le test multivarié de significativité réalisé sur l’ensemble des biomarqueurs met en 

évidence un effet significatif des différentes formes du sélénium. Si l’on réalise un test 

univarié de significativité pour chaque biomarqueur, on observe un effet significatif du 

sélénium sur SOD, GPx et GSHtotal. Les activités SOD des bivalves exposés à la SeMet et au 

séléniate sont significativement plus faibles que celles du témoin. Les activités GPx des 

bivalves exposés au sélénite et au séléniate sont significativement plus élevées que celles du 

témoin. La teneur en GSHtotal des bivalves exposés à la SeMet est significativement plus 

faible. 

 

- Pour le temps t2 : 

Le test multivarié de significativité réalisé sur l’ensemble des biomarqueurs met en 

évidence un effet significatif des différentes formes du sélénium. Si l’on réalise un test 

univarié de significativité pour chaque biomarqueur, l’effet du produit est significatif pour la 

teneur en protéines et l’activité GPx. Les bivalves exposés au séléniate présentent des teneurs 

en protéines significativement plus élevées et des activités GPx significativement plus faibles 

que celle des témoins.  

 

- Pour les temps t3, t6 et t10 : 

Les tests multivariés de significativité réalisés sur l’ensemble des biomarqueurs ne 

mettent pas en évidence d’effet significatif des différentes formes du sélénium à ces durées 

d’exposition.  

 

Corrélations entre biomarqueurs et corrélations entre teneurs en sélénium dans les 

tissus et variations des biomarqueurs  

L’objectif est de déterminer si les variations des biomarqueurs sont dépendantes de la 

dose de sélénium accumulée dans les tissus des animaux. Les teneurs en sélénium dans les 

tissus ne varient que chez les bivalves exposés à la SeMet. L’étude des corrélations n’a donc 

porté que sur ce groupe. On observe des corrélations entre les teneurs en sélénium dans les 

tissus des bivalves et les activités GPx (0.58) et SOD (-0.44). On note également des 

corrélations entre certains biomarqueurs : les teneurs en GSHtotal et en GSSG (0.68), GSSG et 

activité CAT (0.48), GSH total et activité GPx (0.47), et GSSG et activité SOD (0.42).  
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4.3.1.3.  Discussion 

 
Les quantités de SeMet accumulées par les bivalves lors de cette expérimentation sont 

légèrement plus faibles que celles observées lors des expériences précédentes (§ 4.1.1 ; § 4.2). 

Cependant les facteurs de concentration (FC) restent du même ordre de grandeur. Pour le 

sélénite, les accumulations sont comparables. Les FC obtenus après 3 jours d’exposition ont 

été calculés pour les 3 expérimentations. Les résultats indiquent que : 

- En ce qui concerne la SeMet, lors de la première expérience (§ 4.1.1) FC3j =  61 ± 46 ; 

lors de la deuxième expérience (§ 4.2) FC3j = 95 ± 21 et lors de celle-ci  FC3j = 36 ± 

12. 

- En ce qui concerne le sélénite, lors de la première expérience (§ 4.1.1) FC3j =  2.5 ± 

0.5 ; lors de la deuxième expérience (§ 4.2) FC3j = 2.3 ± 1.5 et lors de celle-ci  FC3j = 

3.5 ± 2.8. 

La variabilité des facteurs de concentration après 3 jours de contamination est moindre 

dans le cas du sélénite et plus important dans le cas de la SeMet. Cette variabilité peut être 

attribuée à des facteurs naturels (liés aux caractéristiques des populations) ou expérimentaux 

(liés à l’efficacité du maintien de la pression de contamination par exemple). 

 

Les variations des différents biomarqueurs en fonction de la durée d’exposition et de 

la forme du sélénium apportée sont faibles et difficilement interprétables car aucune tendance 

nette ne se dégage. Cependant l’analyse statistique des résultats qui a été effectuée concernant 

les mesures de ces biomarqueurs indique que les principaux biomarqueurs significativement 

affectés sont les activités SOD et GPx et le taux de GSHtotal qui diminue, en particulier pour 

les courtes durées d’exposition, dans le cas d’expositions à la SeMet, et dans une moindre 

mesure, au séléniate. Seuls les bivalves exposés à la SeMet ont accumulé significativement du 

sélénium dans leurs tissus. Dans ce cas, de faibles corrélations sont mises en évidence entre la 

concentration en sélénium dans les tissus et les activités GPx et SOD. Ainsi, les effets 

observés pourraient être liés à la forme de Se ou bien à la quantité de Se internalisé. Des 

corrélations entre biomarqueurs sont également observées, notamment entre le système 

glutathion et la GPx, ce qui était prévisible. 
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Les principales modifications de statut anti-oxydant ont lieu chez les bivalves exposés 

à la SeMet (chute de la SOD et du GSHtotal après 1 jour d’exposition puis augmentation de la 

GPx au cours du temps). Nous avons montré précédemment que la SeMet pouvait être 

détectée très rapidement par C. fluminea (§ 4.1.1).  Après un jour d’exposition à 50 µg·L-1 de 

SeMet, les bivalves avaient diminué leur débit ventilatoire d’un facteur 8. Cette réponse 

ventilatoire avait été interprétée comme un mécanisme de protection face à la SeMet, qui 

pourrait  être toxique pour C. fluminea. Ainsi, les effets précoces observés sur le statut anti-

oxydant de C. fluminea après exposition à la SeMet peuvent être assimilés à une toxicité de 

cette forme de Se entraînant un léger stress oxydant chez le bivalve. Par contre, l’exposition 

au sélénite n’a pas généré de stress oxydant chez le bivalve, même si nous avons vu 

précédemment que cette forme entraînait une hyperventilation des bivalves (l’hyperventilation 

aurait pu produire une sur-oxygénation des tissus et donc une surproduction d’espèces 

réactives de l’oxygène). 

 

 Nous n’avons pas trouvé dans la littérature d’études relatant les effets du sélénium sur 

les enzymes du statut antioxydant chez le bivalve. Cependant, plusieurs études ont été menées 

sur d’autres organismes et relatent un effet toxique du sélénium lié à un stress oxydant. 

Par des études en laboratoire, Zhang et al. (2005) ont montré que la toxicité du 

sélénium dépendait de la dose mais aussi de la forme chimique de Se considérée. Ainsi, le 

sélénite présentait une toxicité plus importante que Se(0) pour la souris. Ils observent dans le 

foie de souris, après administration de sélénite (4 mg·kg-1 par jour pendant 15 jours), une 

diminution de la catalase et de la superoxyde dismutase, une augmentation de la peroxydation 

lipidique par dosage de la malonaldéhyde A ainsi qu’une diminution du glutathion et 

parallèlement, une augmentation des glutathion peroxydase et transférase. Les modifications 

de ces marqueurs sont le signe d’un stress oxydant après exposition au sélénite. 

Stewart et al. (1999), ont montré que le sélénium administré à des cellules de souris 

pouvait induire un stress oxydant et l’apoptose, ces phénomènes étant largement dépendants 

des formes étudiées. Ils ont montré sur des cultures cellulaires de kératinocytes de souris, que 

le sélénite et la sélénocystamine créaient des adduits à l’ADN, de l’apoptose et qu’ils étaient 

cytotoxiques (100 % d’apoptose était observée après exposition à 25 mg·L-1 de sélénite ou 

250 mg·L-1 de sélénocystamine). Par contre, aucun de ces effets n’a été observé après 

exposition à la SeMet. 
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Par contre, Palace et al. (2004) montrent que l’un des métabolites de la SeMet peut 

engendrer un stress oxydant chez l’embryon de truite. Ce métabolite, le méthylsélénol, 

induirait la formation de superoxyde en présence de glutathion. 

Plusieurs cas de toxicité du sélénium dans les écosystèmes aquatiques ont été 

rapportés dans la littérature. Des effets tératogènes ont été observés chez des poissons dans le 

lac Belews (Lemly, 1993b) et chez les oiseaux dans le réservoir de Kesterson en Californie 

(Spallholz et Hoffman, 2002). Spallholz et Hoffman (2002) présentent la toxicité du sélénium 

comme pouvant être due à plusieurs mécanismes :  

- la formation de superoxydes par certains composés séléniés entraînant un stress 

oxydant. 

- l’excès de SeCyst qui inhiberait la méthylation du sélénium et donc créerait un excès 

de H2Se qui s’accumulerait dans l’organisme. Ceci aboutirait à des effets 

hépatotoxiques. 

- enfin, une fixation de Se sur de nombreuses protéines par analogie avec le soufre qui 

pourrait créer un effet tératogène. 

D’une manière générale, la toxicité du sélénium semble liée à sa métabolisation et à la 

génération d’un stress oxydant. Dans nos conditions expérimentales et sur les marqueurs 

étudiés l’effet du sélénium apparaît faible et restreint à la forme organique, SeMet. 

Cependant, nous avons travaillé sur organisme entier, ce qui peut avoir « masqué » un stress 

oxydant qui aurait eu lieu dans un organe ou un type cellulaire précis. Des études à des doses 

différentes ou sur un type cellulaire précis pourraient permettre d’aller plus en avant dans 

l’étude de ces mécanismes. 

4.3.1.4. Conclusion 

 
Les principaux biomarqueurs qui sont affectés sont les activités SOD, GPx et la teneur 

en GSHtotal et le sont par la SeMet. La durée d’exposition a un effet significatif sur les 

variations des biomarqueurs étudiés chez les bivalves exposés à la SeMet et, dans une 

moindre mesure, au séléniate. La forme de sélénium apportée a un effet significatif sur les 

variations des biomarqueurs aux temps précoces. De faibles corrélations sont observées entre 

les teneurs en sélénium dans les tissus et les activités GPx et SOD chez les bivalves exposés à 

la SeMet.  
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En conclusion, les différentes formes de sélénium étudiées entraînent des altérations 

des mécanismes du stress oxydant d’intensité faible chez C. fluminea, en particulier des 

activités SOD, GPx et du taux de glutathion total, et ces modifications se produisent à des 

temps précoces. Ces effets, principalement observés après exposition à la SeMet, peuvent être 

liés à la forme de Se ou à la quantité de Se internalisée. 

 

4.3.2. Effet du sélénium sur l’expression de gènes 
 
 
Dans le paragraphe précédent, nous avons vu que les différentes formes de sélénium 

étudiées entraînaient des altérations faiblement détectables des systèmes antioxydants de C. 

fuminea au niveau du corps mou entier. Cependant, le stress oxydant se produit généralement 

dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de la défaillance et non pas dans tout 

l’organisme. Ainsi, pour les expériences qui ont suivi, l’impact du sélénium a été évalué au 

niveau des branchies uniquement, car il s’agit de l’organe cible de la bioccumulation du 

sélénium par la voie directe et que son activité de ventilation peut être modifiée en présence 

de sélénium. Dans ce paragraphe, l’expression génétique de protéines pouvant être induites 

lors d’un stress oxydant a été analysée. Ces analyses nécessitent moins de matière biologique 

que les analyses biochimiques, et sont donc envisageables sur un organe isolé.  

 

4.3.2.1. Introduction 

 

L’objectif de cette étude était de voir si le sélénium pouvait induire ou réprimer 

l’expression de certains gènes au niveau des branchies. Les gènes étudiés sont celui de la 

cytochrome c oxydase 1 (coxI), qui est une protéine jouant un rôle clé dans la phosphorylation 

oxydative ; celui de la métallothionéine 1 (mt1), protéine soluble de faible poids moléculaire 

possédant une grande quantité de Cyst ayant une fonction d’homéostasie du Cu et du Zn, une 

fonction de détoxication des métaux et une fonction de protection des cellules face au stress 

oxydant ; celui de la titine (tit), qui est une protéine musculaire élastique dont la surexpression 

a été observée chez le bivalve en conditions hypoxiques lorsque la ventilation est stimulée ; et 

celui de la protéine ribosomique S9 (rpS9), protéine constituante de la sous-unité du ribosome 

dont des fonctions extraribosomales de protection vis à vis du stress oxydant ont été 

rapportées (§ 2.1.2.5).  
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Figure 37 : Expression de gènes (nombre de copies par µg d’ARNm) au niveau des 

branchies de C. fluminea après 20 jours d’exposition à 50 µg·L–1 de sélénite ou de SeMet 

(moyenne ± écart-type, n = 3). coxI : gène de la cytochrome c oxydase 1; mtI : gène de la 

métallothionéine 1; rpS9 : gène de la protéine ribosomique S9 ; tit :gène de la  titine. Les 

groupes désignés par une même lettre ne sont pas statistiquement différents  (p < 0.05) 
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Les mesures d’expression génétique ont été réalisées après 20 jours d’exposition à 50 

µg·L–1 de sélénite ou de SeMet. Les organismes (n = 3) ont été prélevés lors de 

l’expérimentation sur la caractérisation de la bioaccumulation (§ 4.2), dont les conditions 

expérimentales générales avaient été présentées dans la Figure 25. 

 

4.3.2.2. Résultats  

 
L’expression (nombre de copies par µg d’ARNm) des gènes d’intérêt au niveau des 

branchies de C. fluminea exposés au sélénite ou à la SeMet est présentée sur la Figure 37.  

En ce qui concerne le gène de la mtI, il est réprimé après 20 jours d’exposition à la 

SeMet. Le gène rpS9 est surexprimé dans le cas de l’exposition au sélénite. En ce qui 

concerne tit, une différence significative est trouvée entre le groupe exposé au sélénite et le 

groupe exposé à la SeMet, cependant il n’y a pas de différence significative avec le groupe 

témoin. Le gène coxI semble un peu plus exprimé pour les bivalves exposés à chacune des 

formes de sélénium mais aucune différence significative n’a été trouvée par rapport au 

témoin. 

4.3.2.3. Discussion 

 
Les résultats montrent une modification de l’expression génétique chez C. fluminea 

après 20 jours d’exposition au sélénium. Cependant, ces inductions ou répressions de gènes 

restent faibles et les variations inter-individuelles élevées.  

 

Une surexpression significative du gène rpS9 a été observé chez les bivalves exposés 

au sélénite. Une surexpression de rpS9 a déjà été observée chez C. fluminea après exposition 

à un polluant hautement toxique, le cadmium (Achard-Joris et al., 2005). Ces auteurs 

suggèrent que cette protéine pourrait être impliquée dans la réparation de l’ADN. En effet, 

son implication dans le système de réparation SOS a déjà été montré chez E. coli (Wool, 

1996). Un rôle vis à vis de la protection contre le stress oxydant dans des cellules neuronales 

de rat lui a également été attribué (Kim et al., 2003). Ainsi, une surexpression de ce gène 

pourrait donc être signe d’une toxicité du sélénite pour C. fluminea. 
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En présence de SeMet nous observons une répression du gène mtI par rapport au 

témoin. L’induction du gène de la métallothionéine se fait via la libération du zinc par la 

métallothionéine. La répression du gène mt1 observée pourrait donc être due au blocage de 

l’induction de ce gène. Ce blocage pourrait être causé par une fixation de la SeMet sur la 

métallothionéine empêchant le relargage du zinc ou par une précipitation du sélénium avec les 

métaux essentiels au niveau du cytosol, et notamment avec le Zn, empêchant ainsi le zinc 

d’aller induire les métallothionéines. Une autre hypothèse, pourrait être un problème au 

niveau des facteurs de transcription. De nombreux facteurs de transcription sont composés de 

protéines à doigt de zinc (Cyst2His2). Une inhibition de l’intéraction entre l’ADN et ces 

protéines par le sélénite a déjà été rapportée dans la littérature (Larabee et al., 2002). Un 

encombrement de ces facteurs de transcription (riches en Cyst) par la SeMet ou l’un de ses 

métabolites pourrait être envisagé. 

 

L’expression de tit tend à être plus faible dans le cas des bivalves exposés à la SeMet 

et est beaucoup plus importante dans le cas des bivalves exposés au sélénite, ce qui entraîne 

une différence significative entre ces 2 conditions. Achard (en préparation) a observé une 

augmentation de l’expression de ce gène dans des conditions hypoxiques où la ventilation est 

stimulée. L’augmentation de l’expression de ce gène peut donc être liée à la différence 

d’activité ventilatoire du bivalve entre ces 2 situations. Effectivement, nous savons via une 

expérience de 3 jours (§ 4.1) que la ventilation de C. fluminea est stimulée par la présence de 

sélénite et diminue par la présence de SeMet. Cette protéine étant impliquée dans l’étirement 

musculaire, elle pourrait traduire une différence de fatigue de muscles participant à l’activité 

ventilatoire.  

 

4.3.2.4. Conclusions 

 
Les deux formes de sélénium, sélénite et séléniate, ont induit des modifications 

d’expression génétiques chez C. fluminea après 20 jours d’exposition. 

Nous avons observé une répression de l’expression de mtI suite à une exposition à la 

SeMet. Une explication indirecte probable, pourrait être une précipitation du sélénium avec le 

Zn dans le cytosol, empêchant ainsi l’induction de la synthèse des métallothionéines.  
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La différence d’expression de la tit entre bivalves exposés au sélénite et bivalves 

exposés à la SeMet pourrait être corrélée à la différence d’activité ventilatoire entre les 

bivalves, induisant des activités musculaires différentes. Enfin, la surexpression du gène rpS9 

après exposition au sélénite pourrait être signe d’une toxicité de cette forme pour C. fluminea.  

 

 

 

4.3.3. Effet d’une exposition au Se sur l’ultrastructure des 
cellules branchiales de C. fluminea 

 

4.3.3.1. Introduction 

 
Nous avons vu dans les paragraphes précédents que le sélénium pouvait modifier le 

comportement ventilatoire de C. fluminea, mais aussi induire des modifications biochimiques 

et/ou génétiques lors d’une exposition au sélénite ou à la SeMet par voie directe. Ces 

modifications peuvent être signe d’un stress oxydant au niveau des tissus de C. fluminea.  

Des modifications d’ultrastructure cellulaires après exposition à du sélénium ont déjà 

été observées chez d’autres modèles biologiques, tels que l’algue (Morlon et al., 2005), la 

daphnie (Schultz et al., 1980) ou encore le poisson (Lemly, 2002a). A notre connaissance, 

aucune étude concernant l’ultrastructure du tissu branchial après exposition à du sélénium n’a 

été réalisée chez le bivalve. Cependant, il a été montré dans le cas du Hg, des modifications 

ultrastructurales au niveau des filaments branchiaux de Perna perna, en liaison avec des 

modifications d’activité ventilatoire (Gregory et al., 2002).  
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Figure 38 : Coupe transversale dans un feuillet d’hémibranchie de C. fluminea, 

observée au microscope optique. A : groupe Témoins ; B : groupe exposé à la SeMet ; C : 

groupe exposé au Sélénite. TA : tube aquifère ; JI : Jonction interfilamentaire.
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L’effet de ces 2 formes chimiques de Se, sélénite et SeMet, sur l’ultrastructure des 

cellules branchiales a été déterminé à la même dose de 50 µg·L–1 après 20 jours d’exposition. 

Les échantillons ont été prélevés dans le cadre de l’expérience concernant la caractérisation de 

la bioaccumulation (§ 4.2) dont les conditions expérimentales générales ont été présentées 

dans la Figure 25. Pour chaque condition expérimentale (témoins, sélénite, SeMet), plusieurs 

coupes fines de branchies (90 nm) réalisées à partir de trois individus différents, ont été 

observées et analysées au microscope optique et/ou électronique à transmission. Nous ne 

présentons ici que des effets qui ont été observés systématiquement pour les trois réplicats. 

Des analyses à la sonde X ont été effectuées et n’ont pas permis de localiser le sélénium au 

sein du tissu branchial. 

 

4.3.3.2. Résultats  

 
 
Les jonctions interfilamentaires 

 

Des coupes fines, transversales des filaments branchiaux sont présentées sur la Figure 

38. Elles ont été observées à faible grossissement avec un microscope optique. Sur la Figure 

38A, on peut observer l’aspect d’un feuillet de branchies chez le groupe témoin. Il est 

composé de 2 rangées de filaments réfléchis, reliés par des jonctions interfilamentaires.  

 

Dans la Figure 38B, qui présente la même vue chez des bivalves exposés à la SeMet, 

nous constatons une désorganisation générale du feuillet et d’importantes ruptures des 

jonctions interfilamentaires. En ce qui concerne le groupe exposé au sélénite (Figure 38C), 

quelques jonctions sont rompues, mais l’effet le plus remarquable est que les lames semblent 

rétractées. Pour chaque condition, le nombre de jonctions interfilamentaires rompues ont été 

estimées sur les deux feuillets d’une des hémibranchies (lame) des 3 réplicats. Il n’y a que  42 

% de jonctions intactes dans le cas des bivalves exposés au sélénite, 33 % dans le cas du 

groupe exposé à la SeMet, contre 92 % chez le groupe témoin. 
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Figure 39 : Coupes fines transversales de filaments branchiaux de C. fluminea 

observées au MET. A : groupe Témoins ; B : groupe exposé à la SeMet; C : groupe exposé au 

Sélénite. CF : cils frontaux ; CLF : cils latéraux frontéraux ; CL :  cils latéraux.  
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Les filaments branchiaux 

 

Des coupes fines coupées transversalement au niveau des filaments branchiaux de C. 

fluminea ont été analysées par microscopie électronique à transmission et sont présentées sur 

la Figure 39. Dans la Figure 39A, nous observons une vue des filaments branchiaux chez les 

bivalves témoins. Chaque filament est fait de deux zones, frontale et abfrontale. La face 

frontale possède des cils frontaux, latérofrontaux et latéraux, et la face abfrontale possède 

beaucoup moins de cils. 

Dans la Figure 39B, on peut observer les filaments du groupe exposé à la SeMet. La  

zone frontale devient très dense et la zone centrale enfle. Les filaments des bivalves exposés 

au sélénite (Figure 39C) sont également légèrement gonflés au niveau de la structure de 

soutien.  

 

 

La zone frontale des filaments branchiaux 

 

Sur la Figure 40 , des coupes ultra fines de la partie frontale du filament sont 

présentées. On peut observer des vacuoles dans cette zone chez les bivalves du groupe 

témoin, alors que la structure des cellules dans la zone frontale des bivalves exposés à la 

SeMet est profondément modifiée et que les vacuoles ne sont plus observables (Figure 40B). 

Le plus surprenant est l’effet du sélénite où on observe des cellules frontales très 

endommagées (Figure 40C). Ceci a été observé dans chacun des 3 réplicats et sur plusieurs 

filaments. Ceci n’avait pas été observé ni chez le groupe témoin ni chez le groupe exposé à la 

SeMet.
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Figure 40 : Aspect de la zone frontale d’un filament branchial de C. fluminea au MET. 

A : groupe témoin ; B : groupe exposé à la SeMet; C : groupe exposé au Sélénite. 
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Mitochondries 

 

La Figure 41 présente des photos de mitochondries observées dans les coupes 

transversales de filaments branchiaux. Dans la Figure 41A on observe que les mitochondries 

du groupe témoin ont les bords arrondis et que les crêtes sont bien dessinées. Par contre, les 

mitochondries du groupe exposé à la SeMet ne sont plus arrondies, voire très cabossées et 

l’intérieur des mitochondries semble clairement désorganisé (Figure 41B). Les mitochondries 

des bivalves exposés au sélénite (Figure 41C) ont la même allure que celles des bivalves du 

groupe témoin. 

 

4.3.3.3. Discussion 

 

Les résultats de cette expérimentation montrent des effets histo-pathologiques du 

sélénium au niveau du tissu branchial de C. fluminea, et à différents niveaux. 

 

Destruction du tissu branchial et implication pour la mécanique ventilatoire 

 

Après 20 jours de contamination à 50 µg·L–1 de sélénite ou SeMet, les feuillets 

branchiaux des bivalves sont largement déstructurés. Chez les bivalves filtreurs, les branchies 

ont un rôle double via leur activité de ventilation : assurer les échanges respiratoires et la 

nutrition (Jorgensen, 1990). Ces modifications structurales du tissu branchial peuvent affecter 

le fonctionnement des branchies et donc, la mécanique ventilatoire du bivalve, et ses 

processus d’homéostasie. Nous avons montré dans le premier chapitre qu’effectivement cette 

activité ventilatoire pouvait être modifiée par le sélénium mais différemment selon la forme. 

Pour une exposition à 50 µg·L–1 pendant 3 jours, la SeMet diminuait la ventilation alors que le 

sélénite augmentait la ventilation dès 1 jour d’exposition. Il a été montré que l’accumulation 

du mercure dans le corps mou de la moule Perna perna, ainsi que son taux de filtration et la 

morphologie de ses filaments branchiaux étaient corrélés durant la phase d’exposition à ce 

métal et la phase de dépuration (Gregory et al., 2002).  
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Figure 41 : Aspect des mitochondries présentes dans les cellules de filaments 

branchiaux de C. fluminea. A : groupe témoin ; B : groupe exposé à la SeMet ; C : groupe 

exposé au sélénite. 
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Chez ce bivalve, le premier déclin du taux de filtration dû au mercure, coïncide avec 

l’apparition d’une détérioration des cellules épithéliales. Il serait donc intéressant d’étudier en 

parallèle les cinétiques d’apparition des modifications ultrastructurales et l’impact au niveau 

du débit ventilatoire du sélénium chez C. fluminea. 

Lemly (2002) a également observé des effets pathologiques au niveau des branchies 

d’un poisson téléostéen (Lepomis cyanellus) exposé à une contamination au sélénium dans le 

lac Belews. Des sinus dilatés et des lamelles enflées ont été observés. Cette dilatation des 

lamelles branchiales due au sélénium, posait des problèmes de flux sanguin, d’échanges 

gazeux inefficaces et une réponse métabolique accrue (augmentation de la demande 

respiratoire et de la consommation d’oxygène). Des effets tératogènes sur les poissons ont 

aussi été observés dans ce lac. 

 

Mécanismes de toxicité 

 

Dans nos conditions, les effets pathologiques subcellulaires observés chez C. fluminea 

exposé à 50 µg·L –1 de sélénite ou de SeMet pendant 20 jours sont différents.  

L’exposition au sélénite désorganise les feuillets branchiaux et induit la destruction 

des cellules frontales des filaments. L’exposition à la SeMet désorganise les feuillets 

branchiaux et induit une modification de l’ultrastructure des mitochondries. Nous avons vu 

précédemment que lors de cette expérimentation, la répartition subcellulaire du sélénium avait 

été modifiée après exposition de 20 jours à la SeMet (§ 4.2), avec une augmentation de la part 

de Se dans la fraction incluant les mitochondries. Cette incorporation de la SeMet peut être 

responsable de la modification ultrastructurale observée au niveau de cet organite. 

L’hypothèse d’une peroxydation lipidique au niveau des membranes mitochondriales peut 

être avancée. 

Peu d’études ont été menées concernant les effets du sélénium au niveau de 

l’ultrastructure des cellules. Schultz et al. (1980) ont observé des dommages ultrastructuraux 

chez la daphnie dès 16 h d’exposition à 2 mg·L-1 de sélénite. Dans tous les tissus qu’ils ont 

observés (muscles, nerf), les premiers organites touchés étaient les mitochondries. Elles 

commençaient par gonfler et semblaient se désorganiser. Le gonflement était suivi par 

l’apparition de granules denses dans la matrice mitochondriale. Les mitochondries pouvaient 

finir par dégénérer avec le temps. Les mitochondries semblent donc être un organite cible 

pour le sélénium. 
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Morlon et al. (2005) ont montré que le sélénite pouvait engendrer des dommages 

ultrastructuraux chez l’algue verte unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii après une 

exposition à 50 µM (4 mg·L–1). Les effets étaient visibles au niveau du chloroplaste, 

caractérisé par un stroma granuleux et moins dense, des thylakoïdes qui se déformaient et 

prennaient l’allure d’empreintes et du pyrénoïde qui se désagrégeait. Aux concentrations plus 

élevées (500 µM, soit 40 mg·L–1) une importante production d’amidon était observée. 

D’autres effets cellulaires ont été montrés en présence de Se. Il a également été montré 

que le sélénite de sodium pouvait altérer le potentiel de membrane de la mitochondrie et donc 

contribuer à l’apoptose (Kim et al., 2002) dans les cellules de foie de rat. Ces auteurs 

suggèrent que l’oxydation des groupements thiols par le sélénite (formant des sélénotrisulfure 

S-Se-S par exemple), engendrerait une chute du potentiel de membrane mitochondriale qui 

entraînerait un relargage de cytochrome c, induisant l’apoptose. L’effet anticancer du 

sélénium serait du à ce phénomène. De même, Stewart et al. (1999) montrent chez la souris, 

l’induction par le sélénite d’un stress oxydant et l’apoptose des kératinocytes. 

En conclusion, l’exposition de 20 jours à 50 µg·L–1 de sélénite a induit la destruction 

des cellules frontales des filaments branchiaux de C. fluminea. Ceci peut être du à un stress 

oxydant suite à l’accumulation d’espèces réactives de l’oxygène. Peu d’études ont été menées 

quant à la toxicité de la SeMet. Palace et al. (2004) montrent qu’après métabolisation, la 

SeMet pourrait générer un ion superoxyde chez l’embryon de truite, ce qui induirait un stress 

oxydant. Dans nos conditions, les effets observés sont localisés au niveau des feuillets 

branchiaux et des mitochondries. Cet effet de la SeMet au niveau des mitochondries peut être 

lié à l’oxydation d’un thiol au niveau de la membrane mitochondriale. Des pontages de type 

triséléniure (Se-Se-Se) ou sélénotrisulfure (S-Se-S) pourraient se faire à ce niveau, ce qui 

expliquerait d’une part l’augmentation de Se dans cet organite (§ 4.2) et la modifications de 

l’ultrastructure des membranes mitochondriales.  
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4.3.3.4. Principales avancées et conclusions 

 

Nous avons montré dans ce chapitre que le sélénium était capable d’induire des 

modifications ultrastructurales au niveau des cellules branchiales de C. fluminea. Ces 

modifications peuvent aboutir à un mauvais fonctionnement des branchies et ainsi perturber 

l’homéostasie de l’oxygène chez le bivalve. Les conséquences peuvent être fatales pour cet 

organisme car les branchies assurent respiration et nutrition. 

 

4.3.4.Principales avancées et conclusions du chapitre 
 
 
En conclusion, les différentes formes de sélénium aux concentrations étudiées 

entraînent de faibles perturbations de la balance pro-/antioxydante chez C. fluminea. Les 

principaux effets sont observés précocement après exposition à la SeMet, les biomarqueurs 

affectés étant les activités SOD, GPx et du taux de GSHtotal.  

Des modifications de l’expression de certains gènes ont également été observées après 

exposition au Se. Notamment, la répression de l’expression de mt1 suite à l’exposition à la 

SeMet est observée. De plus, l’expression du gène tit, codant pour la titine, protéine impliquée 

dans le fonctionnement musculaire est significativement différente entre les bivalves exposés 

au sélénite et à la SeMet, ce qui peut être mis en relation avec l’effet au niveau ventilatoire. 

Une surexpression de rpS9 après exposition au sélénite pourrait être le signe d’une mise en 

place de système de protection face à la toxicité de cette forme. 

Enfin, nous avons montré dans ce chapitre que le sélénium était capable d’induire de 

profondes modifications ultrastructurales au niveau des cellules branchiales de C. fluminea. 

Les effets observés étaient drastiquement différents entre les bivalves exposés au sélénite et 

ceux exposés à la SeMet. 
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Figure 42 : Représentation schématique des principaux résultats obtenus. 

1. Facteurs impliqués dans la bioaccumulation, a. la voie de contamination, en blanc la voie directe, en 

noir la voie trophique ; b. la spéciation, qui conditionne la prise en charge du sélénium (CE : coefficient 

d’extraction), par la voie directe la SeMet est la forme la mieux extraite, par la voie trophique, le sélénium est 

mieux extrait lorsque la nourriture est contaminée avec les formes inorganiques. c. la ventilation du bivalve 

modifie les influx de Se et la bioaccumulation par la voie trophique, 2. Caractérisation de la bioaccumulation 

par la voie directe, a. BCFSeMet = 480 et BCFSélénite = 14, b. répartitions subcellulaires du sélénium différentes 

selon les formes apportées. 3. toxicité du sélénium par la voie directe, a. impacts du sélénite et de la SeMet sur 

la ventilation, b. modifications de l’expression de certains gènes, dont celui de la titine en liaison avec les 

modifications de ventilation, c. modifications de la balance pro-/antioxydante après exposition à la SeMet, d. 

effet sur l’ultrastructure des cellules branchiales, et notamment modification de ultrastructure des mitochondries 

en liaison avec une accumulation de Se dans ces organites après exposition à la SeMet.  
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5. CONCLUSION GENERALE 
 

5.1. Synthèse des principales avancées 
 
L’objectif de notre étude était de mieux comprendre les processus de bioaccumulation 

et de toxicité du sélénium chez un modèle biologique bivalve, Corbicula fluminea. L’impact 

des principaux facteurs physiologiques et environnementaux pouvant intervenir dans ces 

processus : quantité de nourriture disponible, activité ventilatoire du bivalve, spéciation 

chimique du sélénium et voie de contamination, a été analysé. L’un des points forts de notre 

démarche a été de réaliser toutes les expériences dans des conditions expérimentales 

contrôlées, incluant l’analyse des stratégies adaptatives de l’animal face aux variations de la 

composition du milieu, afin d’approfondir l’interprétation des résultats. L’ensemble des 

résultats sont représentés schématiquement dans la Figure 42. 

 

5.1.1.Avancées concernant l’écophysiologie du bivalve  
 
 
Avancées en écophysiologie de la nutrition chez le bivalve 

Nous avons confirmé l’existence d’un mécanisme de régulation de l’apport trophique 

par la ventilation en fonction de la concentration de phytoplancton dans l’eau. D’une façon 

générale, en dessous d’une valeur critique, la ventilation augmente quand la concentration de 

plancton diminue. Au-dessus de cette valeur, elle se stabilise à un niveau constant. Cette 

régulation se réalise entre 1 et 10 x 105 cells·mL-1 de Chlamydomonas reinhardtii à 20 °C ce 

qui équivaut à des milieux mésotrophes à très eutrophes. Ces résultats confirment et 

complètent ceux de Tran et al. (2002), qui avaient montré un ajustement de la ventilation de 

C. fluminea en fonction de l’apport trophique en Scenedesmus subspicatus. Le débit 

ventilatoire de référence chez nos organismes, nourris avec C. reinhardtii, est légèrement plus 

élevé que celui observé par Tran et al. (2002) avec S. subspicatus (d’un facteur 2 à 3), ce qui 

pourrait suggérer l’adaptation des bivalves face à la qualité nutritive des algues. 
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L’écophysiologie en tant qu’outil en écotoxicologie 

Les réponses valvaires ou ventilatoires des bivalves sont généralement considérées 

comme de bons marqueurs précoces de contamination. Cependant, la toxicité de polluants 

dépend largement de leur spéciation et cet aspect est généralement négligé dans ces études 

basées sur l’écophysiologie. L’originalité de notre étude a été d’étudier l’impact de trois 

formes différentes de sélénium sur la ventilation du bivalve. De plus, les effets toxiques 

potentiellement induits par ces formes de Se ont été analysés à différentes échelles, de 

l’animal entier à la cellule, en explorant quelques réponses au niveau du génome, dans les 

mêmes conditions afin de mieux comprendre quelques unes des potentialités toxiques du 

sélénium. Nos résultats montrent que les effets du sélénium sur la ventilation existent, et 

qu’ils sont largement dépendants des formes chimiques étudiées. Le sélénite stimule la 

ventilation du bivalve, et la SeMet peut la diminuer, en contrebalançant la stimulation 

ventilatoire induit par une baisse de concentration de plancton. Des études complémentaires 

ont confirmé que des effets toxiques pouvaient être observés après exposition à ces formes de 

Se. En ce qui concerne le séléniate aucune modification du débit ventilatoire n’a été observée. 

Des effets précoces du séléniate sur le statut antioxydant sont possibles mais les données sont 

insuffisantes pour statuer sur la toxicité de cette forme. Avec l’exemple du sélénite et de la 

SeMet, la modification du comportement ventilatoire de C. fluminea semble donc être un 

premier indicateur de toxicité dans le sens où il nous informe sur la façon dont le contaminant 

est perçu par l’animal intact. Cependant, le nombre important de facteurs environnementaux 

pouvant modifier la physiologie du bivalve dans des biotopes où la qualité de l’eau est très 

variable rend difficile son utilisation sur le terrain par des non-spécialistes et sans étude 

préalable visant à comprendre et quantifier l’influence des différents paramètres 

envionnementaux. En revanche, une utilisation standardisée en laboratoire des mesures de 

débit ventilatoire ou d’indices d’activité valvaire pourrait être un bon outil d’écotoxicologie. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  230 

 

 

 

 



 
 

  231 

 

5.1.2.Avancées concernant la bioaccumulation du sélénium 
 

 

Avancées concernant les facteurs impliqués dans la bioaccumulation du sélénium 

L’originalité de nos recherches concernant les processus de bioaccumulation du 

sélénium chez C. fluminea, a été d’intégrer dans une même étude globale, les différents 

facteurs susceptibles d’influencer la bioaccumulation : la spéciation chimique du sélénium, la 

physiologie du bivalve et la voie de transfert. Les expériences réalisées ont permis d’aboutir à 

différentes conclusions : 

 La spéciation chimique du sélénium conditionne largement sa 

bioaccumulation. Les formes inorganiques de sélénium (sélénite et séléniate) 

sont très peu biodisponibles pour C. fluminea par la voie directe. En revanche, 

la forme organique, SeMet, bien que présente à très faible concentration sur le 

terrain, montre une large biodisponibilité pour C. fluminea. 

 Aux concentrations (certainement élevées) et durées d’exposition testées, la 

ventilation du bivalve n’est pas un facteur limitant pour la bioaccumulation du 

sélénium par la voie directe, c’est-à-dire du sélénium dissous. En revanche, son 

importance est soulignée lors du transfert trophique du sélénium. La prise en 

compte de l’impact du sélénium dissous sur la ventilation est cependant 

indispensable, car en conditions naturelles les deux voies de contamination 

sont présentes simultanément. Une augmentation de la ventilation due au 

sélénite dissous (forme majoritaire en eau douce) pourrait augmenter la 

quantité d’algues ingérées et donc la quantité de Se accumulée par la voie 

trophique. 

 La voie trophique est la voie de transfert la plus efficace (en termes 

d’extraction) pour les formes inorganiques de Se, tandis que la voie directe est 

la voie de transfert la plus efficace pour la SeMet. 
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Avancées concernant le transfert trophique du sélénium 

L’algue verte unicellulaire C. reinhardtii a été utilisée comme support nutritif pour le 

bivalve et vecteur de Se. Dans la littérature, le transfert trophique du sélénium entre algue et 

bivalve a essentiellement été étudié sur la base d’une contamination initiale en sélénite. 

L’originalité de notre étude a été d’analyser le transfert trophique à partir de trois formes 

chimiques différentes dans la source de contamination. Ainsi, la bioaccumulation de ces 

formes chez l’algue a été caractérisée. Nos résultats suggèrent des mécanismes de transport et 

des biodisponibilités différents entre les 3 formes. Une plus grande biodisponibilité de la 

SeMet par rapport aux formes inorganiques a été observée chez l’algue. Les conséquences 

pour le transfert trophique existent et nos résultats suggèrent des efficacités d’extraction du 

sélénium par le bivalve variables en fonction de la forme initiale en Se.  

 

Avancées concernant la bioaccumulation du sélénium chez C. fluminea à différents 

niveaux d’organisation biologique  

Une des originalités de notre étude a été d’étudier la bioaccumulation et la dépuration 

du sélénium, sous 2 formes, à différents niveaux d’organisation biologique allant de 

l’organisme entier jusqu’au niveau moléculaire. Il a été montré chez C. fluminea des 

mécanismes d’accumulation et de dépuration différents selon la forme de sélénium 

considérée. La forme SeMet est très vite internalisée et à des taux élevés, tandis que la prise 

en charge du sélénite est moindre et plus lente. Nous avons montré dans le cas de l’exposition 

à la SeMet, que 40 % du sélénium était toujours présents dans l’organisme après 50 jours de 

dépuration, alors que dans le cas d’une exposition au sélénite, le sélénium accumulé était 

totalement éliminé. Une exposition à partir de SeMet conduit donc à des contaminations en Se 

plus durables chez C. fluminea que celles engendrées par une exposition à partir de sélénite. 

De plus, nous avons observé des répartitions subcellulaires différentes selon les formes de 

sélénium étudiées. Apporté sous forme de SeMet, le sélénium internalisé se retrouvait aussi 

bien dans la fraction soluble que dans la fraction insoluble dès 1 jour de contamination, alors 

qu’apporté sous forme de sélénite, il était principalement accumulé dans le cytosol. Il a 

également été mis en évidence que le sélénium pouvait se fixer sur de nombreuses protéines 

cytosoliques, notamment lorsqu’il était apporté sous forme de SeMet. 
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L’étude de la répartition du sélénium apporté sous forme de SeMet au sein de la 

fraction insoluble a montré une augmentation de la part de sélénium dans la fraction incluant 

les mitochondries et les lysosomes, après 20 jours de contamination. Parallèlement, lors de la 

même expérience, une modification de l’ultrastructure des mitochondries a été observée. Cette 

répartition subcellulaire différente pourrait bien être associée à des mécanismes de toxicité 

différents, qu’il sera intéressant explorer. 

 

5.1.3.Avancées concernant la toxicité du sélénium 
 

Les effets qui ont été observés sur la ventilation dans le cas de l’exposition à 50 µg·L-1 

de SeMet ou de sélénite nous ont conduit à étudier les potentialités toxiques de ces formes à 

ces doses. L’originalité de ce travail a été d’étudier la toxicité de ces formes à des niveaux 

variés (statut antioxydant, expression de gènes, ultrastructure du tissu branchial). Nous avons 

observé des réponses biochimiques et génétiques face à ces formes d’amplitude faible.  

Les caractéristiques d’un stress oxydant d’amplitude faible étaient associées à la 

SeMet, tandis que l’expression de certains gènes est apparue amplifiée après exposition au 

sélénite, notamment celui de la titine (tit), protéine impliquée dans le fonctionnement 

musculaire et celui de la protéine ribosomique S9 (rpS9) dont l’augmentation d’expression 

suggère fortement la mise en place de mécanismes de réparation de l’ADN. 

Les effets les plus marqués du sélénite et de la SeMet se sont manifestés au niveau de 

l’ultrastructure des cellules branchiales qui a été largement modifiée. D’une manière générale, 

le tissu branchial est apparu désorganisé, avec une atteinte profonde des mitochondries dans le 

cas de l’exposition à la SeMet et une atteinte des filaments branchiaux dans le cas de 

l’exposition au sélénite. Rappelons que la présence et la potentialité toxique du métalloïde 

sous forme dissoute a été détectée précocement par le bivalve, puisqu’il avait modifié son 

comportement ventilatoire dès le premier jour de contamination à ces formes de Se.  
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Il semblerait que la concentration testée, 50 µg·L-1, soit très toxique pour C. fluminea. 

Le fait que le tissu branchial de C. fluminea soit totalement désorganisé après 20 jours 

d’exposition au sélénium, peut expliquer la faible intensité des réponses observées au niveau 

moléculaire. Les perturbations seraient trop avancées en liaison avec une concentration et une 

durée d’exposition trop élevées induisant le dépassement des réponses à des niveaux 

d’organisation biologique inférieurs. 

 

5.2. Perspectives de recherches 
 

L’ensemble des résultats acquis lors des différentes expériences menées dans ce travail 

de thèse, conduit à de nombreuses perspectives de recherche. 

5.2.1.Concernant l’écophysiologie de C. fluminea 
 

Etudier des modifications de la ventilation de C. fluminea à faibles concentrations en 

sélénium 

Nous avons mis en évidence que C. fluminea modifiait son comportement ventilatoire 

très précocement après exposition à 50 µg·L-1 de sélénite ou de SeMet. Dans les écosystèmes 

naturels, les concentrations en Se sont généralement inférieures au µg·L-1. Cependant, en 

France, la concentration maximale admissible pour les eaux de surface, 10 µg·L-1, est 

régulièrement dépassée (AFSSA, 1999; AFSSA, 2004). Il serait intéressant d’étudier les 

réponses ventilatoires à de plus faibles concentrations ambiantes en Se, afin de déterminer la 

concentration minimale détectée par C. fluminea. Des études, utilisant les techniques 

récemment re-développées de la valvométrie, et semblables à celles déjà réalisées pour le 

cadmium (seuil minimal détectable, 16 µg·L-1, 0.14 µmol·L-1 à pH 7.9 ± 0.1; Tran et al., 

2003), le cuivre (4 µg·L-1, 0.06 µmol·L-1 à pH 8.2 ± 0.1; Tran et al., 2004), l’uranium (U total, 

19 µg·L-1, 0.08 µmol·L-1 à pH 5.5 ± 0.1; Fournier et al., 2004) et le mercure (3 µg·L-1, 0.015 

µmol·L-1 à pH 8.2 ± 0.1 ; Tran, en préparation) devraient être envisagées. 
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Etudier le lien entre modification de la ventilation et modification de l’ultrastructure 

des cellules branchiales 

Nous avons mis en évidence, que la concentration de 50 µg·L-1, qui avait causé des 

modifications ventilatoires après 1, 2 et 3 jours d’exposition au sélénite ou à la SeMet, 

engendre une toxicité pour les cellules branchiales de C. fluminea après 20 jours d’exposition. 

Il sera fondamental d’étudier en parallèle les cinétiques de modifications de la ventilation et 

de l’ultrastructure des cellules branchiales, à de plus faibles doses mais aussi sur du plus long 

terme.  

 

5.2.2.Concernant la bioaccumulation 
 

Etudier la répartition subcellulaire du sélénium dans l’algue et sa spéciation chimique 

Les études concernant le transfert trophique du sélénium entre C. reinhardtii et C. 

fluminea ont montré que la bioaccumulation du sélénium chez le bivalve dépendait largement 

des formes utilisées pour la pré-exposition des algues. Une relation entre la part de Se dans la 

fraction cytosolique des algues ingérées et la bioaccumulation du sélénium chez le bivalve a 

été montrée chez plusieurs espèces de bivalves. Il serait donc intéressant d’étudier la 

répartition subcellaire des différentes formes de Se au sein de l’algue. De plus, l’étude 

conjointe de la spéciation chimique du sélénium internalisé permettrait de mieux comprendre 

quelles sont les espèces chimiques impliquées dans le transfert trophique du sélénium. 

 

Etudier la spéciation chimique du sélénium chez C. fluminea 

Nous avons observé des répartitions subcellulaires du sélénium dans les branchies et la 

masse viscérale du bivalve qui sont différentes lorsque la forme apportée est le sélénite ou la 

SeMet. Nous avons aussi montré que le sélénium internalisé après exposition à la SeMet 

pouvait se fixer sur un grand nombre de protéines. Il serait intéressant de caractériser ces 

protéines et de définir la spéciation chimique du sélénium dans l’organisme afin de mieux 

comprendre les mécanismes de toxicité des différentes formes et de détoxication (notamment 

par les formes méthylées). 
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Etudier l’efficacité d’assimilation des différentes formes de sélénium 

Nous avons étudié la capacité de C. fluminea à extraire les différentes formes de Se à 

partir des quantités ventilées. Le transfert trophique du sélénium pourrait être analysé plus 

finement, sur du court terme, en mesurant l’efficacité d’assimilation des différentes formes. 

Ceci pourrait être réalisé par des techniques non destructrices, par comptage γ, après 

marquage radioactif des différentes formes de Se. De plus, la compréhension des processus 

impliqués dans le transfert trophique du sélénium, pourrait être améliorée par une meilleure 

connaissance des mécanismes de digestion chez C. fluminea (la connaissance du temps 

d’évacuation du tube digestif serait à mesurer par exemple). 

 

5.2.3.Concernant la toxicité 
 
 
Etudier la toxicité par la voie trophique 

Aux doses étudiées, nous avons mis en évidence une toxicité du sélénium par la voie 

directe, Se dissous dans l’eau, et notamment lorsque le sélénium était apporté sous forme de 

SeMet. Or cette forme est considérée comme majoritaire dans les algues et tissus végétaux en 

général. La toxicité de cette forme peut laisser présager une toxicité du sélénium par la voie 

trophique chez le bivalve filtreur. Ainsi, il serait intéressant de compléter ces études par 

l’analyse de la toxicité du sélénium par la voie trophique. 

 

Etudier la toxicité à d’autres niveaux que les niveaux individuels ou subindividuels 

La toxicité du sélénium a été étudiée au niveau individuel ou subindividuel. Afin de 

mieux appréhender les conséquences pour l’écosystème, la toxicité du sélénium pourrait être 

appréhendée au niveau de la population, en étudiant les effets du sélénium sur la reproduction. 

L’utilisation d’un autre modèle biologique, dont l’élevage en laboratoire et la connaissance du 

cycle de vie seraient maîtrisés pourrait être envisagée. 
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Etudier les mécanismes de toxicité 

Nous avons vu que la SeMet pouvait entraîner une modification de l’ultrastructure des 

mitochondries présentes dans les cellules de filaments branchiaux. Des mesures d’activités 

enzymatiques et/ou d’expression génétique des enzymes antioxydantes ainsi que des mesures 

de peroxydation lipidique pourraient être réalisées, au niveau du tissu branchial, afin de mieux 

comprendre les mécanismes responsables de ce phénomène. De même des études 

génotoxiques pourraient être envisagées. 

 

Etudier essentialité versus toxicité du sélénium 

La dose testée de 50 µg·L-1 a induit une profonde toxicité pour C. fluminea. Il serait 

intéressant de tester des doses plus faibles afin de pouvoir distinguer les zones d’essentialité et 

de toxicité du sélénium chez cet organisme. De plus, il serait intéressant de tester l’effet 

protecteur ou non du sélénium en contexte de multipollution. 
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Annexes 

 
ANNEXE 1 : Caractéristiques de la source de 75Sélénite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

   

 

ANNEXE 2 : Influence du système de minéralisation (ouvert/fermé) 

utilisé sur le dosage du sélénium 

 

But : Nous avons testé plusieurs protocoles de minéralisation. L’objectif premier, était 

de pouvoir évaporer l’échantillon afin de le concentrer au maximum. 

 

- Minéralisation en système ouvert : 

 

Trois protocoles de minéralisation d’échantillon de Se sous formes d’étalons, ont été 

testés en système ouvert, et le sélénium a été analysé par HG-QFAAS ou ICP-AES. Les 

échantillons ont été oxydés puis réduits, pour transformer le sélénium total en sélénite, afin de 

pouvoir être analysé par HG-QFAAS. En parallèle, les échantillons ont été analysés par ICP-

AES (qui permet de doser toutes les formes de Se), pour étudier l’efficacité de l’étape de 

réduction. 

 

 Rendement par ICP-AES Rendement par HG-FAAS 

Protocole 1:   

1/ Evaporation de l'échantillon  

2/ Ajout de 3 mL HNO3, 1h30, 105 °C  

3/ Evaporation   

4/ Ajout de 3 mL H2O2, 1h30, 105 °C  

5/ Evaporation   

6/ Réduction: HCl 4 M, 90 °C, 45 minutes 

20-30 % 20-30 % 

Protocole 2:  

1/ Ajout de 3 mL HNO3 + 3 mL H2O2, 1h30, 

105 °C   

2/ Evaporation   

3/ Réduction: HCl 4 M, 90 °C, 45 minutes 

55-65 % 55-65 % 

Protocole 3: 

1/ Ajout de 3 mL HNO3 + 3 mL H2O2, 1h30, 

105 °C   

2/ Réduction: HCl 4 M, 90 °C, 45 minutes 

75-85 % 75-85 % 

 

     



 
 

   

  

Les rendements sont assez faibles et systématiquement inférieurs à 85 % que ce soit 

par HG-QFAAS ou ICP-AES. Ces résultats nous laissent penser à une volatilisation du 

sélénium lors de l’étape d’évaporation du sélénium. 

 

- Minéralisation en système fermé : 

 

Organes et eaux : 

Les échantillons ont été minéralisés en système fermé avec 1 mL d’H2O2 + 1 mL 

d’HNO3 pendant 1h30 à 100 °C. Ils ont ensuite été réduits avec du HCl à 4 M. 

 

  
Concentrations en Se total dans les 

échantillons (µg·L-1) 
Rendement de la 

réaction  (%) 

  théorie ICP-AES HG-QFAAS ICP-AES HG-QFAAS

55.2 + 6.1 45.3 + 0.4 110.4 90.6 Se(+IV) 50.0 
59.2 + 6.5 46.1 + 1.5 118.4 118.4 
51.7 + 6.8 44.2 + 0.9 103.4 103.4 Se(+VI) 50.0 
54.8 + 5.0 44.4+ 0.7 109.6 88.8 
56.7 + 7.5 45.7 + 1.2 113.4 113.4 SeMet 50.0 
47.7 + 9.1 41.5 + 0.3 95.4 95.4 
152 + 1.7 147.7 + 0.2 101.3 98.5 

Matrice eau 
(1mL) 

Se(+IV)+Se(+VI)+SeMet 150.0 
149 + 3.7 148.2+ 0.6 99.3 98.8 

14.1 + 0.11 NA - - Homogénat de C. fluminea ? 
13.8 + 0.45 NA - - 
67.8 + 5.4 57.0 + 0.7 105.9 89.1 Homogénat+Se(+IV) 50 + ? = 64 
98.1 + 4.7 88.5 + 0.5 153.3 138.3 
74.9 + 7.0 74.5 + 0.6 117.0 116.4 Homogénat+Se(+VI) 50 + ? = 64 
66.5 + 6.6 70.8 + 0.8 103.9 110.6 
68.5 + 3.4 66.5 + 0.8 107.0 103.9 Homogénat+SeMet 50 + ? = 64 

64.0 + 6.16 64.6 + 1.16 100.0 100.9 
164 + 9.4 174.6 + 6.17 100.0 106.5 

Matrice 
biologique 

(0.3 g) 

Homogénat+Se(+IV)+Se(+VI)+SeMet 150 + ? = 164
160 + 16 162 + 6.18 97.6 98.8 

 

Les rendements de réaction sont bons. Nous avions bien un problème de volatilisation 

en système fermé. 

 

Remarque: Nous avons testé l’effet matrice du HNO3 et H2O2 résiduels dans 

l’échantillon. Les volumes de HNO3 et H2O2 ajoutés au moment de la minéralisation doivent 

être inférieurs à 5 % du volume total lors du dosage pour ne pas avoir d’effet matrice. Ainsi, 



 
 

   

après réduction, les échantillons sont dilués pour ne pas avoir une quantité trop importante de 

HNO3 et H2O2 dans les échantillons. 

 

Cytosol : 

 

Pour pouvoir doser les échantillons en sortie de chromatographie basse pression, il a 

fallu les diluer le moins possible et donc mettre le moins possible d’HNO3 et H2O2. Pour cela 

nous avons essayé plusieurs protocoles de minéralisation en diminuant les volumes. Les 

échantillons de cytosol ont été « spikés » avec un mélange de 3 formes de sélénium (sélénite, 

séléniate et SeMet). 

 

   
Concentrations en Se total dans les 

échantillons (µg·L-1) 
Rendement de la 

réaction  (%) 

  µL HNO3 
et H2O2 

théorie ICP-AES HG-QFAAS ICP-AES HG-QFAAS

73.0 + 2.3 77.7 + 0.1 97.3 103.6 eau 500 75 
70.0 + 2.2 76.1 + 0.9 93.3 101.5 

73.9 + 1.73 75.8 + 1.6 98.5 101.1 

 
Matrice 

eau 
1 mL 

 
eau 300 75 

78.3 + 3.17 81.6 + 0.6 104.4 108.8 
- 1.04 + 0.02 - - cytosol 500 ? 
- 1.08 + 0.03 - - 
- 1.98 + 0.03 - - cytosol 300 ? 
- 2.06 + 0.02 - - 

65.7 + 5.7 69.5 + 1.0 86.3 91.3 
68.1 + 3.7 73.1 + 0.4 89.4 96.1 

cytosol + 3 formes 
de Se 

 
500 75 + ? = 76.1 

 
67.8 + 3.6 70.4 + 1.5 89 92.5 
72.8 + 1.8 74.8 + 1.7 94.7 97.4 
70.9 + 3.1 73.5 + 1.0 92.3 95.7 

 
 
 
 

Matrice 
cytosol 
1 mL 

 
 
 
 

cytosol + 3 formes 
de Se 

 
300 75 + ? = 76.8 

 
73.0 + 2.6 75.8 + 1.2 95.1 95.7 

culot (0.116 g) 500 ? - 4.74 + 0.23 - - 
culot (0.146 g) 500 ? - 5.48 + 0.2 - - 
culot (0.156 g) 300 ? - 6.99 + 0.07 - - 
culot (0.127 g) 300 ? - 5.74 + 0.07 - - 

culot (0.089 g) + 3 
formes de Se 500 75 + ? = 81.2 73.5 + 7.8 70.9 + 0.6 90.5 87.3 

culot (0.099 g) + 3 
formes de Se 500 75 + ? = 81.9 71.1+ 4.0 76.1 + 6.1 92.9 92.9 

culot (0.073 g) + 3 
formes de Se 300 75 + ? = 80.1 74.7 + 1.9 73.5 + 0.04 93.3 91.8 

 
 

Matrice 
culot 

(0.05 à 
0.15 g) 

 
 
 
 

culot (0.049 g) + 3 
formes de Se 300 75 + ? = 78.4 66.7 + 2.5 69.1 + 0.1 85.1 88.1 

 

 



 
 

   

Les résultats indiquent que l’on peut minéraliser jusqu’à 2 mL de cytosol en sortie de 

colonne avec uniquement 0.3 mL de HNO3 et 0.3 mL de H2O2.  

 



 
 

   

RÉSUMÉ 
 

Le sélénium est un micronutriment essentiel pour la majorité des organismes vivants. Cependant, des 
effets toxiques du sélénium dans de nombreux écosystèmes ont été rapportés dans la littérature. La 
compréhension de cette toxicité est rendue difficile par la complexité des degrés d’oxydation du sélénium dans 
l’environnement.  

Le but de ce travail de thèse était d’acquérir des connaissances sur les facteurs physiologiques et 
environnementaux impliqués dans les processus de bioaccumulation et de toxicité du sélénium chez le bivalve 
filtreur C. fluminea. Les objectifs étaient : i) de définir quels étaient les facteurs impliqués dans les processus de 
bioaccumulation du sélénium chez le bivalve ; ii) de caractériser la bioaccumulation du sélénium à différents 
niveaux d’organisation biologique ; iii) d’appréhender les effets toxiques du sélénium. 

Les premières expériences menées à court terme (3 jours), ont permis de souligner l’importance de la 
spéciation chimique du sélénium dans les processus de bioaccumulation chez C. fluminea. Il a été montré que la 
forme organique, sélénométhionine, était beaucoup plus biodisponible que les formes inorganiques, sélénite et 
séléniate. En outre, la voie de transfert est apparue déterminante dans ces processus. Les formes inorganiques 
ont été mieux extraites par la voie trophique, tandis que la SeMet a été mieux extraite par la voie directe. Dans 
nos conditions expérimentales, la ventilation du bivalve n’a pas été un facteur limitant pour la bioaccumulation 
du sélénium par la voie directe, mais elle l’a été pour la bioaccumulation du sélénium par la voie trophique. La 
ventilation du bivalve a largement été affectée par la présence de sélénite et de SeMet dissous. 

Nous avons montré que les cinétiques de bioaccumulation de la SeMet étaient beaucoup rapides que 
celles du sélénite. En outre, apporté sous forme de SeMet, le sélénium internalisé est apparu relativement 
rémanent dans le corps mou de C. fluminea par rapport au Se apporté sous forme de sélénite. Les répartitions 
subcellulaires et moléculaires de ces formes ont été très différentes. 

Enfin, il a été montré que la SeMet et le sélénite pouvaient engendrer de faibles altérations du statut 
anti-oxydant et de l’expression génétique chez C. fluminea. En revanche, d’importantes modifications de 
l’ultrastructure du tissu branchial ont été observées après exposition au sélénite et à la SeMet. 

 
Mots clés : bivalve, apport trophique, sélénium, spéciation, bioaccumulation, ventilation, toxicité 
 

 
 
 
 

 
ABSTRACT 

 
Selenium is an essential micronutrient for most of living organisms. However, toxic effects in several 

ecosystems have been reported in the literature. Toxicity comprehension is difficult due to the complexity of Se 
oxidation states in the environment. 

The aim of this thesis work was to acquire knowledge on the physiological and environmental factors 
involved in bioaccumulation and toxicity processes in the freshwater filter-feeding bivalve C. fluminea. The aims 
were : i) to define what the factors involved in Se bioaccumulation processes in the bivalve are, ii) to 
characterize Se bioaccumulation at different biological organisation levels, iii) to investigate Se toxic effects. 

First experiments, carried out for short term exposure duration (3 days), have permitted to underline the 
importance of Se chemical speciation in bioaccumulation processes in C. fluminea. It has been shown that the 
organic form, selenomethionine, was much more bioavailable than the inorganic forms, selenite and selenate. 
Moreover, the route of transfer was determinant in thoses processes. Inorganic forms have been better extracted 
by trophic route, whereas selenomethionine has been better extracted by the direct route. In our experimental 
conditions, ventilation of the bivalve has not been a limitant factor for Se bioaccumulation by the direct route, 
whereas it has been for bioaccumulation by the trophic route. Ventilation has been largely modified by the 
presence of dissolved selenite and selenomethionine. 

We have shown that the kinetics of  selenomethionine bioaccumulation are much more fast than those 
of selenite. Moreover, when introduced as SeMet, internalised Se appeared to be relatively remanent in soft 
tissues of C. fluminea in comparison with Se internalised when introduced as selenite. Subcellular and molecular 
distributions of these forms were very different. 

Finally, it has been shown that selenomethionine and selenite could generate weak alterations of the 
anti-oxidant status and the genetic expression in C. fluminea. On the other hand, important ultrastructural 
modifications of gill tissues have been observed after selenite and selenomethionine exposure. 

 
Key words : bivalve, food supply, selenium, speciation, bioaccumulation, ventilation, toxicity 

 

 




