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Introduction générale

Les plantes hyperaccumulatrices de métaux ont développé des mécanismes spécifiques
de prélevement de la fraction disponible des métaux du sol, conduisant a leur accumulation
dans les parties aériennes. Elles peuvent s’installer et se développer sur des milieux a fortes
teneurs en éléments métalliques (sols ultramafiques ou sols pollués), généralement toxiques
pour les autres especes végétales. La culture de telles plantes réduit significativement la
quantité de métal disponible du sol (Shallari, 1997 ; Gérard et al., 2000 ; Sirguey et al., 2004 ;
Chardot et al., 2005). Aussi, 'utilisation agronomique des plantes hyperaccumulatrices
(procédé de phytoextraction) pourrait étre une voie de dépollution des sols contaminés en
métaux. De plus, la biomasse des plantes récoltées, fortement concentrée en métaux, pourrait
présenter un intérét €conomique pour l’industrie métallurgique (phytomining) (Nicks et
Chambers, 1995 ; Robinson et al., 1997 a et b ; Chaney, 1999). L’extraction du métal du sol
varie en fonction des especes et méme entre les populations d’'une méme espece (Roosens et
al., 2003 ; Schmitt-Sirguey, 2004 ; Cosio et al., 2005). Il a été établi que le potentiel de
phytoextraction des hyperaccumulateurs dépend, d’une part, de leur développement végétatif
(vitesse de croissance, biomasse), et de leur capacité a accumuler le métal dans leurs tissus
(Schwartz et al., 2003 ; Massoura et al., 2004 ; Chardot et al., 2005). Il dépend, d’autre part
des conditions environnementales du milieu sur lequel les plantes se développent (sol, climat),
et notamment de la disponibilité du métal dans le sol (Schmitt-Sirguey, 2004 ; Chardot et al.,
2005 ; Chardot et al., 2007). Pour une valorisation optimale du potentiel des plantes
hyperaccumulatrices en tant qu’outils de décontamination, une bonne connaissance de leur

fonctionnement et de leur réle vis-a-vis de la disponibilité du métal est indispensable.

Dans les milieux ultramafiques, caractérisés par des concentrations élevées en nickel, se
développent naturellement des especes hyperaccumulatrices de Ni (Ni dans les parties
aériennes > 1000 mg kg™ de matiere séche). Ces especes présentent, d’une part, un intéret
écologique pour la décontamination des sites contaminés qui constituent un risque
écotoxicologique et, d’autre part, un intérét économique compte tenu de la valeur du Ni sur le

marché actuel (50000 $ la tonne).
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Ce travail a pour objectif de contribuer a la compréhension des mécanismes chimiques et
biologiques qui conditionnent 1’accumulation du Ni dans les parties aériennes des plantes
hyperaccumulatrices, en réponse a la disponibilité du métal du sol. Pour cela nous nous
sommes intéressés, (i) a I’origine et a la nature des formes du Ni disponibles pour les plantes
hyperaccumulatrices dans les sols ultramafiques, (ii) au comportement des especes
hyperaccumulatrices en réponse a la disponibilité du Ni dans le sol rhizosphérique, (ii1) et aux
processus physiologiques impliqués dans I’hyperaccumulation du Ni (absorption, transfert et

stockage dans la plante).

De cet objectif se dégagent trois questions scientifiques majeures sur lesquelles s’appuiera

I’ensemble de nos travaux de recherche :

(1)  Quelle est la contribution des phases minérales nickéliferes au transfert du Ni vers les
plantes hyperaccumulatrices ?

(2) Les plantes hyperaccumulatrices de Ni ont-elles une influence sur 1’altération de ces
phases minérales nickéliferes ?

(3) La spéciation du Ni dans la plante joue-t-elle un rdle sur [Defficacité de

I’hyperaccumulation ?

Pour répondre a ces interrogations deux approches complémentaires ont été mises en
ceuvre : (i) une étude in situ, fondée sur I’observation du fonctionnement du systeme sol
ultramafique - plante hyperaccumulatrice en milieu naturel, et (ii) une approche
expérimentale réalisée en laboratoire, plus centrée sur les mécanismes individuels impliqués

dans le processus de phytoextraction.

Le premier chapitre est une étude bibliographique consacrée a la dynamique du Ni dans
le systeme sol-plante hyperaccumulatrice. Dans une premiere partie sont présentées 1’ origine,
la spéciation et la disponibilité du Ni dans les sols. La seconde partie est une syntheése des
principaux acquis sur les mécanismes impliqués dans 1’hyperaccumulation du Ni
(mobilisation, absorption, translocation et séquestration du Ni). Elle aborde également
I’avantage évolutif de ce processus pour les plantes, ainsi que le procédé de phytoextraction

du Ni.



Introduction générale

Dans le second chapitre, nous expliquons notre démarche scientifique et présentons les
matériels et les méthodes communs a I’ensemble des expérimentations menées dans le cadre
de ces travaux de these. Dans une premiere partie sont présentés les minéraux nickéliferes et
les plantes hyperaccumulatrices testés lors des différentes expérimentations. Dans les parties
suivantes sont décrites les méthodes employées pour: (i) la préparation des minéraux
nickéliferes (synthese, purification, calibrage), (ii) la caractérisation minéralogique et
microscopique des échantillons de sols et de minéraux, (ii1) la caractérisation du pH et de la
disponibilité du Ni (extractions chimiques, cinétiques d’échanges isotopiques), (iv) la mesure
des teneurs en Ni dans les plantes (minéralisations), et enfin (v) 1’analyse statistique des
résultats.

En réponse a la premiere question scientifique, le troisieme chapitre permet d’établir a
I’échelle du terrain les relations entre la minéralogie des sols ultramafiques, la disponibilité du
Ni dans les sols résultant de ces relations, et 1’accumulation du Ni par les plantes
hyperaccumulatrices. Cela au travers de 1’étude d’une toposéquence de sols situés sur un site
ultramafique sur lequel se développe une population native hyperaccumulatrice de Ni, Th.
caerulescens.

L’objectif du quatrieme chapitre est d’approfondir les résultats obtenus sur le terrain en
tentant d’établir 1’importance, d’une part, de la nature des minéraux (structure
cristallographique, chimie) et, d’autre part, de la spéciation et de la teneur du Ni au sein du
minéral, vis-a-vis de la disponibilit¢ du Ni dans les sols. Pour cela trois phases minérales
nickéliferes modeles communes des sols ultramafiques, de nature différente (phyllosilicates,
oxyhydroxyde), et représentant une gamme de disponibilité du Ni, ont été étudiées.

Dans le cinquiéme chapitre, nous traitons la seconde question scientifique concernant
I’influence des hyperaccumulateurs sur I’altération des minéraux nickélifeéres. Aussi, les
objectifs majeurs de ce chapitre sont : (i) de qualifier et quantifier I'impact de la culture de
plantes hyperaccumulatrices sur ’altération de trois phases minérales nickéliferes modeles,
insérées au sein du substrat de culture, et (i1) d’établir les conséquences de cette altération sur
le transfert et la disponibilit¢ du Ni au sein du systeme minéral-substrat-plante. Nous
abordons également dans ce chapitre une partie de la troisieme question scientifique en testant
I’aptitude de trois especes hyperaccumulatrices a accumuler le Ni en fonction de 1’offre en Ni
au sein du substrat de culture. Il s’agit d’établir le lien entre, d’une part, le potentiel de
phytoextraction des especes hyperaccumulatrices et, d’autre part, la morphologie du systeme

racinaire, la biomasse végétale, et 1’efficacité du transfert du Ni des racines vers les feuilles.
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Dans la continuité du chapitre précédent, nous nous focalisons dans le sixiéme chapitre
sur I’étude des mécanismes impliqués dans le transfert du Ni des racines vers les feuilles des
hyperaccumulateurs. L’objectif est d’établir la relation entre 1’efficacité d’extraction du Ni de
trois plantes hyperaccumulatrices et la spéciation du Ni dans les organes des plantes

hyperaccumulatrices (racines, tiges et feuilles).

Dans le septiéme chapitre, nous étudions I’influence des hyperaccumulateurs sur
I’altération des minéraux nickéliferes, dans le cas particulier ou 1’offre en Ni disponible du
milieu de culture est faible. Il s’agit dans une premiere partie de qualifier et de quantifier
I’altération des minéraux nickéliferes dans la rhizosphere des hyperaccumulateurs lorsque la
phase minérale, caractérisée par une teneur du Ni disponible faible, est la seule source de Ni
au sein du systeme. Nous tentons dans une seconde partie de dégager les mécanismes pouvant
étre impliqués dans la mobilisation du Ni au sein de la rhizosphere (libération de protons par

les racines, production de composés organiques complexant le Ni, microorganismes).

Nous concluons ce travail par une synthese des connaissances acquises sur les facteurs
pouvant influencer la phytodisponibilit¢ du Ni dans les sols. Nous montrons (i) que la
disponibilit¢ du Ni dans les sols dépend fortement de I’abondance, de 1’altérabilité, de la
teneur du Ni des minéraux et de la spéciation du Ni au sein des minéraux du sol, et (ii) que
I’impact des plantes hyperaccumulatrices sur la disponibilité du Ni dépend d’une part, de la
quantité de Ni initialement disponible dans le milieu de culture et, d’autre part, de 1’espece
hyperaccumulatrice cultivée. Nous contribuons ainsi a la connaissance d’une partie du cycle
biogéochimique du Ni (transfert du sol vers la plante) dans le systeme sol ultramafique —
plante hyperaccumulatrices.

Enfin, au vu de cette étude, nous identifions les processus et leurs modalités qui devront
étre pris en compte dans 1’élaboration d’un modele de cultures visant a simuler I’extraction du
Ni d’un sol par les hyperaccumulateurs ; la modélisation étant une étape nécessaire a

I’application et a I’optimisation du procédé de phytoextraction a grande échelle.
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Chapitre I. Localisation, spéciation et disponibilité du nickel lors de son transfert du sol vers la plante

La compréhension des relations entre la disponibilité du Ni dans les sols et son absorption
par les hyperaccumulateurs passe par la caractérisation du transfert de I’élément de la phase
solide vers la solution du sol, puis des racines jusqu’aux parties aériennes de la plante.

La distribution du Ni entre la phase solide et la solution du sol est un critere essentiel dans
I’estimation des risques écotoxicologiques engendrés par la présence du métal dans
I’environnement. Cette distribution dépend notamment de 1’origine, de la localisation et de la
spéciation du Ni dans les sols, de méme que des conditions physico-chimiques du milieu.

Du fait de leurs intéréts a la fois environnemental et économique, les plantes
hyperaccumulatrices font I’objet de nombreuses études depuis les années 1980. Les
mécanismes impliqués dans 1’hyperaccumulation sont souvent spécifiques a une espece
donnée. Aussi, la seconde partie bibliographique de ce chapitre se destine a faire un bilan des
connaissances acquises sur les plantes hyperaccumulatrices de Ni tant au niveau de leur

écophysiologie qu’au niveau de leur utilisation en tant qu’outils de décontamination des sols

pollués en Ni.

1. Le nickel dans les sols

1.1. Origine et localisation du nickel dans les sols

1.1.1. Origine géochimique

L’altération chimique des phases minérales porteuses de Ni contenues dans les roches
ultramafiques (roches ignées ultrabasiques) constitue la premiere source de Ni des sols (Uren
et al., 1992). Aussi, les teneurs en Ni dans les sols dépendent fortement des processus

pédogénétiques impliqués et de la composition initiale de la roche mere.

Les péridotites (e.g. harzburgite, dunite) sont des roches ultramafiques issues du manteau
supérieur de la terre (Coleman et Jove, 1992). En fonction du degré de serpentinisation des
péridotites (processus d’altération hydrothermal), I’altération de ces roches sous climat
tropical peut conduire a la formation de deux types de sols (Figure 1, Coleman et Jove, 1992)
: (1) dans le cas de péridotites faiblement serpentinisées, 1’altération conduit a la formation de
sols latéritiques nickéliferes ; (ii) dans le cas de péridotites fortement serpentinisées

(serpentinites), 1”altération conduit a la formation de sols de serpentine.
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Les péridotites sont constituées essentiellement d’olivines, accompagnées de pyroxenes et
de spinelles (e.g. chromite). Ces roches contiennent généralement d’importantes quantités de
Ni (de I’ordre de 2500 mg kg'l). Aussi, dans les zones altérées, les teneurs en Ni sont régulées
par la dissolution des olivines et des orthopyroxeénes (phases minérales porteuses de Ni), et
par la migration du Mg et de la Si dans la phase liquide. En revanche, les serpentines
(phyllosilicates plus stables que les olivines et les pyroxenes) relachent beaucoup moins de Ni

et de Fe dans les zones altérées.

PERIDOTITE Serpentinisation SERPENTINITE Ca/OH
Dunite Chrysotile + solubles
Harzburgite +Hy0 Antigorite H 10-11
Brucite P
magnétite S“iwoz
Chimie des eaux associées
Tropical Semi-aride RODINGITE || TRAVERTINE
= )} - Beaucoup - Beaucoup
3 A deMgetSi ||de Mg ; Si modéré
B /& -pH 7-8 - pH 7,8-9,0 =
g_) %& - bicarbonate | |- Mg-HCO, __g.
Q
O
Latérites-Ni Magnésite Produits de solubilisation Ghrysotile secondaire
Opal Oxvdes de Fe des serpentinites Carb M
Oxydes de Fe y Talcs C?r gnatgs-F g
Minéraux pauvres en Ni xydes de re

Goethite
Oxydes de Fe
Chromite

Figure 1. Altération des péridotites et des serpentinites sous climats tropical et semi-aride
(Coleman et Jove, 1992).
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1.1.2. Apports naturels et anthropiques

Les retombées atmosphériques constituent une source importante de Ni dans les sols.
Celles-ci peuvent étre la conséquence d’émissions naturelles ou anthropiques. Les rejets
naturels mondiaux de Ni, ont été estimés a 8500 tonnes par an. Ceux-ci proviennent
essentiellement de poussieres éoliennes et d’émissions volcaniques (Bennett, 1981). Les
émissions anthropiques sont estimées a 43000 t de Ni par an (Schmidt et Andren, 1980). La
combustion du pétrole, le raffinage des minerais de Ni et I'incinération des déchets
domestiques, constituent 1’essentiel des rejets atmosphériques anthropiques mondiaux

(Bennett, 1984).

En plus des émissions atmosphériques, la production du Ni dans les industries
métallurgiques (raffinerie, fonderie,...) conduit au rejet d’effluents liquides et a la production
de déchets solides contenant de fortes quantités de polluants métalliques. Ces rejets
constituent une source de Ni importante pour les sols situés au niveau et a proximité du site

d’exploitation.

L'épandage de boues d'épuration et d’engrais en agriculture peut également contribuer,
dans une moindre mesure, a 1'augmentation de la teneur en Ni des sols (Uren, 1992 ; Juste et

al., 1995).

1.1.3. Localisation du Ni dans les sols

Le Ni est essentiellement associé aux constituants solides du sol, minéraux et organiques
(Uren, 1992). Les formes minérales porteuses de Ni se trouvent principalement dans les
minéraux silicatés et différents oxydes hydratés, qui fournissent des sites octaédriques
capables de retenir le NiZ* (Uren, 1992). Dans les sols calcaires, les carbonates de calcium
sont les constituants majeurs intervenant dans la sorption de 1'élément (Juste et al., 1995).
Dans les sols issus de roches ultramafiques, la plupart du Ni est associé aux minéraux
secondaires de la fraction fine du sol. Ces minéraux secondaires sont principalement des
minéraux silicatés tels que des serpentines, des chlorites (phyllosilicates) et des oxydes de Fe
et de Mn (Manceau et Calas, 1985 ; Manceau et al., 2000 ; Becquer et al., 2001 ; Massoura et
al., 2006 ; Becquer et al., 2006). La matiere organique est un piege efficace pour la rétention
des micro-polluants, et montre notamment une forte affinité avec le Ni (Juste et al., 1995 ;
Yin et al., 2002). Ainsi, le Ni peut se retrouver en grande partie dans la fraction organique des

sols, au niveau des horizons de surface (Juste et al., 1995).
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1.2. Teneurs du Ni dans les sols

Les teneurs du Ni mesurées dans les sols varient généralement de quelques mg kg™ a
plusieurs milliers de mg kg"'. Ces teneurs dépendent essentiellement de la composition
chimique initiale de la roche mere a partir de laquelle s’est formé le sol, et des processus
d’altération intervenus tout au long de la formation du sol. Les sols dérivés des roches
ultramafiques présentent les teneurs en Ni les plus élevées, généralement supérieures a 1000
mg kg (Baker et al., 1992). Elles peuvent atteindre jusqu’a 27 000 mg kg dans les sols
latéritiques du Brésil développés sur pyroxénite (Becquer et al., 2005). Les teneurs en Ni
mesurées dans les horizons de surface de sols cultivés francais s’échelonnent entre < 2,7 et
292 mg kg'1 (médiane a 23,5 mg kg'l) (Baize, 2000 ; Echevarria et al., 2000). En France, la
concentration maximale autorisée dans les sols destinés a recevoir les boues d’épuration

(Arrété du 8 janvier 1998) est de 50 mg kg™

La fraction de Ni hydrosoluble est déterminante dans I’étude des risques
écotoxicologiques, car elle correspond a la quantité de Ni mobile, instantanément disponible
pour I’ensemble des organismes vivants. Dans les sols non contaminés, le gamme de
concentration en Ni dans la solution varie de quelques ug 1" 4 une centaine de ug 1" (Kataba-
Pendias et Pendias, 2001 ; Baralkiewicz et Siepak, 1999 ; Anderson et al., 1973). Dans les
sols a forte teneur en Ni (sols pollués ou ultramafiques), les teneurs du Ni en solution sont
environ 100 fois supérieures aux concentrations rencontrées dans les sols non contaminés
(Uren, 1992). Les teneurs en Ni peuvent alors atteindre plus de 3000 ug 1" (Anderson et al.,
1973).

1.3. Spéciation du Ni dans les sols

1.3.1. Spéciation du Ni en solution

La présence et la nature des especes chimiques en solution sont fortement influencées par
la phase solide du sol, relativement a sa composition chimique et a sa réactivité vis-a-vis du
Ni** (Uren, 1992). Dans la plupart des solutions aqueuses, la forme la plus stable du Ni est
I’ion divalent Ni** sous forme hydratée Ni(H20)62+ (Baes et Mesmer, 1976). Celle-ci est
majoritaire pour des pH < 7, mais cette prédominance tend a diminuer lorsque le pH et
I’activité de certains ligands (e.g. OH, CO32') augmentent (Uren, 1992). Dans les sols acides
et/ou réducteurs, et relativement aux teneurs en ions SO42' et HPO42' de la solution du sol, les
formes Ni**, NiSO, et NiHPO, sont les especes chimiques les plus représentées (McGrath,

1995). Pour des pH > 7, le Ni est essentiellement présent sous forme d’hydroxyde Ni(OH),,

10
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ou de complexes solubles formés avec des ligands organiques ou inorganiques (acides
organiques, carbonates, sulfates, chlorures...) (McGrath, 1995 ; Uren, 1992). Les complexes
organiques formés avec le Ni sont en général trés stables. La stabilité de ces complexes
dépend essentiellement de la nature du ligand. Par exemple, les constantes de stabilité K des
complexes Ni-L sont telles que (log K) : EDTA (18,7) >> histidine (8,7) > citrate (5,4) >
malate (3,2) (Martell et Smith, 1974 ; Bissani, 2000).

1.3.2. Sorption des métaux sur les constituants du sol

La «sorption » est le terme global employé pour définir les transferts d’ions ou de
molécules de la phase liquide vers la phase solide, ce indépendamment de la (ou les)
réaction(s) impliquée(s) (McBride, 2000). La sorption du Ni sur la phase solide du sol est
notamment affectée par le type de sorbant, le pH, la concentration et la stabilité des
complexes Ni-ligands présents dans la solution du sol (Marcussen et al., 2003). L’étude des
différentes réactions de sorption est importante dans le sens ou ces réactions influencent la
mobilité et la biodisponibilité des éléments. Ainsi, en fonction de la position des cations au
niveau de la structure cristalline des constituants minéraux, ceux-ci vont &tre plus ou moins

échangeables avec les cations présents dans la solution du sol.

A. L’adsorption

Certains cations contenus dans la solution du sol peuvent se fixer a la surface des
constituants solides du sol pour compenser le déficit de charge de ces derniers. Trois états
d’adsorption peuvent étre distingués (Sposito et al., 1999 ; Sposito, 2000) : la couche diffuse
d’ions, I’adsorption non spécifique et 1’adsorption spécifique. Ces trois états contribuent a la
formation de la double couche électrochimique a la surface des particules chargées (Everett,

1972, Sposito, 2000).

a. Couche diffuse d’ion
L’ion hydraté est séparé de la surface du constituant solide par plusieurs couches

d’hydratation. La charge globale du nuage d’ions est de signe opposé a la charge superficielle
du constituant. La couche diffuse résulte d’un équilibre entre les forces électrostatiques et les

forces d’agitation thermique.

11
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b. Adsorption non spécifique (physisorption)
Dans le cas de I’adsorption non spécifique (complexe de sphere externe), les cations sont

solvatés et maintenus principalement par des forces électrostatiques a la surface de la phase
solide avec leur sphere de solvatation. La rétention des cations est alors relativement faible.
De ce fait, les cations adsorbés sont facilement échangeables et migrent donc facilement vers
la solution du sol. L’adsorption non spécifique est fortement influencée par la force ionique de

la solution (cité par Scheckel, 2000, d’apres Sparks, 1995).

c. Adsorption spécifique (Chimisorption)
Dans le cas de I’adsorption spécifique (complexe de sphere interne), les cations ne

présentent plus d’enveloppe d’hydratation. Ils sont intimement complexés aux groupements
fonctionnels des constituants du sol (-OH, -COOH), généralement par des liaisons covalentes.
La rétention des cations a la surface de la particule solide est alors plus forte que dans le cas
de I’adsorption non spécifique (Sposito, 2000 ; Stumm, 1997). La formation de complexes de
sphere interne est souvent irréversible et conduit a la libération de protons dans le milieu

(McBride, 2000).

B. Les substitutions isomorphiques

Lorsqu’un cation a été adsorbé de maniere spécifique, il peut diffuser dans la structure
cristalline d’un minéral et y remplacer un cation ou combler une lacune cationique. En
fonction de la valence et du rayon ionique de 1’élément incorporé, celui-ci est susceptible
d’occuper différentes positions au sein de la structure cristalline. Par exemple, le Ni** (rayon
ionique de 0,70 A) peut migrer dans la structure cristalline des minéraux uniquement au
niveau des sites octaédriques.

Les substitutions isomorphiques de certains cations par des cations de valence inférieure
induisent des déficits de charges positives permanents. Par exemple, dans les sites
octaédriques de la structure cristalline des minéraux, Ni** peut remplacer des ions trivalents
tels que AI** ou Fe**. Ces déficits conferent 2 I’ensemble de la structure cristalline du minéral
concerné une charge négative permanente, indépendante du pH du sol. De telles charges

peuvent conduire a la formation de complexes de sphere externe.
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C. La précipitation et la co-précipitation

Le phénomene de précipitation est la formation d’un mélange solide soit dans la phase
liquide, soit a la surface d’une phase solide préexistante (Sposito, 1986).

La précipitation homogene correspond a la formation d’une phase solide en solution.
Celle-ci se produit lorsque la concentration des especes chimiques en solution excede le
produit de solubilité de la phase solide.

La précipitation hétérogene, ou précipitation de surface, est une réaction qui se produit a
I’interface solide-liquide. Elle se produit lorsque les sites d’adsorption spécifique sont saturés.
Ainsi, la précipitation de surface inclus: (i) I’adsorption du cation sur la surface d’un
constituant donné, (ii) I’initialisation de la nucléation de surface, (iii) la croissance cristalline
en dehors de cette surface (Stumm, 1992).

La co-précipitation est définie comme la précipitation simultanée de plusieurs éléments
(Sposito, 1989). Cette réaction se produit lorsqu’une phase minérale précipite et incorpore un
élément exogene dans sa structure cristalline, en remplacement d’un atome constitutif du

minéral.

1.4. Caractérisation des principales phases porteuses de Ni présentes dans les sols

ultramafiques

1.4.1. Les phyllosilicates

Les phyllosilicates, appelés plus communément « argiles vraies », sont constitués de
feuillets formant une structure lamellaire (phyllites). Chaque feuillet est formé par
I’empilement de couches tétraédriques (T) siliceuses et de couches octaédriques (O)

alumineuses, magnésiennes et/ou ferreuses (Bailey, 1980 ; Brown, 1984 ; Olson et al., 2000).

A. Les smectites

a. Généralités

Les smectites sont des phyllosilicates basés sur une structure a trois couches (argiles 2:1
ou TOT). L’organisation des feuillets ne permet pas leur assemblage par des liaisons
hydrogeénes. Aussi, I’épaisseur des feuillets est variable (argiles gonflantes). Les cations
présents dans la solution du sol ont de ce fait facilement acces a 1’espace interfoliaire.

Les smectites regroupent plusieurs minéraux de méme structure cristallographique. Ceux-
ci different par la présence ou l’absence de substitutions tétraédriques. Par exemple, la

montmorillonite est caractérisée par 1’absence de substitution tétraédrique, a 1’inverse des

13



Chapitre I. Localisation, spéciation et disponibilité du nickel lors de son transfert du sol vers la plante

beidellites qui en offrent de nombreuses (Cojan et Renard, 1997 ; Duchaufour, 1997). De
plus, en fonction du taux d’occupation des sites octaédriques, les smectites peuvent étre soit
dioctaédriques (deux sites sur trois sont occupés par des cations trivalents, e.g.
montmorillonites), soit trioctaédriques (I’ensemble des sites est occupé par des cations

bivalents, e.g. saponite) (Giiven, 1988).
b. Exemple de la montmorillonite
La montmorillonite [(Al Fe, Mg), Sis Ojp (OH):], nH,O est le minéral du groupe des

smectites le plus commun dans les sols (Olson et al., 2000).

Sorption des métaux

Les substitutions octaédriques au sein du réseau cristallin des montmorillonites entrainent
un déficit de charges positives (Giiven, 1988) et laissent aux feuillets un grand pouvoir
d’écartement. La capacité d’échange cationique (CEC) des montmorillonites peut varier entre
80 et 120 cmolJ’kg'1 (Zbytniewski et al., 2003).

Le Ni localis€ au niveau des espaces interfoliaires de la montmorillonite est
préférentiellement sous forme hydratée Ni(H20)62Jr (Pitteloud et al., 2001). La sorption du Ni
sur le minéral est fortement limitée en présence de citrate (Marcusen et al., 2003). Cette
diminution serait attribuée a la formation de complexes Ni-citrate, neutres ou anioniques.
Lorsque le minéral est saturé en Ni, le métal présent au niveau des espaces interfoliaires peut
migrer vers les sites octaédriques vacants (Muller et al., 1997). Toutefois, la diffusion des
atomes de Ni au sein de la structure du minéral reste limitée (Déhn et al., 2003). Le processus
de sorption dominant correspond a la formation de complexes de surfaces au niveau des sites

de bordures de feuillets (Elzinga et Sparks, 1999 ; Dihn et al., 2003).

Dissolution
La dissolution des smectites évolue généralement en deux temps (Metz et al., 2005). Dans

un premier temps, la réaction de dissolution n’est pas congruente. Elle est alors caractérisée
par un échange rapide des cations situés au niveau de ’espace interfoliaire (e.g. Ca**, Mg,
Ni**) avec la solution du sol. Dans le cas de smectites a forte teneur en Ni, I’extraction du Mg
est environ deux fois inférieure a celle du Ni (Voskresenskaya et Coliazo, 1983). Dans un
second temps, la dissolution devient congruente. Le rapport Al/Si devient constant mais
differe de celui obtenu dans la phase initiale. Ce rapport est indépendant de la température et

de la composition de la solution.
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B. Les talcs

Les talcs sont des phyllosilicates [Mgs Sis Oj9 (OH);] basés sur une structure a trois
couches (2:1). Les couches octaédriques sont de type brucitique [Mg(OH)g]. L’épaisseur des

feuillets est fixe (0,926) et ne permet pas 1’entrée des ions sous forme hydratée.

Sorption des métaux

Les substitutions au sein du réseau cristallin des talcs sont peu nombreuses. Aussi, la CEC
de ces minéraux est relativement faible par rapport a celles des smectites. Au niveau des sites
octaédriques, le Mg2+ peut étre substitué par des cations métalliques tels que le Fe** (Olson et
al., 2000) ou le Ni** (Da Fonseca et al., 2000). L’adsorption non spécifique du Ni sous forme
hydratée en surface des particules est faible. Le Ni adsorbé est plutdt sous forme de complexe
de sphere interne. Des précipités d’hydroxyde de Ni [Ni(OH),] peuvent se former a la surface
des particules de talc (Scheinost et al., 1999). La cinétique de sorption du Ni sur le talc

augmente avec I’élévation de la température (Scheckel et Sparks, 2001).

Dissolution
La dissolution des particules de talc est incongruente. Le Mg ainsi que les cations présents

dans la couche brucitique sont solubilisés plus rapidement que le Si des couches octaédriques

( Lin et Clemency, 1981).

C. Les chlorites

Les chlorites (Mg, Fe, Al)s Mg; [(Si, Al)s O;9p (OH),] OHg sont des phyllosilicates basés
sur une structure a quatre couches (argiles 2:1:1 ou TOTO) (Bailey, 1988 ; Olson et al.,
2000). Leur structure de base est proche de celle des talcs. Toutefois, les chlorites sont
caractérisées par la présence d’une couche octaédrique brucitique [Mg (OH)s] supplémentaire,

située entre les feuillets de type 2:1. L’épaisseur des feuillets est de I’ordre de 14 A.

Sorption des métaux

La présence de la couche brucitique (chargée positivement), compense le déficit de
charges positives induites par les substitutions isomorphiques. Aussi, la CEC des chlorites
(10-40 cmol® kg™) est faible en comparaison a celle des argiles 2:1. De plus, les chlorites sont
caractérisées par une surface spécifique relativement faible (100-175 m” g') car les molécules
d’eau et les cations n’ont pas acces a I’espace interfoliaire. Le groupe des chlorites rassemble
plusieurs minéraux qui different en fonction de la nature du cation majoritairement présent au

sein des couches octaédriques. Dans les milieux fortement concentrés en Ni, la substitution du
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Mg et du Fe par le Ni peut conduire a la formation de chlorites nickéliferes (nimites) (Bailey,

1988).

Dissolution
La dissolution des couches brucitiques dans la structure des chlorites conduit a la mise en

solution du Mg, du Fe, et des autres cations présents dans les octaedres. Cette réaction
d’altération conduirait a la transformation progressive des chlorites vers des vermiculites (Lee
et al., 2003). De plus, la solubilisation de fortes quantités de Mg pourrait se traduire par une
hausse du pH dans le milieu (Wenzel et al., 2003). L’adsorption du Ni sur les vermiculites
néoformées dépend du pH et de la force ionique de la solution au contact (Malandrino et al.,
2006). L’adsorption du Ni** est d’autant plus élevée que le pH est élevé et que la force
ionique de la solution est faible. La présence de molécules organiques complexant le Ni (e.g.
DTPA, EDTA, acide citrique, acide oxalique) limite 1’adsorption du Ni sur la vermiculite, ce
d’autant plus que le complexe ligand-métal est stable. La vermiculite peut ensuite évoluer en
smectite trioctaédrique a forte CEC. Cette transformation serait due a I’oxydation du Fe(II)
dans les couches octaédriques des vermiculites, qui conduirait a une perte de charge et a

I’ affaissement des espaces interfoliaires des vermiculites (Lee et al., 2003).

D. Les serpentines

a. Généralités

Les serpentines [Mg3 Si» Os (OH)4] sont des phyllosilicates trioctaédriques, basés sur une
structure a deux couches (argile 1:1 ou TO) : des couches tétraédriques siliceuses (tridymites)
alternent avec des couches octaédriques magnésiennes (brucites). Les feuillets sont maintenus
entre eux par des liaisons hydrogenes entre les groupements hydroxyles des couches
octaédriques et les atomes d’oxygene des couches tétraédriques. L’épaisseur des feuillets est
de I’ordre de 7 A. Cet agencement des feuillets ne permet pas 1’acces de 1’espace interfoliaire
aux molécules d’eau et aux cations (Zbytniewski et al., 2003). De plus, les substitutions au
sein du réseau cristallin sont trés limitées. Ainsi, les serpentines ont une CEC relativement
faible par rapport aux argiles 2:1.

Le groupe des serpentines rassemble plusieurs minéraux de méme structure cristalline de
base. Ceux-ci se distinguent par la morphologie et 1’agencement des particules minérales : les
minéraux les plus communs sont la lizardite (forme plane), 1’antigorite (forme massive,

asciculaire ou pseudofibreuse) et le chrysotile (forme fibreuse) (Wicks et O’Hanley, 1988).

16



Chapitre I. Localisation, spéciation et disponibilité du nickel lors de son transfert du sol vers la plante

b. Exemple du chrysotile
Le chrysotile est le minéral le plus facilement reconnaissable grace a sa forme fibreuse

typique (Wicks and O’Hanley, 1988). Les feuillets sont enroulés en fibrilles élémentaires
creuses d’un diamétre externe proche de 250 A et d’un diametre interne voisin de 100 A
(Figure 2). Ces fibrilles sont elles-mémes associées en fagots pour constituer des fibres
(Touray, 1980 ; Murr et Soto, 2004). La surface spécifique du chrysotile est relativement
faible en comparaison 2 celle des argiles de type 2:1 (48,5 m” g, méthode BET ; Bales et
Morgan, 1985 a).

voowwwy  letrahedral Sheet
wrrrrn. Octahedral Sheet

Figure 2. Structure élémentaire du chrysotile, A, Schématisation de la structure du chrysotile ; B, cliché effectué
en microscopie électronique a transmission (Clinkenbeard et al., 2002).

Sorption des métaux

D’une maniere générale, les substitutions au sein du réseau cristallin des serpentines sont
tres limitées. De ce fait, le déficit de charges positives induit par les substitutions
isomorphiques est faible voire nul. Dans le chrysotile, la substitution de Si** par AI’* ou Fe**
au niveau des couches tétraédriques, est largement minoritaire et peu fréquente. Dans les
couches octaédriques, Mg>* peut étre remplacé par des cations de méme valence tels que Fe*
et Ni**. Toutefois, la substitution de Mg®* par Fe’* est limitée car elle entraine une
déformation de la structure du minéral (Wittaker et Wicks, 1970). Ainsi, les fibres de
chrysotile ne contiennent généralement pas plus de 2 % de fer (en masse), ce dernier étant
plutdt incorporé dans des minéraux fréquemment associés au chrysotile tels que la magnétite
ou I’hématite (Wicks et O’Hanley, 1988 ; Deer et al., 1992). En revanche, I’existence de
serpentines nickéliferes (garniérites) en milieu naturel, montre que la substitution de Mg** par

Ni2* est possible et illimitée (Manceau et Calas, 1985 ; Wicks et O’Hanley, 1988 ; Deer et al.,
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1992). , la plupart des serpentines contient peu de Ni (environ 0,25 % en masse).

A la surface des fibres de chrysotile, la présence de groupements fonctionnels de type
Mg-OH ou Si-OH permet 1’adsorption spécifique de cations ou d’anions (Bales et Morgan,
1985 a). Les fibres de chrysotile non altérées sont caractérisées par la présence d’une couche
superficielle d’hydroxyde de magnésium. Lorsque le minéral est mis en suspension dans 1’eau
(pH < 8,9, point de charge nulle), celui-ci est alors chargé positivement (Bales et Morgan,
1985 b). Dans ce cas, la majorité des groupements fonctionnels de surface serait de type Mg-
OH*'. La présence des ions NOs', CI', HCO;5 et SO42' n’influence pas la charge électrique du
chrysotile, suggérant que 1’adsorption de ces ions est faible. Dans les eaux naturelles, les
fibres de chrysotile peuvent rapidement acquérir une charge négative du fait de I’adsorption
de matiere organique dissoute (MOD) (Bales et Morgan, 1985 b). Ainsi, le chrysotile
possederait un pouvoir adsorbant pour des molécules biologiques variées, comme des
phospholipides ou des protéines (Touray, 1980). En absence de MOD, et apres environ deux
semaines en suspension dans 1’eau, la dissolution plus rapide de la couche magnésienne
(chargée positivement), par rapport a la couche siliceuse (chargée négativement), peut
conduire au passage d’une surface initialement chargée positivement, a une surface chargée
négativement (Bales et Morgan, 1985 b). Aprés quatre semaines en suspension, le systeéme
s’équilibre et les charges de surface se stabilisent. Néanmoins, la charge de surface du

chrysotile dépend fortement du pH du milieu.

Dissolution
La dissolution des serpentines est caractérisée dans un premier temps par la libération plus

rapide de Mg et des autres cations contenus dans les feuillets octaédriques, par rapport au Si
des feuillets tétraédriques (Lin et Clemency, 1981 ; Voskresenskaya et Coliazo, 1983). La
dissolution est alors non stoechiométrique. Par la suite, lorsque le systeme tend vers
I’équilibre, la dissolution du minéral devient stoechiométrique. La concentration en solution
du Mg et du Si libérés lors de la dissolution des serpentines peut entrainer la néoformation de
smectites dioctaédriques de faibles charges négatives et a forte teneur en Mg (Lee et al.,
2003). La solubilité des serpentines est indépendante de la composition chimique du minéral
(Voskresenskaya et Coliazo, 1983).

Dans I’eau pure, la libération du Mg induite par 1’altération du chrysotile est tres faible et
s’arréte a température ambiante des que le produit (Mng')(OH')2 atteint 10™° (valeur proche
du produit de solubilité de I’hydroxyde de Mg) (Touray, 1980). En milieu fortement basique,

le chrysotile est chimiquement inerte. En milieux acides et/ou complexants, le Mg est lessivé ;
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il ne reste alors qu'une carcasse résiduelle de silice hydratée (Touray, 1980 ; Hume et
Rimstidt, 1992). La destruction de la couche brucitique en présence d’acide oxalique conduit
a une importante augmentation de la surface spécifique du minéral (Johan et al., 1973). Les
échanges entre H' et Mg®* peuvent étre poursuivi jusqu’a I’extraction quasi-compléte du Mg
sans que les fibres ne subissent d’autres variations que des aplatissements localisés. Toutefois,
dans des conditions peu agressives, le développement d’une couche superficielle de silice

hydratée peut tres fortement ralentir le lessivage du magnésium.

1.4.2. Les oxyhydroxydes

Les oxyhydroxydes jouent un role important quant a la rétention du Ni dans les sols
ultramafiques. Par exemple, une étude réalisée sur un sol saprolithique métallifere ouest
africain a montré qu’environ 75 % du Ni total étaient associés a des goethites; et que 25 % du

Ni étaient associés a des asbolanes (phyllomanganates) (Manceau et al., 2000).

La présence de groupements fonctionnels hydroxyles a la surface des particules, conferent
aux oxyhydroxydes une charge globale positive ou négative en fonction du pH. Le point de

charge nulle des oxyhydroxydes varie généralement entre 7 et 9 selon le type d’oxyde.

A. La goethite

a. Structure
Compte tenu de sa stabilité thermodynamique, la goethite est de loin 1I’oxyhydroxyde de

Fe(Ill) (OHF) le plus commun dans les sols. Elle est constituée d’unités octaédriques
FeO3(OH); arrangées en doubles chaines (Kampf ez al., 2000).

La goethite est majoritairement présente sous forme de petits cristaux aciculaires (i.e. en
forme d’aiguille), dont la longueur varie de quelques dizaines de nm a plusieurs pm. Dans les
sols, la goethite est souvent finement divisée. La surface spécifique des goethites peut varier

entre 8 et 200 m> g'1 (Bonneville, 2005).

b. Sorption des métaux
La surface de la goethite peut étre chargée positivement ou négativement en fonction du

pH du milieu. La valeur de pH pour laquelle le point de charge nulle est atteint est égale a 8,3
en moyenne pour la goethite (Komulski et al., 2003). En dessous de cette valeur, le minéral
est chargé positivement.

Les cations métalliques qui ont un rayon ionique comparable a celui de Fe** (e.g. Al Nij,

Cr, Zn) peuvent se substituer au Fe dans la structure de la goethite (Kdmpf et al., 2000).
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Ainsi, des cations tels que Ni**, Cr**, Mn**, AI’* peuvent étre incorporés dans la structure des
goethites de synthese en remplacement du fer (I ou III) (Schwertmann, 1984 ; Schwertmann
et al., 1989 ; Ebinger et Schulze, 1989 ; Schwertmann et Carlson, 1994 ; Carvalho-E-Silva et
al., 2003). La substitution du Fe par le Ni entraine une distorsion dans la structure du minéral
(Carvalho-E-Silva et al., 2003 ; Manceau et al., 2000) qui limiterait 1’incorporation du Ni
dans la structure des goethites naturelles et synthétiques.

Des travaux effectués sur une goethite de syntheése au contact d’un milieu aqueux en
présence de Ni ont montré que la sorption du Ni sur le minéral dépend fortement du pH de la
solution au contact (Figure 3 ; Marcusen et al., 2003). En dessous de pH 5, le Ni n’est pas
sorbé sur la goethite. La sorption devient maximale aux environs de pH 7. La présence de

citrate n’influence pas la sorption du Ni sur la goethite (Figure 3 ; Marcusen et al., 2003).

100 ﬂuM'
80 1 A

801 4
404 a2

Mi sorbed (%)

Figure 3. Sorption du Ni sur une goethite de synthése en fonction du pH, en présence (A), et en absence de
citrate (A) (Marcussen et al., 2003).

c. Dissolution
Les substitutions isomorphiques au sein du réseau cristallin de la goethite peuvent

influencer le taux de dissolution du minéral (Schwertmann, 1991). Par exemple, lorsque les
substitutions entre Fe et Al augmentent, alors le taux de dissolution de la goethite tend a
diminuer.

La présence de ligands organiques dans le milieu peut également influencer le taux de
dissolution de la goethite. Par exemple, la présence de sidérophores (molécule organique
complexant le Fe) dans le milieu favorise la dissolution de la goethite. Ainsi, plus la
concentration du ligand en solution est €levée, plus le taux de dissolution du minéral est
important (Cheah et al., 2003 ; Reichard et al., 2005). En revanche, la présence d’oxalate seul,
aux concentrations habituellement rencontrées dans les sols, n’influence pas la dissolution du
minéral. Néanmoins, lorsque les deux ligands (oxalate + sidérophores) sont présents dans le

milieu, le taux de dissolution peut &tre doublé par rapport a celui obtenu en présence de
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sidérophores seuls. Dans ce cas, 1’oxalate serait adsorbé en surface de la goethite ; il
favoriserait alors la dissolution du minéral par des réactions de réduction (Schwertmann,

1991 ; Reichard et al., 2005).

B. Les phyllomanganates

Les phyllomanganates sont des oxyhydroxydes de manganese (OHM) composés d’unités
octaédriques Mn(O,0OH)6, formant une structure en feuillets. Ce sont des composés
généralement minoritaires dans les sols.

Le Ni est présent au niveau des sites octaédriques des phyllomanganates ou il peut par
exemple se substituer au lithium dans la lithiophorite (OHM présent dans les sols
ultramafiques). Dans les asbolanes de Co et de Ni, le Ni peut former des couches Ni(OH), en
alternance réguliere avec des couches MnQO,, et éventuellement des couches CoOOH ou

Co(OH); (Manceau et al., 1987 ; Manceau et al., 1992 ; Manceau et al., 2000).

1.4.3. Les phases organiques

L’effet de la matiere organique (MO) sur la mobilité des métaux est difficile a prévoir. Il
dépend, d’une part, des conditions physico-chimiques du milieu et de I’élément complexé et,
d’autre part, de la nature et de la quantité de MO présente dans le milieu (Kataba-Pendias et

Pendias, 2001).

Les substances humiques (SH) possedent un grand nombre de groupements fonctionnels
hydrophiles (COOH, OH, C=0, NH;) qui conferent a I’ensemble de la molécule organique
une charge négative (charges variables), dont I’intensité est fortement dépendante du pH du
milieu. Ces groupements permettent aux SH de former différents types d’association avec les
métaux (Baldock et Nelson, 2000 ; Kataba-Pendias et Pendias, 2001). Ces associations
peuvent conduire a la formation de complexes monodentés, de complexes de sphére externe
ou de complexes de sphere interne. La sélectivité et la force de liaison des métaux par les SH
dépendent en partie de la quantité de métal disponible pour la liaison et de la quantité de métal
complexé. Les substances humiques sont généralement divisées en trois groupes, définis
principalement en fonction de leur solubilité : les acides fulviques (solubles quel que soit le
pH), les acides humiques (insolubles a pH<2), et les humines (insolubles quel que soit le pH)
(Kataba-Pendias et Pendias, 2001 ; Zbytniewski et al., 2003).

La CEC des substances humiques solubles est tres élevée par rapport a celle des autres
constituants du sol. Elle peut varier de 485 2 870 cmol® kg™ pour les acides fulviques, et de

900 a 1400 cmol* kg pour les acides humiques (Zbytniewski et al., 2003). La sorption du
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métal sur les acides fulviques (AF) conduit a la formation de complexes organo-métalliques
solubles qui augmente la mobilité des métaux. Ce complexe peut devenir insoluble lorsque le
rapport AF/métal est < 2 (Sposito, 1982 ; Kataba-Pendias et Pendias, 2001). Bien que les
acides humiques (AH) soient solubles au pH des sols, leur présence dans le milieu peut
réduire la mobilité du Ni par la formation de complexes AH-métal (Kataba-Pendias et
Pendias, 2001 ; Mellis et al., 2004). La sorption du métal sur les humines insolubles conduit

également a une immobilisation du Ni.

D’une maniere générale, le Ni a une forte affinité avec la MO du sol (Juste et al., 1995;
Yin et al., 2002). Dans leurs travaux, Misra et Pande (1974) ont montré que I’apport de MO
dans le sol conduit a la solubilisation du Ni au cours des premiers jours de sa décomposition,

du fait de la production d’acides organiques complexant le Ni.
1.5. Mobilité et disponibilité du Ni dans les sols

1.5.1. Définition

N

La mobilité d'un élément peut étre définie comme son aptitude a &tre transféré des
différentes phases solides du sol vers la solution (Juste et al., 1995). Une fois solubilisé,
I’élément peut soit €tre prélevé par les organismes vivants, soit migrer vers une nappe d’eau

ou un autre compartiment du sol (e.g. horizons sous-jacents).

La disponibilité d’un élément dans les sols représente le potentiel du sol a mettre a la
disposition des organismes des formes chimiques de 1’élément biologiquement assimilables.
Aussi, la biodisponibilité des métaux peut étre caractérisée par rapport aux risques de leur

transfert dans les compartiments des chaines alimentaires.

La phytodisponibilité d’un élément (ou quantité d’élément disponible pour les plantes)
peut étre définie comme le passage de I'élément du sol a l'intérieur du végétal (Juste et al.,
1995 ; Morel, 1997). Elle peut donc étre mesurée par le dosage de la quantité de Ni accumulée
dans les tissus des plantes au cours de leur développement -estimation biologique-. Aussi, la
phytodisponibilit¢ d’un élément est donc variable en fonction des especes végétales
considérées. Pour la plupart des especes, le Ni instantanément phytodisponible correspond
approximativement a la fraction de Ni soluble du sol. Pour les especes hyperaccumulatrices
de Ni, la fraction de Ni phytodisponible est souvent supérieure a la fraction de Ni soluble.
Aussi, la quantité de Ni disponible pour les plantes hyperaccumulatrices peut €tre estimée par

le biais d’une extraction chimique du Ni du sol par une molécule organique complexant le Ni
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(DTPA-TEA) -estimation chimique-. Dans notre étude, le terme « phytodisponible » est
utilisé pour définir la fraction du Ni du sol disponible pour les plante, estimée par extraction

au DTPA-TEA.

Aussi, la phytodisponibilité fait référence, d’une part, a la fraction de Ni immédiatement
mis a la disposition de la plante et, d’autre part, a la fraction de Ni susceptible de devenir
disponible au cours de la culture, par le biais, par exemple de 1’altération de phases porteuses

de Ni (e.g. échanges d’ions, dissolution).
1.5.2. Facteurs controlant la mobilité et la disponibilité du Ni dans les sols

A. Les constituants du sol

Les constituants du sol porteurs de Ni représentent un réservoir potentiel de Ni plus ou
moins mobilisable. Les différentes formes minérales et organiques de la phase solide sur
lesquelles se fixe le métal peuvent, sous 1’effet de certaines réactions d’altération, pourvoir la

solution du sol en formes de métal assimilables pour les plantes.

Dans nos travaux, nous parlerons d’altération pour désigner toutes modifications
chimiques des constituant minéraux porteurs de Ni. L’altération peut ainsi conduire (i) soit a
la mobilisation du Ni (solubilisation) par désorption du Ni ou dissolution des minéraux
porteurs ; soit a une immobilisation du Ni par adsorption, précipitation ou co-précipitation du
Ni.

La surface spécifique des particules du sol et la CEC entre les particules du sol et la
solution, sont deux parametres importants qui influencent la réactivité des constituants du sol
et de ce fait leur altération (Kataba-Pendias, 2004). Généralement, plus la surface spécifique
d’un minéral est importante, plus le taux de dissolution de ce minéral est élevé
(Voskresenskaya et Coliazo, 1983).

Aussi, la mobilité et la disponibilité du Ni dans les sols sont fortement contrdlées : (i). par
la nature des phases minérales porteuses de Ni e.g. silicates, oxydes (Massoura et al., 20006) ;
et (ii) par la spéciation du Ni au sein de la structure du minéral e.g. formes adsorbées ou

substitutées (Massoura, 2004).
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B. Les conditions physico-chimiques du milieu

Le pH du sol est le facteur environnemental le plus important quant au devenir et a la
disponibilité des éléments en traces (Leeper, 1978). 1l influence non seulement la chimie des
éléments métalliques en solution, mais également les interactions avec la phase solide du sol
(Mouta et al., 2005). Un pH acide favorise le passage du Ni de la phase solide du sol vers la
solution (Anderson et Christensen, 1988 ; Qureshi et al., 2004 ; Mellis et al., 2004).

Le potentiel d’oxydo-réduction (Eh) peut également jouer un rdle important quant a la
mise en solution du Ni, notamment dans les sols ultramafiques. Les faibles valeurs de Eh
favorisent la solubilisation des hydroxydes de Fe et de Mn (minéraux porteurs de Ni), et
contribuent donc a augmenter la concentration en solution du Ni qui était adsorbé ou co-

précipité sur ces composants (Korcak et Fanning, 1981 ; Amrhein et al., 1994).

Enfin, la température, 1’humidité et la structure (aération) du sol, peuvent également
influencer la mobilité du Ni dans le sens ou ces parametres jouent un role clé dans la
pédogenese. Ceux-ci vont influencer 1’altération des phases minérales, I’humification de la

matiere organique, ainsi que la nutrition et la distribution des végétaux au niveau des sols.

2. Le Ni dans les plantes hyperaccumulatrices

2.1. Généralités

Certaines especes de plantes sont capables d’accumuler de fortes quantités de métal dans
leurs parties aériennes, souvent supérieures a celles contenues dans le sol, et généralement
100 fois supérieures aux concentrations habituellement mesurées chez les especes non
accumulatrices (Brooks, 1998 a). Le terme d’ « hyperaccumulateur » a été introduit a la fin
des années 1970 pour décrire les plantes qui contiennent des concentrations en Ni supérieures
21000 pg g de matiere seche (MS) (Jaffré et al., 1976 : Brooks et al., 1977). Cependant, la
présence de plantes contenant des quantités élevées de métaux dans leurs tissus avait déja été
constatée des la fin du 19°™ siecle. En 1885, Bauman découvre en Allemagne les especes
Viola calaminaria et Thlaspi calaminaire qui contiennent dans leurs tissus plus de 1 % MS de
zinc. Et c’est en 1948, dans le nord de I'ltalie, que Vergano et Minguzzi découvre que
I’espece Alyssum bertolonii, décrite par Desvaux en 1814, est capable d’accumuler dans ses
tissus de fortes quantités de Ni. En effet, ils ont constaté que cette plante contenait dans ses

feuilles 0,79 % MS de Ni alors que le sol sur lequel elle se développait n’en contenait que
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0,42 % (Brooks, 1998 a). A ce jour, plus de 320 especes hyperaccumulatrices de Ni ont été
recensées (Reeves, 2003). Les deux tiers de ces especes se développent sous climat tropical et
sont représentés notamment par la famille Euphorbiaceae (Brooks, 1998 b ; Reeves, 2003).
En Europe, les genres les plus représentés sont Alyssum et Thlaspi, tous deux appartenant a la

famille Brassicaceae (Baker et Brooks, 1989 ; Brooks, 1998 b).

2.2. Prélevement et accumulation du Ni par les plantes hyperaccumulatrices

L’étude de Ila distribution du Ni dans les différents organes des plantes
hyperaccumulatrices montrent que le Ni est plus fortement concentré dans les parties
aériennes, et notamment au niveau des feuilles. Le transfert du Ni vers les parties aériennes
des hyperaccumulateurs comporte plusieurs étapes (Clemens et al., 2002) :

- la solubilisation et le prélevement du métal par les racines ;

- le transport du métal de la racine vers le xyleme, suivi de son transfert vers les parties

aériennes de la plante ;

- I’accumulation et la séquestration du métal dans les parties aériennes des plantes.

2.2.1. Mobilisation du Ni et absorption par les racines

La plante peut induire des changements chimiques au sein de la rhizosphere (i.e. volume
de sol influencé par [D’activité des racines). Ces variations peuvent conduire a une
augmentation (Mench et al., 1988 ; Marschner, 1986 ; Lombi ef al., 2001 ; Hinsinger, 1998 et
2001 ; Dakora et Philips, 2002) ou a une diminution (Morel et al., 1986) de la disponibilité
des métaux. Les principaux facteurs influencant la mise en solution du Ni au sein de la

rhizosphere des plantes hyperaccumulatrices sont présentés ci-apres.

A. Variation du pH

Peu de travaux ont mis en évidence des variations de pH dans la rhizosphere des
hyperaccumulateurs. Toutefois, une culture de 1’espece hyperaccumulatrice de Zn et de Cd
Thlaspi caerulescens (sur un sol industriel de fonderie de Zn) a permis de mettre en évidence,
a I’aide d’un indicateur coloré, des variations de pH le long des axes racinaires (Schwartz,
1997 ; Schwartz et al., 1999). Une acidification de la rhizosphere a été observée au contact
des jeunes racines et a proximité des apex racinaires, i.e. au niveau des zones de forte
absorption d’eau (Hopkins, 2003). En revanche, une augmentation du pH a été observée
autour des racines les plus 4gées ou inactives. Dans ces mémes travaux, Schwartz observe que

les variations de pH dans la rhizosphere de Th. caerulescens sont également fonction de la
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nature, de I’intensité et de la localisation des zones fortement polluées en métal. Ainsi, plus la
teneur en zinc du sol est élevée, plus I’acidification du sol rhizosphérique est marquée. Cette
diminution du pH dans la rhizosphere de 1I’hyperaccumulateur pourrait jouer un réle important

dans la mobilisation du Zn et dans son transfert vers la plante.

B. Exsudation de ligands organiques

Les exsudats libérés par les racines ont un role fondamental dans la nutrition des plantes.
IIs peuvent jouer un role sur la régulation de 1’activité microbienne ou bien agir directement
sur les processus rhizosphériques qui conduisent a une augmentation du prélevement et de

I’assimilation des nutriments par les plantes (Dakora et Phillips, 2002).

La mobilisation du Ni dans la rhizosphere de I’hyperaccumulateur de Ni Thlaspi
goesingense serait liée a I’excrétion de ligands organiques dans la rhizosphere (Wenzel et al.,
2003). Cela se traduit par une augmentation des concentrations du Ni et du carbone organique
dissous présents en solution dans la rhizospheére de I’hyperaccumulateur, par rapport aux
concentrations mesurées hors rhizosphere de I’hyperaccumulateur et a celles mesurées dans la
rhizosphere de plantes témoins non accumulatrices. La formation de complexes Ni-molécules
organiques serait ainsi impliquée dans la mobilisation du Ni et induirait la dissolution de

minéraux porteurs de Ni, tels que des orthosilicates du type forstérite (Mg;S104).

D’autres travaux, menés en milieu de culture hydroponique, n’ont pas permis de mettre en
évidence I’exsudation de molécules organiques complexant le Ni chez 1’espece Th.
goesingense (Salt et al., 2000). L’exsudation d’histidine (acide aminé) et/ou de citrate par les
racines, ne semble pas impliquée dans l’accumulation du Ni dans les feuilles de Th.
goesingense. En revanche, cette étude a montré que 1’exsudation de telles substances serait
impliquée dans la réduction du prélevement et de la toxicité du Ni pour I’espece non

accumulatrice Thlaspi arvense.

C. Variation des concentrations des especes ioniques par accumulation ou déplétion

Le prélevement intense de Ni dans la rhizosphére des hyperaccumulateurs peut
provoquer une diminution significative de la fraction de Ni échangeable (Shallari, 1997;
Massoura et al., 2004 ; Chardot et al., 2005). Afin de réapprovisionner la solution du sol en
métal, les réactions d’équilibre d’absorption/désorption (échanges cationiques) des ions
métalliques sur la phase solide seraient alors déplacées de sorte a augmenter la désorption du

métal (Hinsinger, 2001).
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D. Stimulation de I’activité des microorganismes

L’exsudation de certaines molécules organiques (tels que des sucres, des acides aminés ou
encore des acides organiques) dans la rhizosphere stimule 1’activité de certaines populations
de microorganismes (Hiltner, 1904 ; Marschner, 1986 ; Brimecombe et al., 2001 ; Abou-
Shanab et al., 2003 a). Par exemple, la présence de Th. caerulescens favorise le
développement de bactéries résistantes au Ni au sein de sa rhizosphere (Aboudrar et al.,
2007). Les interactions entre les racines et ces microorganismes jouent un role décisif en ce
qui concerne la disponibilité des éléments en traces dans la rhizosphere. Les microorganismes
sont capables d’accélérer I’altération de certains minéraux silicatés en acidifiant le milieu
et/ou en améliorant I’exploitation du sol rhizosphérique (Leyval et Berthelin, 1991 ;
Calvaruso et al., 2006). L’inoculation de bactéries présentes dans la rhizosphere de
I’hyperaccumulateur de Ni Alyssum murale (e.g. Microbacterium arabinogalactanolyticum,
Microbacterium oxydans) peut augmenter considérablement le prélevement de Ni par la
plante (Abou-Shanab et al., 2003 b; Abou-Shanab er al., 2006). Ainsi, la présence de
certaines populations de rhizobactéries favoriserait la disponibilité du Ni dans le sol et donc

son prélevement par les especes hyperaccumulatrices.
2.2.2. Transfert et spéciation du Ni des racines vers les feuilles

A. Le Ni dans les racines

Apres solubilisation du Ni au sein de la rhizosphere, celui-ci est dirigé vers la paroi
externe pecto-cellulosique des racines par flux convectifs et diffusifs (Morel, 1985 ; Hopkins,
2003). La formation de complexes organo-métalliques peut faciliter le transport du Ni vers la
racine. Cependant, au point d'absorption, le Ni serait vraisemblablement dissocié¢ du ligand
(Uren, 1992). Ainsi, la forme principale de Ni que la racine serait capable d’absorber serait
lion Ni** sous forme hydratée (Mishra et Kar, 1974; L'huillier, 1994). Ce dernier diffuserait
alors de maniere passive au travers de la membrane cellulaire externe pour se retrouver dans
I’apoplasme. Puis, les ions métalliques se déplaceraient transversalement vers le centre de la
racine afin de rejoindre les vaisseaux conducteurs du xyleme par lesquels ils seront transférés
vers les parties aériennes. Aussi, le métal doit passer au travers de la membrane plasmique
afin de rejoindre le symplasme, car des barrieres physiques (cadres de Caspary) empéchent la
diffusion des ions par 1’apoplasme au-dela de 1I’endoderme (Hopkins, 2003). Environ 95 % du
Ni dosé dans les racines de I’hyperaccumulateur Alyssum bertolonii seraient situés au niveau

du symplasme (Boominathan et Doran, 2003). Pour franchir la membrane plasmique, les ions
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doivent emprunter des transporteurs ou des canaux. L’inhibition des pompes & proton H'-
ATPase de la membrane plasmique des cellules racinaires, impliquées dans de nombreux
processus de transport, provoque chez Al. bertolonii une réduction de la croissance et de la
viabilité des racines. Cette inhibition empéche le transfert du Ni au travers du plasmalemme,
provoquant une accumulation du Ni dans 1’apoplasme (Boominathan et Doran, 2003). Cela
entraine alors une perturbation de la translocation du Ni vers les parties aériennes et donc de
la stratégie de survie de la plante. L’existence de transporteurs spécifiques de Zn et de Cd
favorisant les transferts de ces éléments dans les cellules racinaires a été mise en évidence
chez certaines populations de I’espece hyperaccumulatrice Th. caerulescens (Lasat, et al.,
1996 et 2000 ; Lombi et al., 2001 ; Bernard et al., 2004). Ces transporteurs joueraient un role
important dans le mécanisme d’hyperaccumulation. Néanmoins, I’existence de transporteurs

spécifiques impliqués dans les transferts de Ni au sein de la racine n’a pas été démontrée.

Peu d’études ont ét€ menées sur la localisation et la spéciation du Ni dans les racines des
hyperaccumulateurs, la majorité des travaux étant portée sur les parties aériennes des plantes.
D’une maniere générale, les plantes préleveraient les éléments en trace présents dans le sol,
sous forme de cations libres et/ou sous forme complexée (Kataba-Pendias, 2004 ; Kerkeb et
Krimer, 2003). Chez I’espece Al bertolonii, le Ni serait distribué le long des racines y
compris au niveau de la coiffe avec une 1égere diminution de la concentration de 1I’élément
dans la zone du méristtme apical i.e. juste avant 1’apex (Figure 4). Le métal serait
principalement complexé par des acides organiques du type acide malique, acide citrique et
acide malonique. Seule une faible fraction du Ni contenu dans les racines serait sous la forme
de cation libre hydraté. Cependant, ces acides étant initialement en importantes quantités dans
les racines des plantes, la présence de Ni dans le milieu de culture ne semble pas influencer
I’accumulation de ces acides au niveau des racines par rapport a un milieu dépourvu en Ni
(Boominathan et Doran, 2003). Chez I’espece Alyssum lesbiacum, le transport du métal dans
le symplasme des racines serait facilité par la complexation du Ni avec de I’histidine (Kerkeb

et Kriamer, 2003).
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Figure 4. Localisation du Ni dans les racines de I’hyperaccumulateur Alyssum bertolonii. a, racine d’Al
bertolonii apres 21 jours de culture en absence de Ni ; b, ¢ racine d’Al. bertolonii apres 21 jours de culture en
présence de Ni (25 ppm) (Boominathan et Doran, 2003).

B. Le Ni dans la tige

Lorsque les ions atteignent le symplasme des cellules racinaires, leur transfert vers la stele
est facilité par des connexions symplastiques appelées plasmodesmes. Les ions sont alors
déchargés dans les vaisseaux du xyleme par un transport actif qui permet le passage de
I’élément du symplasme vers 1I’apoplasme (Hopkins, 2003). Les protéines impliquées dans ce
transfert membranaire n’ont pas été identifiées a ce jour.

L’histidine (His) serait largement impliquée dans 1’hyperaccumulation du Ni et du Zn,
notamment en favorisant la translocation du métal des racines vers les parties aériennes des
plantes (Krdamer et al., 1996 ; Kerkeb et Krimer, 2003 ; Salt et al., 1999). Chez les especes
hyperaccumulatrices de Ni Al lesbiacum, Al. bertolonii et Al. murale, les concentrations du
Ni et de I’His dosées dans le xyleme sont corrélées positivement (Figure 5 ; Krdamer et al.,
1996).

Chez I’espece Al. lesbiacum, la réduction du taux d’exportation d’His entre les cellules
des racines et le xyleme engendrerait une diminution de I’entrée du Ni dans le xyléme
(Kerkeb et Krimer, 2003). De plus, des études menées en spectroscopie d’absorption des
rayons X (EXAFS) confirmerait que le Ni présent dans le xyleme de cette méme espece serait
majoritairement sous forme complexée avec de I’His (Kramer et al., 1996). Ainsi, ces
observations montrent que la complexation du Ni avec 1’His pourrait favoriser, chez certaines
especes hyperaccumulatrices, notamment du genre Alyssum, les transferts de Ni vers les

parties aériennes des plantes.
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Figure S. Relation entre la teneur en histidine et la teneur en Ni dans le xyleme d’especes hyperaccumulatrices
du genre Alyssum (Kriamer et al., 1996).

Toutefois, différents travaux ont montré que 1’His serait également impliquée dans les
mécanismes de tolérance chez les especes non accumulatrices (Krdmer et al., 1996 ; Persans
et al., 1999 ; Kerkeb et Krimer, 2003 ; Callahan et al., 2006). Par ailleurs, 1’ His ne semble pas
toujours impliquée dans les mécanismes de I’hyperaccumulation. Par exemple, la présence
d’His dans les tissus de I’hyperaccumulateur de Ni Th. goesingense n’interviendrait pas dans
le processus d’hyperaccumulation du Ni (Persans et al., 1999). En effet, la concentration en
His dans le xyleme de la plante ne varie pas quel que soit le degré d’exposition de la plante
vis-a-vis du métal. Chez I’espece hyperaccumulatrice de Ni Stackhousia tryonii (Herbaceae),
I’His n’est présente dans le xyleme qu’en tres faibles quantités (Bhatia et al., 2005). L’ acide
aminé majoritairement présent dans les tissus de St. tryonii est la Glutamine. La présence de
Ni a de fortes concentrations stimulerait la transformation de la glutamine en acides aminés,
favorisant ainsi la production d’acide glutamique, d’acide aspartique et d’alanine.

L’étude d’une section transversale de tige de 1’hyperaccumulateur de Ni Senecio
coronatus (Asteraceae) a permis de mettre en évidence la présence de Ni en relativement
fortes concentrations dans 1’ensemble de I’organe (Mesjasz-Przybylowicz et al., 1997). Le Ni
est principalement localisé dans les tissus externes de la tige i.e. épiderme et cortex. De fortes
concentrations de métal ont également été observées au niveau du phloeme. En revanche, des
concentrations plus faibles ont été mesurées autour des faisceaux conducteurs et dans la

moélle.
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2.2.3. Stockage du Ni dans les feuilles

Les especes hyperaccumulatrices ont la particularité d’accumuler d’importantes quantités
de métal dans leurs parties aériennes, et notamment dans les parties foliaires. Le degré
d’accumulation du Ni dans les feuilles serait 1i€ a la taille et a I’age de la plante, plus qu’a la
concentration en Ni (total ou échangeable) du sol (Brooks, 1998 c¢). Afin d’éliminer les effets
toxiques du métal, les plantes hyperaccumulatrices doivent étre capables de stocker celui-ci
sous forme de complexes non disponibles. Les compartiments les plus indiqués pour
séquestrer le métal sont : la paroi cellulaire, le cytosol et la vacuole (Callahan et al., 2006).
Les travaux effectués sur la localisation du Ni dans les feuilles de différentes especes
hyperaccumulatrices montrent des résultats similaires quelle que soit I’espece considérée. Le
métal serait concentré majoritairement dans les vacuoles des cellules de I’épiderme inférieur
et supérieur des feuilles de la plante (Brooks et al., 1981 ; Krimer et al., 2000 ; Kiipper et al.,
2001 ; Broadhurst ef al., 2004 a et b ; Bidwell et al., 2004 ; McNear et al., 2005 a). Toutefois,
chez I’espece Se. coronatus, le Ni serait préférentiellement localisé au niveau des parois
cellulaires des cellules de I’épiderme et non au niveau des vacuoles (Mesjasz-Przybylowics et
al., 1997). Chez I’espece Al. murale, le Ni est fortement concentré au niveau des vacuoles des

cellules épidermiques (Figure 6 ; Broadhurst et al., 2004 a).
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Figure 6. Photographie et spectres MEB-EDX de feuille d’Alyssum murale. Les lettres a, b, ¢ montrent la
localisation des spectres avec : a, Paroi cellulaire de 1’épiderme ; b, Intérieur de cellule épidermique (vacuole); c,
Cellule de la premiere couche du mésophile palissadique (Broadhurst et al., 2004 a).
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Le métal peut également étre accumulé de facon importante au niveau de la zone basale
des trichomes foliaires de la plante (excroissances épidermiques similaires a des poils)
(Figure 7 ; Broadhurst et al., 2004 b). En revanche, la concentration du Ni est moins élevée au
niveau des cellules du mésophile ainsi que dans les cellules de garde sub-stomatales. Et, le
métal est tres faiblement présent, voire absent, des parois cellulaires des cellules foliaires de la
plante. Chez ’espece Th. goesingense, environ 75 % du Ni intracellulaire seraient localisés

dans la vacuole (Kridmer et al., 2000).

Figure 7. Cliché en MET d’une coupe transversale de feuille d’Alyssum murale. E : cellule de 1’épiderme ; Tr :
trichome constitué d’un seule cellule comprenant la base (Ba), le pédicule (P) et la branche (Br) (Broadhurst et
al., 2004 b).
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La présence d’His dans les tissus de certains hyperaccumulateurs faciliterait le transport
du Ni au travers du cytoplasme jusqu’a la vacuole. Au pH du cytoplasme (~7,5), le Ni
formerait un complexe stable avec I’His. Chez ’espece Th. goesingense, Le passage du Ni du
cytoplasme vers la vacuole serait facilité par un transporteur d’ions métalliques (Persans et
al., 2001). Une fois dans la vacuole (pH 5,5), le complexe Ni-His deviendrait instable. La
complexation intravacuolaire du Ni avec des acides organiques serait alors facilitée (Salt et
al., 2002). Les acides organiques mis en jeu dans le stockage du Ni chez les
hyperaccumulateurs sont essentiellement de type citrate et/ou malate (Lee et al, 1978 ;
Brooks et al., 1981 ; Kramer et al., 2000 ; Schaumloffel et al., 2003). La présence de
nicotianamine (dérivé d’acides aminés capable de chélater de nombreux métaux) pourrait
également intervenir dans les transferts de Ni au sein des tissus de Th. caerulescens (Vacchina

et al., 2003 ; Ouerdane et al., 20006).

2.2.4. Stockage du Ni dans les graines

Les teneurs du Ni dosées dans les graines des especes hyperaccumulatrices de Ni sont
généralement supérieures a 1000 ug g'1 MS (Psaras et Manetas, 2001 ; Brooks, 1998 c;
Shallari, 1997). La teneur en Ni mesurée dans les graines de 1’espece non accumulatrice
Aurinia saxatilis (ou Alyssum saxatile) est négligeable par rapport aux valeurs mesurées dans
les graines des hyperaccumulateurs de Ni Al murale et Alyssum serpyllifolium qui
contiennent respectivement 9000 et 1390 pg Ni g”' MS (Ghaderian et al., 2000).

Pour I’espece hyperaccumulatrice Se. coronatus, le Ni est préférentiellement localisé dans
la couche externe de la graine, notamment au niveau de la partie qui recouvre le radicule et
dans le radicule lui-méme (Przybylowicz et al., 1995). Les résultats obtenus pour 1’espece
Thlaspi pindicum (Psaras et Manetas, 2001) sont en concordances avec les résultats
précédents : le Ni serait préférentiellement localisé au niveau de 1’épiderme des cotylédons et

au niveau du micropyle (zone de pénétration du radicule lors de la germination).
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2.3. Avantages écologiques de I’hyperaccumulation

L’avantage évolutif du phénomeéne d’hyperaccumulation fait encore 1’objet de
spéculations. Six hypotheses ont jusqu’alors été suggérées afin d’expliquer I’importante
accumulation des métaux chez les especes hyperaccumulatrices. Suivant ces différentes
hypotheses, I’hyperaccumulation des métaux au niveau des feuilles des plantes serait (Boyd et

Martens, 1992 ; Boyd, 1998 ; Martens et Boyd, 2002) :

(1) un simple mécanisme de tolérance aux métaux. La séquestration des métaux dans

des compartiments isolés permettrait a la plante de prélever d’ importantes quantités de métal.

(2) un mécanisme d’élimination des métaux prélevés par la plante. La localisation
stratégique du métal au niveau des tissus externes de la feuille, permettrait I’élimination des
métaux soit par lessivage de ceux-ci sous I’action des pluies, soit par le biais des feuilles

sénescentes.

(3) un mécanisme de résistance aux milieux secs. Le Ni agirait alors sur les fonctions

osmotiques des cellules ou sur la conservation de 1’eau dans les cellules épidermiques ;

(4) un mécanisme d’enrichissement de la surface du sol en métaux afin de favoriser le
développement des hyperaccumulateurs au détriment du développement des especes végétales

voisines non adaptées aux fortes concentrations en métal (phénomene d’alléloopathie).

(5) un mécanisme physiologique fortuit mis en place par la plante pour répondre a un

autre besoin adaptif.

(6) un mécanisme de défense qui permettrait a la plante de lutter contre les insectes

ravageurs, les maladies fongiques ou encore les herbivores.

Face a la difficulté de mettre en place des expérimentations capables de tester ces
différentes hypotheses, I’avancée des connaissances concernant 1’avantage écologique de
I’hyperaccumulation reste limitée. La culture d’especes hyperaccumulatrices en condition de
stress hydrique a permis de montrer que I’accumulation des métaux dans la plante, d’une part,
ne permettait pas d’améliorer la croissance des especes Al. murale et Th. caerulescens et,
d’autre part, n’avait pas d’effet significatif sur les fonctions osmotiques (Whiting et al., 2003).
L hyperaccumulation du Ni et du Zn chez ces especes n‘augmenterait donc pas la résistance

des plantes aux milieux secs.
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Une expérimentation a également été menée afin de tester la validité de I’hypothese selon
laquelle I’hyperaccumulation serait un mécanisme de défense contre les ennemis des plantes
(hypothese 6) (Martens et Boyd, 2002). Les résultats montrent qu’au-dela de 10 jours de
culture, les plantes hyperaccumulatrices de Ni ayant accumulé de fortes quantités de métal
peuvent étre, au méme titre que les plantes témoins, affectées par 1’attaque d’herbivores et
notamment d’insectes. Plusieurs générations d’especes adaptées d’insectes phytophages sont
ainsi capables de mener leur cycle de vie en se nourrissant exclusivement de plantes
hyperaccumulatrices (Mesjasz-Przybylowicz et Przybylowicz, 2001). Les herbivores peuvent
donc entrainer de graves dommages sur les cultures des hyperaccumulateurs. De plus,
I’accumulation du Ni dans les tissus des plantes pourrait méme dans certains cas accroitre la
susceptibilité des especes hyperaccumulatrices a certains virus (Davis et al., 2001). La
considération de tels résultats est importante dans le cadre d’une exploitation éventuelle des

especes hyperaccumulatrices (theme développé dans la partie suivante).

2.4. Exploitation des plantes hyperaccumulatrices de Ni

La distribution géographique des especes hyperaccumulatrices est quasi-exclusivement
limitée a des sites spécifiques, caractérisés par une teneur particulicrement élevée en métaux.
Leur présence est donc une bonne indication de la minéralogie du sol sur lequel elles se
développent. Par exemple, les hyperaccumulateurs de Ni sont des plantes généralement
endémiques de sols issus de I’altération de roches meres ultramafiques a forte teneur en Ni
(e.g. serpentinite, latérite nickélifere). C’est pourquoi ces plantes ont longtemps été utilisées
dans le but de découvrir de nouveaux sites d’exploitation miniere (Brooks, 1983). Ce n’est
qu'a la fin du 20°™ siécle, face a la multiplication des sites pollués en métaux (friches
industrielles, anciennes exploitations minieres), que les préoccupations environnementales ont
conduit a s’interroger sur une éventuelle utilisation de ces plantes en tant qu’outils de
décontamination des sols (Chaney, 1983 ; Baker et Brooks, 1989 ; Baker et al., 1994 ; Salt et
al., 1995).

La phytoextraction est un procédé biologique qui consiste a cultiver des especes
hyperaccumulatrices de métaux sur des zones polluées par ces derniers, afin de les extraire du
sol et ainsi de limiter le risque de leur dispersion dans I’environnement. La matiere végétale
serait ensuite récoltée puis incinérée, ou encore co-incinérée avec d’autres déchets (Keller et
al., 2005). Cette méthode est plus lente que les méthodes physico-chimiques généralement

utilisées (i.e. confinement du sol, lavages acides, tri granulométrique, volatilisation,...), mais

elle est également beaucoup plus respectueuse du sol et moins coliteuse.
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Nicks et Chambers (1995) ont été les premiers a tester 1’applicabilité de cette technique a
des fins économiques (phytomining). Au lieu de confiner ou de traiter les résidus concentrés
en métal, i.e. les cendres ou les minéralisats (hydrométallurgie), ceux-ci seraient directement
réutilisés par les industries métallurgiques. L’objectif ne consisterait alors plus seulement a
diminuer les risques engendrés par une forte disponibilité du Ni, mais également a extraire un
maximum de métal du sol. L’exploitation des especes hyperaccumulatrices de Ni Streptanthus
polygaloides (1 % Ni (MS); 10 t ha'l), Alyssum bertolonii (0,8 % Ni (MS); 9 t ha'l) et
Berkheya codii (0,8 % Ni (MS); 21 t ha™) pourrait conduire avec un apport modéré de
fertilisants & la récupération de 100 kg Ni ha™' (Nicks et Chambers, 1995), 72 kg Ni ha’
(Robinson et al., 1997 a) et 168 kg Ni ha! (Robinson et al., 1997 b), respectivement. Sachant
que le prix du Ni est actuellement de 50000 $US t, I’exploitation de S. polygaloides
rapporterait 5000 $ ha™ (valeur brute).

L’optimisation du procédé d’extraction du métal par les plantes est fortement liée a la
quantité et a la disponibilit¢é du métal au sein du sol, mais également au potentiel de
phytoextraction des especes végétales utilisées i.e. concentration du métal dans les tissus
végétaux et production de biomasse (Robinson et al., 1997 a et b ; Raskin et al., 1997 ;
McGrath, 1998 ; Anderson et al., 1999 ; Schwartz et al., 2003 ; Chardot et al., 2005 ; Keller,
2006). B. codii est une espece qui présente un bon potentiel quant a la réussite du procédé de
phytoremédiation. En effet, celle-ci produit une importante quantité de biomasse et présente
de fortes concentrations en Ni dans ses parties aériennes. De plus, elle se propage et se cultive
facilement et tolere des conditions climatiques fraiches. Le nombre de récoltes annuelles de
I’espece B. codii nécessaire pour réduire la contamination en Ni du sol a la concentration seuil
de 75 mg Ni kg (Etats-Unis) a été calculé pour différents niveaux de pollution du sol
(Tableau 1; Robinson et al., 1997 b). Leptoplax emarginata (Brassicaceae) présente
également un bon potentiel d’extraction du Ni, notamment du fait de sa forte biomasse. L.
emarginata est capable d’extraire jusqu’a 39 % de la fraction de Ni échangeable du sol au

terme d’une culture de 3 mois en vase de végétation (Chardot et al., 2005).
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Tableau 1. Nombre de récoltes annuelles de I’espece Berkheya codii nécessaires pour réduire la contamination
en Ni des sols au niveau de la concentration seuil des Etats-Unis (i.e. 75 ug g-1).

Teneur en Ni initiale du sol Teneur apres un an de culture Nombre de récoltes pour
ugg' ugg' décontaminer le sol
10000 9918 138
5000 4925 74
2000 1932 34
1500 1435 26
1000 939 18

750 691 14
500 445 10
250 200 4
100 59 2

Hypotheses: (1) Biomasse de 22 t ha'; (i) Seulement la moitié du Ni est extractible ; (iii) La teneur en Ni dans la
plante est fonction de la teneur en Ni extractible du sol (Robinson et al., 1997 b).

Néanmoins, comme toutes méthodes actives de décontamination des sols, Ia
phytoextraction peut engendrer des risques vis-a-vis des étres vivants (Angle et Linacre,
2005). Le principal risque dans le cas de la culture d’especes hyperaccumulatrices de métal
est principalement li€é a 1’exposition des organismes vivants a de fortes concentrations en
métal. Aussi, le risque est directement fonction : (i) de la probabilité d’exposition, (ii) du
niveau d’exposition, et (iii) de I’effet toxique de I’exposition. Ainsi, chaque étape de la mise
en place du procédé de phytoextraction doit faire 1’objet d’études préalables, spécifiques a
chaque site, afin de considérer la faisabilité du projet en tenant compte des risques et des

bénéfices de la méthode.

3. Conclusion

Le potentiel de phytoextraction des plantes hyperaccumulatrices dépend, d’une part, de la
disponibilit¢ du Ni dans le sol et, d’autre part, des capacités de chaque espece
hyperaccumulatrice a absorber, transloquer et accumuler le Ni dans ses tissus. Pour optimiser
le procédé de phytoextraction et généraliser son utilisation a différents milieux, les
mécanismes impliqués dans la mobilisation et les transferts de Ni, du sol vers les organes
foliaires des plantes hyperaccumulatrices, doivent tre caractérisés.

Les grandes étapes du cycle biogéochimique du Ni dans le systeme sol - solution -
plante hyperaccumulatrice et les interrogations liées a chacune d’elles sont résumées dans la
Figure 8. Nos travaux de Recherche sont focalisés sur les transferts du Ni des constituants
minéraux du sol vers la solution, puis vers la plante hyperaccumulatrice (points 1 a 4). Le

retour du métal au sol par le biais des feuilles sénescentes n’a pas été abordé.
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Figure 8. Schéma résumant les principales étapes du cycle biogéochimique du Ni.
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Chapitre II. Matériels et méthodes

Dans ce chapitre sont décrits les matériels ainsi que les approches et les outils
méthodologiques communs a I’ensemble des expérimentations menées. Les conditions
expérimentales relatives a un chapitre donné sont détaillées dans ce dernier.

Le choix des plantes hyperaccumulatrices, des minéraux et des conditions expérimentales
s’inscrit dans une démarche scientifique qui vise a comprendre les mécanismes qui
influencent la disponibilité du Ni dans les sols a forte teneurs en Ni, et son transfert vers les
plantes, dans le contexte du cycle biogéochimique du Ni dans les milieux a fortes teneurs en
Ni. Les especes hyperaccumulatrices étudiées présentent des capacités singulieres vis-a-vis de
I’extraction du Ni. La comparaison de ces especes permet d’établir la relation entre
I’efficacité de la phytoextraction et les mécanismes d’acquisition et de séquestration du Ni des
plantes hyperaccumulatrices. Ces plantes se développent sur des sites ultramafiques d’Europe
(sols serpentinisés) dans lesquels sont présentes des phases minérales nickéliferes semblables
aux minéraux étudiés. Aussi, ces travaux de recherche sont basés sur I’étude de systemes

minéraux nickéliferes-plantes hyperaccumulatrices représentatifs des milieux ultramafiques.
1. Matériels

1.1. Plantes

Nous avons choisi d’étudier trois hyperaccumulateurs de Ni de la famille Brassicaceae,
L. emarginata, Al. murale et Th. caerulescens. Précédents travaux ont montré que ces
especes ne présentaient pas le méme potentiel vis-a-vis de I’extraction du Ni (Chardot et al.,

2005). Une espece témoin non accumulatrice, Aurinia saxatilis, a également été cultivée.

» Leptoplax emarginata (Boiss.) O.E. Schulz

L. emarginata (Photographie 2A) est une espece hyperaccumulatrice de Ni pouvant contenir
jusqu’a 34 400 mg Nikg'(MS) dans ses parties aériennes (Brooks, 1998 b). Les plantes
peuvent atteindre une hauteur de 2 m en milieu naturel lors de la floraison. L. emarginata
présente un potentiel d’extraction du Ni élevé, supérieur a Th. caerulescens ou Al. murale
(Chardot et al., 2005). Aucune étude n’a été effectuée sur la rhizosphere de cette espece. Les
semences utilisées pour les expérimentations proviennent d’individus qui se développent sur
un sol de serpentine du Nord de la Grece (Col de Katara, Monts Pinde,

1670 m, climat méditerranéen) (Reeves et al., 1980).
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» Thlaspi caerulescens J. &C. Presl

Th. caerulescens (Photographie 2B) est une plante connue pour accumuler de fortes
quantités de zinc, de cadmium et de nickel. Les semences proviennent de spécimens
hyperaccumulateurs de Ni et de Zn et co-accumulateurs de Cd, prélevés sur sol de serpentine
au niveau du site ultramafique de Bergenbach (Fellering-Oderen, Haut-Rhin, altitude 780 m,
climat tempéré montagnard). L’analyse des parties aériennes des plantes récoltées sur ce site a
montré que 1’espece Th. caerulescens est capable d’accumuler jusqu’a 8780 mg kg™ (MS) de

Ni et 5940 mg kg'l(MS) de Zn dans ses tissus (Reeves et al., 2001).

» Alyssum murale Waldst. & Kit.

Al. murale (Photographie 2C) est une espece hyperaccumulatrice de Ni largement
étudiée pour ses capacités a extraire le Ni du sol. Les semences proviennent de spécimens
prélevés sur sol de serpentine au niveau du site ultramafique de Pojske (Albanie, altitude 500
m, climat méditerranéen). L’analyse des parties aériennes des plantes récoltées sur ce site a
montré que I'espece AL murale est capable d’accumuler jusqu’a 8480 mg kg'(MS) de Ni

dans ses tissus (Bani et al., 2007 ; Shallari et al., 1998).

» Aurinia saxatilis (L.) Desv.

Aurinia saxatilis ou Alyssum saxatile (Photographie 2D), plus communément appelée la
corbeille d’or, est une plante vivace d’ornementation. A [Dinstar des especes
hyperaccumulatrices étudiées, cette espece fait partie de la famille Brassicaceae. Elle est par
conséquent génétiquement proche des hyperaccumulateurs de Ni, notamment par sa résistance
au stress hydrique (plantes de milieux rocailleux). En revanche, Au. saxatilis n’accumule pas

le Ni. Par conséquent, cette espece a servi de témoin non accumulateur de Ni.
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D : Aurinia saxatilis

Photographie 1. Plantes cultivées au cours des différentes expérimentations. A, B, C: especes
hyperaccumulatrices et D : espece témoin non accumulatrice. L’ensemble des plantes a été photographié apres 5
mois de culture en rhizotron (largeur du dispositif = 25 cm).
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1.2. Minéraux tests

Trois minéraux nickéliferes communément présents dans les sols ultramafiques ont été
utilisés dans les différentes expérimentations : un minéral d’origine primaire (chrysotile) et
deux minéraux d’origine secondaire (goethite et smectite). L’étude du comportement de ces
minéraux en présence de plantes hyperaccumulatrices représente un intérét notable pour
I’optimisation du procédé de phytoextraction compte tenu du fait qu’ils peuvent étre présents
a la fois dans les milieux naturels (sols ultramafiques de serpentine ou latéritique) et
anthropiques a fortes teneurs en Ni (Shallari et al., 1998 ; Massoura et al., 2006 ; Becquer et
al., 2006). Afin de mettre en évidence la contribution de ces phases minérales nickéliferes a la
disponibilit¢ du Ni dans le milieu de culture, les trois minéraux devaient représenter une
gamme de disponibilité du Ni. Aussi, les échantillons de minéraux ont été choisi en fonction

de (1) leur nature minéralogique, (ii) leur degré d’altérabilité et, (iii) leur teneur en Ni.

Les phases minérales utilisées dans les expérimentations et leur origine sont présentées ci-
apres. La caractérisation des échantillons minéraux (morphologie, chimie, teneur et

disponibilité en Ni,...) est détaillée dans le chapitre IV.

» La goethite, notée « Goethite », est un oxyhydroxyde de fer de formule chimique
(Fe, Ni)OOH. Les échantillons de goethite utilisés dans les différentes expérimentations
ont été synthétisés au laboratoire (cf. paragraphe 2.2.1). Ceux-ci se présentent sous forme
de microcristaux aciculaires purs et homogenes. Le minéral contient en moyenne 1,5 % de

Ni (% massique).

» Le chrysotile, noté « Chrysotile », est issu d’un minerai nickélifére constitué de 2 phases
minérales : une phase phyllosilicatée prédominante du groupe des serpentines (chrysotile)
et un oxyde de fer (magnétite). Les échantillons proviennent de dépots de stériles d’une
ancienne mine souterraine de nickel et d’asbeste en Slovaquie orientale (DobSind). Ils ont
été prélevés au niveau d’une zone de dépots végétalisés entre 60 et 80 cm de profondeur
(Photographie 1A). Le Ni est uniquement présent au sein du chrysotile (Mg, Fe, Ni)3 Si,Os

(OH)4. Ce dernier contient en moyenne 0,2 % de Ni (% massique).
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Le minerai a smectite, noté « Smectite », est constitué de plusieurs phases minérales : une
phase phyllosicatée prédominante comprenant un mélange de smectites dioctaédriques a
forte teneur en Fe (montmorillonites-Fe) et de phyllosilicates trioctaédriques (talcs), ainsi
que des phases accessoires telles que des chromites alumineuses, des pyroxenes et des
carbonates. Les échantillons proviennent d’une mine de nickel brésilienne actuellement en
exploitation (Niquelandia). Ils ont été prélevés dans des latérites nickéliferes
(Photographie 1B) formées a partir de 1’altération d’une roche mere ultramafique
(pyroxénite). Le minerai contient en moyenne 2,3 % de Ni (% massique). Le Ni est

surtout présent dans les smectites dioctacdriques de formule chimique globale Mg s(Fe,

Mg, Al, Ni) (Si, Al) Oz (OH)a.

Les analyses en diffraction des rayons X des échantillons de goethite, de minerai a

chrysotile et de minerai a smectite sont présentées en Annexe 1.

Photographie 2. Profils de sols dans lesquels ont été prélevés le minerai a chrysotile (A),
et le minerai a smectite (B).

1.3. Substrat quartzeux

Dans I’ensemble des expérimentations, les minéraux ont été utilisés en mélange avec du

quartz pur calibré (50-100 um ou 0,5-1,0 mm). Celui-ci a été utilisé en tant que matrice inerte

afin de favoriser la dispersion des particules minérales et ainsi de faciliter le passage de

solutions au sein des échantillons.
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2. Préparation des minéraux tests et du substrat quartzeux

Pour pouvoir effectuer un bilan de leur altération, les phases minérales porteuses de Ni
utilisées dans les expérimentations devaient autant que possible étre pures et homogenes en
taille et en composition. C’est pourquoi il a été nécessaire soit de synthétiser directement le
minéral (Goethite), soit de traiter les minerais collectés afin d’obtenir des échantillons

homogenes (Chrysotile et Smectite).
2.1. Préparation des minéraux tests

2.1.1. Synthese de la goethite

La goethite a été synthétisée selon le protocole décrit par Gasser et al. (1996). Cette
synthese consiste a dissoudre 40,4 g de nitrate ferrique (Fe(NO3)3, 9H,O - 99 % de pureté) et
1,5 g de nitrate de nickel (Ni(NOs);, 6H,O - 99 % de pureté) dans 100 ml d’eau
déminéralisée, dans un flacon en polyéthylene de 250 ml. La quantité de nitrate de Ni est
choisie de telle sorte que la fraction molaire du Ni représente 5 % de celle du Fe dans la
solution. Ainsi, a la fin de la préparation la goethite contiendra environ 1 % de Ni (%
atomique). L’agitation est réalisée au moyen d’un barreau aimanté jusqu’a dissolution totale
des nitrates ferriques et nickéliferes. Apres agitation, la solution est laissée au repos pendant
12 min. Elle est ensuite transférée dans un flacon en polyéthylene de 2 1, dans lequel sont
ajoutés 214,4 ml de KOH 5M. De I’eau ultrapure (18 MQ) est ajoutée afin d’obtenir une
suspension finale d’un volume de 2 1 et une concentration en KOH de 0,5 M. Apres agitation,
la suspension est placée a I’étuve a 62 + 3 °C pendant 7 jours, avec une agitation journaliere
de 15 s. Apres 7 jours, les matériaux amorphes sont traités pendant 2 h avec H,SO, 3M
a 50 °C. Ce traitement sert a purifier la goethite substituée (Schwertmann et al., 1989). Les
échantillons sont ensuite lavés quatre fois sur un filtre avec de 1’eau ultrapure, dialysés (4
bains de 2h, agitation manuelle toute les 30 min), filtrés et séchés a 50 °C pendant la nuit.

Apres séchage, les échantillons sont doucement broyés dans un mortier en porcelaine.

2.1.2. Calibrage des échantillons minéraux

La synthese de goethite a permis 1’obtention de particules minérales aciculaires
homogenes en taille (I pm de longueur). Un calibrage n’a donc pas été nécessaire pour les
échantillons de goethite. En revanche, les échantillons des minerais a smectite et a chrysotile
ont nécessité une calibration. Pour cela, les échantillons ont tout d’abord été finement broyés

a I’aide d’un broyeur pour sol. Le minerai a smectite a ensuite été tamisé€ a sec entre 20 et 40
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um. Le minerai a chrysotile a été tamisé entre 20 et 40 um sous eau déminéralisée (>15 MQ)

afin de limiter la dispersion de fines particules dans 1’ air.

2.1.3. Purification des phases minérales

La goethite de synthese était constituée de particules de nature homogene et pure, et n’a
donc eu a subir aucun traitement.

Le chrysotile a pu étre isolé du minerai de sorte a obtenir une phase minérale pure. Pour
cela, le minerai a été mis en suspension dans de 1’eau déminéralisée ultrapure et mis sous
agitation lente. La magnétite a été séparée du chrysotile manuellement a I’aide d’un aimant.

En revanche, les smectites dioctaédriques ne pouvaient pas €tre facilement isolées des
autres phases constitutives du minerai. Celui-ci a donc été utilis€é sans séparation des

différentes phases porteuses dans les expérimentations.

2.1.4. Séchage
Apres purification, le chrysotile a été séché a 1’étuve a 50 °C. Apres séchage, la phase

minérale a été broyée doucement dans un mortier en porcelaine.

2.2. Préparation du substrat quartzeux

Le quartz se présentait initialement sous forme de macrocristaux décimétriques. Ceux-ci
ont été broyés finement a 1’aide d’un broyeur a machoires, puis tamisés sous I’eau afin
d’obtenir deux fractions granulométriques calibrées (i) entre 50 et 100 um et (ii) entre 0,5 et 1
mm. Afin d’éliminer toutes les impuretés, les échantillons de quartz calibrés ont été lavés
dans une solution d’acide oxalique (1 g ™), puis rincés avec de ’eau ultrapure. Ensuite, les
échantillons ont été lavés dans une solution d’acide chlorhydrique (0,1 N) puis rincés
abondamment avec de 1’eau ultrapure. Enfin, les fractions fines (<2 um) ont été éliminées par

ultrasons.
3. Caractérisation minéralogique et microscopique des échantillons

3.1. Diffraction des rayons X (DRX)

Les analyses en DRX des échantillons de Goethite et de Chrysotile ont été effectuées au
laboratoire de Biologie des Ecosystemes Forestiers (BEF, INRA Champenoux, France). Les
diffractogrammes X ont été obtenus en utilisant un diffractometre Siemens de type D 5000
équipé d’une anticathode au cuivre et d’un monochromateur graphite (30 mA et 40 KeV). Les

diffractogrammes X ont été enregistrés a température ambiante. Les échantillons ont été
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préparés soit sous forme de poudre (Goethite), soit sous forme de dépdts orientés a partir
d’une suspension aqueuse (Chrysotile).

Les analyses en DRX de la Smectite ont été effectuées au laboratoire Environnement et
Minéralurgie (LEM, CNRS/INPL, Nancy, France). Les diffractogrammes X ont été obtenus
en utilisant un diffractometre Bruker D8, avec une source au cobalt (Co Kal X = 1,7902 A).
Le diffractometre était équipé d’un goniometre (0, 20) et d’un détecteur sensible a la position
(PSD). Les diffractogrammes X ont été enregistrés (i) a température ambiante sur des
échantillons préparés sous forme de poudre, et (ii) a température ambiante ou apres saturation
a I’éthylene glycol et chauffage a 550°C, sur des échantillons préparés sous forme de dépots

orientés.

3.2. Microscopie électronique a transmission (MET-EDX)

L’observation des phases minérales ainsi que I’ensemble des microanalyses chimiques
associées ont été réalisés sur un microscope électronique a transmission Philips CM20 (200
kV), couplé avec un spectrometre de dispersion en énergie des rayons X, EDAX (Faculté des
Sciences, Nancy, France).

Préparation des échantillons - Quelques mg d’échantillons, sous forme de poudre fine (< 200
um), ont été suspendus dans de 1’éthanol puis dispersés par ultrasons. Une goutte de la

suspension a ensuite été déposée sur une grille en cuivre recouverte d’un film de carbone.

3.3. Microscopie électronique a balayage (MEB)

L’observation des échantillons ainsi que 1’ensemble des microanalyses chimiques
associées ont été réalisées sur un microscope électronique a balayage Hitachi S 2500, couplé a
un systeme de microanalyses chimiques Thermonoran (Faculté des Sciences, Nancy, France).
Préparation des échantillons - Les échantillons sont fixés sur des lames de verres (minéraux
et racines de végétaux) ou sur un support en carbone (feuilles de végétaux). Ils sont ensuite

recouverts d’une fine couche de carbone avant d’étre observés et/ou analysés.
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4. Analyses chimiques

4.1. Caractérisation de la disponibilité du Ni par extractions chimiques

4.1.1. Extraction du Ni du sol par différents réactifs

La disponibilité du Ni a été caractérisée a 1’aide de trois extractants chimiques : 1’eau, le
DTPA-TEA et I'eau régale. Les extractants utilisés ont été choisi de par leur capacité a
extraire une plus ou moins grande fraction du Ni présent dans le sol (Figure 9).

- Le Ni extrait a I’eau i.e. Ni hydrosoluble est la fraction de Ni instantanément disponible
pour les organismes.

- Le Ni extrait au DTPA-TEA correspond a la fraction la plus labile du compartiment du
Ni échangeable dans le sol et comprend la fraction de Ni hydrosoluble.

Le Ni extractible a I'eau régale ne peut étre qualifié de «total», mais la proportion extraite
est nettement supérieure a la fraction de Ni phytodisponible, estimé par extraction au DTPA-
TEA. L’extraction a I’eau régale suppose la destruction partielle voire totale de nombreuses
phases solides habituellement stables aux conditions physico-chimiques des sols et pouvant
contenir du Ni (oxydes cristallisés, silicates).

Le Ni total a été obtenu par extractions a l’acide fluorhydrique, réalisées par le
Laboratoire d’analyses de sols de I’'INRA d’Arras.

[] Ni hydrosoluble (Niy)
Ni échangeable
Ni non échangeable

Disponibilité du Ni

M
Nipres tea

< »

Nigeg

Nirora

Figure 9 : Extraction du Ni du sol par différents réactifs et disponibilité du Ni.
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4.1.2. Ni hydrosoluble « Nig;o »

Afin de déterminer la fraction de Ni en solution, des extractions a I’eau ont été réalisées.
Pour cela, une prise d’essai de 2,5 g d’échantillon solide a été mise en suspension dans 50 ml
d’eau ultrapure. Le mélange solide-solution a été agité pendant 20 h pour atteindre 1’équilibre
stationnaire, puis laissé au repos pendant plusieurs heures afin que les particules solides se
déposent sur le fond. La fraction liquide a ensuite été filtrée sur une membrane en ester de

cellulose de porosité 0,22 um (Rotilabo®-Spritzenfilter).

4.1.3. Ni extractible au DTPA-TEA « Niprpa.-1ea »

Le Ni extractible au DTPA-TEA correspond a I’estimation chimique de la fraction de Ni
de la phase solide, disponible pour les plantes hyperaccumulatrices. Une prise d’essai de 2,5
grammes d’échantillon solide a été mise en suspension dans 50 ml de solution extractante
tamponnée a pH 7,3 + 0,2. L’extractant est une solution mixte de trié¢thanolamine -TEA- (0,1
M), d’acide diéthylenetriamine pentacétique -DTPA- (0,005 M) et de chlorure de calcium
(0,01 M) sous forme de sel CaCl,, 2H,O (norme AFNOR X31-427). Le mélange solide-
solution a été agité pendant 2 h, puis centrifugé pendant 20 min a 5000 tours.min”. Apres
centrifugation, la fraction liquide est filtrée sur une membrane en ester de cellulose de

porosité 0,22 um (Rotilabo®-Spritzenfilter).

4.1.4. Ni extractible a I’eau régale « Nigpg »

Pour ’ensemble des échantillons de terre et de minéraux, la fraction de Ni extraite a I’eau
régale correspond environ a 80 % du Ni total (Annexe 2).

Pour doser Niggg, des prises d’essai de 0,5 gramme d’échantillon solide préalablement
broyé finement au mortier en agate ont été placées dans des tubes en verre et soumises a une
attaque acide avec: 1 ml d’eau ultrapure, 2 ml d’acide nitrique (98 %) et 6 ml d’acide
hydrochlorique (37 %). L’extraction a été réalisée a 180 °C au moyen d’un bloc thermostaté,
durant trois heures pour les mélanges « minéral-quartz » et cinq heures pour les échantillons
de terre. Apres refroidissement complet, les minéralisats ont été filtrés sur du papier filtre sans

cendre et ajustés a 25 ml avec de I’eau ultrapure.
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4.2. Caractérisation de la disponibilité du Ni par la technique des cinétiques d’échange

isotopique « CEI »

A. Principe

La méthode des CEI est fondée sur la dilution d’un isotope de 1’élément étudié dans
I’ensemble des compartiments du sol ou se trouve cet élément. Un compartiment (ou « pool »)
est la quantité d’une substance donnée dont toutes les parties constitutives possedent une
cinétique identique de transport ou de transformation (Sheppard, 1962 ; Atkins, 1973). Cette
méthode permet ainsi d’évaluer la contribution des différents compartiments de Ni
disponibles de la phase solide dans le réapprovisionnement en métal de la solution du sol, ce
par I'utilisation d’un traceur radioactif.

La méthode des CEI a été développée par Fardeau en 1981 afin de déterminer la fraction
de phosphore assimilable du sol. Elle a été adaptée pour le Ni du sol par Echevarria (1996).
Lorsqu’un isotope radioactif est apporté dans un systéme sol-solution en état stationnaire, il
est distribué de facon proportionnelle entre les différentes fractions contenant I’isotope stable
de méme nature. Ainsi, la quantité de radioactivité initialement introduite dans le systeme sol-
solution (R) décroit en fonction du temps d’échange isotopique (r;). Dans la mesure ou (i) le
systeme a été mis en état stationnaire et (ii) la quantité de radioisotope apporté au systeme est
négligeable par rapport a la quantité de I’élément stable initialement présent en solution, alors
la concentration en Ni stable de la solution reste constante durant toute la période d’échange
isotopique (Echevarria, 1996).

La forme générale de la relation représentative du transfert des ions traceurs, de la solution
vers la phase solide du sol, pour des durées d’échange isotopique comprises entre 30 secondes
et 4 mois est :

rd/R = ri/R [t+(r/R)T™ + r(o)/R [1]
ri/R traduit le pouvoir tampon a court terme vis-a-vis des éléments, puisque ce parametre est
da a I’intensité des flux existant entre les compartiments tres faiblement adsorbés a la surface
des colloides et la solution du sol. n correspond au coefficient de la régression linéaire
In(r/R)-In t.

Dans I’hypothese ou a I’équilibre, lorsque t tend vers I'infini, le traceur s’est échangé avec
I’ensemble de 1’élément stable de la phase solide du sol, alors :

r(o0)/R = Nig/Nir (2]

Avec : Ni,_ la concentration de Ni en solution pour un kg d’échantillon solide (en mg kg™), et
Nir la quantité total de Ni dans un kg d’échantillon solide (en mg kg'l).
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B. Méthode

Le radionucléide ®Ni** se présente initialement en solution sous forme de NiCl, dans HCI
0.5 M (NEN), et présente une activité¢ de 185 MBq. L’activité spécifique du radioélément
est de 4,63 10" Bq g, et sa période est de 96 ans. La solution mére a été diluée dans 1’eau
ultrapure (18 MQ) de maniere a obtenir une solution de concentration 5,7 kBq ml™. Cette
derniere a été conservée a 4 °C entre chaque expérimentation. Une prise d’essai de 2,5
grammes d’échantillon solide (Terre ou mélange minéral-quartz) a ét€ mise en suspension
dans 49 ml d’eau ultrapure. Le mélange solide-solution a été agité pendant 20 heures a
température ambiante pour atteindre I’équilibre stationnaire. Les cinétiques d’échange
isotopique du %Ni** ont été déterminées apres injection dans le systtme d’un ml de solution
contenant le radionucléide (temps t=0). Quatre échantillons de la suspension sont prélevés a
I’aide d’une seringue 1, 4, 10 et 40 min apres 1’injection du radionucléide. Le systeme reste
sous agitation constante tout au long de I’expérimentation. A la fin du temps
d’expérimentation, le mélange solide-solution est laissé au repos pendant plusieurs heures afin
que les particules solides se déposent sur le fond. L’ensemble des aliquotes de suspension
prélevées dans le systeme est filtré sur une membrane en ester de cellulose de porosité
0,22 um (Rotilabo®-Spritzenfilter). Un ml de chaque solution radioactive récupérée au cours
de I’expérimentation est ensuite déposé¢ dans un flacon de comptage contenant dix ml de
liquide scintillant (Ready safe, Beckman). La radioactivité des échantillons est comptée a

I’aide d’un compteur B~ a scintillation liquide (modele Tri-Carb TR, PACKARD).

C. Calcul de la valeur E

La valeur E est une estimation physico-chimique qui correspond a la quantité de Ni
isotopiquement échangée entre la solution du sol et la phase solide entre 1’instant O et 1’instant
t, en condition abiotique. Elle est calculée par la formule de dilution isotopique [3], en faisant
I’hypothese que la radioactivité spécifique du Ni de la solution du sol est égale a la
radioactivité spécifique de la totalit¢ du pool de Ni échangeable pendant le temps ¢

(Echevarria, 1996 ; Shallari, 1997, Massoura, 2004):

E(t) = Nis * (R/rt) [3]

E (9.1 miny i.e. 12 quantité de Ni isotopiquement échangée entre 0 et 1min correspond au pool des
ions libres échangeables. Ce compartiment représente grossierement la fraction de Ni adsorbé

(adsorption non spécifique) a la surface de la phase solide.
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D. Caractérisation de la disponibilité du Ni par la méthode des CEI

La méthode des CEI permet de quantifier les trois facteurs qui caractérisent la
disponibilité du Ni dans les sols :
- L’intensité (en ug 1'1) : activité de la (les) espece(s) chimique(s) biologiquement active(s) en
solution. Celle-ci peut étre approximée par la concentration du Ni en solution Nigzo.
- La quantité (en mg kg') ou valeur E: compartiment échangeable de Ni susceptible de
pourvoir la solution du sol au temps t.
- La capacité (en lkg'l) : pouvoir tampon vis-a-vis du Ni en solution i.e. capacité de
réapprovisionnement en Ni de la solution par le compartiment de Ni le plus labile de la phase
solide. Ce compartiment est estimé par la valeur Eg.;in).

Capacité = E .1 min)/ Nimzo [4]

La connaissance du facteur capacité est essentielle pour prévoir les transferts sol-plante

dans les systemes ou les prélevements sont susceptibles de modifier significativement la

valeur de I’intensité.

4.3. Dosage du pHyag

Des mesures de pHe,, avant et apres culture ont été réalisées suivant la norme AFNOR
X31-117. Le pHmo a été déterminé par mesures électrométriques (pH-metre SCHOTT
CG842), sur des suspensions d’échantillons solides (terre ou mélange minéral-quartz)

réalisées dans de 1’eau ultrapure.

4.4. Minéralisation des végétaux

Apres récolte, les feuilles, les tiges et les racines des plantes de chaque rhizotron ont été
récoltées, lavées a 1’eau du robinet, puis rincées avec de 1’eau déminéralisée (>15 MQ). Les
échantillons de plante ont ensuite été mis a sécher a ’étuve a 70 °C pendant au minimum
48 h. Une fois secs, les différents organes des plantes ont été broyés dans un mortier en agate.
Pour les plantes issues de la culture en rhizotron, des prises d’essai de 0,5 g de matiere seche
végétale ont été placées dans des tubes en verre et soumises a une attaque acide avec : 2 ml
d’acide sulfurique (98 %), 6 ml d’acide nitrique (98 %) et 6 ml de peroxyde d’hydrogene (30
%). La minéralisation a été conduite sous une température de 250 °C au moyen d’un bloc
thermostaté. Les minéralisats ont été filtrés sur du papier filtre sans cendre et ajustés a 25 ml

avec de I’eau ultrapure.
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La minéralisation des plantes issues de la culture en colonne lysimétrique (plantes a faible
biomasse) a été réalisée dans les mémes conditions que celle des plantes issues de la culture

en rhizotron, mais en absence d’acide sulfurique pour des commodités de dosage.

4.5. Dosage du Ni dans les échantillons liquides

A T'issue de chaque analyse (extractions et minéralisations) les solutions filtrées ont été
analysées. Le dosage du Ni a été effectué soit par spectrométrie d’absorption atomique
(Spectraa 220, Varian, four a effet Zeeman) pour les concentrations les plus faibles (< 0,3 mg
kg™, soit par spectrométrie d’émission 2 plasma induit (ICP-AES, Liberty II, Varian) pour les

concentrations en Ni supérieures 2 0,3 mg kg™

5. Traitement statistique des données

Dans les tableaux et les figures, les valeurs obtenues pour chaque traitement
correspondent a la moyenne arithmétique des répétitions plus ou moins 1’écart type. Dans
certains cas, les traitements sont affectés d’une lettre, déterminée suite a une analyse de
variance (test de Newman-Keuls). Les valeurs suivies de lettres identiques au sein d’un méme
groupe statistique ne présentent pas de différence significative au seuil de confiance de 5 %.
Ces analyses ont été effectuées a 1’aide du logiciel STATBOXPRO™ (GRIMMER Logiciels
©). Le traitement de certaines données par analyse factorielle en composantes principales a

été effectué a I’aide du méme logiciel.
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Chapitre II1. Contribution des phases minérales nickéliferes a la phytodisponibilité du Ni

La disponibilité du Ni dans les sols dépend, d’une part, de la spéciation du Ni au sein des
constituants du sol et, d’autre part, des conditions physico-chimiques du milieu qui
conditionnent les processus d’échange sol-solution (pH, CEC, Eh,...). Dans les sols
ultramafiques, la disponibilité du Ni peut étre tres élevée (Becquer et al., 2006). Le Ni est
principalement associé a des phyllosilicates magnésiens primaires (serpentine, chlorite) et
secondaires (smectite, vermiculite), ou a des oxyhydroxydes de Fe et de Mn (Massoura et al.,
2006 ; Becquer et al., 2006). Ces minéraux représentent un réservoir potentiel de Ni plus ou
moins mobilisable. Aussi, la nature des phases minérales porteuses et la spéciation du Ni au
sein de la structure des minéraux (e.g. formes adsorbées ou substituées) jouent un role
important quant a la disponibilité du Ni dans les sols. Les sols ultramafiques serpentinisés
sont généralement des sols sableux et peu profonds, ce qui en fait des sols secs. Ils sont
caractérisés par une forte teneur en Mg (18-24 %) et en Fe (6-9 %) et une faible teneur en Ca
(1-4 %) et en Al (1-2 %). Les macronutriments K, P, S sont généralement a 1'état de traces. En
revanche, ces sols contiennent fréquemment des quantités anormalement élevées de métaux,
tels que du Ni, du Cr et du Co (Brooks, 1987).

Les plantes de milieux ultramafiques doivent développer des mécanismes de résistance
aux stress hydrique et métallique. Les plantes hyperaccumulatrices de Ni sont un exemple de
I’adaptation des végétaux aux milieux a forte disponibilité en Ni (teneurs généralement
toxiques pour de nombreuses especes). Ces especes se développent naturellement sur les sols
ultramafiques, et leur distribution géographique est généralement limitée a ces zones. Aussi,

la distribution de ces especes semble fortement liée a la teneur en Ni phytodisponible.

Nos objectifs au travers de ce chapitre sont :
- de mesurer la contribution des minéraux porteurs de Ni (nature, abondance et teneur en Ni)
a la disponibilité du Ni dans les sols ultramafiques.
- d’établir les relations entre, d’une part, la disponibilité du Ni dans les sols et, d’autre part, la

distribution des especes végétales et leur teneur en Ni.
Pour répondre a ces objectifs, nous avons effectué une étude complete d’un site

ultramafique (pédologie, minéralogie, botanique) sur lequel se développe une population

native de Th. caerulescens, et caractérisé par une forte variabilité de la disponibilité du Ni.
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Chapitre III. Contribution des phases minérales nickéliferes a la phytodisponibilité du Ni

1. Matériels et méthodes

1.1. Présentation du site étudié

La zone étudiée est située au Nord-Est de la France dans le département du Haut-Rhin
en Alsace (France) (site de Bergenbach, N47°91°- E06°96°, Oderen-Fellering). Le site
correspond a une zone ultramafique caractérisée par la présence d’une carriere de serpentinite

anciennement exploitée (Photographie 1).

Photographie 3. Front de taille de la carriere de serpentinite du site ultramafique de Bergenbach.

1.1.1. Géologie

Le site est situé dans les Vosges méridionales (Vosges Hercyniennes), au niveau de la
klippe du Talhorn. La klippe du Talhorn est constituée d’un conglomérat de blocs anguleux
de tailles variables, constitués entre autres de péridotites serpentinisées. Ce terrain d’origine
profonde provient d’une ancienne crofite océanique. Il est constitué d’ophiolites (i.e. roches
magmatiques) dont un fragment aurait été charrié par-dessus les roches de la série d’Oderen.
D’autres fragments analogues, sur le versant opposé de la vallée de la Thur, constituent une
«ligne de klippes » au contact des séries du Markstein (Viséen) et d’Oderen (Viséen
inférieur) (Hohl, 1994).

La roche mere constitutive de la zone étudiée est une péridotite (Harzburgite) fortement
serpentinisée. Toutefois, la présence sporadique de gneiss et de matériaux d’origine glaciaire

a également été observée (Chardot et al., 2007).
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1.1.2. Pédologie

Une toposéquence de sols a été étudiée depuis le sommet de I’affleurement (840 m)
jusqu’a la base du site ultramafique (764 m) (Figure 10; Chardot et al., 2007). Cette

toposéquence est représentative de la diversité des sols présents sur le site.

1 (840 m)
: II (836 m)
L1 I(@25m IV (818m)

V (811 m)

VI (800 m)

VII (788 m)
VII

e L (779 m)

IX (766 m)
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=
u
B
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Figure 10. Site ultramafique de Bergenbach (vue de profil). Localisation et altitude des sites d’observation et de
prélevement (sols I a X) (Chardot et al., 2007).

Des échantillons de terre ont été prélevés dans les différents horizons des pédons situés au
niveau de chaque site. Ceux-ci ont ensuite été séchés sous serre a 1I’air ambiant, puis tamisés a
2 mm. Les analyses physico-chimiques des échantillons de terre ont été réalisées au
Laboratoire d’Analyses des Sols de 'INRA d’Arras suivant des méthodes normalisées
(Tableau 2).

Les observations de terrain et les analyses chimiques effectuées sur les échantillons de
sols nous ont permis de mettre en évidence quatre types de sol le long de cette
toposéquence ultramafique. En surface, les pédons présentent généralement une liticre de
type Mull caractérisée par une forte teneur en carbone organique, excepté pour le pédon situé

au niveau du site V qui possede un humus de type Moder.
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Le rapport Mg/Ca (cations échangeables) et le taux de saturation en bases échangeables
mesuré dans 1’horizon de surface des sols sont les principaux indicateurs de différenciation
des pédons de la toposéquence (Tableau 2).

(1) Les sols situés au niveau des sites I, III, IV, VIII et IX (notés respectivement sols I,
III, IV, VIII et IX) ont été classifiés dans les cambisols hypermagnésiques hypereutriques
(classification WRBSR-FAOQ). IIs sont caractérisé€s par un rapport Mg/Ca supérieur a 3, et un
taux de saturation supérieur a 95 %.

(2) Les sols situés au niveau des sites VI et VII (notés respectivement sols VI et VII) ont
été classifiés dans les cambisols magnésiques eutriques. IIs sont caractérisés par un rapport
Mg/Ca supérieur a 1, et un taux de saturation d’environ 80 %.

(3) Le sol situé au niveau du site X (noté sol X) a été classifié en tant que cambisol
eutrique.

(4) Pour finir, le sol situé au niveau du site V (noté sol V), le plus altéré de tous, a été

classifié en tant que cambisol dystrique.

Afin de mettre en évidence la contribution des phases minérales a la biodisponibilité du
Ni dans les sols, nous avons comparé la minéralogie des sols VI et IX de la toposéquence du
site de Bergenbach, opposés en terme de teneur en Ni (Tableau 2) et de disponibilité du Ni
(partie résultats).

Le sol IX (cambisol hypermagnésique hypereutrique) est caractérisé par un pH
légerement acide en surface (6,0), une CEC importante (23,7 cmol” kg'l) et quasiment
saturée, et des teneurs totales en Ni, Cr, Co et Fe élevées (682 mg kg™, 2350 mg kg™, 173 mg
kg, 86 g kg™, dans I’horizon A respectivement) (Tableau 2). La fraction granulométrique de
ce sol est majoritairement limoneuse (52 %).

Comparativement au sol IX, le sol VI (cambisol magnésique eutrique) est caractérisé par
un pH plus acide en surface (4,8), une CEC relativement faible (5,3 cmol” kg'l) et plus
fortement désaturée (Tableau 2). Les teneurs totales en Ni, Cr et Fe dans le sol VI
représentent moins de la moitié des teneurs mesurées dans le sol IX. La fraction
granulométrique du sol VI est majoritairement sableuse (42 %).

Les teneurs en Mg total sont similaires dans les deux sols (environ 50 g kg'l). Toutefois,
les teneurs en Mg échangeable sont nettement plus élevées dans le sol IX (16,2 cmol® kg'l)
que dans le sol VI (2,7 cmol® kg'). Pour chaque sol, la quantité de Mg échangeable
correspond a plus de 50 % de la CEC.
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Tableau 2. Caractéristiques physico-chimiques des sols situés le long de la toposéquence du site ultramafique de Bergenbach.

Sites de . zones de . Carbone CECl Cations échangeables Taux de Eléments Eléments
PN Horizons pH Granulométrie C/N

prélevement prélevement organique (Cobaltihexamine) saturation majeurs totaux en trace totaiux
H,0 Ifﬁl Argile | Limons | Sables Ca** [Mg*| K* | Na* | AP* | Fe* | Mn* Ca |Mg|Fe| K |Co| Cr | Ni

cm g kg’ cmol* kg™! % gkg’! mg kg’
1 A 015 [s53]48] 329 | 507 | 164 | 878 [115]138] 34 90 Jo46]| 004 [ 076 | 0008 [0375] 96 [245] 83| 61 | 54 |116]2230] 505
I A 0-15 57 | 5.1 ND 114 | 3280 | 444
I Ay 0-15 58 | 53| 343 446 211 67,3 10,91 19,5 ] 3,0 | 15,3 [ 0,23 | 0,06 |<0,02 | <0,001 | 0,224 97 74 | 70 | 103 ]10,2 202 | 4810 | 842
v Ay 0-20 5,6 | 47| 209 426 365 33,8 1141 80 | 1,2 ] 63 [0,10] 0,04 | 0,11 | 0,005 | 0,093 97 84 | 51 | 55 122,1|104]2240] 372
B 20-40 6,0 | 53 187 450 363 14,4 1231 7,1 1 0,8 | 6,1 [0,03] 0,02 |<0,02 |<0,001 | 0,065 98 82 | 51 | 59 1239]|112]2950] 385
BC 40-60 63 |54 159 411 430 7,7 12,51 69 | 0,7 | 6,0 [0,02] 0,02 |<0,02 |<0,001 | 0,036 98 10,4] 56 | 60 |22,9|116]3160| 474
v Ay 0-5 4,8 | 4.1 197 387 416 73,6 140 6,1 | 1,2 | 1,1 |0,29| 0,08 | 3,48 | 0,053 | 0,052 46 8,7 |22 ] 321|232 18 | 296 | 146
A (Ay) 10-15 48 | 44 140 383 477 37,2 1681 23 10,1 ] 0,1 [0,08] 0,08 | 1,50 [ 0,011 | 0,027 18 9,8 126 |33 ]262| 21 | 283 | 164
B 25-35 50 | 4,7 115 461 424 40,6 19,71 1,8 10,2 ] 0,1 [0,07] 0,09 | 0,86 | 0,012 | 0,013 28 10,6 25 | 36 |21,7| 20 | 244 | 176
VI Ay 0-15 48 [ 42| 221 | 361 | 418 595 (140 53 [ 12| 27 [017] 0,05 | 1,59 | 0,037 {0057 79 120 45|31 77| 24 | 677 | 269
B 20-35 49 |42 | 175 | 341 | 484 358 163 36 [ 04| 1,4 0,07 0,03 | 1,49 | 0,025 |0,018[ 54 12,7 50 [ 34 | 7,4 [ 29 | 806 | 311
BC 40-55 52 44| 130 | 331 | 539 162 |190] 24 [ 02 ] 08 [0,06] 0,03 | 0,88 | 0,019 [0,000] 49 [113] 63|38 60 43| 722 502
VII Ay 0-15 47 142 | 212 336 452 70,5 13,61 9,0 | 32| 39 [0,25] 0,03 | 1,41 | 0,023 | 0,078 83 86 | 32|31 105]| 29 | 611 | 279
B 15-30 52 |44 151 339 510 33,3 16,01 35 105 | 1,3 [0,09] 0,01 | 1,25 | 0,014 | 0,014 55 90|36 |32 |11,8] 31 | 518 | 322
BC 35-55 51145 103 329 568 16,4 1691 2,1 [ 02| 0,6 |]0,03|<0,01]| 0,79 | 0,001 | 0,006 42 79 |33 | 38 |14,7| 38 | 414 | 388
VIII A 0-15 54 | 48| 214 367 419 43,5 1451 7,0 | 1,3 ] 50 [0,10] 0,03 | 0,29 | 0,082 | 0,034 94 10,0 40 | 39 | 15,0| 43 | 1010] 312
B 15-30 55148 192 390 418 21,6 1511 55|08 | 3,7 ]0,08f 0,02 | 0,25 | 0,006 | 0,022 83 10,2 45 | 42 | 15,7 54 | 844 | 354
C 35-45 6,1 |55 151 374 475 10,8 16,0 13,1 ] 0,9 | 11,3 [ 0,04 | 0,05 |<0,02 | <0,001 | 0,019 94 4,1 | 130| 81 | 5,5 | 165 | 2400 | 1550
IX Ay 0-20 60 56| 161 | 517 | 322 795 [122[237] 59 [ 162 |024] 0,08 [ <0,02]<0,001 {0,159 95 [234] 52| 86 [11,7]|173] 2350 682
B 40-60 68 [ 62| 220 | 394 | 384 204 [13,7] 229 44 [ 17,1 [ 0,09] 0,04 | <0,02] 0,006 {0,039 95 52 [142| 101 | 3,6 [ 147 [ 2380 [ 2270
C 40-60 75 | ND | 137 254 609 10,4 14,9 ND 2501159 92 | ND | ND | 2490 | 2507
X Ay 0-15 51 | 45 182 502 502 66,0 1291 68 | 25| 23 [0,53] 0,06 | 1,11 | 0,021 | 0,077 81 6,0 | 17 | 27 | 28,2 17 | 273 | 125
B 20-30 51|44 174 473 473 423 1511 38 106 | 08 (0,20 0,04 | 1,85 | 0,023 | 0,019 45 59 | 18 | 29 | 28,7 18 | 308 | 132
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1.1.3. Végétation

Le site ultramafique de Bergenbach est une zone de paturage permanent. Plus de 30
especes végétales y ont été identifiées (Annexe 3, Norini 2003 ; Massoura, 2004), dont

I’espece hyperaccumulatrice de Ni Th. caerulescens.
1.2. Meéthodes

1.2.1. Distribution et teneur du Ni dans les tissus de Th. caerulescens

La distribution de I’espece Th. caerulescens le long de la toposéquence était telle que le
nombre d’individus observés au niveau des différents sites était :

(i) élevé sur les sites I, Il et X ;

(i1) faible sur les sites IX et VII ;

(iii) tres faible sur les sites VI et VIII.

Les échantillons végétaux de Th. caerulescens ont été collectés en avril 2006 le long de la
toposéquence au niveau des différents sites d’échantillonnage des sols (excepté sur les sites
IV et V, sur lesquels I’hyperaccumulateur était absent, et sur le site II -échantillons non
prélevés-). Les individus collectés sur un méme site ont été rassemblés et homogénéisés avant
d’étre minéralisés. Les parties aériennes et les racines des végétaux ont été analysées
séparément. Le dosage du Ni dans les échantillons minéralisés a été effectué par ICP-AES

(Chapitre 1I).

1.2.2. Caractérisation de la disponibilité du Ni dans les sols

Différentes analyses ont été réalisées sur les échantillons de terre provenant des
horizons de surface A; des sols de la toposéquence (i.e. dans la zone de sol ou les racines des
végétaux sont présentes) :

- les teneurs en Ni hydrosoluble et phytodisponible ont été mesurées apres extractions

du Ni a I’eau et au DTPA-TEA (Chapitre II) ;

- les CEI (Chapitre II) ont permis d’estimer la distribution du Ni entre les différents

compartiments de Ni plus ou moins échangeables des sols.
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1.2.3. Extractions a I’oxalate et au réactif Citrate-Dithionite-Bicarbonate

Des extractions a 1’oxalate (méthode TAMM) et au réactif Citrate-Dithionite-Bicarbonate,
CBD (méthode Mehra Jackson) ont été effectuées sur les échantillons de sol afin d’extraire
les éléments contenus dans les oxydes (Annexe 4). Celles-ci ont permis de caractériser les
différentes formes du fer dans les sols et d’estimer la distribution du Ni dans les différentes
phases minérales silicatées et oxydées. Les extractions ainsi que le dosage du Ni et du Fe ont
été effectués au Laboratoire d’Analyses de S ols de 'INRA d’Arras selon des méthodes

normalisées.

1.2.4. Etudes minéralogiques et spectroscopiques

Des analyses en DRX (chapitre II) ont été réalisées sur les échantillons de terre prélevés
dans les horizons de surface des sols VI et IX de la toposéquence afin d’identifier les phases
minérales présentes. Des analyses plus fines ont été effectuées en MET-EDX (Chapitre II)

sur ces mémes échantillons afin d’identifier les phases minérales porteuses de Ni.
2. Résultats

2.1. Concentration en Ni dans les plantes

La majorité des especes végétales qui se développent naturellement sur 1’ensemble du
site ultramafique de Bergenbach ne contiennent que de faibles quantités de métal dans leurs
tissus (< 40 mg kg'l) (Figure 11, Norini 2003 ; Massoura, 2004). Th. caerulescens est
I’unique espece hyperaccumulatrice de Ni ayant été identifiée sur le site (Tableau 3). Mis a
part Th. caerulescens, T. pratense est I’espece qui contient la quantité de Ni la plus élevée

dans ses tissus (environ 160 mg kg™).
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Figure 11. Concentration en Ni dans les tissus des plantes collectées sur le site ultramafique de Bergenbach
(Norini, 2003 ; Massoura, 2004) - (MS=matiere seche). (1 : T. pratense, 2 : P. erecta, 3 : E. cyparissias, 4 : S.
vulgaris, 5 : R. acetosa, 6 : R. alectorolophus, 7 : S. pratensis, 8 : P. aquilium, 9 : P. setiferum, 10 : L. vulgare,
11: C. sagitalle, 12 : P. amarella, 13 : V. sepium, 14 : M. athamanticum, 15 : H. nummularium, 16 : T.
scorodonia, 17 : Galium sp, 18 : R.s bulbosus, 19 : L. corniculatus, 20 : L.s vernus, 21 : B. media).

Les teneurs en Ni dans les parties aériennes de Th. caerulescens peuvent varier d’ un
facteur 10 en fonction des sites de prélevement (Tableau 3). Elles atteignent
jusqu’a 3050 mg kg'(MS) sur le site IX. Sur I’ensemble des sites, les teneurs en Ni dans les
parties aériennes sont plus de deux fois supérieures par rapport a celles mesurées dans les

racines.

Tableau 3. Concentration en Ni (Ni,) dans les tissus de Th. caerulescens qui se sont développés sur sols
ultramafiques du site de Bergenbach - (MS=matiere seche).

Sites . Parties
de préléevement Racines aériennes PAR
Ni, (mg kg’ MS)
| - 832,72 -
1] 675,58 2287,90 3,39
Vi - 467,40 -
\l - 395,65 -
VIl 84,49 216,22 2,56
IX 627,76 3056,78 4,87
X 131,57 530,70 4,03

62



Chapitre II1. Contribution des phases minérales nickéliferes a la phytodisponibilité du Ni

2.2. Disponibilité du Ni dans les sols ultramafiques du site de Bergenbach

2.2.1. Compartiments échangeables du Ni

Dans les horizons de surface, la fraction de Ni instantanément échangeable (Ey.;min)
représente moins de 5 % du Ni total du sol (Nir), excepté pour le sol III (7 %). La fraction de
Ni échangeable entre 0 et 1 an (Ep.;qn)) (représentée par I’ensemble des compartiments
échangeables entre 0 et 1 min) mesurée dans les horizons de surface de 1I’ensemble des sols
représente plus de 40 % de Nir (Figure 12). Dans les sols III et IX (cambisols

hypermagnésiques hypereutriques), E.;qn) représente respectivement 78 % et 80 % de la

totalité du Ni présent dans le sol.
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Figure 12. Caractérisation des compartiments échangeables du Ni dans les horizons de surface des sols de la
toposéquence du site ultramafique de Bergenbach.
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2.2.2. Ni hydrosoluble et Ni extractible au DTPA-TEA

Les concentrations du Ni hydrosoluble (Cy;) les plus élevées ont été mesurées pour les
sols III (201 pg I'") et IX (122 pg 1) (Figure 13). Les sols III et IX sont également
caractérisés par une forte phytodisponibilité du Ni par rapport aux autres sols de la
toposéquence. Les teneurs du Ni extrait au DTPA-TEA (Niprpa.rea) représentent plus de 10
% du Ni total des sols.

Niprpa-tea est fortement corrélé a la fraction de Ni échangeable entre O et 24h (Eg.241))
(R*=0,95 par régression linéaire, non présenté). Les teneurs du Ni hydrosoluble mesurées
dans les différents sols de la toposéquence sont proportionnelles aux valeurs de Niprpa-1ea
(R2=O,83 par régression linéaire, non présenté), ainsi qu’a celles de E.24n) (R2=0,94 par

régression linéaire, non présenté).
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Figure 13. Teneur du Ni en solution (Cy;) et du Ni extrait au DTPA-TEA (Niprpa.7pa) mesurées dans les
horizons de surface des sols de la toposéquence du site ultramafique de Bergenbach.
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2.2.3. Relation entre la disponibilité du Ni dans le sol et son prélevement par Th.

caerulescens

Les teneurs en Ni dans les parties aériennes de Th. caerulescens sont hautement corrélées
aux teneurs du Ni extrait au DTPA-TEA, i.e. a ’estimation chimique du Ni phytodisponible,
mesurées dans les sols de la toposéquence (R2:0,93, Figure 14). Lorsque Niprparea est
inférieur 2 40 mg kg, Th. caerulescens accumule moins de 1000 mg kg (MS) de Ni dans
ses parties aériennes. En revanche, lorsque Niprpa.7ea est supérieur a 100 mg kg'l, la plante

accumule plus de 2000 mg kg™'(MS) de Ni dans ses tissus.

4000 -
I
o~ 3000 - _V= 25,06X+ 43,33 .
7 -
@ R’ =0,93
(o))
=< 2000 - X
(@)
£
<]
Z 1000 -
MY 11|
0 I I 1
0 40 80 120

Niprpa-Tea (Mg kg™)

Figure 14. Relation entre les teneurs du Ni extrait au DTPA-TEA (Niprpa.tea) €t les teneurs en Ni dans les
parties aériennes de Th. caerulescens (Ni,) - (MS=matiere seche).

65



Chapitre II1. Contribution des phases minérales nickéliferes a la phytodisponibilité du Ni

2.2.4. Facteurs physico-chimiques liés a la phytodisponibilité du Ni dans les sols

Une analyse en composantes principales (ACP) a été effectuée afin d’analyser les
corrélations entre les principaux facteurs physico-chimiques et la disponibilit¢ du Ni des
horizons de surface des sols (Figure 15). F1 (axe horizontal) est le facteur principal
expliquant plus de 62 % de I’ensemble des parametres. Dans les horizons de surface des sols
de la toposéquence, le Ni extractible au DTPA-TEA (Niprpa.7ea) est fortement 1ié a la CEC,
au pH, ainsi qu’a la fraction limoneuse des sols. En revanche, Niprpa.rg4 semble indépendant
des teneurs en carbone organique et en argile des sols, et inversement corrélé a la fraction

sableuse.
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Figure 15. Analyse en composantes principales sur les principales propriétés chimiques et la phytodisponibilité
du Ni dans les horizons de surface des sols du site ultramafique de Bergenbach.
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Le pH normalisé des horizons de surface de I’ensemble des sols varie entre 4,7 (sol VII)
et 6,0 (sol IX) (Tableau 2). Le pH est plus élevé dans les sols a forte disponibilité du Ni i.e.
les sols III et IX. La relation entre le pH et les teneurs du Ni extrait au DTPA-TEA peut

s’exprimer sous forme exponentielle (Figure 16), telle que :
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Figure 16. Relation entre le pH du sol et les teneurs du Ni extrait au DTPA-TEA.

La CEC des horizons de surface des sols est hautement corrélée aux teneurs du Ni extrait

au DTPA-TEA (Figure 17). La relation entre la CEC et le Ni extrait au DTPA-TEA peut

s’exprimer selon une fonction puissance d’équation :
Niprea-tea = 0,97 CEC™ [6]

Les sols III et IX, caractéris€s par une disponibilité en Ni élevée, sont ceux qui présentent
les CEC les plus élevées.
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Figure 17. Relation entre la CEC et la teneur du Ni extrait au DTPA-TEA.
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2.3. Eléments liés au Ni dans les sols

Une ACP a été effectuée sur les éléments totaux et disponibles mesurés dans les horizons
de surface des sols de la toposéquence (Figure 18). F1 (axe horizontal) est le facteur principal
expliquant plus de 68 % de 1’ensemble des parametres. Le Ni est corrélé linéairement au
cobalt (Co) (R?=0,94), au chrome (Cr) (R’=0,88), au Fe (R’=0,96) et au Mg (R*=0,62)
(Annexe 5). En revanche, le Ni n’est pas significativement corrélé aux teneurs du Ca et, est
inversement corrélé aux teneurs du K. Les formes disponibles de Ni (Niprpa.7e4), de Fe

(Feramm) et de Mg (Mgg.,) sont fortement liées aux teneurs totales des éléments.
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Figure 18. Analyse factorielle en composantes principales réalisée sur les teneurs des éléments totaux et
disponibles mesurées dans les horizons de surface des sols du site ultramafique de Bergenbach.

68



Chapitre II1. Contribution des phases minérales nickéliferes a la phytodisponibilité du Ni

2.4. Contribution des phases minérales porteuses de Ni a la disponibilité du Ni

2.4.1. Principales phases minérales

La plupart des minéraux présents dans les horizons de surface des sols VI et IX sont
communs aux deux sols (Tableau 4). En revanche, I’abondance de ces phases minérales varie
fortement en fonction du sol considéré: 1’horizon de surface du sol VI contient
majoritairement du quartz et des feldspaths; alors que celui du sol IX contient
majoritairement des minéraux argileux (chlorite, serpentine, talc). Les phases minoritaires
représentent environ 5 % de la totalité des phases contenues dans les échantillons.

Les minéraux argileux présents dans le sol IX sont des minéraux primaires hérités de la
roche mere serpentinisée (i.e. harzburgite serpentinisée). En revanche, le quartz, la kaolinite
et les feldspaths sont des minéraux qui ne sont pas spécifiques des serpentinites. Ceux-ci
proviendraient de I’altération des dépots quaternaires (issus de I’altération des gneiss sus-

jacents) présents en zones éparses au niveau du site.

Tableau 4. Identification et abondance des phases minérales présentes dans les sols VI et IX.

Sol VI Sol IX
Chlorite + +++
Serpentine (+) ++
Talc + +
Amphibole +
Kaolinite (+) +)
Quartz +++ (+)
Feldspath ++
Goethite (+)

Phase minérale : +++ majoritaire, ++ abondante, + commune, (+) en traces.
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2.4.2. Identification des phases minérales porteuses de Ni

Dans I’horizon de surface du sol VI, le Ni est fortement concentré au niveau des goethites
(Tableau 5). En revanche, les phyllosilicates (chlorites, talcs) contiennent peu de Ni.

Dans I’horizon de surface du sol IX, le Ni est principalement associé aux phyllosilicates,
et notamment aux chlorites (0,5 %).

Les minéraux non spécifiques des serpentinites, majoritaires dans 1’horizon de surface du

sol VI, ne sont pas porteurs de Ni.

Tableau 5. Identification des phases porteuses de Ni (MET-EDX) présentes dans les sols VI et IX et teneur en
Ni dans les minéraux (en pourcentage atomique, %).

Phases minérales Phases minérales non
porteuses de Ni porteuses de Ni
Sol VI Goethite (4,3 %) [8] Quartz [1]
Chlorite (0,04 %) [3] Feldspath [1]
Talc (0,01 %) [8] Kaolinite [1]
Sol IX Chlorite (0,5 %) [7] Quartz [5]
Serpentine (0,2 %) [7] Kaolinite [5]

Talc (0,2 %) [7]

[n]: nombre d’analyses effectuées par microsonde EDX.

2.4.3. Distribution du Fe et du Ni dans les sols

Dans les sols de la toposéquence du site de Bergenbach, le Ni est hautement corrélé au Fe
(R?=0,96 ; annexe 5). De ce fait, il apparait important de connaitre sous quelles formes le fer
est présent dans les sols. La fraction de fer libre dans les horizons de surface des sols VI et IX
représente plus de la moitié€ du fer total (soit 56 % et 58 % respectivement) (Figure 19).

Dans les deux sols, le fer libre est majoritairement sous forme d’oxydes et/ou
d’oxyhydroxydes cristallisés. La fraction de fer sous forme ionique, complexée ou amorphe
dans les horizons de surface des sols VI et IX représente respectivement 25 % et 20% du Fe
total. D’apres les analyses chimiques effectuées sur les échantillons de sol (Tableau 2), la

fraction de Fe échangeable est tres faible ; elle représente moins de 1 % de la CEC.
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B Fe-réseau silicates

W Fe-réseau oxydes

& Fe-ionique
Fe-complexé
Fe-oxydes amorphes

B Ni-réseau silicates

B Ni-réseau oxydes

& Ni-ionique
Ni-complexé
Ni-oxydes amorphes

Sol VI Sol IX

Figure 19. Distribution du Fe (A) et du Ni (B) au sein des différentes phases minérales présentes dans les
horizons de surface des sols VI et IX.

Dans les horizons de surface des deux sols, le Ni est majoritairement piégé dans le réseau
cristallin des silicates, et se présente donc sous forme non phytodisponible (Figure 19). Une
petite partie du Ni total du sol serait située dans le réseau cristallin d’oxyhydroxydes et/ou
d’oxydes de Fe (2,8 % pour le sol VI et 13,1 % pour le sol IX). Les teneurs du Ni extrait a
I’oxalate (12,3 mg kg™ pour le sol VI, et 114, 7 mg kg™ pour le sol IX) concordent avec celles
obtenues pour les extractions du Ni au DTPA-TEA (10,9 mg kg' pour le sol VI, et 92, 2 mg
kg pour le sol IX; Figure 13). Ainsi, la fraction de Ni présent sous forme ionique ou
complexée, ou encore associé aux oxydes amorphes correspondrait approximativement a la
fraction de Ni phytodisponible. Cette fraction est nettement plus importante dans 1’horizon de

surface du sol IX (16,8 % du Ni total) que dans celui du sol VI (4,6 % du Ni total).
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3. Discussion

L’étude minéralogique et chimique des horizons de surface des sols serpentinisés du site
ultramafique de Bergenbach nous a permis de montrer que (i) la nature, (i1) I’abondance des
minéraux nickéliferes et (iii) la spéciation du Ni au sein des minéraux, étaient trois facteurs
fondamentaux contrdlant la disponibilité du Ni dans le milieu.

Le Ni est préférentiellement localis€ dans le réseau cristallin des minéraux ;
principalement dans le réseau de phyllosilicates primaires (Chlorite, serpentine, talc), et dans
une moindre mesure dans le réseau d’oxyhydroxydes de Fe secondaires. Les phyllosilicates,
et en particulier les chlorites, sont les phases minérales porteuses de Ni majoritaires dans les
sols. La présence massive de ces minéraux dans les cambisols hypermagnésiques
hypereutriques du site de Bergenbach (par rapport au cambisol magnésique eutrique) serait a
I’ origine des fortes teneurs du Ni total.

Les fortes teneurs du Mg échangeable, du Fe libre et du Ni phytodisponible dans de tels
sols s’expliquerait par la dissolution des phases silicatées facilement altérables (Wenzel et al.,
2003). Par exemple, la dissolution des couches brucitiques dans la structure des chlorites peut
induire la solubilisation de fortes quantités de Mg, de Fe et de Ni (Duchaufour, 1995). Cette
réaction d’altération pourrait alors conduire a la transformation progressive des chlorites vers
des vermiculites (Lee et al., 2003). Dans notre étude, la présence de vermiculite dans les
horizons de surface des sols VI et IX n’a pas été mise en évidence. La libération de Mg en
solution conséquente a la dissolution des phyllosilicates expliquerait également les pH plus
élevés mesurés dans les cambisols hypermagnésiques hypereutriques et pourrait ainsi
expliquer la corrélation positive entre le pH et la quantité de Ni disponible.

Dans I’ensemble des sols ultramafiques du site de Bergenbach, les teneurs en Fe total sont
en étroite relation avec les teneurs en Ni total. Toutefois, le Fe et le Ni ne sont pas répartis de
la méme maniere au sein des phases minérales: le Fe se présente préférentiellement sous
forme de Fe libre, alors que le Ni est préférentiellement localisé dans le réseau cristallin des
silicates. Néanmoins, 30 % du Ni sont associ€s aux formes du Fe libre dans I’horizon de
surface du cambisol hypermagnésique hypereutrique (sol IX).

L’altération de minéraux primaires silicatés ferromagnésiens a fortes teneurs en Ni
(hérités de la roche mere) conduit a la libération d’importantes quantités de Mg, de Fe et de
Ni en solution. Une partie du Mg et du Ni pourrait alors migrer dans les horizons plus
profonds (enrichissement en Mg et en Ni dans les horizons B et C ; Tableau 2). Le Ni n’ayant

pas migré co-précipiterait avec le Fe et conduirait a la néoformation de phases minérales
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oxydées nickéliferes (Ni >4 %).

Le prélevement et [’accumulation du Ni par D’espece hyperaccumulatrice
Th. caerulescens est relative a la teneur en Ni disponible des sols, plus qu’a la teneur du Ni en
solution (contrairement aux especes non accumulatrices). Ainsi, plus la quantit¢ de Ni
extractible au DTPA-TEA est élevée dans les sols, plus la plante hyperaccumulatrice va
concentrer le Ni dans ses parties aériennes. L’estimation chimique de la teneur en Ni
phytodisponible correspond globalement a la fraction de Ni présente sous formes ioniques,
complexées ou dans des précipités amorphes. Les hyperaccumulateurs auraient par
conséquent acces au Ni initialement immobilisé dans les précipités amorphes. Cette fraction
ne représente qu’une faible partie du Ni total des sols ultramafiques (< 20 %).

La distribution et I’abondance des individus de Th. caerulescens sur le site ultramafique
de Bergenbach ne semblent pas dépendre de la teneur en Ni total ou phytodisponible du sol.
En revanche, nous avons pu observer que I’hyperaccumulateur abondait au niveau d’une zone
ou la végétation avait récemment été brilée. Aussi, ’hyperaccumulateur Th. caerulescens
pourrait se développer préférentiellement sur des sols ol il est peu en concurrence avec les

autres especes végétales.

4. Conclusion

La teneur totale et la phytodisponibilité du Ni dans les sols sont directement liées a la
nature et a I’abondance des phases minérales porteuses de Ni. Dans les sols ultramafiques
serpentinisés du site de Bergenbach, les phases minérales porteuses de Ni sont
essentiellement des phyllosilicates (Chlorite, serpentine, talc). Leur abondance dépend
directement de la composition de la roche mere (harzburgite serpentinisée). L’altération de
ces minéraux argileux conduit a la mobilisation de Ni et de Fe, et a la néoformation d’oxydes
de Fe plus ou moins bien cristallisés dans lesquels le Ni peut étre incorporé. L’accumulation
du Ni dans les parties aériennes des hyperaccumulateurs dépend directement de la spéciation
du Ni dans les sols. Les formes de Ni phytodisponible correspondent aux formes ioniques,
complexées et aux précipités amorphes. En revanche, le Ni présent dans le réseau cristallin
des minéraux n’est pas directement disponible.

Une analyse des phases minérales nickéliferes en spectroscopie d’absorption des rayon X
(EXAFS) serait toutefois nécessaire afin de caractériser de maniere précise (i) la spéciation du
Ni dans les minéraux, et (ii) la contribution des différentes formes de Ni relative a la

disponibilité du métal dans les sols.
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Nous avons vu dans le chapitre précédent que la disponibilité du Ni dans les sols était
fortement controlée par (i) la nature, (ii) I’abondance des minéraux nickéliferes et (iii) la
spéciation du Ni au sein des minéraux.

L’objectif de ce chapitre est de caractériser de maniere précise la contribution de plusieurs
phases minérales communes des sols ultramafiques a la disponibilité du Ni ; cela en fonction
de leur propriétés structurales et chimiques. Trois minéraux modeles de nature différente
(phyllosilicates, oxyhydroxydes) ont ainsi été étudiés et caractérisés. L’altération des
minéraux a été testée, d’une part, au travers d’une expérimentation réalisée en conditions
naturelles, afin d’observer le comportement des phases minérales nickélifeéres au sein des sols
ultramafiques et, d’autre part, au travers d’une expérimentation en systeme contr6lé (dispositif

de colonnes lysimétriques) qui nous a permis de quantifier le taux d’altération des minéraux.

1. Matériels et méthodes

1.1. Caractérisations des minéraux porteurs de nickel

1.1.1. Matériels

Trois minéraux modeles porteurs de Ni ont été étudiés : le Chrysotile, la Smectite, et la
Goethite. L’origine et la préparation des minéraux modeles ont été présentées dans le chapitre
IL. 1l s’agit de minéraux communs des sols ultramafiques, souvent porteurs de Ni (Massoura et

al., 2006 ; Becquer et al., 2006).
1.1.2. Méthodes

A. Cristallochimie, surface spécifique et CEC

Des analyses minéralogiques (DRX) et microscopiques (MET) ont été réalisées sur les
trois phases minérales nickéliferes. Les formules chimiques de la Goethite et de la
Montmorillonite ont été déterminées a partir de microanalyses EDX (nombre de mesures > 5).
La formule chimique du Chrysotile a été calculée a partir d’analyses chimiques obtenues par
microsonde ionique.

Les mesures de surface spécifique (méthode BET, i.e. adsorption de molécule gazeuse

d’azote) et de CEC des phases minérales ont été effectuées au LEM (Nancy).
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B. Caractérisation de la disponibilité du Ni
Différentes extractions chimiques ont été réalisées sur les mélanges Minéral-Quartz
utilisés au cours des expérimentations (détails dans Chapitre II):
- Extractions du Ni a I’eau (Ni hydrosoluble);
- Extractions du Ni au DTPA-TEA (estimation du Ni phytodisponible) ;
- Extractions du Ni a I’eau régale (Nigec = 80 % du Ni total)

1.2. Comportement des minéraux porteurs de nickel en milieu naturel

1.2.1. Matériels

Un mélange homogene minéral-Quartz (rapport 1-3) composé de: (i) 5 g de minéral
nickélifere (Chrysotile ou Goethite) ; et (ii) de 15 g de quartz pur calibré a 50-100 um
(Chapitre II) a été introduit dans un sachet en nylon (dimensions: 10x8 cm; taille des

mailles : 1 um).
1.2.2. Méthodes

A. Mise en place de I’expérimentation

Les sachets contenant les minéraux ont été insérés dans les horizons de surface de trois
sols ultramafiques du site de Bergenbach (décembre 2004), a environ 10 cm de profondeur
(Photographie 4). Dans chaque sol, Cinq répétitions ont été mises en place pour les deux

minéraux.

\ NG T‘ %
Sachets |
contenant les minéraux

o

Photographie 4. Mise en place des sachets contenant le Chrysotile ou la Goethite dans ’horizon de surface
d’un cambisol magnésique eutrique du site ultramafique de Bergenbach (chapitre IIT).
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B. Récolte des échantillons

Les sachets contenant les minéraux porteurs de Ni ont été retirés du sol 15 mois apres leur
incorporation (i.e. en mars 2006). Le contenu des sachets (mélange Minéral-Quartz) a été

séché a I’air libre, puis décompacté a I’aide d’un pilon dans un mortier en porcelaine.

C. Analyses chimiques

Différentes analyses chimiques ont été réalisées sur le contenu des sachets (i.e. sur le
mélange Minéral-Quartz) afin de caractériser 1’évolution de la disponibilité du Ni au sein des
minéraux apres 15 mois in-situ (Chapitre II) :

- Mesures de pH
- Extractions du Ni a I’eau (Ni hydrosoluble);
- Extractions du Ni au DTPA-TEA (estimation du Ni phytodisponible) ;

- Extractions du Ni a I’eau régale (Niggc =~ 80 % du Ni total)
1.3. Dissolution des minéraux porteurs de nickel

1.3.1. Matériels

Pour effectuer un bilan d’altération des minéraux il était nécessaire de travailler sur des
phases minérales pures et homogenes. Aussi, deux minéraux nickéliferes ont été testés, la

Goethite et le Chrysotile (Chapitre II).
1.3.2. Méthodes

A. Dispositif d’expérimentation

L’expérimentation a été menée a I’aide d’un dispositif de colonnes lysimétriques relié a
une pompe péristaltique (Figure 20). Les colonnes lysimétriques sont des tubes en
polyéthyléne d’environ 8 cm de hauteur et 3 cm de diametre. Chaque colonne a été remplie
avec (du bas vers le haut): (i) une couche filtrante de Quartz (0,5-1mm), (2) un mélange
homogene Minéral+Quartz (50-100 um), et (iii) une couche de Quartz (0,5-1mm). Chaque
colonne contenait au total 3 g de la phase minérale nickélifere (Chrysotile ou Goethite). Une
solution de composition proche de celle d’un sol de serpentine a été apportée tout au long de
I’expérimentation par le biais d’une pompe péristaltique reliée a chaque colonne par un tube
en silicone (débit d’environ ImL.h™). La composition chimique exacte et le pH des solutions

correspondant a chaque traitement étudié sont donnés dans le Tableau 6.
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La présence de citrate dans les sols acides favoriserait la mise en solution de cations di- et
trivalents tels que le Fe, le Mg, le Ca ou I’Al (Jones et Darrah, 1994). Aussi, I’influence de
I’acide citrique sur I’altération des minéraux a été testée en ajoutant ou non de 1’acide citrique
(20 mg 1'1) a la solution de base (Tableau 6).

La solution de percolation a été filtrée par une toile en nylon placée a la base de la colonne
(maille de 1 um), et récupérée dans un flacon inerte en polyéthylene.

Trois répétitions de chaque traitement ont été mises en place.

Solution (1ml ')
— Tubeensilicone

Y Pompe péristaltique
< 10 g de Quartz 0,5-1mm
<——  Mélange Minéral — Quartz (rapport 1-10) :

- 3 g de chrysotile ou de Goethite

- 30 g de quartz 50-100 pm

'Zf— 10 g de quartz 0,5-1 mm
Filtre en nylon (porosité 1 pm)

Solution percolée

Figure 20. A gauche : schéma d’une colonne lysimétrique ; a droite : photographie du dispositif.

78



Chapitre IV. Spéciation et disponibilité du Ni dans trois minéraux modeles porteurs de Ni

Tableau 6. Composition chimique et pH des solutions apportées au systeme Minéral-Quartz.

Chrysotile Goethite
Solution S.OIUtl.or:' Solution S.OIUH.OI:' Forme
+ acide citrique + acide citrique
A B C D

Macroéléments

mg I" mol I
Mg 10 4,11.10* X X MgCl,
N 5 3,57.10* X X X X NH,NO;

5
Ca 2,5 6,23.10 . X X X X CaS0,, 2H,0
S 2 6,25.10° X X X X
-5

P 1,2 3.87.10° X X X X KH,PO,
K 1,5 3,84.10° X X X X
Microéléments

ug I mol I
Zn 1,0 1,53.10°® X X X X ZnS0,,7H,0
Mn 1,0 1,82.10° X X X X MnSO,,H.0
Acide organique

mg I mol I
Acide citrique 20 1,04.10* X X C¢HgO7, H,0
pH Unités pH 5,3 3,9 5,6 3,9

B. Suivi de I’expérimentation

L’expérimentation a été conduite pendant 30 jours dans une chambre de végétation, sous
une température de 20 °C et dans I’obscurité permanente. Pour suivre la cinétique de
dissolution des minéraux, la solution percolée au travers de chaque colonne a été récoltée 2, 3,

5,7,9, 12, 15, 18, 23, 27 et 30 jours apres la mise en place de I’expérimentation.

C. Analyses
Des mesures du pH ainsi que le dosage du Ni, du Fe et du Mg (ICP-AES, SpectrAA 220,

chapitre II) ont été effectués sur chaque échantillon récolté (percolat).

D. Calcul du taux de dissolution

Le taux de dissolution du Chrysotile a été calculé d’apres la formule suivante (Brantley,
2005) :
Q*(,-C)

r=—t e [7]
Ve *Sspé* M

Avec : r, le taux de dissolution du minéral (mol m? s™) ; Q, le débit moyen de la pompe apportant la solution
nutritive (1 s’l); C;, la concentration du Mg sorti du systeme (percolat et/ou plante) (mol 1'1) ; C,, la
concentration du Mg apporté au systeme (solution nutritive) (mol 1"); Vg, le coefficient stoechiométrique
pour le Mg ; Sspé, la surface spécifique du minéral (m* g) ; et M la masse totale de minéral dans le
systeme (g).

Le débit exact Q a été calculé pour chaque colonne en fonction du volume total percolé au
cours des 30 jours d’expérimentation.
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2. Résultats

2.1. Caractérisation des minéraux porteurs de nickel

2.1.1. Cristallochimie, surface spécifique et CEC

La morphologie des particules minérales est un facteur important dans le sens ou elle
conditionne la surface de contact entre le minéral et la solution du sol.

Le chrysotile se présente sous forme de fibrilles élémentaires creuses mesurant de 3 a 6
pum de longueur (Figure 21 A). La phase minérale majoritaire du minerai a smectite
correspond a une Montmorillonite dioctaédrique reconnaissable par son aspect floconneux
(Figure 21 B). La goethite de synthese se présente sous forme de petits cristaux aciculaires

mesurant environ 1 um de longueur (Figure 21 C).

La surface spécifique de la Smectite (argile 2:1) est nettement plus élevée par rapport a
celles de la Goethite et du Chrysotile (ces derniers présentant des valeurs du méme ordre de
grandeur) (Tableau 7). Les échantillons de Smectite présentent une microporosité importante
par rapport aux deux autres minéraux qui sont constitués essentiellement de mésopores
> 99 %). Toutefois, I'utilisation de la méthode BET induirait une sous-évaluation de la
surface spécifique de la Smectite, et plus spécifiquement de la surface microporale ; car seule
une partie des molécules gazeuses peuvent pénétrer dans les espaces interfoliaires
(Santamarina et al., 2002).

La CEC de la Smectite est située dans la gamme des valeurs de CEC données dans la
littérature pour les Montmorillonites (i.e. entre 80 et 120 cmol’kg™ ; Zbytniewski er al.,

2003).

Tableau 7. Surface spécifique et CEC des minéraux nickéliferes modeles.

Chrysotile Smectite Goethite

Surface spécifique (BET) (m* g

urtace specitique (BET) (' g7 34 144 48
Surface microporale (m* g")
Pores<2nm (Everett, 1972) 0,5 87,8 0,5
Volume mésoporal (%)
2nm < pores< 50 nm (Everett, 1972) 99,77 64,03 99,88
CEC (cmol* kg™ n.d. 93,5 n.d.

n.d. : non déterminée.
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A. Goethite (Feo,gs Nio,oz) OOH

y S

Fe

FeKAl  nika1 ‘
Q‘,‘ T 1 T T "\' T I
2 b ]

4751

n&::e

C. Smectite
Montmorillonite (Si 7.6 Al g.4)(Fe 26 Al 973 Mg o5 Ni 0.17)O 20(OH)4sMg ¢.54

L1

Figure 21. Clichés MET et spectres EDX des trois phases minérales porteuses de Ni: (A) Goethite; (B)
Chrysotile et (C) Smectite.
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2.1.2. Teneur et disponibilité du Ni au sein des phases minérales

La teneur du Ni mesurée au sein du Chrysotile (0,2 %) est nettement plus faible par
rapport aux teneurs mesurées dans la Smectite et la Goethite (> 1%) (Tableau 8). Dans le
Chrysotile le Ni est peu disponible. En effet, la teneur du Ni hydrosoluble Cy; est quasiment
nulle (4 pg I-1) et le Ni extrait au DTPA-TEA ne représente que 0,2 % du Ni total. La
Smectite et la Goethite présentent des teneurs de Ni total comparables (1,2 % et 1,5 %,
respectivement). Toutefois, la distribution du Ni au sein des différents compartiments de Ni
plus ou moins échangeables est tres différente en fonction du minéral considéré. La
concentration du Ni hydrosoluble est sept fois plus importante pour la Goethite (12,7 mg Ni I
') par rapport 2 celle mesurée pour la Smectite (1,8 mg Ni I''). A I'inverse des deux autres
minéraux, la quantité de Ni hydrosoluble de la Goethite rapportée a un kg de Goethite (soit
255 mg Ni kg') est nettement supérieure a la quantité de Ni extraite au DTPA-TEA pour le

méme minéral (187 mg Ni kg'l).

Tableau 8. Teneurs du Ni hydrosoluble, du Ni extractible au DTPA-TEA et a I’eau régale, et du Ni total.

Cyi Niprpa.TEA Niggg Nir
mg 1! mg kg
Chrysotile 0,004 34 1771 2260
Smectite 1,824 445,1 10821 12450
Goethite 12,736 187,0 12265 15290

La répartition du Ni au sein des différents compartiments de Ni plus ou moins
échangeable varie en fonction du minéral considéré (Figure 22). La majorité du Ni au sein du
Chrysotile se trouve sous forme peu échangeable i.e. dans les compartiments E24;-5mois) €t
E smois-1an)- Le Ni de la Goethite est présent essentiellement dans 2 compartiments, opposés en
terme de disponibilité du Ni : la majeure partie du Ni (98 %) est considérée comme non
échangeable (E(>/4)), alors qu’une petite fraction du Ni (1,8 %) est instantanément
échangeable (Ep.1min))- A la différence des deux autres minéraux, une grande proportion du Ni
total (13 %) de la Smectite est sous forme instantanément échangeable. Et, la fraction de Ni
échangeable de la Smectite (représentée par I’ensemble des compartiments échangeables

entre 0 et 1 an) représente plus de 60 % du Ni total.
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Figure 22. Répartition du Ni dans les compartiments du Ni plus ou moins échangeable (méthode des CEI).
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2.2. Comportement des minéraux porteurs de nickel en milieu naturel

2.2.1. Evolution du pH

Le pH des phases minérales apres 15 mois d’expérimentation tend vers le pH des horizons

de surface des sols ultramafiques du site de Bergenbach (détails des sols dans le Chapitre III,

tableau 2) (Figure 23). Le pH de la Goethite a augmenté en moyenne de 1,3 unités pH par

rapport au pH initial du minéral (3,2). A I'inverse, le pH du Chrysotile a diminué en moyenne

de 1,8 unités pH par rapport au pH initial (7,6). Les sols jouent alors le role de tampon.

unités pH

Figure 23. Evolution
ultramafiques.
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2.2.2. Evolution du Ni hydrosoluble

Apres 15 mois d’expérimentation, les teneurs du Ni hydrosoluble au sein du Chrysotile
sont 50 fois plus élevées par rapport a la teneur initiale (Figure 24). La nature du sol
ultramafique dans lequel ont été insérés les sachets n’a pas eu d’influence significative sur
I’augmentation en Ni hydrosoluble du Chrysotile. A I’inverse, les teneurs en Ni hydrosoluble
au sein de la Goethite apres 15 mois d’expérimentation ne représentent plus que quelques
pourcents de la teneur initiale (i.e. 4% pour le sol VII, 1 % pour le sol VIII, et 2 % pour le sol
X). Les teneurs du Ni hydrosoluble des minéraux ayant été insérés dans 1’horizon de surface
du sol VIII sont significativement plus faibles que celle du sol VII. Les teneurs du Ni mesuré
dans les horizons de surface des sols (sol VIII > sol VII >> sol X) ne permettent pas
d’expliquer cette différence. Le pH plus élevé du sol VIII pourrait favoriser I’adsorption du

24 .,
Ni~" a la surface du minéral.
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Figure 24. Teneurs du Ni hydrosoluble des minéraux modeles, (A) Chrysotile et (B) Goethite, avant
expérimentation et apres 15 mois dans les horizons de surface de sols ultramafiques.

2.2.3. Evolution des teneurs du Ni extractible au DTPA-TEA

Les teneurs du Ni extractible au DTPA-TEA au sein du Chrysotile ont triplé apres 15
mois d’expérimentation (Figure 25). Cette augmentation est indépendante des teneurs en Ni
des horizons de surface des sols ultramafiques ; dans la mesure ou (i) la teneur en Ni
disponible en Ni dans le sol X est nettement plus faible que celles des sols VII et VIII,
et (i) que le parametre Niprpa.7ea mesuré apres 15 mois d’expérimentation est tel que :
sol VII < sol VIII et X.

Les teneurs du Ni extractible au DTPA-TEA au sein de la Goethite aprés 15 mois
d’expérimentation représentent environ 10 % de la teneur initiale du minéral. La nature du sol
ultramafique dans lequel ont été insérés les sachets n’a pas eu d’influence significative sur la

diminution de Niprpa.7ra au sein de la Goethite.
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Figure 25. Teneurs du Ni extractible au DTPA-TEA des minéraux modeles, (A) Chrysotile et (B) Goethite,
avant expérimentation et apres 15 mois dans les horizons de surface de sols ultramafiques.

2.2.4. Evolution des teneurs du Ni extractible a I’eau régale

Les teneurs du Ni extractible a I’eau régale du Chrysotile sont significativement plus
élevées dans les sols VIII et X apres 15 mois d’expérimentation (Figure 26). En revanche,
Nigee du Chrysotile inséré dans le sol VII n’est pas significativement différent de Niggs du
Chrysotile avant expérimentation. Les pH plus élevés des minéraux insérés dans les sols VIII
et X, ainsi que la présence de Ni en solution dans les sols (de I’ordre de 50 ug 1), ont pu
favoriser la sorption du métal sur le minéral. En ce qui concerne la Goethite, seuls les

minéraux insérés dans le sol VII présentent une diminution significative de Niggg (- 11 %).
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Figure 26. Teneurs du Ni extractible a I’eau régale des minéraux modeles, (A) Chrysotile et (B) Goethite, avant
expérimentation et apreés 15 mois dans les horizons de surface de sols ultramafiques.
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2.3. Dissolution des minéraux porteurs de nickel

La cinétique de dissolution du Chrysotile, définie par I’évolution des quantités de Ni et de
Mg libérées par le Chrysotile au cours du temps, suit une loi puissance (Figure 27), excepté
pour les quantités de Ni libérées du Chrysotile en présence d’acide citrique. Compte tenu de
la difficulté de mesure du Ni percolé, due aux tres faibles concentrations du Ni dans les
percolats et de la variabilité entre les répétitions, la différence entre les courbes cinétiques de
percolation du Ni en présence et en absence d’acide citrique n’est pas significative, méme a
partir du vingtieme jour d’expérimentation. En revanche, les quantités de Mg percolées sont

significativement plus élevées en présence d’acide citrique.
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Figure 27. Quantités cumulées de Ni (A) et de Mg (B) libéré par 1’altération de 1g de Chrysotile au cours de
I’expérimentation (¢ solution # solution + acide citrique 20 mg 1™).

L’évolution des quantités de Ni et de Fe libérées par la Goethite au cours du temps suit
une loi logarithmique (Figure 28). La quantité de Ni percolée des le premier jour
d’expérimentation représente 70 % de la quantité totale de Ni libérée au terme de
I’expérimentation. Apreés environ cinq jours, les quantités de Ni percolées tendent a se
stabiliser. Les courbes cinétiques de percolation du Ni en présence et en absence d’acide
citrique évoluent de maniere similaire au cours de l’expérimentation. Néanmoins, les
quantités de Ni percolées au cours du temps tendent a étre plus élevées en présence d’acide

citrique.
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A Tinverse du Ni, les quantités de Fe percolées au cours de I’expérimentation par
I’altération de la Goethite sont nettement moins élevées en présence d’acide citrique.
Toutefois, compte tenu de la grande variabilité entre les répétitions, les écart-types des

quantités moyennes de Fe percolées en présence et en absence d’acide citrique se

chevauchent.
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Figure 28. Quantités cumulées de Ni (A) et de Fe (B) libérés par ’altération de 1g de Goethite au cours de
I’expérimentation (O solution ¢ solution + acide citrique 20 mg I™").

Les taux de dissolution des minéraux ont été calculés a partir des éléments pour lesquels
les écarts-types entre les répétitions étaient les moins importants i.e. le Mg pour le Chrysotile
et le Ni pour la Goethite (Tableau 9). Le taux de dissolution du Chrysotile est supérieur a
celui de la Goethite. La présence d’acide citrique a significativement augmenté le taux de
dissolution du Chrysetile. En revanche, 1’acide citrique n’a pas eu d’effet significatif sur le

taux de dissolution de la Goethite.

Tableau 9. Taux de dissolution du Chrysotile et de la Goethite calculés respectivement a partir des quantités
totales de Mg et de Ni percolées apres 30 jours d’expérimentation.

Chrysotile Goethite
[Mg] [Ni]
molm?s”
Solution 433.10"" b 1,03.10"°
Solution + acide citrique 20 mg I’ 6,05. 10 4 1,10. 1075
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3. Discussion

3.1. Spéciation et disponibilité du Ni dans les minéraux

La disponibilité du Ni au sein des phases dépend des mécanismes de fixation impliqués
dans la sorption du métal. Par exemple, le Ni adsorbé a la surface des minéraux est plus
disponible que celui inclus dans le réseau cristallin des minéraux. La répartition du Ni au sein
des différents compartiments de Ni échangeable n’est pas la méme en fonction de la structure
des phases minérales et de la réactivité de surface qui en découle. La fraction de Ni
échangeable des minéraux durant I’expérimentation (compartiment E.;.,) est telle que:
Goethite << Chrysotile << Smectite. Néanmoins, compte tenu des teneurs du Ni dans les
minéraux, la quantité de Ni phytodisponible est telle que: Chrysotile << Goethite <
Smectite.

Le chrysotile est constitué de fibrilles élémentaires. L.’agencement des feuillets ne permet
pas I’acces de 1’espace interfoliaire aux molécules d’eau et aux cations. Néanmoins, les zones
de rupture des particules offrent un acceés aux molécules d’eau et aux ions au niveau de la
zone interne des fibrilles (diametre 100 A). La CEC de ce type de minéral est faible. Elle est
induite essentiellement par des charges variables provenant de groupements fonctionnels de
surface situés en bordure des fibres de chrysotile (Bales et Morgan, 1985 a). L’adsorption non
spécifique du Ni a la surface du chrysotile (formation de complexe de sphere externe) est
limitée du fait de I’absence de charges permanentes. En revanche, la présence des
groupements fonctionnels peut induire 1I’adsorption spécifique du Ni (formation de complexe
de sphere interne). Ainsi, le Ni adsorbé sur les fibres de chrysotile est essentiellement sous
forme peu échangeable. Cela explique 1’absence de compartiment de Ni instantanément
échangeable (E.; min)) au sein des échantillons de Chrysotile. Par ailleurs, dans le réseau
cristallin du chrysotile, Mg** peut étre remplacé par Ni** au niveau des couches octaédriques
(Manceau et Calas, 1985 ; Wicks et O’Hanley, 1988 ; Deer et al., 1992). La fraction de Ni
localisée dans la structure du chrysotile est considérée comme non échangeable. Cette fraction
représente environ 40 % de la quantité totale du Ni présent dans les échantillons de chrysotile.

La smectite est un phyllosilicate dioctaédrique de type 2:1. L’organisation des feuillets
permet 1’acces de 1’espace interfoliaire aux molécules d’eau et aux cations. Cela se traduit par
une surface spécifique et une CEC élevées relativement au Chrysotile. La CEC est induite par
la présence simultanée de charges permanentes et de charges variables a la surface de la
structure minérale. La présence de charges permanentes, due aux nombreuses substitutions

isomorphiques au sein du réseau cristallin, peut conduire a I’adsorption non spécifique du Ni
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sous forme hydratée a la surface de la Smectite et notamment au niveau des espaces
interfoliaires (Pitteloud er al., 2001 ; Dihn et al., 2003). Le Ni est alors facilement
échangeable avec les cations présents en solution. Cela se traduit par une fraction élevée de Ni
instantanément échangeable de la Smectite, soit 13 % de la quantité totale de Ni. La présence
des groupements fonctionnels induit 1’adsorption spécifique du Ni. Dans ce cas, le Ni serait
moins facilement échangeable. Lorsque le minéral est saturé en Ni, la formation de précipités
hétérogenes en bordure de feuillets est possible (Elzinga et Sparks, 1999 ; Déhn et al., 2002).
Le Ni ainsi sorbé sur les particules de Smectite est énergiquement retenu, et donc peu
échangeable. Une partie du Ni peut également migrer vers les sites octaédriques vacants
(Muller et al., 1997 ; Ddhn et al., 2002) et se retrouver immobilisé dans le réseau cristallin du
minéral. Le Ni non échangeable durant 1’expérimentation représente environ 40 % de la
quantité totale du Ni présent dans les échantillons de Smectite.

Dans le cas de la goethite de synthese, le Ni est principalement incorporé et immobilisé
dans le réseau cristallin du minéral (octaédres) en substitution au Fe’* (Manceau et al., 2000 ;
Carvalho-E-Silva et al., 2003). Le pHuz0 de la goethite est de 3,5. Or, en milieu acide (pH<S5),
la goethite est chargée positivement du fait de la présence de groupement hydroxyles a la
surface des particules (Marcussen et al., 2003). Dans ce cas, Ni** ne peut pas étre adsorbé 2 la
surface de la goethite. La fraction de Ni échangeable (environ 2 %) est donc essentiellement
sous forme hydrosoluble et donc instantanément disponible. En revanche, au-dela de pH 5,
I’augmentation du pH du milieu favorise la sorption du métal. La présence de molécules
complexant le Ni n’influencerait pas la sorption du Ni sur la goethite (Marcussen et al., 2003).
Néanmoins, nous avons observé dans nos travaux que la quantité de Ni extraite au DTPA-
TEA était plus faible que la quantité de Ni hydrosoluble. Dans ce cas, 'utilisation de la
solution de DTPA-TEA, tamponnée a pH 7,3, a pu favoriser la sorption du Ni sur les
particules de goethite, ou encore une partie des molécules de DTPA-TEA (de charge globale
négative) a pu €tre sorbé sur la goethite le rendant inefficace vis-a-vis de la complexation du
Ni.

Une analyse des phases minérales nickéliferes en spectroscopie d’absorption des rayons X
(EXAFS) serait toutefois nécessaire afin de caractériser de maniere précise (i) la spéciation du
Ni dans les minéraux et (ii) la contribution des différentes formes de Ni relative a la

disponibilité du métal dans les sols.
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3.2. Altération du Chrysotile et de la Goethite

Apres 15 mois dans les horizons de surface des sols ultramafiques, les teneurs du Ni
hydrosoluble des minéraux se sont rapprochées de celles des solutions des sols. La teneur du
Ni hydrosoluble du Chrysotile a augmenté de maniere trés importante apres
I’expérimentation et méme au-dela de celles des sols dans lesquels il a été introduit.
L’augmentation du Ni phytodisponible et du Ni total au sein du chrysotile suggere qu’une
fraction du Ni présent dans la solution des sols se serait sorbée sur le minéral (adsorption,
précipitation hétérogene). A I’inverse, les teneurs du Ni hydrosoluble et du Ni
phytodisponible de la Goethite ont fortement diminué sans toutefois conduire a une
modification significative de la teneur du Ni total du minéral (excepté pour le sol VII). Lors
de I’expérimentation, une fraction importante du Ni adsorbé a la surface du minéral aurait
migré vers le sol en contact des sachets. La plupart du Ni au sein de la Goethite étant
immobilisée dans la structure du minéral (octaeédres), cela aurait alors conduit a un
épuisement du Ni hydrosoluble et du compartiment de Ni facilement échangeable. Une fois
que le Ni adsorbé a la surface de la Goethite a été transféré vers la solution du sol, le Ni au
sein du réseau cristallin de la Goethite est mobilisable essentiellement par dissolution du
minéral (taux de dissolution de la Goethite < phyllosilicates). La dissolution de la Goethite
conduit au relargage simultané et stoechiométrique de Ni et de Fe dans la solution.
Néanmoins, une importante fraction des éléments solubilisés pourrait reprécipiter sous forme
d’oxydes de Fe amorphes. Cela limiterait la lixiviation du Ni et du Fe au travers du systeme et
par conséquent la quantité des éléments présents dans les percolats. Aussi, seulement 15 % du
Ni initialement hydrosoluble de la Goethite (Tableau 8) auraient migré vers la solution de
percolation. La reprécipitation d’oxydes de Fe au sein du systeme serait d’autant plus
importante en présence d’acide citrique. Ce phénomene serait toutefois tres hétérogene
(écarts-types tres élevés). La présence de citrate dans la solution au contact des particules
minérales n’a pas influencé de maniere significative I’altération de la Goethite. Le taux de
dissolution du Chrysotile mesuré au cours de notre expérimentation (de 1’ordre de 10™"* mol
m? s™) est plus faible que celui mesuré par Bales et Morgan (1985) (10" mol m? s a pH
8). Cette différence peut étre due aux conditions expérimentales utilisées. Dans les
expérimentations menées par Bales et Morgan, le chrysotile était en suspension aqueuse
tamponnée a pH 8 telle que la proportion minéral/solution soit de 1/10. La présence de citrate
dans la solution au contact des particules minérales favorise la dissolution du Chrysotile.
Cela peut s’expliquer, d’une part, par la présence de molécules organiques solubles

complexant le Ni au sein la solution de percolation. D’autre part, le pH plus acide de la
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solution en contact des particules minérales en présence d’acide citrique pourrait également
étre une cause de I’augmentation du taux de dissolution du chrysotile (Bales et Morgan,

1985).

4. Conclusion

La phytodisponibilité du Ni dans les sols dépend, d’une part, de la nature et de la teneur
des minéraux du sol et, d’autre part, de la spéciation du Ni au sein des phases minérales. La
localisation du métal au niveau de la structure du minéral a une forte influence sur la
disponibilité du Ni. Le Ni de la goethite est essentiellement incorporé et immobilisé au sein
du réseau cristallin ; alors que la majorité du Ni des phyllosilicates est localisé en dehors du
réseau cristallin sous la forme adsorbée ou de précipités hétérogenes. Ainsi, la fraction de Ni
échangeable est largement plus élevée dans les phyllosilicates (smectite et chrysotile) par
rapport a celle de la goethite. La nature du minéral joue également un rdle important quant a
I’altérabilité des phases minérales. Les minéraux facilement altérables, comme c’est le cas des
phyllosilicates, conduisent rapidement a la solubilisation du Ni.

Nous avons vu au travers de ce chapitre que 1’altération des phases porteuses de Ni
controle la disponibilité du Ni dans les sols. Aussi, le prélevement intense du Ni du sol par les
plantes hyperaccumulatrices influence-t-il 1’évolution des phases minérales au sein des sols ?
Nous avons également constaté que la présence d’acide citrique pouvait favoriser la
I’altération de minéraux tels que le Chrysotile. Aussi, I’exsudation de carboxylates de type
citrate par les plantes hyperaccumulatrices pourrait-elle conduire a la mise en solution du Ni,

et contribuer a I’augmentation de la phytodisponibilité du Ni au sein de la rhizosphere.
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Transferts du Nickel dans le systeme
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La disponibilit¢ du métal dans les sols et 1’écophysiologie des plantes
hyperaccumulatrices sont deux parametres importants qui contrOlent [’efficacité de la

phytoextraction du métal du sol.

Les hyperaccumulateurs prélevent le Ni du sol dans le compartiment des ions
isotopiquement échangeables (Shallari, 1997 ; Hutchinson et al., 2000 ; Puschenreiter et al.,
2003). Dans les sols contaminés en métaux, le prélevement du métal par les plantes
hyperaccumulatrices est généralement proportionnel a la teneur du métal extractible au
DTPA-TEA dans le milieu (Massoura et al., 2004 ; Chardot et al., 2007). Dans ce cas, la
culture des plantes hyperaccumulatrices de métaux (e.g. Ni, Cd) peut conduire a un
appauvrissement significatif de la fraction de métal disponible du sol (Shallari, 1997 ; Gérard
et al., 2000 ; Sirguey et al., 2004 ; Chardot et al., 2005). En revanche, lorsque le métal n’est
pas ou peu disponible pour la plante, cette derniere induirait des variations chimiques au
niveau de la rhizosphere (Chapitre I). Certaines plantes hyperaccumulatrices du genre Thlaspi
favoriserait ainsi I’altération de phases minérales porteuses du métal (Wenzel et al., 2003),
conduisant alors a une mise en solution du métal (Whiting et al. 1997 ; Puschenreiter et al.,
2003). Les hyperaccumulateurs pourraient ainsi accéder a des fractions de Ni initialement non
disponibles telles que le Ni inclus dans le réseau cristallin des minéraux. Néanmoins, les

mécanismes d’altération induits par les plantes hyperaccumulatrices restent peu connus.

Les différences génétiques entre les especes hyperaccumulatrices, voire entre différentes
populations d’une méme espece (Roosens et al., 2003 ; Schmitt-Sirguey, 2004 ; Cosio et al.,
2005), pourraient expliquer les inégalités en terme d’efficacité de phytoextraction. Par
exemple, L. emarginata en comparaison de Th. caerulescens et Al. murale est ’espece qui
extrait les quantités de Ni les plus élevées du substrat de culture, ce quel que soit le type de
substrat (sol calcaire, limoneux ou serpentinisé) (Chardot et al., 2005). Cette espece
développe-t-elle des mécanismes particuliers permettant d’expliquer son fort potentiel en

terme de phytoextraction ?

L’objectif de ce chapitre est de qualifier et quantifier I’altération de phases porteuses de
Ni modeles au sein de la rhizosphere des plantes hyperaccumulatrices. Il s’agit (i) de tester
I’influence de la localisation et du statut du métal au sein des minéraux sur la disponibilité et
le transfert du Ni dans le milieu de culture, et (ii) de déterminer I’impact du prélevement de
Ni par les especes hyperaccumulatrices sur I’altération des minéraux nickéliferes et la

disponibilité du Ni dans la rhizosphere.
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Pour répondre a cet objectif, trois especes hyperaccumulatrices de Ni ainsi qu’une espece
témoin non accumulatrice de Ni ont été cultivées pendant cinq mois sur un substrat dans
lequel ont été insérées trois phases minérales nickéliferes modeles, représentant une gamme
de disponibilité et du pouvoir tampon vis-a-vis du Ni.

Cette expérience a permis: (i) de caractériser le potentiel dhyperaccumulation des
especes hyperaccumulatrices ; (ii) de déterminer l’influence de la source de Ni sur la
distribution et la morphologie des racines des hyperaccumulateurs de Ni dans le substrat, (i)
d’effectuer un bilan quantitatif sur 1I’évolution de la disponibilité du Ni dans le systeme apres
la culture, a partir de I’analyse chimique des échantillons de terre et de minéraux (extractions

al’eau, au DTPA-TEA et a I’eau régale).

1. Matériels et méthodes
1.1. Matériels

1.1.1. Terre de remplissage

La terre utilisée pour la culture provient de I’horizon de surface A, (0-20 cm) d’un
Luvisol Haplique (Sol brun lessivé limoneux) situé dans la commune d’Augny (Moselle,
France). Les échantillons de terre récoltés ont été séchés a 1’air libre, puis tamisés a 5 mm.

Les analyses physico-chimiques de la terre ont été réalisées au Laboratoire d’ Analyses des
Sols de I'INRA d’Arras suivant des méthodes normalisées. Ses principales caractéristiques

physico-chimiques figurent dans le Tableau 10.

Tableau 10. Caractéristiques physico-chimiques de la terre de remplissage.

Fractions granulométriques Cations échangeables CEC
% %0 Metson
Argile Limons Sables Mg Ca K Na cmol® kg!
13,8 66,2 20,0 0,044 0,099 0,117 0,005 7,3
P,05 Olsen PHeau M.O. N total C/N Ni total Fe total Mg total
%0 %0 %0 mg kg-l
0,103 5,2 17,5 1.11 9 20.6 20,6 2,5
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La terre de remplissage est principalement caractérisée par :

(1) sa faible teneur en Ni total (Tableau 9), nettement inférieure a la concentration seuil

imposée pour I'épandage de déchets en agriculture (50 mg kg™).

(2) une faible phytodisponibilité du Ni. La teneur du Ni extractible au DTPA-TEA ne
représente que 5 % du Ni total. Elle correspond approximativement a la quantité de Ni
instantanément échangeable (Ey.;min)) (Tableau 11). Le Ni est essentiellement sous forme peu

ou non échangeable ; Esmois) représentant 88 % du Ni total.

(4) sa faible capacité de sorption vis-a-vis du Ni, ce qui le rend quasiment neutre face a un
relargage de Ni au cours de I’altération des minéraux tests. La valeur de r;/R de la terre
de remplissage est supérieure a 0,1 (Tableau 11), ce qui dans la plupart des sols est
rarement le cas concernant le Ni (Echevarria, 2006). Cela traduit une faible capacité de

sorption des sols vis-a-vis du Ni.

Tableau 11. Parametres des cinétiques d'échange isotopique de la terre de remplissage et teneur du Ni
extractible au DTPA-TEA.

Cni E@-imin) E(min-smeisy E@smoisy Capacité Niprpa-tea
1’1/ R n 1 _ -1 -1
ugl™ mgkg ............ 1 kg mg kg

0,16 0,08 8 0,98 1,5 18,11 122 1,01

(5) une invasion capillaire extrémement rapide lors du stade initial d’une phase
d’humectation, qui est susceptible de jouer un role de vecteur dans la redistribution du Ni
au sein de la terre. Le flux d’invasion capillaire est extrémement rapide pendant le
premier dixieme de seconde (prés de 8 mm s™), puis décroit de facon non linéaire en
fonction du temps (Annexe 6). Le flux capillaire moyen de 1’eau dans le substrat de

culture est de 0,284 = 0,015 mm s,
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1.1.2. Minéraux porteurs de Ni

Trois minéraux nickéliferes modeles ont été testés : la Goethite, le Chrysotile et la
Smectite. L’origine et la caractérisation des minéraux tests ont été présentées dans les
chapitres II et IV, respectivement. La quantité de Ni hydrosoluble (fraction la plus susceptible
de migrer au sein du systeme) au sein des phases minérales est telle que : Smectite >
Goethite >> Chrysotile. En revanche, la capacité de réapprovisionnement (pouvoir tampon)

de la solution en ions Ni est telle que : Smectite >> Chrysotile > Goethite.

1.1.3. Especes végétales

Dans cette expérimentation, trois especes hyperaccumulatrices de Ni L. emarginata,
Al. murale et Th. caerulescens, ainsi qu’une espece non accumulatrice Au. saxatilis ont été
étudiées. Des graines de chaque espece (provenant du méme lot que celles utilisées pour la
culture) ont été minéralisées et analysées (Chapitre II) afin de connaitre leur teneur moyenne
en Ni (Tableau 12). D’une maniere générale, les graines des hyperaccumulateurs sont 50 a
2000 fois plus concentrées en Ni par rapport a I’espece non accumulatrice Au. saxatilis. La
teneur en Ni la plus élevée a été mesurée dans les graines d’AlL murale (8563 pg g»).
Néanmoins, les graines de L. emarginata étant beaucoup plus grosses par rapport aux graines
des autres especes, la quantité de Ni apportée par une graine de L. emarginata est trois fois
plus élevée que celle apportée par Al. murale, et environ 10000 fois plus élevée que celle

apportée Au. saxatilis.

Tableau 12. Concentration et quantité de Ni dans les graines des especes végétales étudiées.

Estimation de la

Concentration L .
. quantité de Ni par
en Ni .
graine
....... ,ugg'l....... e UG il
Au. saxatilis 4 0,003
Th. caerulescens 172 0,055
Al murale 8563 3,083
L. emarginata 4427 28,110
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1.2. Meéthodes

1.2.1. Dispositif de culture

Les rhizotrons sont des dispositifs en PVC (30 x 25 x 8 cm) couverts d’une face
transparente amovible (Schwartz, 1997 ; photographie 5). La culture en rhizotron permet de
suivre de facon précise le développement du systeéme racinaire dans le sol et permet de
visualiser I’effet de la présence d’inclusions localisées de minéraux porteurs au sein du sol sur
la distribution des racines.

Le fond des rhizotrons a été pourvu d’une couche drainante de gravier d’environ 4 cm,
recouverte par un fin grillage en matiere synthétique (Photographie 5). Le reste du dispositif a
été rempli avec 4 kg de terre. Deux sachets en nylon (dimensions: 6x4 cm; taille des
mailles : 1 um) contenant chacun un mélange homogene de 4 g de minéral (Goethite ou
Chrysotile ou Smectite) et de 12 g de quartz (Chapitre II) ont été insérés au sein de la terre
dans chaque rhizotron. Ceux-ci ont été disposés de chaque c6té du rhizotron a environ 10 cm
de la surface et contre la face transparente. Des témoins sans phase porteuse nickélifere ont
€té mis en place dans les mémes conditions. Dans ce cas, le contenu du sachet minéral+quartz
a été remplacé par un échantillon de 16 g de terre.

Le contenu de chaque rhizotron a ensuite ét€ humidifié par remontée capillaire avec de

I’eau déminéralisée (>15 MQ).

Plante
Terre de
remplissage
Sachets contenant
Racine les minéraux

Couche drainante

Photographie S. Dispositif de culture.
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1.2.2. Conditions de culture

Des graines de L. emarginata, Th. caerulescens, Al. murale et Au. saxatilis ont été semées
sur des plaques de germination contenant du terreau de plantation, dans une chambre de
culture sous des conditions de photopériode (16 h), température (16/22 °C) et humidité de
I’air (80 %) controlées. Apres germination, deux plantules ont été repiquées par rhizotron.
Des témoins sans plante ont été réalisés dans les mémes conditions. Quatre répétitions de
chaque modalité ont été mises en place.

La culture a été menée pendant cinq mois (avril a aoGt 2005). Les rhizotrons étaient
disposés dans une serre (température > 15 °C) sur des plans inclinés de 45°, suivant un plan
d’expérimentation de type « criss-cross » (Photographie 6). L’humidité de la terre a été
maintenue entre 60 et 100 % de la capacité au champ par arrosage avec de 1’eau déminéralisée
(> 15 MQ). Afin d’éviter la formation d’une couche de battance en surface, I’arrosage a été
effectué a la fois par nébulisations quotidiennes et par trempages hebdomadaires des

rhizotrons dans des bacs (humidification par remontée capillaire).

Photographie 6. Disposition des rhizotrons.

Deux fertilisations azotées (2 x 20 mg N kg'), phosphatées (2 x 16 mg P kg'),
potassiques (2 x 20 mg kg™), soufrées (2 x 20 mg S kg™') et magnésiques (2 x 15 mg Mg kg™)
ont été effectuées apres un et trois mois de culture. Les éléments nutritifs ont été apportés
respectivement sous forme de nitrate d’ammonium (NH4NOs3), de dihydrogénophosphate de
potassium (KH,PO,) et de sulfate de magnésium (MgSQO., 7H,0).

Des photographies du systeme racinaire ont été réalisées chaque semaine pour suivre le

développement des racines au cours de la culture.
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1.2.3. Récolte des végétaux

Apres 5 mois de culture, la totalité des feuilles et des tiges des plantes de chaque
rhizotron, actives au moment de la récolte, ont été récoltées séparément. L’absence de tige
chez l'espece Th. caerulescens est due a sa morphologie en rosette durant les stades
végétatifs. Un échantillon des racines des plantes a également été prélevé, néanmoins la
biomasse racinaire totale n’a pu étre collectée. Les feuilles sénescentes n’ont pas été récoltées,
car la majorité de celles-ci était tombée en dehors des rhizotrons et était en partie mélangée

avec les feuilles sénescentes des individus voisins.

1.2.4. Récolte de la terre et des sachets contenant les minéraux

Apres cinq mois de culture, le substrat de culture a été prélevé de sorte a isoler quatre

zones (Figure 29):

- Zone A : surface.
- Zone B : autour des sachets sans contact direct.
- Zone C : directement au contact des sachets.

- Zone D : partie inférieure du rhizotron.

1om
C
13cm
9cm
D
Graviers

Figure 29 . Schématisation des différentes zones de prélevement.

L’ensemble des échantillons de terre récoltés, ainsi que le mélange Minéral+Quartz
contenu dans les sachets, ont été séchés a 1’air libre puis décompactés a 1’aide d’un pilon dans

un mortier en porcelaine.
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1.2.5. Analyses

A. Minéralisation des échantillons végétaux

L’ensemble des échantillons de feuilles, de tiges et de racines des végétaux récoltés a la
fin de la culture a ét€ minéralisé par attaque acide (Chapitre II). Le Ni contenu dans les

minéralisats a été dosé par ICP-AES (Chapitre II).

B. Extractions chimiques

Différentes extractions chimiques ont été effectuées sur les échantillons de terre, de méme

que sur le contenu des sachets, avant et apres la culture (détails dans le chapitre II) :

- Mesures du pH ;

- Extractions du Ni a I’eau (Ni hydrosoluble) ;

- Extractions du Ni au DTPA-TEA (estimation du Ni phytodisponible) ;
- Extractions du Ni a I’eau régale (Nigec = 80 % du Ni total) ;

- CEI (compartimentation du Ni).

Les extractions chimiques du Ni et les mesures du pH ont été effectuées sur chacune des
zones prélevées A, B, C et D (Figure 29), de méme que sur le contenu des sachets ; excepté
pour le traitement témoin sans apport de minéraux nickéliferes. Pour ce dernier, les analyses
ont été effectuées sur la zone A, ainsi que sur le mélange homogene de la terre des zones B,
C, D et des sachets. En effet, apres vérification, seule la zone A présentait des différences par
rapport aux autres zones de prélevement (Annexe 7).

Les CEI ont été réalisées uniquement sur le contenu des sachets des modalités Sans

végétation et L. emarginata.
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1.2.6. Disponibilité du Ni dans I’ensemble du systéme et bilan de D’altération des

minéraux nickéliféres

A. Quantité de Ni extractible au DTPA-TEA de la terre

Afin de réaliser un bilan de masse sur les transferts de Ni de la phase minérale nickélifere
(sachets) vers la terre de remplissage du rhizotron, la quantité de Ni extractible au DTPA-TEA
de la terre a été calculée pour chaque zone prélevée dans le rhizotron (Figure 29) de la facon

suivante :

ONi prps —7es (ZoneX ) = Niprpy rps (zoneX )X M (zoneX ) (8]

Avec :
- ONiprpa-TEA, 1a quantité de Ni extractible au DTPA-TEA dans la terre prélevée au
niveau de la zone X (mg) ;
- Niprpa-TEA, 1a concentration en Ni extractible au DTPA-TEA dans la terre prélevée
au niveau de la zone X (mg);
- et M, la masse de terre collectée dans la zone X.

B. Concentration moyenne du Ni extractible au DTPA-TEA de la terre

Pour évaluer I'impact de la culture des plantes sur les teneurs du Ni disponible dans
I’ensemble de la terre de remplissage du rhizotron, nous avons calculé la concentration
moyenne du Ni extractible au DTPA-TEA de la terre de culture (i.e. toutes zones
confondues).Celle-ci a été calculée a partir de la somme des quantités de Ni extractible au
DTPA-TEA mesurées dans chaque zone X (i.e. zones A, B, C et D), rapportée a un kg de

terre, soit :

] QNi yrpa pa (zOnESX)
[NlDTPA—TEA ]rhizo_ — z DTPA ;I“-EA [9]

Avec :
- [Niprra-tEAlrmize., 1a concentration moyenne du Ni extractible au DTPA-TEA de la
terre de remplissage dans I’ensemble du rhizotron (mg kg'l) ;
- ONiprpa-tea, la quantité de Ni extractible au DTPA-TEA dans la terre prélevée au
niveau de la zone X (mg).
- Le chiffre 4 correspond a la masse du substrat de culture (kg).
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C. Quantité de Ni libéré par I’altération des minéraux modeles

Afin de mettre en évidence ’altération propre du minéral inséré dans la terre, nous avons
comparé les quantités de Ni extraites au DTPA-TEA et celles accumulées par les végétaux du
traitement Terre+Minéral a celles du traitement témoin Terre, ce pour chaque modalité avec
ou sans plante. Pour une modalité donnée, la moyenne des 4 répétitions du traitement témoin
a été retranchée aux valeurs de chaque répétition du traitement Terre+Minéral, afin de

déduire les quantités nettes induites par chaque minéral.

L’estimation de la quantité de Ni libérée par le minéral M puis transférée vers la terre T

,i.e. ONiy 7, pour le traitement Terre+Minéral a été calculée de la maniere suivante :

ONiy 1= [(ONiprpa-TEA)rhizo] TerresMinérat — [(ONipTPA-TEA)rhizolTerre [10]

Avec : (QNiprpa-TEA)rhizo, 12 quantité moyenne de Ni extractible au DTPA-TEA de la terre de
remplissage dans I’ensemble du rhizotron (mg kg™).

L’estimation de la quantité de Ni libérée par le minéral M puis transférée vers la plante P,

i.e. QNiy_ p, pour le traitement Terre+Minéral a été calculée de la maniere suivante :

QN IM—P= [(QN ip)]Terre+Minéral - [(QN ip)]Terre [11]

Avec : ONi, la quantité de Ni contenue dans les parties aériennes des plantes apres cing mois
de culture (mg).

Aussi, I’estimation de la quantité de Ni totale libérée par le minéral M dans le systeme

terre-plante, i.e. (QNi)minéral, €St 1a somme des 2 parametres précédents, soit:

(ONi)Mminéra = ONiy—r + ONipp [12]
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2. Résultats

2.1. Dynamique du Ni dans le systeme minéral-terre-plante
2.1.1. Transfert du Ni vers les plantes

A. Production de biomasse

Des différences importantes en terme de production de biomasse ont été enregistrées en
fonction des especes (Figure 30). Au. saxatilis et Al. murale ont produit la plus grande
quantité de biomasse (i.e. en moyenne 12,35 g MS et 11,03 g MS, respectivement), soit
environ trois fois plus que Th. caerulescens. En revanche, la présence des minéraux porteurs
de Ni au sein du milieu de culture est restée sans effet significatif sur le développement des

plantes.

Traitements : O Terre
O Terre+Chrysotile
B Terre+Smectite
16 - & Terre+Goethite

Matiere séche
(9)

Au. saxatilis Th. caerulescens Al. murale L. emarginata

Figure 30. Biomasse produite par les parties aériennes des especes étudiées sur les différents traitements. A, B,
C : analyse de variance effectuée entre les différentes especes végétales tous traitements confondus (Newman-
Keuls, p=0,05).
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B. Distribution des racines au sein du substrat

Au terme des cinqg mois de culture, les racines des végétaux étaient présentes dans
I’ensemble du rhizotron (Figure 31). Elles ont atteint les sachets contenant les minéraux
porteurs de Ni sans les pénétrer. Nous avons pu observer que le réseau de racines était
différent en fonction de 1’espece considérée. En effet, le systeme racinaire d’Al. murale et de
L. emarginata est pourvu d’un pivot central et de racines relativement épaisses, tandis que
celui de Th. caerulescens est plutot formé de fines racines en réseau fasciculé. Pour les trois
especes hyperaccumulatrices le réseau de racines est plutdt vertical. Le systéme racinaire
d’Au. saxatilis est composé de racines €paisses et présente un réseau de racines plus
désordonné, i.e. aussi bien vertical qu horizontal. Les racines n’ont montré ni d’affinité, ni de
répulsion particuliere pour les zones a forte concentration en Ni, i.e. la zone C au contact des
sachets contenant les minéraux tests (Figure 31). Quelle que soit I’espece, la distribution des
racines pour les traitements Terre+Chrysotile, Terre+Smectite et Terre+Goethite n’est pas

différente de celle observée pour le témoin Terre.
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4

AL marae

Figure 31. Architecture du systeme racinaire des especes végétales cultivées pendant 5 mois sur le traitement
Terre+Smectite.
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C. Concentration du Ni dans les plantes

Les concentrations du Ni dosé dans les feuilles des plantes hyperaccumulatrices sont
environ 20 fois supérieures a celles du témoin non accumulateur Au. saxatilis (Figure 32). Les
hyperaccumulateurs accumulent le Ni principalement au niveau des parties foliaires.
L. emarginata est ’espece qui accumule le plus de Ni dans ses parties aériennes (jusqu’a
469,25 mg Ni kg (MS)™ dans les feuilles en présence de Smectite).

Les concentrations du Ni dans les parties aériennes de Au. saxatilis ont significativement
augmenté en présence des minéraux porteurs de Ni dans la terre. De méme, les
hyperaccumulateurs accumulent plus de Ni dans leurs tissus en présence de Goethite et
surtout de Smectite. En revanche, la présence du Chrysotile dans le milieu de culture n’a pas
influencé 1I’accumulation du Ni par les plantes hyperaccumulatrices.

Le rapport des concentrations du Ni [racine/feuille] reflete la capacité de chaque espece a
transloquer le Ni des racines vers les feuilles. Dans notre étude, ce rapport est tel que : L.

emarginata (0,1) < Al. murale (0,2) < Th. caerulescens (0,3) < Au. saxatilis (0,5).

A B
500 1 _ 500 | .
Feuilles Tiges

400 - J

Py — 400

= 7

23001 = 300 -

o <

£ 200 2 200 -

z iy

100 , @ < 100 a
Au. saxatilis Th. Al. murale L.emarginata Au. saxatilis Al murale L.emarginata
caerulescens ’ ) }
C 500
. Traitements :

__ 400+ Racines

0 O Terre

= 300

g .
) &1 Terre+Chrysotile
E 200 -

=

z ,

100 - E1 Terre+ Smectite
0 -

& Terre+Goethite

Au. saxatilis Th. Al. murale L.emarginata
caerulescens

Figure 32. Concentration du Ni dans les feuilles (A), les tiges (B) et les racines (C) des especes végétales
cultivées sur les différents traitements. a,b,c : analyse de variance effectuée entre les différents traitements pour
chaque espéce végétale (Newman-Keuls, p=0,05).
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D. Quantités de Ni extraites par les plantes

Les plantes hyperaccumulatrices ont extrait environ dix fois plus de Ni que I’espece non
accumulatrice Au. saxatilis (valeur moyenne, tous traitements confondus) (Figure 33).
L’extraction du Ni par les plantes a plus que doublé en présence de Smectite et de Goethite.
En revanche, la présence de Chrysotile au sein du syst¢tme n’a pas eu d’influence sur les
quantités de Ni extraites par les végétaux. L. emarginata est I’espece hyperaccumulatrice qui
a extrait du milieu de culture et transféré vers ses parties aériennes les quantités de Ni les plus
élevées quel que soit le traitement considéré (Terre : 1,49 mg, Terre+Chrysotile : 1,48 mg,

Terre+Smectite : 3,56 mg, Terre+Goethite : 3,35 mg).

4 - Traitements : A
O Terre
3 | O Terre+Chrysotile
) Terre+Smectite
£
= 2 | B Terre+Goethite
<
(¢
D
1 —
0 ‘

Au. saxatilis Th. caerulescens Al. murale L. emarginata

Figure 33. Quantités de Ni transférées dans les parties aériennes des plantes sur les différents traitements. a,b,c :
analyse de variance effectuée entre les différents traitements pour chaque espéce végétale. A, B, C : analyse de
variance effectuée entre les différentes especes végétales tous traitements confondus (Newman-Keuls, p=0,05).
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2.1.2. Effets de la culture sur les minéraux porteurs de Ni

A. pH

Au terme de la culture, le pH des minéraux porteurs de Ni tend vers le pH de la terre de
remplissage, ce qui implique des échanges entre la terre, qui joue le role de tampon, et les
minéraux (Figure 34). La culture a entrainé une diminution significative du pH du Chrysotile
et de la Smectite (-0,8 et -0,5 unités pH en moyenne, respectivement). La diminution du pH
du Chrysotile est d’autant plus marquée apres la culture de Th. caerulescens et de Al murale
(-0,1 unité pH par rapport a Sans végétation). En revanche, la présence des plantes, et
notamment de L. emarginata, a limité la diminution du pH de la Smectite. A I’inverse du
Chrysotile et de la Smectite, le pH de la Goethite a augmenté en moyenne de 0,8 unité. Le
pH de la Goethite a surtout augmenté apres la culture de Au. saxatilis (+ 0.1 unité), AL
murale et L. emarginata (+ 0,2 unité). Le pH de la terre est significativement plus élevé apres
la culture des trois especes hyperaccumulatrices par rapport au témoin sans plante (+ 0,3 unité

pH en moyenne).

O Avant culture

[D Sans végétation
81 A li
[ R . 0 Au. saxatilis
Aprés 5 mois
7 * de culture < & Th. caerulescens
a
L ] b 8 Al. murale
I 67
% \ @ L. emarginata
25
c
> i
47
3+
ot

Terre Chrysotile Smectite Goethite

Figure 34. pH de la terre et des minéraux porteurs de Ni contenus dans les sachets avant et apres culture. a,b,c :
analyse de variance effectuée entre les différentes modalités pour chaque minéral (Newman-Keuls, p=0,05).
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B. Ni hydrosoluble

Au terme de la culture, les teneurs du Ni hydrosoluble dans les minéraux modeles suivent
I’ordre suivant : Smectite > Goethite >> Chrysotile > Terre (Figure 35). La teneur du Ni
hydrosoluble dans la terre diminue pour I’ensemble des modalités apres culture. Une
diminution significative d’environ 34 % de Nigzo a été observée apres la culture de Al murale
et de L. emarginata. Dans le Chrysotile, la teneur du Ni hydrosoluble est en moyenne 15 fois
plus élevée apres la culture. La valeur la plus élevée a été mesurée en présence de 1’espece
non accumulatrice Au. saxatilis (27 ug1"). Dans la Smectite, la teneur du Ni hydrosoluble est
en moyenne 1,5 fois plus élevée apres la culture. La présence des plantes
(hyperaccumulatrices ou non) n’a pas eu d’effet significatif. La teneur en Ni hydrosoluble de
la Goethite a diminué en moyenne d’environ 96 % sur I’ensemble des traitements apres
culture. La présence des plantes n’a pas eu d’effet significatif. Toutefois, Nigo tend vers des

valeurs plus faibles en présence de Au. saxatilis et de Al. murale.

O Avant culture

O Sans végétation

10000 T B Au. saxatilis a
Apres 5mois | g Th, caerulescens ]
de culture a
1000 4 £ Al. murale
— F B L. emarginata
- b
=2
N
S 100t
e E
2
10 T
1
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Figure 35. Concentration du Ni hydrosoluble mesurée sur la terre et les minéraux porteurs de Ni contenus dans
les sachets avant et apreés cinq mois de culture. a,b,c: analyse de variance effectuée entre les différentes
modalités pour chaque minéral (Newman-Keuls, p=0,05).
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice

C. Ni extractible au DTPA-TEA

Nous avons vu dans le chapitre IV que la disponibilité du Ni est tres différente en fonction
de la nature des minéraux. Les teneurs du Ni extractible au DTPA-TEA mesurées au sein des
phases minérales étudiées avant la culture sont telles que: Smectite > Goethite >> Terre
~Chrysotile (Figure 36).

La teneur du Ni extractible au DTPA-TEA de la terre est significativement plus faible
apres la culture des plantes hyperaccumulatrices par rapport au témoin sans plante (-16 % en
présence de Th. caerulescens ; -29 % en présence de Al. murale et de L. emarginata). En
revanche, Niprpa.tea a légerement augmenté (+ 6 %) en présence de 1’espece non
accumulatrice Au. saxatilis, mais de maniere non significative. La disponibilité du Ni dans le
Chrysotile en présence des hyperaccumulateurs a évolué de fagon similaire a celle de la terre.
Néanmoins, Niprpa-rea du chrysotile a augmenté de 31 % en présence de l’espece non
accumulatrice Au. saxatilis par rapport au témoin sans plante. La teneur du Ni extractible au
DTPA-TEA dans la Smectite a diminué de 50 % en moyenne apres la culture. Celle-ci reste
cependant élevée par rapport a celles des autres minéraux porteurs de Ni (67,9 mg kg™’ pour le
témoin sans plante et 50,6 mg kg' en moyenne pour I’ensemble des modalités avec plantes).

La culture a eu un fort impact quant a la disponibilité du Ni dans la Goethite. En effet,
apres la culture, Niprpa.7ea @ diminué de plus de 95 % dans la Goethite, indépendamment de
la présence des plantes et de 1’espece cultivée. Aussi, les teneurs du Ni extractible au DTPA-
TEA dans la Goethite, apres la culture, sont du méme ordre de grandeur que celles du

Chrysotile et de la terre.

D. Ni extractible a I’eau régale

La culture n’a pas eu d’effet significatif sur les teneurs du Ni extractible a I’eau régale de
la terre et du Chrysotile (Figure 37). Pour la goethite, seule la présence de Th. caerulescens a
diminué de facon significative Niggg par rapport a I’état initial du minéral. Toutefois, cette
diminution n’est pas significative par rapport au témoin sans plante. En revanche, les teneurs
du Ni extractible a ’eau régale dans la Smectite ont diminué en moyenne de 11 % apres la

culture, indépendamment de la présence des plantes et de I’espece cultivée.
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice
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Figure 36. Concentration du Ni extractible au DTPA-TEA mesurée sur la terre et les minéraux porteurs de Ni
contenus dans les sachets avant et aprés 5 mois de culture. a,b,c : analyse de variance effectuée entre les
différentes modalités pour chaque minéral (Newman-Keuls, p=0,05)
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Figure 37. Concentration en Ni extractible a ’eau régale de la terre et des minéraux porteurs de Ni contenus
dans les sachets avant et apres cinq mois de culture. a,b,c : analyse de variance effectuée entre les différentes
modalités pour chaque minéral (Newman-Keuls, p=0,05).
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice

E. Parametres de cinétiques d’échange isotopique du Ni

La répartition du Ni au sein des différents compartiments des phases minérales a été
discutée dans le chapitre IV (Figure 22). Aussi, nous nous intéresserons ici a I’évolution de la
compartimentation du Ni suite a la culture. Cette derniere a conduit a une redistribution du Ni
au sein des différents compartiments plus ou moins échangeables du Chrysotile (Tableau 13).
Cette redistribution se traduit par: (i) une augmentation significative des quantités de Ni
hydrosolubles Cy; et du Ni rapidement échangeable (compartiments Eg.; min) €t E(1-10 min)) ; (i1)
une diminution significative du compartiment E24;-5mois) ; €t (ii1) une teneur du Ni total qui
reste inchangée apres la culture. La culture de L. emarginata n’a pas eu d’impact significatif
sur la redistribution du Ni par rapport au témoin sans végétation.

Au terme de la culture, la solution et le compartiment E.;in) de la Smectite ont été
fortement réapprovisionnés en Ni par les compartiments de Ni moins échangeable. Cela se
traduit par I’appauvrissement des compartiments de Ni échangeable entre 10 min et 5 mois
pour le témoin sans végétation, et par un appauvrissement du compartiment E(>5 mois) en
présence de L. emarginata. La culture a conduit a une diminution de la quantité du Ni total de
la Smectite. Cette diminution est d’autant plus marquée en présence de L. emarginata. Aussi,
la différence entre les valeurs du Ni total avant et apres la culture donne une estimation de la
quantité de Ni transférée vers le systeme terre-plante ; soit 11,2 mg de Ni en présence de L.
emarginata et 8,7 mg de Ni pour le témoin sans plante.

Au terme de la culture, la quasi-totalité du Ni adsorbé a la surface de la Goethite aurait
migré vers la terre de remplissage, conduisant a 1’épuisement du Ni hydrosoluble et des
compartiments les plus échangeables, et plus particuliecrement du compartiment Eg.7min) (-
95%). Ce transfert n’aurait pas eu de répercussion quantifiable sur la quantité de Ni total du
minéral, compte tenu du fait que la quantité de Ni initialement adsorbé a la surface de la

Goethite ne représentait que 2 % du Ni total.
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Tableau 13. Parametres de cinétiques d’échange isotopique effectués avant et apres culture de L. emarginata sur le mélange minéral-Quartz (1-3) contenu dans les sachets.

CNi E(0-1min) E(1 min-10min) E(10min-24h) E(24h-5mois) E(>5mois) Ni total
Minéraux Modalités MG I e MG KG e
Chrysotile Avant culture 0,001 b 0,09 b 0,26 b 10,81 ns. 228,40 a 32544 b 565 n.s
Sans végétation 0,011 a 1,12 a 1,48 a 13,54 n.s 7470 b 452,92 a 544 n.s
L. emarginata 0,018 a 1,39 a 1,38 a 9,67 n.s 36,42 b 517,39 a 566 n.s
Smectite Avant culture 0,456 b 392,89 n.s. 159,08 b 533,76 b 706,60 a 1320,17 b 3113 a
Sans végétation 1,064 a 398,92 n.s. 106,24 ¢ 301,62 ¢ 393,23 b 1639,99 a 2840 b
L. emarginata 1,188 a 326,93 n.s. 233,68 a 829,69 a 779,79 a 592,41 ¢ 2763 ¢
Goethite Avant culture 3,184 a 68,19 a 1,46 a 3,28 a 3,48 a 3746,09 n.s. 3823 n.s.
Sans végétation 0,160 b 322 b 0,06 b 0,19 b 0,21 b 3648,82 n.s. 3653 n.s.
L. emarginata 0,161 b 357 b 0,21 b 0,55 b 059 b 3797,57 n.s. 3803 n.s.
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice

2.1.3. Effet de la culture sur la terre de remplissage

A. Effet des plantes sur la disponibilité du Ni dans la terre

La comparaison des modalités Sans végétation de chaque traitement montre que
I’introduction de Goethite et de Smectite dans le systtme a conduit a une importante
augmentation de la teneur du Ni extractible au DTPA-TEA de la terre de remplissage apres la
culture (Figure 38). En revanche, I’introduction de Chrysotile dans le systtme n’a pas eu
d’impact sur la teneur du Ni extractible de la terre. Pour I’ensemble des traitements, y compris
pour le traitement témoin sans apport de minéraux, la culture a conduit a une augmentation
significative de Niprpa.tea dans la  terre. Néanmoins, la présence des plantes
hyperaccumulatrices, et notamment de Al murale et de L. emarginata, masque cette
augmentation en réduisant de maniere significative la teneur du Ni extractible dans le substrat.
La culture de L. emarginata a conduit a une diminution du Niprpa 74 dans la terre, de 28 %
sur le traitement sans apport de minéraux, de 34 % sur Terre+Chrysotile, de 57 % sur
Terre+Smectite, et de 44% sur Terre+Goethite, par rapport au témoin sans plante.

Contrairement a la culture des hyperaccumulateurs, I’impact de la culture de Au. saxatilis
sur la disponibilité du Ni dans la terre varie en fonction des traitements : (i) sur les traitements
Terre, Terre+Chrysotile et Terre+Smectite, Niprps.724 ne varie pas significativement en
présence de Au. saxatilis par rapport au témoin sans plante, malgré une diminution de 5 % sur
le traitement Terre+Chrysotile et de 17 % sur le traitement Terre+Smectite ; (ii) En
revanche, sur le traitement Terre+Goethite, Niprps 7s4 est significativement plus élevé en

présence de Au. saxatilis (+ 17 %) par rapport au témoin sans plante.
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice
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Figure 38. Concentration du Ni extractible au DTPA-TEA dans I’ensemble du substrat de culture pour
chaque traitement. a,b,c : analyse de variance effectuée entre les différentes modalités pour chaque
traitement Terre+minéral (Newman-Keuls, p=0,05).
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice

B. Caractérisation des transferts de Ni au sein du substrat

La terre de remplissage ayant une faible capacité de sorption vis-a-vis du Ni, les transferts
de Ni au sein de celle-ci peuvent €tre suivis a partir des concentrations du Ni extractible au
DTPA-TEA, mesurées dans les différentes zones de prélevement A, B, C et D (Figure 29).

Pour le traitement témoin sans apport de minéral, la concentration du Ni extractible est
plus élevée en surface (zone A) par rapport aux zones B, C, et D, excepté pour la modalité
avec Au. saxatilis pour laquelle Niprpa7pa diminue quasiment de moitié (Figue 39). En
présence de Chrysotile, Niprps 7e4 au terme de la culture est similaire au témoin sans apport
de minéral. Aussi, I’introduction de Chrysotile dans le systtme n’a pas eu d’impact sur la
répartition du Ni au sein de la terre de remplissage.

En présence de Smectite et de Goethite, les teneurs du Ni phytodisponible les plus
élevées au sein du substrat ont été mesurées dans la zone directement au contact des sachets
contenant les minéraux (zone C). L’augmentation de la concentration du Ni disponible en
surface est toujours visible, notamment apres la culture des trois especes hyperaccumulatrices,
mais minimisée par la teneur en Ni de la zone C.

La présence des plantes hyperaccumulatrices, et notamment de Al murale et de L.
emarginata, a fortement atténué 1’augmentation de la concentration en Ni phytodisponible
dans la zone C, par rapport aux modalités Sans végétation et Au. saxatilis. Apres la culture de
L. emarginata, Niprpa.7ea @ diminué de 69 % sur le traitement Terre+Smectite et de 39 % sur
le traitement Terre+Goethite (par rapport a la modalité Sans végétation). En revanche, la
culture de Au. saxatilis a conduit a une importante augmentation du Niprpa.7e4 dans la zone au

contact de la goethite.
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice
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Figure 39. Concentration et répartition du Ni extractible au DTPA-TEA dans les différentes zones du substrat de

culture. a,b,c : analyse de variance effectuée entre les différentes zones pour chaque modalité (Newman-Keuls,
p=0,05).
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice

Niprra-tea dans la zone directement en contact des minéraux porteurs de Ni est hautement
corrélé (R’=0,98) 2 la teneur initiale du Ni extractible au DTPA-TEA des phases
minérales (Figure 40). Aussi, le transfert du Ni dans la terre au contact des sachets apres la
culture est d’autant plus important que la disponibilité initiale du Ni au sein du minéral est

élevée.

10
y =0,07x + 1,09

2 8 R’ = 0,98
N
T ~ 6- Smectite
g'g
o Goethite
a
2 2 -
Z

0 I T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120

NiDTPA-TEA Minéral
(mg kg™

Figure 40. Relation entre la disponibilité initiale du Ni au sein des minéraux tests (Niptpa.tea Minéral) et la
disponibilité du Ni mesurée dans la zone C du substrat de culture (Niprpa.tea Substrat Zone C) des différents
traitements.

Pour chaque zone A, B, C et D du substrat de culture, la concentration du Ni hydrosoluble,
mesurée pour ’ensemble des modalités apres culture, a été représentée en fonction de la
concentration en Ni disponible Niprparea correspondante (Figure 41). Le rapport
Nimzo/Niprpa-tea st significativement plus faible en présence des phases minérales
nickéliferes par rapport au témoin sans apport des minéraux. Néanmoins, la distribution du Ni
au sein de la terre de remplissage est indépendante de la nature et de la teneur du Ni
disponible des minéraux insérés dans le systeme (Régression linéaire au seuil de confiance de

95 % ; Annexe 8).
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Figure 41. Relation entre la concentration en Ni hydrosoluble Niy,o et la concentration en Ni extractible au
DTPA-TEA Niprpa.rea dans les différentes zones du rhizotron pour chaque traitement.
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice

Les résultats montrent des relations significatives de type linéaire entre Nigzo et Niprpa-
7EA, de sorte que, plus il y a de Ni disponible dans le substrat, plus la concentration du Ni en
solution est élevée. Ces relations linéaires signifient que les échanges entre Ni adsorbé et Ni
en solution dans la terre de remplissage sont a 1I’équilibre. Toutefois, la relation entre Nig;o et
Niprpa-tesa observée pour la zone A differe de celles mesurées pour les zones B, C et D, et ce
de la méme maniere quel que soit le traitement considéré. Pour une méme valeur de Niprpa-
7EA, la concentration du Ni hydrosoluble mesurée dans la zone A est jusqu’a 4 fois plus élevée

(Terre+Chrysotile) par rapport a celles mesurées dans les zones B, C et D.

Les valeurs de Nigyo et de Niprpa-rea, nous ont permis de calculer les valeurs du
coefficient de distribution (K;) du Ni entre la solution et la phase solide (Ni adsorbé) au sein
du systeme (Annexe 9). Les valeurs de K, obtenues pour les différents traitements ne sont pas
significativement différentes. Elles sont en moyenne de 75 1 kg'1 en surface, et de 178 1 kg'1

pour le reste du substrat (zones B, C, D), tous traitements confondus.

Les minéraux insérés dans le substrat n’ont pas eu d’influence sur le pH de la terre. Les
valeurs de pH et les variations observées entre les différentes zones du substrat sont similaires
quel que soit le traitement (Figure 42). Au terme de la culture, le pH de la terre de surface
(zone A) a peu varié en absence de plante par rapport au pH initial de la terre. En revanche,
celui-ci est plus élevé en présence des plantes, et notamment en présence de Au. saxatilis. Le
pH mesuré dans les zones C et D a également augmenté, sans jamais dépasser une valeur de
5,3 unités pH. La zone B est la seule partie du substrat pour laquelle ont été observées de
légeres diminutions du pH de la terre. Cette diminution est visible apres la culture de Au.
saxatilis et de Th. caerulescens, ainsi que pour le témoin Sans végétation, notamment pour le

traitement Terre+Smectite.

120



Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice
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Figure 42. Evolution du pH de la terre apres la culture au sein des différentes zones du
rhizotron. a,b,c : analyse de variance effectuée entre les différentes zones pour chaque

modalité (Newman-Keuls, p=0,05).
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice

2.2. Bilan des transferts de Ni dans le systeme terre-plante

2.2.1. Influence des plantes sur la disponibilité du Ni dans la terre

Comme nous I’avons vu précédemment, la présence des plantes hyperaccumulatrices a
entrainé une diminution significative de la quantité de Ni disponible dans la terre. Les
relations entre la quantité de Ni extractible au DTPA-TEA et la quantité de Ni accumulé par
les hyperaccumulateurs sont de type exponentiel (Figure 43). ONiprpa.1e4 dans la terre apres
culture est d’autant plus faible que la quantité de Ni accumulée par les plantes est élevée.
L’efficacité des plantes hyperaccumulatrices en terme d’accumulation du Ni est
proportionnelle a la quantité totale de Ni disponible au sein du systeme pendant la culture
(représentée par la modalité Sans végétation de chaque traitement) (Figure 39) i.e.

Terre+Smectite et Terre+Goethite >> Terre+Chrysotile et Terre.
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Figure 43. Relation entre la quantité de Ni disponible dans I’ensemble de la terre de remplissage apres culture et
la quantité de Ni prélevée par les plantes hyperaccumulatrices pour les différents traitements.
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Chapitre V. Transferts du Ni dans le systeme minéral-terre-plante hyperaccumulatrice

2.2.2. Influence des plantes sur ’altération des minéraux tests

A. Chrysotile

Apres cinq mois de culture, le systéme terre-plante en présence de Chrysotile a évolué
similairement au témoin sans apport de phase minérale porteuse de Ni. De ce fait, les valeurs
obtenues sont proches de zéro (Tableau 14). La présence du Chrysotile au sein du substrat
n’a eu d’impact quantifiable ni sur la phytodisponibilité du Ni, ni sur le prélevement de Ni par
les hyperaccumulateurs.

Nous avons montré dans le chapitre IV (Figure 27A) que la cinétique d’altération du
Chrysotile suivait une loi puissance telle que :

Niiipere = 0,11 ¢ > (R?=0,95) 8]

Avec : Nijpsre, 1a quantité de Ni libérée par 1’altération du Chrysotile (en pg g'l) i tle

nombre de jour de culture soit 150 jours.

D’apres I’équation 8, la quantité théorique de Ni libérée dans le substrat pour 8 g de
Chrysotile apres cinqg mois de culture sans plante serait de ’ordre de 6 pg. Cette quantité est
tres faible en comparaison des quantités de Ni disponible mesurées dans le systeme. Elle est
nettement inférieure aux écarts-types obtenus entre les quatre répétitions, qui sont de I’ordre
de la centaine de pg. Par conséquent, une éventuelle altération du Chrysotile ne serait pas
perceptible dans le systeme. La culture n’a donc pas influencé de maniere quantifiable
I’altération du Chrysotile. Il est néanmoins possible de remarquer que Al. murale est la seule

espece qui montre un bilan des quantités totales libéré du minéral positif.

Tableau 14. Evaluation des quantités de Ni libérées par altération du Chrysotile apres 5 mois

de culture. a,b,c: analyse de variance effectuée entre les différentes modalités, n.s.: non significatif
(Newman-Keuls, p=0,05).

Quantité de Ni

transférée Quantité de Ni transférée Quantité totale libérée
vers la terre vers les plantes par le Chrysotile
mg
Sans végétation -0,17 -0,17 ab
Au. saxatilis -0,52 +0,10 b -0,42 ab
Th. caerulescens -0,56 n.s -0,056 b -0,62 b
Al. murale -0,19 +0,55 a +0,36 a
L. emarginata -0,39 -0,009 b -0,40 ab
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B. Smectite

Au terme de la culture, la Smectite aurait libéré dans le systeme jusqu’a 5,01 mg de Ni
pour la modalité Sans végétation (Tableau 15). Les quantités de Ni libérées par le minéral en
présence des plantes sont significativement inférieures a celles mesurées pour le témoin sans
plante. Ainsi, la présence des plantes (hyperaccumulatrices ou non) ralentirait 1’altération
« naturelle » de la Smectite induite par les seules conditions expérimentales.

En présence de L. emarginata et de Al. murale, la majorité du Ni libéré est prélevée et
accumulée dans les plantes, contrairement a Th. caerulescens et a Au. saxatilis. 1.’ altération de
la Smectite a tendance a étre plus importante lorsque le prélevement de Ni par les plantes
hyperaccumulatrices est plus faible.

La quantité de Ni échangeable en cinq mois de culture dans 8 g de Smectite, estimable par
la valeur Es,,i5) des CEI (Chapitre IV), est de 57,4 mg. Aussi, la quantité de Ni libérée dans le
systeme au terme de la culture par la Smectite correspond a 9 % de E(smois) pour le témoin
sans plante, et a 6 % de E(s5m0is) €n moyenne en présence des especes végétales. La quantité de
Ni libérée au terme de la culture par 1’altération de la Smectite représenterait moins de la
moitié de la quantit¢é de Ni rapidement échangeable (E().;min); Chapitre IV) initialement
présent dans les échantillons minéraux (i.e. 40 % pour le témoin sans plante ; et 25 % en
moyenne en présence des plantes). Les especes hyperaccumulatrices Al. murale et surtout L.
emarginata ont prélevé plus de la moitié du Ni libéré par 1’altération de la Goethite (i.e. 58 %

pour Al. murale et 75 % pour L. emarginata). En revanche, Th. caerulescens n’en a prélevé

que 16 %.

Tableau 15. Evaluation des quantités de Ni libérées par la Smectite aprés 5 mois de culture. a,b,c : analyse de
variance effectuée entre les différentes modalités (Newman-Keuls, p=0,05).

Quantité de Ni transférée  Quantité de Ni transférée Quantité totale libérée
vers la terre vers les plantes par la Smectite
mg
Sans végétation +5,01 a +5,01 a
Au. saxatilis +3,14 ab +0,10 b +3,24 b
Th. caerulescens +3,11 ab +0,60 ab +3,71 b
Al. murale +1,27 b +1,74 a +3,01 b
L. emarginata +0,67 b +2,06 a +2,73 b
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C. Goethite

La culture des plantes hyperaccumulatrices n’a pas eu d’effet significatif sur I’altération
de la Goethite (Tableau 16). La présence des hyperaccumulateurs aurait méme tendance a
limiter D’altération du minéral par rapport a une altération induite par les conditions
expérimentales en absence des plantes (-0,68 mg de Ni extrait en moyenne). L. emarginata et
Al. murale ont prélevé plus de la moitié du Ni libéré par 1’altération de la Goethite. En
revanche, Th. caerulescens n’en a prélevé que 23 %. La présence de 1’espece non
accumulatrice Au. saxatilis favoriserait 1’altération de la Goethite (+1,45 mg de Ni libéré par
rapport a la modalité Sans végétation). Seulement 2 % du Ni libéré par la Goethite auraient
été absorbés par la plante ; 98 % seraient restés dans la terre sous forme disponible. A la
différence des especes hyperaccumulatrices, Au. saxatilis a prélevé seulement 2 % du Ni
libéré.

Tableau 16. Evaluation des quantités de Ni libérées par la Goethite apres 5 mois de culture. a,b,c : analyse de
variance effectuée entre les différentes modalités (Newman-Keuls, p=0,05).

Quantité de Ni transférée  Quantité de Ni transférée  Quantité totale libérée

vers la terre vers les plantes par la Goethite
mg
Sans végétation +3,72 ab 3,72 b
Au. saxatilis +5,08 a +0,10 b 5,17 a
Th. caerulescens +2,42 bc +0,42 b 2,85 b
Al. murale +1,34 ¢ +1,79 a 3,13 b
L. emarginata +1,26 C +1,86 a 3,12 b

Nous avons montré dans le chapitre IV (Figure 28A) que la cinétique d’altération de la

Goethite suivait une loi logarithmique telle que :

Niipere = 28,75 In(¥) + 224,55 [9]

Avec : Nijpere, 1a quantité de Ni libérée par 1’altération du Chrysotile (en mg g'l) ett, le

nombre de jour de culture soit 150 jours.

D’apres cette I’équation 9, la quantité théorique de Ni libéré dans le substrat pour 8 g de
Goethite apres cing mois de culture sans végétation serait de 1’ordre de 2,95 mg. Ce résultat
est similaire a ceux obtenus d’apres le bilan de masse en présence des hyperaccumulateurs
(Tableau 16). Cela renforce le fait que la présence des especes hyperaccumulatrices n’a pas eu

d’effet sur ’altération de la Goethite.
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Une fois la fraction de Ni adsorbé a la surface de la Goethite passée en solution, le Ni
inclus dans le réseau cristallin du minéral n’est quasiment plus échangeable (Tableau 13).
Seule la dissolution du minéral peut alors réapprovisionner la solution du sol. La quantité de
Ni issue de la dissolution de la Goethite peut s’exprimer par la différence entre (i) la quantité
totale de Ni libérée par le minéral apres la culture (Tableau 16) et (i) la quantité de Ni
échangeable en 5 mois mesurée par la méthode des CEI sur le minéral avant culture i.e.
Esmois= 2,45 mg (soit environ 2 % de la teneur totale du Ni de la Goethite) (Tableau 13). La
quantité de Ni libéré par dissolution de la Goethite apreés cing mois d’expérimentation est
ainsi estimée a 1,27 mg pour le témoin sans plante, et a 2,72 mg de Ni en présence d’Au.
saxatilis. Ces quantités représentent respectivement 34 % et 53 % de la quantité totale de Ni
libérée par la Goethite apres la culture. En revanche, la présence des especes

hyperaccumulatrices n’a pas ou peu favorisé la dissolution de la Goethite.

3. Discussion

3.1. Transferts de Ni dans le systéme minéral-terre

L’étude de la distribution du Ni au sein du systeéme minéral-terre, indépendamment de la
présence des plantes, nous a permis de constater que le Ni libéré par I’altération des minéraux
nickéliferes a exclusivement migré vers la zone au contact des sachets contenant ces derniers.
Les transferts de Ni dépendent fortement de la localisation du métal au sein des minéraux
tests. Lorsque la fraction de Ni disponible et le pouvoir tampon du minéral sont quasiment
nuls, il n’y a pas ou trés peu de transfert apparent du Ni vers le substrat. C’est le cas du
Chrysotile. En revanche, lorsque la fraction de Ni disponible est importante, le métal passe en
solution et diffuse dans le substrat. Ce phénomene est facilement observable dans le cas de la
Goethite dont le pouvoir tampon est quasiment nul. Ainsi, une fois que la fraction de Ni
adsorbée a la surface du minéral est passée en solution et a été transférée vers la terre de
remplissage du rhizotron, il ne reste que la fraction de Ni incluse au sein du réseau cristallin
du minéral (représentée par la valeur E ssmis)). A I'inverse du Chrysetile et surtout de la
Goethite, la Smectite possede un fort pouvoir tampon. En effet, 58 % de la teneur totale du
Ni du minéral sont échangeables en 5 mois. Les compartiments de Ni les plus échangeables,
qui alimentent la solution du sol, sont rapidement réapprovisionnés par les compartiments les
moins échangeables. Ainsi, la disponibilité apparente du Ni au sein du minéral reste assez
élevée apres la culture malgré une importante migration du Ni vers le substrat. Méme si

I’hypothese d’une dissolution du minéral ne peut étre écartée, le réapprovisionnement de la
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solution semble toutefois tre régi par les compartiments isotopiquement échangeables de Ni,
car la quantité de Ni initialement phytodisponible au sein du minéral (QNiprpa-7ea = 3,56 mg)
est du méme ordre de grandeur que les quantités totales de Ni libérées par la Smectite,
calculées d’apres le bilan. De plus, les quantités totales de Ni libérées par le minéral
représentent moins de 10 % du Ni initialement échangeable en 5 mois, mesuré par CEL

En fin d’expérimentation, les enrichissements en Ni observés a la surface du substrat de
culture des rhizotrons (avec ou sans plante) seraient li€s aux nombreux cycles d’humectation-
dessiccation (~100) provoqués au cours de la culture en serre. A chaque période de
dessiccation (évaporation ou évapotranspiration sans arrosage), la terre en surface du
rhizotron s’asseche, induisant un gradient de pression entre le terre humide et sa surface
seche. Lors de la période suivante d’humectation, le gradient de pression, le mode d’arrosage
(remontée capillaire) et les propriétés de la terre, entrainent au tout début de la remontée
capillaire une invasion capillaire extrémement rapide de la solution au sein de la terre de des
rhizotrons. Cela permet potentiellement d’induire une importante accélération du transfert du
Ni et des autres solutés présents en solution, du sol humide vers la surface seéche du sol.
L’enrichissement de Ni en surface additionné aux dessechements fréquents et rapides de cette
zone, entrainerait la précipitation de sels de Ni fortement hydrosolubles (K;en surface >> K,
dans le reste de la terre). La présence des phases minérales nickéliferes au sein du substrat n’a

pas eu d’influence significative sur les transferts de Ni vers la surface de la terre.

3.2. Influence de la culture de plante sur la fraction de Ni disponible de la terre et sur

I’altération des minéraux nickéliferes

La culture des especes hyperaccumulatrices, et notamment de Al murale et de L.
emarginata, a permis de réduire considérablement la quantité de Ni disponible au sein du
substrat. L’efficacité du prélevement du Ni par les hyperaccumulateurs est proportionnelle a
la quantit¢é de Ni rapidement échangeable du substrat de culture, i.e. Terre -~
Terre+Chrysotile << Terre+Goethite < Terre+Smectite. Le potentiel de phytoextraction
des especes hyperaccumulatrices vis-a-vis du Ni (quel que soit le milieu de culture) est tel
que : L. emarginata > Al. murale > Th. caerulescens. Ces résultats sont en concordance avec
ceux observés par Chardot er al. (2005) pour les mémes especes cultivées en vases de
végétation sur différents sols (dont un sol de serpentine). La capacité d’extraction du Ni par
les plantes hyperaccumulatrices étudiées dépend de deux parametres essentiels: (1) la
production de biomasse (Al. murale > L. emarginata >>Th. caerulescens) ; et (ii) la capacité

N

des plantes a concentrer le métal au niveau des feuilles (L. emarginata> Al. murale> Th.
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caerulescens). La présence des phases minérales au sein du substrat n’a pas eu d’impact
significatif sur la production de biomasse des différentes especes végétales. Néanmoins, L.
emarginata montre une tendance a produire plus de biomasse lorsque I’offre en Ni disponible
du milieu de culture est plus €levée (i.e. en présence de Goethite et de Smectite).

Le potentiel élevé de L. emarginata et de Al. murale vis-a-vis de 1’extraction du Ni du sol
par rapport a celui de Th. caerulescens, pourrait €tre 1ié a des facteurs physiologiques tels que
I’architecture et la morphologie des racines et/ ou la capacité de translocation du Ni des
racines vers les feuilles. A la différence des résultats obtenus avec Th. caerulescens et le Zn
(Schwartz, 1997 ; Schwartz et al., 1999), les racines des différentes especes n’ont pas
développé de morphologie particuliere, ni de distribution préférentielle face a une zone
enrichie en Ni. Chez les hyperaccumulateurs, le rapport élevé [biomasse des racines/biomasse
des parties aériennes] semble €tre un facteur important permettant de faciliter le prélevement
des métaux (Keller et al., 2003 ; Keller, 2006). Le systeme racinaire de L. emarginata et de
Al. murale (racines tres nombreuses) pourrait étre une adaptation visant entre autre a faciliter
I’absorption par les racines du Ni présent dans le substrat, en augmentant la surface de sol
prospectée et/ou en augmentant la surface de contact entre le sol et la racine. Chez les especes
hyperaccumulatrices, [’efficacité du transfert du Ni des racines vers les feuilles
(L. emarginata > Al. murale > Th. caerulescens (> Au. saxatilis)) pourrait également

favoriser le prélevement du Ni du sol et son accumulation dans les parties foliaires.

La présence des plantes hyperaccumulatrices n’a pas eu d’impact quantifiable sur la
mobilisation du Ni au travers de 1’altération nette du Chrysotile et de la Goethite (i.e. par
dissolution ou désorption du Ni). Elle semble méme avoir limité 1’altération naturelle de la
Smectite induite par les seules conditions expérimentales. Deux hypotheéses sont alors
envisageables :

- I’hyperaccumulation du Ni joue un rdle spécifique dans la survie de la plante
hyperaccumulatrice, autre qu’un mécanisme de tolérance au Ni (Martens et Boyd, 2002) et,
dans le cas de notre expérimentation, 1’offre en Ni phytodisponible était suffisante pour
répondre aux besoins des hyperaccumulateurs. Les teneurs élevées en Ni mesurées dans les
graines des hyperaccumulateurs vont dans le sens de cette hypothese. L’accumulation du Ni
au niveau des graines signifierait que les premiers stades de développement des
hyperaccumulateurs (au moins) nécessitent d’importantes quantités de Ni, largement

supérieures a celles des especes non accumulatrices.
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- ’hyperaccumulation est un mécanisme de détoxification qui permet de diminuer la fraction
de Ni disponible au niveau de la rhizosphere. Dans ce cas, les plantes limitent la toxicité du Ni
en prélevant la fraction de Ni disponible du sol. Ainsi, lorsque le sol est dépourvu en Ni
disponible, la plante ne favorise pas I’altération des phases porteuses de Ni afin de mobiliser

le métal.

A la différence des hyperaccumulateurs, la culture de 1’espéce non accumulatrice Au.
saxatilis aurait favorisé 1’altération de la Goethite, conduisant a I’augmentation de la fraction
de Ni phytodisponible au sein du substrat. Au. saxatilis est une espece dite « excluante »,
capable de limiter I’entrée de Ni dans ses tissus, méme lorsque la teneur en Ni
phytodisponible est élevée (e.g. en présence de Smectite et de Goethite). L’altération de la
Goethite serait liée aux processus physiologiques, spécifiques au fonctionnement de cette
plante. Par exemple, chez les especes excluantes telles que 7. arvense, la production et
I’exsudation d’acides organiques (e.g. acide citrique) permettraient la détoxification du Ni
(Salt et al., 2000 ; Boominathan et Doran, 2003). Toutefois, Marcusen et al. (2003) ont
montré que la présence d’acide citrique dans le milieu n’influencait pas la sorption du Ni sur

la goethite.

4. Conclusion

Le prélevement du Ni par les plantes hyperaccumulatrices dépend, d’une part, de la
biodisponibilité du Ni dans les sols et, d’autre part, du potentiel de phytoextraction des
especes hyperaccumulatrices.

Les plantes hyperaccumulatrices absorbent le Ni proportionnellement a la quantité de Ni
disponible dans le sol. La présence de phases minérales nickéliferes a forte disponibilité en Ni
(e.g. Smectite) dans les sols contribue fortement a 1’accumulation du Ni dans les parties
aériennes des hyperaccumulateurs. En revanche, en présence de Ni phytodisponible dans le
milieu, les minéraux a faible disponibilit¢ en Ni (e.g. Chrysotile) n’influencent pas
I’accumulation du Ni dans les plantes. Les plantes hyperaccumulatrices sont capables de
réduire considérablement la fraction de Ni initialement disponible du sol.

L. emarginata est I’espece qui présente le potentiel de phytoextraction le plus élevé, quelle
que soit la fraction de Ni disponible dans le milieu. L’hyperaccumulation du Ni dépend de la
capacité de chaque espece (i) a produire de la biomasse ; et (ii) a prélever le Ni du sol, a le
transférer et a I’accumuler dans les parties foliaires. Chez les especes L. emarginata et Al

murale, 1’architecture et la morphologie du systeme racinaire, ainsi que la forte capacité de
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translocation du Ni des racines vers les feuilles, pourraient jouer un réle important dans le
prélevement et 1’accumulation du Ni. La translocation du Ni chez les especes
hyperaccumulatrices les plus performantes en terme d’extraction du Ni pourrait faire
intervenir des processus spécifiques (mobilisation du Ni par des molécules organiques
spécifiques? Transfert du Ni facilité par des transporteurs membranaires?). En présence de Ni
disponible dans les sols, les especes hyperaccumulatrices ne semblent pas influencer de
maniere quantifiable 1’altération des minéraux porteurs de Ni présents au sein du milieu de
culture. Elles semblent se contenter de quantités limitées de Ni disponible, et pourraient par

conséquent se développer sans probleme hors des milieux ultramafiques.
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La formation de complexes organo-métalliques peut faciliter le transport du Ni du sol
rhizosphérique vers la racine, jusqu’aux feuilles des plantes hyperaccumulatrices. Les
principaux composés organiques impliqués dans les transferts du métal au sein de la plante
seraient des acides organiques (principalement du citrate et/ou du malate) (Lee et al., 1978 ;
Brooks et al., 1981 ; Kramer et al., 2000 ; Schaumloffel et al., 2003), des acides aminés e.g.
histidine (Krdmer et al., 1996 ; Kerkeb et Kriamer, 2003 ; Salt er al., 1999), ou des dérivés
d’acides aminés e.g. nicotianamine (Vacchina et al., 2003 ; Ouerdane et al., 2006). La nature
des molécules organiques impliquées dans le transport semble dépendre, d’une part, de
I’espece hyperaccumulatrice considérée et, d’autre part, de I’organe végétal au niveau duquel
se trouve le Ni (racines, tiges, feuilles). L histidine (His) serait largement impliquée dans
I’hyperaccumulation du Ni et du Zn, notamment en favorisant la translocation du métal des
racines vers les parties aériennes des plantes (Krdmer et al., 1996 ; Kerkeb et Krimer, 2003 ;
Salt et al., 1999).

L’objectif de ce chapitre est de déterminer la spéciation du Ni dans les organes de trois
especes hyperaccumulatrices (racines, tiges, feuilles) n’ayant pas les mémes capacités en
terme d’extraction du Ni. Ainsi, nous pourrons €tablir si les formes chimiques Ni au sein des
tissus des hyperaccumulateurs a un impact sur 'efficacité de la phytoextraction. Pour
répondre a cet objectif, des analyses en spectroscopie d’absorption des rayons X (XAS) ont
été effectuées sur des organes végétaux provenant de trois especes hyperaccumulatrices

cultivées pendant cinq mois dans des conditions proches de celles d’un sol.

1. Matériels et méthodes

1.1. Matériels

Les analyses XAS ont été effectuées sur des échantillons de racines, de tiges et de feuilles
provenant des especes L. emarginata, Al. murale et Th. caerulescens. Les échantillons
proviennent des végétaux issus de la culture en rhizotron présentée dans le Chapitre V : les
trois especes hyperaccumulatrices ont été cultivées pendant cinq mois sur des échantillons de
terre (4 kg) dans lesquels ont été insérées trois phases minérales nickéliferes (Chrysotile,
Smectite et Goethite). La culture en rhizotron a permis aux plantes de se développer dans des
conditions proches de celles d’un sol, et pendant une durée suffisamment longue pour refléter

le fonctionnement des plantes a un stade avancé de leur développement végétatif.
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En fonction des phases minérales nickéliferes insérées au sein du systeme, les plantes
avaient acces a des quantités de Ni disponible variables, telles que : Terre+Chrysotile <<
Terre+Goethite < Terre+Smectite.

Des échantillons de végétaux frais ont été prélevés sur un seul rhizotron parmi les quatre
répétitions d’une méme modalité. Les concentrations du Ni dans les tissus des végétaux ayant
été utilisés pour les analyses XAS ont été déterminées aprés minéralisation (Chapitre II) du

reste de la biomasse (Tableau 17).

Tableau 17. Concentration du Ni dans les racines, les tiges et les feuilles des plantes hyperaccumulatrices
utilisées pour les analyses XAS.

Concentration en Ni dans les plantes

mgNi kg(MS)’
Terre+Chrysotile Terre+Smectite Terre+Goethite
Th. caerulescens Racines 141,63 121,23 105,52
Feuilles 164,82 426,83 390,42
Al. murale Racines 25,22 57,43 70,46
Tiges 74,64 181,07 135,22
Feuilles 138,43 401,29 345,63
L. emarginata Racines 21,69 57,26 34,06
Tiges 107,93 209,51 150,37
Feuilles 253,09 462,59 338,73

Les concentrations mesurées dans les échantillons végétaux utilisés pour I’analyse XAS
sont représentatives des concentrations moyennes du Ni mesurées dans les tissus de
I’ensemble des plantes qui se sont développées sur un méme traitement (Figure 31, Chapitre
V). Pour I’ensemble des especes hyperaccumulatrices, les concentrations du Ni mesurées dans
les tissus sont telles que : Feuilles > Tiges > Racines. Et, les concentrations du Ni mesurées
dans les parties aériennes sont d’autant plus élevées que la quantité de Ni disponible initiale
du milieu de culture était élevée (Figure 35, Chapitre V), de sorte que : Terre+Smectite >

Terre+Goethite > Terre+Chrysotile.
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1.2. Meéthodes

La spéciation du Ni dans les différents organes des plantes hyperaccumulatrices a été
déterminée par spectroscopie d’absorption des rayons X (Teo, 1986 ; Koningsberger et Prins,
1988 ; Aksenov et al., 2001). La spéciation est mesurée sur des échantillons frais de végétaux
(conservés dans 1’azote liquide des la récolte), sans préparation, extraction ou imprégnation de
I’échantillon préalable. Cela permet ainsi d’éviter les modifications de la spéciation du Ni
pouvant advenir lors de différents traitements chimiques. De plus cette méthode est non

destructive. Elle permet de récupérer 1’échantillon intact en fin de mesure.

1.2.1. Préparation des échantillons végétaux

Les feuilles, les tiges (absentes pour Th. caerulescens) et les racines des plantes
hyperaccumulatrices ont été récoltées, séparées et rincées avec de 1’eau distillée (>15 MQ).
Afin d’éviter des modifications chimiques au sein de la matiere végétale, nous avons choisi
d’effectuer une congélation rapide des échantillons en les immergeant dans 1’azote liquide
rapidement apres leur récolte (Persans et al., 1999 ; Krdamer et al., 2000 ; Kiipper et al., 2001).
Quelques grammes d’échantillon de végétal frais ont été placés dans 1’azote liquide, et broyés
dans un mortier en porcelaine. L’addition réguliere d’azote liquide a permis de garder les
échantillons a 77 K (-196 °C) tout au long du broyage. Les échantillons broyés conservés dans
I’azote liquide ont ensuite été placés dans des cellules en téflon recouvertes d’un film de
kapton (7,5 um), puis 1égerement compactés. Le film de kapton présente I’avantage de ne pas
absorber le signal incident ou le signal de fluorescence lors des analyses XAS. Les
échantillons ont été conservés dans 1I’azote liquide dans un deware spécifique jusqu’a leur
analyse. Lors des analyses XAS, les échantillons ont été maintenus a la méme température

grice a un cryostat a azote liquide.
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1.2.2. Solutions modéeles

Des solutions de référence contenant les complexes Ni-Ligand ont été préparées. Cing
composés organiques modeles, représentatifs des données bibliographiques, ont été étudiés :
le succinate, le malate, le citrate, I’oxalate, et I’histidine. La composition des solutions de
référence était telle que : Ni-Oxalate (7 mM NiNO; + 70 mM oxalate, pH 7,0) ; Ni-Citrate
(6.7 mM NiNOs + 27 mM citrate, pH 7,0) ; Ni-Malate (7 mM NiNO; + 70 mM malate, pH
7,0) ; Ni-Succinate (7 mM NiNO3; + 70 mM succinate, pH 7,0) ; Ni-Histidine (6.7 mM Ni +
80 mM histidine, pH 7,0).

La stabilité des complexes formés avec le Ni (Tableau 18) dépend (i) de la nature et de la

structure du ligand organique (Figure 44); et (ii) du rapport métal/ligand.

Tableau 18. Constantes de stabilité K des différents complexes Ni-Ligand organique (“Martell et Smith, 1974 ;°
Bissani, 2000 ; © Homer et al., 1997cité par Brooks, 1998 ¢).

LogK
Ni-Ligand Ni-L Ni-L,
Ni-Succinate 2,47
Ni-Malate 3,2 b
Ni-Oxalate 42° 7,6°
3,7:;52%
Ni-Citrate 52° 8,1°

48:5,1;54* 78

Ni-Histidine 8,7° 15,5¢
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Polycarboxylate Polycarboxylates
a lonque chaine carbonée avec groupement hydroxyl
(e.g. Acide succinique) (e.g. Acide malique, acide citrique)
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Figure 44. Représentation des structures de complexes Ni-L, Ni(II)-carboxylate (Strathmann et Myneni, 2004).

1.2.3. Acquisition des spectres XAS

L’analyse des échantillons a été effectuée sur la ligne de lumiere 16.5 du CCLRC
(Daresbury, UK). Cette ligne est particulicrement adaptée aux systemes ultra-dilués. Le
faisceau X est rendu monochromatique a 1’aide d’un monochromateur équipé de cristaux
Si(220). La ligne expérimentale est équipée d’un détecteur a 30 éléments. L’acquisition des
spectres a été réalisée en mode fluorescence ; 1’échantillon étant maintenu a un angle de 45 °
par rapport au faisceau incident. Le signal de fluorescence est amplifié par une électronique
spécifique (high counts). Le temps de détection était de 10 s par point. Trois a dix acquisitions

ont été effectuées pour chaque échantillon.
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2. Résultats

2.1. XANES

La région XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) renseigne sur 1’état
d’oxydation de I’élément étudié, et dépend de la symétrie du champ électrique local autour de
I’atome central. Dans la région XANES, le pic de pré-seuil et le pic principal d’absorption

sont tous deux sensibles a I’état d’oxydation et a la coordination du Ni.

2.1.1. Solutions de référence

Dans la région XANES, les pics de pré-seuil situés a 8332 eV obtenus pour 1’ensemble
des solutions de référence sont de faible intensité (Figure 45). Le pic de pré-seuil est
théoriquement plus intense pour les molécules non centro-symétriques i.e. dans le cas de
complexes en coordination V (géométrie bipyramidale trigonale et pyramidale carrée) ou de
complexes en coordination IV (géométrie plane) (Colpas et al., 1991). Cela indique que le Ni
se trouverait en coordination octaédrique dans I’ensemble des solutions de référence.

Le complexe Ni-Histidine est caractérisé par un élargissement et un dédoublement du
seuil d’absorption (a 8350 eV), permettant de le différencier des autres complexes étudiés. La
forme de la bande située autour de 8365 eV varie en fonction de la nature du ligand. Cette
bande apparait mieux résolue pour les complexes Ni-Oxalate, Ni-Citrate et Ni-Malate. En

revanche, celle-ci est difficilement observable sur le spectre du complexe Ni-Histidine.

2

Ni-oxalate
Ni-Citrate
Ni-Malate

Ni-Succinate

Ni-Histidine

Fluorescence

I T T T T I T S

8320 8340 8360 8380 8400 8420
Energie (eV)

Figure 45. Spectres XANES des solutions de référence contenant les complexes Ni-Ligand.
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2.1.2. Echantillons végétaux

Les spectres XANES obtenus pour les échantillons de feuilles et de tiges provenant des
especes hyperaccumulatrices L. emarginata, Al. murale et Th. caerulescens ont une allure
similaire (Figure 46), i.e. (1) une intensité du pic de pré-seuil faible voire nulle ; (2) I’absence
d’élargissement ou de dédoublement du seuil d’absorption; (3) la présence d’une bande
relativement bien résolue autour de 8365 eV. Le Ni présent dans les tissus des trois
hyperaccumulateurs apparait donc majoritairement en coordination octaédrique, avec une
prédominance d’atomes d’oxygene dans sa premiere sphere de coordination. L’allure plus
générale du spectre XANES laisse a penser que le Ni serait complexé par des acides
organiques du type acide oxalique, malique et/ou citrique. Les teneurs relativement basses des
échantillons de racines par rapport a celles des parties aériennes (Tableau 17) se sont traduites
par une forte diminution du rapport signal/bruit des données. Par exemple, le spectre obtenu
pour les racines de L. emarginata sur le traitement Terre+Smectite (teneurs de 1’ordre de 50
mg Ni kg(MS)'l) est issu de ’accumulation de 10 spectres, et seule la partie XANES est restée
a peu pres exploitable (Figure 45, Spectre e).

05

25 \
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= =
2k | L. emarginata 2 ]
\J/— | & g
n Al murale 7
. \ 4
<5k ————|_ AL murale = =
ﬂ—’/ \/ / ] = )
. =
o // ¢ L. emarginata A
- £
g . /f ¢ L. emarginata I 8 =
8 \/ = g /
=]
0 _,_// / |y L. emarginata &) )
O 5f \/ 5 E=
o |——]. AL murale g ) 3
— - = = =
L or /J \/ /-— I~ ———{, L. emarginata = } %
St
1 ™—~—~, AL murale 5
J \//-” " =

8320 8340 8360 8380 8400 8420
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Figure 46. Spectres XANES obtenus pour les échantillons végétaux. a: feuilles d’Al. murale - traitement
Terre+Chrysotile, b : feuilles de L. emarginata - traitement Terre+Chrysotile, ¢ : feuilles d’Al. murale -
traitement Terre+Goethite, d : feuilles de L. emarginata - traitement Terre+Goethite, e : Racines de L.
emarginata - traitement Terre+Smectite, f : Tiges de L. emarginata - traitement Terre+Smectite, g : Tiges d’Al
murale - traitement Terre+Smectite, h : Feuilles d’Al. murale - traitement Terre+Smectite, i : Feuilles de L.
emarginata - traitement Terre+Smectite, j : Feuilles de Th. caerulescens - traitement Terre+Smectite.
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2.2. EXAFS

2.2.1. Solutions de référence

Les courbes ou oscillations EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) obtenues

pour les solutions de référence varient en fonction de la nature du ligand (Figure 47).

K3 Khi(k)

0
-
o

-20 - 0 ‘ ‘ ki ‘

I ) ) S S S S S 10

a Ni-Succinate

20

Ni-Malate

Ni-Citrate

Ni-Oxalate

Ni-Histidine

Transformée de Fourrier - Magnitute

K(A")

Figure 47. Oscillations EXAFS brutes ( — ) et filtrées (----) (a gauche) et transformées de Fourier (a droite),
obtenues pour les solutions de référence.

Les oscillations EXAFS obtenues pour le complexe Ni-Succinate (Figure 47) présentent

une évolution en fréquence et en amplitude semblable a celle obtenue pour la forme hydratée

du Ni (Ni(H20)6) (Strathmann et Myneni, 2004). Cette similitude suggere que, dans les deux

cas, la premiere sphere de coordination du Ni(I) (i.e. les six atomes d’oxygene de la premiere

couche d’atomes voisins) contribue de maniere prédominante au signal EXAFS. La

comparaison des oscillations EXAFS brutes et des signaux filtrés 2 0,7-2 A et 0,7-4 A 2 partir

de la transformée de Fourier (Figure 48) confirme que les oscillations EXAFS obtenues pour

la solution de référence Ni-Succinate ne sont pas influencées par les atomes voisins situés au-

dela de la premiére sphere de coordination pour le complexe Ni-Succinate.
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Figure 48. Transformée de Fourier obtenue pour la solution de référence Ni-Succinate (a gauche). Oscillations
EXAFS obtenues pour le complexe Ni-Succinate : oscillations brutes (en noir) et filtrées (a) 2 0.7-2 A et (b) a

N

0.7-4 A (a droite). Le pic intense a 1,6 A (phase non corrigée) de la transformée de Fourrier provient de la
rétrodiffusion des photoélectrons par les atomes d’oxygene situés dans la premiere sphere de coordination du
Ni(II). Et, les petits pics entre 2 et 2,6 A (phase non corrigée) proviennent de la rétrodiffusion des photoélectrons
par les atomes C, N, ou O situés dans la seconde sphere de coordination du Ni(II).

Les courbes obtenues pour les complexes Ni-Malate, Ni-Citrate et Ni-Oxalate (Figure 47),
présentent une déformation de la seconde oscillation centrée a 6 A’ Cette dissymétrie serait
due a une distorsion de la structure du complexe Ni-carboxylate, induite lorsqu’il y a
chélation du Ni (Strathmann et Myneni, 2004).

Les oscillations EXAFS obtenues pour le complexe Ni-Histidine se distinguent de celles
des complexes Ni-carboxylates par (i) un léger décalage des oscillations vers des valeurs plus
faibles de K ; et (2) par un dédoublement marqué du pic de la seconde oscillation a 6 Al

Compte tenu du rapport Ni/Ligand, du pH et des constantes de stabilité des différents
complexes dans les solutions de référence, les complexes Ni-Citrate et Ni-Oxalate formés en
solution seraient majoritairement sous forme de complexes Ni-L,. En revanche, le complexe

Ni-Malate serait majoritairement sous forme Ni-L (Strathmann et Myneni, 2004).
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Dans le cas du complexe Ni-Citrate, lorsque les complexes formés en solution sont

majoritairement sous forme Ni-L, les oscillations sont prédominées par le signal de la

premiere spheére de coordination. Aussi, les atomes voisins situés au-dela des six atomes

d’oxygene de la premiere couche ne sont pas visibles (pas de déformation). En revanche,

lorsque les complexes formés en solution sont majoritairement sous forme Ni-L,, un signal

supplémentaire est détectable via la déformation de la deuxiéme oscillation centrée 2 6 A ™'

(Strathmann et Myneni, 2004). Aussi, cette déformation étant décelable dans notre solution de

référence Ni-citrate (Figure 47, courbe c), cela implique que le complexe Ni-citrate est

effectivement majoritairement sous forme Ni-L, dans la solution de référence.

N

La comparaison des oscillations EXAFS brutes et des signaux filtrés a partir de la

transformée de Fourier (Figure 49) a permis de montrer que les oscillations obtenues pour la

solution de référence Ni-Citrate sont influencées par les atomes voisins situés au-dela de la

premiere sphere de coordination. En effet, la déformation de la seconde oscillation centrée sur

6 A n’apparait que pour des distances supérieures 2 2,6 A.
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Figure 49. Transformée de Fourier obtenue pour la solution de référence Ni-Citrate (a gauche) ; et oscillations
EXAFS filtrées a (1):0,7-19 A ;(2):0,7-2,6 A; (3):0,7-4,1 A; et (4) : 0,7-6,1 A (a droite). Le dernier filtre est

comparé aux oscillations EXAFS brutes (----).
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2.2.2. Echantillons végétaux

L’allure des oscillations EXAFS obtenues pour les végétaux est analogue a celle des
oscillations obtenues pour les solutions de référence contenant les complexes Ni-Malate et Ni-
Citrate (Figure 50). Les oscillations EXAFS obtenues pour les échantillons de feuilles et de

tiges des especes L. emarginata, Al. murale et Th. caerulescens cultivées sur le traitement

Terre+Smectite sont caractérisées par une déformation de la seconde oscillation centrée

sur 6 Al

' = Th. caerulescens
: Feuill
| v Al murale euilles
)
. L. emarginata =
=
]
o
I
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Figure 50. Oscillations EXAFS brutes (—) et filtrées (----) (a gauche), et transformées de Fourier (a droite),
obtenues pour les plantes hyperaccumulatrices cultivées sur le traitement Terre+Smectite. a : Feuilles de Th.
caerulescens, b : Feuilles d’Al. murale, ¢ : Feuilles de L. emarginata, d : Tiges d’Al. murale, e : Tiges de L.
emarginata.
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Les oscillations EXAFS obtenues pour les solutions de référence Ni-Citrate et Ni-Malate

sont proches, néanmoins la forme caractéristique de la déformation de la seconde oscillation

centrée sur 6 A™ pour le complexe Ni-Citrate (épaulement) permet de différencier les deux

complexes (Figure 51).
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Figure 51. Comparaison des oscillations EXAFS filtrées obtenues pour les solutions de référence Ni-Citrate et

Ni-Malate.

La comparaison des courbes Ni-Malate et Ni-Citrate des solutions de référence avec les

courbes obtenues pour les échantillons végétaux semble montrer que :

®

(ii)

(iii)

La courbe obtenue pour les feuilles de Th. caerulescens concorde bien avec celle
obtenue pour le complexe Ni-Malate de la solution de référence (Figure 52 C).
Aussi, dans les feuilles de Th. caerulescens, le Ni pourrait €tre majoritairement
complexé a du malate.

Dans les feuilles de L. emarginata et Al. murale, le tres 1éger épaulement au niveau
de la deuxiéme oscillations centrée a 6 A suggere que le Ni pourrait étre
complexé par un mélange de malate et de citrate (Figure 52 A et B).

Les courbes obtenues pour les tiges de L. emarginata et de Al. murale concordent
avec celle obtenue pour le complexe Ni-Citrate de la solution de référence (Figure
52 C). Le Ni présent dans les tiges de L. emarginata et Al. murale serait donc
majoritairement complexé a du citrate, et principalement sous forme de complexe

Ni-L, (Figure 53).
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Figure 52. Comparaison des oscillations EXAFS (filtrées) obtenues pour la solution de référence Ni-Malate et
ceux obtenus pour les échantillons de feuilles des especes hyperaccumulatrices L. emarginata (A), Al. murale
(B) et Th. caerulescens (C).
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Figure 53. Comparaison des oscillations EXAFS (filtrées) obtenues pour la solution de référence Ni-Citrate et
ceux obtenus pour les échantillons de tiges des especes hyperaccumulatrices L. emarginata (A) et Al murale

(B).
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Le signal de fluorescence étant trop bruité pour les faibles teneurs du Ni (rapport
signal/bruit tres faible), il est plus délicat d’interpréter les oscillations EXAFS obtenues pour
les plantes cultivées sur le traitement Terre+Chrysotile. Les plus fortes concentrations en Ni
dans les plantes cultivées en présence de Chrysotile ont été mesurées dans les feuilles de
L. emarginata. Néanmoins, les oscillations EXAFS brutes montrent que le rapport signal/bruit
pour cet échantillon est largement inférieur a celui des plantes cultivées en présence de
Goethite et de Smectite (Figure 54 A). Les courbes EXAFS obtenues pour les feuilles
de L. emarginata cultivée en présence de Goethite et en présence de Smectite sont similaires
(Figure 54 B). La présence de Goethite ou de Smectite (phases minérales caractérisées toutes
deux par une forte teneur de Ni disponible) dans le milieu de culture ne semble donc pas avoir

influencé la spéciation du Ni dans les feuilles de L. emarginata ; le Ni serait complexé a un

mélange de malate et de citrate.
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Figure 54. Oscillations EXAFS (brutes et filtrées) obtenues pour les échantillons de feuilles de L. emarginata
(A) sur les différents traitements (a, Terre+Goethite; b, Terre+Smectite ; et ¢, Terre+Chrysotile) ; et
comparaison des spectres EXAFS (filtrés) pour les traitements Terre+Goethite et Terre+Smectite (B).

Des oscillations EXAFS théoriques au seuil K du Ni ont été calculées a 1’aide des
programmes ATOMS et FEFF (Version 6 et 7) sur la base des données cristallographiques
des complexes Ni-Citrate et Ni-Malate (Annexe 10 ; Baker et al., 1983 ; Zhou et al., 2002).
Les chemins de diffusion majoritaires sélectionnés par FEFF sont quasiment identiques pour
les deux complexes. La reproduction de I’asymétrie du pic 2 6 A, caractéristique d’un signal
de rétrodiffuseurs a grande distance, est difficilement reproductible et implique de modifier
les distances et le nombre théoriques des atomes voisins d’oxygene. Aussi, la simulation de
courbes EXAFS pour des mélanges Ni-Malate/Ni-Citrate nécessite encore une étude

approfondie, et n’est donc pas présentée dans ce travail.
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3. Discussion

Chez les especes hyperaccumulatrices L. emarginata, Al. murale et Th. caerulescens, le Ni
serait majoritairement chélaté par des carboxylates du type malate et citrate. Le Ni serait en
coordination octaédrique, li€ a six atomes d’oxygene provenant des groupements -COOH et —
OH des carboxylates, et de molécules d’eau (Strathmann et Myneni, 2004). Le rapport Ni-
Malate/Ni-Citrate semble varier en fonction (i) des différentes especes hyperaccumulatrices et
(i1) de I'organe de la plante (tiges et feuilles). Dans les feuilles de Th. caerulescens, le Ni
serait majoritairement complexé par du malate. Des analyses XAS supplémentaires étudiant
différents rapports de concentration Ni/malate sont nécessaires pour savoir si, comme pour le
citrate, il est possible de distinguer la forme sous laquelle se trouve le complexe Ni-Malate
(i.e. Ni-L ou Ni-L,). Des analyses en spectrométrie de masse (Electrospray) ont montré que
dans les tissus de Th. caerulescens le complexe Ni-Malate se présentait sous forme Ni-L;
(Ouerdane et al., 2006). Le malate serait également impliqué dans la complexation du Cd et
du Zn chez les populations de Th. caerulescens hyperaccumulatrices de Cd et de Zn (Sarret et
al., 2002 ; Ueno et al., 2005). En revanche, pour les especes L. emarginata et Al. murale, le
Ni serait majoritairement complexé par un mélange de citrate et de malate au niveau des
feuilles, et par du citrate au niveau des tiges. Les complexes Ni-Citrate se présenteraient sous
forme de complexes Ni-L, tres stables (> a Ni-malate) (Strathmann et Myneni, 2004).
L’implication du citrate dans les transferts du Ni des racines vers les feuilles pourrait étre a
I’origine de I’efficacité de la translocation du Ni chez ces deux especes. Le malate jouerait un
role important dans le stockage du Ni, celui-ci étant présent dans les feuilles des trois
hyperaccumulateurs. Aussi, les feuilles étant le lieu de répartition du Ni transporté dans les
nervures (xyleme), vers le(s) lieu(x) de stockage dans le limbe, cela pourrait expliquer le
mélange Ni-Malate et Ni-Citrate globalement présent au niveau des feuilles de L. emarginata
et de AL murale. La localisation de la zone de stockage pourrait intervenir sur la spéciation du
Ni et sur la capacité des plantes a séquestrer le Ni, en influant sur la nature et la quantité des
ligands disponibles susceptibles de complexer le métal. La présence de trichomes fortement
concentrés en Ni au niveau de I’épiderme inférieur des feuilles de Al. murale pourrait
contribuer au stockage du Ni (étude préliminaire présentée en Annexe 11).

A la différence de certains travaux qui ont montré 'implication d’histidine dans la
translocation du Ni chez les especes Al. murale (Krdmer et al., 1996 ; Kerkeb et Kramer,
2003), et du Zn chez Th. caerulescens (Salt et al., 1999), nous n’avons décelé la présence de

complexes Ni-histidine chez aucun des hyperaccumulateurs étudiés. Certains travaux ont
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montré que la nature du substrat de culture (culture hydroponique ou sol) pouvait influencer la
spéciation du Zn dans les racines de 1’hyperaccumulateur de Zn Arabidopsis halleri (Sarret et
al., 2002). Aussi, dans les milieux largement pourvus en azote facilement assimilable (e.g.
dans le cas de culture hydroponique), I’histidine pourrait majoritairement €tre impliquée dans
la complexation du Ni au niveau des racines des especes hyperaccumulatrices de Ni et dans
son transfert vers le xyleme (Kerkeb et Kramer, 2003). En revanche, la complexation du Ni
par des acides organiques pourrait étre privilégiée lorsque les plantes se développent sur un
sol (e.g. cultures en rhizotron, notre étude) et a fortiori sur les sols ultramafiques pauvres en
nutriments. L’incorporation de phases minérales nickéliferes (Smectite et Goethite), de
natures différentes mais présentant toutes deux une forte teneur de Ni disponible, ne semble
pas avoir influencé la nature des ligands impliqués dans la complexation du Ni au niveau des
feuilles de L. emarginata. Néanmoins, le rapport Ni-citrate/Ni-Malate semble varier
légerement, tel que Goethite > Smectite. Toutefois, il apparait difficile d’attribuer cette
variation a la nature du minéral compte tenu de la variabilité entre individus d’une méme
espece, et des erreurs lors du traitement des données EXAFS (faible rapport signal sur bruit,

mise en place et passage de I’échantillon en mode fluorescence).

4. Conclusion

Dans les tissus de L. emarginata, Al. murale et Th. caerulescens le Ni serait
majoritairement complexé par du malate et du citrate. La chélation du Ni par du citrate (plus
stable que par du malate) dans les tiges des hyperaccumulateurs pourrait en partie expliquer la
plus forte translocation du Ni chez L. emarginata et Al. murale par rapport a Th.
caerulescens. Le malate jouerait un role dans le stockage du Ni dans les feuilles des trois
hyperaccumulateurs. Pour identifier et quantifier les éventuelles phases minoritaires au sein
des tissus des hyperaccumulateurs, il serait intéressant de compléter nos résultats par des
microanalyses XAS. En pEXAFS, l'information sur I’environnement local de 1’atome cible
est moyennée sur un volume beaucoup plus restreint qu'en EXAFS. D’autres méthodes
peuvent étre utilisées pour caractériser la spéciation du Ni dans les plantes. Il s’agit de
méthodes de séparation par chromatographie (e.g. HPLC, chromatographie sur gel) couplées a
des méthodes spectrométriques pour le dosage d’éléments (ICP-MS) ou de molécules
(Electrospray-MS) (Vacchina et al., 2003 ; Schaumléffel et al., 2003 ; Ouerdane et al., 2006).
Ces méthodes complémentaires permettraient de caractériser la spéciation du Ni de maniere
plus localisée au sein des tissus des plantes (e.g. xyleme, épiderme foliaire), et de préciser la

forme sous laquelle se présentent les complexes Ni-carboxylates (i.e. Ni-L ou Ni-L,).
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Nous avons vu dans les chapitres III et V que les plantes hyperaccumulatrices prélevent le
Ni proportionnellement a 1’offre de Ni phytodisponible du sol. Ces plantes sont ainsi capables
de réduire jusqu’a plus de la moitié la fraction de Ni phytodisponible du sol. Lorsque le Ni
phytodisponible du sol est en quantité suffisante pour répondre a la demande des plantes, les
hyperaccumulateurs ne semblent pas favoriser 1’altération des minéraux nickéliferes pour
augmenter la fraction de Ni disponible (Chapitre V). Néanmoins, certains travaux ont montré
que les hyperaccumulateurs pouvaient étre impliqués dans la mobilisation du Ni dans sol de
serpentine, en favorisant la dissolution de minéraux porteurs de Ni tels que la forstérite
(Mg,Si104) (Wenzel et al., 2003). Aussi, dans le cas ou le Ni n’est pas disponible dans le sol,
les hyperaccumulateurs sont-ils capables de favoriser 1’altération des minéraux porteurs de Ni
dans le but d’acquérir le Ni initialement non disponible du sol? Et, si oui quels sont les
mécanismes impliqués dans la mobilisation du métal?

L’objectif de chapitre est, d’une part, de qualifier et quantifier 1’altération d’une phase
minérale nickélifere, seule source de Ni, dans un milieu a faible disponibilité du Ni pour les
hyperaccumulateurs et, d’autre part, de tester 'impact (i) du pH et des microorganismes du
milieu, et (i1) de la production d’acides organiques par les plantes, sur la mobilisation du Ni.

Dans une premiere expérimentation, 1’espece hyperaccumulatrice L. emarginata (espece a
fort potentiel de phytoextraction) a été cultivée sur une phase minérale nickélifere a faible
disponibilité en Ni (Chrysotile) et représentant la seule source de Ni du systeme. Ce
dispositif nous a permis (i) d’effectuer un bilan précis entre éléments relargués par les
minéraux et éléments mobilisés ou absorbés par la plante, (ii) de suivre 1’évolution du pH et
(ii1) d’effectuer un comptage bactérien en fin de culture (systéme initialement stérile).

Dans une seconde expérimentation, plusieurs especes hyperaccumulatrices ont été
cultivées sur une solution nutritive (hydroponie) en présence ou en absence de Ni.
L’identification et de la quantification des acides organiques présents dans les solutions

nutritives et les plantes ont été réalisées au travers d’analyses en chromatographie ionique.
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1. Matériels et méthodes

1.1. Culture en colonne lysimétrique
1.1.1. Matériels

A. Phase minérale porteuse de Ni

L’origine et les caractéristiques du chrysotile utilis€ dans cette expérimentation ont été
présentées dans les chapitres II et IV, respectivement. La disponibilité du Ni au sein de cette
phase minérale est tres faible. La concentration de Ni hydrosoluble du minéral est quasiment
nulle (4 ug 1'"). La fraction de Ni extractible au DTPA-TEA représente 0,15 % du Ni total du
minéral. Et, la fraction de Ni rapidement échangeable (Eg.imin)) ne représente que 0,02 % du

Ni total du minéral.

B. Espéce végétale

Nous avons montré dans le chapitre V que L. emarginata était I’espece qui présente le
potentiel de phytoextraction le plus élevé par rapport a Al. murale et Th. caerulescens quelle
que soit la fraction de Ni disponible dans le milieu. C’est pourquoi nous avons choisi de tester

le comportement de cette espece face a un milieu a faible disponibilité en Ni.
1.1.2. Méthodes

A. Mise en place et suivi de la culture

Le dispositif utilisé pour la culture de L. emarginata est similaire a celui ayant été utilisé
pour la caractérisation de 1’altération du Chrysotile (Chapitre IV), a la différence pres que le
systeme était stérile avant le repiquage des plantules (Figure 55). Aussi, avant d’étre inséré
dans les colonnes stériles, le Quartz a été préalablement stérilisé par autoclavage (121 °C), et
le Chrysotile a été traité plusieurs heures sous UV afin d’éliminer un maximum de
microorganismes sans modifier la structure et la composition initiale du minéral. La mise en
place du dispositif a été effectuée stérilement sous une hotte a flux laminaire.

Des graines de L. emarginata (non stériles) ont été semées sur des cristaux millimétriques
de quartz pur (Chapitre II). L’ensemble a été placé dans une chambre de végétation, sous
conditions de photopériode (18 h) et température (16°C/22°C) controlées, et a été humidifié
régulicrement avec de l’eau ultrapure (18 MC). Apres germination, les plantules de L.

emarginata ont été repiquées dans les colonnes, a raison d’une plantule par colonne. Les
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plantules non repiquées ont €té rincées a I’eau ultrapure et séchées a 1’étuve a 70 °C. Des
témoins sans plante ont été réalisés dans les mémes conditions. Six répétitions de chaque

modalité (avec ou sans plante) ont été mises en place.

Solution nutritive (1ml h'')

Tube en silicone

l Pompe péristaltique

10 g de Quartz 0,5-1mm

1 ——  Mélange Chrysotile — Quartz (rapport 1-10) :
-3 g de chrysotile 20-40 ym
- 10 g de quartz 0,5-1mm
- 20 g de quartz 50-100 pm

:f— 10 g de quartz 0,5-1 mm
Filtre en nylon (porosité 1 um)

Solution percolée

Figure 55. Dispositif de culture

La solution apportée au systeme était préalablement stérilisée (autoclavage) et contenait
les éléments nutritifs nécessaires au développement des plantes (i.e. N, Ca, S, P, K, Mn, Zn),
a 'exception du Mg, du Fe et du Ni, apportés uniquement par le Chrysotile. La teneur et la
forme sous laquelle ont été apportés ces éléments sont présentées dans le Chapitre IV
(solution A, Tableau 6). Le pH de la solution nutritive apportée au systeme était en moyenne
de 5,8+0,7. La solution de percolation a été filtrée grace a une toile en nylon stérile placée a

la base de la colonne (maille de 1 um) et récupérée dans un flacon inerte en polyéthyléne.

B. Suivi de la culture

La culture a été conduite pendant 15 semaines dans une chambre de végétation sous
conditions de photopériode (16 h), température (15 °C/22 °C le jour), et humidité de I’air (60

%) contrdlées. La solution nutritive stérile a été renouvelée chaque semaine.
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C. Récolte des échantillons

Au cours de la culture, une aliquote (environ 20 ml) de solution percolée au travers de
chaque colonne a été prélevée chaque semaine afin de suivre la cinétique de dissolution du
chrysotile.

Au terme de la culture, les solutions de percolation ont été regroupées et homogénéisées
(solution globale). Les parties aériennes (i.e. ensemble tiges + feuilles), ainsi que la totalité
des racines des plantes ont été récoltées et rincées avec de I’eau ultrapure. Le contenu de
chaque colonne (Chrysotile+Quartz) a ét€ homogénéisé et séché a 1’étuve a 50 °C pendant 1

semaine.

D. Analyses chimiques

a. Minéralisation des végétaux
L’ensemble des échantillons de feuilles, de tiges et de racines de L. emarginata récoltés a

la fin de la culture a été minéralisé par attaque acide (Chapitre II). Les plantules qui n’ont pas
été repiquées lors de la mise en place de I’expérimentation ont également ét€ minéralisées

afin d’avoir une référence avant culture.

b. Caractérisation de la disponibilité du Ni
Des extractions chimiques ont été réalisées sur le mélange homogene Chrysotile+Quartz

afin de caractériser la disponibilité du Ni dans le systeéme apres la culture (détails dans le
chapitre II):

- Extractions du Ni a I’eau (Ni hydrosoluble) ;

- Extractions du Ni au DTPA-TEA (estimation du Ni phytodisponible) ;

c. Mesure de pH
Des mesures du pH ont été effectuées sur I’ensemble des solutions percolées.

d. Dosages des éléments
Le Mg et le Fe contenus dans les minéralisats et les percolats ont été dosés par ICP-AES ;

le Ni a été dosé par spectrométrie AAS (Chapitre II).

E. Analyses minéralogiques et microscopiques

Au terme de la culture, des analyses en DRX et des observations en MEB (chapitre II) ont

été effectuées sur des particules de chrysotile adhérentes aux racines de L. emarginata.
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F. Comptage bactérien

Au terme de I’expérimentation en colonne lysimétrique, un échantillonnage du milieu de
culture a été effectué dans le but de réaliser un comptage bactérien, la stérilité initiale du
systéme n’ayant pas €été conservée pendant la culture. Un gramme du mélange chrysotile-
quartz a été prélevé dans chaque colonne sous hotte a flux laminaire, mis en suspension dans
de I’eau ultrapure et homogénéisé a 1’aide d’un vortex pendant une minute. Le surnageant a
alors été dilué 100 fois et 49,2 ul ont été étalés stérilement a 1’aide d’un ensemenceur spiral
sur un milieu Tryptic Soy Agar 10 % (Tryptic Soy Broth 3 g 1" et Agar 15 gl"). Les
bactéries ont été dénombrées apres une semaine d’incubation a 1’étuve a 28 °C.

Les différentes colonies qui se sont développées sur le milieu TSA ont été récupérées et

conservées afin d’étre ultérieurement identifiées.
1.2. Culture en hydroponie
1.2.1. Matériels

A. Solution nutritive

Afin d’établir si ’absence de Ni stimule la production d’acides carboxyliques, deux
traitements, i.e. avec et sans Ni, ont été mis en place. La solution nutritive de base utilisée
pour la culture des plantes contenait tous les éléments nécessaires au développement des
plantes i.e. Mg, N, Ca, S, P K, Fe, Mn, Zn. La teneur et la forme sous laquelle ont été
apportés ces éléments (excepté pour Fe) sont présentées dans le Chapitre IV (solution C,
Tableau 6). Le Fe a été apporté a la solution C sous forme FeSO,, 7H,0 a une concentration
de 10 ug Fe I"". Pour les traitements avec Ni, le Ni a été ajouté a la solution de base sous
forme de NiCl, 2 une concentration de 1 mg Ni I"". Le pH des solutions initiales avec ou sans
Ni était de 5,2 unités pH. L’ensemble des solutions utilisées a préalablement été stérilisé

(autoclave) avant la mise en culture des plantes.

B. Especes végétales

Dans cette expérimentation, les trois especes hyperaccumulatrices de Ni, L. emarginata,
Al. murale et Th. caerulescens, ainsi que 1’espece non accumulatrice Au. saxatilis (Chapitre

IT) ont été testées.
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1.2.2. Méthodes

A. Mise en place de la culture

Les graines de chaque espece végétale (non stériles) ont été semées dans des boites de
pétri sur du papier filtre imbibé d’eau ultrapure (18 MOhm). L’ensemble a été placé a
I’intérieur d’une petite serre située dans une chambre de végétation, sous conditions de
photopériode (18 h) et température (16°C/22°C) controlées (Photographie 7). Apres
germination, la partie racinaire des plantules a été placée dans des petits piluliers en verre
stériles contenant la solution nutritive (5ml). Les parties aériennes ont été maintenues hors de
la solution grace a un support en polypropyléne préalablement stérilisé, rattaché au bord du
pilulier par des feuilles adhésives extensibles inertes (PARAFILM ® M) (Photographie 7). La
mise en place du dispositif a été effectuée stérilement sous une hotte a flux laminaire. Quatre
répétitions, en présence et en absence de Ni dans la solution nutritive, ont été effectuées pour
chaque plante. Les piluliers ont été entourés de papier en aluminium afin de maintenir les
parties racinaires a 1’obscurité. L’ensemble du dispositif a été placé dans les mémes
conditions que celles utilisées pour la germination des graines. Des témoins sans plante ont

été réalisés dans les mémes conditions.

Photographie 7. Dispositif de culture en milieu hydroponique.

154



Chapitre VII. Mobilisation du Ni dans la rhizosphére des hyperaccumulateurs dans les milieux a faible disponibilité du Ni

B. Suivi de la culture et récolte des échantillons

La culture a été menée pendant deux semaines. A la fin de la premiere semaine de culture,
les plantules ont été transplantées stérilement sous une hotte a flux laminaire dans d’autres
piluliers, préparés de maniere identique aux précédents. Apres leur récolte i.e. apres une et
deux semaines de culture, les solutions contenues dans les piluliers ont été immédiatement
placées et conservées a — 22 °C afin de ne pas dénaturer les éventuels exsudats libérés par les
racines.

Au terme des deux semaines de culture, les racines et les parties aériennes des plantules
ont été récoltées séparément, rincées a I’eau ultrapure, égouttées puis pesées. Immédiatement
apres leur récolte, les échantillons frais ont été broyés dans 2 ml d’eau ultrapure dans un

mortier en agate, puis filtrés a 0,45 pm.

C. Analyses

Les filtrats provenant des échantillons végétaux, et les solutions nutritives récoltées apres
une et deux semaines de culture, ont été analysés par ICP-AES (Chapitre II) pour le dosage
du Ni, et par chromatographie ionique pour le dosage des acides organiques. Nous avons vu
dans le chapitre précédent que, dans les tissus des hyperaccumulateurs L. emarginata, Al.
murale et Th. caerulescens, le Ni était majoritairement complexé par du malate et/ou du

citrate, c’est pourquoi nous nous intéresserons plus particulierement a ces deux acides

organiques.

2. Résultats

2.1. Altération du chrysotile dans la rhizosphere de L. emarginata

2.1.1. Biomasse

Apres 15 semaines de culture sur Chrysotile, L. emarginata a produit une biomasse totale
(racines+parties aériennes) de 261 mg de matiere seche (Tableau 19). La biomasse racinaire

représentait 22 % de la biomasse totale.

Tableau 19. Biomasse produite par L. emarginata apres 15 semaines de culture sur chrysotile.

Biomasses (mg)

Racines (R) 57  (17)
Parties aériennes (PA) 204 (62)
Totale 261 (72)
Rapport R/PA 0,22 (0,06)
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2.1.2. Concentration en Mg, de Ni et de Fe dans les tissus de L. emarginata

Les teneurs en Mg, Ni et Fe mesurées dans la plante varient en fonction : (1) de la nature
de I’élément (Macronutriment i.e. Mg >> Micronutriments i.e. Ni et Fe) ; et (i1) de 1’organe
de la plante (racines > parties aériennes) (Figure 56). Les teneurs en Mg et en Fe sont
nettement plus élevées dans les racines de L. emarginata que dans les parties aériennes. A
I’inverse, les teneurs en Ni dans les parties aériennes de la plante sont quasiment deux fois

plus élevées par rapport a celles des racines.
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Figure 56. Concentration en Mg, Fe et Ni dans les racines et les parties aériennes de L. emarginata apres 15
semaines de culture sur chrysotile. a,b : analyse de variance effectuée entre les différents organes de la plante
(Newman-Keuls, p=0,05).

2.1.3. Minéralomasse

Les quantités moyennes d’éléments dans les parties aériennes des plantules avant la mise
en culture étaient de 17 ug pour le Ni, de 9 pg pour le Mg, et inférieures a 1 ug pour le Fe.
Dans les racines de ces mémes plantules, les quantités de Ni, Mg et Fe étaient toutes
inférieures a 1 ug. Les quantités de Mg, Ni et Fe dans ’ensemble des tissus de L. emarginata
sont telles que : Mg >> Ni > Fe (Figure 57). Le Mg absorbé par la plante est réparti de
maniere équivalente entre les racines et les parties aériennes du végétal. En revanche, la
majorité du Ni est associée aux parties aériennes (87 %). A I’'inverse, le Fe est situé surtout au
niveau des racines (81 %). La translocation des éléments des racines vers les feuilles (rapport

[racine/feuille] ) est telle que Ni (0,15) > Mg (0,98) > Fe (4,14).
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Figure 57. Quantités de Mg, Fe et Ni (minéralomasses) dans les racines et les parties aériennes de L. emarginata
apres 15 semaines de culture sur chrysotile.

2.1.4. Bilan d’altération du chrysotile

A. Quantification et transferts du Mg et du Ni

La présence de L. emarginata a augmenté de plus de 50 % la quantité de Mg libérée par
I’altération du Chrysetile; et a multiplié par 50 celle du Ni (Figure 58). En absence de plante,
la fraction de Ni transférée vers les percolats ne représente que 0,003 % de la quantité de Ni
initialement apportée au systeme par le Chrysotile. En revanche, apres la culture de L.
emarginata 1,48 % du Ni initialement présent au sein du Chrysotile ont été transférés vers
les percolats et la plante. L. emarginata a absorbé 88 % de la quantité totale du Ni libéré au
cours de la culture. En revanche, la majorit¢ du Mg libéré (91 %) a été lixiviée dans les

percolats.
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Figure 58. Quantités totales de Mg et de Ni libérées par I’altération du Chrysotile apres 15 semaines de culture
(quantités percolées et absorbées par la plante). N.B. : les quantités d’éléments initialement contenues dans la
plante avant la culture ont été préalablement retranchées pour le calcul du Ni absorbé par la plante. a,b,c :
analyse de variance effectuée entre les différentes modalités (Newman-Keuls, p=0,05).
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Les quantités théoriques de Ni libérée par dissolution stoechiométrique des couches du
Chrysotile Nioechiomerrique ONt pu etre estimée a partir (i) des coefficients stoechiométriques du
Mg (2,755) et du Ni (0,008) et (ii) des quantités totales de Mg libérées par 1’altération du
Chrysotile au terme de I’expérimentation (Tableau 20). La quantité de Ni lixiviée dans le
percolat du témoin sans plante est nettement inférieure a Nisoechiomerriguee EN revanche, la
quantité totale de Ni libérée par 1’altération du Chrysotile en présence de L. emarginata est

tres proche de la valeur de Nigoechiomérrigue-

Tableau 20. Comparaison entre les quantités totales de Ni théoriquement libérées au cours de la culture par
dissolution du Chrysotile (pour les valeurs de Mg correspondantes) et les quantités totales de Ni effectivement
mesurées.

Mg yesure Ni mesure Ni stoechiométrique

(mg) (17
Sans végétation 5,90 1,95 41,36
L. emarginata 15,00 100,47 105,05

B. Evolution de la disponibilité du Ni dans le Chrysotile apres la culture

La teneur en Ni hydrosoluble (Nig20) mesurée au sein du mélange Quartz-Chrysotile est
significativement moins €levée apres culture sans végétation par rapport a la référence Avant
culture (-1,5 pg ') (Tableau 21). Les deux tiers de cette diminution correspondraient a la
quantité de Ni percolée apres culture sans végétation (Figure 58). Aussi, cela signifie que la
solution n’est pas réapprovisionnée par le Ni contenu au sein du Chrysotile. La teneur en Ni
hydrosoluble apres la culture de L. emarginata est équivalente a celle mesurée avant culture,
ce malgré une quantité de Ni percolée plus élevée en présence de la plante par rapport au
témoin sans plante (Figure 57). Compte tenu que la solution est initialement non tamponnée
par le Ni du Chrysotile (cf. CEI, Figure 22), cela suggere qu’une partie du Ni contenu au sein
du Chrysotile a été solubilisé.

La teneur en Ni extractible au DTPA-TEA (Niprpa.rea) mesurée au sein du mélange
Quartz-Chrysotile avant la culture est tres faible ; elle ne représente que 0,2 % de la teneur
initiale en Ni total du systeme (Tableau 21). Apres la culture, Niprpa.rea dans le mélange
Quartz-Chrysotile est significativement plus élevé, ce d’autant plus en présence de L.

emarginata.
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Tableau 21. Quantités de Ni hydrosoluble et extractible au DTPA-TEA au sein du mélange Chrysotile -Quartz,

avant et apres la culture. a,b,c : analyse de variance effectuée entre les différentes modalités (Newman-Keuls,
p=0,05).

NiHZO NiDTPA-TEA

ug I’ mg kg
Avant culture 4,5 a 0,29 c
Sans végétation 3,0 b 0,40 b
L. emarginata 4.1 a 0,49 a

C. Cinétique d’altération du Chrysotile

Pendant les dix premieres semaines de culture, les quantités de Mg lixiviées dans le
percolat en présence de L. emarginata, sont significativement plus élevées par rapport au
témoin sans plante (Figure 59). Les quantités de Mg libérées mesurées pour les deux
modalités évoluent alors de fagon similaire.

En revanche, a partir de la dixieme semaine de culture de L. emarginata, les quantités de
Mg lixiviées ont brutalement diminué (- 15 % en moyenne) puis se sont stabilisées jusqu’a la
fin de la culture. Les valeurs obtenues en présence ou en absence de L. emarginata, ne sont
alors plus significativement différentes. La diminution observée (environ 1,5 mg de Mg en
moyenne) correspond approximativement a la quantité totale de Mg mesurée dans les tissus

de L. emarginata (1,3 mg) a la fin de la culture.
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Figure 59. Quantités de Mg percolée au cours de chaque semaine de la culture.
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D. Taux de dissolution du Chrysotile

Le taux de dissolution du Chrysotile a été calculé d’apres la formule [7] (Chapitre IV) a
partir des concentrations en Mg mesurées dans les solutions globales obtenues en fin de
culture (Tableau 22). Dans ce calcul la quantité de Mg absorbée par L. emarginata a été
négligée. Le taux de dissolution du Chrysotile est significativement plus élevé en présence de

L. emarginata, soit 2,3 fois par rapport au témoin.

Tableau 22. Taux de dissolution du Chrysetile en présence ou non de L. emarginata. a,b : analyse de variance
effectuée entre les différentes modalités (Newman-Keuls, p=0,05).

r(molm?s™)

Sans végétation  9,3.10™ b

L. emarginata 2210 a

2.1.5. Analyses minéralogiques du mélange Chrysotile-Quartz

Aucune variation de la composition minéralogique (néoformation ou transformation) n’a
pu étre mise en €vidence par les analyses en DRX effectuées sur les échantillons Quartz-

Chrysotile (lames orientées) avant et apres 15 semaines de culture (Figure 60).
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Figure 60. Diffractogrammes issus de ’analyse en DRX des échantillons Quartz-Chrysotile (lames orientées)
avant et apres la culture de 15 semaines.
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2.1.6. Analyses microscopiques du mélange Chrysotile-Quartz

Aucune figure de dissolution ou de précipitation n’a ét€ observée sur les particules de
Chrysotile apres la culture. Les fibres de Chrysotile, avant et apres la culture, apparaissent le
plus souvent sous forme de pelotes (Figure 61 A). Néanmoins, lorsque la plante est présente,
les fibres de Chrysotile peuvent se lier étroitement a la racine, et ainsi former des plages

minérales se confondant avec la racine (Figure 61 B).

Figure 61. (A) Fibres de chrysotile (CH) sous forme de pelotes adhérentes a la racine de L. emarginata (R)
apres 15 semaines de culture. (B) Fibres de chrysotile plaquées contre la racine.

2.2. Mécanismes impliqués dans la mobilisation du Ni

2.2.1. Activité des bactéries dans la rhizosphere de L. emarginata

Les bactéries présentes dans les colonnes témoin (Sans végétation) proviennent de
contaminations externes contractées pendant la culture (Figure 62). Le nombre de bactéries
mesuré apres 15 semaines d’expérimentation est significativement plus élevé en présence de
L. emarginata. De nombreuses colonies de bactéries de couleur blanche, jaune et rose se sont
développées en présence de L. emarginata. En revanche, les colonies qui se sont développées
sur le milieu TSA pour la modalité Sans végétation étaient toutes translucides. Aussi, des
bactéries habituellement associées a la rhizosphere de L. emarginata auraient été apportées au

systeme par le biais des graines.
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Figure 62. Nombre de colonies bactériennes présentes dans le systeme apres culture. a,b : analyse de variance
effectuée entre les différentes modalités (Newman-Keuls, p=0,05).

2.2.2. Evolution du pH dans la rhizosphére de L. emarginata

En fin d’expérimentation, le pH du mélange homogene des solutions percolées au cours
des 15 semaines est de 6,7 pour le témoin sans plante et de 7,1 en présence de L. emarginata.
Ces valeurs de pH sont nettement supérieures a celle de la solution nutritive apportée
initialement au systeme (pH=5,8). L’évolution du pH au cours des 15 semaines de culture suit
globalement I’évolution des quantités de Mg percolées (Figure 63). Ainsi, plus 1’altération du
Chrysotile est importante, plus le pH est élevé. Le pH de la solution de percolation est donc
largement contr6lé par la présence du Chrysotile (pH (chrysotite) = 7,6) qui joue le role de

tampon en relarguant des ions OH" lors de la dissolution des feuillets octaédriques.

© Sans végétation m L. emarginata
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6 f f f f f !
0 20 40 60 80 100 120
Jours

Figure 63. Evolution du pH des percolats au cours de la culture.
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2.2.3. Relation entre ’absorption du Ni et la production de malate et de citrate par les

hyperaccumulateurs

A. Teneur en Ni

Apres deux semaines de culture hydroponique, les teneurs en Ni dans les tissus de L.
emarginata et Al. murale sont plus élevées au niveau des parties aériennes qu’au niveau des
racines (Figure 64). En revanche, les racines de I’hyperaccumulateur Th. caerulescens sont
plus concentrées en Ni que ses parties aériennes, a l’instar de celles du témoin non
accumulateur. En présence de Ni dans la solution nutritive, les teneurs en Ni dans les tissus
des plantes sont nettement plus élevées par rapport au témoin sans Ni, excepté dans les parties

aériennes d’Al. murale ou les teneurs en Ni sont équivalentes dans les deux traitements.

[J Au.saxatilis Th. caerulescens
1000 - & Al. murale B L. emarginata
a A

— 800
=

o 600
(@)
=2

= 400

200

0

Racines Parties aériennes Racine Parties aériennes
Sans Ni Avec Ni

Figure 64. Teneurs en Ni dans les racines et les parties aériennes des plantes cultivées en absence ou en
présence de Ni (1 mg I'") dans la solution nutritive. a,b,c : analyse de variance effectuée entre les différentes
modalités (Newman-Keuls, p=0,05).

Le Ni présent dans les plantes malgré I’absence de Ni dans la solution nutritive provient
des réserves de Ni contenues dans les graines (Tableau 11, Chapitre V). La quantité totale de
Ni contenue dans les plantules de L. emarginata est néanmoins largement inférieure a celle
d’une graine (8,68 ug de Ni par rapport a 28 pug de Ni par graine). Aussi, une large fraction du

Ni contenu dans la graine a pu rester au niveau du tégument.
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Le rapport R/PA entre les quantités de Ni contenues dans les racines (R) et celles
contenues dans les parties aériennes (PA) des végétaux nous a permis d’estimer I’efficacité de
translocation du Ni chez les différentes especes (Tableau 23). Le Ni initialement contenu dans
les graines des especes hyperaccumulatrices, et notamment dans celles de L. emarginata, est
préférentiellement distribué au sein des parties ariennes. La forte valeur du rapport R/PA pour
I’espece Au. saxatilis est due a une tres grande variabilité entre les individus testés (R/PA
varie entre 0,1 et 12). Néanmoins, les rapports obtenus pour chaque individu de I’espece non
accumulatrice étaient tous largement supérieurs a ceux des especes hyperaccumulatrices L.
emarginata et Al. murale. Lorsque les plantes ont été cultivées en présence de Ni, les
quantités de Ni au sein des tissus ont augmenté. La distribution du Ni entre les racines et les
parties aériennes de L. emarginata et de Al. murale est restée similaire a celle du témoin sans
Ni. En revanche, le rapport R/PA sur le traitement avec Ni pour I’espece Th. caerulescens a
quasiment été multipliée par quatre par rapport au témoin en absence de Ni. L’efficacité de la
translocation du Ni des racines vers les parties aériennes en présence de Ni apparait telle que :

L. emarginata ~ Al. murale > Au. saxatilis ~ Th. caerulescens.

Tableau 23. Quantité de Ni mesurée dans les racines (R) et les parties aériennes (PA) des plantes cultivées en
absence ou en présence de Ni (1 mg 1. a,b,c : analyse de variance effectuée entre les différentes modalités,
n.s. :non significatif (Newman-Keuls, p=0,05).

SANS NICKEL AVEC NICKEL
R PA R/PA R PA R/PA
.............................................................. Ni (HO) -eerrrrrrnnreeeeee e
L. emarginata 0,21 8,47 a 0,02 0,40 a 19,10 a 0,03 b
Th. caerulescens 0,01 ns. 0,08 ¢ 0,13 ns. 0,05 b 0,11 b 0,49 a
Al. murale 0,08 291 b 0,03 0,19 b 382 b 0,05 b
Au. saxatilis 0,04 0,03 ¢ 3,24 0,06 b 0,19 b 0,32 a

La différence entre la quantité de Ni mesurée dans les plantes cultivées sur les solutions
nutritives contenant du Ni et celles mesurées dans les plantes cultivées en absence de Ni nous
a permis d’estimer la quantité nette de Ni absorbée par la plante pendant la culture. La
quantit¢ de Ni initialement contenue dans la solution était de 5 pug de Ni. Aussi, L.
emarginata aurait absorbé 100 % de la quantité initiale de Ni en solution, Al. murale 10 %,

Au. saxatilis 2 %, et Th. caerulescens seulement 1 %.

164



Chapitre VII. Mobilisation du Ni dans la rhizosphére des hyperaccumulateurs dans les milieux a faible disponibilité du Ni

L’analyse des solutions nutritives des témoins sans plante a montré qu’entre 61 et 81 %
du Ni initialement en solution a été adsorbée sur les parois des piluliers en verre. En présence
des plantes, 1’adsorption du Ni varie en fonction des especes cultivées. La fraction de Ni
adsorbé sur les parois peut étre estimée a partir des concentrations du Ni mesurées dans les
solutions avant et apres culture et de celles mesurées dans les plantes. En présence de Th.
caerulescens et de Au. saxatilis, la différence entre la teneur du Ni initiale et celle apres
culture est due en quasi-totalité a 1’adsorption du Ni sur la paroi des piluliers (= 98 %).
L’adsorption du Ni est plus faible en présence de Al. murale (87 %), voire nulle en présence

de L. emarginata.

B. Teneur en acide citrique et en acide malique

Les teneurs en acides organiques dans les tissus des végétaux varient de manicre
importante entre les individus d’une méme espece (Figure 65) ; cela se traduit par des écarts-
types entre répétitions d’'une méme modalité tres importants. D’une maniere générale, les
tissus des plantes étaient plus concentrés en malate qu’en citrate. L’absence ou la présence de
Ni dans le milieu de culture n’a pas eu d’effet significatif sur la production de citrate par les
plantes. En revanche, les teneurs en malate dans les tissus des especes Th. caerulescens et Au.
saxatilis sont significativement plus élevées en présence de Ni dans la solution nutritive
(Newman-Keuls, p=0,05).

Les teneurs en acides organiques mesurées apres la culture dans les solutions nutritives
contenant ou non du Ni, sont semblables a celles des solutions avant culture (résultats non

présentés).
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Figure 65. Teneurs en citrate (A) et en malate (B) dans les racines et les parties aériennes des plantes cultivées
en absence ou en présence de Ni (1 mg 1™) dans la solution nutritive.
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C. Relation entre les teneurs en acides organiques et les teneurs en Ni dans les

plantes

La teneur en acides organiques et la teneur en Ni dans les plantes semblent indépendantes,
excepté en ce qui concerne le malate dans les parties aériennes de L. emarginata
et d’Au. saxatilis (Figure 66). La teneur en malate dans les parties aériennes des deux especes
est d’autant plus €élevée que la teneur en Ni I’est aussi. Compte tenu de la masse molaire du
Ni (58,69 g mol'l) et du malate (134 g mol'l), le nombre de moles de Ni est plus de 1000 fois
supérieur a celui du malate. Le rapport Ni/Malate est significativement plus élevé dans les
tissus de Au. saxatilis que dans ceux de L. emarginata, notamment en présence de Ni dans la

solution nutritive.
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Figure 66. Relation entre la teneur en Malate et la teneur en Ni dans les parties aériennes de L. emarginata (A)
et Au. saxatilis (B).

3. Discussion

La culture de L. emarginata sur un milieu dépourvu en Ni disponible a conduit au
doublement du taux I’altération du Chrysotile. Le processus majoritaire d’altération du
Chrysotile est la dissolution. La majorité du Ni solubilisé (88 %) est alors directement
prélevée au niveau des racines puis transférée vers les parties aériennes.

Suite a la dissolution du Chrysotile, le Ni solubilisé serait adsorbé a la surface des
particules minérales ; conduisant a une importante augmentation de la quantité du Ni
phytodisponible au sein du systéme, mais pas de la quantité du Ni en solution. La dissolution
du Chrysotile n’a apparemment pas conduit a la néoformation de phases minérales
secondaires. En présence de la plante, le Mg et le Ni sont libérés de maniere stoechiométrique
lors de la dissolution du Chrysotile. La dissolution des couches magnésiennes du chrysotile

libere 100 fois plus de Mg, et 10 fois plus de Fe, par rapport au Ni. Le Mg et le Fe, solubilisés
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simultanément au Ni, ont été principalement lixiviés dans les percolats. L. emarginata
n’aurait absorbé que 6 % du Fe et 9 % du Mg solubilisé lors de la dissolution du chrysotile.
Ainsi, la plante favoriserait I’altération du Chrysotile permettant (i) 1’acquisition des
nutriments nécessaires a son métabolisme, et (ii) ’accumulation d’une quantité élevée de Ni
dans ses parties aériennes. Aussi, nous ne pouvons pas exclure le fait que 1’absence initiale de
Fe et de Mg dans la solution nutritive ait pu jouer un rdle dans I’initiation des processus
physiologiques d’altération du Chrysotile.

Plusieurs travaux ont montré que les especes hyperaccumulatrices pouvaient influencer la
mobilité des métaux, en induisant des variations chimiques au sein de la rhizosphere
(Marschner, 1986 ; Morel ef al. 1986). Le pH de la solution au sein du systeme est largement
contrdlé par la présence du Chrysotile qui joue le role de tampon. La solubilisation d’ions
OH’ lors de la dissolution du Chrysotile entraine alors une augmentation du pH au sein du
systeme. Aussi, si I’acidification de la rhizosphere fait partie des mécanismes induits par la
plante afin de favoriser la dissolution du Chrysotile, celle-ci n’est pas perceptible en raison
du tampon du pH.

Au vu des résultats des cultures hydroponiques, I’exsudation d’acides organiques, et
notamment du malate et du citrate, par les racines des hyperaccumulateurs ne serait pas
impliquée dans la mobilisation du Ni. La production de citrate au sein des tissus des végétaux
ne semble dépendre (i) ni de la quantité de Ni accumulée dans la plante, (ii) ni de la présence
ou de I’absence de Ni dans le milieu de culture. Chez les especes L. emarginata et Au.
saxatilis, les teneurs en malate dans les parties aériennes semblent corrélées aux teneurs en
Ni. Néanmoins, le rapport Ni/malate est 50 fois plus élevé pour I’espece hyperaccumulatrice.
Au terme des deux semaines de culture sur milieu hydroponique, 1’hyperaccumulateur 7.
caerulescens semble s’€tre comporté comme 1’espece non accumulatrice Au. saxatilis, i.e. (1)
les teneurs du Ni au sein des tissus et la translocation du Ni des racines vers les parties
aériennes ne sont pas significativement différentes, (ii) les teneurs en malate dans ses tissus,
et notamment dans ses racines, sont significativement plus élevées en présence de Ni dans le
milieu.

Les plantes peuvent également jouer un role indirect sur la mobilisation des métaux.
D’une part, le prélevement intense du Ni (88 % du Ni libéré par 1’altération du minéral),
induit une diminution du Ni hydrosoluble au sein de la rhizosphere. Dans ce cas, la solution
est généralement réalimentée en Ni par la fraction de Ni sorbé sur la phase minérale, ce qui a
long terme favorise la dissolution du minéral. D’autre part, la présence de L. emarginata a

permis le développement de colonies bactériennes spécifiques au sein de sa rhizosphere.
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Certaines de ces rhizobactéries pourraient favoriser I’altération des minéraux et ainsi
contribuer a la solubilisation du Ni, comme I’ont précédemment montré certains travaux pour
I’espece hyperaccumulatrice Al. murale (Abou-Shanab et al., 2003 et 2006). La
caractérisation des rhizobactéries associées a L. emarginata et de leur role vis-a-vis de la

mobilisation et de I’accumulation nécessite une étude approfondie.

4. Conclusion

Lorsqu’elles se développent sur des milieux a faible disponibilité du Ni, les plantes
hyperaccumulatrices de Ni peuvent favoriser la dissolution de minéraux silicatés nickéliferes
afin d’acquérir et d’accumuler des quantités élevées de métal dans leurs parties aériennes.
Dans ce cas, la quasi-totalité du Ni solubilisé est instantanément absorbée au niveau des
racines des plantes puis transférée vers les parties aériennes. Le prélevement intense du Ni
ainsi que la stimulation de bactéries spécifiques au sein de la rhizosphere des
hyperaccumulateurs pourraient €tre préférentiellement impliqués dans la solubilisation du Ni
en favorisant 1’altération des phases minérales du milieu. Bien que non perceptibles au cours
de nos expérimentations, 1’acidification de la rhizospheére et/ou 1’exsudation d’acides
carboxyliques par les plantes hyperaccumulatrices restent néanmoins deux mécanismes
pouvant vraisemblablement €tre impliqués dans 1’augmentation du taux d’altération des
minéraux nickéliferes.

L’ensemble de ces résultats suggere que 1I’accumulation du Ni au niveau des feuilles
semble jouer un role important dans 1’écophysiologie des hyperaccumulateurs et leur

adaptation au milieu.
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L’objectif de nos travaux de recherche était de contribuer a la compréhension des
mécanismes chimiques et biologiques qui conditionnent I’accumulation du Ni dans les parties
aériennes des plantes hyperaccumulatrices, en réponse a la disponibilité du métal dans le sol.
Pour répondre a cet objectif, nous avons dans un premier temps réalisé une étude in situ sur le
fonctionnement naturel du systeme sol ultramafique-Brassicacée hyperaccumulatrice de Ni.
Cette approche d’observation nous a permis d’identifier I’origine et la nature des phases
porteuses de Ni dans les sols ultramafiques et d’établir I’'importance de leur altération vis-a-
vis de la disponibilit¢é du Ni dans les sols. Nous avons ensuite focalisé sur 1’étude de
I’altération de trois minéraux nickéliferes modeles (Chrysotile, Smectite, Goethite)
communs des sols ultramafiques, et présentant une gamme de disponibilit¢é du Ni. La
caractérisation de ces minéraux (structure, propriétés, disponibilité du Ni) a permis de
montrer la relation existant entre la spéciation du Ni et sa disponibilité au sein des phases
minérales. Puis, nous avons déterminé 1’impact de trois Brassicacées hyperaccumulatrices de
Ni natives de sols ultramafiques d’Europe (L. emarginata, Al. murale et Th. caerulescens) sur
I’altération de ces minéraux, et plus généralement sur la disponibilité du Ni dans le milieu de
culture. Une premicre expérimentation consistait a cultiver les plantes sur une terre agricole
dans laquelle ont été insérées de manicre localisée les phases porteuses de Ni (culture en
rhizotron). Dans ce contexte, le substrat de culture terre+minéral était initialement pourvu en
Ni phytodisponible. Aprés avoir mis en évidence la réponse des différentes especes
hyperaccumulatrices quant a 1’extraction du Ni, nous avons étudié les mécanismes chimiques
et physiologiques induits par les hyperaccumulateurs, susceptibles de favoriser
I’accumulation du Ni par les plantes hyperaccumulatrices (analyses XAS, -culture
hydroponique). Une seconde expérimentation a été réalisée afin de déterminer le taux
d’altération du Chrysotile (a faible disponibilit¢é du Ni) dans la rhizosphere de 1’espece
présentant le plus fort potentiel d’extraction du Ni des trois hyperaccumulateurs étudiés, i.e.
L. emarginata (culture en colonne lysimétrique).

Les principaux résultats de nos travaux de recherche sont détaillés ci-apres et étayés par

un schéma de synthese (Figure 67).
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Les résultats acquis au travers de I’étude du fonctionnement naturel du site ultramafique
de Bergenbach montrent que la teneur et la disponibilit¢ du Ni dans de tels sols sont
directement liées a I’abondance, a I’altérabilité et aux teneurs en Ni des minéraux (Figure 67,
@), ainsi qu’aux conditions édaphiques du milieu. La nature, 1’abondance et la teneur en Ni
des minéraux présents dans les sols dépendent initialement de la composition de la roche
mere et des conditions pédogénétiques du milieu. Nous avons montré, au travers de 1’étude in
situ, que les minéraux silicatés ferromagnésiens primaires (e.g. serpentine, chlorite) et
secondaires (e.g. smectite), ainsi que les oxyhydroxydes de Fe secondaires étaient les
principales sources de Ni dans les sols ultramafiques. La majeure partie du Ni serait incluse
dans la structure cristalline (feuillets octaédriques) de ces minéraux, sous forme non
disponible pour les plantes. La dissolution des phyllosilicates ferromagnésiens nickéliferes
hérités de la roche mere (e.g. chlorite, serpentine), moins stables dans les sols aérés que les
oxyhydroxydes cristallisés, constituent la principale source de Ni phytodisponible des sols.
Elle conduit a la solubilisation du Mg, du Ni et du Fe contenu dans le réseau cristallin des
minéraux. La solubilisation d’importantes quantités de Fe et de Ni conduirait a la
néoformation d’oxydes de Fe amorphes a fortes teneurs de Ni disponible pour les plantes
hyperaccumulatrices. De plus, la libération simultanée d’ions OH" dans la solution, lors de la
dissolution des feuillets octaédriques, serait a 1’origine de 1’augmentation du pH, observée
dans les sols a plus forte disponibilité du Ni. L’analyse des parties aériennes des individus de
I’espece Th. caerulescens présents naturellement sur le site ultramafique étudié a permis de
montrer que 1’accumulation du Ni par les plantes hyperaccumulatrices est directement liée a
la disponibilité du Ni dans les sols, et donc a la pédogenese et ses effets directs sur la nature
et I’altération des phases minérales nickéliferes.

L’étude de I’altération des minéraux nickéliferes modeles sous I’influence des plantes a
montré que lorsque le milieu de culture est naturellement, et suffisamment, pourvu en Ni
phytodisponible, les especes hyperaccumulatrices accumulent le Ni proportionnellement a
I’offre du sol (Figure 67, @). Les formes de Ni, disponibles pour ces derniéres, correspondent
aux formes ioniques, complexées, et incluses dans des précipités amorphes facilement
solubilisables (en particulier de Fe). Le fort prélevement de Ni par les hyperaccumulateurs
conduit 2 un appauvrissement significatif de la fraction de Ni initialement disponible du
milieu. Dans ces conditions, il n’y a pas d’incidence sur 1’altération naturelle des minéraux
nickéliferes présents dans le milieu, quelle que soit leur nature. L. emarginata, et dans une
moindre mesure Al. murale, sont nettement plus efficaces que Th. caerulescens en terme

d’extraction du Ni du sol. Les teneurs en Ni dans les tissus des trois especes étudiées sont
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équivalentes, néanmoins L. emarginata et Al. murale produisent environ trois fois plus de
biomasse que Th. caerulescens, toutes conditions égales. Ainsi, le potentiel de
phytoextraction des hyperaccumulateurs dépend a la fois du développement végétatif et de la
capacité d’accumulation du Ni de chaque espece. Nous avons mis en évidence différentes
spécificités physiologiques pouvant €tre impliquées dans 1’efficacité d’extraction du Ni chez
les trois especes hyperaccumulatrices étudiées. La morphologie du systéme racinaire des
especes

L. emarginata et Al. murale (racines nombreuses, épaisses et longues) pourrait faciliter
I’absorption du Ni présent dans le substrat par les racines en augmentant (i) le volume de sol
prospecté et/ou (ii) la surface de contact entre le sol et la racine. De plus, nous avons constaté
que la translocation du Ni des racines vers les parties aériennes, et notamment les feuilles,
semble s’expliquer par une spéciation (nature du ligand) nettement plus efficace chez les deux
especes a fort potentiel d’extraction (analyses XAS : bulk-EXAFS). Dans ce cas, les organes
de transfert contiennent majoritairement du citrate comme ligand (Figure 67, ®). Les
complexes Ni-citrate se présenteraient sous forme de Ni-(citrate), tres stables (stabilité > aux
complexes Ni-malate), ce qui, au niveau du xyleme assurerait une absence de dispersion du
Ni et donc un transfert du Ni vers les feuilles plus efficace. La présence de complexes Ni-
malate dans les feuilles des trois hyperaccumulateurs étudiés pourrait jouer un role dans le
stockage du Ni (Figure 67, @), en facilitant par exemple la séquestration du métal dans les
vacuoles, ol le malate est abondant pour assurer I’osmorégulation.

L’étude de I’altération du Chrysotile dans la rhizosphere de L. emarginata a montré qu’a
I’inverse de la situation précédente, lorsque la teneur en Ni phytodisponible est faible (<0,5
mg kg™), la dissolution du minéral est accélérée en présence de la plante (Figure 67, ®). Et
dans ce cas, la plante accumule moins de Ni dans ses parties aériennes. En revanche, elle
optimise le prélevement du métal en absorbant la quasi-totalité du Ni ainsi solubilisé (> 85
%). Les mécanismes impliqués dans la mobilisation du Ni au sein de la rhizosphere des
hyperaccumulateurs (pH, Eh, exsudats racinaires, déplétion de Ni soluble) sont encore peu
connus et souvent issus de concepts généraux, supposés communs a I’ensemble des especes
végétales et des métaux, mais non avérés dans le cas des hyperaccumulateurs de Ni. Nos
travaux nous ont permis de faire ressortir certains mécanismes qui pourraient intervenir
préférentiellement dans la solubilisation du Ni au sein de la rhizosphere des plantes
hyperaccumulatrices de Ni. Le prélevement intense et continu du Ni dans la rhizosphere des
hyperaccumulateurs conduit a un appauvrissement de la fraction disponible du Ni. Cela peut

conduire a un déplacement des équilibres existants, d’une part, entre les différents
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compartiments de Ni de la phase solide du sol et, d’autre part, entre la phase solide et la
solution du sol. Ces équilibres favoriseraient le réapprovisionnement en Ni de la solution du
sol et activeraient ainsi la dissolution des minéraux porteurs de Ni. La stimulation d’une
microflore spécifique (bactéries résistantes au Ni) dans la rhizosphere de L. emarginata a pu
également favoriser I’altération de minéraux nickéliferes, contribuant ainsi a I’augmentation
de la disponibilit¢ du Ni dans la rhizosphere et par conséquent a son prélevement par la
plante. En revanche, I'implication d’exsudats racinaires de type malate ou citrate dans la
mobilisation du Ni au sein de la rhizosphere des hyperaccumulateurs n’a pas été vérifiée dans
nos travaux. De plus, contrairement aux connaissances générales sur la mobilisation des
métaux dans la rhizosphere des végétaux, nous n’avons pas mis en évidence d’acidification
de la rhizosphere. A I’inverse, nous avons constaté que la culture des hyperaccumulateurs
induisait une augmentation systématique du pH global du substrat de culture. Nous avons
montré que la solubilisation d’ions OH  induite par 1’altération des phyllosilicates
ferromagnésiens tamponnait fortement le milieu et pouvait méme mener a une augmentation
du pH de la solution. Néanmoins, dans le cas des cultures en rhizotron, I’augmentation du pH
de la terre agricole est indépendante des minéraux nickéliferes insérés. Aussi, I’exsudation de
cations autres que H' en compensation de 1’absorption élevée de Ni, serait-elle une hypothese

pour expliquer cette augmentation du pH.
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Pour faciliter I’application du procédé de phytoextraction du Ni a grande échelle il est
important de contribuer a 1’élaboration d’un modele cultural qui permettra de prédire les
résultats d’une culture de phytoextraction par des plantes hyperaccumulatrices en tenant
compte des conditions environnementales spécifiques a chaque site (type de sol, climat,...).
Les résultats majeurs issus de ce travail doivent contribuer significativement a la définition et
a Dorientation des processus a prendre en compte dans un tel modele. Les perspectives
scientifiques de ce travail s’inscrivent donc désormais dans ce contexte. De méme, les
perspectives en terme d’application de ces résultats découleront de la mise en place de ce
modele, permettant d’évaluer la faisabilité et I’efficacité du procédé de phytoextraction du Ni
sur le terrain.

Nous avons montré dans ce travail que la connaissance de la disponibilité du Ni dans le
sol est une étape essentielle dans la modélisation de la phytoextraction du métal. Aussi,
I’étude préalable des constituants du sol, de la chimie de la solution et des réactions physico-
chimiques susceptibles de se produire dans les sols permet-elle d’évaluer la disponibilité du
Ni. Dans les sols a forte disponibilité du Ni, cela permet de prévoir, en fonction de I’offre du
sol, la quantité de métal que la plante va accumuler dans ses parties aériennes. D’autre part,
nous avons montré que, dans les sols a faible disponibilit¢ du Ni, la présence des
hyperaccumulateurs favorise I’altération des phyllosilicates nickéliferes au sein de la
rhizosphere. La détermination d’une éventuelle concentration seuil, au deca de laquelle les
hyperaccumulateurs déclencheraient des mécanismes spécifiques accélérant la solubilisation
du Ni, est importante pour 1’application vers le modele de phytoextraction car elle implique la
prise en compte ou non de ces derniers.

Une autre étape, particulicrement importante dans la modélisation du procédé de
phytoextraction, est d’établir le role et la dynamique de la matiere organique du sol ainsi que
leurs conséquences sur la disponibilit¢é du Ni dans les sol et sur son accumulation par les
hyperaccumulateurs. 1l est notamment essentiel d’approfondir nos connaissances (i) sur
I’implication des microorganismes de la rhizosphére dans la mobilisation du Ni et (ii) sur les
conséquences du retour au sol de la matiere végétale sénescente a forte teneur en Ni vis-a-vis
de la disponibilité du Ni a court et a long terme dans les sols. Des travaux menés sur la
disponibilit¢ du Cd et du Zn dans les feuilles de Th. caerulescens ont montré que la
décomposition des feuilles sénescentes au niveau de la litiere du sol constituait une source de
métal plus soluble et plus assimilable par les plantes que les métaux présents dans le sol
(Perronnet, 2000). Cela pourrait également se vérifier dans le cas du Ni. En effet, nous avons

montré que le Ni était stocké dans les feuilles des hyperaccumulateurs sous forme de
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complexes stables Ni-carboxylate, pouvant devenir tres solubles apres la dégradation des
cellules végétales.

Le choix de I’espece hyperaccumulatrice cultivée est important pour optimiser le procédé
de phytoextraction du Ni. Il dépend des ses besoins climatiques et nutritionnels, et de
Iefficacité d’extraction des plantes (paramétrage écophysiologique de la plante, impact
spécifique du métal sur 1'écophysiologie de la plante). Certains mécanismes physiologiques
spécifiques pourraient intervenir dans 1’optimisation du processus d’hyperaccumulation (e.g.
les transferts membranaires du Ni au niveau des racines, ou la spéciation et la localisation du
Ni au cours de son transfert des racines vers son lieu de stockage). Nous avons montré, par
exemple, que la spéciation du Ni pouvait intervenir sur 1’efficacité de son transfert au sein du
xyleme. L’identification et le transfert de genes impliqués dans de tels processus
physiologiques permettraient a terme de sélectionner et développer des especes
hyperaccumulatrices de Ni a fort potentiel d’extraction, et adaptées a des conditions
environnementales multiples.

Enfin, pour caler puis valider un modele de culture agronomique, il est nécessaire de
passer a I’échelle du terrain (essais agronomiques) afin de préciser I’'impact des conditions
environnementales sur 1’efficacit¢é de la phytoextraction et de valider les résultats de la
modélisation issus de données de laboratoire. La prise en compte des effets du climat
(ensoleillement, température, pluviométrie) sur I’écophysiologie et des éventuels prédateurs
(insectes ravageurs) sur le développement et 1’efficacité des plantes hyperaccumulatrices est
primordiale pour garantir la viabilité d’une application a grande échelle du procédé de
phytoextraction. Une fois établi, un tel modele, permettra le développement d’une filiere
économique de phytoextraction du Ni dans laquelle les résultats présents auront apporté une
précision primordiale en terme d’étude de la faisabilité et de I’efficacité attendue de la

phytoextraction a but commercial (phytomining).
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Annexe 1 :

Diffractogrammes X des échantillons minéraux bruts

(Chapitre II)
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Minerai a Smectite
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par rapport aux extractions du Ni total a ’acide fluorhydrique (HF)

Rendement des extraction du Ni a I’eau régale

Annexe 2 :

(Chapitre II)
NiREG Nitotal (HF) NiREG/Ni total

Minéraux* Modalités mg kg™ %
Chrysotile Sans végétation 445 544 82

L. emarginata 461 566 81
Smectite Sans végétation 2351 2840 83

L. emarginata 2395 2763 87
Goethite Sans végétation 2823 3653 77

L. emarginata 3032 3803 80
Terre ** Modalité

Avant culture 17 21 81

* Mesures de Ni total effectuées au Laboratoire Services d'Analyses des Roches et des Minéraux

(CRPG-CNRS, Nancy)

** Mesures de Ni total effectuées au Laboratoire d'Analyses de Sols (INRA, Arras)
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Annexe 3 :

Espéces végétales collectées sur le site ultramafique de Bergenbach (Norini, 2003)

(Chapitre III)
Espece Famille Nom commun
Meum athamanticum Apiaceae Fausse athamanthe
Achillea millefolium Asteraceae Achillée millefeuille
Leucanthemum vulgare Asteraceae Leucantheme vulgaire
Thlaspi caerulescens Brassicaceae Tabouret calaminaire
Campanula rotundifolia Campanulaceae ~ Campanule a feuille ronde
Silene vulgaris Caryophyllaceae  Silene renflée
Helianthemum mummularium  Cistaceae Héliantheme nummulaire
Cupressus sempervirens Cupressaceae Cypres toujours vert
Succisa pratensis Dipsacaceae Succise des prés
Calluna vulgaris Ericaceae Callune
Vaccinium myrtillus Ericaceae Myrtille
Euphorbia cyparissias Euphorbiaceae Euphorbe petit cypres
Chamaespartium sagitalle Fabaceae Genét ailé
Lathyrus vernus Fabaceae Gesse printaniere
Lotus corniculatus Fabaceae Lotier corniculé
Trifolium pratense Fabaceae Trefle des pres
Vicia sepium Fabaceae Vesce des haies
Satureja acinos Lamiaceae Sariette acinos
Stachys sp. Lamiaceae Epiaire
Teucrium scorodonia Lamiaceae Germandrée scorodoine
Briza media Poaceae Amourette
Deschampsia flexuosa Poaceae Canche flexueuse
Polygala amarella Polygalaceae Polygala amer
Rumex acetosa Polygonaceae Oseille des pres
Polystricum setiferum Polypodiaceae Polystric a dents sétacées
Pteridium aquilnium Polypodiaceae Fougere aigle
Ranonculus bulbosus Ranunculaceae Renoncule bulbeuse
Potentilla sp. Rosaceae Potentille
Potentilla erecta Rosaceae Potentille dressée
Galium verum Rubiaceae Gaillet
Rhinantus alectorolophus Scrophulariaceae  Rhinanthe velu
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Annexe 4 :
Extractions a I’oxalate (méthode TAMM)
et au réactif Citrate-Dithionite-Bicarbonate, CBD (méthode Mehra Jackson)
(Chapitre III)

Les extractions a I’oxalate (méthode TAMM) et au réactif Citrate-Dithionite-Bicarbonate,
CBD (méthode Mehra Jackson) consistent a mobiliser le fer qui se trouve sous forme
amorphe ou cristallisée mais non inclus dans un réseau silicaté (minéraux primaires ou
argiles). L’ensemble du fer mobilisé par ces extractions est appelé « fer libre ».

L’extraction a I’oxalate permet de dissoudre les (co)précipités frais de Fe et d’Al (oxydes
amorphes). Ainsi, I’extraction permet la mobilisation de 96 % du fer présent dans les oxydes
amorphes; et moins de 1 % du Fe présent dans des oxydes cristallisés (goethite, gibbsite)
(Duchauffour et Souchier, 1966). Cette méthode permet d’estimer la fraction de Fe qui se
trouve sous formes ionique, complexée et amorphe dans les sols.

L’extraction au CBD permet de solubiliser, en plus de la fraction extraite a I’oxalate, la
totalit¢ du Fe présent sous forme d’oxydes et d’oxyhydroxydes (hématite, goethite,
1épidocrocite (Jeanroy, 1983) ; et moins de 5 % du Fe présent dans les minéraux silicatés
ferriferes (biotite, glauconite).

La différence entre la quantité de fer total et la quantité de fer libre permet d’estimer la

quantité de Fe présent dans le réseau des minéraux silicatés.

Fer libre
Fe-réseau —
Hicat Fe-réseau Fe-ionique,
silicates ;
oxyhydroxides Fe-complexé,
Fe-oxydes amorphes

<«— TAMM —>»

<+— MEHRA JACKSON ——

A

Fe TOTAL >

Figure A3.1: Extraction du fer contenu dans les différentes phases minérales.
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Fe total (g kg')

Annexe 5 :

Relation entre la teneur en Ni total et les teneurs totales en Fe, Mg, Co et Cr

Mesurées dans les horizons de surface des sols du site de Bergenbach

(Chapitre III)
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Annexe 6 :

Mesures de remontée capillaire d’eau dans la terre de remplissage des rhizotrons

(Chapitre V)

Les mesures de remontée capillaire d’eau déminéralisée ont été effectuées sur la terre de
remplissage a I’aide d’un dispositif mis au point au Laboratoire Sols et Environnement par F.
Bartoli. La terre de remplissage est caractérisée par une porosité essentiellement de type
capillaire (Tableau AS5.1). Elle présente une sorptivité élevée qui se traduit par une invasion
capillaire tres rapide (lorsque la terre est initialement seche et que la pression finale imposée
est de 0 kPa). Ceci est attribuable a : (i) une excellente mouillabilité du fait du tres faible taux
de matieres organiques de 7 (M.O.= 17,5 %o) ; (ii) des diametres d’entrée de pores tres
probablement tres petits (5 a 50 wm) ainsi qu’une remarquable connectivité des pores intra-
agrégats (Bartoli ef al., 1999) ; (ii1) une remarquable connectivité entre les agrégats du sol, du
fait de leur finesse (diametre équivalent variant de 0,2 a 2 mm, avec prédominance d’agrégats

fins) induisant une macroporosité inter-agrégats tres réduite.

Tableau AS.1 : Porosité et sorptivité du substrat de culture.

Porosité totale Macroporosité Porosité capillaire Sorptivité
........................... Do e mm s
55 16 84 2,51 0,21

Le flux d’invasion capillaire est extrémement rapide pendant le premier dixieme de
seconde (pres de 8 mm s™'), puis décroit de fagon non linéaire en fonction du temps (Figure
AS.1). Le flux capillaire moyen de I’eau dans le substrat de culture est de 0,284 + 0,015 mm

S-l. 84

Flux moyen d’invasion capillaire
(mm s1)
I

-

0 20 40 60 80

Temps moyen d’invasion capillaire
(s)
Figure AS.1: Courbe moyenne de I’évolution du flux d’invasion capillaire en fonction du temps.
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Annexe 7 :

Comparaison des valeurs du Ni extractible au DTPA-TEA pour le traitement témoin

sans apport de phases minérales nickéliféeres.

(Chapitre V)

Niprpa.tea (MY k9-1)

Sans végétation

L. emarginata

Essai 1 zone A 1,92 (0,19) 1,56 (0,28)
zone C 1,15 (0,11) 0,64 (0,14)
Mélange des zones B et D 1,10 (0,11) 0,73 (0,12)
Sachets 1,13 (0,02) 0,76 (0,13)
Moyenne sur les zones C, B, D et S 1,13 (0,08) 0,71 (0,13)
Essai 2 zone A 1,76 (0,26) 1,38 (0,42)
Mélange des zones C, B, D et S 1,25 (0,10) 0,89 (0,15)

(n) : ecart-type, 4 répétions.

Essai 1 : Mesures effectuées sur les échantillons de terre récoltée dans les zones B, C et D et

sur la terre contenue dans les sachets (S) ;

Essai 2 : Mesures effectuées sur le mélange homogene des échantillons de terre récoltée dans

les zones B, C, D et S.
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Validité des régressions linéaires effectuées sur les droites de corrélation
NiH20 = f(NiDTPA-TEA)
(Chapitre V)

Annexe 8 :

Limite Limite
Traitements Zones de prélevement Coefficients Erreur-type Statistique t Probabilité inférieure supérieure

Seuil de confiance = 95%

Terre Zone A Constante -2,39 2,39 -1,00 0,33 -7.41 2,62
Variable X 15,54 1,78 8,75 0,00 11,81 19,27

Zones B, C, D Constante -0,40 0,65 -0,61 0,55 -1,76 0,97

Variable X 5,57 0,59 9,44 0,00 4,33 6,81

Terre+Chrysotile  Zone A Constante -6,49 2,23 -2,91 0,01 -11,20 -1,79
Variable X 14,28 1,47 9,72 0,00 11,18 17,38

Zones B, C, D Constante 2,29 0,41 5,64 0,00 1,48 3,11

Variable X 3,32 0,39 8,42 0,00 2,53 4,11

Terre+Smectite Zone A Constante -1,78 2,85 -0,62 0,54 -7,76 4,20
Variable X 11,49 1,47 7,84 0,00 8,41 14,57

Zones B, C, D Constante 2,26 0,26 8,58 0,00 1,73 2,79

Variable X 3,73 0,08 47,80 0,00 3,57 3,88

Terre+Goethite Zone A Constante 5,03 3,48 1,45 0,17 -2,28 12,35
Variable X 8,10 2,01 4,04 0,00 3,88 12,31

Zones B, C, D Constante 1,89 0,38 5,01 0,00 1,14 2,65

Variable X 3,40 0,13 25,91 0,00 3,14 3,66

» Variable X = Ni extractible au DTPA-TEA (mg kg'l)
» Variable Y = Ni hydrosoluble (ug 1™
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Annexe 9 :

Coefficient de distribution Kd du Ni dans la terre de remplissage des rhizotrons

(Chapitre V)

Les valeurs de Nigyo et de Niprpa-rea, nous ont permis de calculer les valeurs du

coefficient de distribution du Ni entre la solution et la phase solide (Ni adsorbé) au sein du

systeme d’apres la formule suivante :

Kd = Niprpsgea = Nisy,o

Niy

Avec : K;en 1 kg'1 ; Niprpa-Tea €0 Mg kg'1 ; Nisypg, 1a quantité de Ni en solution rapportée a un kg de terre, en mg

kg’1 ; et Nigy en mg .

Les calculs de K; ont été effectués pour la zone A et pour les zones B, C et D réunies

(Tableau AS8.1).

Tableau A8.1 : Valeurs du coefficient de distribution du Ni, K,, entre la solution et la phase solide du substrat.

Ka(Ikg")
Zone A Zones B,C,D
Terre 56 (12) 174 (19)
Terre+Chrysotile 90 (23) 159 (34)
Terre+Smectite 81 (19) 172 (41)
Terre+Goethite 73 (22) 207 (43)

Les valeurs de K4 sont en moyenne de 75 1 kg'1 pour la zone A, et de 178 1 kg'1 pour les

zones B, C, et D, tous traitements confondus.
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Annexe 10 :
Représentation des complexes Ni-citrate et Ni-malate
(Chapitre VI)

Dans les complexes Ni-citrate et Ni-malate, le Ni est 1ié a 6 atomes d’oxygene, provenant
des fonctions hydroxyle et carboxyles des carboxylates (Ni-O.) et des molécules d’eau (Ni-

Ow).

Complexe Ni(Il)-malate

Ni-O,:2,0219 ;2,0381 ; 2,0470 ; 2,0830 A
Ni- O, :2,0470 & 2,0570 A

Ni-0,:2,0119;2,0423 ; 2,0467 ; 2,0853 A
Ni- O, :2,0389 & 2,0840 A

Figure A9.1 : Représentation des complexes Ni-citrate (Baker ef al., 1983) et Ni-malate (Zhou et al., 2002)
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Annexe 11 :
Distribution du Ni au niveau de I’épiderme des feuilles d’Al murale
(Chapitre VI)

Matériel et méthode

Une étude préliminaire a été réalisée en MEB sur des individus (prélevés in situ) issus des
mémes populations que celles étudiées dans nos travaux. Les échantillons végétaux d’Al
murale proviennent d’individus collectés directement sur le site ultramafique de Pojské en
Albanie et desquels sont issues les graines que nous avons utilisées lors de nos différentes
expérimentations. Des morceaux de feuilles (séchés a I’air libre) ont été déposés sur un
support en carbone, recouverts d’un film fin de carbone et analysés en MEB. La profondeur

de la mesure est environ de 5 um. Les pourcentages de Ni ne tiennent pas compte de

I’élément Carbone.

Résultats

L’imagerie 3D en photons X, nous a permis de mettre en évidence la distribution globale
du Ni au niveau de I’épiderme inférieur des feuilles de Al. murale (Figure A10.1). Le Ni est
présent dans ’ensemble de I’épiderme inférieur, mais est fortement concentré au niveau de
certains trichomes. La distribution du Ca correspond parfaitement aux zones ou sont situées
les trichomes. Les trichomes sont pauvres en C et sont essentiellement constitués de Ca.

Néanmoins, le Ca est moins concentré dans les trichomes concentrés en Ni.

Figure A10.1: Distribution du Ni et du Ca au niveau de 1’épiderme inférieur d’un échantillon de feuille
d’Al. murale.
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A la différence des deux autres especes hyperaccumulatrices étudiées, le Ni ne semble pas
étre préférentiellement localisé au niveau de 1’épiderme inférieur des feuilles d’Al. murale. En
effet, le pourcentage de Ni mesuré sur la globalité de I’épiderme inférieur est similaire a celui
mesuré au niveau de I’épiderme supérieur (Figures A10.2 et A10.3). Néanmoins, la répartition
du métal au sein des différentes cellules épidermiques semble varier entre €piderme inférieur
et supérieur.

Les trichomes recouvrent la quasi-totalit¢ de 1’épiderme inférieur des feuilles d’Al
murale. et aux autres cellules de 1’épiderme (Figure A10.2). Les trichomes a petit pédicule
(qui apparaissent en clair en imagerie en électrons rétrodiffusés) sont fortement concentrés en
Ni par rapport aux trichomes a grand pédicule et aux autres cellules de I’épiderme (en
sombre). En revanche, les trichomes situés au niveau de I’épiderme supérieur sont nettement
moins nombreux et semblent étre dépourvus en Ni.

Les trichomes situés au niveau de I’épiderme supérieur (Figure A10.3) sont nettement
moins nombreux et semblent tous avoir la méme composition chimique (en clair en imagerie
en électrons rétrodiffusés). Ceux-ci sont quasiment dépourvus en Ni. Le Ni présent au niveau
de I’épiderme supérieur serait donc principalement localisé au niveau des autres cellules de

I’épiderme.
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Figure A10.2 : Images 3D en électrons rétrodiffusés (a droite) de 1I’épiderme inférieur d’une feuille d’Al murale.
Spectres X : (A) Epiderme global ; (B) trichomes ; C : cellules épidermiques.

td3100
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Figure A10.3: Images 3D en électrons rétrodiffusés (a droite) de 1’épiderme supérieur d’une feuille
d’Al. murale. Spectres X : (A) Epiderme global ; (B) trichomes ; C : cellules épidermiques.
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Résumé

Les plantes hyperaccumulatrices de métaux ont développé des mécanismes spécifiques de
prélevement de la fraction disponible des métaux du sol, conduisant a leur accumulation dans
les parties aériennes. L’utilisation agronomique de ces plantes pourrait €tre une voie de
dépollution des sols contaminés en métaux. Ce travail a pour objectif de contribuer a la
compréhension des mécanismes chimiques et biologiques qui conditionnent 1’accumulation
du Ni par les plantes hyperaccumulatrices, en réponse a la disponibilité du métal dans le sol.
Apres observation du fonctionnement naturel du systeme sol ultramafique-plante
hyperaccumulatrice, nous avons étudié, en laboratoire, 1’altération de trois phases minérales
nickéliferes modeles communes des sols ultramafiques (chrysotile, smectite, goethite)
soumises a 'influence de trois Brassicacées hyperaccumulatrices de Ni natives de sites de
serpentine d’Europe (Leptoplax emarginata, Alyssum murale et Thlaspi caerulescens).

Les résultats montrent que dans les sols ultramafiques, le Ni phytodisponible provient
majoritairement de I’altération des minéraux nickéliferes silicatés ferromagnésiens, hérités de
la roche mere. Les hyperaccumulateurs ont un comportement différent en fonction de la
disponibilit¢ du Ni des sols. Dans les milieux a forte disponibilit¢ du Ni, les
hyperaccumulateurs accumulent le Ni proportionnellement a la disponibilité du Ni du milieu.
Elles réduisent ainsi significativement la fraction de Ni initialement disponible du milieu, et
ne semblent pas favoriser la dissolution des minéraux porteurs de Ni. A I'inverse, dans les
milieux a faible disponibilit¢ du Ni, la présence des hyperaccumulateurs accélere la
dissolution de phases minérales nickéliferes silicatées, en favorisant la solubilisation du métal.
Dans ce cas la plante préleve la quasi-totalité du Ni solubilisé. Ces résultats sont essentiels a
I’élaboration d’un modele de culture qui permettra de faciliter I’application du procédé de
phytoextraction du Ni a grande échelle.

Response of Brassicaceae hyperaccumulators to nickel availability in ultramafic soils
Metal hyperaccumulator plants developed specific mechanisms to extract available metals
from the soil and consequently accumulate them in aerial parts. The agronomic use of these
plants for the decontamination of metal polluted soils is under study worlwide. This work was
undertaken to better elucidate the chemical and physiological mechanisms that influence Ni
accumulation by hyperaccumulators in response of Ni availability in soils. To answer these
questions we undertook two approaches. Firstly, a site study to determine the natural
functioning of the ultramafic soil-Ni hyperaccumulators system. Secondly, a lab-scale set of
experiments that were designed to study the weathering of three ultramafic Ni-minerals
(chrysotile, smectite, goethite) in the rhizosphere of three Ni-hyperaccumulating species
naturally growing on European serpentine soils (Leptoplax emarginata, Alyssum murale et
Thlaspi caerulescens).

Results showed that, in ultramafic soils, phytoavailable Ni derives from the weathering of
primary nickeliferous ferromagnesian silicates. Hyperaccumulators show a different
behaviour depending of Ni availability in the environment of the culture. In environments
showing high available Ni, hyperaccumulators accumulate Ni proportionally to Ni
availability. In this way, they can significantly reduce the initially available fraction of Ni but
do not seem to enhance the weathering of unavailable Ni forms. Contrarily, in environments
with extremely low Ni availability, hyperaccumulators may strongly enhance the dissolution
of nickeliferous silicate minerals and so favour Ni solubilisation. If so, hyperaccumulators
absorb the majority of Ni solubilised. These results are of considerable interest for the
elaboration of a crop model designed for the optimisation of the phytoextraction concept and
high scale application.
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