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- Introduction générale -

Introduction générale

Dans un contexte de raréfaction des ressources primaires, I'agromine pourrait représenter une
voie de récupération des métaux contenus dans une gamme large de matériaux ou substrats
délaissés. L’agromine consiste a cultiver, sur des substrats trop faiblement concentrés pour
I'exploitation miniere conventionnelle, des plantes (eg. hyperaccumulateurs) qui peuvent
concentrer dans leurs parties récoltables des métaux en vue de leur récupération par des
procédés pyro/hydrométallurgiques (Van der Ent et al. 2015a). L’agromine est donc une filiére de
production de métaux qui repose sur l'assemblage de procédés agricoles et de procédés
hydrométallurgiques (Morel 2013). Si la filiére valorise d’abord des sols peu fertiles comme les
sols ultramafiques (Bani et al. 2015a), elle pourrait aussi s’appliquer a des matériaux secondaires
dans une logique d’économie circulaire. Sur 355 millions de tonnes de déchets produits en France
(2010), seuls 45 millions de tonnes sont recyclés, soit 12,7% (« Ressources secondaires |
Minéralinfo »). Cela concerne 12,5 t de métaux ferreux et 1,3 t de métaux non ferreux recyclés, qui
représentent ainsi un gisement conséquent de matériaux disponibles pour le recyclage. De plus,
certains procédés industriels et miniers sont a I'origine de nombreux sous-produits métalliques
non valorisés qui pourraient aussi constituer une ressource secondaire de métaux. De surcrott, il
est nécessaire aussi de mettre en place des voies de valorisation des ressources secondaires qui
s’appuient sur des procédés en accord avec les criteres du développement durable et qui
contribuent a maintenir voire amplifier la capacité des écosystémes a rendre une large gamme de
services. Cette « mine verte » permettrait alors la récupération des métaux a partir d'une trées
large gamme de ressources, allant des sites ultramafiques jusqu’a des substrats issus des activités
industrielles.

Si un fond géochimique élevé en éléments traces peut induire un stress chez les végétauy, il a
aussi, au cours de I'évolution, conduit a 'apparition de certaines especes adaptées aux milieux
métalliferes (Baker 1981). Parmi ces espéces tolérantes, il existe un ensemble de plantes, dites
hyperaccumulatrices qui peuvent extraire du sol et stocker de grandes quantités de métaux dans
leurs tissus aériens (Brooks et al. 1977). Ces plantes sont la base de I'agromine, filiére désormais
démontrée pour le Ni extrait de sols ultramafiques et transformé ensuite par hydrométallurgie en
produits d’intérét industriel (Li et al. 2003b; Barbaroux et al. 2011). Cependant, le comportement
des plantes hyperaccumulatrices de Ni en dehors des conditions de leur milieu naturel n’est pas
établi. Les déchets qui contiennent des métaux présentent des propriétés qui peuvent étre tres
défavorables a I'installation, la croissance et les performances des plantes hyperaccumulatrices.
Toutefois, la toxicité directe des métaux sur les plantes, le déséquilibre en éléments nutritifs et en
métaux peut étre aussi largement préjudiciable a la phytoextraction.

La possibilité de récupérer les métaux par la culture de plantes hyperaccumulatrices est I'enjeu
de cette these qui se propose de relever plusieurs défis. Il s’agit notamment d’étudier le
comportement d’hyperaccumulateurs mis en germination et croissance sur des substrats
d’origine industrielle, dont le potentiel en tant que ressources secondaires est important. Puis, en
vue du développement de 'agromine sur des déchets industriels métalliques, il est nécessaire de
créer les conditions de substrat qui permettent les meilleures performances d’extraction des
métaux d’'intérét par des hyperaccumulateurs, notamment par I’'ajout d’'amendements appropriés,
afin de lever la toxicité.
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by

Dans cette optique, la thése a pour objectif d’apporter des éléments de réponse a quatre
questions : i) les plantes hyperaccumulatrices peuvent-elles récupérer les métaux contenus dans
des sous-produits métalliques industriels ? ii) Quels sous-produits choisir et dans quelle
proportion pour élaborer un substrat pour la culture d’hyperaccumulateurs ? iii) Comment est
modifiée '’hyperaccumulation du Ni en présence d’'amendements de type biochar et quels en sont
les mécanismes ? iv) Quelle(s) stratégie(s) faut-il mettre en place pour limiter la compétition
d’autres éléments métalliques avec le Ni ?

La these a été menée en trois étapes. La premiére a consisté a sélectionner parmi plusieurs
populations d’hyperaccumulateurs celles qui présentent le meilleur potentiel a extraire le Ni et a
produire de la biomasse. La deuxiéme étape était consacrée a lI'’étude du comportement
d’hyperaccumulateurs sur des matériaux secondaires d’origine industrielle contenant du Ni. Dans
un troisiéme temps, il s’agissait de formuler un substrat a partir d'un matériau industriel
particulierement défavorable aux végétaux en s’appuyant sur l'apport d’amendements et
I'arrangement des matériaux. Les travaux ont été conduits en conditions controlées et en pilote
de terrain pour confirmer les résultats de croissance des plantes et d’hyperaccumulation du Ni.
Ainsi, 'objectif global de cette nouvelle démarche, basée sur le concept de I'agromine, est de
valoriser des matériaux délaissés. La thése est I'un des volets du projet LORVER (2012-2018) qui
a pour objectif de produire de la biomasse a usage non alimentaire sur des territoires délaissés a
partir de sols construits avec des matériaux secondaires!.

Apres une premiére partie consacrée a I’état de I'art, sont présentées les méthodes communes
utilisées dans les différentes expériences. Ensuite, dans une premiere partie de résultats, le
potentiel de différentes populations d’hyperaccumulateurs de Ni appartenant aux Brassicacées et
Astéracées est étudié pour évaluer leur variation individuelle tant au niveau de leur biomasse, que
de la concentration en Ni et leur composition générale. L’hyperaccumulation du Co par les
hyperaccumulateurs de Ni ainsi que la production de molécules d’intérét par les
hyperaccumulateurs, telles que les coumarines, sont également étudiées. Enfin, en vue d’assurer
la propagation des plantes sélectionnées, des essais de multiplication végétative des
hyperaccumulateurs ainsi que la possibilité d’effectuer plusieurs récoltes sur les individus des
deux familles sont menés. La deuxieme partie des résultats rapporte I'élaboration d'un substrat a
partir d’'une boue métallique de phosphatation en vue de I'installation d’hyperaccumulateurs et la
récupération du Ni contenu dans la boue. Divers matériaux sont testés au cours d’expériences de
germination et de croissance dans différentes proportions. A l'issue de ces essais, le substrat le
plus performant est conservé et il est amélioré par l'apport de biochar dans différentes
proportions en fonction de son aptitude a réduire la mobilité des métaux, stimuler la production
de biomasse et I'extraction du Ni. Deux especes ont été testées, A. murale et une espéce témoin, le
ray-grass. Enfin, dans la derniére partie des résultats, il s’agissait de modifier les propriétés du
substrat, notamment la phytotoxicité i) par l'ajout de Ca(OH). afin de diminuer la toxicité
métallique et ii) par l'arrangement des matériaux verticalement afin de disposer la boue
métallique en surface du substrat, éloignée des racines, pour limiter sa toxicité et les pertes de
métaux dans les lixiviats. Des essais sont menés avec L. emarginata en vases de végétation puis
les expériences sont transposées a I’échelle du pilote afin de confirmer et compléter les résultats
par le suivi des lixiviats.

1 Dans ce cadre, selon I'espéce, la biomasse produite peut intégrer les filiéres du textile, de la construction, de
la pyrolyse ou de I'hydrométallurgie. Le projet LORVER est soutenu par la Région Grand Est et le Feder (UE).
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PARTIE 1

Agromine du nickel,
des sols naturels aux milieux extrémes

L’objectif de cette partie est de présenter briévement I’état de I’art, pour donner les fondements
des différentes parties de la these. En premier lieu, elle décrit les sols ultramafiques, riches en Nij,
sur lesquels se sont développées des plantes capables d’hyperaccumuler ce métal. Ces plantes
seront présentées, de méme que les mécanismes qui gouvernent la phytoextraction. Intégrant le
prélevement par les racines avec les phénomeénes agissant dans la rhizosphére, puis le transport
et enfin le stockage des métaux dans la plante.

Le concept d’agromine sera ensuite détaillé, ainsi que les stratégies qui permettent de cultiver ces
plantes a grandes échelles, en vue de produire des composés commercialisables a base de nickel
(métal, sels, oxyde). Les différents leviers pour optimiser I'agromine en terme d’itinéraires
agronomiques seront présentés.

Enfin, dans la philosophie du projet LORVER qui vise a valoriser les ressources délaissées, sera
présentée la construction de sols pour a partir de ces délaissés, élaborer un substrat pour produire
de la biomasse. Avec I'objectif d’appliquer la phytoextraction a la récupération de nickel présents
dans des déchets industriels ou urbains.

Autrement dit, comment construire une filiére d’agromine sur ces milieux extrémes ?

15



- Partie 1_ Agromine du nickel, des sols naturels aux milieux extrémes -

1. L’extraction du Ni du sol par les plantes

1.1. Le Nidansles sols

Dans de nombreuses régions du monde, existent différents sols métalliferes: les sols
ultramafiques (Fe, Mg, Ni, Cr, Co), les sols séléniferes (Se), les sols calaminaires (Zn, Cd et Pb) et
des sols riches en Co et Cu (Afrique). Les sols ultramafiques contiennent des concentrations de
plusieurs centaines a plusieurs milliers de mg kg de Ni total et de quelques dizaines a quelques
centaines de mg de Co kg! dans 'horizon supérieur (Proctor et Woodell 1975). Les sols
ultramafiques sont aussi caractérisés par des concentrations élevées en fer (Fe), magnésium (Mg)
et chrome (Cr) ; une déficience en calcium (Ca) ; une faible capacité de rétention d’eau et de faibles
teneurs en nutriments azote (N), phosphore (P) et potassium (K) (Proctor et al. 1981).

Les roches ultramafiques ont de hautes concentrations en Mg et Fe. Au sens strict, la serpentine
est un minéral de formule MgsSi»05(OH)4. Péridotites et serpentines sont les principales roches
ultramafiques et sont issues du manteau supérieur (Coleman et Jove 1992). Les roches de
serpentine ont une composition proche de celle du manteau (Mg, Fe, Si et O) et non pas de la crofite
(Al, Ca, Na, K et P). L’affleurement de ces roches est dii a la subduction des plaques océaniques,
suivie de I'orogénese ou élévation des montagnes. Les roches volcaniques ultramafiques sont
rares (Alexander et al. 2006). Les sols de serpentine sont formés par l'altération des roches
ultramafiques. En fonction du degré d’altération des péridotites, la serpentinisation, I'altération
de la roche conduit a deux types de sol : i) les sols latéritiques nickéliféres si les péridotites sont
faiblement serpentinisées ou ii) les sols de serpentine si le degré de serpentinisation est élevé
(serpentinite) (Coleman et Jove 1992).

Par comparaison avec les sols ultramafiques, en France?, la teneur moyenne en Ni dans les sols
est de 30,4 mg kg! (n=1110 horizons de surface, valeurs min/max: 60 a 2076 mg kg1)
(Programme ASPITET, Baize 2000).

L’exploitation miniere entraine de fortes perturbations des sols et I'accumulation en surface de
concentrations métalliques élevées (e.g. Brésil (Raous et al. 2010)). Les activités industrielles
peuvent aussi provoquer une contamination métallique des sols, en raison de retombées
atmosphériques, de I'accumulation et du stockage en extérieur de résidus contaminés en métaux
a proximité des activités (Huot et al. 2013). Par ailleurs, les intrants agricoles peuvent entrainer
une accumulation de métaux dans les sols, issus de la roche employée dans la fabrication de
I'engrais (Taylor 1997) ou de I'épandage de boues de stations d’épuration (Morel et al. 1984).

1.2. Réponse des plantes a la présence de Ni
a) Le Ni, un oligo-élément

Le Ni est un oligo-élément nécessaire au métabolisme de la plante en petite quantité: 0,01 a
5 mgkg?! (Brown et al. 1987). L’hydrolyse de I'urée en NHj3 par action de I'uréase, nécessite la
présence de Ni et permet de fournir de I'azote (N) a la plante (Welch 1981). En I'absence de Ni,

2 Dans la législation francaise, le seuil de Ni dans les sols est défini par la norme AFNOR U 44-041 (1985),
qui régit les concentrations des ETM des boues et des sols agricoles dans le cadre de I'épandage des boues
de station d’épuration, et détermine les teneurs maximales a respecter dans les horizons de surface. Les
seuils sont de 2, 150, 100, 1, 50, 100, 10, 300 mg kg1 pour le Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Se et Zn respectivement.
Le seuil pour le Co est défini a 30 mg kg! (Godin 1983).
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'activité de 'uréase diminue et I'urée s’accumule a des teneurs toxiques (Eskew et al. 1983). Par
ailleurs, le Ni peut augmenter la masse des nodules et la production de graines de soja en absence
d’azote (Bertrand et DeWolff 1973). Il pourrait étre nécessaire a la translocation de quantité
élevée de N des racines vers les parties aériennes par les composés uréides chez les légumineuses.
Le Ni permet d’augmenter le taux de germination de certaines graines (Mishra et Kar 1974). Les
mécanismes d’action ne sont pas trés bien connus mais le Ni aurait un role de fongicide qui
pourrait expliquer 'augmentation du taux de germination. Par ailleurs, il permet d’augmenter la
croissance de certaines plantes lorsque de faibles concentrations de sels de Ni sont apportées, se
substituant a d’autres métaux dans I'activation d’enzymes. Le Ni dans les plantes est peu absorbé
et transféré dans la plante. Cependant, plus de 70% du Ni des parties aériennes sont remobilisés
dans les graines, principalement dans les cotylédons (Cataldo et al. 1978b).

b) Les hyperaccumulateurs de Ni

A des doses plus élevées, le Ni est toxique pour les plantes, comme la plupart des métaux.
Toutefois, certaines especes ont développé des aptitudes a accumuler les métaux dans leurs
parties aériennes a des concentrations 10 a 1 000 fois supérieures aux autres plantes et ont révélé
une exceptionnellement haute tolérance aux métaux lourds: elles sont appelées
« hyperaccumulateurs » (Brooks et al. 1977). Les seuils d’hyperaccumulation varient selon
I’élément considéré, et ont été réévalués récemment pour certains éléments comme le Zn et le Co.
Il est communément admis aujourd’hui que le seuil est de 100 mg kg1 pour le Cd, 300 mg kg-! pour
le Co, 1 000 mg kgt pour Ni et Pb, 3 000 mg kg1 pour Zn et 10 000 mg kg1 pour Mn (Tableau 1).
Dans le cas du Ni, certaines espéces, capables d’extraire au moins 1% de Ni dans leur parties
aériennes, soit 10 fois plus que le seuil, sont dites hypernickelophores (Jaffré 1980). Ces seuils
sont établis a partir de la concentration mesurée dans les parties aériennes séches d’au moins un
individu dans son habitat naturel (Reeves 1992).

Tableau 1 _ Concentrations élémentaires dans les plantes et seuils d’hyperaccumulation

. Seuil
Eléments Concentration d’hyperaccumulation Références
normale (mg kg1)
(mgkg1)
Ni 1,5 1000 Brooks et al. (1977)
Zn 50 3000 Broadley et al. (2007); Kramer (2010)
Cd 0,05 100 Baker et al. 1994
Cu 10 300 Kramer (2010); Van der Ent et al. (2012)
Co 0,2 300 Kramer (2010); Van der Ent et al. (2012)
Mn 200 10 000 Baker et Brooks (1989)
Se 0,02 100 Van der Ent et al. (2012)

c) Prospection pour la découverte et I'inventaire des HA

Dans le cas du Nj, les plantes ordinaires ont des concentrations de 0,1 a 10 mg kg1 (Brooks 1987).
Il devient phytotoxique entre 10 et 100 mg kgt selon 'espece (Welch 1981; Mcllveen et Negusanti
1994). Minguzzi et Vergnano (1948) ont mesuré plus de 1% de Ni dans les feuilles d’Alyssum
bertolonnii en Italie et ainsi identifié le premier hyperaccumulateur de Ni. En 1961, la méme
concentration a été rapportée dans les feuilles d’Alyssum murale (Doksopulo 1961). Depuis ces
premiéres découvertes, des prélevements de plantes in situ sur des sols métalliféeres (pourtour
Méditerranéen, Nord du Caucase ou Asie du Sud Est) permettent de quantifier le potentiel
d’extraction de métaux : Ni, Cd, Zn par des especes et des populations d’hyperaccumulateurs (HA)
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et de leur composition en Ca, Mg, Co, Fe, Mn (Brooks et al. 1977; Bani et al. 2009, 2013; Alekseeva-
Popova et al. 2015; Van der Ent et al. 2015b).

Par ailleurs, des analyses d’herbiers permettent d’identifier de nouveaux hyperaccumulateurs
(Brooks et al. 1977; Van der Ent et al. 2013, 2016). Les principaux genres auxquels appartiennent
les especes hyperaccumulatrices sont des Brassicacées, comme Noccaea (anciennement Thlaspi),
hyperaccumulateurs de Cd, Zn, Pb et Ni et Alyssum (Baker et Brooks 1989) avec des
concentrations pouvant atteindre 3% de Ni (MS) (Tableau 2). D‘autres familles botaniques telles
que les Astéracées sont aussi représentées. Alors qu'en 1989, 145 hyperaccumulateurs de Ni
répartis dans 22 familles et 26 hyperaccumulateurs de Co (Baker et Brooks 1989) étaient
recensés, aujourd’hui, plus de 500 espéces ont été découvertes, dont 450 hyperaccumulatrices de
Ni et 30 de Co (Figure 1). Les autres éléments hyperaccumulés sont As, Cu, Cd, Mn, Pb, Se, Tl, Zn.
La concentration de Ni la plus élevée a été mesurée dans le latex de Sebertia acuminata, un arbre
de 10 m de hauteur de la famille des Sapotacées appartenant a la flore de Nouvelle Calédonie. La
concentration de Ni est de 26 % (MS) dans son latex (Jaffré et al. 1976).

Tableau 2 _ Concentrations maximales mesurées dans les hyperaccumulateurs de Ni et Co. D’aprés
(Brooks et al. 1998; Nkrumah et al. 2016)

Origine Concentration | Concentration | Rendement
Métal Espéces (distribution feuille biomasse (biomasse Références
native) (mg kg1) (mg kg1) sec, tha'1)
Anisopappus . Malaisse et al.
C Z 2 650
© davyi S. Moore aire (1979)
Haumanniastrum . Brooks
Co robertii Zaire 10 200 (1977)
Brooks
'E ) \ i
_ urope 150003 20 10 000 Harris et al.
Ni Alyssum ssp Turquie, 000 3 25 000 10 (2009); Bani
Arménie, Iraq, etal (2010);
Syrie Zhang et al.
(2014)
) .. | Afrique du Sud, Morrey et al
N Berkh dd 11600 17000 22 ’
! erheya coaatt Zimbabwe (1989)
Reeves et al.
. Greéce, Albanie, 10000 (1983);
N B 1l 22000 ’
! ormmuetierd spp Turquie a30000 Zhang et al.
(2014)
Reeves et al.
. \ 10000 (1980);
N Leptopl G 34500 ’
! eptopiax spp rece 435000 Zhang et al.
(2014)
Ni PSnyIOtr_Ia Cuba 38520 Reeves et al.
costivenia (1999)
. Thlaspi Reeves et
N E 12 400
! goesingense Hrope Baker (1984)
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a)
T e
0-*1}{‘;‘: sy 9
Alyssum spp. Leptoplax spp. Bornmuellera spp.
[Brassicaceae] [Brassicaceae] [Brassicaceae]
0.5~1m tall 1-1.5m tall 0.3-0.5m tall
Perennial herb Perennial herb Perennial herb
1-2.5% Ni‘kg d.w. 1-3.5% Ni/kg d.w. 1-3% Ni/kg d.w.
b)

Phyllanthus spp.

2-6% Ni‘kg d.w.

1-2.7% Nikg d.w.

Rinorea spp. Geissois spp.
[Phyllanthaceae]| [Violaceae| [Cunoniaceac)
1-6m tall 5-20m tall 1-4m tall
Ligneous shrub Tree Ligneous shrub

0.3-1.5% Ni/kg d.w.

Figure 1 _ Especes hyperaccumulatrices de Ni a) herbacées de Méditerranée et d’Europe et b)
ligneuses des régions tropicales (Asie Pacifique) Van der Ent et al. (2015a)

d) Pourquoi les plantes hyperaccumulent-elles ?

Le phénomene d’hyperaccumulation est apparu plusieurs fois chez les Angiospermes au cours de
I'évolution. L’apparition de ce trait conférant une innovation évolutive clé aurait entrainé une
expansion et une diversification rapide des espéces du genre Alyssum (Kramer 2010; Flynn 2013).
Ainsi, I'hyperaccumulation des métaux représente un coiit énergétique pour la plante (transport,
stockage, détoxification). Ces adaptations doivent donc conférer un avantage a ces espéces pour
que ce caractere ait été conservé. Plusieurs hypothéses sont émises pour expliquer 'apparition de
la faculté de certaines espéeces a hyperaccumuler les métaux (Boyd et Martens 1990; Cappa et
Pilon-Smits 2014). Ces hypotheses peuvent étre classées en deux catégories de types
d’adaptation :

e adaptation de la plante a la tolérance au métal : la plante aurait développé la capacité
d’hyperaccumulation pour tolérer les métaux par leur transfert vers des compartiments
cellulaires d’activité physiologique faibles et dans les organes caduques (Brooks et al. 1998) ou
bien les transférer pour les éliminer par lessivage ou par les feuilles sénescentes,

19



- Partie 1_ Agromine du nickel, des sols naturels aux milieux extrémes -

e adaptation de la plante a son environnement biotique et abiotique avec trois hypotheses :

0 Tl'hyperaccumulation comme mécanisme de défense (hypothése la plus largement

soutenue) selon laquelle I'accumulation de Ni peut conférer une défense a la plante contre

les herbivores (Jhee et al. 2006; Boyd 2007; Boyd et Jaffré 2009; Rascio et Navari-Izzo
2011);

0 T'hyperaccumulation pour résister aux milieux secs : I'accumulation de Ni réduirait
la transpiration cuticulaire (Boyd et Martens 1998; Brooks et al. 1998) et le métal pourrait
jouer un role dans 'ajustement osmotique (Bhatia et al. 2005) ;

o0 [lallélopathie élémentaire : les plantes hyperaccumulatrices enrichissent la surface
du sol en métaux, via les feuilles caduques, et ainsi favorisent leur propre développement
au détriment d’autres especes, non tolérantes aux métaux (Zhang et al. 2007; Barillot
2012).

1.3. Adaptations de la flore des sols de serpentine

a) Flore des sols métalliféres

Sur les sols métalliferes, les plantes présentent trois stratégies en réponse a la présence de métaux
i) elles prélévent le métal non restrictivement et sont donc indicatrices, ii) elles excluent le métal
ou iii) elles I'hyperaccumulent (Baker 1981) (Figure 2).

rond (jug/e) dow,

wetalloid in plant

niu'nnﬂ"‘mor

excluder

S ——'/‘norm al’ plant

Plant Lahle metali) Hoid ation in soil

Figure 2 _Réponses conceptuelles des plantes en terme de concentrations de métal dans les feuilles
lors d’'une augmentation des concentrations dans le sol. D’aprés Baker 1981

Les sols ultramafiques présentent une flore endémique a laquelle appartiennent les espéces
hyperaccumulatrices qui ont évolué sur ces milieux et se sont adaptées aux hautes teneurs
métalliques (Proctor 1999). L'aire d’affleurement totale de ces sols dans le monde est supérieure
aux aires concernées par la présence d’autres éléments (Van der Ent et al. 2012), ce qui explique
en majeure partie la prépondérance d’espéces hyperaccumulatrices de Ni. Les
hyperaccumulateurs de Ni se répartissent sur sept zones ultramafiques principales représentant
1% de la surface des sols : la Nouvelle-Calédonie, 'ouest de I'Australie, le Sud de I'Europe et I’Asie
mineure, I’Asie du Sud-Est, Cuba, la Nouvelle-Californie et la région du Zimbabwe, Zambie et Zaire
en Afrique (Baker et Brooks 1989).

La flore de serpentine s’est adaptée a cet environnement particulier et supporte les
concentrations métalliques toxiques et les carences induites par ce milieu (Proctor et al. 1981).
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b) Traits de la flore des sols métalliféres

Tyndall et Hull (1999) résument plusieurs traits de la flore des sols de serpentine. Les plantes en
présentent au moins un: une grande tolérance a des niveaux élevés de Mg et faibles de Ca, une
forte nécessité de Mg pour un maximum de croissance, une faible absorption du Mg, une forte
absorption du Ca et une exclusion du Mg des feuilles. Il existe des variations génétiques entre les
différentes populations d'une méme espéce. Par exemple, certaines populations sont issues de
sols ultramafiques et d’autres non (dans deux espéces d’Astéracées du Nord-ouest des Etats-Unis,
Achillea lanulosa et Senecio pauperculus). Les différentes populations d’'une méme espece ne
réagissent pas de la méme maniére : les trois populations de Senecio s’adaptent lorsqu’elles sont
cultivées sur un sol différent de leur sol d’origine ; pas celles d’Achillea, indiquant une nette
différence de génotype entre les populations (Cooke 1994). Ces expériences de transplantation
réciproque font ressortir cing traits importants pour survivre sur les sols ultramafiques: i)
adaptation a des potentiels d’eau inférieurs aux autres sols, ii) contréle stomatique des pertes
d’eau (maintien des stomates partiellement ou totalement fermés), iii) taux de croissance ralenti
et plus faible production de biomasse, iv) modification de la morphologie des feuilles (feuilles plus
courtes et étroites), v) tolérance de hautes concentrations de Ni et Mg, et de faibles concentrations
de Ca (Cooke 1994).

Aussi, sur ces sols, les plantes ont des concentrations supérieures dans leur racines que dans les
parties aériennes (Wiltshire 1972). Par ailleurs, les plantes ont développé des mécanismes de
tolérance aux métaux lourds sur les sols de serpentine : elles rendent le métal dans les racines
insolubles, le transferent rapidement ou concentrent ces métaux dans leur feuille et les isolent
(Ernst 1972).

c¢) Rapport molaire Ca/Mg

La flore de serpentine peut supporter des rapports Ca/Mg tres inférieurs a 1. Cependant, les
plantes peuvent se développer sur des sols avec un rapport Ca/Mg plus élevé que sur leur habitat
naturel sans diminution de la biomasse, alors que les especes non issues de sol ultramafique
voient leur biomasse diminuer avec la diminution du rapport Ca/Mg (Walker et al. 1955; Ghasemi
et Ghaderian 2009; Pakdaman et al. 2013). En culture hydroponique, 'augmentation de la
concentration de Mg est tolérée par les plantes adaptées aux sols de serpentine jusqu’a un certain
seuil. La biomasse de Cleome heratensis et d’A. murale n’est pas différente lors d'une augmentation
du Mg en solution de 0,5 a 4 mM (avec Ca constant) mais diminue avec une exposition a 10 mM
(Asemaneh et al. 2007). Cette derniére concentration est élevée par rapport aux sols
ultramafiques, dans lesquels les concentrations sont comprises entre 0,4 et 7,4 mM de Mg, et 0,01
et 0,57 mM de Ca, sur une gamme de sept sols dont les eaux ont été extraites a la capacité au champ
(Proctor et al. 1981). Le Mg pourrait avoir un effet antagoniste sur la prise de Ca par les plantes
(Pakdaman et al. 2013) mais ces résultats ne rejoignent pas ceux d’'une autre étude (Asemaneh et
al. 2007). Cependant, I'identification de canaux non sélectifs (NSCC) pourrait constituer une voie
primaire pour la prise du Ca et du Mg par les plantes. Des mutants d’Arabidopsis thaliana sans la
fonction CAX1 tolerent de faibles niveaux de Ca2?+ et de fortes concentrations de Mg2+ comme la
flore serpentinophyte (Cheng et al. 2003; Shabala et Hariadi 2005). Par ailleurs, 'augmentation
du Caz+ et Mg2+ dans la solution de culture diminue la prise de Ni par les racines de A. bertolonnii
(Gabbrielli et Pandolfini 1984). Cette méme étude a montré que la biomasse racinaire la plus
élevée était obtenue avec un rapport molaire Ca/Mg de 0,067. Le rapport n’est pas suffisant pour
déterminer 'optimum pour le développement des plantes. Cela dépend aussi de la concentration
du Ca et du Mg.
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2. Prelevement du métal par la plante, transport et stockage

L’optimisation de la phytoextraction implique la compréhension des mécanismes. Pour étre
prélevé par la plante, le métal doit étre présent dans le sol et phytodisponible. Les concepts de
mobilité, bio et phytodisponibilité sont définis dans la premiére partie. A partir de 13, les influences
de certains parametres abiotiques ou biotiques sur le prélevement du métal par la plante seront
décrites. On s’'intéressera ensuite a la translocation du métal vers les parties aériennes, aux formes
chimiques du métal transporté et a sa localisation dans les tissus. Enfin, les plantes
hyperaccumulatrices produisent des métabolites secondaires, pouvant jouer un role sur la
spéciation du métal et susceptibles d’avoir un intérét appliqué.

2.1. Laphytodisponibilité

Les plantes n’ont pas acces a la totalité du métal présent dans un sol. La connaissance de la
concentration totale d’'un métal ne permet pas de prévoir la concentration disponible pour la
plante. Méme si une relation positive est observée entre les concentrations pseudo totales de Ni
et Co dans le sol et celles dans la plante (Galardi et al. 2007b), la toxicité ou I'hyperaccumulation
ne peuvent étre déduites directement de la concentration totale. Les notions de mobilité et de
biodisponibilité sont fondamentales.

La mobilité d’'un métal peut se définir comme sa capacité a étre transféré de la phase solide du
sol a la solution. Il pourra alors étre transporté par I'eau et, dans certains cas, passer dans les
organismes vivants. La mobilité du Ni et des ETM en général dépend de la spéciation, gouvernée
par les interactions bio-physico-chimiques en phases hétérogénes (e.g. précipitation/dissolution,
sorption/désorption) et en phase aqueuse (dissociation, complexation, oxydo-réduction). La
biodisponibilité d’'un élément correspond a sa disponibilité pour les organismes vivants, c’est-a-
dire qu’il peut étre transféré dans cet organisme (Bourrelier et Berthelin 1998). La
phytodisponibilité d'un élément, c’est-a-dire sa capacité a étre transféré du sol vers la plante
correspond aux métaux en solution et a la fraction des métaux légérement adsorbés et
désorbables pendant la croissance des plantes (Figure 3).

a) Statut du métal
< Métal total =
Métal en
. Métal sur la phase solide
solution

<— Ions libres —>»|€———Fortement liés au sol ———>

1

b) Mobilité du I}nétal :
T T T
! I Désorbés | ) .

lons métal : Faiblement: pendantla | lons métal non mobiles
solubles | adsorbés | croissance : pendantla croissance des
I I des plantes | plantes
I [
Métal disponible Métal non disponible

Figure 3 _Schéma de la disponibilité des éléments traces dans le sol (d'aprés Morel 1996)
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Ainsi la phytodisponibilité dépend de trois processus successifs (Bourrelier et Berthelin 1998). Le
premier est l'offre du sol en I'’élément vers la solution du sol, gouvernée par les interactions bio-
physico-chimiques citées plus haut. Le second concerne le transport de I'élément vers les surfaces
racinaires par diffusion ou advection. Le troisiéme est le prélevement de I'élément par les cellules
racinaires suivi du transport et de la distribution dans la plante.

La mobilité et la biodisponibilité d’'un métal donné dépendent du sol et des processus induits par
les conditions climatiques, la faune et la flore et les pratiques agricoles (Morel 1996). On peut
classer les paramétres d’influence en deux catégories : abiotique et biotique, méme si les deux
sont interdépendants.

Les paramétres abiotiques majeurs sont :

e le pH et le potentiel redox (Eh) (Brown et al. 1994; Chardot 2007; Jean 2007): leur role
combiné sur la spéciation d'un élément donné peut étre visualisé par un diagramme potentiel-pH,
comme par exemple celui relatif au Ni (Figure 4). Dans 'ensemble, un pH faible favorise la forme
Niz+, Toutefois, le pH et le potentiel redox gouvernent aussi la spéciation des autres métaux. Ainsi,
de faibles valeurs d’Eh favorisent la solubilisation des minéraux porteur de Ni (hydroxydes de Fe
et de Mn). En conditions d’aération limitante (inondation, battement de nappe), les
(oxy)hydroxydes de Fe et Mn sont réduits et solubilisés, et libérent les éléments métalliques qui
leur sont associés (Davranche et Bollinger 2000; Jean 2007). Les variations de pH entrainent une
modification de la spéciation des éléments métalliques. Sur des sols tres acides, l'augmentation de
pH provoque une diminution de la solubilité des cations métalliques (Mellis et al., 2004 ; Jean,
2007). Le pH du sol est optimum pour la mobilité et donc la disponibilité du Ni lorsqu’il est
modérément acide, entre 6 et 7. Cependant, en culture hydroponique, le pH des solutions est
souvent ajusté a des pH plus acides, entre 5,5 et 6 (Hu et al. 2013; Deng et al. 2014). Bien qu'’il
soit conseillé de maintenir le pH entre 4,5 et 6,2 (Chaney ef al. 1998), un pH en dessous de 4,6
peut entrainer une diminution de la biomasse produite (Robinson et al. 1999). Par ailleurs, la
modification du pH, selon le réactif employé, peut étre défavorable au transfert du métal, méme
dans une gamme de pH modérément acide (Robinson ef al. 1999). Le potentiel redox intervient
dans la mise en solution du Ni. De faibles valeurs d’Eh favorisent la solubilisation des minéraux
porteur de Ni (hydroxydes de Fe et de Mn) et contribuent donc a l'augmentation de la
concentration en solution de Ni.

e La capacité d’échange cationique (CEC) caractérise la capacité d’'un sol a stocker et
restituer les éléments minéraux sur le complexe argilo-humique. Lorsque les particules fines
d’argile sont chargées négativement et que la CEC est élevée, elles adsorbent les particules de
charges opposées. De ce fait, les cations métalliques peuvent se fixer a la surface des particules
d’argile, entrainant une baisse de leur disponibilité (Barillot 2012). La disponibilité dépend aussi
des minéraux auxquels est lié le Ni, particulierement dans les contaminations d’origine
anthropique (Massoura et al. 2006). Les oxydes, hydroxydes et (oxy)hydroxydes de fer, sont
présents en abondance dans les sols. Ils interviennent dans les réactions d’oxydo-réduction et
dans les réactions d’échange cationique. IIs possedent une forte capacité d’adsorption et jouent
alors un role prépondérant dans la sorption des ions métalliques.
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A E/V

- ¢c=102mol L'
NiO,(s)

Ni,O4(s)

Ni2*(aq)

00 ~__ HO Ni(OH),(s)

pH

Figure 4 _ Diagramme potentiel pH du Ni pour c¢=102 mol L1 (daprés http://lycees.ac-
rouen.fr/galilee/images/nickelpotentielpH.jpg)

Ces paramétres donnent des tendances mais ne suffisent pas a prédire la spéciation des métaux
ni leur répartition entre les phases aqueuse, solide et colloidale. Dans les cas les plus simples, la
spéciation peut étre calculée a I'aide d’'un code géochimique comme CHESS (développé par I'Ecole
des Mines de Paris, ]. van der Lee et L. De Windt, 2002, http://chess.geosciences.mines-
paristech.fr/) ou PHREEQC (développé par I'United States Geological Survey).

Les parameétres biotiques peuvent aussi moduler la disponibilité des polluants.

e Les rhizodépéts peuvent jouer un role important dans la solubilisation des métaux : les
acides organiques de faible masse molaire influencent l'acquisition du métal, en formant des
complexes avec le métal et en diminuant le pH a proximité des racines (Nascimento et Xing 2006).
Ainsi, les rhizodép6ts ont une action directe sur la phytoextraction en augmentant la
biodisponibilité du métal, et un effet indirect en agissant sur les bactéries qui vont augmenter la
biodisponibilité du métal.

e Les microorganismes du sol produisent des métabolites tels que des biosurfactants, des
acides organiques ou des sidérophores, qui facilitent la biodisponibilité du métal dans le sol en
libérant le Ni des phases non solubles (Rajkumar et Freitas 2008; Ma et al. 2009). Ainsi, les
microorganismes du sol augmentent la biodisponibilité en agissant i) directement sur les
complexes du sol, et ii) sur les plantes, et donc indirectement sur les métaux. Par ailleurs, les
bactéries interagissent avec les plantes en diminuant le stress de la plante 1ié au métal et/ou en
stimulant sa croissance. L’action des racines peut dissoudre certaines phases porteuses de métaux
dans le sol (Fellet et al. 2009).

La disponibilité dépend d’'un grand nombre de processus couplés et ne peut étre prédite
simplement. En revanche, elle peut étre mesurée par extraction avec certains complexants. Pour
le Ni, trois extractants sont majoritairement utilisés en raison de la forte corrélation entre le Ni en
solution extrait de la matrice sol par I'extractant, et celle dans les parties aériennes : 'acétate
d’ammonium (Proctor et Woodell 1975; Robinson et al. 1997b), 'acide diéthyléne tri-amine
penta-acétique ou DTPA (Lindsay et Norvell 1978; Echevarria et al. 1998) et le nitrate de
strontium (Madden 1988; Siebielec et Chaney 2006). Ces extractions donnent une bonne
tendance, mais il ne faut pas négliger la possibilité d’'un transfert du Ni par contact de la racine
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avec les particules du sol sans passage par la solution (Proctor et Woodell 1975 ; Proctor et al.
1981). La disponibilité peut aussi étre évaluée par dosage des concentrations dans la solution du
sol, mais cette estimation est souvent insuffisante. Le pool d’ions Ni assimilable par la plante peut
aussi étre prédit par les cinétiques d’échange isotopique qui reposent sur la mesure des ions Ni2*
du sol qui sont isotopiquement échangeables et qui sont ceux assimilables par la plante
(Echevarria et al. 1997; Gérard et al. 2000; Estrade et al. 2015).

2.2. UnpH modérément acide est favorable a la phytoextraction

La diminution du pH entraine une augmentation des formes solubles du métal dans le sol et une
augmentation du prélevement par la plante (Wang et al. 2006). Les plantes induisent des
changements de pH en libérant des H* ou des OH- (Bernal et al. 1994b; Hinsinger et al. 2003;
Philippot et al. 2013). Cette libération entraine des réactions d’oxydo-réduction modifiant la
disponibilité des éléments dans le sol, comme c’est le cas du Fe3* réduit en Fe2* sous I'action des
exsudats. L’absorption des nutriments par la plante modifie le pH du sol. Dans le cas de la nutrition
azotée, les plantes peuvent prélever I'azote sous forme d’ammonium (NH4*) ou de nitrate (NO3").
Lors du préléevement de NHy*, des protons sont libérés dans la rhizospheére ce qui entraine une
diminution du pH. Inversement, quand la plante absorbe NOs-, il y a une prise simultanée de H+, et
une libération d’OH- et de HCO3- par la plante, donc une augmentation du pH rhizosphérique
(Marschner 1995). Généralement, la nutrition en NOs- diminue le Ni dans les parties aériennes
alors qu’avec le NH4*, elle augmente. Mais lors de l'exposition de Graminées a de faibles
concentrations de Ni, la nutrition NOs- entraine une augmentation du Ni prélevé (Wiltshire 1972).
De plus, dans Arabidopsis, la concentration du Ni dans les parties aériennes augmente davantage
en présence de NO3-que de NH4*. Cependant, la biomasse avec NO3-est inférieure (Hu et al. 2013).
D’autres études présentent des résultats similaires ou, lors de I'augmentation du pH, la solubilité
du métal diminue mais le prélevement par les plantes augmente (Tableau 3). Le choix de la
fertilisation azotée a donc une incidence sur 'acidification de la rhizosphere et le prélevement des
métaux (Puschenreiter et al. 2001; Zaccheo et al. 2006; Hu et al. 2013).

Tableau 3 _ Travaux présentant une meilleure capacité de phytoextraction du Ni par la plante lors
d’'une augmentation du pH

A d t
Type de sol m_e-n ,emen (s) . pH (apreés Métaux
Etude utilisé(s) pour Espeéces .
(pH avant culture) culture) extraits
augmenter pH
Lietal Li 5a58)et
(;;og) Olrm::iellllxe((SaZ a 6)26) 1,6 MHNOs A murale 497632 Ni
ganid ’ ’ ou CaCOs. A. corsicum ’ ’ Co
51a75 Chaux
Everhartet | Limoneux (6 a7,5) (Welland | (comparaison sol A. murale 51a7,5 Ni
al. (2006) loam) et organique (5,1 a2 6,9) chaulé/non- Avena sativa
(Quarry muck) chaulé)
Quarry muck
Quarry muck (pH 5,66), (pH 7,3),
Kukier et Welland (pH 5,24), A. murale Welland Ni
CaCOs3 et MgCO
al. (2004) Brockman(serpentine) (pH aLTs et XELYs A. corsicum (pH 7,6), Co
6,30) Brockman (pH
58et7,8)
Fertilisati
Huetal Hydroponie (pH 5,5 ertiisa 19n avec . .
L NOs- (agit sur A. thaliana Ni
(2013) ajusté avec NaOH) IRT1)
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Ainsi, le Ni peut étre extrait dans une gamme assez large de pH. L’augmentation du pH vers la
neutralité peut conduire a une augmentation de la concentration du Ni dans la plante malgré une
disponibilité moindre. Par ailleurs, le développement des plantes et de leur systéme racinaire
interagit avec le sol et modifie le pH.

2.3. Lamicroflore peut augmenter la phytoextraction

Les plantes rhizodéposent en moyenne 17% du carbone net fixé lors de la photosynthese. Ce C
participe a 'alimentation de la microflore du sol (Nguyen 2003). Les microorganismes du sol vont
se développer favorablement a proximité des racines. IlIs sont donc plus importants en terme de
quantité et de diversité que dans un sol non planté (Gao et al. 2012). Les microorganismes du sol
peuvent avoir des propriétés améliorant le développement des plantes : ils sont dits PGPR pour
« plant growth promoting rhizobacteria ». Ils ont alors des aptitudes a produire des hormones de
croissance (auxines), des enzymes diminuant le stress dans la plante (ACC déaminase) ou encore
a améliorer la solubilisation du phosphore et produire des sidérophores. Outre 'amélioration du
développement de la plante et la lutte contre les pathogenes, la microflore peut modifier la
relation plante-métaux. La production d’acides organiques par les bactéries diminue la toxicité du
métal en liant les ions métalliques (Rajkumar et al. 2012), ce qui minimise et inactive les impacts
cytologiques des ions métal libres (Gao et al. 2010a) car le complexe métal-acide organique est
moins phytotoxique que la forme libre du métal.

La disponibilité et la mobilité du métal peuvent étre influencées par les exsudats racinaires
(phytosidérophores, acides organiques, protons) et par les microorganismes (Whiting et al.
2001b; Zhao et al. 2001; Wenzel et al. 2003). Ceux-ci peuvent contribuer a diminuer le stress de
la plante, augmenter la longueur et la surface racinaire permettant une plus grande surface
d’absorption, ou augmenter la disponibilité des éléments traces dans la rhizosphere et donc
potentiellement influencer leur transfert vers la plante (Glick et Stearns 2011; Sessitsch et al
2013). Des souches bactériennes isolées de la rhizosphére d’A. murale et inoculées lors de la
culture peuvent augmenter jusqu’'a 40% l’extraction du Ni par rapport au témoin non inoculé
(Abou-Shanab et al. 2006). Lors de la co-culture d’hyperaccumulateurs, et en inoculant une souche
PGPR, la quantité de Ni extraite peut augmenter de 40 a 80% en comparaison a la co-culture non
inoculée (Durand et al. 2016).

2.4. Les molécules impliquées dans le prélévement, la translocation et la
séquestration du Ni

Dans la rhizospheére, le Ni peut étre sous différentes formes chimiques. Il a été mis en évidence
dans les hyperaccumulateurs une surexpression de certains genes encodant pour des
transporteurs transmembranaires de la famille des ZIP et HMA, ceux-ci interviennent
certainement dans le prélevement par les racines, la translocation et la séquestration du métal
(Rascio et Navari-Izzo 2011). L’entrée du Ni2* et son transport a travers la membrane racinaire
sont réalisés par des transporteurs a faible affinité (Deng et al. 2014) et peuvent se faire par le
transporteur du Fe2+: AtIRT1 (Nishida et al. 2011; Hu et al. 2013). Malgré des transporteurs
communs pour I'entrée dans la plantes, les mécanismes de translocation vers les parties aériennes
sont différents pour le Fe et le Ni.

Dans la plante, le Ni peut étre libre ou chélaté. La chélation permet de lier le métal pour diminuer
sa toxicité (action antioxydante), le transporter et le stocker. Elle peut se faire par complexation
avec différents ligands : acides aminés, acides organiques, protéines et peptides. Ainsi, certaines
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molécules ont été détectées en grande quantité dans les plantes exposées au métal. C’est le cas des
acides aminés, comme la proline pour différentes especes (Sharma et Dietz 2006) et I'histidine
pour A. lesbiacum, A. montanum et N. caerulescens (Kramer et al. 1996; Kerkeb et Kramer 2003;
Kozhevnikova et al. 2014). D’autres molécules, telles que I'acide malique et I'acide citrique (Lee et
al. 1978; Montargés-Pelletier et al. 2008; Mnasri et al. 2015; Deng et al. 2016), le glutathion, les
phytochélatines, les métallothionéines ou les phytosidérophores ont aussi été identifiées (Cobbett
et Goldsbrough 2002; Callahan et al. 2005; Haydon et Cobbett 2007; Verbruggen et al. 2009)
(Figure 5). Centofanti et al. (2013) analysent la composition de la séve du xyleme dans différents
génotypes d’Alyssum et montrent que les concentrations des différents ligands varient selon
I'espéce. De plus, la concentration du Ni est 100 a 1 000 fois supérieure a celle des principaux
ligands (histidine, malate, citrate et nicotianamine). Ces concentrations en ligands sont donc trop
faibles pour complexer ’ensemble du Ni présent. Ainsi, la majeure partie du Ni pourrait étre sous
forme de cation hydraté ou chélaté a des ligands non identifiés jusqu’a présent.
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Figure 5 _a) Voies de syntheses impliquées dans la synthése des acides aminés et des métabolites
azotés en lien avec les métaux lourds dans les plantes (Sharma et Dietz 2006) et b) Ligands du Fe,
Zn, Cu, Mn et Ni dans les plantes (Haydon et Cobbett 2007)

La difficulté d’extraction et d’analyse des complexes organométalliques limite I'identification des
complexes impliqués dans le transport, 'immobilisation et la tolérance aux métaux dans les
hyperaccumulateurs. En effet, I'identification de hautes concentrations d’'une molécule présente
dans les hyperaccumulateurs et absentes d’autres espéces ne permet pas de quantifier les
molécules complexées au Ni, ni la fraction du métal total complexé avec telle ou telle molécule.
Cependant, les techniques d’absorption aux rayons X permettent d’observer la spéciation des
métaux dans les tissus non détruits mais sont limitantes pour observer la localisation a I'échelle
de la cellule (Montarges-Pelletier et al. 2008; Van der Ent et al. 2017). L’utilisation de mutants a
permis des avancées sur le role des ligands dans 'homéostasie des métaux spécialement dans le
transport entre les tissus. De nombreux ligands sont certainement encore inconnus dans la
mesure ou ils peuvent étre libres lors de leur transport (Haydon et Cobbett 2007). Récemment,
une nouvelle molécule intervenant dans l'accumulation du césium dans A. thaliana a été
identifiée : la cystéinate méthylée (CsHoNO:S) (Adams et al. 2017).

2.5. Ou est stocké le Ni dans les hyperaccumulateurs ?

Les concentrations observées dans les hyperaccumulateurs de Ni nécessitent la mise en place de
mécanismes de tolérance et de détoxification des métaux dans la plante. Les feuilles sont les
organes de stockages principaux. Elles détiennent des concentrations de Ni de plusieurs
pourcents. Le métal est localisé dans les zones n’interférant pas avec le métabolisme de la plante :
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principalement dans les vacuoles et les parois cellulaires des cellules épidermiques (Broadhurst
et al. 2004; Leitenmaier et Kiipper 2013)(Tableau 4). Par ailleurs, la complexation du métal dans
la plante avec des chélatants et des composés antioxydants produits par la plante favorise l'inertie

des métaux (Clemens 2001; Hall 2002).

Tableau 4 _ Principaux sites de localisation du Ni dans les feuilles des hyperaccumulateurs

Espece

Localisation

Etude

A. murale
A. lesbiacum

Cellules épidermiques, trichomes

Kiipper et al. (2001); Smart et al
(2007); Tappero et al. (2007)

A. bertolonii

Berkheya coddii Més.ophylle et épiderme des feuilles Mes?asz-Przybylowicz et al. (2001a);
Cuticule Robinson et al. (2003)
Vacuole des cellules épidermiques

Hybanthus floribundus Cellules palissadiques Bidwell (2000)
Cellules du mésophylle

Phyllanthus bagooyi Phloéme et épiderme supérieur Van der Ent et al. (2017)

Phyllanthus securinegioides

Epiderme supérieur et inférieur

Van der Ent et al. (2017)

Rinorea bengalensis

Epiderme supérieur et inférieur et
mésophylle spongieux

Van der Ent et al. (2017)

Senecio coronatus

Epiderme des feuilles

Mesjasz-Przybylowicz et al. (1994)

Senecio anomalochrous

Epiderme des feuilles

Mesjasz-Przybylowicz et al. (2001b)

Stackhousia tryonii

Cuticule des feuilles

Bidwell (2000)

Thlaspi goesingense

Cellules épidermiques

Kiipper et al. (2001)

Huit' hyperaccumulateurs | Cellules épidermiques (élf)i.gn.ées Psaras (2000)
de Ni des stomates) + cellules subsidiaires
2.6. Les métabolites secondaires ; des chélateurs de métaux ?

En réaction a son environnement, une plante produit dans ses tissus une centaine de métabolites
secondaires. Ces molécules peuvent étre exsudées au niveau des racines (Guillon et al. 2006).
Parmi elles, les phytoalexines sont des molécules de faible masse molaire, antibactériennes,
synthétisées et accumulées dans la plante aprés une infection (Paxton 1981). Certaines molécules
ont des propriétés appliquées en médecine, cosmétique ou lutte biologique.

Les coumarines sont des composés phénoliques présents dans de nombreux végétaux et
appartenant aux phytoalexines. Leur présence dans la nature et leur extraction a partir des
végétaux sont connues depuis plusieurs décennies (Murray et al. 1982; Bourgaud et al. 1994). Des
coumarines ont été identifiées dans les Brassicacées, le tabac (Baumert et al. 2001) et A. thaliana
(Rohde 2004). Depuis, d’autres études ont été menées sur la production de ces composés dans ces
especes (Kai et al. 2006, 2008; Ahn et al. 2010; Didierlaurent 2012; Siwinska et al. 2014) dont les

voies de synthése ont été détaillées (Bourgaud et al. 2006).

Les coumarines peuvent étre des composés phénoliques simples qui apparaissent apres
I'agression de la plante (e.g. platane) ou des phénols constitutifs, tels que dans le genre Citrus ou
plusieurs coumarines et furocoumarines sont présentes (Macheix et al. 2005; Dugrand et al
2013). La scopolétine a été mise en évidence lors de l‘attaque de pathogéne dans A. thaliana
(Bednarek et al. 2005) et Nicotiana tabacum (Chong et al. 2002). De méme, pour Hevea brasiliensis,
la teneur en scopolétine est plus élevée dans des feuilles infectées que dans les feuilles de la méme
plante non infectées (Silva et al. 2002). De plus, il existerait des interactions entre I’AIA (auxine)
et les composés phénoliques. In vitro, la scopolétine agit comme un activateur de I'activité AlA-
oxydase et diminue la teneur en auxine, pouvant conduire a un ralentissement de la croissance.

28



- Partie 1_ Agromine du nickel, des sols naturels aux milieux extrémes -

La phytoalexine produite est généralement caractéristique de I'espece végétale. Ainsi, chez le
genre Citrus, on rencontre la scopolétine et I'esculétine (Cs-C3). Ces molécules présentent un cycle
aromatique et une ou plusieurs fonctions -OH susceptibles d’étre substituées par d’autres
groupements (Figure 6). Elles peuvent se trouver sous formes libres ou complexées. La forme
glycosylée de la scopolétine est la scopoline, dans laquelle un glucose est substitué au groupement
H3COH. Récemment, I'implication de cette molécule dans 'acquisition du Fe a été mise en évidence
pour Arabidopsis (Kai et al. 2008; Schmid et al. 2014). Cette molécule peut présenter des
applications en médecine (propriétés cicatrisantes) ou dans la conservation des récoltes de par
ses propriétés fongistatiques, fongicides et anti bactériennes (Garabeth et al. 2007; Gnonlonfin et
al. 2012; Baetal 2017). Les concentrations mesurées dans les plantes sont de I'ordre de quelques
dizaines de mg kg1: 0,58 mg kg dans les racines de manioc, 6,34 mg kg! dans les fleurs et
2,51 mg kg1 dans les fruits de Prangos asperula Boissier (Garabeth et al. 2007).

b) | {,mg.,o
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Figure 6 _Molécules de a) scopolétine et b) d’esculétine Yang et al. (2015)

2.7. Conclusion

Les mécanismes de prélevement du Ni par les racines et la translocation dans la plante jusque
dans les parties aériennes ainsi que les ligands impliqués a différents niveaux (séquestration,
transport et stockage) permettent d’appréhender 'homéostasie des métaux dans les plantes. Leur
compréhension est nécessaire pour augmenter l'efficacité d’extraction du métal et donc la
phytoextraction. Le prélévement nécessite que le Ni soit accessible aux racines dans la
rhizosphére, i.e. phytodisponible, sinon I'extraction n’aura pas lieu. Des chélateurs encore non
identifiés et produits par la plante pourraient permettre de comprendre le transport et le stockage
des métaux et avoir des applications dans des domaines tels que la pharmacologie. 1l est
nécessaire de rechercher et quantifier les molécules présentes dans les plantes
hyperaccumulatrices et leur interaction avec les métaux.

3. L’agronomie des hyperaccumulateurs
au service de 'agromine

L’étude des sols, I'identification des hyperaccumulateurs et la compréhension des mécanismes de
phytoextraction donnent les bases fondamentales permettant d’envisager la culture de ces
plantes a grande échelle. Le premier objectif de cette culture était la décontamination de sols
pollués en métaux, mais aujourd’hui, on s’intéresse de plus en plus a « I'agromine » dont I'objectif
est de cultiver des plantes pour produire des métaux, autrement dit « cultiver des métaux ».
Cette partie commence par la définition du concept d’agromine, puis décrit 'agronomie des
hyperaccumulateurs. Elle se termine par des exemples de cultures sur sols ultramafiques et sols
miniers et les leviers qui peuvent étre mis en place pour optimiser 'agromine.
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3.1. L’agromine

La dépollution de sols contaminés par des métaux a été la premiere application envisagée pour
les technologies basées sur des plantes hyperaccumulatrices (Robinson et al. 1997b; a). Ce sujeta
été largement étudié pour de nombreux métaux. Toutefois, la question du devenir de la biomasse
contaminée a été tres peu abordée. Elle est pourtant extrémement importante pour la mise en
ceuvre a grande échelle. Au départ, il était question de l'incinérer ou de la stocker en centre
spécialisé (Sas-Nowosielska et al. 2004; Keller et al. 2005). R.L. Chaney a été le premier a montrer
que le Ni pouvait étre valorisé a partir d’A. murale: le procédé consistait a briiler la biomasse séche
et a la traiter comme un minerai, par pyrométallurgie, pour produire du Ni métal (Chaney et al
1998; Angle et al. 2001; Li et al. 2003b).

Ainsi a été introduit le concept de “phytomining”, récemment élargi a “agromining” ou
“agromine” (Morel 2013; Van der Ent et al. 2015a). En effet, la production de composés a base de
Ni extrait de plantes repose sur la possibilité de pouvoir cultiver ces plantes a grande échelle, ce
qui implique la mise en ceuvre des procédés agronomiques. La biomasse peut aussi étre employée
comme un fertilisant si le métal qu’elle contient est un oligo-élément (Ni, Se, etc.) et que la
biomasse n’est pas chargée en métaux toxiques mais cet usage reste anecdotique (Wood et al.
2006; Banuelos et al. 2015).

L’agromine est une filiere (Figure 7) qui va de I'extraction du métal par les plantes jusqu’a la
production de composés de valeur, commercialisables.
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Figure 7 _Représentation de la filiere agromine, depuis la culture de la plante A. murale jusqu’a la
fabrication de composés commercialisables a base de Ni (B. Laubie et M.0. Simonnot)

Apreés la transformation par voie pyrométallurgique pour produire du Ni métal, d’autres
recherches ont démontré I'intérét du traitement par voie hydrométallurgique (Van der Ent et al.
2015a; Simonnot et al. Sous presse). Une série de travaux porte sur la production de nickel métal
(Barbaroux et al. 2011) et d'un sel de nickel « ANSH » (sulfate de Ni et d'ammonium hexahydraté)
a partir de la biomasse d’A. murale, de I'échelle du laboratoire a celle du pilote (Barbaroux et al.
2012; Zhang et al. 2014, 2016; Houzelot et al. 2017). D’autres concernent la production de
catalyseurs a base de Ni pour la chimie organique (Losfeld et al. 2012b; a; Grison et al. 2013), ou
encore de production d’oxyde de Ni a partir d’hyperaccumulateurs tropicaux (Vaughan et al
2017).

Outre la production de composés commercialisables, 'agromine présente de nombreux intéréts,
car elle permet :

. la récupération de métaux disséminés dans des ressources secondaires inexploitables par
d’autres techniques ;

. la détoxification des sols ou stériles miniers, par un abaissement progressif de la teneur
en métal, et donc 'augmentation de leur fertilité et une amélioration de la qualité du sol ;
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° la production d’énergie lors de I'incinération de la plante séche et la réutilisation des sous-
produits en tant que fertilisants (solution de lavage).

Une analyse du cycle de vie de la filiere a montré que les impacts sur 'environnement étaient
faibles (Rodrigues et al. 2016; Pons et al. Sous presse). En termes de services écosystémiques, les
services fournis relévent de 'approvisionnement (e.g. produits a base de métaux, énergie) et de
la régulation (e.g. détoxification).

Enfin, 'agromine répond parfaitement au concept de développement durable, sur le plan
environnemental, économique et sociologique, puisqu’elle permet d’apporter des revenus a des
agriculteurs de régions défavorisées aux sols peu fertiles.

3.2. L’optimisation de la culture des hyperaccumulateurs pour I'agromine du Ni

Pour obtenir des rendements élevés en Ni, il faut cultiver des plantes non seulement a fort
potentiel d’extraction du Ni mais aussi a forte production de biomasse (Chaney et al. 2007; Van
der Ent et al. 2015a; Nkrumah et al. 2016). Dans cette partie, vont étre présentés les différents
aspects a prendre en considération pour les procédés agronomiques, ainsi que des exemples de
réalisation a I’échelle de la parcelle. En effet, pour démontrer la faisabilité de 'agromine, il est
indispensable de travailler a grande échelle.

a) Choix des sols et des hyperaccumulateurs

Les parcelles seront installées dans des zones ultramafiques, ou des hyperaccumulateurs
préexistent. Le choix des zones prend en compte I'accessibilité du site, I'exposition du terrain
(pente, disponibilité de 'irrigation), la localisation en dehors d’'une zone protégée, etc. (Van der
Ent et al. 2016). Les zones ultramafiques offrant les meilleurs potentiels se situent en Asie
Pacifique, dans les Balkans, en Espagne et au Brésil, ol des surfaces de plusieurs centaines de km?
pourraient étre exploitées.

Les especes les plus pertinentes sont des espéces locales, tolérantes et hypernickelophores.
Parmi les hyperaccumulateurs, les variations entre especes se situent au niveau de la production
de biomasse, de la capacité a extraire et transférer le métal et du développement phénologique.
En effet, certaines espéces sont plus précoces que d’autres pour atteindre la floraison, stade
phénologique auquel la plante contient la concentration en métal la plus élevée de son stade de
développement (Salt et al. 1998).

En dehors de ces critéres, la sélection peut s‘orienter vers des plantes avec de faibles teneurs en
d’autres éléments (Ca, Mg, K) pour faciliter les étapes de récupération et purification de sels de
métaux. Par exemple, les Alyssum sont caractérisées par des teneurs élevées en Ca, de 1 a 3 %
(Pancaro et al. 1988). La diversité génétique des populations est liée a la variabilité du métal dans
le sol. Les populations les plus efficientes sont généralement issues de sites avec des teneurs
métalliques élevées dans le sol (Galardi et al. 2007b). Pour choisir les meilleures populations et
s’abstraire des concentrations dans le sol, les plantes doivent étre cultivées dans les mémes
conditions. Afin de pouvoir comparer le potentiel des populations, elles doivent étre exposées a
des concentrations identiques en métaux. Ces expériences sont possibles sur sols contaminés
(Peer etal 2003, 2006; Schwartz et al. 2006) ou en hydroponie (Adamidis et al. 2014; Gonneau et
al. 2014). Elles montrent que pour certaines populations, des individus peuvent étre performants
pour différents éléments. Par ailleurs, la production de biomasse et la concentration élevée en
métal sont deux variables antagonistes et donc difficiles a rassembler dans le méme individu.
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Cependant, en raisonnant en terme de quantité extraite, les populations les plus efficientes
peuvent étre identifiées.

Différents indicateurs permettent d’évaluer l'efficacité de la phytoextraction d'une espéce ou d’'un
individu :

. Le facteur de bioconcentration (FBC ou BCF) (McGrath et Zhao 2003; Ghosh et Singh 2005;
Liu et al. 2011), rapport de la concentration en métal dans les parties aériennes et de sa
concentration dans le sol, mesure I'aptitude d’'une plante a extraire et transporter les métaux vers
ses parties aériennes. Les plantes hyperaccumulatrices ont un facteur de bioconcentration au
moins égale a 1.

° Le facteur de translocation (TF), rapport entre les concentrations de métal dans les parties
aériennes et dans les racines (Yoon et al. 2006; Lebeau et al. 2008), doit étre supérieur a 1.

b) Compétition entre éléments pour l'acceés a la plante

La phytoremédiation regroupe un ensemble de méthodes basées sur l'utilisation de plantes
permettant la remédiation des sites et sols contaminés. Deux voies sont possibles pour les sites
contaminés en métaux: la phytoextraction, extraction des métaux et la phytostabilisation,
stabilisation de la pollution métallique. La phytoextraction consiste en I'extraction des métaux par
les plantes et leur accumulation dans les parties aériennes. BCF et TF doivent étre supérieurs a 1
(Baker et al. 1988).

L’étude de sites multi-contaminés souleve plusieurs problemes quant a l'efficience de la
phytoextraction. Les deux raisons principales sont : i) la toxicité de certains métaux pour le
développement de la plante et ii) la compétition entre éléments pour l'acces a la plante et la
translocation. La toxicité de certains métaux peut inhiber la capacité de la plante a extraire le
métal visé. Ainsi, la co-contamination au Cu peut étre une limite sérieuse au potentiel de
phytoextraction de Zn et de Cd par N. caerulescens, sensible au Cu (Lombi et al. 2001). La
compétition entre éléments entraine la diminution de la prise des deux éléments comparés a
lorsqu’ils sont seuls dans le milieu de culture : c’est le cas du Ni et Cd (Mnasri et al. 2015). La
présence de Cu, Zn, Fe ou Co inhibe 'absorption et la translocation du Ni dans la plante (Cataldo
et al. 1978a).

La compétition peut étre due a l'utilisation des mémes transporteurs pour les oligo-éléments et
les métaux (Assuncdo et al. 2003, 2008; Escarré et al. 2013). Par ailleurs, les plantes sont
susceptibles de prélever d’autres éléments que ceux pour lesquels elles sont reconnues
hyperaccumulatrices, lorsque I’élément hyperaccumulé (e.g. le Ni) est en plus faible concentration
qu’'un autre. Ainsi, le Cd est préférentiellement prélevé lorsqu’il est présent dans la méme
concentration que le Ni (1 mg 1! en hydroponie) et le Co est hyperaccumulé par A. murale en
I'absence de Ni (Bernal et McGrath 1994a). Cette compétition pour l'entrée du Ni est aussi
observée avec le Zn (Deng et al. 2014) ou le Mn (Broadhurst et al. 2009; Ghaderian et al. 2015).
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3.3. Itinéraires de culture

La mise en place de culture sur des matrices potentiellement toxiques implique, en plus du choix
de I'espéce, de s’assurer de l'installation des végétaux et de la disponibilité du métal. Pour y
parvenir, différents leviers peuvent étre mis en place :

. le choix de la méthode d’implantation ; semis ou repiquage, et densité des plantes ;

° les amendements : fertilisation chimique, organique, inoculation de souches d’intéréts
(PGPR);

° le suivi des cultures : désherbage (manuel, mécanique, chimique), des récoltes (une ou
plusieurs).

En complément, il s’agit de choisir pour chacune de ces actions le moment et la fréquence
d’'intervention en fonction du cycle de développement des plantes sur le sol et du climat.

a) Installation du couvert : semis, repiquage, densité

Pour la mise en place de la culture, différentes stratégies peuvent étre appliquées selon le climat.
Elles nécessiteront un suivi différent des parcelles (entretien, interventions, récoltes). En milieux
tropicaux, des especes ligneuses (e.g. Phyllanthus spp., R. bengalensis) peuvent étre cultivées en
taillis a courte rotation (Van der Ent et al. 2015a; Nkrumah et al. 2016). Dans le cas d’herbes
pérennes (e.g. B. coddii), une coupe pourrait étre réalisée une ou deux fois par an (Robinson et al.
1997a). En milieu tempéré (e.g. Balkans), les especes sont majoritairement des herbacées
annuelles ou bisannuelles, et sont réinstallées chaque année. Deux modes d’installation sont
possibles : semis direct ou installation de plants. Ce dernier est plus chronophage mais garantit
une survie et une production de biomasse supérieure (Kanso 2016). Toutefois, la concentration
en métaux peut étre inférieure dans les individus transplantés par rapport aux semés (McGrath et
al. 2006). Cependant, sur un sol acide, la transplantation garantit une augmentation de métal
extrait a I'issue de la culture (Hammer et Keller 2003).

Les arbres (2 a 10 m de haut selon I'espéce a 'age adulte) sont plantés en avril, cing a six mois
avant la saison seche, aprés avoir été semés et élevés en serre pendant 1 an (Losfeld et al. 2015).
La densité de plante varie selon I'espéce. Bani et al. (2015b) recommandent de conserver quatre
individus au m? lors de I'utilisation d’A. murale native sur des sols ultramafiques en Albanie. Dans
le cas d’espéce ligneuse, 3,8 arbres sont installés dans 10 m?(Losfeld et al. 2015).

b) Fertilisation et amendements

La fertilisation permet de compenser en partie la faible teneur en nutriments et la toxicité
métallique (Wiszniewska et al. 2016). Elle est effectuée par application de fertilisants chimiques,
directement prélevables par la plante, et/ou I'apport d’amendements, dégradés progressivement,
et diffusant lentement des nutriments. S’ils modifient le pH du sol ou contiennent de la matiéere
organique (MO), ils jouent un réle sur la mobilité et la disponibilité des métaux. Si I'ajout
d’amendemments peut diminuer la mobilité des métaux et ainsi étre plus favorable a la
phytostabilisation qu’a la phytoextraction, il peut néanmoins hautement favoriser le
développement de la biomasse, nécessaire au succes de la phytoextraction. Les amendements
peuvent modifier les propriétés chimiques (pH, CEC, etc.), physiques (texture, porosité, capacité
de rétention en eau, etc.) et biologiques (biomasse microbienne, etc.) du sol.
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Sur les sols ultramafiques, I'apport de Ca(OH), augmente le pH et le rapport Ca/Mg. Ainsi, la
mobilité du Ni dans le sol et vers la plante diminue, ce qui améliore le développement de celle-ci
(Halstead 1968; Halstead et al. 1969). De méme, I'apport de MO provoque la complexation du Ni
et le rend moins disponible pour la plante. Les boues de station d’épuration sont classiquement
utilisés pour les terres (Frossard et al. 1996). On utilise aussi des composts de déchets verts, des
déchets municipaux, des résidus d’industries alimentaires etc. Le choix des amendements dépend
souvent de leur disponibilité a proximité du site, surtout si de grandes quantités sont requises
(Yang et al. 2016a).

Il faut donc choisir le type d’'amendement et la quantité a apporter selon le sol initial et I'objectif
de remédiation. La quantité apportée doit étre suffisante sans étre excessive (Alvarenga et al
2009). Les amendements peuvent aussi apporter des quantités significatives de métaux dont il
faut tenir compte, comme Zn, Cd et Cu, provenant des boues de station d’épuration (Samake et al.
2003) et des composts de déchets verts municipaux. Ces concentrations peuvent s’avérer néfastes
pour l'installation des plantes, malgré I'amélioration d’autres parameétres telles que les activités
enzymatiques du sol (Alvarenga et al. 2009; Yang et al. 2013). Sur des sols trés acides, pH 4, un
amendement devra permettre de corriger suffisamment le pH pour permettre I'installation des
plantes (Alvarenga et al. 2009).

En premier lieu, les amendements permettent d’augmenter le taux de germination des graines
(Beesley et al. 2010). Trois principaux types d’amendements sont présentés ci-dessous: les
amendements calciques ou calco-magnésiens (chaulage), les composts et le biochar.

L’utilisation de CaCO3, MgCO3, Ca(OH): a pour objectif d’'augmenter le pH du sol et diminuer la
mobilité des métaux (Robinson et al. 1999; Kukier et Chaney 2001). Par exemple, I'application de
CaCoO; sur sol acide diminue le transfert du Ni vers des plantes de cultures (Graminées et
Brassicacées) (Crooke et Inkson 1955 ; Siebielec et Chaney 2006 ; Karer et al. 2015). Dans certains
cas, le pH est peu modifié, mais le Ni et Co extraits diminuent. Cela pourrait étre di a une
compétition avec le Ca (Robinson et al. 1999). Dans d’autres cas, malgré I'augmentation du pH
apres chaulage, le transfert du Ni augmente dans A. murale (Tableau 3), de méme lors de 'ajout
de MgCOs sur une culture d’Alyssum (Chaney et al. 1998). Donc, I'ajout de Ca ou Mg sous forme de
carbonate peut augmenter la phytoextraction du Ni.

Sur un sol ultramafique, I'apport de N augmente la concentration du Ni dans B. coddii alors que P
n’a pas d’effet (Robinson et al. 1997a). Une fertilisation minérale (NPK+S) double la production
de biomasse d’A. murale (Bani et al. 2007) et améliore le rendement de Ni. L’apport de 2,5 ou 5%
(m/m) de compost permet d‘obtenir les meilleurs rendements avec trois espéces d’Alyssum et
Noccaea goesingense malgré une diminution du Ni extractible (Alvarez-Lépez et al. 2016). La
biomasse produite et le contenu en chlorophylle des laitues augmentent avec un amendement de
2,5210 % (v/v) de marc de café (Cruz et al. 2012, 2015).

L’application de biochar sur des sols contaminés entraine une diminution de la mobilité des
métaux, expliquée par la précipitation et 'adsorption des métaux sur les phases minérales du
biochar (Rees et al. 2014), ainsi que 'adsorption des sels (Na*) dans les sols a forte salinité (Akhtar
et al. 2015b). L’effet du biochar dépend de la quantité amendée, du type de matiere premiére, de
la taille des particules et des conditions de pyrolyse, qui jouent sur la surface spécifique, le pH, le
contenu en cendres et en carbone (Streubel et al. 2011; Paz-Ferreiro et al. 2014; Chintala et al.
2014). L’augmentation de la température de pyrolyse augmente le contenu en cendres et le pH
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(Wu et al. 2012; Cantrell et al. 2012). Le biochar a un effet bénéfique plus marqué sur les sols
acides qu’alcalins (Zwieten et al. 2010). Par ailleurs, bien que le biochar diminue la mobilité des
métauy, il semble augmenter la surface racinaire et donc la surface d’échange avec le sol (Rees et
al. 2016). Différents types de résultats ont été rapportés :

° I'application de 5% (m) de biochar de bois sur un sol de serpentine (pH 5,5) diminue la
disponibilité du Cr, Ni et Mn de 99, 66 et 42%, respectivement et diminue la concentration de ces
éléments de plus de 90% dans des plants de tomate et augmente de 40% la biomasse produite
(Herath et al. 2015) ;

. Des résultats similaires sont obtenus sur la croissance de I'épinard sur un sol a pH de 7,9
amendé en Ni et en présence de 3 et 5% (m) d’un biochar de tiges de coton. La biomasse et le taux
de chlorophylle augmentent tandis que la concentration du Ni dans la biomasse diminue (Younis
etal 2015);

. Sur un sol (pH 7,6) avec une forte salinité (25 ou 50 mM de NaCl), I'application de 5% (m)
de biochar augmente la biomasse du blé et ses propriétés physiologiques (densité stomatique,
contenu en chlorophylles, activité photosynthétique). Les teneurs en N et K dans les feuilles
augmentent alors que celle en Na diminue. Sur le méme sol, des essais en colonne montrent que
I'application de biochar augmente Ca2+, K* et Mg2+ dans la solution de sol et diminue Na+ (Akhtar
et al. 2015a). L’application de biochar diminue le stress induit par la salinité aussi par
augmentation de la capacité de rétention en eau et a donc un effet de dilution.

L’augmentation de la biomasse est attribuée a 'augmentation de la capacité de rétention de I'eau
et des nutriments, de la CEC et 'amélioration des propriétés biologiques des sols amendés en
biochar (Liang et al. 2006; Streubel et al. 2011; Paz-Ferreiro et al. 2014).

Malgré I'abondance des recherches sur I'effet du biochar sur les plantes, peu d’auteurs se sont
intéressés aux plantes hyperaccumulatrices. Des exemples de travaux sont présentés ci-dessous :

. Un sol minier contaminé en Cd et Zn et de pH alcalin (7,7) a été amendé avec 1,5 et 3% (m)
de trois biochars différents. Le biochar issu de granulés de sapin permet d’augmenter les
concentrations de Zn et Pb dans Noccaea rotundifolia et Anthyllis vulneraria, atteignant les seuils
d’hyperaccumulation non atteints sans biochar. Le biochar issu de résidus de vergers n’a pas
d’effet. Le 3eme biochar, préparé dans les mémes conditions que le premier, mais avec 30% de
granulés de sapins et 70% de fumier, diminue les concentrations de Zn et Pb dans les plantes. Les
mémes essais réalisés avec Poa alpina, une Graminée, indiquent la diminution du transfert du Zn
et Pb vers la plante quels que soient le type et la dose de biochar (Fellet et al. 2014) ;

. Rees et al. (2016) observent une augmentation de la concentration de Cd et Zn dans les
parties aériennes de N. caerulescens lors d'un amendement de 5% (m) de biochar de bois sur un
sol alcalin (pH 8), mais une diminution de la teneur en Cd dans L. perenne ;

e Luetal (2014) observent une diminution du transfert de Cd vers Amaranthus tricolor lors
de I'apport sur un sol acide (pH 6) de biochar ou de Ca0, conduisant a des pH de 6,8 a 7,6. Le
biochar de litiére de volaille permet d’obtenir une biomasse significativement plus élevée que tous
les traitements. Un biochar d’Eucalyptus n’a pas un facteur de translocation différent de celui du
témoin non amendé. La quantité de Cd extraite est significativement inférieure au témoin non
amendé sur toutes les modalités. L’'amendement en CaO et en biochar ont le méme effet ;

e Lesplantules de Brassica juncea meurent en une semaine sur un sol minier, acide (pH 2,8)
contaminé en métaux. En mélangeant 20% et 40% d’amendement (constitué de 95% de compost
et 5% de biochar) a 80 et 60% de terre (m/m), le pH augmente et les concentrations totales et
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extractibles de Co, Cu, Pb et Ni diminuent, celle du Zn augmente. Avec ces traitements, on
n'observe pas de différence significative de biomasse produite mais une augmentation de
I'extraction du Ni. La concentration est multipliée par 2 entre les traitements avec 20% et 40%
d’amendement et, alors que le pH augmente avec 80% d’amendement et que le Ni extractible est
tres faible (0,2 mg kg1), le facteur de bioconcentration (Ni dans les parties aériennes/ Ni
disponible dans le substrat) est supérieur a 200 (Rodriguez-Vila et al. 2014).

Ainsi, 'effet du biochar est difficile a prévoir, selon le matériau d’origine et les conditions de
pyrolyse. Dans un certain nombre de cas, il montre un effet bénéfique sur I'hyperaccumulation.

Il est aussi possible d’associer plusieurs amendements sur un méme sol (Cérdova et al. 2011;
Rodriguez-Vila et al. 2015; Yang et al. 2016b). L'utilisation simultanée du compost et du biochar
a pour objectif de bénéficier d'une synergie des deux amendements (Beesley et al. 2010; Karami
etal 2011; Rodriguez-Vila et al. 2014). Mais la encore, les résultats sont controversés (Beesley et
al. 2010; Karami et al. 2011; Kanso 2016).

c) Co-culture d’espéces végétales

Une diversité de plantes induit une diversité de rhizodépéts (Zak ef al. 2003), et donc sélectionne
une communauté microbienne complexe et des groupes fonctionnels microbiens plus diversifiés
(Lavelle et al. 1995). D’apres Gao et al. (2012), la taille de la population bactérienne du sol
diminue selon les criteres suivants : sol non pollué végétalisé > co-culture (deux especes) sur sol
pollué en métaux lourds > monoculture sur sol pollué en métaux lourds > sol pollué nu. Les
activités enzymatiques microbiennes (phosphatases, déshydrogénase et uréase) sont plus
importantes dans un sol planté non-pollué que dans un sol planté pollué et encore plus faibles
dans un sol nu pollué. Ainsi, la coexistence de différentes espéces végétales permet I'augmentation
de la taille de la communauté microbienne de 15-20 % par rapport a la monoculture et
corrélativement I'augmentation des activités enzymatiques de ces microbes (Gao et al. 2010b,
2012).

La co-culture sur sol contaminé peut avoir plusieurs objectifs :

. augmenter le développement des plantes par la diversité des fonctions bactériennes
présentes et, par conséquent, la biomasse et les métaux extraits par 'hyperaccumulateur ;

. augmenter la disponibilité des polluants et la prospection du volume de sol avec des
systémes racinaires propre a I'espece (Keller et al. 2003) ;

. favoriser le développement d'une espece moins tolérante par le prélevement du métal
présent par une co-culture avec un hyperaccumulateur (Whiting et al. 2001a) ;

. séparer deux éléments qui se trouvent dans le substrat en utilisant deux plantes capables
chacune de concentrer un élément différent (Wu et al. 2007).

Ainsi, peuvent étre envisagées :

) la co-culture d’un arbre avec une herbacée : sur des sols contaminés en Zn et Cd, une co-
culture de Salix caprea et Arabidopsis halleri n’augmente pas la quantité de métaux extraits.
Cependant, sur le sol acide, la concentration de Zn est supérieure dans les parties aériennes de A.
halleri lors de la co-culture (Wieshammer et al. 2007). La concentration du Zn dans les parties
aériennes de N. caerulescens augmente aussi lorsqu’elle est cultivée avec Salix dasyclados
(Fuksova et al. 2009) ;
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° la co-culture d’'un hyperaccumulateur et d’'un accumulateur augmente la quantité de métal
extrait et augmente la biomasse microbienne carbonée dans la rhizosphere. Cela suggére que
'association d’espéces augmente I'exploration du sol et peut étre une voie d’amélioration
prometteuse pour la phytoextraction (Epelde et al. 2012) ;

° la co-culture d’'un hyperaccumulateur et d'une Graminées : une co-culture d’A. murale et
de ray-grass n’a ni d’effet sur la biomasse, ni sur la concentration en Ni dans A. murale (Broadhurst
et Chaney 2016) ;

° des co-cultures sans hyperaccumulateur dans lesquelles une espece a forte production de
biomasse, le mais, est cultivée avec différentes espéces. Lorsqu’elle est cultivée avec une Fabacées,
la concentration de Cd augmente significativement dans le mais comparé au mais seul. Cependant,
la co-culture du mais avec une autre espece d’une autre famille, telles que Brassicacées, Graminées
ou Amaranthacées, ne modifie pas la concentration du Cd par rapport au témoin (Li et al. 2008).

Ceci montre que de multiples possibilités de co-cultures sont envisageables, mais il est difficile de
prévoir les effets.

d) Inoculation de souches d’intérét

Des essais d’inoculation de souches bactériennes PGPR isolées de la rhizosphére d’A. murale
peuvent augmenter jusqu’a 40% l’extraction du Ni de cette méme espéce par rapport au controle
non inoculé (Abou-Shanab et al. 2006). De méme, chez A. pintodasilvae une souche
rhizobactérienne, capable de produire des auxines, des sidérophores et de solubiliser le
phosphore, améliore la phytoextraction du Ni (Cabello-Conejo et al. 2014). Des champignons
mycorhiziens arbusculaires testés sur B. coddii permettent d’augmenter la quantité de Ni extrait
de 20 fois (Ortowska et al. 2011).

Une méta-analyse réalisée sur 73 publications et présentée par Sessitsch et al. (2013) révele que
dans 60,3% des cas, une augmentation de la biomasse produite est observée suite a I'inoculation
de bactéries. Par ailleurs, dans 30,5% des cas il y a une augmentation significative de la
concentration de métal dans les parties aériennes, alors que dans 16,3% une diminution
significative de la concentration est observée. Dans le cas du Ni, une augmentation de la biomasse
et de la concentration a lieu dans 20,3% des cas, alors qu'une diminution seule de la biomasse a
lieu que dans moins de 2% des cas. Donc, méme si la concentration extraite de Nin’est pas toujours
augmentée sous l'effet de l'inoculum, les bactéries permettent d’augmenter tout de méme
I'extraction du métal, étant donné 'augmentation de la biomasse produite.

e) Coupes successives au cours de I'année

Une gestion prévoyant deux coupes peut étre envisagée sur des hyperaccumulateurs si les espéces
sont pérennes. Ces techniques sont utilisées en agriculture sur des ligneux (taillis a courte
rotation) ou des herbacées (Graminées pour le fourrage). Deux études ont testé la coupe des
hyperaccumulateurs et ont analysé les individus lors de chacune des coupes (Varennes et al. 1996;
Robinson et al. 1997a). Pour Alyssum pintodasilvae et B. coddii,1a repousse est rapide et les plantes
de la seconde récolte plus concentrées en Ni que la premiére. Cependant pour A. pintodasilvae les
coupes sont difficilement comparables car réalisées a un mois puis deux mois apreés la premiére
coupe (Varennes et al. 1996). Aucune étude ne montre la possibilité de réaliser une coupe a deux
moments différents de 'année aprés un stade avancé du développement des plantes pour évaluer
le rendement annuel. Dans le cas de B. coddii, cette espece est pérenne et dispose d’un tubercule.
La gestion en plusieurs récoltes annuelles doit donc ainsi étre possible mais cette espéce,
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endémique d’Afrique du Sud, nécessite des températures clémentes et ne peut donc étre
implantée partout.

3.4. Evolution et pérennité de I'agroécosystéme
a) Multiplication des plantes

Une voie d’amélioration des rendements de culture de plantes hyperaccumulatrices est la
sélection et la conservation d’'individus performants, c’est-a-dire d’individus avec un potentiel
pour I'extraction du Ni supérieur au potentiel moyen de la population. Cela implique la production
de semences a partir d’individus sélectionnés. A I'issue de la premiére culture, les semences des
individus en place devraient étre récoltées pour établir un germoplasme constitué de semences
tolérantes a la matrice. D’autres voies de multiplication peuvent étre envisagées telles que la
multiplication végétative par bouturage ou marcottage. Il est possible de bouturer une
hyperaccumulatrice de Ni (Stackhousia tryonii) a partir de parties herbacées sur des milieux
enrichis en hormones de croissance (Bhatia et al. 2002c). Peu d’essais ont été menés. Néanmoins,
des équipes ont mené des essais concluants de micropropagation in vitro sur des
hyperaccumulateurs a partir d’explants de parties aériennes ou racinaires (Bhatia et al. 2002a; b;
Corso et al. 2005) et d’épicotyles sur des Alyssum (Vinterhalter et Vinterhalter 2005; Vinterhalter
etal 2008).

b) Suivi de la biodisponibilité

Pour I'agromine, il faut veiller a ce que le métal disponible dans le substrat soit suffisant pour
permettre un rendement en métal élevé. Au fur et a mesure du prélévement par la plante, le métal
en solution est épuisé. Pour assurer la disponibilité pour la plante, le pool disponible doit donc
étre réalimenté. Le métal est libéré par diffusion et libération depuis la phase solide (Lehto et al.
2006), mais le stock mobilisable finit par s’épuiser. On estime que sur un sol ultramafique avec
une teneur totale de 2 000 mg kg! et sur 1 m de profondeur, I'exploitation par phytoextraction
peut étre effectuée pendant 30 a 60 ans, considérant 10 a 20% du métal total comme disponible
pour les plantes (Van der Ent et al. 2015a). Ces estimations dépendent de la concentration totale
de métal, des phases porteuses, de I'espece végétale, et du volume de sol exploré par le systéme
racinaire. Sur des sols miniers ou construits amendés, I'évolution de la biodisponibilité des
nutriments et des métaux dépend de la décomposition des amendements organiques (Vidal-
Beaudet et al. 2016) et de la fréquence et durée des apports.

3.5. Exemples de cultures d’hyperaccumulateurs de Ni a I'échelle de la parcelle

a) Phytoextraction sur sites ultramafiques : sols délaissés (Balkans) ou post
exploitation miniére (tropiques)

En région tempérée, les essais sur parcelles menés en Albanie avec A. murale ont conduit a de
faibles rendements de Ni dans les premieres années (25 kg Ni ha1 an-t) (Bani ef al. 2007). Ces
rendements ont pu étre augmentés jusqu’a 112 kg Ni ha't an -1 (Bani et al. 2015b). Un cultivar
obtenu a partir d’A. murale et A. corsicum peut concentrer 2% de Ni et produire 20 t hal, et ainsi
atteindre un rendement de 400 kg Ni hal (Li et al. 2003b). Le développement de tel cultivar
pourrait permettre d’aprés Chaney et al. (2005) d’atteindre des concentrations de Ni de 3% et
extraire ainsi 600 kg ha! par culture.
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En milieu tropical, des essais de phytoextraction sur site minier contenant du Mn et du Ni en
Nouvelle Calédonie ont été conduits en utilisant deux espéces locales. Vingt mois apres la
plantation, des individus prélevés de Geissois pruinosa contenait 1 500 mg kg-! de Ni et de Grevillea
exul 2 000 mg kg1 de Mn (Losfeld et al. 2015). D’autres essais sont en cours en Malaisie, a I'échelle
de I'hectare, avec Phyllanthus securinegoides et Rinorea bengalensis pour mettre en évidence la
faisabilité de 'agromine. Des parameétres tels que le taux de croissance, la production de biomasse
par unité de surface et les concentrations du Ni seront mesurés (Van der Ent et al. 2016; Nkrumah
etal 2016).

b) La réhabilitation de sites miniers

La construction de sol a partir de matériaux délaissés et contaminés peut conduire a des substrats
aux propriétés particulieres : pH extrémes, concentrations de plusieurs centaines de mg kg! en
métaux, etc. Finalement, les propriétés envisagées peuvent étre similaires a celles rencontrées sur
des sites miniers ou industriels dont I'exploitation a conduit au dépot en surface de matériaux
libérant des concentrations toxiques d’éléments métalliques, souvent aux pH tres acides.

La réhabilitation de sites dégradés et contaminés nécessite une étape de végétalisation car
I'installation d’'un couvert végétal permet d'une part d’éviter I'érosion et d’autre part, la présence
de systemes racinaires stabilise les polluants et ainsi évite leur lixiviation vers la nappe.
L’utilisation d’espéces locales ou a proximité du site a végétaliser ou a traiter assure la
conservation de la biodiversité et permet d’augmenter la réussite de I'installation du couvert en
favorisant des espéces qui sont de surcroit adaptées au climat et a la pollution (Boukhris et al
2015; Guittonny-Philippe et al. 2015; Heckenroth et al. 2016). Cependant, dans un objectif de
phytoextraction, les espéces présentes localement ne permettent pas toujours d’atteindre des
concentrations en métaux extraits suffisamment élevées (Testiati et al. 2013). Il s’agit alors de
sélectionner des espéces hyperaccumulatrices originaires d’autres sites.

En parallele du choix des espéces végétales, la réhabilitation nécessite parfois d’améliorer la
composition du sol pour permettre le développement des plantes. Plusieurs travaux se sont
intéressés a la réhabilitation de sites miniers présentant des caractéristiques extrémes et des
conditions toxiques pour les végétaux, de par leur pH tres acide, leur faible CEC et leur faible
contenu en matiére organique et des concentrations métalliques tres élevées (Vega et al. 2005).
Tordoff et al. (2000) proposent différentes solutions de réhabilitation des déchets miniers selon
leur contenu en métaux et leur salinité. Pour les sols avec une haute toxicité (concentration en
métaux>0,1% et salinité élevée), deux approches sont envisagées : la premiere est de semer un
cultivar tolérant aux hautes concentrations métalliques et/ou a la salinité ; la seconde consiste a
améliorer le substrat en diminuant la toxicité par 'apport d'une couverture et a semer ensuite.
Dans les deux cas, il est conseillé de chauler et fertiliser. L'utilisation d'une couverture a été
largement développée par Palmer (1990) qui décrit deux matériaux de recouvrement possible,
utilisés séparément ou en complémentarité : les améliorants et les amendements inertes. Palmer
proposait cing types de traitement a appliquer sur les sites miniers : i) couvrir in situ avec un
matériau non contaminé, ii) regrouper dans un endroit les matériaux trés contaminés, iii)
végétaliser les matériaux avec des plantes tolérantes aux métaux, iv) excaver et enlever du site les
matériaux, v) enlever sur site les métaux pour les commercialiser en incorporant la restauration
du site.
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L’utilisation d’'une couverture, se traduisant souvent par 'apport d’amendements, améliore la
capacité de rétention de I'eau et des nutriments dans le milieu, et induit un apport d’éléments
nutritifs diffusés lentement dans le substrat. Par ailleurs, la biodisponibilité des contaminants est
diminuée et donc leur phytotoxicité aussi. De plus, 'utilisation de ces sous- produits organiques
évite leur stockage en installation de déchets et permet la revalorisation des déchets industriels
(Yang etal, 2013).

Sur un résidu minier riche en Zn et Pb, co-contaminé en Mn, Cr, Cu, Cd, a pH 7,8, avec peu de
nutriments et une concentration de Zn de 2650 mg kg?, trois sous-produits industriels
organiques sont testés a hauteur de 30 t ha'!(compost de champignons, résidus d’herbes
médicinales et vinasse de sorgho doux). Le substrat amendé par rapport au témoin (non amendé)
présente : une diminution du Cd, Cu, Pb, et Zn extractibles au DTPA de 10 a 50% selon I’élément,
une élévation de I'état nutritionnel du sol (C organique, NH4* et P disponible), une augmentation
de la biomasse microbienne et de la respiration du sol. Les activités enzymatiques sont multipliées
par 1,5 a 2 en présence d’amendement. Enfin, la biomasse de L. perenne augmente en présence
des amendements (couvert végétal et biomasse). Cette étude montre aussi que les amendements
organiques ont un effet positif supérieur a celui généré par I'apport de terre avoisinant et utilisé
jusqu’alors pour couvrir les résidus miniers et qui avait des résultats similaires a ceux du témoin.
Les amendements diminuent aussi significativement la concentration des métaux dans les parties
aériennes des plantes testées (deux Graminées, une Astéracées et une Fabacées) (Yanget al. 2013,
2016a). D’autres essais sur des sols miniers acides (pH 3 a 4) ont montré I'immobilisation des
métaux et une augmentation de la biomasse produite aprés apport d’amendements organiques
(Alvarenga et al. 2009).

L’apport de Ca(OH): et de compost permet de végétaliser des sols acides métalliques.
L’installation des plantes est rendue possible par I'apport de matiere organique plutét que par la
modification du pH (Cérdova et al. 2011). L’association de biochar et de « technosol » sur des
résidus miniers a pH 3 permet d’obtenir un pH de 5 et de cultiver des plantes qui, a leur tour,
augmentent davantage le pH (Rodriguez-Vila et al. 2015). L'utilisation de chaux et de fumier de
poule in situ, sur sol tres acide (pH 2,6) contaminé aux métaux, permettent d’obtenir I'installation
d’un couvert d’espéces non hyperaccumulatrices en six mois (Yang et al. 2016b).

Ainsi, la réhabilitation de sites miniers ou industriels tres dégradés s’oriente principalement vers
de la phytostabilisation, permettant 'immobilisation de la pollution par l'installation d’'un systéeme
racinaire permanent (plantes pérennes) et par 'augmentation du pH. Cette augmentation est due
a l'apport initial d’amendements, et progressivement a l'action des plantes (exsudation et
dégradation de la matiere organique). Cependant, la phytoextraction est rarement envisagée sur
de tels sites du fait de la co-contamination, des rendements faibles, particulierement les premieres
années. Il est nécessaire de développer les connaissances sur le comportement et le potentiel des
hyperaccumulateurs sur ces milieux particuliers.

3.6. Conclusion

Pour assurer une filiere de production de métaux a partir de biomasse végétale, il est nécessaire
de choisir:

o des espéces végétales et/ou des individus performants et adaptés ;

e des modes de culture (pratiques culturales/itinéraires techniques et amendements(s)).
Il faut choisir des espéces végétales aptes a l'extraction de grande quantité de métaux, ie.
produisant une biomasse élevée avec une concentration élevée en métaux. Ce choix peut
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nécessiter des étapes de sélection pour identifier et conserver au sein d’'une population les
meilleurs individus. Cependant, les recherches en sélection d’hyperaccumulateurs sont encore au
balbutiement, les espéces identifiées en milieu naturel étant peu domestiquées. La sélection peut
aussi s’appuyer sur d’autres criteres tels que la capacité des individus a extraire plusieurs
éléments présents dans le sol ou alors exclusivement un en particulier. En effet, les éléments
présents dans la solution du sol peuvent entrainer une compétition pour I'accés a la plante et
réduire les rendements attendus ou observés dans d’autres conditions.

4. Le génie pédologique pour valoriser des déchets métalliques
et créer des substrats

Les sites et sols contaminés en métaux peuvent ainsi assurer un approvisionnement en métal. Ce
service peut s’inscrire comme un service écosystémique d’approvisionnement rendu par ces
écosystemes particuliers (Morel et al. 2014). Aussi, I'agromine participe a la diminution du
contenu métallique de ces sols, et donc atténue la pollution, rendant un service de régulation de
ces milieux.

Certains résidus d’origine urbaine, miniere ou industrielle, qualifiés de « déchets toxiques »
contiennent des métaux, a des concentrations plus ou moins élevées, seuls ou en mélange. Par
exemple, les bains de cataphorése mis en ceuvre pour le traitement de surface dans I'industrie
automobile ou aéronautique donnent lieu a des boues riches en Ni. De méme, des résidus
d’incinération d’ordures ménageres contiennent différents métaux. Pour l'instant, ces résidus ne
sont généralement pas valorisés, mais stockés en centre de stockage de déchets dangereux. Or,
dans le cadre de I'’économie circulaire et de la diminution des ressources en matieres premieres,
leur recyclage peut étre extrémement pertinent.

Plusieurs voies peuvent étre envisagées pour traiter et valoriser ces matériaux. Si les teneurs en
métaux sont élevées, il est préférable de traiter directement par mise en solution pour séparer et
récupérer les métaux par hydrométallurgie ou électrolyse. La pyrométallurgie, par traitement
thermique, peut aussi permettre d’extraire les métaux des matériaux. En revanche, si les teneurs
sont faibles, la récupération des métaux par la culture de plantes, 'agromine, peut étre envisagée.
Pour l'instant, le seuil de concentration déterminant le choix de la technique appropriée reste a
déterminer (Simonnot et al. 2017).

Les matrices contenant des métaux peuvent ne pas étre fertiles. Aussi, la mise en ceuvre de
I'agromine sur ces milieux extrémes peut requérir la construction d’agrosystemes dont les
propriétés permettront l'installation de plantes.

Dans cette partie, seront abordés la mise en évidence de déchets métalliques, puis I'état de I'art
sur, dans un premier temps la construction de sol par le génie pédologique pour formuler des
substrats fertiles et, dans un second temps pour formuler des substrats pour I'agromine.

4.1. Utilisation des déchets métalliques

L’exploitation des ressources produit des matériaux secondaires qui pourraient faire I'objet d'un
traitement par phytoextraction. Ces matériaux entreraient alors dans la composition de substrat
pour la culture de plante. En effet, les industries minieres et industrielles génerent des matériaux
secondaires qui peuvent contenir des concentrations élevées en métaux a des niveaux

41



- Partie 1_ Agromine du nickel, des sols naturels aux milieux extrémes -

extrémement toxiques pour les organismes. Le recyclage des métaux issus de ces déchets peut
étre une nouvelle voie d’approvisionnement en métaux et les plantes pourraient étre les acteurs
de ce recyclage. La récupération par voie biologique nécessite de trouver une issue pour cultiver
les plantes sur ces déchets. La mise au point de substrat a partir de ces déchets est une solution.
Méme si la réhabilitation in situ de site miniers ou la végétalisation de site industriels ont déja été
testées, la formulation de sols a partir de déchets confinés n’a pas été expérimentée. C’est une des
pistes de recherche développée dans le projet LORVER. L’élaboration d'un substrat pour
I'agromine requiert différentes caractéristiques: des propriétés chimiques et physiques
permettant le développement des plantes, soit une fertilité chimique, physique et la présence de
métaux disponibles. La premiere piste a envisager est la culture des plantes sur le matériau seul.
Par ailleurs, il faut sélectionner des plantes aptes a se développer sur ces matrices originales et
capables de récupérer et concentrer les métaux d’intéréts. Les connaissances de la végétalisation
de sites fortement contaminés et de la construction de sol appuient le développement de ces
nouveaux substrats aux propriétés extraordinaires.

4.2. La construction de sol

L’élaboration de substrats fait appel a l'ingénierie pédologique et, en particulier, a la
construction de sol. Cette ingénierie a été développée récemment, s’appuyant sur l'utilisation de
terres et déchets industriels (Séré 2007) et de déchets urbains (Rokia 2014). Le sol construit est
formulé en fonction des usages auxquels il est destiné et donc des services attendus. Un service
d’approvisionnement en biomasse, dans le cadre de 'agromine, nécessite un substrat fertile, i.e.
avec des propriétés agronomiques favorables au développement des végétaux, telles que le
contenu en matiéres organiques et le pH, d’autres parameétres tels que le C total, P disponible et la
CEC peuvent étre mesurés (Rokia 2014; Yilmaz et al. 2016).

Trois projets de recherche ont successivement permis de développer des connaissances et des
expériences sur la construction de sol: BIOTECHNOSOL, SITERRE et LORVER. Le projet
BIOTECHNOSOL (BIOdiversité et fonctionnement d'un TECHNOSOL construit utilisé dans la
restauration de friches industrielles), financé par Gessol, a étudié la dynamique de colonisation
d’un technosol par les organismes vivants et leurs effets surla pédogéneése de celui-ci. Une parcelle
d’1 ha a été construite en 2007 sur la plateforme expérimentale du GISFI suite a un procédé
développé dans le cadre d'un partenariat entre le Laboratoire Sols et Environnement et le Groupe
TVD (Séré 2007). Le Technosol a été élaboré a partir de sous-produits papetiers, de terre
industrielle traitée et de compost (Séré et al. 2008) Le programme de recherche SITERRE
(Procédé de construction de Sols a partir de matériaux Innovants en substitution a la TERRE
végétale et aux granulats de carriere), porté par Plante & Cité et financé par TADEME, s’est déroulé
de 2011 a 2015 et a donné lieu a un ouvrage (Damas et Coulon 2016). Ce projet a développé une
démarche de génie pédologique pour parvenir a la construction de sols avec deux
objectifs recherchés: fertilité et portance du substrat. A partir du Catalogue Européen des Déchets,
les matériaux sont sélectionnés en fonction de leurs propriétés et selon différents criteres (Figure
8). Au final, onze matériaux sont retenus : compost, déchets verts, boue de station d’épuration,
sous-produits papetiers, déchets de balayage de rue, deux terres excavées (acide et basique),
béton, briques, déchets de batiments et ballasts. Ils sont agencés par deux ou trois afin de proposer
des formulations adaptées aux usages en milieux urbains, squares et parcs urbains d’une part, et
fosses de plantation d’arbre d’alignement d’autre part.
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Figure 8 _ Synthese des étapes de sélection des matériaux dans le cadre du projet SITERRE (Rokia
2014) CED : Catalogue Européen des Déchets

Dans le cadre du projet LORVER, I'objectif est de valoriser les sous-produits par la construction
de sol afin de produire de la biomasse pour différents usages (cf. Introduction générale et Figure
9). Des sols ont été construits d’abord a I'échelle de petites parcelles (15*15 m) puis d’autres
parcelles a I’échelle supérieure (plus de 1 ha), en vue de produire de la biomasse a vocation
industrielle (peuplier, chanvre, ortie). Les petites parcelles sont contaminées en métaux lourds et
ont pour objectif d’observer le transfert ou non des contaminants dans la biomasse et si les
propriétés des végétaux sont modifiées du fait de la présence de métaux (Kanso 2016). Les plus
grandes parcelles sont exemptes de contaminants et vont permettre de produire de la biomasse a
usage non alimentaire et démontrer la faisabilité d’'un approvisionnement en biomasse produite

sur des sols construits. L’ensemble des formulations s’appuie sur la volonté d’employer des sous-
produits délaissés et de créer des sols durables pour les décennies a venir.
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Figure 9 _ Schéma conceptuel du projet LORVER, de la construction de sol a la valorisation de la
biomasse produite

Dans le cadre de cette thése et comme évoqué ci-avant, le travail aura pour objectif de répondre a

cette derniére production (hydrométallurgique). Le substrat élaboré contiendra donc des métaux
et sa durée de vie sera celle de I'exploitation de son contenu en métal. Ainsi, un seul horizon est
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élaboré pour permettre la croissance et le développement des plantes. Le choix des matériaux et
la formulation du substrat sont donc effectués en fonction des services attendus (Figure 10).

Objectifs en termes
de service

Création d’un sol

structuré en différents

Recyclage de déchet

Végétalisation —> | Créerunécosysttme | > horii;nSBIOTECHNOSOL
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substrat a partir
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Eroductlon de —>| temporaire pour la —> optimiser la fertilité et
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métaux
= LORVER

Figure 10 _Schéma conceptuel des objectifs de la construction de sol

Les sols ainsi créés dans ces projets, étant donné la présence importante de matériaux
technogéniques, sont classés parmi les Technosols selon la classification World Reference Base
for Soil Resources (WRB). Si les processus pédogénétiques peuvent étre comparés entre ces sols
et les sols naturels (Huot et al. 2013), I'association de ces processus au sein du méme Technosol
peut s’avérer originale du fait de 'assemblage de matériaux aux propriétés physico-chimiques
particulieres, ainsi qu’a la forte hétérogénéité présente (Séré et al. 2010; Huot et al. 2015b).
L’altération des matériaux technogéniques, tels que les déchets industriels, est rapide et intense
(Zevenbergen et al. 1999) et entraine une évolution plus rapide et intense des Technosols dans
les premiers temps apres leur mise en place que dans les sols naturels (Séré 2007). Les propriétés
des Technosols sont fortement liées a celles des matériaux parents (Zikeli et al. 2004; Huot et al.
2014; Rokia et al. 2014). Dans le cadre de production de biomasse, le type de matiére organique
peut ainsi jouer un réle essentiel (Vidal-Beaudet et al. 2016). Ainsi, lors de la construction de so],
le choix des constituants initiaux est primordial.

Cette démarche s’applique a sélectionner des matériaux délaissés, sous- produits ou matériaux
secondaires non valorisés ou bien des déchets non ré-employés. Elle constitue ainsi une
alternative a [l'utilisation des ressources non renouvelables (terre agricole, tourbe). La
combinaison de matériaux complémentaires permet d’améliorer le potentiel de fertilité du
substrat. Ainsi, sur une terre traitée le développement racinaire est meilleur en présence d'un
amendement (Séré et al. 2008). Les déchets utilisés peuvent étre classés en différentes catégories

selon leurs propriétés et leurs avantages d’utilisation :

. les matériaux grossiers participent a I'aération du substrat (déblais, gravats, briques,
granulats...) ;

° les matériaux avec une importante capacité de rétention en eau constituent une réserve
d’eau dans le substrat améliorant le développement des plantes (boues de papeterie, compost) ;

. les composés organiques augmentent les capacités de rétention des éléments et diffusent
des nutriments pour le développement des plantes (biochar, compost...).

Les matériaux délaissés représentent un gisement non négligeable de ressources non valorisées.
Par exemple, a I’échelle de la Lorraine, plusieurs dizaines de milliers de tonnes de matériaux sont
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produits chaque année (Tableau 5). Ces matériaux peuvent étre de composition trés variée, depuis
des matieres minérales a organiques ainsi que des matériaux de composition intermédiaire.

Tableau 5 _ Matériaux délaissés en lorraine (Colin et Guimont 2013; De Rauglaudre et Louchez 2013)

Flux annuels de matériaux délaissés (t an-1)
Terre traitées 85000
Cendres volantes 70 000
Sédiments de dragage 50000
Boues industrielles 52000
Sables de fonderie 15000
Boues de I'industrie agro-alimentaire 27 000
Déchets verts 7 500
Déchets de démolition 7 000

Au-dela de la reconstitution de sol, nécessaire a la réhabilitation des sites dégradés (miniers,
industriels, etc.), la construction de sol met en avant une démarche environnementale
respectueuse et s’attache a valoriser et recycler les matieres délaissées (Damas et al. 2016). Pour
les parcelles LORVER, une analyse du cycle de vie a montré I'intérét et les limites de la démarche
(Rodrigues 2016). L'objectif est de créer des sols durables, ce qui est différent dans le cadre de
I'agromine ou l'objectif est d’obtenir un substrat fertile et contenant des métaux. Le
développement de végétaux est possible sur des Technosols contenant des concentrations
métalliques tres élevées (Huot et al. 2015a). La composition de substrats pour I'agromine peut
s’apparenter a la composition des sols miniers, industriels, dégradés qui sont réhabilités ou
«reconstruits » pour permettre le développement de végétaux (phyto-stabilisation ou -
extraction).

4.3. La construction de sols pour I'agromine du Ni

Il s’agit, a partir de matériaux délaissés, de créer les conditions de croissance des plantes et du
transfert des métaux, c’est-a-dire la partie agronomique de la filiere agromine. Celle-ci est en
amont de la filiere de production de produits a base de métaux et nécessite de rassembler des
propriétés nécessaires pour le développement de végétaux dans un substrat élaboré a partir de
déchets. Ainsi, cette démarche s’inscrit comme une toute premiére étape de l'agromine et
constitue une recherche en amont des schémas déja établis (Figure 11). Ceux-ci consistent a
commencer « I'exploitation miniere », donc I'extraction de métaux, a partir d’'un sol ultramafique,
C’est-a-dire avec un substrat déja en place. Dans le cas de ces travaux, la premiére étape consiste
donc, en amont de la culture de plantes, a sélectionner et agencer des matériaux.

45



- Partie 1_ Agromine du nickel, des sols naturels aux milieux extrémes -

Sow
hyperaccumulator
species in area

l

Wait until No
plants mature

l

Harvest plants and
remove from area

P Mo
o — = Does

Capital return ~" area need Yes
- wlizing?
~C_ Metal _ Smelt bio-ore

P i
~Is the soil
_—~metal concentration high™-.__ Yes
=~ enough for another P

Do the
plants need to be
resown?

x.\\\ffonomic /_,.r'
7
o
Mo

g g Plough or remove
" Is the ore body ™~—._ No topsoil for exposure
T~ exhausted? - of fresh soil for

sl cropping

-
\[ Yes

" Finigh ™
Q___FIHISI'I__'___;

Figure 11 _Modéle pour un systéme économique viable de phytomining (Brooks et al. 1998)

Pour la mise en ceuvre de I'agromine, I’objectif est de construire un substrat contenant des métaux
et, fertile, pour permettre la culture des plantes, afin de i) récupérer les métaux et ii) détoxifier le
milieu.

La premiére étape consiste a identifier des déchets riches en Ni et quantifier les gisements. Il s’agit
ensuite de caractériser ces déchets et de formuler un substrat fertile a I'aide d’amendements
appropriés. Les parameétres déterminants seront : la teneur en métaux, le pH, les concentrations
en nutriments et en matiére organique et la capacité de rétention en eau.

La seconde étape vise a sélectionner les plantes et étudier leur installation sur ces substrats en
menant des expériences de germination et croissance.

Enfin, la troisieme étape est de passer a I’échelle de la parcelle pour étudier le développement des
plantes en conditions réelles, établir des bilans de matieres sur les différents éléments et
surveiller la composition des lixiviats.

A Theure actuelle, a notre connaissance, deux expérimentations de ce type ont été menées. Une
premiére dans le cadre du projet LORVER ou des substrats ont été formulés avec de la terre traitée
par biopile mélangée avec des boues métalliques (contaminées en Pb, Zn, Cu et Cd) en présence
ou non de biochar sur lesquels était cultivé I'hyperaccumulateur N. caerulescens (ainsi que
peuplier, chanvre et ortie pour produire de la biomasse). Les essais en parcelle ont été conduits
en Lorraine (France) (Kanso 2016). D’autres études ont été menées a Vienne (Autriche) afin de
récupérer les métaux de déchets urbains incinérés (Rosenkranz et al. 2017). Des substrats ont été
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élaborés avec des cendres et des résidus de traitement biologique de déchets municipaux
amendés avec du biochar de bois. Sur ce substrat, ont été cultivées cinq especes différentes dont
deux hyperaccumulateurs en vase de végétation, mais la production de biomasse s’avére difficile
du fait des propriétés physico-chimiques du substrat dont des concentrations métalliques élevées.

Les données acquises en parcelle devront permettre de dimensionner l'expérience en grandeur
réelle et de répondre a des questions fondamentales pour évaluer la pertinence de 'approche :

. Les plantes peuvent-elles se développer sur ces agrosystémes en conditions climatiques
réelles ?

. Quelles quantités de métaux peuvent-elles prélever, ou autrement dit, quel est le nombre
de récoltes nécessaires pour détoxifier le milieu ?

5. Conclusion

L’exploration botanique permet aujourd’hui de disposer d'une large palette
d’hyperaccumulateurs pour 'extraction de différents éléments, tels que le Ni, Zn, Co etc. (Brooks
et al. 1977; Baker et Brooks 1989; Van der Ent et al. 2013, 2016). Cette haute diversité permet
d’adapter le choix de I'espece pour la phytoextraction selon le type de contaminant et le climat.
Cependant, leur domestication et la maitrise de leur culture restent partielles et il est nécessaire
de sélectionner des individus tolérants la toxicité métallique, produisant une forte biomasse et
performant pour 'extraction du métal sélectionné. Cette sélection doit s’accompagner par la mise
au point de méthodes de multiplication et de conservation des individus (multiplication sexuée et
asexuée), la multiplication végétative étant peu explorée pour les hyperaccumulateurs.

Si le développement de I'agromine sur des sols ultramafiques permet aujourd’hui d’obtenir des
rendements de Ni de 112 kg ha'l an1, la transposition de ce procédé a des matrices anthropiques
multicontaminées, telles que les sites miniers ou des déchets métalliques, s’avere complexe et
nécessite de plus amples recherches. La phytoextraction sur ces matrices implique d’améliorer le
substrat pour créer les conditions d’installation et de croissance des plantes : apport de matériaux
organiques suivi du choix d’itinéraires de culture (fertilisation, inoculation, densité de semis, etc.)
pour garantir les meilleurs résultats. Ainsi, les essais effectués sur ces matrices peuvent aider a la
compréhension des mécanismes de compétition entre éléments et, face a la mise en évidence des
facteurs limitants, proposer des solutions concrétes validées in situ. L'utilisation de biochar n’a
pas été testée dans le cadre de la culture d’hyperaccumulateurs de Ni. Cependant, elle permet
d’améliorer l'installation et le développement des plantes, et dans certains cas I’extraction de
métaux. Il est donc nécessaire d’explorer cet amendement dans un contexte d’agromine du Ni.

Récemment, des travaux ont été menés sur la construction de sol a destination principalement
des milieux urbains, dans lesquels les sols souvent perturbés par les activités anthropiques sont
fortement dégradés voir absents. Cette technique s’appuie sur la volonté d‘utiliser des ressources
non valorisées, préservant les matieres non renouvelables telles que la terre végétale. Dans le
cadre de I'agromine, l'utilisation de matériaux délaissés dans I'élaboration d’un substrat n’a que
tres récemment été explorée pour le cas du Cd et Zn, mais pas pour le Ni. Ainsi, de nouveaux
champs de recherche s’ouvrent d'une part pour l'identification de matériaux potentiellement
utilisables et par ailleurs sur la connaissance de leurs propriétés seuls, assemblés et de leur
vieillissement en tant que substrat.
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L’enjeu de cette thése est donc de démontrer la faisabilité de 1'élaboration de substrats pour
I'agromine, particuliérement du Ni, et ainsi de proposer une nouvelle voie de 'agromine, non plus
a partir de sites ultramafiques ou dégradés, mais par la mise en place d’agroécosystemes
construits a partir de matériaux délaissés métalliques, en alliant génie végétal et génie
pédologique (Figure 12).
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PARTIE 2

Matériels et méthodes

Cette partie présente les especes végétales, leur provenance et les matériaux utilisés pour
constituer les substrats pour l'agromine. Certains résultats seront présentés en annexes,
cependant, I'ensemble des matériaux est présenté dans cette partie pour permettre de comparer
les provenances et les compositions. Les tests mis en ceuvre et les méthodes d’analyses des
échantillons liquides et solides sont également décrits. Les dispositifs propres a chaque
expérimentation seront ensuite détaillés dans les chapitres qui rapportent les résultats des
expériences.
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1. Matériels

1.1. Especes végétales

Les espéces hyperaccumulatrices de métaux utilisées dans les expérimentations appartiennent a
la famille des Brassicacées ou des Astéracées. Des espéces non hyperaccumulatrices sont utilisées
comme témoin.

Hyperaccumulateurs de Ni de la famille des Brassicacées : quatre espéces de Brassicacées
bisannuelles hyperaccumulatrices de Ni ont été choisies : Alyssum murale (Waldst & Kit), Noccaea
tymphaea, Leptoplax emarginata (Boiss.) 0.E. Schulz (anciennement appelée Ptilotrichum
emarginata), Bornmuellera tymphaea (Hausskn) (décrite en 1886 sous le nom de Vesicaria
tymphaea). Les graines ont été prélevées lors de quatre campagnes réparties entre juillet 2011 et
aolit 2014 sur huit sites ultramafiques de Gréce (sites I a VIII) et un site en Albanie (Tableau 6).
Considérant qu'une méme espece trouvée sur deux sites différents donne lieu a deux populations
distinctes de cette espéce, plusieurs populations des quatre espéces ont été utilisées: huit
populations d’A. murale, cinq populations de L. emarginata, trois populations de B. tymphaea et
une population de N. tymphaea.

Hyperaccumulateurs de Ni de la famille des Astéracées : deux espéces ont été sélectionnées :
Centaurea thracica et Berkheya coddii. Les graines de la premieére ont été prélevées en Grece (site
I), en ao(it 2014 (Tableau 6). Les graines de B. coddii proviennent d’Afrique du Sud : sites d’Agnes
Mine et de Queens River et ont été prélevées en février 2015. Sur le site d’Agnes Mine, quatre lots
de graines sont constitués et deux sur le site de Queens river.

Espéces non hyperaccumulatrices : deux Graminées ont été retenues : i) le mais, Zea mays L.,
hybride expérimental MB862, créé par I'INRA en 2004 (a partir des lignées F356 (femelle) et
D171(male)), enrobé avec un fongicide Syngenta® (2,40%p/p Fludioxonil et 0,93%p/p Metaxyl-
M) et i) le ray-grass italien, Lolium multiflorum Lam. Cv. Lema.
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Tableau 6 _ Description des sites de récoltes des graines d’hyperaccumulateurs de Ni

Nom du site Année de Concentration
o i N . . 1
N° site et altitude récolte Espéce (s) Ni total / Ni prea (mg kg-1)
dans le sol
S1 Grece, 814 m 2011 A. murale n.a./na.
. A. murale,
S1I Trlgqna-Metsovo 2011 et L. emarginata, 2660 /130
(Grece), 830 m 2013
B. tymphaea
2011 Noccaea tymphaea
Col de Katara (Grece),
S alt 1690-1705m A. murale, 1160/150
2014 L. emarginata,
B. tymphaea
SV Kteni (Gréce), 750 m 2013 A. murale na./ 10
SV Prokopi (Gréce), 55 m 2013 A. murale n.a./ 200
Pres de Katara (Grece), L. emarginata et
SVI 1600 m 2014 B. tymphaea na./na.
Route de Ziakas a
SVII Greneva (Gréce), 902 m 2014 A. murale n.a. /na.
Valia Kalda (Gréce), A. murale et
S VIII 1800 m 2014 L. emarginata na. /450
. Prrenjas prés de
Albanie Domosdova (Albanie), 2012 A. murale 2930 /na.
SIX 600 m

1.2. Matériaux

Trois types de matériaux ont été utilisés pour la construction des substrats de culture : i) des
boues industrielles métalliques contenant des éléments stratégiques, tels que Ni et Co; ii) des
terres excavées ou traitées qui ne sont pas considérées comme « agricoles ou végétales », et iii)
des amendements pour améliorer la fertilité du substrat. Ces matériaux proviennent de diverses
sources et la multiplicité des lots pour certains matériaux s’explique par l'usage répété mais étalé
sur la durée de la thése de ces matériaux. Les différents lots avaient la méme provenance. Méme
si la composition peut varier pour certains éléments entre les différents lots, la multiplicité des
lots permet de rendre robustes les résultats obtenus successivement avec les différents lots.

a) Boue industrielle métallique

Boue de phosphatation : boue A - Le procédé de cataphorése est un traitement anticorrosion
appliqué a des piéces métalliques dans I'industrie, notamment automobile. Ce procédé consiste
en une succession d’étapes au cours desquelles les pieces métalliques sont plongées dans
différents bains liquides. Parmi ceux-ci, un bain acide composé de phosphate de Ni et Zn est
déposé par électrophorese sur les pieces métalliques. La filtration par filtre-presse génere un
résidu solide contenant 170% d’humidité appelé boue de phosphatation (Figure 13). Dans la suite,
cette boue est appelée « boue A ». Trois lots ont été utilisés et dénommés Lot 1 (Partie 4), Lot 2
(Partie 5 Chapitre 1) et Lot 3 (Partie 5 Chapitre 2).

53



- Partie 2 _ Matériels et Méthodes -

Figure 13 _ Photographie de la boue de phosphatation (Boue A)

Deux autres boues métalliques provenant de procédés industriels et contenant du Ni ont été
étudiées (Annexe 1).

Les boues sont séchées a température ambiante, broyées dans un mortier en silice puis tamisées
a 2mm. Les 3 lots de boue A, de compositions assez proches, possédent des concentrations
élevées en Fe (>25%), P (21,5%), Zn (6,34 a 6,70%), Na (>2%), Mn (1%) et de 0,47 a 0,63% de Ni
(pourcentages massiques) (Tableau 7). Le Fe présent dans la boue A est essentiellement sous
forme amorphe (rapport Feamorphe / Fécristallisé+amorphe proche de 1). Son pH est de 3,9. Elle présente
des concentrations élevées en Ni, Zn et Mn extractibles au DTPA. La boue B est alcaline. Elle
contient les mémes éléments que la boue A mais avec des concentrations plus faibles en P (8,33%),
Zn (1,30%), Fe (0,92%) et Mn (0,81%). Elle contient davantage de Ni (1,18%) et surtout 19% de
Ca. Elle présente une concentration élevée en Ni DTPA. La boue C a plusieurs éléments extractibles
au DTPA avec des concentrations élevées: Cu, Co et Ni. Son pH est de 9,87. Elle contient Fe
(25,2%), Bi (18,1%), Ni (3,5%), Zn (3,4%), Na (2,84%), Co (2,8%), Cu (2,7%) et Sb (0,54%) et se
caractérise par une forte teneur en Bi.
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Parameétres B::f f - B:gsz - B:gf: - Boue B Boue C Unité
Parametres agronomiques

pH eaul 3,86 +0,03 4,03+0,02 3,93+0,01 8,48 + 0,04 9,87 +0,01 -
Conductivité? 2,08+ 0,35 1,94 £ 0,09 1,89 £ 0,08 0,599 + 0,021 11,1+ 04 mS cm-1
C organique3 2,11 - 3,43 - - gkgl
N total3 13,9 - 12,6* - - gkgl
C/N3 0,15 - 0,27 - - -
ngigzue3 3,64 - 5,92 - - g kgl
P20s Olsen# 6,19 g kg1
Oxydes amorphes et cristallins

Al 27,7+1,2 28,7+1,2 189+1,3 33487 £214 415029 mg kg!
Fes 18,6 £0,1 19,1 £ 0,257 19,7£0,2 0,551 £ 0,007 7,89 £ 0,14 %

Mn5 0,176 £ 0,001 0,192 + 0,005 0,179 £ 0,004 0,343 +£0,006 0,0787+0,0022 %

Ni5 0,0982 +0,0029 0,107 +0,008 0,0822 +0,0021 0,961 £ 0,017 1,69 £ 0,01 %

Ale 632171 47,6 +16,0 93,60 32729610 6023 +68 mg kg!
Fe¢ 18,7 £ 0,03 19,0+0,1 19,0+ 0,1 0,784 + 0,006 20903 %

Mné 0,821 £ 0,007 0,895 £ 0,004 0,746 £ 0,003 0,785 £ 0,007 0,299+£0,004 %

Nié 0,489 + 0,003 0,549 + 0,001 0,395 £ 0,004 1,174 £ 0,011 2,58 0,02 %
Eléments pseudo-totaux?

Al 66,1+8,8 41,4+ 2,2 27,5+04 32417 £279 7848 +78 mg kgt
As 1,48 £ 0,09 1,84 +£0,13 2,54+0,02 9,04 +0,22 20,1+0,1 mg kg-!
B <LD 3,87+0,11 <LD 9,41+ 0,29 234+3 mg kg-!
Bi <LD <LD <LD <LD 18,1+2,9 %

Ca 0,144 + 0,002 0,125+ 0,002 0,129 £ 0,0003 18,8+0,2 0,669+0,053 %

Cd 0,533 £0,006 0,583 £0,001 0,653 +0,010 <LD 71,5+3,3 mg kg1
Co 5,56 £0,07 6,06 = 0,04 521+0,02 11,5+0,2 28113+132 mgkg!
Cr 41,5+0,3 51,3+0,7 61,0+0,3 <LD 512 +23 mg kg-!
Cu 12,1+0,2 9,53+0,16 139+0,1 27,0+ 0,6 27014 +154 mgkg!
Fe 249+1,0 254+0,3 26,2+0,2 0,921 + 0,009 252+1,4 %

K 2225423 2657+19 2710+11 1753 +20 147 £2 mg kg-!
Mg <LD <LD <LD 0,214 + 0,003 0,784+0,013 %

Mn 0,994 £ 0,017 1,08 £ 0,01 0,936 + 0,009 0,813+ 0,011 0,327 +£0,002 %

Mo <LLD <LD <LD <LD 0,689+0,012 %

Na 2,70 £0,02 2,22+0,01 2,05+0,02 0,0402 + 0,0003 2,84+0,02 %

Ni 0,566 + 0,009 0,627 £ 0,006 0,470 + 0,001 1,18 £ 0,02 3,52+0,01 %

P 21,4+0,7 21,9+03 21,6 £0,1 8,33+0,16 0,837+0,003 %

Pb 10,2+0,1 9,81+0,08 9,02+0,11 4,18+0,08 422+3,4 mg kg1
S 153+0,5 175+6 124 +£2 6668 +119 3199 +87 mg kg1
Sb <LD <LD <LD - 0,544+0,036 %

Zn 6,70 £0,01 6,34+0,32 6,35+ 0,03 1,30 £ 0,02 3,44 £0,02 %
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Parametres B::te f - B::::ZA - B::::: - Boue B Boue C Unité
Eléments extractibles au DTPAS

Bi <LD <LD <LD <LD 550+0,6  mgkg!
Co 0,340 + 0,037 0,402 + 0,029 0,387 + 0,044 0,292 0,025 1991 mg kgt
Cu 0,557 £ 0,034 0,409 = 0,040 0,581 + 0,055 0,881 + 0,039 2903 mg kg1
Fe 4,97 +1,12 3,18+0,31 4,95 +1,49 1,75+0,23 10,0+0,9 mg kgt
Mn 17921 185+ 12 181+ 18 3,84 £0,24 <LD mg kg1
Ni 815+ 77 919 £ 31 746 £ 60 30612 156 +2 mg kg1
Zn 776 79 693 +30 738+ 94 13,7+1,8 27,3+0,5 mg kgt

1pH eau selon NF ISO 10390, 2Conductivité totale sur extrait filtré 1/5 (m/v) a 25 °C, 3C organique et N total, NF ISO 10694 et NF ISO
13878, 3'N selon Kjeldahl, adaptée de NF EN 13342 (Eurofins), P disponible, méthode Olsen NF ISO 11263, SMéthode Tamm en
obscurité, méthode LSE ', Méthode Mehra-Jackson, méthode LSE 1", ’Dosage des éléments apres extraction a I'eau régale, NF EN 1SO
11885 et NF EN 13346, 8Dosage des éléments extractibles a 'acide diéthylénetriamine-pentaacétique, NF X 31-121/NF ISO 22036.

Le diffractogramme de la boue A (Figure 14a) confirme la nature amorphe du matériau (Tableau
7). Dans le cas de la boue B, les pics correspondraient a de la nitratine (NaNO3), de la lansfordite
(MgCO03-5(H20)) de la Fayalite (Mg 0,26 Fe 1,74 Si0O4) et de la pyrrhotite (Fe;Ss) (Figure 14b). Les
images (MEB) des boues A et B montrent 'absence de structure cristallisée et anguleuse. Les
particules de boue sont de tailles diverses et de formes irréguliéres plus ou moins ovoides, a la
surface granulaire (Figure 15). Les spectres obtenus EDX couplés au MEB montrent des
concentrations élevées en P, Fe et Mn dans la boue A et en Ca et P dans la boue B (Figure 16). Le
Ni, en concentration faible n’apparait pas sur ces spectres.
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Figure 14 _Diffractogramme de a) la boue A (Lot 2) et b) la boue B
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Figure 15 _Images au MEB a) la boue A (Lot 2) et b) laboue B
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Figure 16 _Spectres EDX de a) l1a boue A (Lot 2) etb) la boue B
b) Terres, stérile de carriére et vermiculite

La « terre de biopile » est une terre excavée et traitée par biopile. Elle contient des pollutions
récalcitrantes en hydrocarbures dans certains lots. Cette terre a été prélevée a trois reprises par
SITA France Déchets (Jeandelaincourt, 54) donnant lieu a quatre lots. Les deux premiers
prélevements ont été préparés au LSE (séchage, tamisage) et tamisés a 2 mm (TB_Lot 1, TB_Lot 2
et TB_Lot 3; Annexe 2). Le troisiéme prélévement a été criblé a 2 cm (TB_Lot 4). Les quatre lots
ont des compositions proches (Tableau 8). Ils contiennent entre 1,3 et 1,6% d’Al, environ 7% de
Caetde 1,8 a7,7% de Fe. L'ensemble des lots a un pH alcalin compris entre 8 et 8,3. Leur texture
est principalement sableuse. Les analyses ont été effectuées par le Laboratoire d’analyse des sols
d’ARRAS pour le Lot 1, par le Laboratoire Sols et Environnement pour les Lots 2 et 3 et par
Eurofins et Auréa AgroSciences pour le Lot 4.

La « terre ultramafique » a été prélevée d'un sol brun argilo-limoneux a proximité du col des
Bagenelles (Vosges) (07°06'42,2"E, 48°11'03,7"'N). Le premier préléevement a donné lieu au Lot 1
(TU_Lot 1). Le second prélevement ajouté aux reliquats du premier a donné lieu au Lot 2
(TU_Lot 2). Apres prélévement, les terres sont broyées en veillant a ce que la fraction fine initiale
(sans broyage) soit présente au moins de moitié (en volume) dans le lot final. La terre a ensuite
été tamisée a 2 mm puis quartée. Les deux lots (analysés par le LAS, Arras) présentent des
caractéristiques tres proches (Tableau 8). Les résultats sont caractéristiques des sols de
serpentine ; riches en Ni et en Cr avec un rapport Ca/Mg<1. Le pH est acide. Le 2¢me]ot a une
concentration totale en Ni plus élevée mais une concentration en Niprpa inférieure au premier lot.
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La « terre agricole », choisie pour recevoir une contamination artificielle, a été prélevée a la
ferme expérimentale de La Bouzule (54) sous une culture de céréales. C’est un sol brun lessivé,
acide qui regoit périodiquement des amendements organiques et des engrais minéraux. (Analysée
par le LAS Arras) (Tableau 8).

Le stérile de carriére est un reliquat de 'exploitation des carrieres en provenance de Montois la
Montagne (sables Jaumont et polypiers). Ce matériau de texture sableuse permet d’améliorer les
propriétés physiques en structurant et aérant le substrat. Le stérile a un refus de 58% de son poids
brut lors d’'un tamisage a 2 mm, effectué pour procéder a I'analyse. L’analyse de la fraction fine
(par Eurofins et Auréa AgroSciences) présente ainsi un matériau sableux, calcaire et, de ce fait, a
pH alcalin (Tableau 8).

La vermiculite a été fournie par Chimix® (Chassieu, 69), (sous I'appellation « absorbant pour
produits chimiques répandus »).
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Tableau 8 _ Propriétés des différents lots de terre. TB : terre traitée par biopile, TU : terre ultramafique

Paramétres TB.Lot1  TBLot2  TB_Lot3 TB_Lot4 | TULotl  TU.Lot2 | Solagricole Sct:rr;ll‘:ie Unité
Texturel

Argile (< 2 pm) 117 160 382 290 276 89 g kg1
Limons fins (2/20 um) 92 131 262 243 329 121 gkgt
Limons grossiers (20/50 pm) 53 98 108 124 211 56 gkgt
Sables fins (50/200 um) 69 129 67 105 46 175 gkgt
Sables grossiers (200/2000 pm) 669 482 181 238 138 559 g kgt
Parametres agronomiques

C Organique Total2A 24,2 15,9 58,9 28,7 16 1500028 gkg!

N total2a 4,05 0,73 4,25 2,14 1,59 0,322B g kg1
Rapport C/N2A 59,8 16,6 13,9 13,4 10,1 10,528 -

Matiéres organiques2A 41,8 21 102 49,6 27,8 <62B gkgt

pH eau3 8,28 8,07 8,28 8,3 6,22 6,58 6,03 9,138 -
Conductivité4 0,21 0,19 0,29 0,27 0,0917 mS cm-1
P20s Olsen® 0,292 0,205 0,011 0,007 0,089 <0,010 gkgl

CEC Metson® 8 2,3 cmol* kg1
Cations échangeables’

CEC cobaltihexamine 8,74 34 39,7 11,7 cmol* kg?
Al 0,111 0,0299 <0,02 0,0866 cmol* kg!
Ca 9,89 1,88 1,17 9,92 cmol* kg1
Fe 0,0228 0,0057 <0,005 0,012 cmol* kg1
K 0,396 0,182 0,132 0,871 cmol* kg1
Mg 0,642 30,4 36,5 1,33 cmol* kgt
Mn <0,005 0,0319 0,0158 0,044 cmol* kg1
Na 0,08 0,106 0,0983 0,0281 cmol* kg1
Oxydes amorphes et cristallisés89

Alg 0,396 0,354 0,177 %

Fe8 2,23 1,86 0,826 %

Si8 0,164 0,186 0,051 %

Al° 0,409 0,322 0,316 %

Fe? 5,25 4,65 4,17 %

Si® 0,28 0,316 0,134 %
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Paramétres TB.Lot1  TBLot2  TB_Lot3 TB.Lot4 | TULotl  TULot2 | Solagricole S:::;ll':ie Unité
Eléments totaux1? / pseudo-totaux1?

Al 1,58 1,62 1,64 1,28 3,51 3,34 2,26 0,385 %

As 11,7 12,7 14,1 12,6 ; - 244 24,8 mg kg1
B 157 17,4 17,3 131 ; - 12,6 4,84 mg kg1
Ca 7,38 6,87 501 526 0,517 0,504 0,249 33,2 %

cd 1,28 1,47 4,67 2,48 - - 0318 0,505 mg kg1
Co 7,07 7,67 856 7,09 166 158 25,1 2,69 mg kg1
Cr 52,6 48,0 49 385 2170 2540 585 17,6 mg kg1
Cu 27,1 31,6 31,8 49,8 14,7 10,6 23,1 0,832 mg kg1
Fe 1,84 1,96 2,16 1,85 9,39 9,88 481 1,64 %

K 0,296 0,300 0,233 0,189 0,322 0,162 0311 0,0635 %

Mg 0,554 0,581 0,557 0,458 9,58 12,9 0317 0,250 %

Mn 615 608 497 495 1890 1830 1421 779 mg kg1
Na 0,0268 0,0240 0,0116 0,0154 0,192 0,102 0,0243 0,0128 %

Ni 38,2 37,8 32,8 23,9 1430 1780 44,2 477 mg kg1
p 0,120 0126 0,095 0112 0,227 0,134 0,132 0,0196 %

Pb 37,3 42,1 46,6 69,2 68,9 32,9 31,5 7,32 mg kg1
S 506 497 364 457 - - 112 241 mg kg1
Zn 164 169 165 223 192 177 96,9 24,8 mg kg1
Eléments extractibles au DTPA12

cd 0,222 0,254 1,00 0,408 0,104 0,0578 0,0647 <LD mg kg1
Co 0,0426 0,0313 0,0953 0,0230 0,892 0,454 - <LD mg kg1
Cu 6,21 5,84 5,14 8,50 1,04 0,839 2,48 <LD mg kg1
Fe 47,1 42,2 56,8 51,8 286 229 103 4,27 mg kg1
Mn 11,6 8,57 12,6 4,98 10,7 8,11 31,1 2,69 mg kg1
Ni 0,349 0,340 0,559 0,560 78 64,3 21 0,0248 mg kg1
Pb 8,92 8,53 9,59 12,5 4.6 2,07 2,66 0,234 mg kg1
Zn 16,1 16,3 18,1 21,5 2,49 1,17 2,58 0,334 mg kg1

1 Granulométrie 5 fractions sans décarbonatation, NF X 31-107, 2A C organique et N total, NF ISO 10694 et NF ISO 13878, 28 C organique total par combustion, NF ISO 10694 (Eurofins), 34 pH eau selon NF [SO
10390, 38 pH eau, méthode Auréa, * Conductivité totale sur extrait filtré 1/5 (m/v) a 25 °C, 5 P disponible, méthode Olsen NF [SO 11263, ¢ Capacité d’échange cationique, méthode Metson, NF 31-130, 7 Capacité
d’échange cationique a la cobaltihexamine, NF 23470, 8 Méthode Tamm en obscurité, méthode INRA et NF ISO 22036, ® Méthode Mehra-Jackson, méthode INRA et NF ISO 22036, 19 Dosage total : extraction a
I'acide fluorhydrique, NF X 31-147 et NF ISO 22036, 11 Dosage des éléments apres extraction a l'eau régale, NF EN ISO 11885 et NF EN 13346, 12 Dosage des éléments extractibles a 'acide diéthylénetriamine-
pentaacétique, NF X 31-121/NF ISO 22036.
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c) Amendements

Biochars : trois biochars ont été utilisés. Le biochar 1 est un biochar de bois (50 % résineux, 50
% feuillus), issu du procédé de pyrolyse Pyreg, (20 min de pyrolyse, dont 3 min a 650 °C). Il
provient de Suisse (Edlibach, entreprise Maschinenring). Le biochar 2 est un biochar de bois
(100% copeaux de résineux) issu d’'une pyrolyse a 480 °C avec un réacteur Pyreg (Austrian
Institute of Technology). Le biochar 3 provient d’'une pyrolyse a 500-550°C de Miscanthus x
giganteus produit par la ferme de I'Université de Udine (Italie). Il est utilisé dans 'ensemble de la
Partie 4. Les biochars 2 et 3 seront employés dans I'expérimentation de la Partie 4 (Chapitre 2).
Dans ce chapitre une expérimentation a été mise en place entre les membres de l'action
européenne COST Biochar TD1107 http://cost.european-biochar.org/en (dont le laboratoire Sols
et Environnement participe par I'intermédiaire de Frédéric Rees) dans laquelle les trois biochars
ont été utilisés pour procéder a une expérience dans chacun des laboratoires membres. Les trois
biochars ont un pH alcalin compris entre 8,9 et 10,1, et une CEC inférieure a 6 cmol* kgt (Tableau
9). s différent de par leur teneur en CaCOs total, deux fois plus élevée dans le biochar 1 que dans
les deux autres. En revanche, le biochar de Miscanthus a une concentration en P assimilable plus
élevée que les biochars 1 et 2 ainsi qu'une conductivité plus haute. Le biochar de Miscanthus a des
concentrations en Zn, K, P,0s et S supérieures a celles des 2 biochars de bois. En revanche, il a des
concentrations inférieures en Ni, Al, Fe et Na. L’extraction au DTPA indique une concentration de
145 mg kg! de Zn dans le biochar de miscanthus. C’est 24 et 48 fois plus que dans les biochars 1
et 2, respectivement.
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Tableau 9 _ Caractérisation des trois biochars. Analyses effectuées par le Laboratoire d’analyse de sols d’Arras

Parameétres Biochar 1 Biochar 2 Biochar 3 Unité
il | oo | Mt
pH eaul 9,62 8,9 10,1 -
CaCOs total? 61 28 29 gkgt
P20s Joret-Hébert3 0,25 0,414 2,8 gkgl
P20s5 Olsen* 0,0913 0,145 1,69 gkgl
CEC Metson5 3,2 5,24 3,63 cmol* kg1
Conductivitéé 0,228 0,0825 0,793 mS cm-1
C organique’ 685 700 784 gkg!
N total” 5,25 4,44 2,77 gkgt
C/N7 131 158 283 -
Eléments totaux®
Al 0,63 0,873 0,0587 %
Ca 34 1,8 1,16 %
Co 1,48 2,61 <1 mg kgt
Cr 17,8 27,6 8,13 mg kg1
Cu 15,8 13,5 10,5 mg kgt
Fe 0,353 0,465 0,1 %
K 0,959 0,562 1,36 %
Mg 0,267 0,34 0,427 %
Mn 521 716 241 mg kg1
Na 0,164 0,199 0,0258 %
Ni 13,2 20,4 2,49 mg kg1
P,0s 0,291 0,299 0,863 %
S 243 255 801 mg kg1
7n 94,4 73,1 259 mg kg1
Eléments extractibles au DTPA?
cd <0,005 <0,005 0,0076 mg kg1
Cr <0,2 <0,2 <0,2 mg kg1
Cu 0,459 0,497 0,722 mg kg1
Fe 16,2 7,71 5,6 mg kg1
Mn 27,5 24,1 24,3 mg kg1
Ni 0,154 0,122 0,0306 mg kg-!
Pb 0,249 0,278 0,876 mg kg-!
7n 6,05 3,23 145 mg kg-!

1pH eau, NF ISO 10390, 2CaCOs total, NF ISO 10693, 3P.0s Joret-Hébert, NF X 31-161, Phosphore disponible, méthode Olsen NF ISO
11263, 5Capacité d’échange cationique, méthode Metson, NF 31-130, ¢Conductivité totale sur extrait 1/25 (m/V) a 25°C, méthode INRA,
’C organique et N total, NF ISO 10694 et NF ISO 13878, 8Dosage total : extraction a I'acide fluorhydrique, NF X 31-147/NF ISO 22036,
9Dosage des éléments extractibles a I'acide diéthylénetriamine-pentaacétique NF X 31-121/NF ISO 22036.

Le marc de café est le résidu de préparation du café, matiere fine correspondant a des grains de
café broyés et rincés a I’eau chaude. Il provient de la consommation de café au laboratoire et a été
séché a 50 °C, immédiatement apres prélévement, afin d’empécher le développement de
champignon. Il est employé dans I'expérience de la Partie 4, Chapitre 2. Le marc de café a un pH
acide (Tableau 10).

Deux lots de compost sont utilisés. Tous les deux proviennent du pole organique de SUEZ
(TERRALYS). Le premier (Toul, 54) est issu de boues urbaines stabilisées, de boues papetieres et
de déchets végétaux compostés et non compostées. Le second (Metzervisse, 57) est issu de boues
de station d’épuration, de déchets verts broyés, d’écorce, de palettes broyées non traitées et de

62



- Partie 2 _ Matériels et Méthodes -

refus de compostage. Ces deux composts suivent la norme sur les amendements organiques
NFU 44-095. Le premier lot a été broyé au broyeur a fléau et tamisé a 2 mm et sera employé dans
I'expérimentation Partie 5, Chapitre 1. Le second lot a une granulométrie de 0-20 mm et est utilisé
en I'état dans le Chapitre 2 de la méme partie. Les 2 lots de compost ont un pH similaire de 7,5
(Tableau 10). Le deuxieme lot de compost a une conductivité élevée et des fortes concentrations
en certains éléments tels que le Fe et le Zn, ceux-ci se retrouvant dans des concentrations élevées
lors de I'extraction au DTPA. Pour tous les éléments (mineurs et majeurs), les concentrations sont
inférieures dans le marc de café par rapport aux composts.

Tableau 10 _ Propriétés des composts et du marc de café. Les analyses ont été effectuées au LSE (sauf C, N et
matiére organique : Auréa AgroSciences et SUEZ)

Parametres Marc de café COII; It)(iSt COII; It)(Z)St Unité
Parametres agronomiques

C organiquel 217 g kgt
N total? 1,84 0,88 % Produit brut
C/N2 7,67 19 -
Matiéere organique? 28,1 33,6 % Produit brut
pH eaus 5,39+ 0,03 7,54 + 0,02 7,18 £ 0,04 -
Conductivité* 0,257 + 0,003 1,57+ 0,08 2,54 +0,15 mS cm-1
Eléments pseudo-totaux>

Al 20,8+1,6 12 415 + 495 9924 +110 mg kg1
As 0,60 £0,07 12,6 0,4 10,9 +£0,02 mg kg1
B 2,96 £ 0,08 343+0,8 41,3+0,4 mg kg1
Ca 2148 + 14 41493 + 652 54 545 + 653 mg kgt
Cd 0,0147 +0,0069 0,524 + 0,010 1,42 £ 0,02 mg kg-1
Co 0,133+ 0,007 7,98 +0,13 6,56 £ 0,12 mg kg-1
Cr 0,128 +£0,013 443+25 70,7+1,4 mg kg1
Cu 27,4+0,2 74,7+19 117 £3 mg kg1
Fe 92,8 +49,6 17 007 + 344 26823 +79 mg kg-!
K 2770+8 7767 + 184 8214 + 69 mg kg1
Mg 957 +3 4346 + 122 5437 +29 mg kg-!
Mn 30,1+04 682 + 29 851 + 43 mg kg1
Na 85,0+0,8 389 +81 820 +51 mg kg1
Ni 0,492 £ 0,043 26,1+0,7 22,6 +£0,6 mg kg1
P 934 +13 4471 +102 12697 + 38 mg kg1
Pb 0,0295 +0,0277 40,0 £ 3,5 44,8+ 0,6 mg kg-!
S 1239+9 2996 + 91 4360 +33 mg kg-!
Zn 6,78 £ 0,07 259+7 635+ 27 mg kg1
Eléments extractibles au DTPAS6

Cd 0,0148 + 0,0001 0,146 + 0,005 0,518 +0,019 mg kg1
Co 0,0825 + 0,0028 0,165+ 0,012 0,152 + 0,003 mg kg1
Cu 19,5+0,2 3,00+0,09 8,47 £ 0,27 mg kg1
Fe 0,549 + 0,042 458+1,7 224 + 4 mg kg1
Mn 18,7+ 0,2 122 +3 23,2+0,3 mg kg1
Ni 0,0808 + 0,0029 0,534 + 0,039 1,12 +£0,02 mg kg1
Pb 0,0462 + 0,0056 5,87 £ 0,14 4,69 + 0,03 mg kg1
Zn 2,92 + 0,04 51,4+0,6 143 +4 mg kg1

1C organique total par combustion, NF ISO 10694 (Eurofins), 2Donné a titre indicatif (Suez Environnement), 3pH eau selon NF ISO
10390, *Conductivité totale sur extrait filtré 1/5 (m/v) a 25 °C, SDosage des éléments apres extraction a 'eau régale, NF EN ISO 11885
et NF EN 13346, 6Dosage des éléments extractibles a I'acide diéthylenetriamine-pentaacétique, NF X 31-121/NF ISO 22036.
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Les matériaux sont séchés, tamisés (ou criblés) puis homogénéisés (ou quartés). Lorsque le taux
d’humidité trop élevé ne permet pas le broyage, les terres sont étalées a I'air afin de favoriser
I’évaporation de I’eau. Le broyage est effectué avec un broyeur a machoire (terre de biopile et
terre ultramafique). Le tamisage a (2 mm ou 1 cm) est effectué a la main sur des tamis certifiés.
Le criblage (stérile de carriere) est effectué avec une grille d'une maille de 2 cm a la pelle. Pour
I’lhomogénéisation, les grandes quantités sont mélangées a la bétonniere. Les petites quantités
sont quartées en divisant les lots par 2 puis en mélangeant les lots ainsi formés 2 a 2. Pour chaque
lot, les méthodes utilisées sont précisées dans ’Annexe 2 (colonne « Traitement »). L’ensemble
des matériaux a été caractérisé pour évaluer les parameétres agronomiques et les teneurs en
éléments majeurs et traces. Les analyses ont été effectuées par des laboratoires externes
(Laboratoire d’analyse des sols d’Arras (INRA), Eurofins ou Auréa AgroSciences) ou en interne au
Laboratoire Sols et Environnement. Dans ce dernier cas, les protocoles d’analyses sont détaillés
dans cette partie : paragraphe « Méthodes d’analyse ». Le laboratoire ayant effectué les analyses
des lots est précisé pour chaque matériau. Ont été utilisés: Granulométrie 5 fractions sans
décarbonatation, NF X 31-107 ; C organique et N total, NF ISO 10694 et NF ISO 13878 ; pH eau
selon NF ISO 1039 ; Conductivité totale sur extrait filtré 1/5 (m/v) a 25 °C; P disponible, méthode
Olsen NF ISO 11263 ; Capacité d’échange cationique a la cobaltihexamine, NF 23470 ; Capacité
d’échange cationique, méthode Metson, NF 31-130 ; Dosage des éléments apres extraction a I'eau
régale, NF EN ISO 11885 et NF EN 13346; Dosage des éléments extractibles a l'acide
diéthylénetriamine-pentaacétique, NF X 31-121/NF ISO 22036.

2. Modalités de culture des végétaux

Les tests de germination et de croissance ont été conduits en atmospheére close (incubateur,
chambre de culture) ou semi-ouverte (serre) voire ouverte (extérieur). Ainsi, pour I'ensemble des
expérimentations, les parametres, tels que la température, la luminosité et 'humidité, ont été plus
ou moins controélés. Les plantes ont été arrosées avec de I'eau ultra pure ou avec I'eau du robinet.
Les compositions des eaux sont données dans I’Annexe 3.

2.1. Tests de germination

Le pouvoir germinatif et la vitesse de germination d'un lot de graines et la phytotoxicité d'un
substrat sont testés sur du papier filtre imbibé d’eau. Les tests de germination sont effectués en
boites de Petri sur du papier filtre sur lequel est déposé le substrat a tester. Les graines sont
installées a égale distance les unes des autres. Le nombre de graines par boite varie de 10 a 20
selon I'espece. Les boites sont placées a 'obscurité dans une enceinte close a 25 °C pendant la
durée de I'expérience variant de 10 a 20 jours. Tous les jours, les graines sont soulevées une par
une avec une pince souple afin de compter le nombre avec une radicule. Dés que la radicule a percé
le tégument, la graine est considérée germée (Annexe 4).

Les substrats sont humidifiés si nécessaire, avec de I'’eau ultra pure, en favorisant I'entrée de I'eau
par le bord du substrat, qui diffuse vers le centre a travers le papier filtre et le substrat. Des
témoins sont préparés avec du papier filtre pour tester le pouvoir germinatif des graines utilisées.
Dans certaines expériences (Partie 3 Chapitre 1 et Partie 4) les graines ont été désinfectées. Pour
cela, elles sont enfermées dans un papier filtre, qui est placé successivement dans les bains de
TFD9 a 20% pendant 15 min, eau ultra pure (deux ringages successifs), H,02a 10% pendant 2 min,
eau ultra pure (deux ringages successifs) et eau ultra pure pendant 1 h. Les papiers filtre sont
ensuite égouttés et mis a +4°C pendant 12 h. Les graines sont retirées du filtre et mises en place
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pour le test de germination. Les résultats des tests de germination permettent d’établir : la
cinétique de germination par modalité, le pourcentage de germination final par mélange et le
pourcentage des graines germées encore vivantes a la fin du test.

2.2. Testde croissance

Selon les expériences, trois modalités de culture ont été utilisées i) en chambre de culture : 16 h
de jour / 8 h de nuit, 25 °C Jour / 18 °C Nuit (ou 22 °C Jour / 15 °C Nuit), hygrométrie a 70%,
luminosité a 2000 Lux (soit 200 umol s m2), ii) en serre non chauffée, avec un systeme
d’aération en été et iii) en culture a I'extérieur sur le site expérimental du GISFI (Homécourt,
54). Les détails des différentes expériences (dispositifs, volumes de terre, durée de culture) sont
présentés dans les chapitres expérimentaux.

Au temps de récolte choisi pour I'expérience, les parties aériennes sont coupées au collet avant
dépotage, puis lavées trois fois a I'’eau ultra pure enfin séchées a 70°C pendant 48 h. Les parties
racinaires sont prélevées pendant le dépotage par tamisage du sol avec une pince fine. Elles sont
ensuite lavées plusieurs fois jusqu’a ce que I'eau de ringage soit parfaitement claire. Pour les vases
de végétation sans plante, la surface, pouvant présenter un développement d’algue ou de mousse,
est raclée puis le vase est vidé et homogénéisé. Environ 150 g de terre sont placés a +4°Cet 50 ga
40°C (pour mesures DTPA, pH et eau régale).

Apreés séchage, les échantillons sont conservés a température ambiante. Avant toute pesée, ils sont
séchés de nouveau 12 h a 40°C puis mis au dessiccateur. Les échantillons non séchés sont
conservés a +4°C.

Prélevements des solutions de sol : dans la Partie 4 Chapitre 2, des bougies poreuses (rhizon,
modele 192122, Rhizosphere Research Products, 5 cm de long et 2,5 mm de diamétre) ont été
installées en début de culture, par insertion dans le substrat avec une inclinaison de 45° en
direction du centre du vase de végétation. Le jour du prélévement, chaque mésocosme est arrosé
a 100% de la capacité au champ du mélange, puis la solution du sol est prélevée 4h30 plus tard.

3. Méthodes d’analyse

Pour I'ensemble des analyses, 'eau ultra pure a une résistivité de 18 mQ. Les réactifs employés
sont I'acide nitrique HNO3 (265%) SIGMA-ALDRICH®, I'acide chlorhydrique HCl (237%) SIGMA-
ALDRICH® et le peroxyde d’hydrogene H20; (30%) AnalaR NORMAPUR (VWR®). En absence de
précision, les filtrations sont effectuées sur filtre de 0,45 pm (Filtre PALL, Acrodisc® et membrane
Supor® en polyéthersulfone hydrophile et verre borosilicate).

3.1. Analyse de la solution du sol

Les solutions issues de bougies poreuses ne sont pas filtrées. Les eaux de percolation issues des
dispositifs de terrain sont filtrées avant les mesures sur filtres en microfibre de verre (Whatman™
GF-F, seuil de coupure de 0,7 pm).

Le pH des solutions est mesuré selon la norme NF ISO 10390, dans un volume de 10 mL avec un
appareil HQ440d Multi (Hach) et une sonde IntelliCAL™ pH PHC101. La sonde est calibrée avec 2
solutions tampon de pH 4 et 7 (Mettler Toledo, solutions étalons certifiées). La conductivité est
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mesurée avec un conductimetre CyberScan CON 100 et une sonde V21 ]JJ0-043 (EUTECH
INSTRUMENTS), étalonnée avec une solution standard de NaCl a 1 000 pS cm-! (HACH).

Préalablement a I'analyse élémentaire, les échantillons sont acidifiés avec 0,2 mL de HNO3 pour
10 mL d’échantillon et analysés par ICP-OES (Inductively Coupled Plasma -Optical Emission
Spectrometry). Pour chaque série d’analyse, I'appareil est étalonné avec une gamme obtenue a
partir de solutions standard certifiées diluées pour atteindre des concentrations de 0,01 a 150 mg
L-L. La composition élémentaire des solutions est obtenue par ICP-OES avec un appareil Thermo
Fischer iCAP 6300 Duo, étalonné avec des solutions certifiées (PlasmaCAL, SCP Science). Une
solution standard est intégrée dans les séries d’échantillons afin de controéler 'analyse au cours
du temps. Il s’agit d’'un étalon pour eau usée (EU-H-4 CRM EnviroMAT, SCP Science). Les éléments
dosés sont Al, As, B, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Sb et Zn.

Le C organique et le C inorganique dissous sont mesurés avec un TOC Vscy (Shimadzu). Le C
total est obtenu par combustion de I'échantillon puis mesure du CO; dégagé. Le C inorganique est
déterminé par attaque préalable a ’'HCI puis combustion et mesure du CO, dégagé. Le C organique
est déduit par soustraction du C inorganique au C total. Le N total est mesuré selon le principe de
'« oxydative combustion-chemiluminescence » avec un absorbeur de NOx.

Les anions et cations sont dosés par chromatographie ionique (Dionex, chromatographe IC25 et
générateur d’éluant EG40) avec les colonnes AS11-HC pour I'analyse des anions et CS12 A-5pm
pour I'analyse des cations. Les anions mesurés sont NO3-, Cl, SO42- et PO43, les cations sont Na+, K+,
Mg2+, Ca2* et NH4*. L’étalonnage est effectué avec une gamme allant de 2 a 150 mg L-! selon les
éléments considérés. Elle préparée avec des solutions étalons mono élément pour
chromatographie ionique de 1 000 ug mL-! (AccuSPEC SCP Science).

3.2. Analyse des solides

Les échantillons ont été préparés selon la norme NF ISO 11464.

L’humidité est mesurée selon la norme ISO 11 465, en placant une aliquote d'une masse connue
pendant 48 h a 105 °C. Apres séchage, elle est de nouveau pesée et 'humidité est calculée selon la
X100

(masse fraiche— masse séche)
masse seche

formule suivante : H (%) =

La capacité de rétention en eau et le point de flétrissement des substrats sont mesurés avec un
extracteur a plaque (appareils Labotest 11500 et 11600) selon la NF ISO 11 274. Une plaque en
céramique poreuse est saturée avec de I'eau ultra pure ainsi que les échantillons. Ensuite, la
plaque est soumise a une pression de 0,1 bar (pF 2) pour la capacité de rétention (extracteur a
plaque basse pression) ou de 15 bar (pF 4,2) pour le point de flétrissement permanent (extracteur
a plaque haute pression). Apres 24 h, I’échantillon est pesé, séché puis repesé. La valeur est ainsi
obtenue en pourcentage d’humidité par échantillon. Un échantillon témoin est intégré a chaque
série afin de vérifier le bon déroulement du protocole.

Le pH des matériaux solides est mesuré selon la norme NF ISO 10390. Apres séchage a 40°C
pendant 48 h, 5 mL de terre sont placés dans un pilulier et 25 mL d’eau ultra pure sont ajoutés.
Par la suite, les échantillons sont mis dans un agitateur rotatif pendant 1 h 20 min et laissés au
repos de 1 a 3 h. Le pH est mesuré sous agitation continue. La mesure est relevée apres
stabilisation du pH avec un temps maximal de mesure de 2 min 30 s. L’échantillon est ensuite
centrifugé puis filtré a travers un filtre a 0,45 pm. La conductivité est alors mesurée.
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Eléments extractibles au DTPA : une extraction avec une solution de DTPA (acide diéthyléne tri-
amine penta-acétique) tamponnée a pH 7,3 est effectuée sur les matériaux selon la norme
NF X 31- 121, en utilisant un rapport solide/liquide (m/v) de %. Le DTPA donne une indication
du niveau de phytodisponibilité des métaux (Lindsay et Norvell 1978), pour le Ni (Echevarria et
al. 1998), et peut donner des indications sur Fe, Cu, Mn, Zn, Cd et Co). Apres extraction et filtration,
les échantillons sont analysés a I'lCP-OES.

Eléments pseudo-totaux : les éléments présents dans les matériaux sont extraits a I'eau régale,
en adaptant la NF ISO 11 466, avec un rapport v/v de 3/1 d’HCI/HNOs. Ainsi, 6 mL d’HCI et 2 mL
d’HNO3 sont ajoutés a une prise d’essai de 0,500 + 0,005 mg de terre broyée a une granulométrie
inférieure a 200 pum. Aprés 16 h de contact, les échantillons sont placés dans un bloc chauffant
(DigiPREP, SCP Science) programmé pour maintenir une température de 105°C pendant 120 min.
Dans la série d’échantillons, sont insérés trois blancs contenant la méme matrice que les
échantillons et un échantillon certifié de sol contaminé SS-1 (EnviroMAT SCP Science) en 3
répétitions. Les blancs et les témoins sont analysés avec les échantillons. Apres refroidissement,
les échantillons sont filtrés a 0,45 um et le volume est ajusté a 50 mL avec de I’eau ultra pure. La
solution est analysée par spectrométrie ICP-OES.

Fe amorphe et oxydes de Fe et de Mn : les échantillons sont broyés, dans un mortier en agate, a
250 pm avant de procéder a trois extractions : i) oxydes de fer amorphes selon Tamm (1922)
(extraction par 30 mL d’une solution composée d’acide oxalique (0,0866 M) et d’oxalate
d’ammonium (0,1134 M) ajustée a pH 3 sur une prise d’essai de 500 mg et agitation pendant 2 h
dans l'obscurité, puis filtration a 0,45 um) ; ii) oxydes de fer amorphes et hautement cristallins
d’aprés la méthode CBD (citrate-bicarbonate-dithionite); une prise d’essai de 100 mg est mise en
contact avec 0,5 g de NayS;04, 6g de NazC¢Hs07.2H20 et 30 mL d’eau pendant une nuit, puis 5 mL
de MgS04a 0,050 M (floculant) sont ajoutés et I'échantillon est mis en agitation pendant 15 min)
et iii) oxydes de manganese, une prise d’essai de 500 mg est mise en contact avec 25 mL de
chlorhydrate d’hydroxylamine (0,10 M) ajustée a pH 2 avec HNO3 (0,010 M), puis agitation de 30
min. Ces trois extractions sont effectuées a 20°C. Aprés agitation, les solutions sont filtrées a
0,45um puis Al, Si, Fe, Mn et Ni sont dosés par ICP-OES.

Diffraction des rayons X : L'identification des phases minérales cristallisées majeures nécessite
un diffractométre Bruker D8 Advance, équipé d’'une source au cobalt (Co Kal A= 1,789 A). Les
mesures sont effectuées entre 3 et 64° (20) avec un pas de 0,035° et un pas de temps de 540a 570
sec avec une prise d’essai d’1 g de sol broyé a une granulométrie inférieure a 200 pm.

Microscope électronique a balayage couplé a un EDX: des observations sont effectuées sur
des échantillons broyés a 200 um. La poudre est déposée sur des plots métalliques. Elle est fixée
par du scotch double face spécial MEB dépé6t d'Au/Pd (80/20 %), par pulvérisation ionique avec
I'appareil FINE COAT lon sputter JFC-1100 (JEOL). Les observations sont faites avec un MEB (JSM
6490LV, JEOL) couplé a un systeme EDX (microanalyse X). Les résultats sont analysés sur le
logiciel IDFix (société SAMx).

3.3. Analyse des végétaux

Composition élémentaire : les biomasses séchées 48 h a 50°C sont placées au dessiccateur
jusqu’a atteindre la température ambiante puis pesées pour mesurer la biomasse séche. Les
biomasses sont broyées avec un broyeur a billes (MM 400 Retsch), un mortier ou un broyeur a
fléau selon la partie végétale considérée. Le mortier et le pilon ont la méme composition (agate ou
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silice). Le broyeur a fléau est constitué de lames en inox Les matériaux du broyeur a billes au
contact des échantillons sont en tungsténe. La fréquence est de 28 coups par s pendant environ
1 min. La minéralisation est ensuite effectuée par attaque acide des échantillons a HNO3 suivie de
I'ajout de H20.. Le rapport des acides ajoutés est de 2/5 (v/v) avec 5 mL d’"HNO3 et 2 mL d’H;0:
lorsque la prise d’essai est comprise entre 50 et 500 mg et de 2 mL d’'HNO3 et 1 mL d’H,0; lorsque
celle-ci est inférieure a 50 mg. Apres au moins 16 h, les échantillons sont chauffés dans un bloc en
graphite thermostaté de 48 positions pendant 120 min a 95°C (DigiPREP (x>50mg) et DigiPROBE
(x<50mg) SCP Science). Dans chaque série, sont introduits 3 blancs (matrice sans prise d’essai) et
3 échantillons témoins internes (Noccaea caerulescens). Aprés refroidissement, les échantillons
sont filtrés (DigiFILTER : membrane en Teflon hydrophile® a 0,45 um, SCP Science) et leur volume
est ajusté a 25 ou 10 mL (selon les volumes d’acide introduits). Les solutions ainsi obtenues sont
analysées par ICP-OES.

C et N: la composition en C et N totaux est mesurée avec un CHNS (VARIO MICRO cube,
ELEMENTAR) selon les normes NF ISO 10694 et NF ISO 13878. Une prise d’essai de 7 mg de
végétaux broyés est introduite dans une capsule en étain (SYLAB). La mesure consiste en une
combustion a 1150 °C sous flux d’O, pour convertir les éléments en COz NOx, H:0, etc. Les
composés azotés sont réduits en N2 sur du Cu et détectés par un détecteur thermo conductif
(catharomeétre). Les composés formés sont quantifiés apres séparation en chromatographie.

Morphologie racinaire : les racines aprés récolte et avant séchage sont scannées avec un scanner
Epson 10 000 XL. Les images sont ensuite traitées par le logiciel Winrhizo (V. 2005c, Regent
Instruments) pour mesurer la surface, la longueur et le diametre moyen racinaire. Le logiciel est
préalablement étalonné en analysant I'image d'un objet de taille connue en appliquant les mémes
paramétres de qualité d'image que ceux sélectionnés pour les échantillons de végétaux.

Coumarines : une prise d’essai de 50 mg de poudre de végétaux est additionnée de 1 mL de
méthanol a 60° et de 50 pl de solution de taxifoline (20 mg mL-1). L’échantillon est broyé avec un
broyeur-homogénéiseur (ULTRA-TURRAX®) pendant 40 s puis centrifugé a 2 400 g pendant 10
min et le surnageant est prélevé. Une seconde extraction est effectuée sur le culot en ajoutant 1 mL
de méthanol a 60°. Le culot est remis en suspension avec le broyeur-homogénéiseur pendant 40 s.
Apres centrifugation 10 min a 2 400 g le surnageant est ajouté au premier. Les surnageants sont
évaporés pendant une nuit dans un évaporateur-concentrateur (SpeedVac™). Apres 16 h, 300 pL
d’eau ultra pure sont ajoutés sur le culot qui est mis en suspension, puis agité vigoureusement
dans un agitateur Vortex. Par la suite, 700 pl de méthanol a 100° sont ajoutés et agités au Vortex.
L’échantillon est centrifugé pendant 10 min a 13 400 g puis le surnageant est filtré sur filtre de
0,22 pm. L’échantillon est stocké a -20 °C jusqu’a I'analyse. Ce protocole a été mis au point par le
Laboratoire Agronomie et Environnement (Vandoeuvre-lés-Nancy). L’analyse est effectuée a I'U-
HPLC (Shimadzu Nexera) avec un détecteur spectrometre de masse simple Quadripole LCMS-
2020 (Shimadzu) et une colonne Agilent Eclipse Plus C 18 (2,1*150 mm, 1,8 pm).

3.4. Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont faites avec le logiciel R version 3.1.2 (2014-10-31) et Excel
(Microsoft 2013 et 2016). Sous R, les outliers sont repérés par le test de Dixon, du packages
outliers. Lorsque les données suivent une loi normale (test de Shapiro) et sont homoscédastiques
(test de Levene), alors un test paramétrique est appliqué : Newman Keuls ou test t. Si les données
ne remplissent pas les deux critéres alors les données sont transformées en log pour pouvoir
obtenir les conditions d’application des tests paramétriques. Si les données apreés transformation

68



- Partie 2 _ Matériels et Méthodes -

ne suivent toujours pas une Loi Normale et/ou ne sont pas homoscédastiques, alors des tests non
paramétriques sont appliqués : Wilcoxon, Kruskal-Wallis.
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PARTIE 3

Potentiel des hyperaccumulateurs
pour I'agromine de Ni et Co

L’optimisation des pratiques agronomiques pour la culture des plantes hyperaccumulatrices est
un des défis actuels. Elle implique la sélection de plantes performantes, c’est-a-dire des plantes a
forte production de biomasse et a forte concentration en métaux dans leurs parties aériennes
(Tangetal 2012). L’agromine s’appuie aussi sur la connaissance des mécanismes de transfert des
métaux dans la plante. Ceux-ci peuvent étre perturbés par la présence d’autres éléments, tels que
le Co oule Zn (Deng et al. 2014).

Afin de mettre en évidence les populations les plus efficientes, la variabilité d’extraction du métal,
de production de biomasse et du transfert vers les parties aériennes sont évaluées en hydroponie,
pour différentes populations d’A. leshiacum (Adamidis et al. 2014), d’A. bertolonii (Galardi et al.
2007a). Par ailleurs, la réponse de différentes populations de N. caerulescens a des
co- contaminations Ni/Zn/Cd est étudiée (Roosens et al. 2003; Assuncao et al. 2008). De rares
études ont été menées sur sol en présence de Cd sur 10 populations de N. caerulescens (Schwartz
et al. 2006). D’autres études décrivent la composition des HA en éléments majeurs et mineurs,
principalement Ca et Mg (Gambi et al. 1977; Bani et al. 2010, 2013). Ainsi, la variabilité des
hyperaccumulateurs de Ni en conditions de culture sur sol a été peu étudiée. Des mesures
individuelles doivent permettre d’évaluer le potentiel d’extraction de Ni au sein d’'une population
mais aussi d’apprécier les variations de la composition globale des plantes en fonction de leur
teneur en Ni. Enfin, la capacité de certains individus pour 'extraction d’autre éléments (e.g. Co et
Zn) peut étre observée. Par ailleurs, les plantes peuvent produire des composés en réponse a leur
environnement. Ces composés organiques peuvent étre valorisables et leur présence n’a pas été
étudiée chez les hyperaccumulateurs (HA). Dans les HA, ces molécules pourraient intervenir dans
la chélation des métaux pour leur transport ou leur stockage.

En s’inspirant des principes de I'agriculture conventionnelle et de I'agroécologie, la co-culture
permet d’augmenter la diversité microbienne dans la rhizosphére et ainsi d’améliorer la
croissance des plantes. La co-culture d’'une plante hyperaccumulatrice avec une espece non
hyperaccumulatrice permet de diminuer la charge métallique dans I'espece non
hyperaccumulatrice et ainsi d’augmenter sa biomasse (Whiting et al. 2001a). Elle peut permettre
aussi d’augmenter la biomasse de 'hyperaccumulateur (Jiang et al 2010) et le rendement
d’extraction du Cu chez Sedum alfredii cultivé avec Zea mays (Xiaomei et al. 2005). La co-culture,
uniquement avec des espéces hyperaccumulatrices, n’a pas été étudiée. D’autres techniques de
culture des plantes peuvent augmenter le rendement. Par exemple, plusieurs récoltes peuvent
étre envisagées sur des plantes pérennes, tel que c’est le cas pour le ray-grass ou encore sur des
ligneux par la mise en place de taillis a courte rotation. Chez les espéces hyperaccumulatrices,
deux études ont testé la fauche sur A. pintodasilvae et B. coddii. La repousse est rapide et plus
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concentrée en Ni que lors la premiére récolte (Varennes et al. 1996; Robinson et al. 1997a). La
réalisation de coupes successives pourrait étre une voie d’amélioration des rendements dans la
mesure ol les plantes survivent et repoussent rapidement apres la coupe.

Apres avoir identifié les individus et populations d’intéréts, ceux-ci doivent étre multipliés. La
reproduction asexuée par multiplication végétative a permis d’obtenir plusieurs clones a partir
d’'une partie infime d’un organe végétal. Quelques études ont été menées sur des Brassicacées.
Arabidopsis halleri a été multipliée in vitro a partir d’explants de racines (Corso et al. 2005).
A. murale et A. markgrafii ont été clonées a partir d’épicotyle sur des milieux enrichis en Ni
(Vinterhalter et Vinterhalter 2005) ou en présence de Agrobacterium rhizogenes (Vinterhalter et
al. 2008). Stackhousia tryonni (Stackhousiacées), endémique des sols de serpentine du
Queensland (Australie), a été multipliée par micro propagation in vitro et ex vitro a partir
d’explants de tige et de bourgeon (Bhatia et al. 2002a; b). Les conditions de conservation des
individus performants, outre la multiplication sexuée, pourraient inclure de la multiplication
végétative si les especes utilisées répondent positivement a cette méthode.

En Europe, les hyperaccumulateurs sont principalement issus de la famille des Brassicacées et
quelques-uns des Astéracées. Ils ont le potentiel d’extraire le Ni, Cd et Zn (Reeves et Adiglizel
2008; Bani et al. 2013; Pavlova et al. 2013). Centaurea thracica est une espéce endémique des
Balkans qui n’a jamais été testée en conditions controlés pour son potentiel a extraire le Ni mais
qui peut contenir 3 830 mgkg! de Ni dans ses feuilles (Psaras et Constantinidis 2009). Les
Astéracées produisent une biomasse élevée mais sont peu étudiées en Europe pour la
phytoextraction du fait de leur faible aire de répartition dans cette région. La co-accumulation de
métaux est possible chez certains hyperaccumulateurs qui disposeraient d’'un systeme de
détoxification non spécifique du métal (Reeves et Baker 1984). Cependant, la présence simultanée
de métaux dans le substrat peut mener a une compétition pour I'acces a la plante et diminuer les
rendements. Il est donc important d’étudier les mécanismes de compétition entre éléments pour
évaluer les conditions de I'’hyperaccumulation en milieu multi contaminé et son optimisation.
Dans les sols de serpentine, sur lesquels les HA de Ni prélevent essentiellement le Ni, la
concentration du Ni est 5 a 10 fois supérieure a celle du Co. Certains HA de Ni ont la capacité
d’hyperaccumuler le Co (Homer et al. 1991; Malik et al. 2000; Li et al. 2003a). Plusieurs études
montrent que I’hyperaccumulation du Ni diminue en présence de concentrations élevées de Co ou
de Zn chez des especes d’Alyssum (Homer et al. 1991; Deng et al. 2014). Or, il y a une corrélation
positive entre la concentration de I'élément dans le substrat et dans la plante chez A. bertolonni
pour le Ni et le Co (Galardi et al. 2007b). Pour favoriser le transfert d'un élément, il faut donc que
celui-ci soit majoritairement présent dans le sol par rapport aux autres. A. murale et A. corsicum
peuvent prélever plus de 1 000 mg kg1 de Co en I'absence de Ni (Malik et al. 2000). Lors d’essais
sur sols contaminés artificiellement, la présence en méme concentration de Ni et de Co diminue
de 10 fois la prise de Ni chez A. trooddi par rapport a un substrat sans Co, alors que la prise de Co
ne varie pas selon qu'il y ait peu ou la méme concentration de Ni dans le milieu (Homer et al. 1991;
Robinson et al. 1999). Dans B. coddii, un hyperaccumulateur de Ni d’Afrique du Sud pouvant
concentrer 7 880 mg kg! de Ni dans ses parties aériennes, la présence en concentrations égales
de Co et de Ni inhibe la prise de Ni (Keeling et al. 2003) et tend a diminuer le facteur de
bioconcentration du Co par rapport a une culture sans Ni dans le substrat.

Dans un premier chapitre, le potentiel en terme de production de biomasse et d’extraction de Ni
de quatre espéces de Brassicacées sera défini. Des molécules produites par ces plantes seront
recherchées afin d’évaluer leur présence dans ces especes mais aussi de permettre d’accéder a
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nouveaux champs de recherche sur les chélateurs de métaux dans ces plantes. Enfin, des
itinéraires de culture seront testés: i) la réalisation de la co-culture de ces especes et ii) la
réalisation de coupes successives. Les techniques de multiplication végétative seront mises en
place pour examiner la faisabilité avec ces espéces et permettre a long terme la conservation des
individus performants. Dans un deuxieme chapitre, le potentiel d’Astéracées hyperaccumulatrices
sur un substrat présentant des concentrations de Ni et Co similaires ou déséquilibrées sera testé
pour mieux comprendre la compétition de ces éléments pour I'acces a la plante.
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Chapitre 1 :
Potentiel d’especes de Brassicacées
pour I'agromine du Ni

Dans ce chapitre, le potentiel d’accumulation du Ni par des Brassicacées issues des Balkans est
étudié a I’échelle de I'espece, de la population et de 'individu. L’attention se porte d’abord sur la
variabilité de réponse des plantes au Ni présent dans le sol. Par ailleurs, des individus peu
performants pour le Ni pourraient s’avérer efficaces pour d’autres éléments tels que le Co. Ensuite,
les plantes sont analysées afin de rechercher la présence de molécules organiques d’intérét,
comme les coumarines. Ensuite, I'effet de 'association de plantes hyperaccumulatrices sur
I'accumulation du Ni est étudié en comparant un systéme en monoculture a un systeme en co-
culture. Enfin, dans le but de mettre ultérieurement au point une méthode de multiplication
végétative, le comportement des plantes est étudié a la suite de la coupe des parties aériennes.

1. Accumulation du Ni par différentes especes et populations de
Brassicacées

Le potentiel d’extraction d’hyperaccumulateurs de Ni pour identifier les individus les plus
performants et connaitre leur composition globale en relation avec le Ni fait appel a des
Brassicacées : A. murale hyperaccumulateur de Ni et qui peut extraire le Co, N. tymphaea qui peut
extraire Ni, Zn et Cd, et L. emarginata et B. tymphaea, hyperaccumulateurs de Ni (Reeves et al
1983; Chardot et al. 2005). Toutes sont cultivées dans des conditions identiques sur un sol
ultramafique.

1.1. Matériels et méthodes

Pour chacune des quatre especes une population est testée, sauf dans le cas d’A. murale pour
laquelle quatre populations sont retenues : trois de Gréce (S II, S IV et S V) et une d’Albanie (cf
Partie 2) (Tableau 11). Pour L. emarginata, les graines sont sélectionnées par pesée. Le poids
moyen est de 5,49 + 1,69 mg (30 individus). Un lot de graines, dont la masse est comprise dans
I'intervalle inter-décile, est constitué ([3,53; 7,56] mg). Un lot de 24 graines prises au hasard
parmi les graines non calibrées est cultivé en parallele (LNC : L. emarginata Non Calibrées).

Les cultures sont menées sur des plaques de végétation offrant 72 alvéoles de dimension
39*39*80 mm chacune, qui contiennent 55 g de terre ultramafique seche (TU_Lot 1). Avant le
semis, les graines sont désinfectées dans des bains de TFD9 et H,0- (cf Partie 2). Aprés 48h a +4°C,
elles sont introduites dans les alvéoles. Le nombre de graines par alvéole dépend du pourcentage
de germination. Ainsi, plus le taux de germination est élevé, plus le nombre de graines semées est
faible (Tableau 11).
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Tableau 11 _ Liste des espéces utilisées, de leur abréviation et taux de germination et nombre de
graines semées par alvéole

Espéce Abréviation Taux de_germination Nom,bre de grai,nes

sur papier filtre (%) semées par alvéole
A. murale Albanie S IX AlyA 50 3
A. murale Gréce S 1V AlyG1 60 5
A. murale Gréce S 11 AlyG2 10 8
A. murale Grece SV AlyG3 35 6
B. tymphaea S 11 BORN 60 2
L. emarginata S 11 LEPT et LNC 70 2
N. tymphaea S 111 NOC 5 10

Une plaque est utilisée pour chaque population. Les plaques sont placées en chambre de culture
avec des lampes a sodium a haute intensité (530 photons m-2 s'1). La photopériode est de 16 h de
jour / 8h de nuit (22°C/15°C respectivement) et une humidité relative de 75%. Les alvéoles sont
arrosés avec de I'’eau ultra pure a 80% de la capacité de rétention en eau de la terre ultramafique.
Une fertilisation est réalisée en quatre apports a deux semaines d’intervalle. Les éléments
apportés sont: N (326,8 kg N hal) sous forme de NH4NOs3;, P (301,14 kg P hal) et K*
(380,12 kg K ha't) sous forme de KH2POs4, et S (187,05 kg S ha'l) et Caz+ (233,78 kg Ca ha'l) sous
forme de CaS04.2H,0. Vingt jours apres le semis, une seule plantule est conservée par alvéole (72
individus par population). Les plantes sont récoltées 70 jours apres le semis. Elles sont coupées
au-dessus des deux premieres feuilles afin d’assurer la reprise par le développement des
bourgeons axillaires. La taille, la couleur, le nombre de feuilles et le nombre de ramifications sont
notés. La mesure de la taille est effectuée entre le point de coupe et le haut de la tige principale
pour A. murale. Dans le cas de N. tymphaea, la taille correspond a la largeur de la rosette. Pour les
deux autres espeéces, elle correspond a la longueur entre le point de coupe et 'extrémité de la
feuille la plus longue. Les plantes sont lavées, séchées, pesées et broyées. Puis 200 + 10 mg de
broyat de chaque individu sont minéralisés et analysés par ICP-OES (cf Partie 2).

1.2. Résultats
a) Biomasse des parties aériennes

Ainsi, sept populations d’hyperaccumulateurs de Ni ont été testées. L. emarginata est la
population qui produit significativement le plus de biomasse (Kruskal-Wallis, p<0,05). Les plantes
issues de graines non calibrées (LNC) ont une biomasse significativement supérieure a celles
issues des graines calibrées (LEPT). Viennent ensuite B. tymphaea et A. murale G1 (Figure 17). Les
cing autres populations sont significativement moins productives. Parmi les quatre populations
d’A. murale (partie gauche Figure 17), G1 est la plus efficiente. Les deux autres populations
provenant de Gréce (G2 et G3) présentent les plus faibles biomasses. La population issue d’Albanie
(AlyA) a un potentiel intermédiaire. Par ailleurs, certaines populations d’A. murale ont un
potentiel similaire a B. tymphaea : c’est le cas d’AlyG1 alors que les populations G2 et G3 ont une
production de biomasse comparable a celle produite par N. tymphaea. En revanche, AlyA a les
individus les plus grands et AlyA et AlyG1 ont significativement plus de ramifications que les deux
autres populations (Figure 18).
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Figure 17 _ Biomasse aérienne des sept populations d’hyperaccumulateurs de Ni testées aprés 70
jours de culture sur sol ultramafique. AlyA : A. murale Albanie, AlyG1 : A. murale Gréce S IV, AlyG2 : A. murale
Gréce S 11, AlyG3 : A. murale Gréce S V, BORN : B. tymphaea, LEPT : L. emarginata, LNC : L. emarginata non calibrées, NOC :
N. tymphaea. Les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Kruskal-Wallis, p<0,05).
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Figure 18 _ Taille et nombre de ramifications des individus des populations d’A. murale. Les valeurs
affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Wilcoxon ; p<0,05).

b) Niaccumulé dans les parties aériennes

Apres 70 jours de culture, tous les individus présentent une concentration en Ni supérieure au
seuil d’hyperaccumulation (1 000 mg Ni kg-1 MS). Avec une moyenne de 4 032 mg kg1 de Ni dans
ses parties aériennes, B. tymphaea offre la plus forte concentration en Ni (Kruskal-Wallis, p<0,05).
A. murale d’Albanie est la deuxiéme population la plus concentrée en Ni (Figure 19). Les deux lots
de L. emarginata issus d’un lot de graines calibrées et d’'un lot non calibrées ne montrent pas de
différences significatives avec des concentrations de 2886 * 965 mg Ni kg! et
2 623 + 710 mg Ni kg! respectivement. En quantité de Ni extrait, B. tymphaea et L. emarginata
sont donc les plus performantes (Kruskal-Wallis, p<0,05). N. tymphaea, A. murale G2 et G3 sont
les moins efficaces (Figure 20).
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Figure 19 _ Concentration du Ni dans les parties aériennes des hyperaccumulateurs aprés 70 jours
de culture sur sol ultramafique . AlyA : A. murale Albanie, AlyG1 : A. murale Gréce, AlyG2 : A. murale Gréce, AlyG3 :
A. murale Gréce, BORN : B. tymphaea, LEPT : L. emarginata, LNC : L. emarginata non calibrées, NOC : N. tymphaea). Les
populations affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Kruskal-Wallis, p<0,05).
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Figure 20 _ Quantité de Ni extraite par population sur sol ultramafique. AlyA : A. murale Albanie, AlyG1 :
A. murale Grece, AlyG2 : A. murale Greéce, AlyG3 : A. murale Gréce, BORN : B. tymphaea, LEPT: L. emarginata, LNC :
L. emarginata non calibrées, NOC : N. tymphaea. Les populations affectées de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Kruskal-Wallis, p<0,05).

c¢) Composition des parties aériennes

Vingt éléments ont été analysés. Les éléments majoritaires sont K, Mg, Ca, P, Ni et S. Kest'élément
le plus concentré avec plus de 11 000 mg kg1 en moyenne et Mg est le second élément principal a
raison de 6 300 mg kg1. La concentration du Ni varie de 2 300 a 4 000 mg kg! (Tableau 12). Les
autres éléments majoritaires sont Ca, avec une moyenne de 3 300 mg kg1, Sa 3300 mgkg-tetP
a 1800 mg kg Des différences sont observées entre espéces et entre populations. Ainsi, si toutes
les populations contiennent majoritairement du K puis du Mg, le troisiéme élément varie selon
I'espéce. Les populations d’A. murale contiennent plus de Ca (3 500 mg kg 1) que de Ni et de S
(environ 2 500 mg kg1). Cette méme tendance est observée dans B. tymphaea avec cependant une
moyenne supérieure a 4 000 mg kg ! pour ces trois éléments. En revanche, L. emarginata et

77



- Partie 3 _ Potentiel des hyperaccumulateurs pour I'agromine du Ni et Co -

N. tymphaea ont une concentration en Ca inférieure a celle du Ni et du S. Le P est le sixieme élément
majoritaire pour toutes les especes. Les éléments mineurs sont As, Al, B, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo,
Na, Pb, Si, Zn présents a moins de 500 mg kgl Ils présentent aussi des différences de
concentration en fonction des especes :

B. tymphaea et L. emarginata : Si>Zn>Mn>Fe>Co=B>Al
A. murale: Si>ZnxFe>Mn>Al>Co=B (Figure 21)
N. tymphaea: Si>Zn~Fe>Mn~Al>CoxB

N. tymphaea se distingue des autres espéces par ses concentrations significativement supérieures
en Cd (4,9 mg kg1) et Zn (147 mg kg1). La population G1 d’A. murale se rapproche de N. tymphaea
pour sa composition en Al, Cr, Fe, Mg et Na qui sont les plus élevées et significativement différentes
des moyennes mesurées dans les autres populations pour ces éléments. Il est a noter que ces deux
especes concentrent Mg, Fe et Al, les trois éléments les plus concentrés dans le substrat de culture.
Des disparités sont observées entre les quatre populations d’A. murale pour Al, Fe, Mn, Si et Zn
dans les parties aériennes (Figure 21).
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Tableau 12 _Concentration dans les parties aériennes en mg Kg-1. Moy + ET. AlyA : A. murale Albanie, AlyG1 :
A. murale Gréce, AlyG2 : A. murale Gréce, AlyG3 : A. murale Gréce, BORN : B. tymphaea, LEPT : L. emarginata, LNC : L.
emarginata non calibrées, NOC : N. tymphaea). Les populations affectées de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Kruskal-Wallis, p<0,05).

Al As B Ca Cd Co Cr
AlyA 27+18b 0,55+0,10d 16 +3,5cd 3580+1036b 0,23+0,09c 19+7,4a 1,3+0,8b
AlyG1 43+32a 0,64 +0,07b 21+3,5a 4320+739a 0,2+0,13d 20+49a 21+17a
AlyG2 24+12Db 0,53+0,08de 15+3,0de 3180+954c 0,24+0,14 ¢ 15+4,38b 1,3+0,7b
AlyG3 13+16¢c 0,62+0,09c 14+£29f 3151+831c 0,21+0,10cd 15+4.2b 0,92+0,87c
BORN 9,7+56¢ 0,67 £0,09 a 18+2,55b 4261+807a 0,57+0,10b 19+5,0a 0,72+0,40 ¢
LEPT 6,2+238d 0,67 £ 0,06 a 13+£22g 2215+421e 0,18 +0,06d 14+3,0b 0,45+0,55d
LNC 98+4,6¢cC 0,53 +0,06de 17 +2,9bc 2556+363d 0,12+0,05e 15+5,1b 0,32+0,15d
NOC 60+47a 0,5+0,06e 14 £ 3,0 ef 1543 +£472f 49+26a 20+5,5a 2,7+¥20a
MOY 2225 0,61+0,1 16 +4,1 3326+1155 0,52 +1,23 17 5,6 1,2+1,2
Cu Fe K Mg Mn Mo Na
AlyA 2,13+£0,77a 84+47Db 10916 +6559c 5337+2888d 74 +23a 0,59+0,65¢ 095+641e
AlyG1 197 +047a 118+ 74a 11882+3033a 7482+1415a 55+13¢c 0,64+0,62bc 92,6+120a
AlyG2 2,02 +0,85ab 82+31b 10867 +4558bc 6971+2579b 60+16b 0,56+059¢c 7,14+13,1d
AlyG3 1,50+ 0,60 c 65+49c 10138+4282¢c 6261+2150c 62+19b 0,68 + 0,79 bc 69+55Db
BORN 1,79+£0,38b 49+16d 11844 +5200ab 6895+2839bc 58+10b 0,52+0,58¢ 52+51c
LEPT 1,41+0,35¢c 36+1le 9587+2000c 5030+1202d 42+10d 0,79+0,68ab 37,4+142c
LNC 1,74+0,31Db 36+83e 11026 +1406a 5038+730d 40+10d 0,65+0,75bc 885+11,3d
NOC 1,51+0,39¢c 147 +92a 13196 +5480a 8677+3489a 43+12d 1,36 +1,24a 141 +106a
MOY 1,8+0,6 74 +57 11018+ 4524 6311+2491 56 +19 0,68 + 0,72 50+ 74
Ni P Pb S Si Zn
AlyA 3579+1112b 1694+682c¢ 0,57+0,17b 2852+1376¢ 136 +32Db 86+33c
AlyG1 2329+726d 2656+629a 0,55+0,15b 2765+1085¢c 183 +67a 59+15d
AlyG2 [2700+1177cd 1338+565d 0,45+0,18 ¢ 2859+1267c¢ 123 +26¢ 83+23c
AlyG3 2375+844d 1379+746d 0,36 +0,13d 3108+1390¢c 99 +29d 63 +23d
BORN 4032+940a 1980 +637b 0,73+0,15a 3955+1206a 128 +38¢ 91+20b
LEPT 2886+965c 1654 +424c 0,43+0,15¢ 3462+822b 76 £13e 54+16e
LNC 2623+710cd 2432+326a 0,41+0,12c 3950+685a 87 +14d 46+9,0f
NOC 2669 +804 cd 945 + 284 e 0,42+0,15¢ 3 782;)1 306 174 +82ab 147 +59a
MOY 2986+1113 1830+768 0,51+0,19 3279+1256 125 +55 74 + 34
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Figure 21 _ Concentrations des éléments en traces dans les parties aériennes d’A. murale aprés 70
jours de culture sur une terre ultramafique. Données des quatre populations d’A. murale confondues, les valeurs
affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Wilcoxon, p<0,05).

d) Corrélations du Ni avec Ca, Co et, Zn

Toutes populations confondues, la biomasse est corrélée négativement a I'ensemble des éléments
dosés dans les parties aériennes. Plusieurs éléments sont corrélés positivement entre eux : Al, Fe
et Cr par exemple. Il y a aussi des corrélations entre éléments majeurs : K-Mg et K-S, S-Mg, des
corrélations entre éléments mineurs : Al-Fe, Cr-Fe, Ni-Zn et des corrélations du Ca avec Mn, Co, Ni
et Pb. Les matrices de corrélation par population indiquent trois groupes de variables, corrélées
entre elles pour chacune des populations. Un premier groupe constitué de Cr, Al, Fe et Mg, un
deuxieme groupe incluant les éléments traces B, Mn, Co, Ni, Pb, Zn et le Ca, et enfin un troisieme
groupe plus variable selon les populations et constitué principalement des éléments majeurs K, S,
P et parfois Mg et Cu (Annexe 5). Les deux derniers groupes sont fréquemment corrélés entre eux.
Dans N. tymphaea, ces trois groupes sont corrélés.

Le Ni est corrélé positivement avec Co, Zn, et Ca mais avec des coefficients variant selon les
especes (Annexe 6). Le Ni est fortement corrélé au Co dans AlyA et AlyG2 mais faiblement dans
les deux autres especes d’A. murale. Le Ni est corrélé fortement au Zn dans AlyG3 et plus
faiblement dans les autres populations. Ni et Zn sont fortement corrélés dans LEPT mais pas dans
B. tymphaea. Par ailleurs, le Ni est corrélé au Co et au Zn dans L. emarginata issue de graines
calibrées mais pas lorsque les graines sont non calibrées. Le Ni est aussi corrélé positivement avec
le B, Mn et le Pb pour AlyA, Aly G2, Aly G3, B. tymphaea, LEPT et NOC. Enfin, N. tymphaea présente
des corrélations élevées pour de nombreux éléments.

e) Variabilité de la composition

D’apres Wilding (1985), si le coefficient de variation (CV) est inférieur a 0,15 alors la variation est
faible, si 0,15<CV<0,35, la variation est modérée et si CV>0,35, alors elle est élevée. Le CV pour le
Ni dans AlyG2 et G3 est supérieur a 0,35 alors qu’il est égal a 0,31 pour les deux autres populations
d’A. murale (Annexe 7). Pour B. tymphaea, il est faible et plus élevé dans N. tymphaea. Pour
L. emarginata (calibrées), il est de 0,33 et est inférieur dans L. emarginata (non calibrées).
N. tymphaea est la seule espece avec un CV>0,35 pour la biomasse. Ainsi, la variation est différente
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selon I'espece et la population, elle peut étre liée a I'origine des graines : nombre de parents dont
estissu le lot de graines.

Les coefficients de variation sont élevés (>0,35) pour les éléments Al, Cd, Cr, Mo et Na et ce pour

toutes les populations. En dehors de ces éléments, L. emarginata présente une variabilité faible
(=0,35).

f) Individus avec des concentrations extrémes

Les valeurs extrémes, définies comme les valeurs distantes du 25éme et du 75¢me percentiles de
plus de 1,5 fois la valeur de l'intervalle interquartile, peuvent représenter un individu avec un
potentiel exceptionnel pour I'élément considéré. Pour chacun des éléments suivants : B, Ca, Co, Fe,
K, Mg, Mn, Ni, P, Zn, la distribution des 419 individus est observée par population pour identifier
les individus avec une concentration extréme pour au moins un de ces éléments. Au total, 68
individus ont une concentration tres élevée pour au moins 1 de ces éléments. L. emarginata (non
calibrées) présente la plus grande proportion de ces individus (pres de 30%) alors que N.
tymphaea, n’a que 4% de ces individus (Figure 22a). Les éléments majeurs présentent davantage
de concentrations extrémes que les éléments traces (Figure 22b). En effet, Fe, Mg, S et Fe ont entre
5,5 et 7,5% de leurs concentrations qui sont extrémes et le Ni le plus faible avec a peine 2%,
correspondant a 8 individus (Figure 19).

Les individus avec une concentration extréme de Ni ont aussi une concentration extréme en Co,
Zn et Mn et parfois plusieurs extrémes dans le méme individu. En revanche, pour le Co, Mn et Zn
il y a des individus avec une concentration extréme pour un seul de ces éléments et pas pour les
autres ni pour le Ni.

a) 35 - by
30 8
< —_7
S 25 - S
3 26'
>
§20- < 5
E g
< 15 - 4 A
® =
E 2 3
5 10 1 e
Z — 2
5 4 1
0 - 0 -
\od N v % = S < & DB ® 2 W N RS s
Vﬁ ?ﬁg ?ﬁg @6%&\55 \)% éo ¢ R NI\ W

Figure 22 _ a) Répartition des individus avec au moins une valeur extréme pour un des éléments
suivants : B, Ca, Co, Fe, K, Mg, Mn, Ni, P, Zn et b) Nombre de valeurs aberrantes par élément

g) Individus les plus efficients pour le Ni, le Co

Individus les plus concentrés en Ni

En moyenne, la concentration du Ni est 175 fois plus élevée que celle du Co. A. murale a des

aptitudes différentes a concentrer le Ni selon la population. La population AlyA a les
concentrations les plus élevées en Ni et aussi en Co, dont trois individus ont plus de 30 mg kgt Co
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(Figure 23). La concentration du Ni est corrélée a celle du Co sauf dans AlyG1 pour laquelle a la
concentration de Ni comprise entre 3 200 et 4 200 mg kg1, deux groupes d'individus se
distinguent : I'un, avec cinq individus qui ont une concentration de Co de 20 + 1 mg kg! et I'autre,
avec le méme nombre d’individus et une concentration de 28 + 2 mg kg1 de Co. Pour AlyG2, les 2
éléments sont parfaitement corrélés.
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Figure 23 _Relation entre Ni et Co dans les dix individus les plus concentrés en Ni pour chacune des
quatre populations d’A. murale

Individus les plus concentrés en Co

Les dix individus de chaque population qui présentent les concentrations en Co les plus élevées
sont représentés sur la Figure 24. Ces individus sont parfois les mémes que ceux ayant les plus
fortes concentrations du Ni. Ainsi, sept, cing, neuf et cinq individus ont les meilleures
concentrations pour le Ni et le Co pour respectivement AlyA, AlyG1, AlyG2 et AlyG3. Etant donné
que les individus sont les mémes que pour le Ni, les observations sont similaires avec la figure
précédente. Il est a noter dans AlyGl, qu'un individu se distingue pour sa concentration
supérieure en Co. Dans cette méme population, pour une fourchette de concentration de Co de 25
a 30 mg kg1, deux groupes d’individus se distinguent : I'un avec des concentrations supérieures a
3 000 mg kgt de Ni, I'autre avec des concentrations inférieures (individus entourés en noir Figure
24).Par ailleurs, dans le cas d’AlyA, au-dela d'une concentration de 25 mg kgt de Co, deux groupes
d’'individus se distinguent (entourés en vert et rouge Figure 24): ceux pour lesquels les
concentrations du Ni et du Co sont élevées, et ceux pour lesquels la corrélation est négative entre
les deux éléments (concentration du Co augmente et celle du Ni diminue).
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Figure 24 _ Relation entre Ni et Co pour les dix individus offrant les concentrations les plus élevées
en Co des quatre populations d’A. murale

Ces deux groupes observés dans AlyA se retrouvent dans L. emarginata au-dela d’une
concentration de 16 mg kg1 de Co dans les parties aériennes (Figure 25). Quand la concentration
de Co est inférieure a 16 mg kg-1, alors les concentrations de Co et Ni sont corrélées positivement.
Mais au-dela de cette valeur, deux groupes d’individus se distinguent: l'un présente une
corrélation positive entre les deux éléments et I'autre une corrélation négative.

Dans L. emarginata (issus de graines calibrées), au sein des dix individus avec les concentrations
de Co les plus élevées, il existe deux types de profil qui se retrouvent dans les corrélations Co-Ni
et Co-Zn (Figure 26) car Ni et Zn sont corrélés positivement (rs=0,81).
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Figure 25 _ Relation entre Ni et Co dans L. emarginata a) individus issus de graines calibrées et non
calibrées (N=72+24) et b) individus issus des graines de L. emarginata non calibrées (N=24)
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Figure 26 _ Relations du Co avec le Ni et le Zn dans les parties aériennes des dix L. emarginata les
plus concentrés en Co (graines calibrées)

1.3. Discussion

La production de biomasse supérieure dans L. emarginata confirme les résultats de Chardot et al.
(2005) de culture de cette espéce sur sol ultramafique pour laquelle la biomasse était supérieure
comparée a A. murale et B. tymphaea, alors que les populations étaient différentes de celles
utilisées ici. Cette méme étude met en évidence une concentration du Ni de 5 595 mg kg1 dans
B. tymphaea et supérieure aux autres espéces L. emarginata et A. murale, de 4 591 et
3 671 mg Ni kg-1 MS respectivement. La concentration dans A. murale est similaire a celle obtenue
dans notre étude pour la population d’Albanie. Les concentrations supérieures de cette étude
peuvent étre expliquées par le volume de sol plus grand et le temps de culture plus long. Les
concentrations du Ni des quatre populations d’A. murale sont inférieures a celles mesurées dans
A. bertolonii excepté pour une population (Impruneta), la moins efficiente qui avait des
concentrations similaires en Ni, Cr, Co, mais largement supérieure en Ca et inférieure en Mg a
celles mesurées dans A. murale Albanie, la meilleure population de notre étude. La différence peut
venir de la maturité des individus qui ont été récoltés a I'age adulte in situ dans leur étude (Galardi
et al. 2007Db). Par ailleurs, les coefficients de variation du Cr, Na, Mo et Al sont élevés dans notre
étude (Annexe 7), car tous supérieurs a 0,35 (Wilding 1985). Pour le Cr, ces résultats rejoignent
ceux de Galardi et al. (2007b). La variabilité du Cr est importante dans les Brassicacées
hyperaccumulatrices de Ni de ces études. La variabilité du Ni au sein des populations d’A. murale
est comprise dans la fourchette de CV de celle d’A. bertolonii, 0,31 a 0,44 et 0,221 a 0,595
respectivement. La variabilité du Ca est faible dans les deux espéces et varie en fonction de la
population pour le Mg et le Co. La variabilité du Co est élevée dans leur étude et beaucoup plus
faible dans A. murale (CV compris entre 0,25 et 0,39). La variabilité de la concentration du Ni est
inférieure dans N. tymphaea et est la plus faible pour B. tymphaea par rapport aux populations d’A.
murale. Le calibrage des graines diminue la variabilité de la concentration du Ni dans les parties
aériennes. Le Ni est souvent corrélé au Co et au Zn et, dans une moindre mesure, au Mn et au Pb.
Il est donc difficile d’identifier une population qui pourrait préférentiellement hyperaccumuler le
Ni et pas ces autres éléments dans la mesure ou ils seraient présents en plus hautes
concentrations, avoisinant celle du Ni. N. tymphaea, qui est l'espéce la plus efficace pour
concentrer le Zn et dans une moindre mesure le Co, co-accumule les éléments présents. La
majorité des éléments dans ses feuilles sont corrélés entre eux, ce qui limite la possibilité
d’atteindre des concentrations élevées d’une part et complique I'extraction des métaux apres la
récolte. De plus, les plantes ont extrait en moyenne de faibles concentrations de Co, entre 15 et
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20 mg kg1 selon l'espéce. Les individus ont des capacités tres différentes a concentrer cet élément.
Alors que L. emarginata a la concentration de Co la plus faible de toutes les especes testées, il se
dégage des individus avec deux profils distincts parmi le lot de graines non calibrées. Les individus
avec les concentrations de Co les plus élevées se distinguent en deux groupes : ceux avec aussi les
plus fortes concentrations de Ni et a contrario, ceux avec des concentrations de Ni plutot basses.
Ainsi, pour I'hyperaccumulation d’autres éléments, des génotypes se distinguent au sein des
populations et L. emarginata semble posséder un génotype qui pourrait potentiellement extraire
le Co dans la mesure ou sa concentration dans le sol serait plus élevée que dans un sol
ultramafique. Si la calibration des graines de L. emarginata n’a pas permis de diminuer la
variabilité elle a permis, cependant, d’'identifier des profils d'individus intéressants pour le Co
dans le lot non calibrées.

1.4. Conclusion

Cette étude a montré une variabilité intra et inter- population élevée. Au sein de celle-ci, peuvent
étre identifiés des individus plus performants pour I'extraction du Ni et d’autres pour d’autres
éléments. Les concentrations mesurées confirment celles de la littérature malgré le faible volume
de terre mis a disposition des plantes. L. emarginata et B. tymphaea offrent le meilleur potentiel
pour la phytoextraction du Ni. Des individus dans la population de L. emarginata ont des facultés
al’encontre du Ni alors que d’autre concentrent le Co pour un contenu en Ni plus faible. Ainsi, c’est
a I’échelle de l'individu que peut s’effectuer la sélection et non a I'échelle de la population. Le
potentiel de ces plantes a concentrer d’autres éléments d’intéréts que les éléments métalliques va
étre étudié.

2. Production de composés organiques d’intérét
par les hyperaccumulateurs de Ni

Les métabolites secondaires sont produits par la plante en réponse a un stress environnemental,
e.g. carence en éléments nutritifs dans le milieu, stress généré par des herbivores. Jusqu'a présent,
il n'existe aucune donnée concernant la production de métabolites secondaires dans les
hyperaccumulateurs de Ni. Or, la toxicité du milieu, induite par la concentration des métaux,
pourrait provoquer la synthése de tels composés. Par ailleurs, les carences en éléments nutritifs
peuvent aussi étre a 'origine de la synthese de composés capables de chélater les métaux (e.g.
phytosidérophores pour Fe, Zn). Au-dela de la connaissance de la physiologie des
hyperaccumulateurs, la connaissance de la composition des plantes en métabolites secondaires
présente un intérét pour une valorisation (e.g. pharmacologie, cosmétologie). Le travail repose
sur une série d’analyses de coumarines effectuées sur un ensemble d’échantillons de plantes
hyperaccumulatrices de Ni prélevées sur le terrain ou provenant d’expériences conduites durant
la these.

2.1. Matériels et méthodes

Un criblage a été effectué sur 14 especes hyperaccumulatrices de Ni. (C. charrellii, C. thracica, A.
murale, A. serpyllifolium, A. bertolonnii, A. heldreichi, A. smolicanum, B. baldacii et B. tymphaea, N.
tymphaea et N. caerulescens, Sedum alfreddii (HA et non HA), L. emarginata). Les analyses ont
porté sur les organes séparément : C charrellii (feuille et tige), C thracica (feuille, tige et rhizome),
A. murale (PA et PR), A. serpyllifolium (PA), A. bertolonnii (PA avec fleurs), A. heldreichi (PA avec
silique, racines), A. smolicanum (PA et PR), B. baldacii (PA) et B. tymphaea (PA et PR), N. tymphaea
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(trois individus : PA et PR) et N. caerulescens (quatre individus : PA), S. alfreddii (HA et non HA :
PA), L. emarginata (PA et PR). Onze molécules appartenant aux coumarines ont été analysées :
Angélicine, 6méthoxy-coumarine, Daphnétine, Daphnétine 8 méthyléther, Daphnétyl
Diméthyléther, Esculétine, Fraxétine, Limétine, Scoparone, Scopolétine et Umbelliférone.

La recherche des coumarines a été également faite sur les parties aériennes des plantes récoltées
durant I'expérimentation décrite dans la Partie 3 Chapitre 1 (B. tymphaea et L. emarginata).
Trente-trois composés ont été analysés : Aurapténe, Bergamottine, 6,7-Dihydroxybergamottine,
Bergaptene, Bergaptol, Byakangélicine, Byakangélicol, Cnidicine, Cnidiline, Coumarine,
Daphnétyl diméthylether, Epoxyaurapténe, Epoxybergamottine, Esculétine, Esculine
(esculétine glycosylée), 8-Géranyloxypsoralene, Héraclénine, Héraclénol, Impératorine,
[soimpératorine, Isopimpinelline, Limétine, Osthol, Oxypeucédanine, Oxypeucédanine hydrate,
Phelloptérine, Psoraléne, Scopolétine, Scopoline. Quatorze échantillons de chacune des espéces
sont analysés et la composition élémentaire est obtenue par dosage a I'lCP-OES des minéralisats.

Les échantillons de plantes sont séchés puis broyés. Deux extractions successives au méthanol
sont effectuées sur une prise d’essai de 50 mg (Partie 2 « analyse des coumarines »). Les solutions
sont analysées par U-HPLC.

2.2. Résultats

L’analyse de 33 échantillons de matériel végétal des 14 especes permet de mettre en évidence la
présence de plusieurs composés, dont la scopolétine et I'esculétine (Annexe 8). Ces deux
molécules sont présentes a plus de 1 mg kgl MS, essentiellement dans les Brassicacées. L.
emarginata et B. tymphaea et les cinq especes d’Alyssum sont les plus concentrées en ces
molécules. Pour Alyssum, des concentrations élevées sont observées dans les parties aériennes et
les racines. La scopolétine est retrouvée dans les parties aériennes de B. tymphaea (22 mg kg1) et
L. emarginata (41 mg kg1). Une seconde analyse de ces deux espéces (échantillons de la Partie 3
Chapitre 1) met en évidence trois autres composés : le byakangélicol, 'epoxyaurapténe et la
scopoline (Tableau 13) alors que 'esculétine n’est plus détectée.

Tableau 13 _ Concentration des coumarines dans les parties aériennes de B. tymphaea et
L. emarginata. Moyenne * écart-type

N  Byakangélicol Epoxyaurapténe Scopolétine Scopoline
B. tymphaea 14 5,07 + 3,29 13,5+6,90 279 £ 56 8,68 +5,73 mg kg1
L. emarginata 14 15,6 £11,9 12,8 +5,62 190 £ 67 2,63+2,53 mg kg1

La concentration de la scopolétine est corrélée positivement avec celle du Ni (R?=0,29, p<0,01) et
du Fe (R?=0,42, p<0,001) (Figure 27). Cette molécule montre aussi des corrélations positives avec
Co (R?=0,32, p<0,01), Mn (R?=0,35, p<0,01), B (R*=0,50, p<0,001), Ca (R*=0,45, p<0,001), Mg
(R?=0,26,p<0,01), Zn et P. A I'inverse, la corrélation est négative avec la biomasse (R significatifs
mais inférieurs a 0,25). Pour les autres composés organiques, bien que significatives, les
corrélations sont faibles (R?<0,25). Cependant, en considérant les espéces séparément, ces
molécules ne sont pas corrélées avec les mémes éléments. Ainsi, I'époxyauraptene est corrélé
positivement avec Co et Mn dans B. tymphaea (R* de 0,35 et 0,46 p<0,05) alors que dans
L. emarginata il est corrélé avec Ni et Ca. Le byakangélicol est corrélé positivement avec K dans
B. tymphaea alors que dans L. emarginata il 'est avec P et la scopolétine (R*>0,4 et p<0,5). La
scopolétine et la scopoline sont corrélées négativement dans B. tymphaea. Dans le cas de
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L. emarginata, la scopolétine est corrélée positivement avec B (R2:0,40, p<0,05), P (R2:0,41,
p<0,05) et K (R?=0,49, p<0,01), et la scopoline avec Fe (R?=0,34, p<0,05).
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Figure 27 _ Matrice des corrélations deux a deux des éléments dosés dans les parties aériennes de
B. tymphaea et L. emarginata (les deux espéces confondues) aprés 70 jours de culture sur la terre
ultramafique. Coefficient de Pearson, N=26, les blancs signalent que le coefficient n’est pas significatif.

2.3. Conclusion

Le criblage effectué sur une série de plantes hyperaccumulatrices de Ni ayant poussé sur un sol
ultramafique a permis de constater pour la premiére fois la présence de molécules organiques
appartenant a la famille des coumarines. Elles sont principalement retrouvées dans les parties
aériennes. Apres quantification, il s’avere que la scopolétine est présente dans des concentrations
jusqu’a 140 fois supérieures a celles mesurées dans les racines d’A. thaliana en absence de Fe
(Schmid et al. 2014) ou la concentration était de 2 000 ng g! de scopolétine dans les extraits de
racine. Les coumarines sont des métabolites secondaires produits en réponse a un stress ou a un
besoin adaptatif. Lors d'une déficience en fer (et sous condition alcaline), A. thaliana libere des
coumarines dans la rhizosphére qui jouent un réle dans I'acquisition du fer par la plante (Schmid
etal 2014). Les Brassicacées étudiées ici produisent donc aussi de la scopolétine qui pourrait étre
impliquée dans la chélation des métaux par substitution de sa fonction OH. La présence de
scopolétine dans les parties aériennes pourrait étre alors liée a des processus de détoxification du
Ni dans les feuilles. A I'inverse, les concentrations faibles de ces molécules retrouvées dans les
racines suggerent une faible implication dans le transport des métaux. Les coumarines ont été
observées dans des HA de Ni développés sur un sol ultramafique, riche en fer. Leur concentration
est corrélée positivement avec celle du Fe et du Ni. Les corrélations observées entre ces molécules
et certains éléments tels que Ni, Fe, Ca ou Co laissent penser que la synthése de ces molécules et
le transport des éléments sont intimement liés. En 'absence de Fe dans le milieu, la concentration
en scopolétine pourrait-elle augmenter pour aider la nutrition en Fe ? La production aurait-elle
lieu dans les racines ? Des expériences complémentaires sont nécessaires en faisant varier les
concentrations en Fe et Ni afin de comprendre les conditions de synthese de ces molécules. Leur
role dans I'absorption, le transport et la séquestration des métaux, tels que Fe et Ni, reste a
démontrer.
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3. Effet de la co-culture sur I’accumulation du Ni

L’optimisation des itinéraires techniques dans le cas de 'agromine a pour but d’augmenter la
biomasse et la concentration du Ni. Elle peut s’envisager de différentes facons : par utilisation
d’engrais minéraux (Bani et al. 2007), par apport d’'amendements (Rees et al. 2015, 2016;
Wiszniewska et al. 2016; Alvarez-Lopez et al. 2016), par inoculation de souches « plant growth
promoting » (Abou-Shanab et al. 2003, 2006; Glick et al. 2011; Sessitsch et al. 2013; Cabello-
Conejo et al. 2014; Durand et al. 2016), ou par la densité des plantes (Bani et al. 2015a; b). Une
voie possible est de diversifier le couvert végétal qui permet d’augmenter le nombre de fonctions
rhizosphériques qui interviennent dans la croissance et le développement des plantes. Dans le cas
d’especes hyperaccumulatrices, la co-culture peut augmenter la production de biomasse et donc
la quantité extraite (Jiang et al. 2010) et la concentration du métal dans les parties aériennes de
I'espéce hyperaccumulatrice (Jiang et al. 2010; Liu et al. 2011). Une culture en conditions
controlées a été conduite afin de comparer deux modalités de couvert végétal : mono-spécifique
ou co-culture d’hyperaccumulateurs, en vue de déterminer les conditions qui permettent la
production de Ni la plus élevée.

3.1. Matériels et méthodes

Quatre espéces, A. murale (S 1), B. tymphaea (S 11), L. emarginata (S 11) et N. tymphaea (S 11I) sont
cultivées en vases de végétation, seules (couvert mono-spécifique) ou ensemble (co-culture). Une
modalité sans plante « sol nu » est préparée pour étudier I'effet du couvert. Dans chaque vase, sont
placés 3 kg de terre ultramafique. Huit individus sont conduits pour les couverts
mono- spécifiques et deux individus des quatre especes pour la co-culture. Chaque modalité
comporte sept répétitions. Les vases de végétation sont disposés en chambre de culture selon sept
blocs aléatoires. Les conditions de culture sont : photopériode de 16h jour, 8h nuit, température
22°Cjour, 15°C nuit, hygrométrie 70%, luminosité 2000 Lux (soit 200 umol.s-1.m?). L’humidité du
sol est fixée a 75 % de la capacité au champ et maintenue constante par un arrosage toutes les
48 h. La récolte est effectuée apres 120 jours de culture. Pour les modalités « monoculture », un
échantillon des parties aériennes coupées au collet et un échantillon des racines sont constitués.
Pour la modalité co-culture, les parties racinaires de chaque espece sont séparées dans la mesure
ou il est possible d’identifier leur appartenance. Les amas racinaires non affiliés a une espece sont
mis a part. Les biomasses aériennes et racinaires sont pesées, puis minéralisées et leur
composition est analysée par ICP-OES apres minéralisation. La terre adhérente (ie.
rhizosphérique) est récoltée et sont mesurés le pH, les éléments extractibles au DTPA, la capacité
d’échange cationique (cobaltihexamine) et les éléments pseudo-totaux (eau régale).

3.2. Résultats
a) Biomasse et extraction du Ni

En culture mono-spécifique, N. tymphaea produit une biomasse aérienne plus élevée a celle de
B. tymphaea et d’A. murale. La production de L. emarginata est intermédiaire (Figure 28a)
(Wilcoxon, p<0,10). En comparaison, lors de la co-culture, la biomasse de L. emarginata diminue
significativement tandis que celle de B. tymphaea tend a augmenter. La biomasse racinaire de
L. emarginata est significativement supérieure a celles de N. tymphaea et A. murale. La
concentration du Ni dans les parties aériennes est la plus élevée pour B. tymphaea et la plus faible
pour L. emarginata en monoculture. Dans le couvert mixte, elle augmente dans ces deux espéces
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alors qu’elle n’est pas différente dans N. tymphaea et A. murale de celle obtenue lors de la culture
seule (Figure 28b). Le facteur de translocation (FT) (concentration dans les PA/concentration
dans les PR) du Ni est le plus élevé pour N. tymphaea et B. tymphaea (Figure 29a). En co-culture,
le FT est plus faible pour B. tymphaea et A. murale par rapport a la monoculture. Le facteur de
bioconcentration (FBC) (concentration de Ni dans les parties aériennes/ la concentration de
Niprea @ I'issue de la culture), est supérieur dans B. tymphaea quel que soit le mode de culture
(Figure 29b). A. murale seul extrait seulement 11 mg de Ni par vase de végétation, quantité
significativement inférieure a toutes les autres modalités (20 a 26 mg Ni par vase selon le couvert)
(Newman Keuls, p<0,05, données transformées en log). La quantité extraite par individu en
mono- spécifique et co-culture ne varie pas avec B. tymphaea, A. murale et N. tymphaea mais elle
diminue significativement avec L. emarginata (Kruskal-Wallis, p<0,05) (Figure 30). B. tymphaea a
un rendement de Ni significativement supérieur aux trois autres espéces en co-culture.
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Figure 28 _ a) Biomasse et b) Concentration du Ni des parties aériennes des quatre espéces
hyperaccumulatrices selon le mode de culture. LEPT : L. emarginata, NOC : N. tymphaea, ALY : A. murale, BORN :
B. tymphaea. Les barres verticales représentent les écarts-types (N=7). Les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (Wilcoxon, p<0,10).
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Figure 29 _Facteur de a) translocation du Ni et de b) bioconcentration du Ni. LEPT : L. emarginata, NOC :
N. tymphaea, ALY : A. murale, BORN : B. tymphaea. Les barres verticales représentent les écarts-types. Les valeurs affectées
de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05, données transformées en log dans le
cas de TF).
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Figure 30 _ Quantité de Ni extrait par individu selon I’espéce et le type de couvert (mono-spécifique
ou en co-culture). LEPT : L. emarginata, NOC : N. tymphaea, ALY : A. murale, BORN : B. tymphaea. Les barres verticales
indiquent les écarts-types. Les lettres indiquent les différences significatives (Kruskal-Wallis, p>0,05).

b) Composition des parties aériennes et racinaires

En couvert mono-spécifique, B. tymphaea offre les concentrations les plus élevées en éléments
majeurs Ca, K, Mg et Na dans les PA, ainsi qu’en Ni et Pb (Tableau 14). A. murale et N. tymphaea
concentrent plus d’Al et de Fe dans leur PA et plus de Cu et Zn dans les PR que L. emarginata et B.
tymphaea. N. tymphaea transfere plus de Cd, Zn et Co vers les PA que les autres espéces. La plante
concentre faiblement le Ca. Les concentrations en Fe et Cd sont plus élevées dans ses PR.
L. emarginata se distingue des trois autres espéces par ses plus faibles concentrations dans les PA
en Al, Cd, Co, Cu, Fe, Ni, Pb et Zn, et dans les PR en Mn, Cr et Cd. En co-culture, les concentrations
de Fe augmentent dans les PA de toutes les especes ainsi que celles du Ca et du Zn dans les PR. Les
concentrations racinaires du Co, Cr, Fe, Mn, Pb diminuent (Tableau 14). La co-culture n’a pas
d’effet sur le transfert du Co, Cu, Na et Zn dans les PA. Dans B. tymphaea, 'augmentation de Ni dans
les PA pourrait étre due a la diminution de Ca et de Mn dans les PA. En effet, le Ni et le Ca sont
corrélés positivement dans les PA en monoculture (R*=0,81), mais ils ne sont plus corrélés dans
les parties aériennes en co-culture (R?=0,14). Dans les parties racinaires, c’est le contraire : Ni et
Ca ne sont pas corrélés en monoculture mais en co-culture (R*=0,74) ou la concentration des deux
éléments augmente dans les PR. Enfin, le K est multiplié par 11 dans les PR de B. tymphaea en co-
culture, et une corrélation du Ni et du Cu apparait dans les PA (rs=0,64) et dans les PR rs=0,82).
De plus, I'augmentation de Ni dans les PA de B. tymphaea et L. emarginata peut s’expliquer par
I'augmentation du Ni dans les PR et la diminution du Co et Mn dans les PR. Aussi, dans L.
emarginata, le Mg et le Ni augmentent de 1,2 fois dans les PA. Cependant, dans N. tymphaea, alors
que Mg et K augmentent dans les PA, ils n’augmentent pas dans les PR et le Ni augmente ni dans
les PA ni dans les PR. Par contre, le Cd augmente dans les PR et les PA. Dans A. murale, le Ni
augmente dans les PR mais pas dans les PA. Il y a une augmentation de Ca dans les PA. Elle est
expliquée par 'augmentation de Ca dans les PR accompagnée par une augmentation du Mg dans
les PR (rs=0,63).

c) Composition de la terre rhizosphérique

Le pH n’est pas différent entre les sols plantés et non plantés. Cependant, il est inférieur en
présence de B. tymphaea par rapport a A. murale et L. emarginata. Les concentrations de Niprpa,
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Kcecet Mgcec diminuent en présence d’'un couvert, a 'exception de N. tymphaea. Les concentrations
de Cu prpa, Mn prea, Pborea, Nacee, Mncee et Cacgc augmentent en présence d’un couvert, sauf avec
A. murale (Tableau 15). Les concentrations pseudo-totales apres culture varient trés peu d’une
modalité a une autre. Celle du Ni diminue sauf avec A. murale. Celle du Co diminue avec
B. tymphaea.
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Tableau 14 _Biomasse individuelle et composition des parties aériennes (PA) et racinaires (PR) selon I'espéce et le couvert. ALY : A. murale, BORN : B. tymphaea,
LEPT : L. emarginata, NOC : N. tymphaea, mono: couvert mono-spécifique, mixte: couvert multispécifique. Moy #+ écart-type. Pour chaque variable, les valeurs affectées de la méme lettre ne
sont pas significativement différentes (Kruskal-Wallis, p<0,05).

Espece
ALY
BORN
LEPT
NOC
ALY
BORN
LEPT
NOC

Espece
ALY
BORN
LEPT
NOC
ALY
BORN
LEPT
NOC

Espece
ALY
BORN
LEPT
NOC
ALY
BORN
LEPT
NOC

Couvert Biomasse_PA

mono
mono
mono
mono
mixte
mixte
mixte

mixte

Couvert
mono
mono
mono
mono
mixte
mixte
mixte

mixte

Couvert
mono
mono
mono
mono
mixte
mixte
mixte

mixte

0,13+0,04d
0,25+0,07 bc
0,32+0,09 ab
0,35+0,08a
0,08+0,06d
0,3+0,15b
0,2+0,05c
0,28 0,13 bc

Cr_PR
29 +14 bc
43+29ab

22+5¢
44+10a
25+2,7e
52+20e
8,1+3,3d
7,7+3,0d

Mn_PA
204 £ 34 ab
197 £23 Db
168 + 15 cd
113+£20e
252+65a
176 20 c
161+18d
107 +23e

Al_PA
166 +140b
44+50c
17+12¢c
134+£107b
410+ 314a
135+90b
113+£60Db
319+277a

Cu_PA
51+£08a
52+1,0a
31+£05¢c
40+10b

4,5+4,0ab
45+0,6ab
29+0,7c
48+1,2a

Mn_PR
26 +9 bc
38+34ab
18+5cd
51+41a
18+7d
14 £ 6de
11+3e
11+7e

Al_PR
501+301b
794 +£593 a
377+110b
737 £204a
314 £91 bed

227 +65d
278 70 cd
365+ 127 bc

Cu_PR
84+25ab
4,7+09c
4,5+1,3cd
12+9a
69+23b
4,2+0,4cd
36+£15d
7,1+13b

Na_PA
65+ 18 bed
138+42a
51+25cd
100 £ 76 ab
46 +£82 cd
145+79a
34+32d
79+ 71bc

Ca_PA
26415+1851d
36156+1949a
16131+1305e

6016 £595 f
29309+4309c
31574+1941b
15194+1889e

6729+1177f

Fe_PA
552 +459 bc
167 +157d
82+36d
417 £323 ¢
1290+1043a
439 +282c
371+x191c
938 £ 747 ab

Ni_PA
10068 +£987b
12484 +758a
8427 +737c
9567 +1167b
9759+2420b
14478 £+ 954 a

10033+1353b
9986 +1685b

Ca_PR
405 + 153 bc
546 +326 b

325+84c

131+47d
1312+535a
1296 +£595a
484 +160Db
480 + 207 bc

Fe_PR
1406 + 688 bc
2020+1371ab
1013+254cd
2109+509a
707 £ 158 ef
536+ 149 f
665 = 154 ef
824 £ 317 de

Ni_PR
671+ 373 bc
106 +44 e
453 + 274 cd
72+18e
2180x901a
355+215d
906 +434b
102 +55e

92

Cd_PA
23+05d
46+06¢cC
1,0£02e
48+12b
2,4+08d
45+09c

094 +0,24e
62+15a

K_PA
24814 +3298a
23622 +4845ab
16416 +2645d
17086 +3862d
19255+ 6 623 cd
25075+3566a
17 598 + 3 548 cd
20321 +4867 bc

Pb_PA
41+04de
53+0,3ab

30£02f
4,1+0,8de
51+1,3bc

6,1+06a

38+06¢
45+14cd

Cd_PR
0,63+0,12d
09+0,15c
0,31+0,07e
1,9+0,7b
08+06d
1,2+0,3b
0,30+ 0,06 e
63+15a

K_PR
459 £ 264 b
380+187b
419 £ 294 Db
174+99 ¢

2024+1286a

4317 £3467a

1118+1011a
356 £ 296 bc

Pb_PR
15+4bc
16+5ab
16+5ab
22+11a
6,3+2,3d
75+16d
62+1,4d
12+4c

Co_PA
68+8b
74+7b
50+8¢c

127 +26a
68+18b
75+11b
50+6¢
127 +25a

Mg _PA
11437 +1123 cd
18547+1930a
11674 +2934d
11354+1133d

12388 +3 432 bed

20789+1585a
13892+2256Db
14092 +3 273 bc

Zn_PA
631+97d
789+ 63 c
277+37e

2256+523a
638 +182d
884 +107b
291+53e
2799+793a

Co_PR
3,7+1,2ab
4,5+32ab
2,9+0,7 bc
59+38a
2,4+0,7 cd

1,4+0.2f
1,6 £0,2 ef
2,5+23de

Mg PR
1155 + 595 be
1183 +289 be
1002 + 244 c
1321 £ 320 abc
1708+397a
1462 + 608 ab
1266 + 309 be
974 331 ¢

Zn_PR
80+35b
34+11d
46+19d
49 + 23 cd
218+ 83 a
99+47b
67 +19 bc

261+ 146a
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Tableau 15 _ Caractérisation des substrats aprés culture. SN : sol nu, A : A. murale, B : B. tymphaea, L : L. emarginata, N : N. tymphaea et LNAB : couvert mixte des quatre espéces.
PHeau, CEC : capacité d’échange cationique apres extraction a la cobaltihexamine (mg kg1, sauf TOTALcec en cmol* kg-1), DTPA : extraction au DTPA (mg kg1), ER : concentration pseudo-
total apres extraction a l'eau régale (mg kg-1). Moy # écart-type. Pour chaque variable, les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Kruskal-Wallis,

p<0,05).

Couvert
SN
A
B
L
N
LNAB

Couvert
SN
A
B
L
N
LNAB

Couvert
SN
A
B
L
N
LNAB

pH
58+0,02ab
581+0,04a
573+0,06b
58+0,07a
5,77 £0,07 ab
5,78+ 0,04 ab

AlpTpa
11+2b
12+2a
13+2a
12+1ab
14+3a
13+3a

Algr
19082 +478b
19250+376b
19313 +610ab
19818+335a
19355 +592 ab
19563 £ 552 ab

Alcgc
3,4+1,4bc
30x0,6¢c
49+1,2ab
53+24a
52+1,8a
4,4+ 2,3 abc

Cdptra
0,08+0cd
0,09+0b
0,09+ 0 bc
0,09+0a

0,06 £0,01e
0,08+x0d

Cder
29+0,1a
2,8+ 0,1 abc
2,8+0,1bc
2,8+ 0,1 abc
2,7+0,1c
29+0,1ab

Cacec
478 +17d
558 +41 bc
505 60 cd
604 + 78 ab
656 +90a
557 £52 bc

Coptra
0,63+£0,03d
0,67 + 0,06 cd
0,76 £ 0,04 a
0,74 £ 0,05 ab
0,73 £0,06ab
0,7 £ 0,06 bc

Cokr
129+21a
112+18ab
109+8b
111+11ab
112+9ab
120+ 14 ab

Feckc
1,5+08a
1,3£04a
19+£03a
21+x09a
21+x11a
19+10a

Crprea
0,07+0,01c
0,07 £0,01 bc
0,08 +0,01ab
0,08+0,01a
0,07 £0,01 bc
0,07 £0,01 bc

Crer
1468+51a
1456 +59a
1435+21ab
1434 +33ab
1422+74Db
1442 +40ab

Kcec
87+4a
75+ 3 bc
71x4c
74 + 6 bc
78+ 7Db
76+5b

Cuptpa
096+0,03b
1,6 +0,2a
1,5+02a
1,4+0,2a
1,5+03a
1,7+06a

Cugr
98+0,3c
12+1,7b
12+1b
12+1b
12+1ab
25+30a
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Mgcec
3672+53a
3528+131bc
3458+ 84 cd
3390+122d
3428+ 75cd
3605+104ab

Feptpa
248 + 12 ab
245+ 12 ab
251+12ab

255+6a
239+16b
245+ 13 ab

Mngr
1731+257a
1529+199b

1519+ 106 ab
1547 + 140 ab
1543 +102ab
1628+ 152 ab

Mncec Nacec
23+5¢ 66+12Db
28+ 4 bc 82+7a
33+5ab 84t1la
34 +8ab 93+19a
36+4a 100+ 19a
301+8b 84+10a
Mnprra Nibrpa

69+09c 77+2a
80+06b 72+1b
8,7+1,2ab 67 +3d
81+0,7b 69+2d
94+0,5a 71+ 2bc
85+11b 71+2c
Nier Per
1210+ 75a 854+43¢c
1138+75ab 912+49b
1075+43bc  955*49ab
1060+42c 987 £63a
1081+74c 939%32ab
1080+54bc 968 +65ab

Nicec
29+5a
22+1b
23+2b
25+4b
25+4ab
25+x6b

Pbprra
11+1d
13+1¢c
14 £ 1 abc
15+2ab
15+1a
14 +2bc

Pber
89x7c¢c
94 + 3 bc
102+6a
106 +8a
100+ 8ab
101+8ab

TOTALcec
30+0,02a
29+1ab
28+0,4b
29+1ab
29+0,6b
29+1a

Znptra
3,8+£0,1bc
4,2+04a
3,7£0,3 cd
4,0+0,2ab
33+04d
39+0,2ab

Zngr
98+4b
100+ 4 ab
100+ 4 ab
102+5a

98 + 3 ab
102 5ab
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3.3. Discussion

La co-culture d’A. murale, L. emarginata, B. tymphaea et N. tymphaea n’augmente pas 'extraction
du Ni comparé a un couvert composé de I'espece seule. Le rendement de Ni de chacune des
especes n'est pas augmenté lors de la co-culture et diminue dans L. emarginata malgré
I'augmentation de la concentration du Ni. Cependant, la concentration de Ni dans B. tymphaea
augmente en co-culture. La co-culture augmente la concentration de Ca, Mn, Zn dans les racines
des quatre espéces. Les quatre espéces peuvent avoir un développement racinaire différent et
ainsi coloniser le volume de sol différemment et donc mieux I'explorer que dans les vases en
monoculture, Les plantes peuvent aussi avoir des vitesses de croissance et d’absorption
différentes, A. murale et N. tymphaea pourraient favoriser I'altération dans la rhizospheére, et donc
affecter la disponibilité des métaux qui seraient prélevés préférentiellement par les plantes
voisines, L. emarginata et B. tymphaea. Cela supposerait que, localement, les racines des plantes
exercent des modifications sensibles du pH de la rhizosphere. Les hyperaccumulateurs ont un
potentiel a augmenter la disponibilité des éléments traces métalliques dans la rhizosphére. En
co- culture, la concentration du Ni est supérieure dans les racines par rapport a la monoculture
(tout comme Ca, Mn et Zn). Sur une durée d’expérience plus longue, le Ni aurait pu étre transféré
dans les PA en co-culture dans des concentrations supérieures a celles de la mono culture. Pour
aller plus loin, il s’agirait de faire co habiter différentes familles botaniques. La diversité des
services fournis par la microflore au niveau de la rhizosphére pourrait étre augmentée, par
exemple avec Brassicacées et Astéracées hyperaccumulatrices de Ni.

Ces résultats ont fait I'objet d'un article : Rue et al. 2015.

4. Techniques de conservation des individus performants

Une autre voie d’optimisation des itinéraires techniques est de réaliser plusieurs récoltes sur les
mémes individus. Cette technique est pratiquée sur des espéces pérennes et pourrait étre
appliquée a des especes annuelles ou bisannuelles dans la mesure ou celles-ci ont la capacité de
survivre a la coupe et de repousser rapidement apres celle-ci. Nous rapportons dans ce qui suit,
une série d’essais et d’observations destinés a étudier les possibilités d’effectuer, d’'une part, des
coupes successives sur les mémes plantes et, d’autre part, de propager les individus les plus
performants par multiplication végétative.

4.1. Coupes successives

Au cours de l'expérimentation présentée dans le paragraphe « 1. Accumulation du Ni par
différentes espéces et populations de Brassicacées », les individus ont subi une coupe au-dessus
des deux premiéres feuilles lors de la récolte. Ce prélevement a donc permis, d'une part, d’évaluer
le potentiel de chaque individu (présenté dans le paragraphe 1.) et, d’autre part, de conserver les
individus. En effet, aprés cette coupe, le taux de reprise des individus a été évalué par le
développement des bourgeons axillaires des deux premieres feuilles. Dans le cas ou, au moins un
de ces deux bourgeons s’est développé alors l'individu est considéré comme ayant survécu a la
coupe. Le taux de survie était supérieur a 50% et atteignait méme 100% (Tableau 16).
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Tableau 16 _ Survie des individus aprés la premiére coupe selon la population

Population Survie a la coupe (%)
A. murale Albanie 99
A. murale S IV 100
A. murale S 11 83
A. murale SV 99
L. emarginata S 11 100
B. tymphaea S 11 100
N. tymphaea 55

Les causes de mortalité étaient probablement liées a I'exces d’humidité, induit par l'installation
d’un systéme d’arrosage automatique a la suite de la récolte, plutot qu’a I'impact de la coupe. Neuf
mois apres la coupe, des plants de N. tymphaea, B. tymphaea et A. murale ont fleuri. La floraison
s’est étalée entre 9 a 10 mois selon I'espece.

Par ailleurs, une expérimentation avec les quatre especes N. tymphaea, L. emarginata (SII),
A. murale (SII) et B. tymphaea est conduite a partir de quatre individus de la méme espece par vase
de végétation contenant 900 g de terre ultramafique. Apres trois mois de culture en conditions
contrdlées dans chaque vase de végétation : un individu est coupé en dessous des deux premieres

feuilles, un au-dessus des deux premiéres feuilles et un au-dessus des quatre premieres feuilles.
Enfin, le quatriéme est laissé intact. Apreés trois semaines, les bourgeons axillaires se développent
ala base de chaque feuille sur les individus coupés. Les ramifications se développent plus vite lors
de la coupe la plus basse sur la tige (Figure 31).

Figure 31 _ Photographie de L. emarginata, a) Trois semaines apres la coupe de trois individus sur
quatre et b) Huit semaines apreés la coupe

4.2. Multiplication par bouturage pour la conservation d’'individus performants

Le bouturage est une technique de multiplication végétative qui permet de reproduire a
I'identique l'individu parent et donc d’obtenir des clones. Des morceaux de feuilles de
L. emarginata sont mises dans de la terre ultramafique. Apres dix semaines, des racines se sont
formées au niveau du point de coupe (Figure 32).
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Figure 32 _Photographies d’une feuille et d’'une demie feuille de L. emarginata apreés multiplication
végétative

Des échantillons de tiges (ramifications) et de feuilles de jeunes individus d’A. murale (SIV),
L. emarginata (SII) (non calibrées), N. tymphaea (SIII) et B. tymphaea (SII), sont constitués et mis
dans de la terre ultramafique contenue dans des vases de végétation (Figure 33). La terre recoit
une solution d’hormones (stimulateur de croissance OSIRYL®: 40% (m) de matiére active) et les
vases sont placés en conditions controlées et arrosés toutes les 48h a I’eau ultra pure.

Figure 33 _ Photographies des boutures dans de la terre ultramafique a) B. tymphaea, b)
L. emarginata, c) A. murale et d) N. tymphaea

Entre cinq et dix semaines aprés le bouturage, B. tymphaea présente un allongement de la tige. De
nouvelles feuilles se forment avec L. emarginata au niveau du méristeme apical. Pour N. tymphaea,
les nouvelles feuilles apparaissent entre 10 a 14 semaines apres le bouturage (Figure 34). Par
ailleurs, des racines aériennes sont observées sur certains individus d’A. murale et de N. tymphaea
(Figure 35).
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Figure 34 _ Photographies des boutures agées de 15 semaines a) N. tymphaea, b) L. emarginata et
B. tymphaea

Figure 35 _Photographies de racines aériennes de a) A. murale et b) N. tymphaea

4.3. Conclusion

Les essais de repousse des végétaux démontrent que la coupe n’entraine pas nécessairement la
mort des plantes testées. Dans ce cas, les plantes peuvent alors se redévelopper et produire a
nouveau de la biomasse. Les essais de bouturage effectués avec des hyperaccumulateurs de Ni de
la famille des Brassicacées démontrent qu'il est possible de multiplier les individus par voie
végétative. Trois espéces, N. tymphaea, L. emarginata et B. tymphaea, ont particulierement bien
répondu. Dans le cas d’A. murale, les boutures n’ont pas survécu au-dela de 10 semaines, mais la
présence de racines aériennes sur d’autres individus indique que le bouturage devrait étre
possible également avec cette espece. Le bouturage est possible avec des morceaux de tige et de
de feuilles dans le cas de L. emarginata et N. tymphaea. Les boutures ont produit des racines et de
nouvelles feuilles avec et sans utilisation d’hormones de croissance dans le cas de L. emarginata.
Ainsi, les hyperaccumulateurs de la famille des Brassicacées peuvent étre bouturés. Cette
technique ne nécessite pas d’attendre la production de graines, 18 mois apres le semis pour ces
especes qui sont des bisannuelles. Elle permet de multiplier des d’individus sélectionnés pour leur
potentiel et d’assurer leur conservation. Le développement de racines aériennes sur des individus
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en serre montre aussi le potentiel de ces espéces pour effectuer la rhizogénese a partir d’organes
aériens, ce que confirme le bouturage. Ainsi, il peut étre envisagé de conserver les individus
performants en sectionnant un morceau de leur partie aérienne et en les placant dans un substrat
pour permettre la formation de racines. Cette technique garantit la conservation parfaite du
patrimoine génétique de l'individu. Cependant, I'apparition de racines et la production de
nouveaux éléments aériens (bourgeon, feuille, ramification) peuvent nécessiter plusieurs
semaines. En résumé, I'association de la coupe et du bouturage des hyperaccumulateurs peut
permettre en ajustant la hauteur de coupe i) d’assurer la survie des individus récoltés et ii)
d’utiliser une partie de la récolte pour cloner les individus performants. Les individus coupés
survivent et peuvent monter en floraison I'année suivante, méme avec une coupe a 70 jours dans
la mesure ou celle-ci n’est pas effectuée en dessous des premiers bourgeons. Bien entendu, ces
résultats préliminaires prometteurs doivent étre confortés par des essais qui couvrent ’ensemble
du cycle des plantes et qui permettent de vérifier que les propriétés des plantes sont aussi
conservées.
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5. Conclusion

L’aptitude a extraire le Ni des hyperaccumulateurs testés varie selon I'espéce et la population. La
réponse des plantes peut étre tres variable au sein méme d’'une méme population, confirmant
I'intérét d’opérer une sélection afin d’améliorer I'agromine. Les especes B. tymphaea et
L. emarginata, d’'une part, et B. tymphaea et N. tymphaea, d’autre part, se sont montrées les plus
performantes pour I'extraction du Ni dans nos expériences. Le potentiel supérieur de N. tymphaea
et B. tymphaea sur une période de culture de six mois peut étre expliqué par leur floraison précoce
par rapport aux deux autres espéces, étant donné que la concentration du Ni augmente au cours
du développement de I'individu. Les concentrations supérieures peuvent s’expliquer par un cycle
de développement plus rapide de ces espéces et donc une maturité supérieure au moment de la
récolte.

Outre I'accumulation attendue des métaux, nos analyses ont démontré que L. emarginata et
B. tymphaea synthétisent un composé phénolique dans leurs parties aériennes a des
concentrations tres élevées. Il s’agit de la scopolétine qui présente un intérét pour l'industrie
pharmaceutique. Le rendement de I'extraction du Ni et de la production de molécules d'intérét
dépend de la biomasse produite et du potentiel des individus. Des études complémentaires sont
nécessaires pour confirmer ces résultats et expliquer les conditions de synthese de ces molécules
par les hyperaccumulateurs.

B. tymphaea présente une hyperaccumulation du Ni plus élevée lorsqu’elle est cultivée en co-
culture, du fait d’'une diminution du transfert du Ca vers les parties aériennes. En effet, la
compétition entre éléments mineurs et /ou majeurs est une limitation a I'hyperaccumulation du
Ni.

Nous avons aussi démontré la possibilité d’envisager plusieurs récoltes de N. tymphaeaq,
L. emarginata, B. tymphaea et A. murale. 11 est toutefois nécessaire de conduire des
expérimentations complémentaires avec le suivi de la croissance et ’analyse des plantes afin d’en
caractériser les performances dans ces conditions. (Varennes et al. 1996; Robinson et al. 1997a)
Par ailleurs, la multiplication végétative a permis de montrer le potentiel de totipotence des
cellules de ces mémes espéces et donc la possibilité de multiplier les individus sans passer par la
fructification.
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Chapitre 2 :

Potentiel d’Astéracées pour I'agromine
du Ni et du Co

Ce chapitre est consacré a I’étude du potentiel de deux Astéracées hyperaccumulatrices de Ni a
extraire le Co. Ces deux éléments, proches chimiquement, sont transférés dans la plante lorsque
I'un ou l'autre est majoritaire dans le milieu. Mais a concentrations équivalentes une compétition
pour I'acces a la plante est observée, le Ni étant alors moins transféré vers les parties aériennes.
B. coddii a la faculté d’extraire le Co et le Ni et C. thracica a été identifiée in situ comme
hyperaccumulateur de Ni mais son potentiel en conditions contrélées pour I'hyperaccumulation
n’a jamais été rapporté. Les objectifs de ce chapitre sont i) de comprendre le transfert de Ni en
présence ou en absence de Co, ii) d’identifier les conditions permettant la concentration du Co
dans ces hyperaccumulateurs et de iii) localiser ces deux éléments dans la plante selon les organes
et les concentrations dans le sol des deux éléments dans le substrat.

Les deux espéces sont cultivées sur un sol amendé en Ni et Co selon différents ratios, ainsi
I'expérience compare le transfert du Ni et du Co dans les plantes cultivées sur quatre modalités :
un rapport avec 10 fois plus de Ni que de Co, le rapport contraire ainsi qu'une modalité avec peu
des deux éléments (10 mg kg'1) et une modalité avec 100 mg kg-1de chaque élément.

1. Matériels et méthodes

La terre utilisée provient du sol agricole décrit en Partie 2. Il s’agit d’'un sol brun limoneux
(540 g kgt limons), acide (pH 6,03) avec 2,8% de matiére organique et un rapport C/N de 10. La
terre est tamisée a 1 cm puis disposée dans des bacs de culture a raison 15 kg de terre a 17%
d’humidité. Elle est ensuite amendée avec un sel de Ni (II) (Co(NO3)2,6H20, Fischer) et de Co (II)
(Ni(NO3)2,6H:0, Fischer) afin d’obtenir quatre modalités : i) FOR- 100 mg kg Ni et Co ; ii) NIC-
100 mg kg1 Ni et 10 mg kg-! Co ; iii) COB -10 mg kg-! Ni et 100 mg kg-! Co ; iv) FAI- 10 mg kg-! Ni
et Co.

Les bacs sont installés en chambre de culture avec les conditions suivantes : 18 h jour/8 h nuit,
25°C/19°C, et 50% d'humidité. Trois répétitions sont préparées par modalité, disposées en trois
blocs perpendiculaires au gradient induit par la ventilation. Les hyperaccumulateurs de Ni semés
sont C. thracica (Grece) et B. coddii (Afrique du Sud) de la famille des Astéracées (Partie 2).
L’irrigation est effectuée par un systéme de goutte a goutte automatique pendant la durée de
I'expérience afin de maintenir le substrat entre 70 et 90% de sa capacité de rétention en eau.
L’analyse de I’eau est disponible en Annexe 3 : « Eau robinet Brabois ».

Une premiére récolte est effectuée pour B. coddii au fur et a mesure de la floraison des individus.
Les individus sont récoltés lorsque le bouton principal, c’est a dire celui qui fleurit le premier et
qui est localisé a I'extrémité de la tige principale, est fané. Des parametres morphologiques sont
alors mesurés et la composition élémentaire des différents organes de la plante analysée. Cette
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récolte concerne les tiges et les feuilles : huit échantillons par plante sont constitués, le nombre et
la longueur des feuilles et le diametre et la longueur des tiges sont mesurés (Figure 36). Les
boutons floraux sont séparés selon leur maturité : fermé, jeune, ouvert, fané (Figure 37). Pour
chaque groupe de boutons floraux, les piéces florales sont séparées en cinq organes : bractées,
réceptacle, fleurs ligulées, fleurs tubulées et graines (Figure 37). Le nombre de boutons floraux
par groupe est noté, et le diametre des réceptacles est mesuré.

Feuilles des ramifications Ramifications
10 feuilles apicales (avant 30 cm de tige supérieur
ramification)
A
W
Feuilles centrales Tige centrale
v
10 feuilles basales 30 cm de tige inférieure
o Feules T

Figure 36 _ Répartition des échantillons de feuilles et de tiges par individu

Nombre de ramification

et d'inflorescence
Diameétre tige haut

Inflorescences:

* Séparées en 4 classes:

v boutons fanés (inflorescences
tombeées)

v Boutons mirs (inflorescences
ouvertes et sur le réceptacle)

v" Boutons jeunes (fleurs tubulées

fermées)
v’ Boutons fermés (pétales non
Présence de: colorés et graines en cours de
*  Pucerons/ Thrips formation)

* Taches
+ Coloration *  Pour chaque classe:
particuliere Bractées (A)
* Feuilles seches Récepracle (B)
* .. Fleurs ligulées (C)
Fleurs tubulées (D)
” oy Graine (E)

Figure 37 _ Photographies des échantillons collectés lors de la récolte des pieces florales a)
séparation des boutons selon leur maturité b) séparation des organes floraux

AN NS
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Une seconde récolte de toutes les plantes est effectuée 14 mois apres le premier semis dans tous
les bacs (Tableau 17). Dans le cas de B. coddii certains individus sont donc coupés pour la seconde
fois. Pour C. thracica il s’agit d’'une unique récolte (aucune floraison au cours de I'expérience).

Tableau 17 _Schéma temporel de la culture de B. coddii et C. thracica

2016 2017
ui |Aoit|Sept| Oct | Nov | Déc|Janv| Fév |Mars| Avr | Mai | Juin | Jui |Aolt|Sept

Semis de B. coddii et C. thracica

Récolte n°1 _ Parties aériennes de B. coddii

(uniquement les individus en fleurs)

Récolte n°2 _ Parties aériennes et racinaires de

tous les individus de B. coddii et C. thracica

Lors de la seconde récolte, les parties aériennes (PA) sont analysées dans leur globalité, sans
séparer les organes. Dans le cas de B. coddii il s’agit de feuilles, de tiges et parfois de fleurs, pour
C. thracica uniquement de feuilles. Des racines sont prélevées dans chacun des bacs et séparées
selon leur taille, lorsque la biomasse était suffisante. Dans le cas de B. coddil, elles sont séparées
en quatre lots : le tubercule (T), les racines moyennes (M), les petites racines (P) et les racines
fines (F) (Figure 38). Dans le cas de C. thracica, elles sont divisées en 2 catégories : le tubercule

(T) etles racines sans distinction de taille entre les moyennes, petites et fines (M/P/F) (du fait de
la faible biomasse).

Figure 38 _ Photographies des racines de a) B. coddii ; b) C. thracica et c) détails des racines de
B. coddii. T : tubercule, M : racines moyennes, P : petites racines, F : racines fines
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Tous les échantillons des PA sont pesés frais, lavés puis séchés a 50°C. Les fleurs tubulées et
ligulées ne sont pas lavées pour ne pas éliminer le pollen. Les racines sont lavées a I'eau ultra pure
autant de fois que nécessaire pour obtenir une eau de rincage ultra propre. Les tubercules sont
frottés avec une brosse lorsque cela est nécessaire puis séchés a 50°C. Les échantillons sont broyés
et Ni, Co et les éléments majeurs sont dosés par ICP-OES. Certains échantillons (morceaux de
feuilles seches) sont aussi analysés par XRF portable (Niton) avant d’étre minéralisés
(m<0,50 mg) sans broyage et analysés par ICP-OES. Les valeurs obtenues par les deux appareils
sont comparées (Annexe 9).

Parallelement, une partie des échantillons est congelée dans de I'azote liquide en vue des analyses
en micro-PIXE destinées a localiser le Ni et le Co dans la plante et a faire des hypothéses sur leur
spéciation dans les tissus. Enfin, des fragments de racines sont collectés afin de déterminer la
présence de mycorhizes (observations réalisées au Laboratoire Interdisciplinaire des
Environnements Continentaux de Nancy).

2. Résultats

2.1. Comparaison des biomasses et concentrations dans les organes de B. coddii
a) Biomasse de B. coddii

Les feuilles de B. coddii présentent des chloroses avec toutes les modalités (Figure 39). Mais elles
paraissent se manifester différemment selon la composition en Ni et Co. En général, il s’agit de
chloroses internervaires mais plus ou moins marquées selon la modalité, en particulier avec NIC
(100 mg kg! de Ni et 10 de Co). La chlorose est doublée d'une nécrose avec les faibles
concentrations en Ni et Co (FAI). En présence de 10 mg kg! de Ni et 100 de Co (COB), le limbe
entier est affecté par la chlorose, y compris les nervures.

Figure 39 _ Photographies de feuilles chlorosées de B. coddii selon la modalité. FAI: faibles
concentrations, NIC : 10 fois plus de Ni, COB : 10 fois plus de Co, FOR : fortes concentrations
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La taille des individus de B. coddii varie de 90 a 190 cm. B. coddii a fleuri entre cinq mois et demi
et dix mois apres le semis. La biomasse et les parametres morphologiques (taille totale de
I'individu, nombre de feuilles, diameétre inférieur des tiges, nombre de boutons floraux) varient en
fonction des modalités (Tableau 18). En général, avec les modalités FOR et FAI, la biomasse et la
taille des individus sont supérieures a celles obtenues avec les deux autres modalités (NIC et COB).
Le nombre de boutons floraux est significativement supérieur avec COB et FOR.

Les tiges représentent environ la moitié de la biomasse totale individuelle, suivies par les feuilles.
La modalité FOR a une biomasse florale significativement plus élevée que les trois autres (Figure
40). Pour les modalités FAI et NIC, six individus ont été récoltés. Trois ont été récoltés pour COB
et FOR (Annexe 10). Sur COB et FOR, les germinations étaient moins nombreuses et moins
d’individus étaient présents dans les bacs.

Tableau 18 _ Parameétres mesurés sur B. coddii selon la modalité. N : nombre de répétitions, Age (j), biomasse
(g), hauteur (cm), Diam inf : diamétre inférieur (cm), Nb feu. : nombre de feuilles avant les ramifications, Nb bou. : nombre
de boutons floraux. Moyenne # erreur standard. FAI : 10 mg kg-! de Ni et de Co, NIC : 100 mg kg! de Ni et 10 mg kg-! de Co,
COB : 10 mg kg de Ni et 100 mg kg1 de Co, FOR : 100 mg kg-! de Ni et de Co. Pour chacune des variables, les modalités
affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Anova a un facteur sur chaque variable sauf Nb bou. :
test de Student, p< 0,05, données transformées en log).

N Age Biomasse Hauteur Diam inf Nb feu. Nb bou.

FAI 6 229220 a 19£3 a 146+12 a 081+0,03 a 466 a 9228
NIC 6 194+9 a 13+2 a 127+9 a 0,71+0,04 a 34+1 a 47%10
COB 3 224+15 a 141 a 12614 a 0,720,007 a 36x4 a 12%21 a
FOR 3 219+22 a 22+3 a 147+4 a 0,77+0,08 a 40x6 a 1629 a
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Figure 40_Biomasse de B. coddii selon I'organe végétal et les concentrations du Ni et du Co dans le
substrat. FAI : 10 mg kg-! de Ni et de Co, NIC : 100 mg kg-! de Ni et 10 mg kg1 de Co, COB : 10 mg kg1 de Ni et 100 mg kg
1 de Co, FOR : 100 mg kg1 de Ni et de Co, respectivement N: 6, 6, 3, 3. Les barres verticales représentent les erreurs
standards. Les barres affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05, données
transformées en log).
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b) Transfert du Ni et du Co dans les plantes
» Tiges, feuilles et fleurs

La concentration de Ni est significativement différente entre les quatre modalités (test de Student,
p<0,10, données transformées en log) (Tableau 19). Elle est 1a plus élevée pour NIC et la plus faible
pour COB, de plus, celle de FOR est supérieure a FAI La concentration du Co sur les modalités COB
et FOR est significativement supérieure a celle de NIC et FAI (test de Student, p<0,10, données
transformées en log).

Tableau 19 _Concentration du Ni et du Co dans B. coddii. Moyenne + erreur standard, N : nombre de répétitions.
FAI: 10 mg kg de Ni et de Co, NIC : 100 mg kg1 de Ni et 10 mg kg1 de Co, COB : 10 mg kg-! de Ni et 100 mg kg1 de Co,
FOR : 100 mg kg1 de Ni et de Co. Pour chacune des concentrations, les modalités affectées de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (test de Students, p<0,10, données transformées en log).

Modalité N Ni Co
FAI 6 345+ 35 c 27+6 C mg kg1
NIC 6 3461358 a 44 +7 B mg kgt
COB 3 9%+11 d 743£15 A mg kgt
FOR 3 573+140 b 503+£152 A mg kgt

La concentration du Ni est plus élevée dans les feuilles que dans les fleurs et elle est la plus faible
dans les tiges (Figure 41). Pour chaque organe, la concentration diminue selon l'ordre:
NIC>FOR>FAI>COB. Dans les feuilles, elle est de 7 300 mg kg! sur NIC, et de 1100, 700 et
200 mg kg1 sur les modalités FOR, FAI et COB, respectivement.

De la méme maniére que pour le Ni, les feuilles sont les organes les plus chargés en Co, et les tiges
les plus faibles (Figure 42). La concentration dans les feuilles est de 2 000 et 1 600 mg kg! sur
COB et FOR, respectivement, et significativement supérieure a celle sur NIC et FAI, respectivement
110 et 70 mg kgl. Dans les tiges, les concentrations sont inférieure a 60 mg kg-! pour toutes les
modalités. Le rapport des concentrations Ni/Co décroit selon I'ordre : NIC>FAI>FOR>COB (Figure
43). Dans les organes de COB et les feuilles de FOR, le rapport est inférieur a 1. Les modalités NIC
et FAI ont un rapport supérieur a 10 quel que soit 'organe. Les tiges ont un rapport supérieur a
celui des fleurs (significatif seulement sur FOR), lui-méme supérieur a celui des feuilles.
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Figure 41 _ Concentration du Ni dans les différents organes aériens de B. coddii. FAI : 10 mg kg-! de Ni et
de Co, NIC: 100 mg kg1 de Ni et 10 mg kg1 de Co, COB : 10 mg kg1 de Ni et 100 mg kg-! de Co, FOR : 100 mg kg de Ni et
de Co, respectivement N : 6, 6, 3, 3. Les barres verticales représentent les erreurs standards. Les barres affectées de la méme
lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05, données transformées en log).
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Figure 42 _Concentration du Co dans les différents organes aériens de B. coddii. FAI : 10 mg kg-! de Ni et
de Co, NIC: 100 mg kg1 de Ni et 10 mg kg1 de Co, COB : 10 mg kg1 de Ni et 100 mg kg-! de Co, FOR : 100 mg kg-! de Ni et
de Co, respectivement N : 6, 6, 3, 3. Les barres verticales représentent les erreurs standards. Les barres affectées de la méme
lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05, données transformées en log).
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Figure 43 _Rapport Ni/Co des concentrations massiques dans les organes aériens de B. coddii. FAI :
10 mg kg1 de Ni et de Co, NIC: 100 mg kg de Ni et 10 mg kg-* de Co, COB : 10 mg kg* de Ni et 100 mg kg de Co, FOR :
100 mg kg de Ni et de Co. Les barres affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls,
p<0,05, données transformées en log).

» Niet Co selon I'age et la localisation des piéces végétales.

Ni et Co ne sont pas distribués uniformément dans la plante. La concentration du Ni tend a étre
plus élevée dans les feuilles apicales que dans les feuilles basales pour FOR et NIC mais ce n’est
pas statistiquement significatif. Pour le Co, c’est 'inverse : les feuilles basales sur les modalités
avec 100 mg kg! Co sont significativement plus concentrées en Co que les feuilles apicales
(Newman Keuls, p<0,05) (Figure 44). Pour les autres modalités, la méme tendance est observée :
le Co est supérieur dans les feuilles basales. Le rapport Ni/Co dans les feuilles apicales est le plus
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élevé avec les modalités NIC et FAI (Figure 45). Du fait de la diminution du Co dans les feuilles
apicales, Ni/Co augmente, cependant la concentration du Ni ne varie pas significativement. Dans
les fleurs, la concentration du Ni est la plus élevée sur NIC et est 1a plus faible sur COB (Figure 46).
Il n’y a pas de variation de la concentration selon la maturité du bouton florale.
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Figure 44 _ Concentration du Co dans les feuilles basales (B) et apicales (H) de B. coddii selon le
substrat. FAI : 10 mg kg1 de Ni et de Co, NIC : 100 mg kg1 de Ni et 10 mg kg1 de Co, COB : 10 mg kg-! de Ni et 100 mg kg-1
de Co, FOR : 100 mg kg1 de Ni et de Co. Les modalités affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes
(Newman Keuls, p<0,05).
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Figure 45 _ Rapport des concentrations massiques de Ni/Co dans les feuilles basales (B) et apicales
(H) de B. coddii selon le substrat. FAI : 10 mg kg-! de Ni et de Co, NIC : 100 mg kg-! de Ni et 10 mg kg-! de Co, COB :
10 mg kgt de Ni et 100 mg kg de Co, FOR: 100 mg kg de Ni et de Co. Les barres horizontales indiquent les erreurs
standards. Les modalités affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Wilcoxon, p<0,10).
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Figure 46 _ Concentration du Ni dans les boutons floraux selon leur maturité et les concentrations
du Ni et du Co dans le substrat. BJ : jeune bouton, BO : bouton ouvert, BF : bouton fané. FAI : faibles concentrations
(en jaune), NIC : 10 fois plus de Ni (en vert), COB : 10 fois plus de Co (en rouge), FOR : fortes concentrations (en bleu). Les
chiffres correspondent au nombre de répétitions. Les barres verticales représentent l'erreur standard. Les barres affectées
de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Test de Wilcoxon, p<0,05).

Les différentes piéces florales, bractées, réceptacles, fleurs tubulées et ligulées et graines, ont des
concentrations différentes en Ni et Co. Les bractées sont les piéces florales avec la concentration du
Ni la plus élevée (
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Figure 47), tandis que les fleurs tubulées et ligulées ont les concentrations les plus faibles. Les
réceptacles et les graines ont des concentrations intermédiaires. Elles sont supérieures dans les
réceptacles. La concentration en Co dans les pieces florales n’est pas différente entre COB et FOR
et est 10 a 25 fois supérieure a celles de FAI et NIC, selon la piece florale considérée (Figure 48).
Les bractées ont une concentration en Co significativement supérieure a celle des autres organes,
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quelle que soit la modalité. Au sein de chaque modalité, le rapport Ni/Co ne varie pas selon la
maturité du bouton, excepté dans le cas de la modalité FOR (Figure 49). Dans les fleurs tubulées
et ligulées, le rapport Ni/Co diminue avec la maturité du bouton, alors que pour les graines et les
réceptacles il augmente. Par ailleurs, la concentration en Ni dans les graines augmentent lors de
la maturation des graines sur NIC. Elle est de 1 850 mg kg-! Ni dans les graines des boutons
ouverts et de 3 150 mg kg1 dans les graines des boutons fanés.
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Figure 47 _ Concentration du Ni dans les piéces florales. Quatre modalités : FAI : faibles concentrations (en
jaune), NIC : 10 fois plus de Ni (en vert), COB : 10 fois plus de Co (en rouge), FOR : fortes concentrations (en bleu)). Cinq
piéces florales ; Br : bractées, R : réceptacle, G : graines, FT : fleurs tubulées, FL : fleurs ligulées. Les chiffres correspondent
au nombre de répétition. Les barres affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Test de Wilcoxon,
p<0,05).
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Figure 48 _ Concentration du Co dans les piéeces florales. Quatre modalités : FAI : faibles concentrations (en
jaune), NIC : 10 fois plus de Ni (en vert), COB : 10 fois plus de Co (en rouge), FOR : fortes concentrations (en bleu). Cing
piéces florales; Br: bractées, R : réceptacle, G : graines, FT: fleurs tubulées, FL : fleurs ligulées. Les barres verticales
représentent les erreurs standards. Les chiffres correspondent au nombre de répétition. Les barres affectées de la méme
lettre ne sont pas significativement différentes (Test de Wilcoxon, p<0,05).
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Figure 49 _Rapport des concentrations massiques de Ni/Co dans les différentes piéces florales de B.
coddii selon la maturité du bouton sur FOR (100 mg kg1 de Ni et de Co). Maturité du bouton ; BJ : bouton
jeune, BO : bouton ouvert, BF : bouton fané et cinq piéces florales; Br: bractées, R : réceptacle, G : graines, FT : fleurs
tubulées, FL : fleurs ligulées. Les barres affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls,
p<0,05, données transformées en log).

c¢) Composition de B. coddii

Une analyse en composantes principales sur I'ensemble des éléments dosés dans les feuilles
présente une hiérarchisation des feuilles selon leur position sur la tige (Figure 50). Les feuilles
basales ont les biomasses les plus élevées et sont plus concentrées en Na, K, B et Ca que les feuilles
situées plus haut surla tige pour lesquelles les concentrations en Cu et Mn augmentent. Les mémes
observations sont faites pour la tige selon son éloignement de la graine (Figure 51). Plus le dosage
est effectué haut sur la tige, plus il y a de P, Cu, K et Fe. En revanche, en bas de la tige, les
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concentrations sont plus élevées en Mn, Na, Zn, Cd, Mg et Ca. NIC et FAI sont proches de par leur
composition caractérisée par des concentrations plus élevées en Ni, Zn, Mg, P, Cd, K que celles
observées avec FOR et COB (Figure 52). Eux sont caractérisés par des concentrations élevées en
Co, S, Ca, Fe et ont un nombre de boutons floraux plus élevé que les deux autres modalités
(Newman Keuls, p<0,05, données transformées en log). Les individus FAI sont caractérisés par un
nombre de feuilles, une taille et un age supérieurs aux individus des autres modalités.
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Figure 50 _Analyse en composantes principales de la composition des feuilles selon leur localisation
sur la tige pour les quatre modalités confondues dans le plan 1-2. a) Représentation des feuilles
selon leur localisation B: basale, I: intermédiaire, H: haut de la tige, R: feuilles des ramifications et b)

représentation des variables mesurées BioSec : biomasse et la concentration des éléments : Cu, Mn, Mg, Cd, Ni, Ca,
Na, K, B, S, Co, Fe, P
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Figure 51 _ Analyse en composantes principales de la composition de la tige selon son éloignement
de la graine pour les quatre modalités confondues dans le plan 1-3. a) Représentation de la
localisation des tiges B: basale, I : intermédiaire, H : haut, R : tiges des ramifications et b) représentation des
variables mesurées BioSec : biomasse et la concentration des éléments : Cu, Mn, Mg, Cd, Ni, Ca, Na, K, B, S, Co, Fe, P
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Figure 52 _ Analyse en composantes principales sur les concentrations totales des B.coddii selon la
modalité dans le plan 1-4. a) Représentation des individus FAI: 10 mg kg-! de Ni et de Co, NIC : 100 mg kg-!
de Ni et 10 mg kg de Co, COB: 10 mg kg1 de Ni et 100 mg kg-! de Co, FOR: 100 mg kg1 de Ni et de Co et b)
représentation des variables mesurées Bio: biomasse, NbBouton: nombre de bouton, Diaminf: diamétre

inférieure des tiges, hauteur, dge et la concentration des éléments dans la plante entiere: Cu, Mn, Mg, Cd, Ni, Ca, Na, K, B, S,
Co, Fe, P

Le Co et le Ni sont corrélés positivement dans les feuilles sur NIC (R*=0,20, p<0,05) et FAI
(R?=0,41, p<0,001) (Figure 53). Il n’y a pas de corrélation sur COB et FOR. Cependant en
supprimant un individu de FOR, il y a une corrélation négative entre Ni et Co dans le feuilles (R*=
0,84, p<0,01). Dans la plante entiéere, toutes modalités confondues, le Ni est corrélé positivement
avec le Zn (R*=0,56, p<0,001) et le Cd (R?=0,37, p<0,01). Le Co est corrélé positivement avec le S
(R=0,45, p<0,01). Les autres corrélations observées du Ni et du Co avec certains éléments majeurs
varient selon les modalités. Sur FA], le S est corrélé positivement avec le Ni (R2=0,69, p<0,05) et
avecles Co (R?=0,71, p<0,05), le Co est aussi corrélé avec le Fe (R*= 0,74, p<0,05) et le Cu (R?=0,85,
p<0,01). Le Ni est corrélé positivement avec K (R?=0,40, p<0,01) et Ca (R?=0,31, p<0,01) dans les
tiges de NIC, et avec Ca dans les tiges de FOR (R?=0,65, p<0,01). Dans les feuilles, le Ni est corrélé
positivement avec le K uniquement sur NIC (R*=0,31, p< 0,01).
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Figure 53 _ Concentration du Ni en fonction du Co dans les feuilles de B. coddii. FAI : 10 mg kg-! de Ni et
de Co, NIC: 100 mg kg1 de Ni et 10 mg kg1 de Co, COB : 10 mg kg1 de Ni et 100 mg kg-! de Co, FOR : 100 mg kg-! de Ni et
de Co

2.2. Comparaison des biomasses et concentrations dans B. coddii et C. thracica

Dans ce paragraphe (2.2.), les résultats pour les deux espéces sont présentés apres analyse de
I'ensemble des individus récoltés : récoltes nos1 et 2. Dans le cas de B. coddii, deux récoltes ont été
effectuées. En revanche, C. thracica a été récoltée uniquement lors de la récolte n°2 (Tableau 17).

Pour la modalité FOR (100 mg kg1 de Ni et de Co), seulement deux bacs (donc deux répétitions)
présentent le développement de plantes. Sur la modalité COB (10 mg kg1 de Ni et 100 mg kgt de
Co), une seule des trois répétitions a des C. thracica. Pour les PR, les répétitions varient selon la
quantité de racines au sein des bacs. Sur FOR, les deux bacs présentant des B. coddii sont séparés
car leur concentration était trés différente entre les deux bacs mais homogéne au sein du bac
(deux individus par bac). L’absence de répétitions ne permet donc pas de réaliser des tests
statistiques.

a) Concentration du Ni et du Co dans B. coddii et C. thracica

La concentration du Ni dans les PA est supérieure a celle du Co sur toutes les modalités sauf COB,
ou le Co est majoritaire dans le substrat. La concentration du Ni dans les PA est supérieure dans
B. coddii sur les modalités FAI, NIC et COB. Cependant sur FOR, elle est supérieure dans C. thracica
(Figure 54). La concentration du Co dans les PA est inférieure a 30 mg kg1 sur les modalités FAI
et NIC des deux espéces mais elle est plus élevée dans B. coddii. Sur COB, elle est supérieure dans
B. coddii et sur FOR, elle est supérieure dans C. thracica.

Dans les PR, la concentration du Ni est supérieure a celle du Co sur les modalités FAI, NIC, FOR.
Elle est similaire entre les deux éléments sur COB, pour les deux espéces (Figure 55 et Figure 56).
La concentration du Ni est supérieure dans C. thracica sur FAI et NIC et est similaire entre les 2
especes sur COB et FOR. La concentration du Co est similaire dans les deux espéces et inférieure
a 5 mg kgt sur FAI et NIC. Elle varie entre 30 et 80 mg kg1 sur COB pour les deux espéces et est
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supérieure dans C. thracica sur FOR. La concentration du Ni varie selon la taille des racines : elle
estla plus élevée dans le tubercule pour toutes les modalités et dans les deux especes (sauf sur un
bac de FOR dans B. coddii et sur COB dans C. thracica). Dans B. coddii, la concentration du Ni
diminue dans les racines moyennes et encore plus dans les petites racines. Cependant, elle est
similaire dans les racines fines a la concentration dans les racines moyennes sur FAI et FOR (qui
sont les deux modalités ou la biomasse a permis de séparer les racines en quatre classes de taille)
(Figure 55). La concentration du Co varie similairement au Ni sur un bac de FOR dans B. coddii et
sur FOR dans C. thracica.
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Figure 54 _ Concentrations du Ni et du Co dans les parties aériennes de a) B. coddii et b) C. thracica
selon les concentrations du Ni et Co dans le substrat. FAI : 10 mg kg1 de Ni et de Co, NIC : 100 mg kg1 de Ni et

10 mg kg1 de Co, COB : 10 mg kg! de Ni et 100 mg kg de Co, FOR : 100 mg kg! de Ni et de Co. Les chiffres sous l'axe des
abscisses indiquent le nombre de répétitions.
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Figure 55 _ Concentration du Ni et du Co dans les parties racinaires de B. coddii selon les
concentrations de Ni et Co dans le substrat et selon la taille de la racine. FAI: 10 mg kg-! de Ni et de Co,
NIC: 100 mg kg 1 de Ni et 10 mg kg-! de Co, COB : 10 mg kg de Ni et 100 mg kg-* de Co, FOR : 100 mg kg! de Ni et de Co.

T : tubercule, M : racines moyennes, P : petites racines, F : racines fines. Les chiffres sous l'axe des abscisses indiquent le
nombre de répétitions.
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Figure 56 _ Concentration du Ni et du Co dans les parties racinaires de C. thracica selon les
concentrations de Ni et Co dans le substrat et selon la taille des racines. FAI: 10 mg kg-! de Ni et de Co,
NIC: 100 mg kg-1 de Ni et 10 mg kg1 de Co, COB : 10 mg kg1 de Ni et 100 mg kg-! de Co, FOR : 100 mg kg-! de Ni et de Co.
T: tubercule, M/P/F : racines moyenne, petites et fines. Les chiffres sous I'axe des abscisses indiquent le nombre de
répétitions.

b) Comparaison des rendements de B. coddii lors de deux récoltes effectuées
au cours d’une culture de 14 mois.

Les individus récoltés a la floraison, et qui ont fait I'objet du paragraphe 2.1. de ce chapitre, sont
récoltés de nouveau a la fin de d’expérimentation : 14 mois apres le premier semis. L'age des
individus varie entre les deux coupes. Pour neuf individus sur 15, il est supérieur lors de la
seconde coupe (Tableau 20). Sur FAI, la biomasse est souvent inférieure lors de la seconde coupe
mais la concentration du Ni augmente dans tous les individus alors que celle du Co est inférieure
a la premiere coupe. Sur COB, les résultats sont mitigés : le Ni augmente dans la seconde coupe et
le Co que dans un individu, I'autre étant trés jeune au moment de la seconde coupe. Sur NIC, I'dge
des individus est similaire entre les deux coupes. Il se distingue deux catégories d’'individus ; ceux
produisant plus de biomasse lors de la seconde coupe mais avec une diminution de la
concentration du Ni (NIC 1, 2 et 6) et les autres pour lesquels le contraire est observé (NIC 3 et 5).
La concentration du Co est inférieure a la premiére coupe dans tous les individus. Sur FOR, la
biomasse augmente ainsi que I'extraction de Ni et de Co. Sur la répétition n°2 les quantités de Ni
et de Co extraites lors de la seconde coupe sont supérieures de huit a dix fois a la premiére coupe,
respectivement.

A lissue d’un an de culture et de deux récoltes, B. coddii a un rendement potentiel de 6,42 9,3 T
(MS) ha', selon la modalité (Tableau 21). Avec 10 mg kg1 de Ni dans le substrat, B. coddii a extrait
37% de celui-ci et 20% lorsque la concentration est de 100 mg kgt. En présence de 100 mg de Co
dans le substrat, B. coddii a extrait environ 6% de Ni présent. Le Co extrait est de I'ordre de 3,3 a
5,2 % lorsque 100 mg kg! de Co sont dans le substrat et de 1,4 % s’il y a 10 mg kg-! de Co. Dans
les meilleures conditions de notre expérience, B. coddii peut extraire 25 kg de Ni ha-! en présence
de Ni et de peu de Co, et de 4,2 a 6,7 kg de Co ha!l en présence de 100 mg de Co dans le substrat.
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Tableau 20 _ Comparaison des rendements entre la premiere et la seconde coupe de B. coddii C1:
1ére coupe, C2 : 2nde coupe

((i:;lr{f f(oe N° de la Nombre CODE Age Biomasse CNi CCo QNi QCo
substrat répétition individus ECH cz2/Cc1 cz/c1 cz/C1 cz2/c1 c2/Cc1 cC2/c1
(mg kg)
10/10 1 1 FAI'1 1,5 0,7 1,9 0,6 1,4 0,5
10/10 1 1 FAI 2 0,9 0,2 2,4 0,5 0,5 0,1
10/10 1 1 FAI 3 0,6 0,2 1,8 0,3 0,3 0,1
10/10 2 1 FAI 4 1,1 1,5 1,5 0,3 2,2 0,4
10/10 2 1 FAI 5 1,1 0,9 1,3 0,2 1,2 0,2
10/10 2 1 FAI 6 0,5 0,3 1,5 0,5 0,4 0,1
10/100 1 1 COB1 1,2 1,4 1,7 1,1 2,4 1,5
10/100 2 1 COB2 0,3 0,9 1,5 0,6 1,4 0,5
100/10 1 1 NIC1 1,3 1,1 0,8 0,2 0,9 0,3
100/10 1 1 NIC 2 1,0 2,3 0,9 0,6 2,1 1,3
100/10 1 1 NIC 3 1,0 0,3 1,4 0,5 0,4 0,1
100/10 3 1 NIC 5 1,5 0,5 1,5 0,6 0,8 0,3
100/10 3 1 NIC 6 0,8 1,2 0,8 0,3 1,0 0,3
100/100 1 2 FStRZl 0,7 1,2 1,6 1,2 2,0 1,5
100/100 2 1 FOR 3 1,2 2,3 3,5 4,5 7,9 10,3

Tableau 21 _ Rendement potentiel de biomasse et de métaux extrait par B. coddii pendant un an sur
les quatre modalités, a I'issue de deux récoltes

Cni/Cco dans

Ni extrait du

Co extraitdu Rendement

le substrat N Code substratpar substratpar biomasse Ef?gg?::?; lég‘;ﬁ;‘;:;?)t
(mg kg1) B. coddii (%) B. coddii (%) (tha1)
10/10 3 FAI 36,9+7,2 1,27 +0,90 8,76 £2,12 469+092 0,162+0,114
100/10 3 NIC 19,6 £2,1 1,53+0,61 6,39 £2,17 25,027 0,195+ 0,078
10/100 3 COB 6,05 + 4,59 3,31+2,40 496+330 0,769+0,584  4,21+3,05
100/100 2 FOR 6,54 +0,17 5,23+0,35 9,30+0,77 8,32+0,22 6,65 £ 0,44

2.3.

Sols apres culture

Le pH du sol est plus faible apres culture. Il est significativement inférieur sur FOR, par rapport a
FAI et NIC (Newman Keuls, p<0,05, données transformées en log). La conductivité augmente
significativement de 86 pS cm! avant culture a 209 pS cm-! en moyenne apres culture (Newman
Keuls, p<0,05, données transformées en log). Elle est la plus élevée sur COB et la plus faible sur

NIC.

Les concentrations du Ni et du Co extractibles au DTPA sont inférieures a 10 mg kg - sur FAI et il
y a 6 fois plus de Ni que de Co (Figure 57). Sur NIC, le Ni est 50 fois supérieur au Co qui luj, a la
méme concentration que sur FAL. Sur COB et FOR, I'écart de concentrations entre les deux
éléments est plus faible. Il y a 2,3 fois plus de Co que de Ni sur COB et 2,8 fois plus de Ni que de Co
sur FOR. La encore, la concentration en Co entre ces deux modalités est similaire. Le rapport Ni/Co
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des extractions DTPA est significativement différent entre les quatre modalités selon I'ordre
NIC>FAI>FOR>COB (Newman Keuls, p<0,05).

Sur FOR, la concentration du Ni et du Co sont significativement différentes en fin de culture alors
que le sol a été amendé avec la méme concentration de chacun de ces deux éléments : 100 mg kg- 1.
Le préléevement par les plantes n’explique pas cette différence étant donné que le rapport Ni/Co
dans la plante est proche de 1. Elle n’est donc pas responsable de la diminution de Co dans le sol
par rapport a Ni. Co doit donc étre d’avantage immobilisé sur le substrat que ne l'est Ni.

o |
é v ? c % c

Figure 57 _ Ni et Co extractible au DTPA apreés culture de B. coddii. FAI : 10 mg kg-! de Ni et de Co, NIC :
100 mg kg-1 de Ni et 10 mg kg1 de Co, COB : 10 mg kg1 de Ni et 100 mg kg1 de Co, FOR : 100 mg kg1 de Ni et de Co. Les
barres affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (test t, p<0,05).

3. Discussion

B. coddii et C. thracica peuvent hyperaccumuler le Ni (plus de 1 000 mg kg1) dans la mesure ou
celui-ci est présent a une concentration de 100 mg kg! dans le substrat. En effet, a 10 mg kg1, le
seuil d’hyperaccumulation n’est pas atteint. Pour le Co, le seuil (300 mg kg !) est atteint pour les
deux especes lorsqu’il y a 100 mg kg1 de Co dans le substrat. Dans B. coddii la concentration est
de 800 mg kg1 dans les PA quelle que soit la concentration du Ni dans le substrat. Dans C. thracica,
la concentration est supérieure dans les PA avec 100 mg kg! de Ni dans le substrat mais la
variabilité est élevée. Les concentrations supérieures des deux éléments dans les racines de
C. thracica par rapporta B. coddii peuvent étre dues au décalage de stade phénologique. Une partie
des B. coddii a déja fleuri ou présente un allongement de la tige au moment de la récolte, alors que
C. thracica ne présente pas de développement de hampe florale, due a 'absence de vernalisation
au cours de I'expérimentation. La modalité avec 100 mg kg1 de Ni et de Co dans le substrat permet
d’obtenir les meilleurs rendements d’extraction pour le C. Cependant, la concentration élevée en
Ni dans les tissus implique de réaliser la séparation de ces deux éléments lors de leur récupération
dans un objectif de valorisation. Il est donc préférable de produire de la biomasse en Co sur un
substrat contenant une faible concentration de Ni afin qu'’il soit peu transféré dans les parties
aériennes.

Il y a des interactions entre Ni et Co pour I'absorption. L’augmentation de la concentration de
Co dans le sol induit une augmentation du Co dans la plante, indépendamment de la concentration
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du Ni dans le sol. Cependant, 'augmentation de la concentration de Ni dans le sol n’induit pas ici
une augmentation de l'extraction de Ni par B. coddii. Or, dans les travaux de Robinson et al
(1997a), le Ni dans la biomasse de B. coddii est directement relié au Ni disponible dans le substrat.
Mais si un élément tel que le Co est présent a concentration équivalente de celle du Ni, alors le
transfert du Ni vers les parties aériennes de la biomasse est limité. De méme, lors d’une
concentration élevée et équimolaire en Ni et Zn, les deux métaux sont prélevées dans une
concentration similaire mais inférieure a celle du Ni prélevé lorsqu’il est seul dans le milieu (Deng
et al. 2014). En revanche, lorsque les deux éléments sont en faibles concentrations dans le
substrat, le Ni est transféré préférentiellement au Co.

La distribution du Ni et Co est hétérogéne dans la plante. Dans B. coddii, les racines fines et les
tubercules ont des concentrations supérieures par rapport aux racines de tailles intermédiaires.
Les racines fines seraient la zone d’absorption principale des éléments qui transiteraient par les
racines petites puis moyennes pour étre stockés dans le tubercule, organe de stockage a partir
duquel les éléments sont redistribués vers les parties aériennes. Dans les parties aériennes, le Ni
ne varie pas selon I'age des feuilles alors qu’il aurait pu étre plus concentré dans les feuilles agées
(Robinson et al. 2003). Cependant, le Co est d’avantage présent dans les feuilles agées que dans
les jeunes feuilles, quelle que soit la concentration des deux éléments dans le substrat. Le Ni est
préférentiellement transféré vers le haut de la tige, ce qui confirme les travaux de Robinson et al.
(2003). Le Co est réparti de fagon plus homogeéne le long de la tige, malgré une grande variabilité,
alors qu’il a été montré, pour la tomate, qu'il était plus présent dans le bas de la tige que dans le
haut (Bakkaus et al. 2005). Au niveau des piéces florales, la concentration du Ni augmente dans
les graines au cours de la maturité alors qu’elle diminue dans les fleurs tubulées. La différence de
localisation peut étre due aux mécanismes de transport et en particulier aux molécules
intervenant dans la chélation, tels que le citrate et le malate dans le cas du Ni (Montarges-Pelletier
et al. 2008) qui peuvent étre différentes dans le cas du Co. Dans celui-ci, 'oxalate et le malate, et
non pas le citrate, ont été mis en évidence dans le xyleme en présence de Co (Wei et al. 2009).

Des chloroses sont observées sur les feuilles de B. coddii, particulierement les feuilles basales. Ces
chloroses sont observées sur toutes les modalités mais different selon les concentrations dans les
substrats. En présence de Co, le limbe entier est affecté. Les premiers signes de toxicité au Co
surviennent pour une concentration de 20 mg kg-1. Le Co est plus fortement retenu que le Ni sur
la phase solide du sol et est donc moins disponible pour les plantes. Ainsi, les concentrations
extractibles et non pas totales sont a prendre en compte pour évaluer la contamination et
I'éventuelle compétition entre éléments, méme dans le cas de contamination « fraiches ».
L’augmentation de la concentration de Co accroit le Co disponible dans le substrat. Elle peut
affecter la production de biomasse par B. coddii mais pas la concentration du Co (Keeling et al.
2003).

B. coddii serait un bon candidat pour la décontamination de substrat contenant du Ni. La totalité
du Ni présent (en faisant I'hypothése d’un prélévement constant d'une année sur l'autre) serait
retirée en trois ans sur un substrat avec 10 mg kg1 de Ni et en 5 ans sur un substrat avec
100 mg kg-1 de Ni et en I'absence d’autres éléments (Co). En plein champ, B. coddii peut atteindre
un rendement de 22 t ha! (MS), avec une concentration de 3 500 mg kg! de Ni (MS) dans les
plantes. Le rendement de Ni est donc de 77 kg ha-1. Pour le Co, il serait de 16,5 kg ha-1. B. coddii
n’extrait pas aussi efficacement le Co que le Ni, méme s'il est majoritaire dans le sol. Le rendement
de métal peut étre amélioré par 'apport de fertilisant (Bani et al. 2015a) et par inoculation. Cette
derniere augmente jusqu’a 20 fois la quantité de Ni extraite par B. coddii par rapport au témoin
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non inoculé (Ortowska et al. 2011). Le premier individu a fleuri a 5,5 mois. Récolté a 6,5 mois il a
entamé sa seconde floraison cinq mois apres la coupe. Donc deux récoltes sont possibles en un an
en conditions controlées.

Les Astéracées étudiées développent des tubercules pérennes qui peuvent étre réutilisés d'une
année a la suivante en restant en place ou en les récoltant pour les utiliser sur d’autres substrats.
Cela représente un avantage de choix pour la sélection et la conservation des individus d’intéréts.
Des expérimentations sur C. thracica avec une période de vernalisation nécessaire a la floraison
permettront d’évaluer le potentiel de cette espece. Il est possible d’effectuer deux récoltes par an
sur des cultures de B. coddii en conditions contrélées, permettant d’obtenir une biomasse de 5 a
9,3 t MS hal. Ce rendement pourrait étre augmenté par une profondeur de substrat plus
importante, de quelques dizaines de cm. Il est cependant nécessaire de réaliser des essais en plein
champ pour observer la tolérance de cette espece aux températures saisonnieres.
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Conclusion de la Partie 3

Finalement, dans un objectif d’agromine du Ni sur des substrats multi-contaminés, il est
nécessaire de mieux comprendre les relations entre les différents éléments dans le sol et leur
comportement vis-a-vis de la plante: entrée dans les racines et transfert vers les parties
aériennes. Une compétition entre Ni et Co a été mise en évidence pour le transfert vers B. coddii
et C. thracica. D’autres études ont montré la compétition du Ni avec le Zn ou encore avec le Mn
pour l'acces a la plante. Ces compétitions entrainent une diminution du Ni transféré vers les
parties aériennes de ’hyperaccumulateur.

La présence de ces éléments dans les substrats de culture doit donc étre prise en compte afin de
prévoir les conditions d’hyperaccumulation en fonction des objectifs de rendement de métal
voulues. La partie suivante va s’intéresser a I'’hyperaccumulation du Ni sur des matrices
potentiellement co-contaminées et tester des améliorations du substrat par exemple par apport
d’amendement pour optimiser le transfert du Ni. Le défi est donc d’améliorer les conditions de
I'hyperaccumulation du Ni sur des matrices co-contaminées.
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PARTIE 4

Elaboration de substrats a partir de
matériaux secondaires et réponse des
hyperaccumulateurs :

Cas du biochar

Les plantes hyperaccumulatrices sont utilisées pour extraire les éléments d'intérét présents dans
les substrats métalliques. La translocation de ces éléments vers les parties aériennes permet
ensuite leur récupération directement a partir de la biomasse récoltée ; c’est le fondement de
I'agromine ou la plante agit comme un filtre biologique, plus ou moins sélectif, qui permet de
recueillir a partir des substrats métalliques les éléments d’intérét. L’agromine est déja démontrée
al’échelle de la parcelle pour les sols ultramafiques (Li et al. 2003b; Bani et al. 2007).

L’enjeu ici est de mettre en place les conditions pour une agromine de matériaux contenant de
fortes concentrations métalliques considérés comme des déchets issus de I'activité industrielle. 11
s’agit d’identifier des matériaux délaissés par I'industrie mais d’intérét pour 'agromine (présence
et disponibilité du Ni), puis de formuler des substrats non phytotoxiques a partir de mélanges
adaptés utilisant différents matériaux de remplissage et des amendements. Il est aussi nécessaire
de choisir les plantes les plus adaptées a ces conditions drastiques et suffisamment performantes
pour optimiser I'extraction des métaux depuis la matrice créée. Cette démarche est a la base de la
filiere qui aboutit par la mise en ceuvre de procédés hydrométallurgiques de récupération des
métaux dans les plantes (Barbaroux et al. 2011; Zhang et al. 2016).
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Chapitre 1 :
Comportement des hyperaccumulateurs
sur substrats phytotoxiques

Afin d’atteindre ces objectifs, il est d’abord nécessaire de tester le comportement de plantes
hyperaccumulatrices sur des matériaux fortement pourvus en métaux et, le cas échéant,
d’élaborer des mélanges qui permettent I'atténuation de la phytotoxicité tout en ménageant
I'extraction des métaux d’intérét. Ainsi, ce chapitre est consacré ala formulation de substrats pour
I'agromine du Ni, qui s’appuie sur une démarche de génie pédologique. Ce substrat doit étre fertile
pour le développement des hyperaccumulateurs et permettre le passage des métaux dans la
plante par une disponibilité des éléments suffisante dans la matrice. Le Ni est le métal ciblé et les
hyperaccumulateurs de Ni sont ceux déja testés dans d’autres circonstances, notamment sur sol
ultramafique (Bani et al. 2007). La démarche s’appuie sur la combinaison de tests de germination
et de tests de croissance en vases de végétation en conditions controlées. Ces derniers doivent
permettre d’évaluer le rendement qui peut étre obtenu par la culture de plantes
hyperaccumulatrices sur différentes matrices.

1. Tests de germination

Afin de déterminer le potentiel des matériaux délaissés a la végétalisation, des tests de
germination sont menés en préalable aux tests de croissance en vases de végétation. Une attention
particuliére est accordée a la boue de phosphatation étant donné la stabilité de sa composition
dans le temps et 'importance de son gisement. Le biochar est utilisé en tant qu'amendement qui
modifie significativement la disponibilité des métaux, diminuant la toxicité du milieu (Rees et al.
2014). De plus il a un effet positif sur la germination et 1'élongation racinaire et améliore la
croissance des plantes (Rees et al. 2015, 2016). Trois essais de germination sont effectués avec
des hyperaccumulateurs de Ni, dans le but de :

e tester la germination des graines sur la boue de phosphatation en faisant varier la fraction
massique de boue dans le mélange ;

o affiner la formulation du substrat en modifiant les proportions de matériaux ;

e comparer deux méthodes de formulation des substrats: i) mélange de matériaux secs et
tamisés a 2 mm, ii) mélange en suspension dans I'eau.

1.1. Matériels et méthodes
a) Matériels

Les espéces végétales testées sont : L. emarginata (Site 1), A. murale (Site V), B. tymphaea (Site VI)
et Zea mays (Annexe 11). Les graines de L. emarginata sont préalablement calibrées : seules sont
retenues celles de masse comprise entre 3,53 et 7,56 mg (valeurs obtenues aprés avoir pesé 30
graines et en éliminantles 10% les plus lourdes et les plus 1égeres) et sans signes distinctifs (forme

124



- Partie 4 _ Elaboration de substrats a partir de matériaux secondaires et réponse des hyperaccumulateurs -

ou couleur particuliere). Les graines sont placées 2 h dans de I'eau ultra pure afin de ramollir leur
tégument. Certaines graines de B. tymphaea ont développé une enveloppe de pectine autour de
leur tégument, ce qui n’est pas le cas de L. emarginata.

Les substrats sont élaborés a partir de la boue de phosphatation (Boue A, Lot 1), de la terre de
biopile (TB, Lot 1), du biochar (N°1) et de vermiculite (cf. Partie 2). Dans chaque test la boue de
phosphatation est amendée avec le biochar et/ou la terre de biopile dans différentes proportions.
Les matériaux sont préalablement séchés a I'air et tamisés a 2 mm.

b) Tests de germination

Les tests de germination sont effectués en boite de Petri sur du papier filtre sur lequel est déposé
le substrat a tester. Les graines (10 a 20 par boite) sont placées a égale distance les unes des
autres. Les boites sont placées a I'obscurité dans une enceinte close a 25 °C pendant 10 a 20 jours
(cf Partie 2 « Tests de germination »). Les substrats sont humidifiés si nécessaire, avec de I'eau
ultra pure et en favorisant I’entrée de I'’eau par le bord du substrat. Des boites témoins sont
obtenues en déposant des graines sur papier filtre, sans substrat, afin de s’assurer du pouvoir
germinatif des graines utilisées. Pour chaque modalité, une boite est faite, soit une répétition.

Un premier test est conduit avec L. emarginata sur la boue de phosphatation amendée avec
différentes proportions de biochar et de terre de biopile. Neuf substrats sont élaborés, contenant
0 a2 100% de boue. Trois substrats correspondant a des fractions intermédiaires de boue (3, 18 et
39% de boue) sont préparés avec et sans biochar. Les fractions massiques des matériaux secs
apportés sont indiquées dans le Tableau 22. Les fractions massiques correspondent aux
matériaux en I'état, non séchés, avec des humidités initiales de 3% pour la terre de biopile, 59%
pour la boue métallique et 2% pour le biochar. Dans chaque boite sont disposées 15 graines. Le
test de germination est conduit pendant 13 jours.

Tableau 22 _ Composition des substrats utilisés pour le premier test de germination

Biopile Boue de Biochar Biopile Boue de Biochar
Modalité (2mm) phosphatation (2mm) Modalité (2mm) phosphatation (2mm)
Fraction massique sur matériaux frais (%) Fraction massique sur matériaux secs (%)
A 0 100 0 A 0 100 0
B 50 50 0 B 61 39 0
C 0 50 50 C 0 39 61
D 75 25 0 D 82 18 0
E 50 25 25 E 55 18 28
F 90 10 0 F 93 7 0
G 90 5 5 G 92 3 5
H 95 0 H 97 3 0
I 100 0 I 100 0 0

Dans une deuxiéme expérience, la germination de deux hyperaccumulateurs de Ni (A. murale et L.
emarginata) est testée sur la boue de phosphatation amendée avec 5% de biochar. Six modalités
sont constituées avec quatre fractions massiques de boue: 0, 7, 18 et 30% (Tableau 23). L’addition
de 5% biochar est testée avec les modalités avec 7, 18 et 30% de boue, en substitution de 5% terre
de biopile. Pour chaque modalité, dix graines sont mises en place par boite. La germination est
suivie pendant dix jours.
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Tableau 23 _ Composition des substrats du deuxiéme test de germination

Biopile Boue de. Biochar , Biopile Boue de. Biochar
Mélange phosphatation Mélange phosphatation
Fraction massique sur matériaux frais (%) Fraction massique sur matériaux secs (%)
I 55 40 5 I 65 30 5
II-SB 75 25 0 I1-SB 80 18 0
II-B 70 25 5 1I-B 77 18 5
I1I-SB 90 10 0 I1I-SB 93 7 0
I11-B 85 10 5 I1I-B 88 7 5
1\" 100 0 0 1A% 100 0 0

Enfin, un troisiéme test de germination est conduit avec des substrats obtenus par mélange en
suspension. La terre de biopile est remplacée par de la vermiculite ; un essai préliminaire de la
bentonite a amené a écarter cette argile. Quatre types de mélanges sont préparés avec 0, 30 ou
60% de boue mélangée avec biopile ou vermiculite et avec ou sans biochar (Tableau 24).

Tableau 24 _ Composition et codage des substrats du troisiéme test de germination

Code du mélange selon le . ;
, . Composition des mélanges
mode de préparation
. Boue de Matériau .
Sec Suspension . , . Biochar
phosphatation complémentaire
1 I 30 Biopile Oui
2 II 30 Biopile Non
3 111 60 Biopile Oui
4 v 60 Biopile Non
5 \% 30 Vermiculite Oui
6 VI 30 Vermiculite Non
7 VII 0 Vermiculite Non

Pour chacune de ces modalités, les mélanges ont été préparés selon deux protocoles: i) en
mélangeant les matériaux en suspension dans de l'eau ultra pure, qui sont ensuite séchés et
fractionnés et ii) en homogénéisant les matériaux secs, tamisés a 2 mm (Annexe 12).

Afin de ne pas modifier la structure physique du mélange, I’eau est apportée initialement sur le
papier filtre avant dépot du substrat. Si cette humectation est insuffisante, de 1'eau est alors
ajoutée sur les cotés apres la mise en place du mélange, en dirigeant le jet d’eau contre les parois
de la boite de Petri.

Le test de germination est conduit avec quatre graines de Zea mais, pendant 18 jours (Annexe 13).
1.2. Résultats des tests de germination

a) Germination de L. emarginata sur la boue amendée avec différentes
proportions de biochar et de terre de biopile

La boue de phosphatation seule ne permet pas la germination (Figure 58). Sur le substrat témoin
(terre de biopile), 100% des graines germent. Sur le mélange avec 39% de boue, aucune graine ne
germe sauf si la boue est amendée en biochar a raison de 61%. Dans ce cas 73% germent. En
dessous de 18% de boue, les graines germent sur toutes les modalités, mais le pourcentage de
germination est supérieur en présence de biochar.
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Figure 58 _ Taux de germination de L. emarginata en fonction de la fraction massique de boue dans

le substrat apres 13 jours d’incubation. Les traits foncés indiquent I'addition de biochar et la valeur indique la
fraction massique de biochar dans le substrat.

En général, le plus grand nombre de graines a germé apres six jours et le taux de germination se
stabilise au 11¢me jour. La cinétique de germination est différente selon les substrats. Les graines

sur les trois modalités avec biochar germent plus vite que sur les mémes modalités sans biochar
(Annexe 14).

b) Germination d’A. murale et L. emarginata sur des substrats contenant une

proportion variable de boue de phosphatation, avec ou sans une dose de
5% de biochar

Les taux de germination d’A. murale varient de 10 a 70%. Les plus faibles sont obtenus sur les
substrats sans biochar (avec 0 et 18% de boue). Ils augmentent avec I'ajout de biochar. Pour un
substrat donné, le taux de germination de L. emarginata est systématiquement supérieur a celui
d’A. murale. En comparaison, les taux de germination de L. emarginata varient de 80 a 100%
(Figure 59). Ces résultats confirment pour L. emarginata les résultats obtenus dans le premier

test.
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Figure 59 _ Taux de germination d’A. murale et L. emarginata neuf jours aprés le semis selon le
substrat. 0, 7, 18 et 30% : fraction massique de boue de phosphatation, Bc : 5% de biochar
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Les substrats amendés en biochar présentent une germination plus rapide et supérieure (a cinq
jours) par rapport aux substrats non amendés. Dans le cas de L. emarginata quatre jours plus tard,
les substrats non amendés ont un taux de germination équivalent aux substrats amendés (Annexe
15). L’augmentation de la concentration en boue dans le substrat diminue le taux de germination

d’A. murale mais pas celui de L. emarginata. Les graines présentent des symptomes de toxicité sur
certains mélanges, en particulier sur la modalité avec 30% de boue (5% de biochar et 65% de
terre de biopile) (Figure 60).

Figure 60 _ Photographies des radicules
et poils absorbants sur les graines. 4 la
loupe binoculaire. a) L. emarginata sur le
mélange avec 7% de boue et sans biochar a sept
jours, sa couronne de poils absorbants témoigne
d’un développement normal. b) L. emarginata sur
le mélange avec 30% de boue et avec biochar a
sept jours, signes de toxicité : racine déformée et
poils absorbants courts sur la partie inférieure de
la racine. c) A. murale, cotylédons visibles et poils
absorbants trés courts a cinqg jours sur mélange a
30% de boue et avec biochar. d) A. murale a cinq
jours sur le mélange a 18% de boue et biochar,
poils absorbants peu denses et fréles.

c¢) Germination en fonction du mode de préparation du substrat

Les substrats ont été préparés i) par mélange des matériaux en suspension dans de l'eau, puis
séchage et fractionnement et ii) directement a partir du mélange de matériaux secs. La
germination est faible ou nulle sur les mélanges avec la fraction de boue la plus élevée (60%),
surtout ceux préparés en suspension. Le nombre de graines germées et la biomasse produite sont
plus élevés en présence de biochar (modalités 1/1, 3/1lI, 5/V en comparaison respectivement a
2/11,4/1V, 6/VI) (Tableau 24). Par ailleurs, le développement racinaire est plus important sur les
mélanges avec 30% de boue avec de la vermiculite qu'avec de la terre de biopile (Annexe 16).

Afin de comparer la germination en fonction du mode de préparation des mélanges, les taux de
germination obtenus aprés mélange sec sont soustraits de ceux obtenus aprés mélange en
suspension. Les résultats sont présentés Figure 61 ou chaque barre représente le gain, c’est-a-dire
pour un mélange donné :

Gain (%) = Taux de germination sur mélange préparé en suspension (%) - Taux de germination
sur mélange préparé avec des matériaux sec (%)

Lorsque le gain est positif, le substrat préparé en suspension a un taux de germination supérieur
au substrat préparé a sec et inversement (Figure 61).

Les mélanges contenant de la vermiculite favorisent la germination quand ils sont préparés en
suspension. C'est l'inverse avec ceux élaborés a partir de terre de biopile, qui favorisent la
germination lorsqu’ils sont préparés a sec (exception faite du mélange 60% de boue et 40% de
biopile) (Figure 61). Le biochar améliore la germination sur les mélanges secs mais pas sur les
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autres. La vermiculite seule et le mélange boue-vermiculite-biochar ne sont pas affectés par la
méthode de préparation.
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Figure 61 _ Gain de taux de germination de Z. mays avec le mélange préparé en suspension en
comparaison avec le mélange préparé a sec. La composition du substrat est indiquée dans la légende :
boue (%)/type d'amendement (Verm : vermiculite et Biop : terre de biopile) + 5% de biochar (Bc) ou rien si pas de biochar.

Apres sept jours, tous les mélanges présentent un taux de germination d’au moins 50% (excepté
celui avec 60% de boue) (Annexe 17). De plus, les substrats contenant de la vermiculite et
préparés en suspension atteignent 100% de germination. Ceux contenant du biochar atteignent
100% de germination lorsque les matériaux ont été mélangés secs. Apres le septieme jour, aucune
nouvelle germination n’est observée. Au 11¢me jour, le nombre de graines germées mais mortes
indique que le développement est avorté, principalement sur les mélanges effectués en
suspension (Annexe 18).

Lorsque 30% de boue sont intégrés au mélange :

e En présence de vermiculite, 100% de germination de Z. mays sont obtenus en préparant
le mélange en suspension et 50% a sec (Annexe 18).

e En présence de terre de biopile, le taux de germination est de 75% sur le mélange en
suspension (mais seulement 50% apres 11 jours) et 50% si le mélange est effectué a sec.

Ainsi, en suspension, la vermiculite donne lieu a de meilleurs résultats que la terre de biopile, mais
en suspension la survie des graines germées est moindre. Le taux de germination est amélioré par
le biochar particulierement dans les mélanges effectués a sec.

1.3. Discussion

L’installation de végétaux sur les substrats métalliques impose d’abord que les graines des
hyperaccumulateurs soient capables de germer et de survivre sur ces milieux particulierement
hostiles par leur concentration en métaux et leur pH. Une gamme de substrats et de modalités de
mélanges a été testée avec deux hyperaccumulateurs et une plante de référence, le mais. Les essais
démontrent que la boue de phosphatation seule inhibe totalement la germination des
hyperaccumulateurs de Ni. Par contre, 'addition de biochar 1éve cette inhibition, d’autant plus que
la dose de biochar est élevée. L’'amendement en biochar améliore la germination méme a faible
concentration (5%). Si le biochar entraine en général une réduction de la disponibilité des métaux
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(Rees etal 2014) ; a forte dose, il peut augmenter la toxicité du milieu (Oleszczuk et al. 2013). Ici,
la présence du biochar qui permet la germination méme avec prés de 40% de boue, parait réduire
la vitesse de germination a forte dose (60%), en relation avec son propre effet inhibiteur. Bien
entendu, une telle dose n’est pas réaliste pour des raisons économiques et pratiques (coft,
densité). Cinq pourcents parait un bon compromis qui permet de lever l'inhibition de la
germination tout en restant faisable (Rees et al. 2015). Une formulation contenant 30% de boue
de phosphatation et 5% de biochar assure une germination optimale et peut étre retenue pour les
essais de croissance et développement des hyperaccumulateurs. La réponse des plantes a
I'inhibition de la germination dépend de l'espece. Ainsi, L. emarginata offre une aptitude
supérieure pour germer sur ces milieux extrémes par rapport a A. murale, ce qui peut étre dii aux
plus larges réserves de la graine. Enfin, la germination est liée a la fagon dont a été préparé le
mélange. Si un mélange en suspension dans l’'eau assure une meilleure homogénéisation du
substrat, il parait défavorable a la survie des individus par rapport a un mélange opéré a I'aide de
matériaux secs. D'une part, il est possible que la suspension conduise a un mélange vierge non
structuré et donc avec une faible macroporosité. D’autre part, la suspension peut remettre en
solution une fraction des métaux qui sont ensuite redistribués sur la matrice ou ils sont
particulierement disponibles. Toutefois, la vermiculite en suspension, de par son fort pouvoir
absorbant/gonflant, peut générer des espaces en se déshydratant, et adsorber probablement les
métaux mis en solution, réduisant leur disponibilité et, par conséquent, la toxicité du milieu. En
revanche, cette diminution peut étre incompatible avec un fort prélevement des métaux par les
hyperaccumulateurs. Au contraire, a 5%, la capacité du biochar a limiter la disponibilité des
métaux est atténuée par un effet de dilution au sein de la suspension.

2. Effet du biochar sur I'hyperaccumulation sur sol ultramafique

Etant donné 'intérét du biochar, en tant qu’amendement pour réduire la toxicité de substrats a
forte concentration en métaux, qui se dégage, d'une part, de la littérature (Rees et al. 2015) et,
d’autre part, des tests de germination, il nous a paru nécessaire de vérifier comment ce processus
pouvait affecter le prélévement et 'accumulation du Ni a partir de sols ultramafiques qui
constituent le substrat naturel des hyperaccumulateurs testés. Dans le cas de la tomate, un
amendement de 5% de biochar sur un sol ultramafique diminue de plus de 90% la
bioaccumulation du Ni (Herath et al. 2015), qu’en serait-il avec une plante hyperaccumulatrice ?
L’effet positif du biochar sur 'accumulation du Cd a été démontré avec I'hyperaccumulateur de Cd
Noccaea caerulescens qui tend a accumuler plus de Cd en présence de biochar (Rees et al. 2015).
Cela n’a jamais été testé dans le cas de I'hyperaccumulation du Ni. Aussi, un essai en vases de
végétation a été conduit en utilisant de la terre issue d'un sol ultramafique et avec un
hyperaccumulateur de Ni afin de tester I'effet sur la biomasse produite et 'accumulation du Ni
d’un apport de biochar au sol.

2.1. Matériels et méthodes

L. emarginata est cultivée sur de la terre prélevée d'un sol ultramafique (TU_Lot 1). Dans des vases
de végétation d’'un volume de 0,25 L, une couche drainante de gravier est installée au fond puis
recouverte de 150 g de terre. Deux modalités sont alors testées : sol ultramafique seul et sol
ultramafique avec 6,5% (m) de biochar (n°1), trois répétitions par modalité. Aprés remplissage
des vases de végétation avec la terre, les coupelles sont remplies d’eau pour humecter le substrat
par capillarité. Deux jours plus tard, cinq graines de L. emarginata (site 1I) sont semées dans
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chaque vase. La culture est maintenue pendant 33 semaines (environ 7,3 mois). A la récolte, les
parties aériennes sont coupées au collet, lavées trois fois a’eau déminéralisée puis séchées a 70°C
pendant 48h. Elles sont broyées dans un bol en tungsténe puis minéralisées avec HNOs. Le filtrat
est alors analysé par ICP-OES afin de déterminer les concentrations en métaux. Apres dépotage,
les sols sont tamisés a 2 mm puis séchés a 40°C pendant 48h. Le pH est mesuré ainsi que la
concentration en éléments extractibles au DTPA.

2.2. Résultats

Apres 33 semaines de culture, tous les vases de végétation comportent quatre individus sauf une
des répétitions sans biochar (trois individus) et une autre avec biochar (deux individus). La
biomasse produite par individu ou par vase de végétation est supérieure sur sol amendé (Figure
62). Elle est plus du double en présence de biochar. La concentration du Ni dans les parties
aériennes de L. emarginata cultivé sans biochar est supérieure a 10 000 mg kg-1. En présence de
biochar, cette concentration s’éleve a pres de 13 000 mg kg1 (Figure 63). En début d’expérience,
I apport de 6,5% de biochar induit une augmentation du pH alors que la conductivité ne change
pas (Figure 64). A l'issue de la culture de L. emarginata, le pH et la conductivité ont augmenté en
absence et en présence de biochar. La concentration en Ni extractible au DTPA diminue en
présence de biochar. A I'issue de la culture, la concentration est diminuée sur les deux modalités
et particulierement sur la terre amendée en biochar (Figure 65).
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Figure 62 _ Biomasse de L. emarginata a) par vase de végétation et b) par individu selon
I'amendement en biochar (m)
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Figure 63 _a) Concentration en Ni dans les parties aériennes de L. emarginata et b) quantité de Ni
extraite par vase de végétation, selon 'amendement en biochar (m)
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Figure 64 _ a) pH et b) conductivité de la terre ultramafique avant et aprés culture. 0% sans
amendement, 6,5% : amendement (m) de biochar, t0: au début de l'expérience, t33 : aprés 33 semaines de culture de

L. emarginata (N=3)
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Figure 65 _ Concentration en Niprea de la terre ultramafique avant et apres culture. 0% sans
amendement, 6,5% : amendement (m) de biochar, t0: au début de l'expérience, t33 : aprés 33 semaines de culture de
L. emarginata (N=3)

2.3. Discussion

Le sol amendé par du biochar a hauteur de 6,5% en masse dans le sol, augmente la biomasse
produite et la concentration en Ni dans les tissus aériens de L. emarginata. Le biochar a donc
permis d’augmenter le Ni extrait de ce sol ultramafique. Dans le cas d'une plante non
hyperaccumulatrice, Herath et al. (2015) ont montré que la culture de tomate sur un sol
ultramafique amendé avec 5% de biochar augmente de 40 fois la biomasse produite et diminue
de plus de 90% la bioaccumulation de Cr, Ni et Mn. La fraction biodisponible de ces mémes
éléments est diminuée de 99, 61 et 42%), respectivement en présence de 5% de biochar. Ainsi, le
biochar diminue les concentrations de certains éléments en solution. Ces travaux sur le Ni et
d’autres travaux sur Cd et Zn (Rees et al. 2015, 2016; Kanso 2016), indiquent qu’en présence de
biochar le transfert du métal dans une plante hyperaccumulatrice augmente.
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3. Croissance et développement d’hyperaccumulateurs de Ni
sur les substrats €laborés a partir d'une boue industrielle
amendée en biochar

Les essais de germination ont permis de tester une gamme de substrats permettant la germination
de graines d’hyperaccumulateurs de Ni et de démontrer qu'il est possible d’obtenir I'installation
de plantes, au moins provisoirement, sur des substrats particulierement hostiles a la vie. Cela fait
appel a 'emploi, d’'une part, de matériaux de remplissage et, d’autre part, damendements qui
contrélent la disponibilité des métaux. C'est ainsi que le biochar est confirmé en tant
qu'amendement efficace pour réduire la toxicité du substrat. Un essai cultural en vases de
végétation utilisant le substrat naturel des plantes hyperaccumulatrices a permis de démontrer
que malgré une diminution de la disponibilit¢ du Ni dans le sol, 'hyperaccumulation est
augmentée de pres de 20%.

Il s’agit a présent d’éprouver le potentiel des substrats choisis en tant que supports pour la
croissance et le développement de plantes hyperaccumulatrices. Deux hyperaccumulateurs de Ni
sont choisis pour leur aptitude a germer sur ces milieux, A. murale et L. emarginata. lls sont
cultivés sur le substrat qui a offert les meilleures performances en matiere de germination,
composé d’'un mélange de terre de biopile, de boue de phosphatation en différentes proportions
(0-30%) et de biochar (5%) préparé a partir de matériaux secs. L’expérience est conduite de fagcon
a pouvoir mesurer I'effet du substrat sur la survie des individus, la production de biomasse et
I'accumulation du Ni dans les parties aériennes.

3.1. Matériels et méthodes
a) Especes végétales

A. murale (S V) et L. emarginata (S II, 2013) sont sélectionnées pour leur potentiel a
hyperaccumuler le Ni, leur croissance rapide et leur taux de germination élevé sur les substrats
testés. Comme précédemment, les graines de L. emarginata de masse comprise entre 3,53 et
7,56 mg sont choisies. Les graines sont désinfectées au préalable (cf. Partie 2_Préparation des
graines) puis mises a +4°C pendant 12 h.

b) Substrats

Les substrats sont préparés a partir d'un mélange de terre de biopile (TB_Lot 1), de boue de
phosphatation (BA_Lot 1) et de biochar de bois (n°1). Chaque vase de végétation a un volume de
0,25 L. Les proportions des matériaux sont celles testées dans le second test de germination
(Tableau 23). A partir de trois doses de boue : 7, 18 et 30% (m) MS, des mélanges sont effectués
avec de la terre de biopile et 5% de biochar sont intégrés (B) ou non (SB), excepté pour le mélange
avec 30% ou la modalité sans biochar ne permet pas une germination suffisante pour envisager
la croissance. Un témoin est constitué avec 100% de terre de biopile. Ainsi six modalités sont
testées (Tableau 25). La concentration du Ni dans les substrats varie de 40 a 1 590 mg kg
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Tableau 25 _ Composition des six différents substrats

Modalités
Code utilisé dans 2¢éme test de germination IB IISB IIB IIISB I1IB IVSB
5% de biochar (m) MS| Oui Non Oui Non Oui Non
Boue (%) (m) MS| 30 18 18 7 7
Quantité de boue MS par vase (g) 45 40 40 20 20
Quantité de Ni apportée par la boue par vase (mg) | 235 210 210 105 105
Quantité de Ni apportée par la biopile par vase (mg) 4 7 7 11 10 14
Quantité de substrat MS par vase (g) | 150 220 220 300 280 340
Concentration calculée du Ni total par vase (mg kg1) | 1590 990 990 390 410 40

Dénomination (% de boue et Bc (B) ounon (SB)) | 30%B | 18%SB | 18%B | 7%SB 7%B 0%SB

¢) Plan d’expérience

Pour chacun des six substrats il y a trois couverts: A. murale, L. emarginata, sol nu. Trois
répétitions sont mises en place pour chacune des 18 modalités. Dans chaque vase de végétation,
deux ou trois graines sont semées a trois emplacements. Afin de pallier les déficits de germination
et la mortalité des plantules, parfois, plus de trois plantes ont été gardées par vase de végétation.
De méme, plusieurs semis successifs ont été nécessaires. Les 54 vases de végétation sont placés
en chambre de culture selon les conditions présentées dans la Partie 2, pendant 90 jours, avec des
températures de 22 °C Jour / 15 °C Nuit. Ils sont disposés en trois blocs correspondant chacun a
une répétition. A l'intérieur de chacun des blocs, les modalités sont disposées selon un tirage
aléatoire (Annexe 19). L’humidité de la terre est ajustée a 80 % de la capacité de rétention en eau
par un arrosage a I’eau ultra pure toutes les 48 h.

Le protocole de récolte est présenté dans la Partie 2. En présence d'un couvert, le sol adhérent aux
racines (sol rhizosphérique) est séparé du sol non adhérent (non rhizosphérique). Les éléments
pseudo-totaux sont analysés sur les matériaux avant culture. Les mesures de pHeay, éléments
extractibles au DTPA et capacité de rétention en eau des matériaux sont mesurés avant et apres
culture. Les prélévements avant culture ont été menés sur les matériaux mélangés mais non
incubés. Les parties végétales prélevées sont lavées, séchées (cf. Partie 2). Les concentrations en
éléments (Al As, B, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb et Zn) dans les parties aériennes
et racinaires seches sont dosées a I'lCP-OES.

3.2. Résultats
a) Développement des plantes et biomasse produite

La croissance des plantes est trés inégale d'une modalité a I'autre et d’'une espece a l'autre. Le
temps d’installation et la mortalité augmentent avec la quantité de boue présente dans le mélange.
Ainsi, les substrats contenant les plus grandes quantités de boue ont été végétalisés plus
tardivement que les autres. Aprées 90 jours d’expérience, la récolte est effectuée pour I'ensemble
des modalités, méme si les plantes ont des ages différents et inférieurs a 90 jours (47 a 77 jours).
Les plantes ont germé sur les six modalités mais ne se sont pas installées en présence de 18% de
boue sans biochar et 30% de boue (Figure 66). Les plantes sur la modalités sans boue présentaient
des chloroses (Annexe 20a). Avec 30% de boue les graines germaient et mourraient rapidement.
En présence de 7% de boue, les racines se développaient largement dans le volume de substrat
(Annexe 20). La présence de biochar dans le mélange améliore significativement I'installation et
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la croissance des végétaux. Ainsi, sur 18% de boue, aucune plante ne s’est installée en I'absence
de biochar malgré quelques germinations. Pour la méme modalité avec 5% de biochar, aucun
individu d’A. murale ne s’est développé, alors qu'’il y a un individu de L. emarginata (Annexe 21).
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Figure 66 _ Vases de végétation végétalisés apres 90 jours de culture selon 'amendement en
biochar. Il n’y a pas de modalité 0% boue+Biochar et 30% sans biochar.

La modalité avec 7% de boue et 5% de biochar a produit la plus forte biomasse cumulée (Annexe
22). Pour les modalités a 0% et 7% de boue, les deux espéces se sont développées mais
L. emarginata a produit plus de biomasse qu’A. murale. Bien que tous les vases de végétation du
témoin soient végétalisés, les individus développés présentent une plus faible biomasse que ceux
des autres modalités (Figure 67).
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Figure 67 _ Biomasse aérienne moyenne par individu. A: A. murale et L: L. emarginata, les barres avec
pointillés représentent les modalités avec biochar. Il n’y a pas de modalité 0%+Biochar et 30% sans biochar. Les barres
verticales indiquent l'écart-type quand il y a plusieurs vases végétalisés.
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b) Transfert du Ni dans les plantes

La concentration du Ni dans les parties aériennes augmente avec la concentration de boue dans le

substrat (
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Figure 68). A 7% de boue, la concentration de Ni dans les parties aériennes est supérieure en
présence de biochar. L. emarginata sur 18% boue avec biochar et A. murale sur 7% boue avec
biochar ont une concentration de 2 700 mg kg1 de Ni. Toutefois, il faut noter que A. murale a 1,3
fois I'age de L. emarginata. En terme de quantité de Ni extrait, les plantes développées sur le
substrat avec 7% de boue et avec du biochar présentent la plus grande quantité de Ni extraite : 1
a 2,5 mg par vase de végétation (Figure 69). Au regard de la quantité de Ni présente dans le
substrat, les plantes ont extrait pres de 2% du Ni total en présence de 7% de boue et de biochar
(Annexe 23). Les mémes tendances que précédemment sont observées pour [lefficacité
d’extraction des couverts les uns par rapport aux autres. A noter cependant qu’en I'absence de
boue, L. emarginata a prélevé presque 1% du Ni total de la terre de biopile. Dans les deux espéces
et particulierement en présence de boue dans le substrat, Zn est peu transféré dans les parties
aériennes : les concentrations sont supérieures dans les parties racinaires (Annexe 24). Par
ailleurs, elles varient de 400 a 1 000 mg kg1 dans les parties aériennes et sont inférieures a celles
du Ni. Cependant dans les parties racinaires elles sont deux a sept fois supérieures a celles du Ni
pour les substrats contenant de la boue.

136



- Partie 4 _ Elaboration de substrats a partir de matériaux secondaires et réponse des hyperaccumulateurs -

3000
|:|N1' parties aériennes

2500
— |:|Ni parties racinaires
bp
i)
g 2000
= 0% biochar
z EEH 506 biochar
[«5]
= 1500
= A. murale
s
:E_: 1000 L. emarginata
O
=
S}
&}

500 T
T
0 - -
0%_SBc_A 0%_SBc_L 7%_SBc_A 7%_SBc_L 7%_Bc_A 7%_Bc_L 18%_Bc_L

Fraction massique de boue_SBc/Bc_Espéce

Figure 68 _Concentration du Ni dans les parties aériennes et racinaires d’A. murale et L. emarginata
Barres pleines : parties aériennes, barres hachurées : parties racinaires, Code abscisse : % (m) de boue dans le substrat_
SBc : sans biochar, Bc : 5% de biochar _ Espéces : A : A. murale et L : L. emarginata.
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Figure 69 _ Quantité de Ni extrait dans les parties aériennes de A. murale (en rouge, A) et
L. emarginata (en bleu, L) par vase de végétation selon une dose croissante de boue dans le substrat
et en absence de biochar (SBc) ou avec 5% de biochar (Bc). Les barres verticales indiquent les écarts-types
lorsque plusieurs vases de végétation étaient végétalisés (N=3).

c) Propriétés physiques et chimiques des substrats

La boue a un pH de 3,86 et la terre de biopile de 8,28. A to, lorsque la proportion de boue diminue
dans le mélange, le pH augmente et la conductivité diminue (Figure 70). Le biochar amplifie ces
effets. En conditions controlées, un arrosage toutes les 48 h pendant 90 jours équivaut a autant de
cycles d’humectation-dessiccation. Apres cette période, le pH a augmenté pour tous les substrats
mais la tendance reste la méme : le pH augmente en présence de biochar et lorsque la fraction de
boue diminue (Figure 70). La conductivité a l'issue de la période d’incubation varie fortement
mais avec la méme tendance qu’initialement : elle diminue avec la baisse de la dose de boue dans
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le substrat. Elle diminue de moitié au cours de I'incubation dans les mélanges avec 18 et 30% de
boue. Les modalités avec biochar ont une conductivité moyenne inférieure a celle de la méme
modalité non amendée. Par ailleurs, 'écart de pH et de conductivité entre le début et la fin de
I'expérience est d’autant plus important que la quantité de boue dans le substrat est élevée. Bien
qu'il n’y ait pas toujours de répétition, le sol rhizosphérique montre systématiquement un pH plus
élevé que le sol non rhizosphérique (Annexe 25). Les substrats contenant de la boue présentent
une plus grande variabilité que les substrats sans boue.
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Figure 70 _ pH et conductivité des substrats non plantés a t0 et apres incubation de 90 jours. N=3, le
pourcentage en abscisses correspond a la fraction massique de boue dans le substrat suivi de SB : pas de biochar ou B : 5%
de biochar (barre encadrée en noir).

La capacité de rétention en eau de la boue seule est de 160% ; elle est conditionnée a ce taux
d’humidité (saturée en eau). En comparaison, celle de la terre de biopile est de seulement 17%
(Annexe 26). En conséquence, la capacité de rétention en eau des substrats augmente avec la
concentration de boue dans le mélange. Le biochar contribue a encore augmenter la capacité de
rétention en eau. De méme, le point de flétrissement est plus haut lorsque la concentration en
boue augmente. L’humidité du sol apres récolte est proportionnelle a la quantité de boue dans le
mélange. Elle est inférieure dans le sol rhizosphérique que dans le sol non rhizosphérique (Annexe
27).

Le Ni extrait au DTPA dans les substrats apres culture augmente avec I'augmentation de la
fraction massique de boue. De plus, il est plus faible dans les sols rhizosphériques que dans les
sols non rhizosphériques (Figure 71), ces derniers ayant des concentrations similaires a celles des
sols nus. Ces observations sont valables sur toutes les modalités méme si le Niprpa est tres inférieur
sur la modalité témoin, pour laquelle il est de I'ordre de 0,25 mg kg-1. Il est a noter que sur les
mélanges avec boue, le Niprpa correspond a environ 10% du Ni total (Tableau 25).
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Figure 71 _ Concentration du Ni disponible dans les substrats selon une dose croissante de boue,
avec et sans amendement en biochar. Rz : sol rhizosphérique, SB : sans biochar, B : avec 5% (m) de biochar

Parmi les autres éléments extraits au DTPA, plus le substrat contient de boue, plus les
concentrations en Zn, Mn, Fe, P, Na, et dans une moindre mesure Mg sont élevées. Pour une
concentration en boue donnée, la présence de biochar diminue la concentration extraite au DTPA
du Mn, Na, S et Mg mais ne semble pas avoir d’effet sur Ni, Zn et Fe. Les concentrations mesurées
dans les sols rhizosphériques présentent une diminution du Na, Mg, K, S, P et Mn alors que la
concentration en Fe est plus élevée dans le sol rhizosphérique que dans le sol non rhizosphérique.

3.3. Discussion

Avec un substrat approprié, nous avions démontré que les plantes hyperaccumulatrices pouvaient
germer et se développer, au moins partiellement, en présence de boue industrielle chargée en
métaux. A 'aide d’essais de croissance en vases de végétation, nous démontrons ici qu'il est
possible de conduire certains individus jusqu’a 90 jours et d’obtenir une récolte de biomasse
contenant du Ni. La concentration en Ni dans les plantes récoltées est supérieure au seuil
d’hyperaccumulation sur toutes les modalités contenant de la boue. Il est possible que parmi les
individus qui ont poursuivi leur cycle de culture, existent des génotypes particulierement
résistants que la variabilité des lots de semences obtenues dans le milieu naturel permet de mettre
en évidence. Il est remarquable de noter qu’en absence de boue (témoin), les plantes ont manifesté
tres rapidement des symptomes de carence et ont produit peu de biomasse en comparaison des
traitements avec boues. Sur la modalité avec 30% de boue, les plantes ont rapidement présenté
des symptomes de toxicité (chloroses).

Dans cette expérience, nous avons choisi de renouveler les plantes mortes en procédant a de
nouveaux semis, ce qui a permis, d'une part, de tester la production de biomasse et métallomasse
sur plusieurs mois et, d’autre part, de mettre en évidence une atténuation de la toxicité par
I'observation d’une survie supérieure des plantes semées dans un second temps. Cela démontre
qu’'une période de stabilisation des mélanges serait nécessaire afin de faciliter la survie des
plantes. Cette action qui pourrait contribuer a diminuer la toxicité peut aussi avoir des effets
favorables sur les propriétés physiques du substrat, facilitant le développement des racines, qui
constituent l'organe en contact direct avec le substrat. Toutefois, elle ne doit pas affecter
significativement le prélevement des métaux d’'intérét. Il est donc nécessaire de savoir quels sont
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les métaux affectés par ces processus d'immobilisation et 'amplitude des processus. La différence
de concentration observée entre le sol rhizosphérique et le sol non rhizosphérique au sein du
méme vase de végétation montre que la plante n’a pas colonisé 'ensemble du volume, en relation
probablement avec sa toxicité. Ainsi, le sol rhizosphérique représente bien le volume de sol
colonisé par les racines, au sein duquel I'eau et les éléments sont prélevés (nutriments et Ni). Si la
toxicité se manifeste tout au long de la croissance, il possible aussi que la maturation du substrat
conduise a la réduction de la disponibilité de certains métaux phytotoxiques (e.g. Zn), par des
processus de sorption sur la matrice du matériau de remplissage et sur le biochar. Le systéme
racinaire, quand il est suffisamment développé, peut aussi jouer un réle d'immobilisation des
métaux sur les parois cellulaires ou par changement d’état chimique (e.g. précipitation par
élévation localement du pH). Enfin, au plan pratique, la biomasse la plus élevée a été obtenue sur
le substrat contenant 7% de boue et en présence de 5% biochar, ce qui constituent des conditions
réalistes dans le cadre d’'une application en vraie grandeur du procédé ainsi testé. L. emarginata a
produit une biomasse supérieure a A. murale quelles que soient les modalités. La plante se
maintient aussi avec 18% de boue, alors que A. murale ne s’est pas développée. Cependant, sur
7% A. murale a extrait plus de Ni que L. emarginata sur 18%. Ces observations font de ces deux
especes des candidats pertinents pour optimiser 'agromine dans le but de traiter des volumes
plus importants de boue.

3.4. Conclusion

Dans cette série de tests de germination et de croissance, nous avons démontré qu'’il est possible
d’installer durablement des plantes hyperaccumulatrices sur des substrats composés en partie de
boues industrielles toxiques par leur concentration en métaux et leur pH acide. C’est avec la
combinaison de matériaux de remplissage, comme de la terre traitée en biopile, et
d’amendements, tels que le biochar, que cette installation est envisageable. Nous avons aussi
démontré pour la premiere fois que le biochar n’altére pas I'accumulation du Ni par les
hyperaccumulateurs testés. Au contraire, nous avons enregistré une augmentation de
I'accumulation du Ni dans la plante en présence de biochar dans le substrat (5%) et, par
conséquent, que I'agromine est envisageable a partir de mélanges adaptés fondés au minimum
sur des boues industrielles métalliques et de biochar. Avec 30% de boues et 5% de biochar les
conditions de développement sont limites, et les performances faibles car la mortalité des plantes
est importante. De plus, la toxicité évolue en lien avec I'évolution de la disponibilité des métaux
du substrat au cours du temps. Dans cette optique, une préparation des substrats qui imposerait
une période de maturation, analogue au vieillissement observé dans les sols, pourrait étre testée,
rejoignant les conclusions du programme SITERRE. La réponse des plantes a long terme, sur un
cycle complet de culture ou sur plusieurs cycles dans le cas d’espéces pérennes, reste trés
incertaine. Ainsi, il est nécessaire d’optimiser la composition des substrats afin d’assurer une
toxicité faible pour les hyperaccumulateurs et une disponibilité suffisante des métaux destinés a
I’hydrométallurgie. Enfin, dans le cas de boues polymétalliques, il est important d’établir si les
hyperaccumulateurs sont capables d’assurer le réle de filtre qui leur est attribué et démontré dans
le milieu naturel, ce qui permet d’éviter 'accumulation dans la plante de métaux d’intérét
industriel secondaire (e.g. Fe, Zn) et qui perturbent les procédés d’extraction et de séparation
hydrométallurgiques.
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Chapitre 2 :
Croissance des plantes
et accumulation du Ni
en présence de biochar

Les plantes hyperaccumulatrices de Ni répondent aux substrats métalliques par la manifestation
de symptomes de toxicité mais aussi par une remarquable adaptation de certains individus qui
survivent sur de longues périodes. A leur récolte, ils contiennent des teneurs en Ni comparables a
celles observées in situ dans des hyperaccumulateurs développés sur les sols ultramafiques.
Toutefois, la disparition de nombreux individus réduit notablement les performances de
I'agromine. Le chapitre précédent a rapporté aussi que la toxicité peut étre controlée par I'ajout
de biochar, a I'instar de ce qui a été démontré par Rees et al. (2015, 2016) qui ont montré que la
plante N. caerulescens répond favorablement a un apport de biochar par une accumulation accrue
de Cd dans ses parties aériennes. L'expérience en vases de végétation présentée dans le chapitre
précédent a permis d’observer un effet similaire du biochar pour 'accumulation du Ni. Toutefois,
les rendements d’extraction obtenus dans cette expérience restent limités en raison, d’'une part,
de la mortalité des plantules et, d’autre part, de I'incapacité d’agir et d’optimiser le procédé de
phytoextraction en absence de connaissance sur les processus a 'origine de ces effets.

Aussi, il est nécessaire i) de vérifier que la présence de biochar dans le substrat favorise la
production de biomasse par ces deux especes, en comparaison a un substrat non amendé en
biochar; ii) de déterminer si le transfert du Ni en présence de biochar est augmenté vers un
hyperaccumulateur et diminué vers une plante tolérante mais non hyperaccumulatrice ; iii)
d’établir, dans un but d’optimisation du procédé, la dose de biochar a utiliser en vraie grandeur
pour une extraction maximum et un colit minimum.

Dans ce but, une expérience en vases de végétation a été conduite pour tester I'influence du
biochar sur la croissance et le transfert du Ni avec une espece hyperaccumulatrice, A. murale, et
une espéce tolérante, le ray-grass (Lolium multiflorum). Les plantes sont mises en culture, d’'une
part, sur un substrat élaboré a partir de boue industrielle métallique amendée en biochar et,
d’autre part, sur une terre issue d’'un sol ultramafique également amendée en biochar. En
complément, des témoins sans plante sont préparés afin de tester I'effet du couvert végétal sur les
propriétés des substrats et la mobilité des métaux.

1. Matériels et méthodes

1.1. Substrats

La boue de phosphatation utilisée est celle du Lot 1 présentée dans la Partie 2 (Matériels et
Méthodes). C’est un matériau amorphe, a pH acide (3,9) qui contient 0,57% Ni, 6,7% Zn, 21% P et
25% Fe, ainsi que 14 gkg N. Les concentrations en Ni et Zn disponibles, aprés extraction au DTPA,
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sont de 815 et 775 mg kg! respectivement. La terre de biopile est celle dénommée Lot 2 (cf
Partie 2), issue d’un traitement biologique d’une terre polluée (Jeandelaincourt, SITA déchet). La
terre du sol ultramafique est la méme que dans le chapitre précédent. Elle provient d’'un site
ultramafique du col des Bagenelles dans les Vosges. Il s’agit d’'un sol brun argilo-limoneux, riche
en Ni, Fe et Cr et un rapport Ca/Mg inférieur a 1. Le pH est acide (6,58) et la CEC est a
39,7 cmol* kg-1 (cf Partie 2 : terre ultramafique Lot 2). Le biochar 1 est issu de la pyrolyse de bois
et présenté en Partie 2.

Deux substrats ont été préparés a partir des matériaux secs. Le premier, appelé M (mélange), est
élaboré avec 10% de boue de phosphatation et de 90% de terre de biopile (m/m). Le second est
la terre de sol ultramafique (U). Les caractéristiques des deux substrats sont proches (e.g. pH, Ni
extractible) (Tableau 26). Le biochar est incorporé a chacun de ces deux substrats a raison de
0,1, 3 ou5 % par rapport a la matiére séche.

Tableau 26 _ Caractérisation des substrats. Analyses effectuées par le LAS d’Arras et le LSE

. . Substrat élaboré L,
Parametre Terre ultramafique (U) (mélange de biopile et boue=M) Unité
pH!? 6,58 6,46 -
Conductivité? 0,0677 0,873 mS cm-!
N total3 2,14 1,79 gkg!

C organique? 28,7 25 g kg1
P olsen* 0,007 0,515 g kg1
CEC> 39,7 8 cmol* kg1
Ni gr® 1795 586 mg kg 1
Zn gr® 92 6400 mg kg1
Ni prpa” 61 66 mg kg -1
Zn prea’ 1,2 81 mg kg1

1pH eau, NF ISO 103902 Conductivité totale sur extrait filtré 1/5 (m/v) a 25 °C 3 C organique et N total, NF ISO 10694 et NF ISO 13878
4 P disponible, méthode Olsen NF ISO 11263 5 Capacité d’échange cationique a la cobaltihexamine, NF 23470 ¢ Concentration pseudo-
totale, dosage des éléments apres extraction a I'eau régale (ER), NF EN ISO 11885 et NF EN 13346 7 Dosage des éléments extractibles
al'acide diéthylénetriamine-pentaacétique, NF X 31-121/NF ISO 22036

1.2. Plantes

Les especes choisies sont A. murale et L. multiflorum (cf Partie 2). La premiere a été choisie pour
son potentiel a hyperaccumuler le Ni. La seconde permet de tester I'hypothese selon laquelle un
amendement en biochar diminuerait le transfert des métaux vers les plantes tolérantes et non
hyperaccumulatrices. Le ray-grass est largement utilisé en prairie et donc pour la revégétalisation
de sols et la phytostabilisation.

La population d’A. murale est choisie suite a un test de germination de huit populations de cette
espece sur la matrice avec 10% de boue et 90% de biopile (Annexe 28). Le lot avec le meilleur
taux de germination est sélectionné, il s’agit de la population du Site II (cf Partie 2, Tableau 6).

1.3. Essais culturaux

Les deux especes végétales sont cultivées en vases de végétation contenant le substrat construit
avec la boue industrielle (M) ou la terre ultramafique (U), amendés en biochar. Les vases de
végétation contiennent 220 g de terre U (MS) et 260 g de substrat M (MS). Chaque vase contient
395 mg de Nigr (13,5 mg de Niprpa) pour U et 152 mg de Nigr (17 mg de Niprpa) pour M. Une bougie
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poreuse (rhizon, modéle 192122, Rhizosphere Research Products) est implantée par vase de
végétation (cf Partie 2). L’humidité de la terre est ajustée a 80 % de la capacité de rétention en eau
par un arrosage a 'eau ultra pure toutes les 48 h (Annexe 29). Pendant les deux semaines
précédant le semis, les vases sont arrosés pour stabiliser les mélanges. La premiére semaine, ils
sont soumis a une forte évaporation due aux conditions expérimentales (cf ci-dessous), puis, la
suivante, ils sont couverts avec du papier aluminium. Dix graines d’A. murale sont semées par vase
et, ultérieurement, sont conservés les trois individus les plus vigoureux. Pour le ray-grass, 0,5 g
de graines sont semés dans 100 cm? soit 100-110 graines par vase. Au fur et a3 mesure de la
germination, le papier aluminium est retiré. L'expérience comprend 24 modalités avec cinq
répétitions chacune. Les 120 vases sont disposés en bloc en chambre de culture selon les
conditions expérimentales suivantes : photopériode de 16h de jour / 8h de nuit, températures de
25°CJour / 18°C Nuit. L’expérience est conduite pendant 120 jours. Les plantes ont une durée de
culture de 12 semaines. Le détail des dates de semis, prélevements de solutions de sol et des
récoltes est présenté en Annexe 30. Les dges des plantes lors des prélévements effectués par
bougies poreuses sont répertoriés dans le Tableau 27.

Tableau 27 _ Age des plantes au moment des prélévements de solution de sol

Prélévement 1 2 3
Temps d'incubation (sol nu) 4 semaines 9 semaines 14 semaines
A. murale sur U 1 semaine 6 semaines 11 semaines
A. murale sur M 0 semaine 5 semaines 10 semaines
Ray-grass sur U 0 semaine 4 semaines 9 semaines
Ray-grass sur M 0 semaine 4 semaines 9 semaines

La solution du sol est prélevée apreés quatre semaines d’incubation par les bougies puis toutes les
cing semaines, dans trois vases de végétation sur cing au sein de chaque modalité. La mesure du
pH et de la conductivité est effectuée sur 4 mL. Le dosage des anions et cations ainsi que le dosage
des majeurs et mineurs est effectué pour chacun des trois prélevements.

Apres six semaines de culture, le ray-grass est coupé a 2 cm de hauteur. Lors de la seconde coupe,
six semaines plus tard, I'intégralité des parties aériennes est récoltée, en distinguant les parties
aériennes de hauteur supérieure a 2 cm des autres. Les parties aériennes (PA) et les parties
racinaires (PR) sont séparées en tamisant le sol a 2 mm et récupérant les racines a la pince fine.
Elles sont lavées a I’eau ultra pure, pesées, séchées a 40 °C pendant 72 h puis analysées afin
d’évaluer leur composition élémentaire a I'lCP-OES. Une aliquote a été utilisée pour mesurer la
composition totale en C et N. Apres culture, la terre est tamisée a 2 mm, la fraction passante et le
refus sont mis en pilulier et conservés a +4°C. Une aliquote de la fraction inférieure a 2 mm séchée
a40°C pendant 72 h sert a la mesure du pH e et a 'extraction au DTPA pour le dosage Al, As, Bi,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb et Zn. Seize vases ne sont pas récoltés mais conservés pour
réaliser des lames minces (Annexe 44).
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2. Résultats

2.1. Biomasse produite
a) Biomasse aérienne et racinaire

La croissance et la production de biomasse aérienne est plus élevée sur M que sur U (Figure 72).
Les deux plantes se comportent de la méme fagon, avec toutefois un léger retard a la germination
d’A. murale lié essentiellement aux caractéristiques de ’espéce. En absence de biochar, les graines
germent peu et la croissance est lente voire nulle. Par contre, en présence de biochar, les plantes
germent précocement et le développement est plus rapide : les deux paires de feuilles succédant
aux feuilles cotylédonaires sont plus avancées avec la dose de biochar la plus élevée (Figure 73 et
Figure 74). A la récolte, la biomasse des parties aériennes (PA) est fonction de la dose de biochar
(de 0 & 5%) pour les deux substrats et les deux espéces. A dose de biochar identique, les plantes
sont plus grandes sur M que sur U. Le ray-grass montre des feuilles plus larges, plus vertes et plus
longues sur M que sur U (Figure 72). Les meilleures conditions de croissance du ray-grass sur M
sont confirmées aprés la premiere coupe (Annexe 31).

a)

Figure 72 _Photographie du ray-grass apreés a) 4 semaines de croissance sur U amendé en biochar
(%) et b) 6 semaines sur M et U avec 3% de biochar

Figure 73 _Photographie d’A. murale agée de 2,5 semaines sur U amendé en biochar
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Figure 74 _Photographie d’A. murale agée de 7 semaines sur U amendé en biochar

> Biomasse de I’hyperaccumulateur

A. murale produit significativement plus de biomasse aérienne sur M que sur U en I'absence de
biochar et avec 5% (Figure 75). Ainsi, la modalité avec 5% de biochar sur M a produit la plus forte
biomasse. La biomasse produite augmente avec la quantité de biochar dans le substrat : sur U, la
biomasse produite sur les modalités avec 3 et 5% de biochar est significativement supérieure aux
modalités avec 0 et 1%. Sur M, la modalité avec 5% produit plus de biomasse que les modalités 0
et 1% (Figure 75). La biomasse racinaire augmente avec la dose de biochar amendée sur les 2
substrats mais cette augmentation n’est significative que pour U pour lequel les modalités avec 3
et 5% de biochar ont une biomasse racinaire supérieure aux modalités avec 0 et 1%. Elle est
supérieure sur U par rapport a M (significatif seulement avec 1% de biochar).
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Figure 75 _ Biomasses aériennes et racinaires d’A. murale aprés 12 semaines de culture sur U et M
selon une dose croissance de biochar (0, 1, 3 et 5%). Les barres verticales représentent les écarts-types. Les
valeurs pour les PA affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05),
les valeurs pour les PR affectées de la méme lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls,
p<0,05), apres transformation des données en log.

> Biomasse du ray-grass
La biomasse aérienne du ray-grass (PA coupe 1 + PA coupe 2) est significativement plus élevée
sur le substrat M que sur le substrat U et augmente avec la dose de biochar (Anova a deux facteurs,
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p<0,001). La biomasse racinaire augmente avec la dose de biochar seulement sur le sol U (Figure
76). Lors de la premiére coupe, la biomasse est significativement supérieure sur M que sur U avec
0 ou 1% de biochar (Annexe 32). Avec 3 et 5% de biochar, les deux substrats amenent a une
production similaire. Lors de la seconde coupe, les biomasses produites sont supérieures a celles
de la premiere coupe sur M, mais inférieures sur U.
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Figure 76 _ Biomasses aériennes (coupe 1 + coupe 2) et racinaires du ray-grass. Les barres verticales
représentent les écarts-types. Les valeurs pour les PA affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas significativement
différentes (Newman Keuls, p<0,05), les valeurs pour les PR affectées de la méme lettre minuscule ne sont pas
significativement différentes (test t, p<0,05), apreés transformation des données en log.

b) Croissance et surface racinaires

La surface racinaire d’A. murale sur U augmente avec la dose de biochar (Annexe 33). Pour une
méme dose de biochar (5%), la surface racinaire sur M est inférieure a celle sur U : elle est de
I'ordre de la surface racinaire produite sur le sol U avec 1%. La longueur totale de racine d’A.
murale augmente avec la dose de biochar sur U (Annexe 34a) et confirme les résultats obtenus en
termes de biomasse racinaire. Cependant, la biomasse racinaire est plus importante sur U3% que
sur U1% et U5%. Le diamétre moyen des racines est plus faible sur U que sur M (Annexe 34b). Sur
U5%, le diametre des racines est plus faible que sur U1% et U3%. Donc 'augmentation de la dose
de biochar induit une augmentation du taux de racines fines.

2.2. Transfert du Ni dans la biomasse

La concentration en Ni dans les PA d’A. murale dépend de 'interaction dose de biochar*substrat
(Anova a deux facteurs, p<0,05). Elle est plus élevée sur U que sur M ; et sur U elle diminue avec
I'augmentation de la dose de biochar, ce qui n’est pas observé avec M (Test t et Newman Keuls,
p<0,05) (Figure 77). La concentration du Ni dans les PR dépend de l'interaction dose de
biochar*substrat (Anova a deux facteurs, p<0,01). Similairement aux PA, la concentration du Ni
dans les PR ne varie pas sur M selon la dose de biochar. Cependant, sur U, elle est supérieure avec
1% et diminue avec 3 et 5% de biochar. Quelle que soit la dose de biochar, la concentration de Ni
dans les PA de I’hyperaccumulateur cultivé sur M varie de 1 180 a 1 280 mg kg1 alors qu’elle varie
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de 17 000 a 24 000 mg kg! selon les modalités de U. Sur U, les concentrations en Ni sont plus
faibles dans les PR que dans les PA d’A. murale. Par contre, sur M, elles ne sont pas
significativement différentes (Anova, p<0,05) (Figure 77).

Pour le ray-grass, la concentration du Ni dans les PA dépend de l'interaction de la dose de
biochar*substrat*coupe (Anova a trois facteurs, p<0,001). La concentration du Ni est supérieure
sur M quelle que soit la coupe considérée (Figure 78). Sur M, la concentration est plus élevée dans
la premiere coupe ; sur U elle est supérieure dans la seconde coupe. La concentration diminue
lorsque la dose de biochar augmente dans la premiere coupe. L’effet du biochar s’estompe dans la
seconde coupe. La concentration du Ni dans les racines est élevée sur M (2 000 mg kg1) et est
environ sept fois inférieure sur U. La concentration dans les PR diminue avec 'augmentation de
la dose de biochar sur M (test t, p<0,05). Connaissant la biomasse produite et la concentration du
Ni dans les PA, 1a masse de Ni extraite est calculée pour les deux espéces (Figure 79). La quantité
extraite dépend de linteraction espece*substrat*dose de biochar (Anova a trois facteurs,
p<0,001). Une fraction croissante de biochar induit une augmentation de la quantité de Ni extraite
par A. murale par vase sur les deux sols. La quantité de Ni extraite sur M est de 'ordre de celle
extraite sur U non amendé. Sur M, la quantité de Ni extraite par RG est équivalente a celle extraite
par A. murale excepté avec 5% de biochar.
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Figure 77 _ Concentration en Ni dans les parties aériennes et racinaires d'A. murale sur le substrat
élaboré avec une dose croissante de biochar. U correspondant au sol ultramafique et M correspondant au
substrat élaboré. Les chiffres 0, 1, 3 et 5 correspondent a la fraction massique de biochar apportée. Les valeurs pour les PA
affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (test t, p<0,05) et les valeurs pour les PR
affectées de la méme lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (test t, p<0,05) aprés transformation des
données en log.
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Figure 78 _ Concentration du Ni dans le ray-grass sur le sol U et le substrat M dans la premiére coupe
et la seconde coupe et dans les parties racinaires. PA : parties aériennes. Les tests post hoc sont réalisés sur les
données transformées en log. Les valeurs pour les PR affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas significativement
différentes (test t, p<0,05). Les valeurs pour les PA affectées de la méme lettre minuscule ne sont pas significativement
différentes (test t, p<0,05). Les barres verticales représentent les écarts-types. (Remarque : le dosage du Ni dans la coupe 2
pour les modalités avec 0 et 1% de biochar sur le substrat U correspond aux dosages dans les parties aériennes inférieures
d 2 cm). Biomasses racinaires de U0 et U1 insuffisantes pour effectuer un dosage.
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Figure 79 _Quantité de Ni extrait par A. murale et par le ray-grass par vase de végétation sur le sol U
et le substrat M. Les chiffres 0, 1, 3 et 5 correspondent a la fraction massique de biochar apportée.
Les barres verticales indiquent les écarts-types. Les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (test t, p<0,05) aprés transformation des données en log.

2.3. Métaux, éléments majeurs et C, N dans les plantes
a) Concentration du Zn dans les parties végétales

La concentration en Zn dans les PA d’A. murale sur M est élevée et proche de celle en Ni. Elle
diminue avec 'augmentation de la dose de biochar pour les deux sols: de 350 a 100 mg kg! sur U
(diminution significative, Anova, p< 0,05) et de 800 a 650 mg kg1 sur M.

Le rapport Ni/Zn dans les PA est supérieur dans A. murale sur U. Sur cette modalité, il augmente
avec 'augmentation de la dose de biochar (Figure 80). Il ne varie pas sur M quelle que soit la dose
de biochar et 'espéce. Sur le substrat M, la concentration du Zn dans les PR d’A. murale est
supérieure a celle du Ni. Elle tend a diminuer lorsque le taux de biochar augmente, alors que c’est
I'inverse pour le Ni. Ainsi, le rapport Ni/Zn ne varie pas sur U malgré une légére diminution avec
I'augmentation de la dose de biochar. Sur M, il augmente avec la dose de biochar (Figure 81).
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Figure 80 _ Rapport des concentrations Ni/Zn des parties aériennes d’A. murale et du ray-grass sur
U et M. Les lettres valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (test t, p<0,05).
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Figure 81 _ Rapport des concentrations Ni/Zn des parties racinaires d’A. murale et du ray-grass sur
U et M. Les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (test t, p<0,05).

b) Composition carbonée et azotée des parties végétales

La proportion de carbone dans les PA de ray-grass tend a augmenter avec la dose de biochar dans
le sol M (Annexe 35). Cependant, le carbone mesuré dans la seconde coupe est supérieur a celui
dosé dans la premiére. Le carbone alloué aux racines est supérieur a celui mesuré dans les feuilles
pour toutes les modalités. En termes de composition en azote dans le ray-grass, la tendance est
contraire (Annexe 36) : elle diminue dans les PA lorsque le biochar augmente. Etlors de la seconde
coupe, les PA ont deux fois moins d’azote que lors de la premiére (Anova, p<0,05). Les PR
contiennent moins d’azote que les PA. La dose de biochar n’influe pas sur la concentration en N
des racines.
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2.4. Suivide la solution du sol pendant la culture

a) pH et conductivité de la solution du sol

> pHde la solution du sol

Le pH de la solution du sol mesuré apres trois prélévements espacés de cinq semaines chacun est
généralement plus élevé avec U qu'avec M (Tableau 27). La dose croissante de biochar entraine
une augmentation du pH, plus marquée sur U que sur M. De méme, la présence d’'un couvert
végétal entraine une augmentation du pH par rapport aux mémes modalités non plantées.

o pH initiaux des deux substrats: apres quatre semaines d’incubation des
substrats, le pH de la solution du sol augmente avec I'augmentation de la quantité de biochar pour
les deux substrats (Annexe 37). Le pH est le plus faible (5,47) correspond a MO, et le plus élevé
(7,16) a U5. 1l est différent significativement entre chacun des substrats (Anova, p<0,05).

o Evolution sur les substrats sans couvert : au cours de 'expérimentation, le pH
de la solution du sol U diminue en I'absence de couvert végétal quelle que soit la dose de biochar
apportée (Figure 82A). La réponse temporelle sur M est plus contrastée ; en I'absence de couvert
le pH des modalités a 0 et 1% de biochar augmente tandis que celui de la modalité avec 3% reste
stable et que celui de la modalité avec 5% diminue (Figure 82B).

o Effet du couvert végétal : en présence de plantes, le pH augmente, en particulier
avec un amendement de 3 et 5% de biochar sur U. Ainsi, aprés respectivement onze et neuf
semaines de culture des deux plantes, I’écart de pH entre la modalité sans biochar et celle avec 5%
est plus marqué qu’au début de I'expérimentation. Sur M, quelle que soit la dose de biochar, le pH
augmente. L’augmentation est plus élevée en présence de RG que de A. murale (il augmente de 0,5
a 1 unité de pH, selon la dose de biochar, avec les substrats M semés en ray-grass apres neuf
semaines (Figure 82F)).
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Figure 82 _ pH de la solution du sol ultramafique : U (A, C et E) et du substrat élaboré : M (B, D et F)

en fonction d’'une dose croissante de biochar (0, 1, 3 ou 5% en masse), sur le sol sans plante (A et B),

semé avec A. murale (C et D), semé avec le ray-grass (E et F) lors de trois préléevements espacés de

cinq semaines chacun (n°s 1, 2 et 3). Les barres verticales représentent les écarts-types (N=3).
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> Conductivité de la solution du sol

La conductivité des solutions de sol prélevées sur M est plus élevée que sur U. Au début de
I'expérimentation, I'augmentation de 'apport de biochar diminue la conductivité sur M, mais n’a
pas d’effet sur U. Au cours des arrosages successifs, la conductivité augmente sur M avec
I'augmentation du biochar alors que c’est le contraire sur U (Annexe 38). L’effet du couvert végétal
varie selon le sol et la dose de biochar. Cependant, sur les modalités plantées et avec 3 et 5% de
biochar sur les deux sols, la conductivité est stable ou diminue a I'issue de I’expérience.

o Conductivités initiales des deux substrats : la conductivité est supérieure sur
M. L’apport de biochar diminue la conductivité dans la solution du substrat M (Annexe 38). Elle
est significativement inférieure avec 3 et 5% de biochar (Anova, p<0,05). Sur U, la variation de
conductivité entre les différents amendements de biochar reste faible avec une conductivité
moyenne de 0,68 mS cml. Cependant, la conductivité est supérieure avec 5% de biochar par
rapport a 1% de biochar (Anova, p<0,05).

o Evolution sur les substrats nus : sur le sol U, la conductivité augmente avec le
vieillissement du sol. Elle est multipliée par deux pour les modalités avec peu ou pas de biochar
mais reste constante avec 5% de biochar. Sur le substrat M, la conductivité diminue en I'absence
de biochar et augmente pour les modalités avec 3 et 5% de biochar. Ainsi, a I'issue du troisieme
prélévement, alors que les substrats sont dgés de 14 semaines, la conductivité augmente avec
I'augmentation de la quantité de biochar dans le substrat.

o Evolution de la conductivité en présence d’un couvert : surle sol U, en présence
d’A. murale ou de ray-grass, la conductivité augmente en absence de biochar ou avec 1%. En
revanche, la conductivité diminue avec 3 et 5% de biochar en présence de 'HA. Sur le substrat M,
la conductivité évolue tres différemment selon la plante observée. Dans le cas d’A. murale la
conductivité en présence de biochar augmente dans un premier temps (apres cinq semaines de
croissance) puis re-diminue pour étre, apres dix semaines de culture, proche de la valeur obtenue
en début de culture. En 'absence de biochar la conductivité diminue puis remonte a sa valeur
initiale. Pour le ray-grass, la conductivité diminue drastiquement pour toutes les modalités

b) Eléments métalliques dans les solutions du sol

A l'issue des quatre semaines d’incubation, les concentrations de certains éléments en solution
sont tres différentes d'un sol a I'autre. Par exemple, dans le cas du Ni sur les modalités sans couvert
végétal (Figure 83A et B), les concentrations sont de 0,24 mg L-1 pour le sol U et 72 mg L1 pour le
substrat M, alors que les concentrations extraites au DTPA sur les mélanges avant incubation sont
similaires (Tableau 26). De grandes différences sont aussi observées pour le Zn (Figure 84) et
pour d’autres majeurs tels que Ca (Figure 85), K, Mg ou encore P. Mises a part ces différences
inhérentes a la composition du substrat, le biochar modifie la concentration des éléments en
solution. Les concentrations élémentaires des différentes modalités sont décrites ci-dessous en
balayant les concentrations du Ni, Zn, Ca, Mg, K et P. A chaque fois, les concentrations sont décrites
en trois temps : comparaison des concentrations lors du premier prélévement, puis I'évolution
des substrats sans couvert végétal et enfin, I'effet des plantes. Pour rappel, les solutions du sol ont
été prélevées a trois temps de I'expérimentation espacés de cinq semaines chacun. Le premier
prélevement a été effectué alors que les plantes n’étaient pas encore en place ou juste semées. Le
détail de I'age des substrats et des plantes lors des prélévements est présenté Tableau 27.
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» Concentration du Ni (Figure 83)

La concentration en Ni dans la solution du sol U est inférieure a 1 mg L-1 alors qu’elle est de
65 mg L1 pour M. Au cours du temps, le biochar diminue la mobilité du Ni dans le sol U d’autant
plus que la dose de biochar est élevée. C'est I'inverse sur M. Ces effets du biochar sont modifiés
par la croissance végétale. L’écart de concentration en Ni entre les modalités plantées et non
plantées est d’autant plus marqué que la dose de biochar est importante, avec des différences
entre les deux plantes.

o Concentration initiale du Ni des deux substrats : a I'issue des quatre semaines
d’incubation, elle est de 0,24 mg L1 pour U et 72 mg L1 pour M. Elle diminue lorsque la
concentration en biochar augmente (20% plus faible entre 0 et 5% de biochar sur U (Figure 834A),
50% pour M (Figure 83B)).

o Evolution sur les substrats nus : sur U aprés dix semaines d’arrosage
supplémentaire, I'écart de concentration entre les différentes modalités de biochar s’intensifie. En
I'absence de biochar, le Ni dans la solution a augmenté sous l'effet des cycles humectation-
dessiccation ; et au contraire, sa concentration a diminué d’autant plus que la dose de biochar est
élevée. Sur M, aprés 10 semaines d’arrosage, elle a diminué avec 0 et 1 % de biochar, et augmenté
avec 3 et 5%.

o Evolution en présence de plantes : sur U, avec 0 et 1% de biochar, la
concentration en Ni évolue comme sur sol nu (Figure 83C et E). Avec 3 et 5%, elle augmente apres
cing semaines et diminue apres dix semaines ; elle reste supérieure a t0 avec le ray-grass et est
divisée par deux avec A. murale. Sur M (Figure 83D et F), sans biochar, elle diminue au cours du
temps, comme sur le substrat nu. Avec 1%, elle n’évolue pas avec A. murale alors qu’elle diminue
drastiquement sous le ray-grass. Enfin avec 3 et 5%, dans le cas d’A. murale, elle augmente puis
rejoint celle du premier prélévement. Sous le ray-grass, avec 3 et 5%, elle diminue et est inférieure
a 10 mg L1 lors du dernier prélévement.

» Concentration du Zn (Figure 84)

Le comportement au cours du temps du Zn sur le sol nu est similaire a celui décrit pour le Ni.

o Concentrations initiales du Zn des deux substrats: elle est de I'ordre de
0,5 mg L-1surUetde5a 15 mgL1surM etdiminue d’autant plus que le taux de biochar augmente.

. Evolution sur les substrats nus : sur U, la concentration en Zn augmente
légerement au cours du temps, principalement avec 0 et 1% de biochar. Sur M la tendance initiale
s’'inverse : elle augmente lorsque la dose de biochar augmente (Figure 84A et B).

o Evolution en présence d'un couvert: sur U, en présence de plante et sans
biochar, la concentration en Zn reste similaire ou diminue 1égerement quelle que soit la plante. En
présence de biochar, elle augmente pour les deux especes. Sur M, les mémes tendances sont
observées avec A. murale. Cependant, sous RG, elle diminue au cours du temps pour toutes les
modalités sauf celle avec 5% de biochar ou elle reste constante (Figure 84F).
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Figure 83 _Concentration du Ni dans la solution du sol ultramafique (A, C et E) et du substrat élaboré
(B, D et F) en fonction d'une dose croissante de biochar (0, 1, 3 ou 5% (m)), sur le sol sans plante (A
et B), semé avec A. murale (C et D), semé avec le ray-grass (E et F) lors de trois prélevements espacés
de cinq semaines chacun (n°s 1, 2 et 3). Les barres verticales représentent les écarts-types (N=3).
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Figure 84 _Concentration du Zn dans la solution du sol ultramafique (A, C et E) et du substrat élaboré
(B, D et F) en fonction d’'une dose croissante de biochar (0, 1, 3 ou 5% (m)), sur le sol sans plante (A
et B), semé avec A. murale (C et D), semé avec le ray-grass (E et F) lors de trois prélevements espacés
de cinq semaines chacun (n°s 1, 2 et 3). Les barres verticales représentent les écarts-types (N=3).
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c) Les éléments majeurs dans la solution du sol

» Concentration du Ca dans la solution du sol (Figure 85)

La concentration en Ca est largement plus élevée avec M qu’avec U. En I'absence de plantes, elle
augmente avec U lorsque la dose de biochar augmente. Avec M, c’est I'inverse: en début
d’expérience elle diminue avec 'augmentation du biochar, puis lors du troisieme prélévement,
elle augmente. En présence de plantes, elle diminue principalement avec des apports de 3 et 5%
sur U. Sur M, elle augmente avec A. murale mais diminue avec le ray-grass, de maniére similaire
aux concentrations du Ni et Zn. De plus, les évolutions de la concentration du Ca sur M pour les
trois couverts suivent les évolutions de la conductivité (Figure 85B, D et F).

o Concentrations initiales du Ca des deux substrats: elle est tres élevée sur M
(1700 mg L-1) comparée a U (<10 mg L-1). Sur U, elle augmente avec la dose de biochar. Sur M,
c’est la tendance inverse.

o Evolution sur les substrats nus : aprés 14 semaines d’incubation, la
concentration en Ca sur U augmente pour toutes les modalités (Figure 85C). Sur M, elle diminue
en I'absence de biochar et augmente en présence de biochar, d’autant plus que la dose biochar est
élevée.

o Evolution en présence de plantes : sur les modalités plantées sur le sol U, elle
augmente en I'absence de biochar et diminue avec 3 et 5% de biochar. Avec 1%, elle diminue avec
A. murale et augmente avec le ray-grass. Sur M, I’évolution dépend de la plante : avec A. murale,
elle augmente (sauf pour la modalité sans biochar) puis diminue entre le deuxiéme et le troisiéme
prélévement, restant supérieure a la concentration initiale (Figure 85D). Pour le ray-grass, elle
diminue pour toutes les modalités et est tres faible avec 3 et 5% de biochar apres neuf semaines
de culture (Figure 85F).
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Figure 85 _Concentration du Ca dans la solution du sol ultramafique (A, C et E) et du substrat élaboré
(B, D et F) en fonction d'une dose croissante de biochar (0, 1, 3 ou 5% (m)), sur le sol sans plante (A
et B), semé avec A. murale (C et D), semé avec le ray-grass (E et F) lors de trois prélévements espacés
de cinq semaines chacun (n°s1, 2 et 3). Les barres verticales représentent les écarts-types (N=3).

158



- Partie 4 _ Elaboration de substrats a partir de matériaux secondaires et réponse des hyperaccumulateurs -

» Concentration du Mg dans la solution du sol

Apreés les quatre semaines d’'incubation, la concentration du Mg est deux fois plus élevée avec M
qu'avec U et diminue légerement avec 'augmentation de la dose de biochar. Cependant, a l'issue
des 14 semaines, elle augmente avec 'augmentation du biochar sur M alors qu’elle diminue
fortement sur U. Elle diminue en présence de plantes sur les deux sols sauf sur U avec pas ou peu
de biochar. Sur M avec A. murale, les résultats sont plus mitigés. L’évolution globale des
concentrations du Mg sur M rappelle I'évolution des concentrations du Ca (Figure 85 B, D et F).

o Concentrations initiales des deux substrats: elle est plus élevée sur M
(220 mg L-1) que sur U (70 mg L-1). Pour les deux sols, elle est plus faible avec 5% de biochar que
sans ; avec 1 et 3%, elle est plus variable.

o Evolution sur les substrats nus : aprés 14 semaines d’incubation sur U, elle a plus
que doublé avec 0 et 1% de biochar et augmenté dans une moindre mesure avec 3 et 5%. Sur M,
elle a diminué en I'absence de biochar, est restée sensiblement identique avec 1% et a trés
fortement augmenté avec 3 et 5%. A la fin, avec les deux substrats sans biochar, elle est de 150
mg L-1.

o Evolution en présence de plantes : avec U, la concentration du Mg évolue comme
celle du Ca: elle augmente en I'absence de biochar et sur la modalité avec 1% planté avec le ray-
grass ; elle diminue beaucoup et tend vers 0 avec 3 et 5% de biochar (ainsi que A. murale avec
1%). Sur M, elle diminue beaucoup en présence de ray-grass. Avec A. murale I'évolution est
différente pour chaque dose de biochar. En I'absence de biochar, elle reste constante ; avec 1%,
elle augmente ; avec 3%, elle diminue et avec 5%, elle augmente puis revient a la concentration
initiale.

» Concentration du K dans la solution du sol

Apreés les quatre semaines d’incubation, la concentration du K est similaire sur les deux substrats.
Sur U, elle augmente de 10 a 40 mg L-! avec I'augmentation de la dose de biochar de 0 a 5%. Sur
M, le biochar n’a pas d‘effet sur la concentration du K dans la solution du sol qui varie entre 15 et
30 mg L1 selon la dose. En présence d'un couvert végétal et pour des doses de biochar de 3 et 5%,
la concentration de K dans la solution a tendance a diminuer.

e Concentrations initiales des deux substrats : avec U, la concentration initiale en Kva de
10 a 40 mg L1 en augmentant avec la dose de biochar. Sur M, elle varie de 15 a 30 mg L
indépendamment de la dose de biochar.

e Evolution sur les substrats nus : sur U, elle diminue dans un premier temps, puis
augmente pour étre finalement identique ou supérieure a celle du premier prélévement. Excepté
pour la modalité sans biochar ot elle diminue. Sur M, elle varie légérement : faible diminution avec
1 et 5% de biochar, faible augmentation sans biochar et forte augmentation avec 3%.

e Evolution en présence de plantes : avec U, elle augmente avec 0 et 1% de biochar et
diminue avec 3 et 5% pour les deux espéces. Sur M, avec le ray-grass, elle diminue (1 et 5%) ou
reste stable (0 et 3%). Avec A. murale, elle reste proche de la premiére mesure avec 0 et 5% de
biochar, augmente avec 1% et diminue avec 3%.
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> Concentration du P dans la solution du sol

La concentration du P dans la solution du sol est 30 fois plus élevée avec M qu’avec U. La dose de
biochar ne joue pas avec U, mais avec M, le P diminue lorsque la dose de biochar augmente. En
présence d’'un couvert végétal, la concentration diminue sur les deux sols quelle que soit la dose
de biochar. Lors du dernier prélevement, la concentration est nulle pour U et atteint la moitié de
la concentration initiale pour M.

o Concentrations initiales des deux substrats : inférieure a 1 mg L-! pour U, elle
est de l'ordre de 16 mg L-! pour M. L'apport de biochar n’a pas d’influence pour U, mais diminue
la concentration du P pour M.

o Evolution sur les substrats nus : aprés 14 semaines, elle a diminué pour toutes
les modalités.

o Evolution en présence de plantes : sur le sol U, la présence de ray-grass
augmente P dans le sol puis épuise le stock. Pour A. murale, 1a concentration reste stable lors du
deuxieme prélevement puis devient nulle a la fin. Sur le substrat M, la concentration P ne cesse de
diminuer au cours des prélevements. Finalement les concentrations en P sont divisées par deux
par rapport au début de 'expérience et il ne semble pas y avoir de relation entre la dose de biochar
et la concentration en P.

d) Composés azotés dans la solution du sol

Concentration des nitrates dans les solutions de sol : initialement de 8,5 g L'l avec M et de
0,35 g L't avec U, elle diminue avec 'augmentation de la dose en biochar. Sur U, elle augmente au
cours du temps sur les modalités sans plantes et plantées avec 0 et 1% de biochar. Pour les autres,
elle tend vers 0 dés le deuxiéme prélévement (Annexe 39).

Sur M, I'évolution est plus mitigée selon les modalités (Figure 86). Il y a une interaction
couvert*dose de biochar*date de prélevement (Anova a trois facteurs, p<0,05). Sur les sols nus,
elle reste stable avec 0 et 1% de biochar alors qu’elle augmente en présence de 3 et 5%. Elle
diminue fortement en présence de RG et augmente ou reste stable en présence d’A. murale.
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Figure 86 _ Concentration des nitrates dans la solution du substrat M selon quatre doses de biochar
(0, 1, 3 et 5%) et trois couverts (Aly : A. murale, RG : ray-grass, SN : sol nu) lors de trois préléevements
espacés de cinq semaines chacun (S1, S2 et S$3). Les barres verticales représentent les écarts-types (N=3). Les
valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls sur I'ensemble des données,
p<0,05), en noir : série 1, en orange : série 2 et en gris : série 3.
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Les concentrations en ammonium dans la solution du sol U sont trés faibles (de 2 a 6 mg L-1). En
revanche, dans le substrat M, elles sont de 'ordre de 100 mg L-t al'issue de la période d’incubation
(Annexe 40) et ont tendance a diminuer avec 'augmentation de la dose de biochar (80 mg L-1).
Lors du deuxieme prélevement, les concentrations en NH4* ont augmenté. En fin de culture, les
concentrations sont globalement plus élevées sur les modalités sol nus ou avec A. murale que sur
les modalités RG.

e) Anions dans la solution du sol

Concentration en chlorure dans les solutions de sol : elle augmente avec la dose de biochar,
de 40 2 90 mg L1 sur U et de 35 a 70 mg L-1 sur M entre 0 et 5% de biochar. Au cours du temps,
elle diminue sur U et diminue ou reste stable sur M. En présence d'un couvert végétal, elle tend
vers 0 a I'issue de la culture, principalement avec le RG.

Concentration des sulfates dans les solutions de sol : avec U, elle augmente de 10 mg L-! sans
biochar a 20 mg Lt avec 5%. Avec M, elle est de 'ordre de 600 mg L-1, quelle que soit la dose de
biochar. Au cours du temps sur U, elle diminue surtout sur les modalités plantées et avec de 3 et
5% de biochar, tandis qu’elle augmente sur les sols nus avec 3 et 5% de biochar. Sur M, elle
diminue sur toutes les modalités et est divisée par deux sur les sols nus. Elle diminue fortement
sur les modalités plantées avec 3 et 5% de biochar.

f) Carbone dissous dans la solution du sol

> Etat des substrats a I'issue de la période d’incubation : la concentration initiale en Corg
est supérieure dans la solution du sol M. Elle est de 20 mg L-! et de 85 mg L-! dans la solution du
sol U et M non amendés, respectivement. Les concentrations en C inorganique sont tres faibles,
2,83 et 0,14 mg L' sur U et M, respectivement. Lorsque la dose de biochar augmente, la
concentration en Corg augmente sur U. Elle est significativement plus élevée a 5% qu’a 0% (Anova
a deux facteurs, p<0,05) (Annexe 41). En revanche, il n'y a pas d’effet significatif du couvert. Avec
M, Corg diminue lorsque la dose de biochar augmente, surtout pour 3 et 5% (Annexe 42). Cette
différence est significative pour un apport de 1 % et est significativement inférieure pour un
apport de 3 et 5% qui ne sont pas différents (Anova a deux facteurs, p<0,05). Sur les modalités
avec A. murale, la concentration en Corg est plus faible que sur les mémes modalités avec SN ou RG
(Anova a deux facteurs, p<0,05).

> Evolution du substrat U : cinq semaines aprés le premier prélévement, la concentration
en Corg a diminué sauf pour les mésocosmes végétalisés et uniquement avec 3 et 5% de biochar.
Le couvert a un effet significatif (Anova deux facteurs, p<0,05), tout comme la dose de biochar
(Anova deux facteurs, p<0,05). Les concentrations dans les couverts U5 Aly, U3 RG et U3 Aly sont
significativement supérieures aux autres couverts et différentes significativement entre elles. Lors
du troisiéme prélevement, elles sont similaires a celles du prélévement précédent ou légérement
inférieures excepté pour la U1 Aly pour laquelle elle a triplé. Ainsi, les concentrations en Corg Sont
les plus élevées dans les couverts U5 RG, U5 Aly et U3 RG. Aussi les couverts U1 Aly et U3 Aly ont
des concentrations inférieures mais non différentes (Anova, p<0,05).

» Evolution du substrat M: lors du deuxiéme prélevement, la concentration en Corg a

diminué de moitié sauf pour les modalités avec A. murale et 1, 3 et 5% de biochar pour lesquelles
la diminution est plus faible. Ainsi, la concentration diminue toujours avec I'augmentation du
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biochar (Anova a deux facteurs, p<0,05). Elle est supérieure dans les mésocosmes avec A. murale
par rapport aux sols nus (Anova a deux facteurs, p<0,05). Lors du troisiéme prélévement, elle a
globalement diminué sur les modalités SN et Aly, mais elle est plus élevée pour les modalités RG
avec 0 et 1% de biochar. L'effet couvert n’existe plus (Anova a deux facteurs, p=0,08). En revanche,
la diminution du Corg dans la solution du sol avec 'augmentation de la quantité de biochar perdure
(Anova a deux facteurs, p<0,05).

Lors du premier prélévement, le biochar influence la concentration de Cor dans la solution du sol
mais pas le couvert. En effet, les plantes ne sont pas encore développées.

g) Pré conclusion sur les analyses des solutions de sol

Le biochar diminue les concentrations du Ni et Zn dans la solution dans les deux sols, ainsi que les
concentrations en nitrate, ammonium, sulfate et chlorure. Dans le cas des éléments majeurs, la
concentration du Mg diminue pour les deux substrats avec 'augmentation de la dose de biochar
alors que celle du Ca diminue sur M mais augmente sur U.

2.5. Caractérisation des substrats apres culture
a) pH et conductivité des substrats apreés 120 jours d’expérience

Sur M, le pH varie peu selon la dose de biochar. Cependant, il est significativement supérieur pour
la modalité avec 5% et cultivée en ray-grass (Newman Keuls, p<0,05). Sur U, le pH augmente avec
la dose de biochar. Cependant, il y a peu de variation pour une dose donnée entre les différents
couverts (Aly, RG et SN) (Annexe 43).

La conductivité aprés 120 jours est plus élevée sur M que sur U (Figure 87). Elle est plus élevée
sur les substrats nus que sur les substrats végétalisés, surtout pour M. Sur ce substrat, elle est
significativement plus faible pour les modalités RG qu’avec sol nu et A. murale (Figure 87)
(Newman Keuls, p<0,05). Sur le sol U, la dose de biochar et I'interaction avec le type de couvert
ont un effet (Anova a deux facteurs, p<0,05). La conductivité diminue avec 'augmentation de la
dose de biochar (Figure 87). Elle est la plus basse a 5% et en présence de plantes. La présence d'un
couvert végétal diminue significativement la conductivité, sur les deux sols, et d’autant plus
lorsque la dose de biochar est élevée.
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Figure 87 _ Conductivité des substrats apres 120 jours d’expérimentation sur le substrat M et le
sol U, selon trois couverts (Aly : A. murale, RG : ray-grass, SN : sol nu) et quatre amendements en
biochar (0, 1, 3 et 5%). Pour le substrat M, les valeurs affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas
significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05). Pour le sol U : les valeurs affectées de la méme lettre minuscule ne
sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05). Les barres verticales représentent les écarts-types (N varie
de3abs).

b) Eléments disponibles (extraction au DTPA) aprés 120 jours de culture

Au début de I'expérience, 'augmentation de la quantité de biochar diminue significativement la
biodisponibilité du Ni et augmente significativement celle du Zn pour les deux substrats
(extraction au DTPA) (Annexe 45). Par ailleurs, le Ni extractible au DTPA est inférieur au Zn sur
M et largement supérieur sur U. Apres 120 jours, sur M, le Ni extractible au DTPA varie en fonction
de la dose de biochar et du couvert (Anova a deux facteurs, p<0,05). En revanche, pour le Zn, seul
le type de couvert influence la concentration mesurée (Anova a deux facteurs, p<0,05) (Figure 88).
Pour chaque modalité, le sol nu est le couvert avec la concentration la plus élevée en Ni et Zn. La
concentration du Ni est plus faible pour les substrats végétalisés avec le ray-grass et celles
mesurées dans les modalités avec A. murale est intermédiaire. De fagon globale, le Ni extractible
au DTPA diminue avec I'augmentation de la dose de biochar. Dans le cas du Zn 'effet du couvert
est similaire a celui du Ni mais la concentration reste stable quelle que soit la dose de biochar.
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d’expérimentation avec trois couverts (Aly : A. murale, RG : ray-grass, SN : sol nu) et quatre doses de
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(0, 1, 3 et 5%). Les concentrations du Ni affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas significativement

différentes (Newman Keuls, p<0,05). Les concentrations du Zn affectées de la méme lettre minuscule ne sont pas
significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05). Les barres verticales représentent les écarts-types (N varie de 3 a 5).

Sur le sol U apres 120 jours, le Ni extractible au DTPA diminue avec 'augmentation de la dose de

biochar

quel que soit le type de couvert. La concentration en Zn diminue aussi mais de maniére

plus sensible. Ainsi, il y a une différence significative entre U0 et U5. Les modalités avec A. murale
sont celles avec les plus faibles concentrations de Ni et Zn extractible au DTPA (Figure 89).
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Figure 89 _ Concentration en Ni et Zn extractible au DTPA dans le sol U aprés 120 jours
d’expérimentation sur le sol U selon trois couverts (Aly : A. murale, RG : ray-grass, SN : sol nu) et
quatre doses de biochar (0, 1, 3 et 5%). Les concentrations affectées de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Newman Keuls, p<0,05). Les barres verticales représentent les écarts-types (N varie de 3 a 5).

164



- Partie 4 _ Elaboration de substrats a partir de matériaux secondaires et réponse des hyperaccumulateurs -

2.6. Corrélations entre parametres mesurés
a) Analyse multivariée des paramétres

Afin d’observer les relations entre les différents parameétres mesurés, une analyse en composantes
principales est réalisée. Une ACP intégrant 'ensemble des paramétres est présentée (Figure 90)
avec les modalités plantées avec A. murale et le ray-grass (sauf U0 RG et U1 RG pour lesquels les
biomasses étaient insuffisantes pour réaliser les analyses). La composante 1 explique 48% de la
variabilité et discrimine le type de substrat : sol U en abscisse positive et le substrat M en négative
(Figure 90a). La deuxiéme composante explique 23% de la variabilité et discrimine I'espece
cultivée : A. murale (ordonnées négatives) et le ray-grass (ordonnées positives), la Figure 90b
représentant la distribution des variables dans le plan. La superposition des deux plans permet
de relier les variables aux modalités. Ainsi, les variables a droite caractérisent le sol U alors que
celles de gauche caractérisent le substrat M (forte concentration en Zn, Na, Fe, Mn).

da=2

a) b
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Figure 90 _ Analyse en composantes principales des paramétres mesurés sur les sols et les plantes
al'issue de I'’expérience. a) Représentation des individus dans le plan (N=3). M : substrat élaboré, U : sol
ultramafique, 0, 1, 3, 5 : fraction massique de biochar, Aly : A. murale et RG : ray-grass. b) Représentation des
variables dans le plan. Variables du sol apreés culture : pH, Cond : conductivité, XDTPA : élément extrait au DTPA, XPA
et XPR : élément dans les parties aériennes et racinaires, BioPATOT et BioPR : biomasses aériennes et racinaires, CPA et
NPA : les teneurs en carbone et azote dans les parties aériennes.

La matrice de corrélation en Annexe 46 de cette ACP montre une corrélation positive entre la
biomasse des PA et le pH, ainsi qu'avec la concentration en P des PA et celle en Na. En revanche,
la biomasse des PA est corrélée négativement avec les concentrations aériennes en Ni, Co, Al et K
et les concentrations racinaires en Ni, B, Mg. La concentration aérienne du Ni est corrélée
positivement avec les concentrations aériennes en Fe, K, Al, Co et la teneur en C. De plus, avec les
concentrations racinaires en K, Co, Ni, B, Mg et les concentrations du sol en Al et Fe biodisponible
(DTPA). En revanche, il y a une corrélation négative entre la concentration du Ni des PA et la
biomasse (PA et PR), le pH du sol, et les concentrations en Ca, Al, Fe, Mn, Na dans les PR.

Afin de décrire les relations plus finement, nous allons regarder les corrélations pour chacune des
plantes sol par sol.
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b) Corrélations entre variables selon I'espéce et le substrat
» Corrélations avec la biomasse aérienne

Quelle que soit I'espece, la biomasse aérienne est corrélée positivement avec la biomasse
racinaire. Dans A. murale sur U, la production de biomasse est aussi corrélée positivement avec
le pH du sol, les concentrations racinaires en K, P, Zn et les concentrations aériennes en P ainsi
que la teneur en C (Tableau 28). En revanche, elle est corrélée négativement avec les éléments
dosés dans les PA (Ni, Mn, Mg), PR (Na, Al) et les concentrations biodisponibles au DTPA du Mn et
Ni et la conductivité pour les 2 substrats (Annexe 46 et Annexe 47). Dans le ray-grass, les
corrélations positives des biomasses des PA sont différentes selon le substrat : sur U biomasse
corrélée avec les concentrations des PA en Ca et Mn alors que sur M, la biomasse est corrélée avec
le pH et la concentration racinaire en Ca (Annexe 47 et Annexe 48). Notons que dans le ray-grass,
quel que soit le substrat, la biomasse des PA est corrélée négativement avec Les teneurs en S et N
dans les PA ainsi que le contenu en Ni et S des racines.

Tableau 28 _ Eléments corrélés avec la biomasse des PA ou la concentration en Ni des PA, selon

I'espéce et le substrat. + : corrélations positives, - : corrélations négatives, BioPA : biomasse des parties aériennes,
BioPR : biomasse des parties racinaires, PA : parties aériennes, PR : parties racinaires, DTPA (éléments extraits du substrat
apres culture au DTPA, Cond : conductivité). Les coefficients sont calculés d’apres Spearman, seuls les corrélations
significatives sont renseignées, p<0,05. D’apreés les matrices de corrélation Annexe 47 a Annexe 50.

A. murale Ray-grass
SolU Substrat M SolU Substrat M
DTPA (Fe,
Mn, Ni, Zn, DTPA
. ) DTPA .

< | BioPRpH, | A),PA(Ni (Mn, Ni) DTPA (Fe, BioPR, (Zn, Al, Ni,
Y PA(P,C), | Mn, Mg, Al PA’(Ni ’ BioPR, | Al),PA (P, oH Mn), PA
@ PR (K,P, | Fe,NaN,S, BioPR Mn ng PA (Ca, S,N), PR( éa) (S,N),
S Zn) Co, Zn), PR (Na’ Mn), PR (P, Ni, " | PR(S,Na,
& PR (S, Mg, Al Con’d S) Ni, Mg),

Al, Fe, Na, ! Cond

B), Cond

< | DTPA(Fe,
= | v AI\II)" Zn, Cond, BioPA, DTPA
g | pa X M BioPA, DTPA BioPR, (Zn),
g Mg Al pe | BiOPRDH | (Mn) PA DTPA o 9 PA (Zn, o
E Na: N,’ Co,' PA (Q) (S, Mg, (Fe), Co, Fe, Na,
§ Zn), PR (Co, Mn, Ca) PA (O) P,S,N),
e Al

> Corrélations avec la concentration en Ni dans les PA

Dans A. murale la concentration en Ni dans les PA est corrélée positivement avec les éléments
présents dans les Mn et Mg des parties aériennes ainsi que la concentration en Mn biodisponibles
quel que soit le substrat (Tableau 28). Elle est corrélée négativement la biomasse (PA et PR) et le
C dans les PA. Sur U, la concentration en Ni des PA est corrélée positivement avec beaucoup
d’autres éléments des PA tels que Z, N, Zn ou Co et du biodisponible dans le sol (Fe, Ni, Zn et Al).
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Dans le ray-grass tres peu de corrélations sont significatives, excepté sur le substrat M, ou la
concentration en Ni est positivement corrélée avec le Zn biodisponible et les concentrations en
Zn, Co, Fe, Na, P, S, N dans les PA.

3. Discussion

L’introduction de biochar augmente la biomasse et diminue les métaux en solution et leur
transfert vers la plante non hyperaccumulatrice. Ces résultats corroborent ceux de Rees et al.
(2015) dans le cas de L. perenne sur sol acide et Herath et al. (2015) dans le cas de la tomate. Le
biochar augmente significativement le développement des végétaux sur les deux substrats. Sur le
substrat élaboré avec la boue métallique et amendé en biochar la concentration du Zn dans les
racines diminue tandis que celle du Ni augmente. Sur le sol ultramafique, I'apport de biochar
augmente le C organique dans le sol. En revanche, sur le substrat élaboré, 'augmentation de
biochar entraine la diminution du C organique dans la solution du sol. Les concentrations des
éléments en solution avec 3 et 5% de biochar sont faibles en présence de plantes alors qu’elles
sont élevées dans le cas du sol nu (Ni, Zn, Ca, Mg), indiquant le fort prélevement par la plante. Les
plantes diminuent aussi la conductivité et augmentent le pH. Les résultats peuvent varier selon le
biochar utilisé. En effet, la matiere premiere ainsi que les conditions de pyrolyse modifient les
propriétés finales du biochar etl'influence sur les rendements (Annexe 51A). L'utilisation d’autres
amendements peut étre envisagée afin d’améliorer les propriétés du substrat et finalement le
rendement. Le marc de café permet d’obtenir les mémes rendements qu’avec le biochar dans
L. emarginata et l'utilisation simultanée des deux amendements augmente les biomasses
racinaires et aériennes et finalement la quantité de Ni extrait (Annexe 51B).

Le substrat élaboré permet de produire plus de biomasse que le sol ultramafique et ceci pour
les deux espeéces testées, L. multiflorum et A. murale. L’analyse des solutions indique que le
substrat élaboré est plus concentré en éléments nutritifs que le sol ultramafique, expliquant la
plus faible production de biomasse sur ce dernier. A. murale produit plus de biomasse racinaire
sur le sol ultramafique que sur le substrat élaboré alors que c’est I'inverse pour la biomasse
aérienne. Deux hypotheses sont envisageables: la faible fertilité intrinseque des sols
ultramafiques et la toxicité induite par les métaux présents dans la boue métallique. Des tests de
croissance ont été menés avec L. emarginata sur le substrat élaboré avec la boue de phosphatation
et un autre susbtrat formulé avec une boue métallique alcaline (Annexe 51C). La boue alcaline
permet la méme production de biomasse qu’elle soit amendée ou non en biochar et n’est pas
différente de celle avec la boue de phosphatation amendée en biochar. Ainsi, la formulation de
substrat peut étre envisagée avec d’autres boues que celle de phosphatation et ne nécessite pas
forcément I'utilisation d’amendement, dépendant de sa composition.

Le choix de I'espece peut modifier les rendements méme si toutes les especes testées se sont
développées sur le substrat. Ainsi, A. murale et L. emarginata présentent des rendements
similaires en terme de quantité de Ni extrait par vase de végétation. B. tymphaea produit moins
de biomasse mais a une concentration de Ni supérieure aux 2 autres espéces (Annexe 51D).

La concentration du Ni dans les parties aériennes et les racines d’A. murale est corrélée
négativement avec celle du Zn confirmant l'interaction forte entre les deux éléments vis-a-vis de
I'absorption par les hyperaccumulateurs (Deng et al. 2016). L'extraction du Ni au DTPA est
similaire dans les deux sols, ce qui pourrait indiquer que le pool de Ni biodisponible pour les
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plantes serait identique sur les deux sols. Or, il s’avere, d’'une part, que les HA concentrent le Ni
dans des ordres de grandeur trés différents d'un sol a ’autre. D’autre part, la solution du substrat
élaboré présente une concentration en Ni 300 fois supérieure a celle du sol ultramafique. Ainsi,
deux informations principales sont a retirer. Premierement, le dosage au DTPA ne permet pas
d’estimer correctement le Ni biodisponible sur des matrices complexes élaborées avec un
matériau métallique acide. Par ailleurs, le dosage du Ni dans la solution du sol ne permet pas non
plus de prévoir le prélévement car il n’est pas corrélé avec la concentration dans les PA.

Le sol ultramafique contient 0,50 % Ca et 13% Mg alors que le substrat élaboré 6,0% Ca et 0,59%
Mg. Avec 3,4% Ca et 0,27% Mg, le biochar introduit du Ca au sol ultramafique et du Mg au substrat
élaboré. L’augmentation de la dose de biochar sur le sol ultramafique entraine une diminution du
Mg et Ni en solution et donc diminue leur toxicité connue sur ces sols (Proctor et Woodell 1975 ;
Proctor et Cottam 1982). Les analyses au cours du temps des solutions de sol sans couvert
montrent des variations des parameétres mesurés entre les trois prélévements sur le substrat
élaboré alors que sur le sol ultramafique, aprés les deux premiers prélevements, les valeurs se
stabilisent. Ainsi, une phase de maturation du substrat apparait nécessaire, principalement dans
le cas d’'un substrat élaboré pour I'expérimentation. Ces observations sont confirmées par les
différences entre t0 et al'issue de quatre semaines d’'incubation et aussi par la nécessité de réaliser
plusieurs semis au cours du temps.

4. Conclusion

Ainsi, le biochar semble étre un amendement trés prometteur pour la végétalisation de délaissés
industriels métalliques toxiques. Il permet la germination et la croissance des plantes
hyperaccumulatrices et I'accumulation du Ni, ouvrant des perspectives larges pour l'application
de I'agromine a des substrats non traditionnels tels que les boues et déchets industriels. Mais
apres ces essais en conditions controlées, il est nécessaire d’opérer un changement d’échelle afin
de tester la faisabilité de 'agromine de délaissés industriels en conditions proches de la vraie
grandeur et donc de la parcelle.
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PARTIE 5

Mise en ceuvre et
optimisation de I'agromine
sur des substrats élaborés
avec une boue metallique industrielle

Dans la Partie 4, nous avons élaboré un substrat a partir de délaissés qui permet la croissance et
le développement de plantes hyperaccumulatrices. Il est maintenant nécessaire d’opérer un
changement d’échelle afin d’améliorer ses propriétés physico-chimiques pour augmenter la
phytoextraction du Ni (biomasse produite et Ni extrait) en améliorant sa fertilité et diminuant sa
toxicité. Il a été montré que l'utilisation de biochar comme amendement permet d’augmenter le
pH et de diminuer la toxicité métallique. L’augmentation du pH du substrat permet aussi
d’augmenter la biomasse et la quantité de Ni extraite. Cette élévation du pH pourrait encore
permettre de palier I'exces de Zn néfaste pour I'hyperaccumulation du Ni. Plusieurs voies
d’amélioration sont envisagées : prétraiter la boue pour augmenter son pH, intervenir sur la
disposition des matériaux au sein du profil pour diminuer le contact des racines et de la boue, ou
encore améliorer la composition de la terre mélangée a la boue en apportant un matériau drainant
et de la matiere organique.

Dans cette cinquieme partie, deux formulations sont testées : la premiere consiste a chauler la
boue avec du Ca(OH):; la seconde consiste a ne pas mélanger les matériaux mais a les agencer
verticalement en étalant la boue en couche sur la terre. Le chaulage éleve le pH du sol. Cette
augmentation diminue la mobilité des métaux et leur transfert vers les plantes
hyperaccumulatrices, telles que B. coddii (Robinson et al. 1999) ou non hyperaccumulatrices :
Avena sativa, Beta vulgaris ou Triticum aestivum (Kukier et Chaney 2001) . Cependant, plusieurs
travaux ont montré que I’élévation du pH apres chaulage pouvait entrainer une augmentation de
I'extraction de Ni par A. murale (Li et al. 2003a; Kukier et al. 2004; Everhart et al. 2006).

Par ailleurs, la fertilité du substrat est améliorée par ajout de deux types d”amendements : du
compost de déchets verts et des stériles de carriére. Le compost améliore les propriétés
physiques et chimiques du sol (Gallardo-Lara et Nogales 1987; Hernando et al. 1989; Giusquiani
et al. 1995) et son utilisation permet le recyclage de déchets organiques et diminue 'emploi de
produits dérivés du pétrole (Parr et al. 1986), répondant ainsi aux objectifs du projet LORVER
d’utilisation de sous-produits. De par son contenu en éléments traces et autres résidus toxiques,
l'utilisation de compost ou de déchets organiques peut induire des limitations/prescriptions pour
son utilisation en agriculture (Westerman et Bicudo 2005; Hargreaves et al. 2008; Rio et al. 2011),
mais dans le cadre de l'agromine, cela ne devrait pas perturber le fonctionnement des
hyperaccumulateurs. Enfin, la matiere organique du compost peut jouer un réle de rétention des
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métaux qui pourraient étre présents a forte concentration dans la solution du substrat. Le stérile
de carriére, matériau minéral de texture grossiere est destiné a augmenter I'aération du substrat.

Le Chapitre 1 rapporte une premiére expérience conduite en conditions controlées pour évaluer
les deux nouveaux substrats vis-a-vis du témoin (substrat de la Partie 4). Dans un second temps,
les substrats sont testés a I’échelle du pilote dans un dispositif in situ sur la station expérimentale
du GISFI (Homécourt, 55) présenté dans le Chapitre 2.
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Chapitre 1 :
Modalites d’application de la boue

1. Obijectifs

Outre la fertilité du substrat, la principale limite au transfert du Ni dans la plante est due a la forte
concentration de Zn dans la boue. Aussi, afin de lever ce verrou, deux modalités sont testées en
comparaison du substrat témoin (Partie 4). La terre de biopile est mélangée avec du compost pour
améliorer ces propriétés physico-chimiques (20% de compost et 80% de terre de biopile (v/v)).

» Dans la premiére modalité, la boue est prétraitée par ajout de chaux Ca(OH); avant son
incorporation a la terre.

» Dans la seconde, la boue est disposée en couche et en surface. Ce mode d’agencement
présente plusieurs avantages comme la lixiviation progressive des éléments de la boue au
fur et a mesure des arrosages. Il laisse aussi la possibilité de remplacer ultérieurement la
couche de boue.

Deux cultures en conditions contrélées sont menées. La premiére est conduite en vases de
végétation afin de mesurer I’hyperaccumulation avec i) la boue pure mélangée a la terre (MBP),
ii) la boue préalablement chaulée puis mélangée a la terre (MBCh) et iii) la boue pure placée en
couche sur la terre (CBP). La seconde utilise des rhizotrons afin d’observer I'hyperaccumulation
du Ni, le développement racinaire et la lixiviation des métaux dans un systeme en couches.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériaux

Trois matériaux sont utilisés : la boue de phosphatation (Lot 2) de pH acide (4) avec 0,6% de Nigr
et 6 % de Zngg, la terre de biopile (Lot 3) et un compost (mélange de déchets verts et de boue de
STEP) (Lot 1) (Partie 2). Les matériaux sont séchés a I'air ambiant, broyés et tamisés a 2 mm. La
boue est séparée en deux lots : 'un est gardé en I'état, a 'autre sont ajoutés 2,5% (m) de Ca(OH)..
Chacun des lots est ensuite séché, tamisé a 2 mm. Les mélanges sont effectués pour les modalités
concernées (Annexe 52).

2.2. Espece végétale

L. emarginata est sélectionnée pour ses aptitudes a se développer sur les mélanges élaborés avec
la boue de phosphatation (Partie 4). La population S VIII (2014) est choisie car elle présente le
meilleur taux de germination (85% aprés 10 j). Les graines sont mises a germer sur du papier
humidifié. Les individus germés sont installés dans des tubes cylindriques en polyéthyléne
transparent (ouverts aux deux extrémités), contenant 20 g de substrat frais composé de %5 de
biopile et %5 de terre végétale (v/v). Apres 60 j de croissance, les tubes sont préts pour les
expérimentations.

171



- Partie 5_ Mise en ceuvre et optimisation de I'agromine sur des substrats élaborés avec une boue métallique industrielle-

2.3. Essaien vases de végétation

Les substrats MBP, MBCh et CBP qui contiennent 10% de boue et 90% de terre (m/m) sont
préparés en deux temps: i) mélange de la terre de biopile/compost dans des proportions
volumiques de 80/20, ii) incorporation de la boue a cette terre ou disposition en surface. Les
substrats ainsi préparés sont introduits dans les vases de végétation. Pour le substrat en mélange
terre/boue, les vases de végétation sont remplis aux %5 avec le mélange. Les tubes avec plante sont
alors mis sur cette surface et le reste du mélange est déposé autour des tubes. Pour la boue en
couche, les vases de végétation sont d’abord remplis avec le mélange. Les tubes sont mis en place.
Enfin, la boue est répartie autour des tubes en veillant a ce qu’elle ne passe pas sous les tubes pour
éviter le contact direct avec les racines. Dans chaque vase de 1L, contenant 340 g de boue et
3 060 g de mélange terre de biopile/compost, sont placées trois plantules. Trois répétitions sont
préparées par modalité. L'ensemble des neuf vases de végétation est placé en chambre de culture
et répartis en trois blocs, avec 25°C jour et 16°C nuit, une photopériode de 16 h jour et 8 h nuit et
une humidité moyenne de 60%. Les vases font I'objet d’'une rotation hebdomadaire. L’humidité
est maintenue a 80% de la capacité au champ du substrat.

Apreés 92 j de culture, les plantes sont récoltées. Elles sont alors agées de 152 jours (60+92 j).
Chaque vase contient « une motte » de substrat de 9 cm de hauteur. Elle est découpée en trois
strates de 3 cm nommées : A pour la strate supérieure (boue seule dans la modalité en couche), B
pour I'intermédiaire et C pour la plus profonde (Figure 91). Les racines se développent dans ces
deux dernieres. Au niveau de la strate A, les racines se développent dans le tube et n’'interagissent
donc pas avec le substrat de la strate A.

Tube de semis et pré-culture (terre et racines)

Strate supérieure (terre)

Strate intermédiaire (terre et racines)

Strate inférieure (terre et racines)

Figure 91 _ Dispositif en vases de végétation

Pour chaque vase, quatre échantillons de terre sont prélevés (strates A, B, C et dans le tube) ainsi
que trois échantillons de racines (strates B et C et tube) (Tableau 29)
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Tableau 29 _ Répartition des échantillons collectés a la récolte

Nom de la Composition de I’échantillon de Présence ; .
. Autre échantillon
strate terre de racines
+ 1 échantillon de sol dans tube de
A Substrat mélangé (MBP et MBCh), non culture de la plantule
boue pure (CBP) + 1 échantillon de racines (présentes

dans le tube a la fin de la culture)

B Substrat mélangé (MBP et MBCh), oui ”
substrat terreux (CBP)

C Substrat mélangé (MBP et MBCh), oui s
substrat terreux (CBP)

Les biomasses aériennes et racinaires sont récoltées et pesées (Partie 2). La composition
élémentaire des parties aériennes et racinaires est dosée par ICP-OES. Le pH, la conductivité et les
métaux extractibles au DTPA sont mesurés sur les différentes strates de sol et sur le substrat
présent dans les tubes contenant les plantes.

2.4. Essaienrhizotrons

Dans cette seconde expérience, seul le dispositif en couche avec boue pure ou boue chaulée est
testé. Des rhizotrons de 3,3 L sont utilisés. Il s’agit de boites rectangulaires, (L*1*h : 24*6,8*20 cm),
munies d'une face vitrée pour observer le développement racinaire. Durant la culture, elles sont
inclinées a 45° afin d’amener les racines a se développer contre la face vitrée plaquée contre un
support opaque. Dans chaque rhizotron, le mélange terre de biopile/compost est introduit, puis
les tubes avec plantule sont installés et autour, sont déposés 6% (m) de boue pure ou chaulée.
Ainsi, chaque rhizotron contient’équivalent sec de 3 330 g de terre et 213 g de boue. Un rhizotron
est mis en place pour chaque modalité. L'ensemble est placé en chambre de culture avec les
mémes conditions que pour I'essai en vases de végétation.

Dans les rhizotrons, la hauteur totale de substrat est de 20 cm. La « motte » est divisée en six
strates (Figure 92). Les deux strates supérieures (A et B) hautes de 2 cm sont composées
uniquement de boue. Les quatre strates inférieures mesurent 4 cm. Pour chaque rhizotron, sept
échantillons de terre sont prélevés (strates A a F et substrat des tubes) et cinq échantillons de
racines (strates C a F et tubes). Comme dans I'expérience précédente, les biomasses aériennes et
racinaires récoltées sont pesées et leur composition élémentaire dosée par ICP-OES. Le pH, la
conductivité et les métaux extractibles au DTPA sont mesurés sur les différentes strates de sol et
sur le substrat présent dans les tubes contenant les plantes.
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Tube de semis et pré-culture (terre et racines)
2Zcm
Boue seule pure ou chaulée (2,5% Ca(OH),)
Echantillonnage par strate de la boue

4 cm

Substrat 80% biopile / 20% compost (V/V)
Echantillonnage par strate terre et racines

Figure 92 _ Dispositif en « rhizotron »

3. Résultats

3.1. Essaien vases de végétation
a) Survie des individus et biomasses

Le taux de survie des individus est de %5 sur le mélange avec la boue chaulée, %3 sur le mélange
avec la boue pure, et intermédiaire pour le substrat avec la boue pure en couche. Les individus
morts ont une masse moyenne plus élevée sur le substrat avec la boue en couche, laissant penser
qu’ils ont atteint un état de développement plus avancé que pour ceux des substrats en mélange.

En tendance, la biomasse totale est supérieure sur la modalité en couches par rapport aux
mélanges (différences non significatives). Elle est la plus faible avec la boue pure en mélange. Cet
ordre est conservé pour les parties aériennes et racinaires prises séparément (Figure 93). La
répartition de la biomasse en trois catégories (parties aériennes vivantes, parties aériennes
mortes et parties racinaires) révéle que la biomasse morte n’est pas négligeable, notamment pour
CBP (Annexe 53). La répartition de la biomasse racinaire dans les différentes strates du vase varie
selon la modalité (Figure 94). Elle a tendance a augmenter en s’éloignant de la graine dans le cas
de MBP alors qu’elle diminue dans MBCh. Pour la modalité CBP, la biomasse est significativement
inférieure au fond du vase (strate C) par rapport aux strates supérieures (A et B) (Newman Keuls,
p<0,05).
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Figure 93 _ Biomasse de L. emarginata par vase de végétation. Les barres verticales indiquent les écarts-
types ; les valeurs affectées de la méme lettre majuscule ou minuscule ne sont pas significativement différentes
(Newman Keuls, p<0,05).
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Figure 94 _ Biomasse racinaire de L. emarginata en fonction de la profondeur. Les barres verticales
indiquent les écarts-types. * différence significative au sein d'une méme modalité entre les différentes strates
(Newman Keuls, p<0,05), N=3.

b) Concentration des métaux dans la biomasse

La concentration du Ni dans les parties aériennes est significativement plus élevée sur le substrat
en couche que lorsque la boue est mélangée avec la terre, la concentration la plus faible étant
obtenue sur le mélange avec la boue chaulée (Figure 95). La concentration du Zn est 2,5 a 3,4 fois
plus élevée que celle du Ni sur les substrats ou les matériaux sont mélangés. En revanche, dans le
dispositif en couche, elle est quatre fois inférieure a celle du Ni. De plus, c’est la seule modalité ou
la concentration du Ni dépasse le seuil d’hyperaccumulation. La concentration du Ni et du Zn est
similaire entre les individus vivants et morts ayant poussé sur le méme substrat (Annexe 54).
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Figure 95 _ Concentration du Ni et du Zn dans les parties aériennes de L. emarginata apres 3 mois de
culture en conditions controlées sur les substrats élaborés. Les barres verticales indiquent les écarts-types,

les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05, données
transformées en log), N=3.

La concentration du Zn dans les racines est supérieure a celle du Ni dans les trois strates des
modalités « mélangées ». Ainsi le rapport des concentrations Ni/Zn est largement inférieur a 1
(Figure 96). Par ailleurs, dans les modalités en mélange, plus les racines sont profondes dans le
vase, donc éloignées de la graine, plus les concentrations du Ni et du Zn sont élevées. Cependant,
dans le cas de CBP, I'écart de concentrations des deux éléments dans les racines est réduit. La
concentration racinaire du Ni est similaire entre le tube et la strate B, et quasiment nulle dans les
racines de la strate C (Annexe 55). Le rapport Ni/Zn est proche de 0,5 dans les strates B et C et
de 1 dans la strate A.

_‘
Strate A E
_‘
Strate B E MBP
® MBCh
m CBP
—
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Ni/Zn dans les parties racinaires

Figure 96 _ Rapport Ni/Zn des concentrations dans les racines de L. emarginata sur les substrats
élaborés (MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure) en
fonction de la profondeur (A : strate supérieure, B : strate intermédiaire, C : strate inférieure). Les
barres verticales indiquent les écarts-types ; les chiffres indiquent le nombre de répétitions pour les analyses par modalité
(N=1, 2 ou 3); les faibles quantités d’échantillon ont parfois nécessité de regrouper les répétitions pour I'analyse.
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La concentration du Ni dans les parties aériennes est corrélée positivement avec les
concentrations en Co (R?=0,96), en Na (R?=0,56), K (R?=0,50) et P (R?=0,72) (Annexe 56). La
production de biomasse aérienne est corrélée positivement avec le K (R?=0,56). La concentration
du Ni dans les parties aériennes est corrélée négativement avec les concentrations en
Zn (R?*=0,47) et Ca (R?*=0,73).

c) Propriétés des substrats aprés culture

La concentration du Ni extractible au DTPA al'issue de la culture est plus élevée dans le substrat
MBP que MBCh. Les valeurs observées correspondent a une trés forte disponibilité du Ni
(125 mg kg1 pour MBP et 84 mg kg1 pour MBCh) (Annexe 57). Il n’existe pas de différence selon
la strate considérée. En revanche, avec la boue en couche (CBP), les strates supérieures (A : boue
seule et B) contiennent significativement plus de Ni que les strates des deux modalités en mélange.
Dans la strate C de CBP, la concentration du Ni est inférieure aux concentrations du Ni de toutes
les autres strates (toutes modalités confondues). Dans le cas du Zn, si la concentration est
homogeéne et supérieure a celle du Ni dans les modalités mélangées, le dispositif en couches réduit
drastiquement la présence du Zn dans la strate intermédiaire, ou le rapport Ni/Zn est proche de 1
(Figure 97).

MBP Ni/Zn
—B h Ni

B B CBP Ni/Zn
4 B
Strate B B

A
4 B
Strate C B
C
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Ni/Zn dans le substrat

Figure 97 _Rapport Ni/Zn des concentrations massiques phytodisponibles (apres extraction DTPA)
des substrats selon la profondeur dans le vase de végétation. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue
chaulée, CBP : couche boue pure, A : strate supérieure, B : strate intermédiaire, C : strate inférieure. Les barres verticales
indiquent les écarts-types, les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls,
p<0,05), N=3.

Le pH augmente avec la profondeur dans le vase quel que soit le substrat considéré (Figure 98).
Il varie selon la strate et le substrat (Anova a deux facteurs, p<0,001). Il est significativement
inférieur sur le substrat en mélange avec la boue pure par rapport a celui avec la boue chaulée,
excepté dans la strate C ou il n’est pas différent. Dans le dispositif en couches, la strate A, qui
correspond a la boue seule, a un pH tres acide. Il est au contraire tres alcalin dans la strate C
(mélange terreux), et intermédiaire dans la strate B. La conductivité dans la strate A de CBP est
supérieure a celle de MBCh, elle-méme supérieure a MBP (Figure 99). Elle varie en fonction du
substrat et de la strate (Anova a deux facteurs, p<0,05). Dans les strates B et C, elle n’est pas
différente entre les trois modalités et elle est strictement inférieure a celle mesurée dans la
strate A, quelle que soit la modalité considérée.
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Figure 98 _ pH des substrats apres culture selon la profondeur dans le vase de végétation. 4 : strate
supérieure, B : strate intermédiaire, C : strate inférieure. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP :
couche boue pure. Les barres verticales indiquent les écarts-types; les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05), N=3.
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Figure 99 _ Conductivité des substrats apres culture selon les substrats et la profondeur. A : strate
supérieure, B : strate intermédiaire, C : strate inférieure. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP :
couche boue pure. Les barres verticales indiquent les écarts-types, les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05), N=3.

3.2. Essaienrhizotron

A l'issue de trois mois de culture avec 6% (m) de boue pure ou chaulée disposées en couche
supérieure sur un mélange terre de biopile et compost, 75% des individus sont vivants sur la
modalité boue pure et 50% sur la boue chaulée. La biomasse aérienne est supérieure dans le cas
de la boue pure (0,97 g par individu avec la boue pure contre 0,68 g avec la boue chaulée). La
biomasse racinaire est supérieure dans le cas de la boue pure quelle que soit la strate de substrat
considérée (Figure 100a). La biomasse racinaire dans les couches A et B représente la biomasse
racinaire dans les quatre tubes a I'issue de la culture. Elle est la plus élevée dans la strate C (sous-
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jacente a la couche de boue) puis elle diminue avec la profondeur. Dans les parties aériennes, la
concentration du Ni est de 3 350 mg kg1 sur boue pure et 940 mg kg1 sur boue chaulée. Celle du
Zn est de 940 et 460 mg kg-1, respectivement. Dans les racines, la concentration du Ni est 6 fois
plus élevée lorsque les plantes se sont développées sur la modalité boue pure dans les strates
A aC (Figure 100b). Dans les strates inférieures la concentration est proche entre les deux
modalités.

A-B

H Boue pure

H Boue pure

B Boue chaulée H Boue chaulée

F
0,00 0,02 0,04 0,06 0 100 00 s00
. - e Concentration racinaire du Ni
Biomasse racinaire par individu o
(@) (mgkg™)

Figure 100 _ a) Biomasse racinaire par individu ; b) concentration du Ni dans les parties racinaires
pour la modalité avec 6% de boue pure et la modalité avec 6% de boue chaulée, selon la profondeur.
A-B : strate de boue seule, C, D, E et F : strates de mélange terreux avec F la plus inférieure.

Dans le rhizotron « boue pure », la concentration du Ni extractible au DTPA augmente de la strate
A a la strate C, cette derniere est constituée initialement de terre et compost (Figure 101). En
revanche, la concentration du Znprpa décroit de A a C. Dans les trois strates inférieures (D, E, F),
les deux éléments sont faiblement présents avec des concentrations de 10 mg kg1 pour Zn et 1 mg
kg1 pour Ni. Dans le rhizotron « boue chaulée » (barres avec pointillés sur la Figure 101), le Zn et
le Ni ont le méme comportement. Ils restent principalement dans la boue (couches A et B), ne se
déplacant que faiblement dans la couche inférieure (C). La concentration du Niprpa est supérieure
a celle du Znprpa dans la modalité boue chaulée.
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Figure 101 _ Concentration du Ni et du Zn extractible au DTPA pour la modalité avec 6% de boue
pure (BP) etla modalité avec 6% de boue chaulée (BCh), selon la profondeur. A-B : strate avec boue seule,
C, D, E et F : strates avec mélange terreux, F étant la plus inférieure.

4. Discussion

La mise en ceuvre de 'agromine sur des matériaux industriels, comme les boues de phosphatation,
nécessite de s’assurer que les hyperaccumulateurs sont capables de s’installer et de croitre, de
produire de la biomasse et d’accumuler les métaux d’intérét. Par deux expériences, nous
démontrons que I'hyperaccumulateur de Ni L. emarginata peut se développer en présence de
boues métalliques. La pré-culture en tubes a permis a la plante de se développer normalement et
de produire une masse importante de racines préalablement a son transfert sur un milieu
contenant des boues. Mise en contact avec un substrat amendé avec des boues industrielles
contenant des concentrations tres élevées de métaux tels que Zn et Ni, elle survit, se développe et
accumule du Ni. En fonction du mode d’agencement des matériaux pour élaborer le substrat de
culture contenant des boues et de la présence ou non de Ca(OH)3, la réponse de la plante varie,
tant par la quantité de biomasse produite que celle du Ni accumulé. C’est avec un systéme en
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couches, dans lequel la boue est répandue a la surface du sol sous la forme d'une couche avec
laquelle les racines n’entrent pas en contact direct, que les performances sont les plus élevées.
Lorsque la boue est mélangée aux matériaux de remplissage (terre de biopile amendée en
compost), la production est plus faible. La boue disposée en couche crée donc des conditions plus
favorables pour le développement de la plante que lorsque la boue est mélangée a la terre et que
les racines entrent en contact direct avec les métaux.

Avec le systeme en tube préconisé, le développement des racines est forcé vers la couche
immédiatement sous la boue. Si elles se développent mieux lorsque la boue est apportée en
couche, c’est parce que les racines ne sont pas a son contact direct. Dans ce cas, les eaux de
lixiviation transportent les métaux de la surface vers la zone sous-jacente ou se développent les
racines, amenant a des concentrations en métaux dans la solution du sol probablement non
toxiques. Le Ni est plus facilement transporté que le Zn, comme I'atteste le rapport Ni/Zn dans la
couche sous-jacente, plus élevé dans le systeme en couches que dans celui en mélange. Cette
percolation sélective est due a une immobilisation supérieure du Zn que du Ni, qui est ainsi plus
mobile et devient accessible aux racines. Ainsi, la compétition Ni/Zn mise en évidence par Deng et
al. (2014) est partiellement levée au bénéfice du Ni qui est plus facilement absorbé que lorsque le
Zn est présent en abondance, comme dans les systemes en mélange.

Lorsque la boue est préalablement chaulée puis mélangée a la terre, les biomasses aériennes et
racinaires sont légérement augmentées en comparaison du méme substrat non chaulé. Les
extractions au DTPA mettent en évidence une diminution des concentrations disponibles du Ni et
du Zn dans le mélange avec la boue chaulée par rapport au mélange non chaulé. L’ajout de chaux
entraine une augmentation du pH, ce qui peut induire une précipitation des métaux sous forme
hydroxyde, et donc diminuer leur mobilité et, par conséquent, leur transfert vers la plante. Il a été
démontré que le pH régissait la biodisponibilité du Ni (Echevarria et al. 2006). Ce comportement
avait été observé aussi par Kukier et Chaney (2000), avec une diminution du transfert du Ni vers
le blé et la betterave et une diminution du transfert de Zn vers I'avoine et la betterave lors de
I'ajout de CaCO3; et MgCOs3 sur des sols acides, augmentant le pH de 5,7 a 7,9. En 'absence de
Ca(OH)y, les espéces chimiques sont transférées dans les strates inférieures par l'eau. Elles
peuvent étre ralenties ou arrétées par précipitation ou adsorption a la surface des particules de
terre. En effet, les faibles concentrations de Ni et Zn dans les couches inférieures du mélange
terreux dans le dispositif en couches indiquent la rétention ou précipitation de ces éléments dans
les premiers cm du mélange terreux.

Cependant, les concentrations du Ni et Zn mesurées, aprés extraction au DTPA sur la boue seule
chaulée et la boue seule non chaulée, conduisent a des valeurs non cohérentes : augmentation de
la concentration de Ni extrait et forte diminution de celle en Zn lors de I'ajout de chaux (alors que
les concentrations pseudo totales sont stables) (Annexe 52). L’extraction DTPA est préconisée sur
sol neutre a alcalin (Lindsay et Norvell 1978). Or, 'extraction sur la boue a pH 3,8 peut expliquer
en partie ces résultats. Le DTPA est en sous-steechiométrie du fait des concentrations de Ni et Zn
tres élevées. Donc le passage des deux éléments en solution se fait de par leur mobilité, di au pH
acide, et peu sous l'action de I'extractant. Par ailleurs, des modélisations réalisées sous JChess
(version 4.0.5) indiquent que I'augmentation du pH de la suspension boue + extractant, sous 'effet
de la solution de DTPA tamponnée a 7,3, peut précipiter le Zn sous forme d’hydroxyde a partir de
pH 6,1, alors que le Ni précipite prés d’'un pH de 7,4 (dans une solution de DTPA 0,005 M) (Annexe
58). Lors d’'une extraction sur la boue pure, les deux éléments sont extraits en solution. Cependant,
avec la boue chaulée, le pH plus élevé dans la suspension entraine une précipitation sélective du
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Zn et pas du Ni, ce qui explique la diminution de la concentration du Zn mesurée. Cependant, sur
le dispositif en couches, le pH dans la premieére strate sous la boue est similaire a celui de la
solution d’extractant DTPA et les concentrations similaires obtenues entre le Ni et le Zn refletent
certainement la fraction phytodisponible de ces éléments. Il est nécessaire de réévaluer le choix
de I'extractant pour pouvoir évaluer la disponibilité des éléments sur les différentes couches du
substrat non mélangés : les différents matériaux (e.g. terre, compost, boue) rassemblant une tres
large gamme de pH. Le choix pourrait s’orienter vers une solution saline non tamponnée (Lebourg
etal 1996). Le dinitrate de strontium, Sr(NO3)» (0,01 M), pourrait étre envisagé. La concentration
de Ni extraite est fortement corrélée avec la concentration en Ni dans les parties aériennes, lors
de I'extraction sur des matrices acides et fortement concentrées en Ni, alors que ce n’est pas le cas
pour le DTPA (Siebielec et al. 2006, 2007).

A la suite de linstallation des tubes avec plantules sur le substrat en présence de boue, des
individus sont morts. Cela sous-tend I'hypothése que parmi les individus s’étant développés sur
ces matrices, il existe des génotypes différents, et certains ne survivent pas aux concentrations
métalliques présentes dans le substrat. Cette observation confirme la nécessité de sélectionner
des individus tolérants aux teneurs métalliques particulierement élevée de ces substrats
anthropiques. Ainsi, une culture sur ces matrices jusqu’au stade de maturation des graines
pourrait permettre de sélectionner des individus performants pour I'agromine sur des substrats
extrémes.

5. Conclusion

Dans ce chapitre, étaient étudiés deux substrats élaborés a partir d’'une boue de phosphatation
afin de lever le verrou lié a la toxicité et a la présence de Zn dans la matrice. Le prétraitement de
la boue avec de la chaux (2,5% de Ca(OH)2 (m)) a permis d’augmenter la biomasse produite et la
survie des individus mais, en immobilisant les éléments dans la matrice, leur transfert est réduit
et ’hyperaccumulation diminue. Dans le cas d’'une disposition en surface de la boue, les racines se
développent préférentiellement dans I'’horizon sous-jacent a la boue ou le pH est plus élevé que
lorsque les matériaux sont mélangés. Les éléments de la boue sont apportés dans cet horizon par
lixiviation progressive et sélective, favorisant le transport du Ni au cours des arrosages depuis la
couche supérieure composée de boue seule. Dans ce dispositif, la biomasse et ’hyperaccumulation
sont supérieures et le Zn est peu présent dans la plante car plus faiblement lixivié par rapport au
Ni.

La disposition de la boue sous forme d’horizon supérieur présente plusieurs avantages : i) elle
diminue le contact direct des racines avec la boue et donc la toxicité, ii) elle maintient les éléments
d’'intérét en surface et empéche leur sortie rapide de la zone d’activité des racines par lixiviation,
iii) elle est similaire a un paillage, protégeant le sol de la compaction pendant les pluies et
réduisant I'évaporation. Enfin, dans un objectif d’agromine, la couche supérieure peut étre
apportée en plusieurs fois puis retirée pour étre remplacée par de la boue « neuve » lorsque
I'ensemble des éléments nutritifs et métalliques d’intérét ont été extraits ou lixiviés, sans
démanteler I'ensemble du systeme.

Il s’agit a présent de tester ces substrats jusqu’a la fin du cycle des plantes, la floraison, stade au
cours duquel sont récoltés les individus dans le cadre des filiéres de 'agromine. Par ailleurs, il est
nécessaire de suivre I'évolution de la biodisponibilité du Ni au cours de I’évolution du substrat
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pour assurer un transfert continu vers la biomasse. Enfin, une expérimentation a I'échelle du
pilote en extérieur permettrait de suivre la mobilité du Ni dans un systéme en couche soumis a
une pluviométrie supérieure de celles des arrosages controlés de I'expérience précédente. Elle
veillerait aussi a ce que la lixiviation des éléments de la boue n’atteigne pas de seuil toxique par
I'intermédiaire de la rétention des éléments métallique sur les particules de terres lors de leur
lixiviation.
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Chapitre 2 :
Mise en ceuvre de I'agromine
a I'échelle du pilote
en conditions climatiques reelles

1. Obijectifs

Dans le chapitre précédent, plusieurs modalités d’agencement de matériaux ont été testées afin
de déterminer les meilleures conditions pour la mise en ceuvre de 'agromine sur des boues
industrielles. La formule choisie consiste a disposer les matériaux en strates superposées. Avant
d’envisager I'application du procédé a I'échelle de la vraie grandeur, il est nécessaire de tester
I'agromine dans ces conditions a I'échelle du pilote, c’est-a-dire dans un dispositif intermédiaire
entre les vases de végétation et la parcelle. Ainsi, dans le présent chapitre, il s’agit de tester, dans
un dispositif pilote en bacs ou les substrats sont soumis aux conditions météorologiques, le
comportement de deux espéces végétales (une Brassicacée et une Astéracée) tout en contrélant
la qualité des eaux de lixiviation sortant du dispositif. Les trois substrats testés dans le chapitre
précédent en conditions contr6lées sont étudiés dans les condition du dispositif pilote. Ainsi, la
boue industrielle de phosphatation, chaulée ou non chaulée, est apportée soit en mélange soit en
couche de surface sur la terre. L’expérience est menée a 'aide de quantités importantes de
matériaux nécessitant l'utilisation de nouveaux lots choisis pour leur proximité avec le lieu de
I'expérience. De plus, un stérile de carriere sableux est apporté au mélange terre de
biopile/compost afin d’améliorer les propriétés physiques du substrat.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériaux pour le remplissage des bacs

Quatre matériaux sont utilisés (cf Partie 2) :
e Terre de biopile (TB_Lot 4) (<2 cm)
o Compost de déchets verts/ boues de STEP (Lot 2) (<2 cm)
e Stérile minier (sable polypier de Jaumont) (<2 cm)
e Boue de phosphatation (Boue A_Lot 3)

Afin de se rapprocher des conditions d’une utilisation en grandeur réelle, les matériaux sont
utilisés en l'état, sans séchage. La terre traitée par biopile est criblée a 2 cm. La boue est
« émiettée » grossiérement a la main et séparée en deux lots, dont'un regoit 2,5% (m) de Ca(OH)z.
La préparation des substrats se fait en deux étapes : i) préparation du mélange terreux : 50% de
stérile, 30% de biopile et 20% de compost (v) avec un mélangeur a pales, ii) pour les modalités en
mélange, incorporation de la boue (pré-chaulée ou non) a la pelle dans un rapport boue/terre de
10/90 (m/m). Les bacs sont remplis avec les matériaux terreux mélangés avec la boue chaulée ou
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non chaulée. Pour la modalité en couches, ils sont remplis d’abord avec le mélange terreux puis la
boue est ajoutée en couche de surface.

2.2. Especes végétales

Deux especes d’hyperaccumulatrices sont choisies : L emarginata, pour son aptitude a pousser sur
le substrat élaboré avec la boue de phosphatation (Partie 5, Chapitre 1) et sa production de
biomasse élevée, et B. coddii pour sa croissance rapide et sa floraison dés la premiére année apres
le semis (Partie 3, Chapitre 2). Les plantes sont cultivées en co-culture. B. coddii est récoltée a
I'automne de I'année n et L. emarginata a I'année n+1 lors de sa floraison. Les deux populations
sont retenues pour leur taux de germination élevé et pour la disponibilité de leurs graines : L.
emarginata (Brassicacées bisannuelles, qui nécessite une vernalisation), population du Site VIII
(Grece), graines récoltées en aofiit 2014 et B. coddii (Astéracées pérennes, floraison annuelle des
6 mois) population « Agnes mine » (Afrique du Sud, cf Partie 2).

Les graines sont germées en boite de Pétri puis repiquées au fur et a mesure dans des tubes en
PVC de 10 cm de hauteur et de 5 cm de diameétre. Le substrat des tubes est préparé avec un
mélange volumique constitué de 4/6 de terreau universel (<5 mm), 1/6 de terre de biopile (Lot 3)
(2 mm) et 1/6 de terre ultramafique (2 mm). La terre de biopile est le matériau commun avec le
substrat mis dans les bacs et la terre ultramafique apporte du Ni nécessaire au développement de
B. coddii. Les plantules sont agées de 14 semaines lors de la mise en bac.

2.3. Mélanges et remplissage des bacs

Les essais sont conduits dans des bacs de 80*60*30 cm installés sur un chassis afin d’assurer une
inclinaison de 3 % pour récolter les eaux de percolation (Annexe 59). Ils sont munis a leur base
d’une évacuation (maille a 2 mm). Dans chacun des bacs, sont disposés 20 L de gravier en couche
drainante. Pour chacune des deux modalités en mélange, un volume de 100 L de matériaux,
correspondant a 90 kg de terre et 10 kg de boue (MS) est ajoutés Les matériaux sont apportés en
trois fois et tassés légérement. Les tubes avec les plantes sont ensuite introduits et partiellement
enterrés. Pour la modalité en couches, le mélange terreux est apporté dans le bac en deux fois, de
la méme maniere que précédemment, puis les plantes sont installées et la boue est répartie autour
des tubes. Trois plants de B. coddii et trois plants de L. emarginata sont introduits par bac, en
alternant les especes au sein du bac. Aprés l'installation des plantes, 8,25 kg (MS) de terre de
biopile sont répartis a la surface de chacun des bacs afin de recouvrir le substrat en affleurant la
surface des tubes (Figure 102). Cette couverture permet d’empécher I’envol des particules de
boue et d’assurer un albédo homogéne pour tous les bacs.

Figure 102 _ Photographies des étapes de remplissage des bacs lysimétriques. a) Remplissage avec le
mélange terre/boue, b) Installation des plantes sur la terre, c) Répartition de la boue autour des plantules et d) Installation

de la couverture de terre de biopile
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Les analyses de sol sur la fraction inférieure a 2 mm indiquent un pHeau de 6,6 sur le substrat
élaboré avec la boue pure en mélange et 6,7 sur le mélange élaboré avec la boue chaulée, alors que
le mélange sans boue (stérile/biopile/compost) a un pH de 8. La concentration de P,0s (Olsen)
est proche de 1 g kg1 dans les mélanges avec la boue. La concentration de K0 est de 0,15 g kg!
dans le mélange avec boue. Pour MgO, les concentrations sont proches de 0,4 g kgl La
concentration du Niprpa est comprise entre 125 et 140 mg kg! et pour le Zn entre 175 et
210 mg kg1 en présence de boue, avec des concentrations plus élevées dans le mélange avec la
boue chaulée, certainement dii a 'hétérogénéité du matériau (Annexe 60).

B. coddi est récoltée apres 90 j de culture, les parties aériennes sont coupées au collet, pesées,
séchées et analysées. L. emarginata sera récoltée au printemps de 'année n+1. Aprés chaque
épisode pluvieux, s'il y a au moins 200 mm de liquide dans les bonbonnes de récupération, ce
volume est prélevé et analysé (masse de liquide, pH, conductivité, potentiel redox, absorbance a
254 nm, matiére en suspension, anions (chromatographie ionique), éléments majeurs et éléments
traces (ICP-OES) ainsi que carbone et azote dissous (COT-N meétre)). A chaque date de
prélevement, un code sous forme de lettre (a partir de « a ») est attribué a la série de lixiviats
obtenue.

3. Résultats

3.1. Développement des végétaux

L. emarginata a un taux de survie supérieure a B. coddii (en pointillés sur Figure 103). L’espece
montre un développement plus élevé sur le substrat avec la boue pure en mélange (MBP). Dans le
cas de B. coddii, le substrat qui permet le meilleur taux de survie est celui avec la boue pure en
couche (CBP). En moyenne, ce substrat en couche donne le meilleur taux de survie, toutes especes
confondues.
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Figure 103 _Survie de L. emarginata et B. coddii sur les substrats élaborés N=3, MBP : mélange boue pure,
MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure, Lept : L. emarginata et Berk : B. coddii

3.2. Concentration dans les parties aériennes de B. coddii

La concentration du Ni dans les parties aériennes est significativement supérieure sur CBP (Figure
104) que sur les systémes en mélange (six fois plus élevée que le témoin MBP et cinq fois plus que
la modalité chaulée, MBCh). La concentration du Zn n’est pas différente entre les trois modalités :
la concentration tend a étre plus élevée sur MBP et plus faible sur CBP, respectivement 420 et
260 mg kg1. Ainsi, le rapport Ni/Zn est de 0,56 sur MBP, 0,89 sur MBCh et 5,5 sur CBP.
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Figure 104 _ Concentration en Zn et Ni dans les parties aériennes de B. coddii apres trois mois de
culture sur les substrats élaborés MBP: mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure.
Les barres verticales indiquent les écarts-types, les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Newman Keuls, p<0,05), N=3.

Des plantes, issues de tubes non installés dans les bacs et dont la croissance a duré le méme temps
(90 j) que dans les bacs, sont analysées pour s’assurer que le Ni transféré dans les parties
aériennes des plantes en bac provient du substrat élaboré et non du mélange terreux utilisé pour
le semis (contenant de la terre ultramafique) (Annexe 61). La concentration du Ca est de 4,5%
dans les PA de B. coddii sur MBP et MBCh alors qu’elle est de 3,5% sur CBP (Figure 105). B. coddii
contient moins de 1% de K sur MBP et MBCh mais 1,6% sur CBP. La concentration du P est de 1%
mais est plus élevée sur MBP. Les concentrations en Na sont faibles sauf sur CBP ou les plantes
ont 0,6% de Na. Les concentrations en Mg et S sont de 0,4%. Enfin, les concentrations en Al, Fe et
Mn sont inférieures a 0,3% mais plus élevées sur MBP et plus faibles sur CBP.
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Figure 105 _ Composition des parties aériennes de B. coddii selon le substrat de culture MBP : mélange
boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure, N=3
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3.3. Analyses des lixiviats

Le pH des lixiviats est le plus acide pour MBP et le plus alcalin pour CBP (Figure 106). Au cours du
premier mois, il augmente pour ces deux modalités avant de se stabiliser et diminuer légérement.
Sur la modalité MBCh, il reste intermédiaire entre les deux autres et évolue peu. La conductivité
des lixiviats a tendance a diminuer, surtout le premier mois (Figure 107). Elle est plus élevée
généralement sur MBCh. Elle est la plus faible sur MBP ou CBP selon le prélevement considéré. La
concentration en Ni est trés élevée sur MBP et, dans une moindre mesure, sur MBCh lors du
premier prélevement. Puis, elle diminue trés rapidement pour étre sept fois inférieure au premier
prélevement apres 1 mois de culture (Figure 108). Sur CBP, la concentration est quasiment nulle
pour tous les prélévements. La concentration du Zn est tres élevée sur MBP et diminue rapidement
lors des premiers prélevements, comme le Ni (Figure 109). Cependant, pour la modalité MBCh, le
Zn se comporte différemment du Ni : sa concentration est tres faible au cours du premier mois
puis augmente dans les prélévements suivants et devient supérieure a celle dosée pour les mémes
prélévements dans MBP. Dans le cas de CBP, les concentrations du Zn et du Ni sont quasiment
nulles.
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Figure 106 _ pH des lixiviats des trois substrats au cours des trois premiers mois. MBP : mélange boue
pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure
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Figure 107 _ Evolution de la conductivité électrique des lixiviats des trois substrats au cours des
trois premiers mois. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure
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Figure 108 _ Concentration du Ni dans les lixiviats sur les trois substrats au cours des trois premiers
mois. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure
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Figure 109 _Concentration du Zn dans les lixiviats sur les trois substrats au cours des trois premiers
mois. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure

Une analyse en composantes principales des parametres mesurés au cours des prélevements
successifs a été effectuée. MBP est caractérisé par des lixiviats concentrés en Ni, Mn, Zn et P et un
pH faible (corrélation négative) (Figure 110). En revanche, MBCh est caractérisé par des
concentrations élevées en Mg, Ca et N dans les lixiviats ainsi que par une conductivité supérieure
a celle des autres substrats. CBP présente les teneurs les plus élevées en Na, S, K, Cl- et C organique.
Les corrélations entre parameétres sont présentées dans la matrice de corrélation (Annexe 62a).
En détaillant les prélevements selon leur date (Annexe 62b), il s’avere que les valeurs au cours du
temps se déplacent vers les abscisses positives, indiquant que la composition des lixiviats de CBP
se rapprochent de ceux de MBP et que, par ailleurs, ceux de MBP et MBCh convergent. Ainsi, la
divergence de composition entre les trois modalités s’estompe.
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CP2_29 %

Figure 110 _ Analyse en composantes principales des parameétres mesurés dans les lixiviats sur les

trois substrats dans le plan 2-3. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure,
CP2 et CP3 : respectivement 29 et 11% de la variabilité totale, éléments mesurés en solution : Na, P, Mn, Ni, Zn, Ca, Mg, S, K,
ainsi que CI, pH, conductivité (Cond), azote totale (TN) et carbone organique total (TOC), pour les sériesa, b, d, e, f, g, h, I, j.

3.4. Flux d’éléments dans les eaux de percolation

Le Ca est I'élément dominant dans les lixiviats. Sa concentration est plus élevée sur MBCh que
MBP. Sur CBP, elle est divisée par deux par rapport a MBCh (Figure 111). La substrat CBP libere
plus de K, Na et S que les autres modalités. Les quatre éléments prédominants dans la boue : Ni,
Zn, Mn et P sont retrouvés principalement dans la modalité MBP (Figure 112). Sur MBCh, ces
éléments sont dans des concentrations moindres que MBP. Enfin, sur CBP, seulement du P est
mesuré. Les quantités de Fe sont extrémement faibles dans les eaux, de 'ordre de la centaine de pg
al'issue des trois premiers mois. Cependant, sa concentration est six fois plus élevée sur CBP que
MBCh.
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Figure 111 _Masse cumulée d’éléments dans les lixiviats a I'issue des trois premiers mois de culture
sur les trois substrats. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure
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Figure 112 _ Masse cumulée du Ni, Zn, Mn et P dans les lixiviats a I'issue des trois premiers mois de
culture sur les trois substrats. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche boue pure

3.5. Relations entre la composition des plantes et celle des eaux

Une analyse en composantes principales est effectuée a partir des quantités totales d’éléments
retrouvés dans les lixiviats (élément suivi de la lettre «Q») et de leurs concentrations
élémentaires dans les parties aériennes de B. coddii (élément suivi des lettres « PA ») (Figure 113).
La modalité en couche, CBP, montre les plus fortes concentrations de Na et Ni dans les PA et la
quantité la plus élevée de K dans les eaux. La modalité MBP conduit a des concentrations aériennes
élevées de Mn, Zn et P ainsi que des quantités élevées de Mn et P dans les eaux. La modalité MBCh
est caractérisée par une grande quantité de Ca dans les eaux. Les concentrations de Ca et Fe dans
les PA sont élevées dans les individus développés sur les modalités en mélange. Avec ces
modalités, les lixiviats présentent des quantités élevées de Ni et Mg en comparaison a CBP. Par
ailleurs, ces parameétres sont négativement corrélés avec ceux de CBP. De méme, SQ et NaQ
caractérisent MBP et CBP. Enfin, K dans les parties aériennes, est inférieur sur MBP par rapport
aux deux autres substrats. La matrice de corrélation est présentée en Annexe 63.

CP1.58%

Figure 113 _ Analyse en composantes principales a partir des quantités d’éléments cumulées dans
les lixiviats (QX) au cours des prélevements sur trois mois et les concentrations dosées dans les
parties aériennes (XPA), dans le plan 1-2.

191



- Partie 5_ Mise en ceuvre et optimisation de I'agromine sur des substrats élaborés avec une boue métallique industrielle-

3.6. Bilan de matieére

Apres trois mois d’expérience, les masses d’éléments collectées dans les lixiviats sont supérieures
a celles prélevées par les plantes (Figure 114). Les plantes extraient dix fois plus de Ni sur CBP, et
C’est par ailleurs la modalité sur laquelle la lixiviation du Ni dans les eaux est vingt fois inférieures
ala modalité MBP. Cependant, les données sont insuffisantes pour évaluer le rendement de Ni qui
peut étre extrait par les plantes sur un cycle de développement complet.
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Figure 114 _ Ni et Zn a) extraits par B. coddii et b) cumulés dans les lixiviats aprés trois mois de
culture. Les barres verticales représentent les écarts-types.

Au cours des trois premiers mois, les bacs ont recu chacun 102 L d’eau, 50 L d’eau du robinet et
52 L par la pluie (cf leur composition en Annexe 3). Les éléments apportés par 'eau de pluie sont
négligeables (inférieures a 0,05 g par bac pour trois mois, saufle Ca: 0,11 g) et 50 L d’eau du
robinet apportent 4,6 g Ca, 1 g Mg, 0,95 g Na et 2,2 g de S. Au début de I'expérimentation, les
matériaux apportés étaient humides, apportant ainsi 25 kg d’eau dans chaque bac. Donc, au cours
des trois premiers mois d’expérimentation, 127 L d’eau ont été apportés sur chacun des bacs et
46, 45 et 40 L ont été collectés en moyenne pour les modalités respectivement MBP, MBCh et CBP.
Les données d’évaporation ne sont pas disponibles.

L’apport de Ca(OH): par bac est de 2,5% (m) de la masse de boue (10 kg MS par bac) donc 0,25 kg
de Ca(OH)y, soit (250*40,1)/74,1=135 g de Ca par bac pour les trois répétitions de la modalité
MBCh. Cet apport de Ca est négligeable au vu de la quantité totale de Ca par bac, prés de 10 a 15 kg.
Cependant, les lixiviats de cette modalité sont plus chargés en Ca que les autres car le Ca apporté
sous forme de Ca(OH); est plus lixiviable que celui présent dans les matériaux. MBCh libere 70 g
de Ca au cours des trois premiers mois, soit la moitié du Ca ajouté.

Il est possible d’estimer le nombre d’années nécessaire a I'épuisement du Ni contenu dans le
substrat en utilisant le rendement de phytoextraction obtenu sur site ultramafique (120 kg de Ni
par ha par récolte ; Bani et al. (2009), en faisant 'hypothese que I'optimisation en bacs permet
d’atteindre ce rendement. Ainsi, avec un bac de 0,48 m? de surface (60*80 cm), une récolte extrait
120 000*0,48/10000=5,76 g de Ni. Comme chaque bac contient 50 g de Ni, il faudrait
50/5,76=8,68 récoltes, soit environ neuf années pour épuiser le Ni d’'un bac. Pour cela, les plantes
devraient extraire 10 % du Ni total par an. Or, elles ont extrait 0,003 % dans le meilleur des cas,
avec la modalité CBP. Aussi, cela démontre que les conditions optimales sont loin d’étre établies.
En particulier, il est nécessaire de conduire la culture jusqu’'a la floraison des plantes pour
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augmenter le rendement de Ni de ce substrat. D’autres facteurs sont aussi a prendre en compte,
comme la densité de plantation, la fertilisation, et la sélection d’individus plus performants.

4. Conclusion

Lamodalité en couches se distingue des modalités en mélange par le fait que laboue est en surface,
et donc la couche de terre sous-jacente retient les éléments lixiviés, du fait d'un pH proche de la
neutralité. Dans les substrats en mélange, dans les premieres semaines, les relargages des
éléments apportés par la boue (Ni, Zn) étaient élevés avec la boue pure et dans une moindre
mesure avec la boue chaulée. Néanmoins, dans ces substrats, la concentration des métaux dans la
solution diminue au cours du temps, pour se stabiliser, deux mois apres la mise en place, dans un
ordre de grandeur similaire a celui de la modalité en couches. Cette diminution conduit a
confirmer la nécessité d’une stabilisation chimique nécessaire lors de la mise en place d'un
mélange de matériaux, car un important lessivage se produit les premiers temps (Séré et al. 2010;
Huot et al. 2014; Almendro-Candel et al. 2014; Kanso 2016).

La difficulté de B. coddii a s’installer sur ce substrat extréme peut étre liée aux conditions
climatiques. Elles ont été exposées a des températures basses a un stade précoce de
développement, méme si elles peuvent supporter des températures de -4°C (Robinson et al.
1997a). Elle peut aussi souffrir d’étre cultivée dans un environnement qui n’est pas son habitat
natif.

L’utilisation de Ca(OH):dans la modalité en mélange ne permet pas d’améliorer la phytoextraction
du Ni car la chaux contribue a diminuer la mobilité de Zn et Ni. Le rapport Ni/Zn au contact des
racines reste constant. En revanche, dans la modalité en couches, le rapport Ni/Zn est en faveur
du Ni dans la couche de croissance des racines, sous-jacente a la boue. Ainsi, avec cette modalité,
le développement des plantes et la phytoextraction du Ni sont plus élevés. Le substrat inférieur a
la couche de boue fournit alors les nutriments a la plante, par la présence de compost et une
structure drainante due au stérile. La compétition entre le Ni et le Zn est réduite. Cette formulation
améliore donc les propriétés de la terre traitée qui ne permet pas seule de remplir toutes les
fonctions attendues.

En résumé, dans ce chapitre, nous avons démontré la faisabilité de la culture d’hyperaccumulateur
de Ni a une échelle intermédiaire entre les expériences en conditions controlées (présentées dans
les chapitres précédents) et la parcelle (objectif in fine). L'optimisation de la formulation du
substrat semble satisfaire les exigences de culture des plantes en I'absence de symptéme de
carence.
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Conclusion génerale

L’application de I'agromine a des matériaux industriels repose sur notre capacité a créer des
conditions favorables a la croissance et au développement des plantes hyperaccumulatrices. Dans
le contexte de ’économie circulaire, ces matériaux, souvent délaissés et confinés, constituent une
source d’éléments métalliques qui pourraient étre récupérés par des plantes hyperaccumulatrices
et réintroduits dans les chaines de production. Mais ils sont trés particuliers du point de vue de
leur fertilité : fortes concentrations en métaux (e.g. Ni, Zn, Fe, Mn), pH trés bas ou, au contraire,
trés élevé, forte salinité et quasi absence de matiere organique et offrent des propriétés physico-
chimiques qui s’opposent a I'installation de végétaux et de la vie en général. Si un premier défi a
été relevé, qui a permis de mettre en place I'agromine du Ni sur les sols ultramafiques, pourtant
peu propices a l'installation des végétaux (Bani et al. 2007), le défi d’étendre I'agromine a des
matériaux industriels est d'une autre dimension. Pour créer les conditions de croissance des
hyperaccumulateurs et d’extraction des métaux il est nécessaire de lever plusieurs verrous
importants. De par leurs caractéristiques, les matériaux industriels exercent généralement une
forte toxicité vis-a-vis des plantes. La composition en éléments nutritifs ne répond pas
nécessairement aux besoins des plantes. Les propriétés physiques du matériau peuvent aussi
s’'opposer au développement des racines et a la fourniture de l'eau. De plus, la
multi- contamination peut limiter I’hyperaccumulation du fait d'une compétition entre éléments
(e.g- Ni et Zn) pour l'absorption par la plante. L’enjeu est donc d’imaginer puis d’élaborer des
substrats a partir des matériaux industriels qui rendent possible la croissance et le
développement d’hyperaccumulateurs tout en assurant un rendement optimum de 'agromine. Un
défi supplémentaire est de construire des substrats de croissance a partir de matériaux industriels
en combinaison avec d’autres matériaux délaissés, choisis pour leur capacité a améliorer les
conditions d’installation et de développement des plantes (e.g. terre industrielle traitée, déchets
urbains).

Dans le but de démontrer la faisabilité de I'agromine a des matériaux, qui pourraient étre qualifiés
d’extrémes du point de vue de la croissance et du développement des végétaux, y compris des
végétaux tolérants comme les hyperaccumulateurs, nous avons choisi une boue de phosphatation
acide et polymétallique contenant du Ni. Elle a été associée a plusieurs matériaux terreux et
organiques afin d’élaborer un substrat favorable pour la culture d’hyperaccumulateurs. La these
a été construite afin de tester une gamme de procédés pour lever les verrous liés a la toxicité de
la matrice et aux propriétés physico-chimiques défavorables. Tout d’abord, nous avons procédé a
la sélection d’hyperaccumulateurs, en s’appuyant sur la variabilité existant entre les populations
d’'une méme espece, puis par l'application du génie pédologique, nous avons recherché les
meilleures conditions de croissance des plantes et d’extraction des métaux par I'assemblage
d’amendements et par 'agencement des matériaux au sein du profil ainsi construit.
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1. Comportement des hyperaccumulateurs
en culture sur des boues industrielles métalliques

L’agromine sur des matrices extrémes, modifiées par 1'élaboration de substrats a partir de
matériaux délaissés, a posé plusieurs questions auxquelles nous avons tenté d’apporter des
éléments de réponse. Elles concernent, d'une part, le comportement des plantes
hyperaccumulatrices vis-a-vis de ces substrats tres stressants et, d’autre part, les mécanismes
régissant le prélevement des métaux sur ces milieux particuliers.

La culture de plantes hyperaccumulatrices sur des sous-produits métalliques industriels
est-elle envisageable ? Nos essais ont montré que la croissance d’hyperaccumulateurs de Ni, A.
murale, L. emarginata et B. coddii, directement sur la boue métallique de phosphatation seule n’est
pas possible. Cependant, nous avons démontré que les plantes peuvent se développer dés lors que
les boues sont mises en mélange avec d’autres matériaux. Des substrats élaborés a partir d’'un
mélange boue/terre dans un rapport 10/90 (m/m), dans lequel la terre est constituée de plusieurs
matériaux (terre traitée par biopile, stérile de carriere et compost), a permis de constituer un
substrat fertile ou les hyperaccumulateurs se développent et produisent une biomasse supérieure
en comparaison de cultures conduites sur de la terre ultramafique. La présence de 10% de boue
métallique assure le développement du plus grand nombre de plantes. Un rapport supérieur
provoque une toxicité élevée avec de nombreuses chloroses et nécroses. A noter que 10% de boue
en masse représentent environ 30% en volume dans le mélange, ce qui donne a la boue une place
importante dans le mélange.

Les plantes hyperaccumulatrices peuvent-elle absorber et accumuler les métaux contenus
dans des sous-produits métalliques industriels ? Nos essais conduits en vases de végétation
ont montré que les concentrations du Ni retrouvées dans les parties aériennes des especes
hyperaccumulatrices cultivées sur les substrats oscillent entre 1 400 et 2 700 mg Ni kgt (MS)
selon l'espece et l'expérience. Ces concentrations sont inférieures a celle trouvées dans la
littérature pour ces mémes especes, qui peuvent contenir 2% de Ni. Mais, menées sur une période
trois mois, alors que les plantes sont toujours au stade végétatif, nos expériences ne reflétent pas
totalementle potentiel des plantes et de la matrice, qui s’exprime en particulier lors de la floraison.
Nous avons aussi confirmé l'intérét de I'utilisation du biochar en tant qu’amendement sur
matériaux contenant de fortes concentrations en métaux. Pour un méme temps de culture, en
présence de 3 et 5% de biochar, I'extraction du Ni est supérieure au sol ultramafique non amendé.

Quelle(s) stratégie(s) mettre en place pour limiter la compétition d’autres éléments
métalliques avec le Ni? Nous avons émis '’hypothése que la capacité limitée de la matrice
élaborée pourrait étre due a la présence de co-contaminant, e.g. Zn, qui interagit fortement avec
le Ni pour I'absorption par les racines et limite la translocation du Ni dans la plante (Deng et al.
2014). Le pH acide de la boue (pH 3,8) induit une forte disponibilité des éléments métalliques
dans le substrat élaboré avec la terre de biopile (pH 6,5). La compétition avec le Zn (6% dans la
boue) est un obstacle a I'hyperaccumulation du Ni dans les hyperaccumulateurs testés : A. murale,
L. emarginata et B. coddii. Cette compétition a aussi été observée pour le Ni et le Co dans C. thracica
et B. coddii sur un sol (pH 6,0) amendé en sels de Ni et Co. Dans la mesure ou ces éléments, Co ou
Zn, sont présents a des concentrations proches de celles du Ni, le potentiel de phytoextraction du
Ni est alors fortement diminué. Cette compétition est due aux similarités chimiques de ces
éléments, qui peuvent étre absorbés par les mémes voies par les racines. Cette compétition peut
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néanmoins étre levée en partie par I'augmentation du pH. Le Zn et le Co précipitent a un pH
inférieur (de moins d'une unité) a celui du Ni. Nous avons alors agi sur le mode d’agencement des
matériaux au sein du substrat, par la constitution de couches au sein du substrat. Dans le cas du
Zn, la disposition en surface de la boue plutét qu’en mélange a permis d’augmenter de 2,7 a 6 fois
les rendements en Ni selon 'espece. Cet arrangement a conduit les racines a se développer dans
un substrat a pH plus élevé dans lequel, lors de la lixiviation progressive depuis la couche de boue,
le Zn est d’avantage immobilisé que le Ni et donc moins transféré dans le plante. Dans le cas du
Co, en présence de concentrations élevées de Ni et Co, nous avons observé que le transfert du Ni
est perturbé, mais que le Co est transféré dans les parties aériennes de la méme fagon en présence
ou en absence de Ni. Si l'objectif est I'agromine du Ni, afin d’optimiser son hyperaccumulation, il
est donc souhaitable d’éviter la présence de Co dans la matrice; ou alors il est nécessaire
d’identifier des hyperaccumulateurs de Ni non sensibles a la présence de Co. Il est indispensable
d’étudier les mécanismes de prélevement et de transport du Co dans les hyperaccumulateurs pour
mieux comprendre son interaction avec le Ni. Co est un métal stratégique et des recherches
doivent étre faites pour mettre au point des méthodes de sa récupération. Par ailleurs, des études
menées avec une gamme de pH variant de 6 a 7, en présence de Ni, Co et Zn, sont nécessaires pour
permettre d’'identifier les conditions favorables a la récupération de ces métaux séparément sur
des matrices multicontaminées.

2. Potentiel de I'agromine
sur des boues industrielles métalliques

La modification des boues industrielles métalliques par 'apport d’amendements choisis pour leur
action sur I’état chimique des métaux, la fertilité physique et chimique du milieu et la croissance
et le développement des hyperaccumulateurs a permis d’apporter les éclairages suivants, dans
I'optique de développer I'agromine sur des matériaux non conventionnels d’'un point de vue
agricole, comme des boues industrielles métalliques.

Effet des amendements sur la disponibilité des métaux dans le substrat. La présence de
biochar léve partiellement l'inhibition de la germination engendrée par la boue métallique.
L’apport de biochar permet aussi d’augmenter la biomasse produite par A. murale sur le substrat
élaboré ainsi que sur le sol ultramafique. Introduit a raison de 3 et 5%, le biochar provoque une
diminution de la concentration du Ni dans A. murale sur le sol ultramafique. Par contre, sur le
substrat élaboré, il n’engendre pas de modification de la concentration du Ni mais la quantité de
Ni extraite est significativement supérieure par son effet sur la biomasse produite. L’effet
améliorant du biochar vis-a-vis de 'accumulation du Ni est d i) a 'augmentation du pH qui
s’accompagne d’une légére immobilisation du Zn, dont I'effet phytotoxique est diminué et I'entrée
dans les racines est réduite alors qu’elle est peu modifiée pour le Ni (un apport de 3% (m) est
suffisant pour augmenter significativement I'extraction) et ii) a 'augmentation de la surface
racinaire, qui a été observée dans le cas du sol ultramafique (non testée sur le substrat élaboré)
en présence de biochar. Ainsi, le biochar améliore drastiquement les rendements sur sol
ultramafique des 1% (m) d’application. En ce qui concerne I'utilisation de Ca(OH)2, si nous avons
noté une augmentation légere du pH, cet amendement ne permet pas d’améliorer I'extraction du
Ni. Celle-ci est méme diminuée significativement dans L.emarginata. Aux doses testées,
l'utilisation de chaux ne leve pas la compétition Ni-Zn. Ainsi, avec un apport de 3% (m) le biochar
est plus favorable que 'ajout de 2,5% de Ca(OH)..

197



- Conclusion générale -

Avec un apport de 5% de biochar la longueur et la biomasse racinaire d’A. murale augmentent,
probablement en raison de la diminution de la toxicité due aux métaux (Rees et al. 2016). La
surface d’échange entre le sol et les racines, donc le prélévement des éléments nutritifs, augmente.
En conséquence, la biomasse et la phytoextraction du Ni s’accroissent. Sur le sol ultramafique la
forte prospection peut étre due a la nécessité de prélever des nutriments peu disponibles et il en
résulte un prélevement du Ni élevé. Sur le substrat élaboré, la croissance racinaire limitée peut
s’expliquer par I'abondance de nutriments et par la toxicité induite par les concentrations
métalliques élevées.

Evolution de la matrice et de la disponibilité des métaux. Les technosols sont des sols marqués
par une hétérogénéité élevée et une évolution rapide (Séré 2007; Huot 2013). Ici, le substrat
élaboré est assimilé a un technosol. Méme s'il n’est constitué que d’un seul horizon de croissance,
le mélange des matériaux présente cependant une forte hétérogénéité. Celle-ci est mise en
évidence par la difficulté d’obtenir une analyse représentative. Elle est due en partie aux
différentes granulométries des matériaux. La caractérisation du substrat a I'échelle de I'agrégat
pourrait permettre de suivre I'évolution de la boue dans le mélange et son association aux autres
matériaux et de prévoir I'évolution de la disponibilité. Il faut souligner que les expériences ont été
conduites sur quelques mois, en-deca du cycle complet de développement des plantes. Il est
envisageable que la disponibilité du Ni diminue au cours du temps, par suite du prélevement par
les plantes et de 'adsorption des métaux sur la phase solide. Il est indispensable de tester la
croissance des plantes jusqu’au stade de floraison pour connaitre leur réel potentiel d’extraction
dans ce substrat. Par ailleurs, dans le dispositif en couches, la couche de prélevement, sous-jacente
a la boue, ou se développent préférentiellement les racines et ou le rapport Ni/Zn est plus
favorable au Ni que dans les autres couches, devrait voir sa composition évoluer sous l'effet de la
lixiviation des métaux depuis la couche supérieure. Les quantités susceptibles d’étre lixiviées, de
méme que la durée de lixiviation, devraient étre mesurées. Donc, I'évolution de la disponibilité du
métal dans le substrat doit étre suivie pour évaluer le temps d’exploitation de ce substrat, sa durée
de vie et le nombre de cultures nécessaires pour épuiser le métal disponible.

Application a d’autres matériaux. Les travaux se sont intéressés principalement a une boue de
phosphatation acide issue du procédé de cataphorese. Cependant, 'utilisation d’autres boues, telle
qu’'une boue alcaline (boue B) est envisageable. L’extraction du Ni est analogue a celle observée
avec la boue acide. Ainsi, le potentiel des boues alcalines n’est pas a négliger, d’autant que la
toxicité est moindre du fait d’'une mobilité inférieure des métaux. Ces boues alcalines ne
nécessitent pas forcément '’emploi de biochar, en présence duquel les résultats sont similaires a
ceux obtenus sans amendement. Néanmoins le choix de la boue implique de rechercher la
présence d’autres éléments.

Perspectives méthodologiques. Il est nécessaire de développer des méthodes d’analyse pour
caractériser les matrices métalliques analogues a des milieux extrémes et la disponibilité pour
prédire le prélévement par les végétaux. Les mesures effectuées apres extraction DTPA sur le
substrat élaboré et sur le sol ultramafique donnent des valeurs comparables. Cependant le
prélévement des plantes est trés largement inférieur sur le substrat élaboré. Ainsi ’acquisition de
données complémentaires pourrait permettre d’évaluer le réactif chimique le plus a méme de
prédire le pool disponible pour les plantes. Ainsi, ces données pourraient permettre de modéliser
le prélevement par la plante en tenant compte des autres métaux présents.
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Potentiel des plantes hyperaccumulatrices. Outre les métaux, tels que le Ni, nous avons aussi
testé l'intérét des hyperaccumulateurs en tant que source de composés organiques a potentiel
industriel. Nous avons ciblé les molécules de type coumarines dont les applications en
pharmacologie et cosmétiques sont nombreuses. Nous avons mis en évidence la présence de
quantités importantes de scopolétine dans les parties aériennes de B. tymphaea (280 mg kg1) et
de L. emarginata (190 mg kg1). Ces composés ont-ils un role dans la translocation et la
séquestration du métal dans la plante par complexation par substitution de leur groupement
hydroxyle ? Et dans ce cas, interviennent-ils dans le transport ou la chélation des métaux ? Par
ailleurs, les similarités mises en évidence chez ces deux especes: production de coumarines,
synergie lors de la co-culture, efficience d’extraction du Ni proches peuvent avoir pour origine une
similitude génétique de ces deux espéces placées dans le méme clade par Flynn (2013).

Sélection et conservation des individus performants. Le taux de germination des
hyperaccumulateurs est inférieur sur les substrats élaborés en comparaison au sol ultramafique.
Cependant les individus développés sur le substrat élaboré ont une biomasse supérieure. Ainsi,
I'exposition de graines a des matrices extrémes permet de sélectionner des individus tolérants
qu'il est nécessaire de conserver et propager facilement. Nous avons alors testé certaines voies de
la multiplication végétative et montré que les Brassicacées hyperaccumulatrices de Ni ont
répondu positivement au bouturage. Par ailleurs, les tubercules d’Astéracées développées
pendant 12 a 14 mois apres le semis ont été replantés avec succeés apres la récolte. A présent, il
est nécessaire de tester les conditions de la réussite du bouturage chez les Brassicacées afin
d’obtenir rapidement de nouveaux individus : a quelle maturité de la plante faut-il prélever des
tissus ? Quelle taille de tissu faut-il prélever ? Quel doit étre le substrat de repiquage ? Quel
traitement hormonal est nécessaire pour favoriser la reprise ?

3. Applications de I'agromine
sur des boues industrielles métalliques

La mise en place de tests de germination et de croissance permet d’attester de la fertilité du
substrat mais pas du prélevement du Ni par la plante. Or, si la présence d’éléments métalliques,
e.g. Zn, Co, dans les substrats de culture peut ne pas géner le développement des plantes, elle
apparait comme le verrou principal au prélevement du Ni. Afin de lever ces verrous
technologiques I'utilisation d’amendements ou d’agencements particuliers des matériaux a été
proposée. Ces leviers interviennent principalement sur le pH. La disposition de la boue en surface
est la meilleure alternative sur le laps de temps testé. D’autres pistes peuvent étre envisagées,
telles que la co-culture avec un hyperaccumulateur du métal compétiteur (Zn ou Co) afin de
diminuer sa présence en solution, en veillant que ce deuxiéme hyperaccumulateur ne soit pas
sujet a prélever le Ni. L’étude de la biomasse microbienne spontanée ainsi que son évolution au
cours du temps peut aussi étre une voie pour le suivi et 'amélioration des substrats. L'inoculation
de souches de microorganismes PGPR pour favoriser la disponibilité et le transfert du Ni vers la
plante est aussi une voie a explorer.

Recommandations dans le choix des matériaux pour I’élaboration du substrat: i) La
premiére étape est la sélection d'un matériau contenant du Ni. Il est alors indispensable de
connaitre la composition compléete du matériau en éléments (e.g. métaux, éléments nutritifs) ainsi
qu'en composés organiques pouvant perturber la croissance des plantes. La mesure de la
disponibilité est aussi nécessaire. Le matériau idéal ne contiendrait pas de métaux toxiques (e.g.
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Cd, As, Bi, Hg), ni de métaux concurrents en concentration proche de celle du Ni (e.g. Zn, Co, Mn),
ce qui est loin d’étre le cas avec la plupart des matériaux industriels. Il est préférable de disposer
d’'un matériau a pH acide ou neutre, car il est plus facile d’augmenter le pH que de le diminuer ;
I'extraction du Ni par les hyperaccumulateurs étant efficiente jusqu’a pH 8; ii) il est ensuite
nécessaire de faire des tests de germination avec une espéce quelconque, sur le matériau afin
d’évaluer son éventuel toxicité. En cas de phytotoxicité, il faut sélectionner des matériaux qui
améliorent les propriétés du substrat. En paralléle, des essais de lixiviation en colonne peuvent
permettre d’observer les éléments libérés par la matrice et, par conséquent, de prévoir le
recyclage éventuel des lixiviats ou leur traitement direct pour en extraire les métaux ; iii) La faible
quantité de matiere organique et les propriétés physiques peu propices au développement de
végétaux (faible porosité) peuvent nécessiter 'apport d’'un structurant. Nous avons montré
gqu'une terre contaminée traitée (e.g. biopile) peut étre utilisée. En complément, I'apport
d’amendements est indispensable. Ils diminuent aussi la toxicité (immobilisation métaux) et
enrichissent le substrat en matiere organique (e.g. compost), augmentent le pH et la porosité (e.g.
biochar), et favorisent une structure aérée (e.g. stérile de carriére, briques). L'ajustement de la
formulation peut s’appuyer alors sur la démarche décrite en Figure 115, qui se fonde sur la
réponse des plantes en germination et en croissance sur le substrat. Elle pourrait aussi intégrer
des essais en conditions contrélées (batch et/ou colonne) pour analyser la fraction lixiviable du
matériau métallique ou du substrat (Rees et al. 2014).

1) Ajouter terre => diminuer fraction
de matériau métallique de 25%

2) Si pH acide ajouter biochar (5%
max)

Matériau ;’:1,3 S ;r-1r-r;r.(\-c-.r)-ﬂ-";o-n-](;rrs-r?]:r;n-i;r-n-n-‘l-n-1' 1) Diminuer % man‘ri;}u. métallique en
niétallique j par hydrométallurgie : apportant plus de matériau structurant
(contenant Ve mm -
Ni) ' Taux de . i
‘:‘ germination :‘ 2) Ajout biochar Taux
<50% ' d'installation
SiCNi'<0,1% Test de 1' <50%
— . .
germination ¥
Test de
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Figure 115 _ Démarche de I’élaboration d’un substrat pour ’agromine

Précautions lors de la mise en place du substrat. Des difficultés peuvent apparaitre en lien avec
les propriétés du matériau tel que le caractere thixotrope des boues. Le séchage est possible en
petites quantités au laboratoire mais, dans un dispositif de terrain, il est problématique car la boue
doit étre manipulée a minima. Sa liquéfaction diminue la porosité et peut créer des conditions
initiales encore plus délétéres pour l'installation des plantes. Par ailleurs, le dispositif en couches
nécessite lors de la mise en place d’éviter le contact entre les racines des plantes et la boue. A
I'échelle de la parcelle, il faut donc anticiper la maniére i) d’épandre la boue et ii) d’installer les
plantes sans perturber le substrat en place.

Exploitation et entretien des parcelles. La culture des plantes a grande échelle repose sur la
mise en ceuvre de pratiques agricoles (agromine). Mais, compte tenu du caractere confiné des
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dispositifs de culture (ie. parcelles lysimétriques) imposées par les risques potentiels pour
I'environnement, il est nécessaire d’adapter ces pratiques. En particulier, il faut pouvoir mécaniser
le semis, 'entretien et les récoltes. La portance du substrat est alors une propriété importante afin
d’éviter tout risque de déformation du substrat ou déchirement des membranes. L’agromine des
matériaux industriels s’apparente alors plus aux pratiques de maraichage que de grande culture.
Les parcelles pourraient étre de forme rectangulaire, équivalentes a « des planches » au fond
desquelles seraient déposés des géomembranes afin d’éviter toute perte de contaminants. La
largeur de la planche serait déterminée selon les dimensions du matériel d’entretien de sorte a ce
que les passages de roues s’effectuent de part et d’autre de la planche.

Par ailleurs, nous avons observé que le substrat élaboré évolue rapidement au regard des
concentrations d’éléments lixiviés au cours des premiéres semaines suivant la mise en place des
bacs. Les solutions de sols issues du substrat élaboré ont montré une stabilisation des valeurs plus
tardive que sur la terre ultramafique et le taux d’'installation des plantes était supérieur lors des
repiquages effectués tardivement. Aussi, il est essentiel de ne pas procéder a l'installation
immédiate des plantes lors de I'élaboration du substrat mais de laisser un temps (quelques
semaines) de stabilisation sous l'effet des cycles humectation/dessiccation afin d’assurer la
meilleure reprise des végétaux apres repiquage.

Modalités d’installation du couvert et gestion de la culture. L’installation du couvert végétal
peut utiliser le semis en place ou l'installation de plantules en motte. Avec des individus
sélectionnés il pourrait étre envisageable d’obtenir un taux satisfaisant d’installation apres semis
direct. Dans le cas de régions climatiques comme la Lorraine, le choix de la (ou des) espéce(s) peut
s’orienter vers des Brassicacées ou vers C. thracica. Ces especes ont besoin d’'une vernalisation
mais elles peuvent supporter des températures basses. B. coddii n’a pas été testé dans ces
conditions mais elle peut fleurir dés la premiére année apres le semis. La densité des plantes est
aussi un critere a prendre en compte. Dans I'objectif d’épuiser le contenu en Ni le plus rapidement
possible, la densité employée peut étre largement supérieure aux recommandations faites sur les
sols ultramafiques : quatre individus d’A. murale par m* en Albanie. Cependant, sur un substrat
élaboré, non limitant en nutriments contenus dans la boue (N et P), la densité peut étre doublée
ou triplée. Il est nécessaire, afin d’affiner ces estimations, de conduire les plantes a la floraison
pour observer la taille des individus adultes et les densités envisageables. Le nombre de récoltes
annuelles peut aussi étre un levier d’action pour augmenter les rendements. Actuellement,
A. murale est récolté une fois par an avec un nouveau semis chaque fin d’été. Cependant, apres une
coupe au-dessus des deux premieres feuilles la plante redémarre sa croissance. Plusieurs récoltes
seraient alors possibles. L'utilisation d’individus pérennes pourrait considérablement faciliter
I'exploitation de parcelle avec des substrats construits, qui réduirait le nombre d’interventions de
mise en place (un seul semis) et augmenterait les rendements par la repousse successive a la
coupe, pouvant méme augmenter la concentration du Ni dans la repousse (Robinson et al. 1997a).
Il est donc nécessaire, d'une part, de sélectionner des individus pour leur production de biomasse
et leur capacité d’extraction du Ni et, d’autre part, de privilégier les especes pérennes. Il faut aussi
définir la période favorable pour les coupes. Dans les cas d’individus bisannuels, faut-il couper
une fois a 'automne de la premiére année et effectuer une récolte finale 1'été suivant ou alors
effectuer deux récoltes I'été suivant le semis, ou alors trois récoltes en combinant les deux
propositions précédentes ?

La sélection d’individus performants présenterait donc quatre étapes : i) semis des individus
sur le substrat pour sélectionner les individus tolérants, ii) suivi de la phénologie des individus
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afin de repérer les individus précoces pour obtenir le meilleur rendement dés la premiére coupe,
iii) fauchage des individus au-dessus des deux premieres feuilles a deux mois pour sélectionner
les individus capables de repousser, iv) exposition des individus a une stratification/vernalisation
pour provoquer la floraison. Les individus survivants seraient alors criblés selon quatre critéres :
résistance a la toxicité de la matrice, pérennité, capacité a croitre apres la coupe et enfin aptitude
a la multiplication végétative.

L’agromine est-elle envisageable directement sur des boues industrielles métalliques ? Le
substrat a été élaboré en combinant plusieurs matériaux avec la boue métallique testée, du fait de
sa trés forte toxicité. Cependant, afin de limiter le recours a d’autres matériaux et de traiter de
plus grande quantité de boue métallique, il serait nécessaire de diminuer d’abord sa toxicité.
Différentes pistes peuvent alors étre envisagées ; le prétraitement du matériau par lixiviation
puis récupération des métaux par hydrométallurgie ; le traitement du résidu serait alors
effectué par une agromine de « finition ». Le prétraitement par hydrométallurgique de la boue
permettrait une premiere valorisation des métaux facilement extractibles et diminuerait les
concentrations en métal et rendrait possible la culture des plantes. La boue chargée en Bi, testée
durant ce travail, est un exemple ou la récupération préalable de I'élément permettrait ensuite
I'application de I'agromine. Un pressage de la boue pourrait étre effectué pour récupérer la
phase liquide, acide et chargée en métaux, qui serait alors traitée par hydrométallurgie. La
récupération du Ni par culture hydroponique dans le jus de pressage ou dans I'’eau de lavage est
aussi envisageable. L’hydroponie, malgré la consommation d’énergie que peut engendrer le
dispositif de culture, génére peu de déchet du fait de la possibilité de concentrer les éléments en
solution in fine par évaporation. Il est nécessaire de tester la faisabilité de ces pistes par des essais
en laboratoire.

4. Conclusions et recommandations

L’agromine sur des substrats élaborés est une solution prometteuse de récupération des métaux
d’'intérét. Elle nécessite au préalable de constituer des substrats adaptés qui offrent des conditions
de milieu faiblement a modérément contaminées. Elle peut donc constituer une solution de
traitement des déchets et résidus métalliques. La possibilité de coupler le prétraitement des
boues, dans le cas de concentration métallique élevée (>0,1%) par des voies plus
conventionnelles, telle que 'hydrométallurgie, et 'agromine constitue probablement une voie
rationnelle pour la récupération des éléments d’intérét. Sa faisabilité technique et économique
doit étre établie.

En résumé, nous avons démontré que par la sélection de plantes et I'association de matériaux
secondaires pour l'élaboration d’'un substrat fertile, il est possible de créer les conditions
favorables a la croissance d’hyperaccumulateurs et la récupération de métaux, tels que le Ni. Afin
de développer cette voie de récupération des métaux a partir de délaissés industriels, il est
nécessaire de s’attacher a trois axes:

v" mise au point d’un outil d’aide a la décision (OAD) pour I'élaboration du substrat, par
adaptation de la démarche SITERRE a des déchets industriels métalliques. Cet OAD permettra de
définir, a partir du matériau métallique sélectionné, les matériaux complémentaires a utiliser ainsi
que leur quantité pour parvenir a un substrat répondant aux critéres de fertilité et disponibilité
pour l'agromine. Il est alors nécessaire d’affiner les critéres de composition d'un substrat pour
I'agromine ;
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v" modélisation du fonctionnement du systéme pour prédire I'évolution de la disponibilité et
la durée d’exploitation du substrat ;

v’ optimisation des itinéraires techniques en s’attachant a des options comme la faisabilité
de la co-culture d’especes hyperaccumulatrices de différents éléments et de faire plusieurs
récoltes la méme année. Bien entendu, il est nécessaire de pouvoir généraliser les résultats du
travail a différents matériaux métalliques, aux objectifs d’extraction et a la zone climatique
concernée.

Pour répondre a ces perspectives, il est alors nécessaire:

v' d’acquérir des données supplémentaires sur des systémes en place (sol ultramafique)
mais aussi sur de nouveaux agrosystémes construits et leur évolution (propriétés physiques,
biodisponibilité des métaux) ;

v’ derecenser les gisements de matériaux secondaires métalliques et leur composition et les
quantités produites ;

v d’engager la sélection d’individus aptes a I'extraction du métal ciblé sur ces matériaux
extrémes.
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Annexes de la Partie 2 :
Matériels et méthodes

Annexe 1 _ Photographie et description d’'une boue de station d’épuration d'un atelier
industriel (boue B)

Les effluents du procédé de cataphorese, additionnés aux
effluents d’autres procédés (bains de rincage, peinture) sont
mélangés et traités par une station d’épuration d’effluents
(Annexe 1). En sortie, les effluents sont filtrés et le résidu
solide peut contenir des éléments d’'intéréts. Ce résidu est
chargé en carbone car la premieére étape de la STEP consiste en
un traitement bactérien. Il est chaulé afin d'immobiliser les
métaux, il est appelé «boue B» Au cours des
expérimentations, un lot a été utilisé.

Annexe 2 _ Matériaux utilisés : date de prélevement, quantité et préparation

Prélévement Date Masse Traitement Numéro de lot Ut_l llsatlo?‘
Partie_Chapitre
Terre de biopile (SITA, France Déchets, Jeandelaincourt, 54)
TB P1 08/04/2014 160 kg + Séché alair Fitn°®1 P4 Chap. 1
répartisen | -+ Fitn®1:broyeura | = TB_Lot1
2 fhts machoire Quarté
- Fit n°® 2: émietté
manuellement Reliquats de | P4 Chap.2
- Tamisage <2 mm TB_Lot 1 + Fit
n° 2 = TB_Lot 2
Bétonniére
TB P2 08/04/2016 16 kg - Sécher a l'air Reliquats de | P5Chap.1
- Broyeur a | TB_Lot 2+TB P2
machoire =TB_Lot 3
- Tamisage <2 mm
+ Quarté
TB P3 Juin 2016 500 kg Criblage (a 2 cm) TB_Lot 4 P5 Chap. 2
Terre ultramafique (col des Bagenelles, 88, (07°06'42,2"E, 48°11'03,7"'N))
TUP1 18/03/2014 150 kg - Sécher al'air TU_Lot1 P3 Chap. 1 et
- Broyeur a P4 Chap. 1
machoire
+ Tamisage <2 mm
+ Quarté
TU P2 29/01/2015 90 kg - Sécher al'air Reliquats P4 Chap. 2
- Broyeur a | TU_Lot1+TUP2
machoire =TU_Lot 2
- Tamisage <2 mm
- Bétonniere
Terre agricole (Ferme expérimentale de La Bouzule, 54)
TA P1 03/06/2015 370 kg - Tamisage <1 cm 1 seul lot P3 Chap. 2
- Homogénéisation
en sac
Stérile de carriére (0-20mm) (Montois la Montagne, 57)
SCP1 | 14/06/2016 | 1200kg [ Aucun 1 seul lot P5 Chap. 2
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Annexe 3 _ Composition des eaux utilisées pour I'arrosage des expérimentations. LQ: limite

quantification. Analyses effectuées sur la station expérimentale du GISFI, au LRGP et au LSE.

de

Paramétres Eau ultra pure Eau robinet Eau robinet Eau de pluie Unité
LSE Brabois Homécourt Homécourt
pHeau - 7,62 +0,10 7,87 £0,02 6,84 +0,16 -
Conductivité 9,38+ 1,37 4266 6421 154+9,9 uS cm-t
Anions (chromatographie ionique)
NOs- <LQ 6,28 + 0,38 11,2+0,1 1,40 £ 0,04 mg L1
PO43- <LQ <LQ <LQ 0,17 £ 0,09 mg L1
S$042- 0,87 £0,30 63,670 1131 1,38+ 0,10 mg L1
Cl- 0,02 +0,00 12314 9,77 £0,05 0,71+0,01 mg L1
Carbone et azote dissous (COT meétre)
TOC 0,48 +0,23 0,77 £0,21 <LQ 1,23+0,10 mg L1
IC 0,38+0,10 17,7+09 474+1,38 1,59+ 0,03 mg L1
TC 0,86 +0,31 18,4+1,0 472+1,5 2,83+0,13 mg L1
TN 0,03+0,03 1,62+0,12 2,74 0,02 0,47 £0,04 mg L1
Eléments en solutions (ICP-OES)
Al <LQ 0,015 + 0,001 0,067 £ 0,001 <LQ mg L1
As <LQ <LQ <LQ <LQ mg L1
Ca <LQ 49,6 £2,7 92,2+0,2 2,17 £0,01 mg L1
cd <LQ 0,002 + 0,000 <LQ <LQ mg L1
Co <LQ <LQ <LQ <LQ mg L1
Cr <LQ <LQ <LQ <LQ mg L1
Cu <LQ 0,37 £ 0,06 0,06 + 0,00 <LQ mg L1
Fe <LQ 0,007 £ 0,003 <LQ 0,003 + 0,000 mg L1
K <LQ 2,14+ 0,21 1,63 £0,002 0,21 +0,00 mg L1
Mg <LQ 6,05+0,78 21,2+0,1 0,35 +0,00 mg L1
Mn <LQ 0,002 + 0,001 0,001 + 0,000 0,03 +£0,00 mg L1
Mo <LQ <LQ <LQ <LQ mg L1
Na 0,05+ 0,00 109+1,6 19,3+0,3 0,53+0,01 mg L1
Ni <LQ 0,002 + 0,000 <LQ 0,002 + 0,000 mg L1
P <LQ <LQ <LQ 0,07 £0,00 mg L1
Pb <LQ 0,005+ 0,001 0,004 + 0,000 <LQ mg L1
S 0,10+0,01 251+28 44,89 + 0,27 0,43 +£0,017 mg L1
Zn <LQ 0,14+0,13 0,04 £0,00 0,01 +£0,00 mg L1
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Annexe 4 _ Photographie des tests de germination: a) semis de L. emarginata, b) radicule
d’A. murale, c) radicule de L. emarginata. Photos B et C effectuées a la loupe binoculaire
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Potentiel des hyperaccumulateurs pour I'agromine du Ni et

Co

Annexe 5 _ Matrices de corrélation pour chacune des huit populations, selon les concentrations des

parties aériennes aprés 70 jours de culture sur sol ultramafique. Eléments mesurés : B, Co, Ca, Cu, Cd, Al As,
Mn, Mg, Fe, Ni, Zn, Mg, S, K, Na, Masse : biomasse séche, ana : masse d’échantillon utilisée pour I'analyse en ICP. Coefficients
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Annexe 6 _ Coefficient de Spearman (rs) des concentrations dans les parties aériennes de Ni_Co,
Ni_Zn, Ni_Ca. AlyA : A. murale Albanie SIX ; AlyG1 : A. murale Gréce SIV ; AlyG2 : A. murale Gréce SII, AlyG3 : A. murale
Gréce SV ; BORN : B. tymphaea ; LEPT : L. emarginata, LNC : L. emarginata non calibrées, NOC : N. tymphaea
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Annexe 7 _ Coefficients de variation pour chaque élément et par population. Le CV est calculé suivant la formule g/u. AlyA : A. murale Albanie SIX ; AlyG1 : A. murale
Greéce SIV ; AlyG2 : A. murale Gréce SlI, AlyG3 : A. murale Gréce SV ; BORN : B. tymphaea ; LEPT : L. emarginata, LNC : L. emarginata non calibrées, NOC : N. tymphaea. N=nombre d’individu,
BioF= biomasse fraiche, BioS= biomasse séche, Hum= humidité. En gras les coefficients supérieurs a 0,35

POP N BioF BioS Hum Al As B Ca Cd Co Cr Cu
AlyA 71 0,23 0,31 0,63 0,66 0,19 0,21 0,29 0,41 0,39 0,61 0,36
AlyG1 71 0,15 0,20 0,17 0,74 0,11 0,17 0,17 0,66 0,25 0,79 0,24
AlyG3 63 0,25 0,34 0,37 1,20 0,15 0,21 0,26 0,48 0,28 0,95 0,40
AlyG2 25 0,18 0,26 0,50 0,53 0,15 0,20 0,30 0,59 0,31 0,50 0,42
BORN 70 0,20 0,29 0,46 0,58 0,13 0,14 0,19 0,17 0,26 0,56 0,21
NOC 23 0,46 0,58 0,38 0,77 0,13 0,21 0,31 0,54 0,27 0,76 0,26
LEPT 72 0,14 0,24 0,22 0,45 0,10 0,17 0,19 0,34 0,22 1,22 0,25
LNC 24 0,08 0,11 0,11 0,47 0,11 0,17 0,14 0,40 0,33 0,46 0,18
POP Fe K Mg Mn Mo Na Ni P Pb S Si Zn
ALB 0,56 0,60 0,54 0,31 1,09 6,73 0,31 0,40 0,29 0,48 0,23 0,38
AlyG1 0,63 0,26 0,19 0,23 0,96 1,30 0,31 0,24 0,28 0,39 0,37 0,26
AlyG3 0,75 0,42 0,34 0,31 1,16 0,79 0,36 0,54 0,38 0,45 0,29 0,37
AlyG2 0,38 0,42 0,37 0,26 1,05 1,84 0,44 0,42 0,40 0,44 0,21 0,27
BORN 0,33 0,44 0,41 0,18 1,11 0,99 0,23 0,32 0,21 0,30 0,29 0,22
NOC 0,63 0,42 0,40 0,28 0,91 0,75 0,30 0,30 0,35 0,35 0,47 0,40
LEPT 0,31 0,21 0,24 0,25 0,86 0,38 0,33 0,26 0,34 0,24 0,17 0,30
LNC 0,23 0,13 0,14 0,24 1,15 1,28 0,27 0,13 0,29 0,17 0,16 0,19
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Annexe 8 _ Concentrations des molécules lors du criblage (mg kg1). Moyenne + écart-type. PA : partie aérienne : tige et feuille

Espéce Organe Angellicin Umbelliferone Esculetin Scopoletine Fraxetin Limettin Daphnetin l?lzl:ll:;littlll)le?' S:::::;??X‘; Scoparone Digz:aliﬁ;lli ttsger
Alyssum bertolonii PA avec fleurs --- 0,020 4,305 1,522 --- 0,027 --- ---
Alyssum heldreichi PAavec 0,014 6,142 6,644 0,008 0,018

siliques
Alyssum heldreichi Racines (PR) - - - 3,031 --- --- - -
Alyssum murale PA --- --- 0,862 5,756 --- --- 0,240 --- 0,048
Alyssum murale PR
Alyssum serpyllifolium PA --- --- 2,721 1,818 0,959 --- 0,291 2,197 --- --- 0,049
Alyssum smolicanum PA (en fleurs) --- --- 7,660 3,714 --- --- --- --- 0,033
Alyssum smolicanum PR --- 0,063 1,928 4,234 --- --- -—- 0,021
Bornmuellera baldacii PA --- 0,016 1,563 2,185 --- --- --- 0,048
Bornmuellera tymphaea PA --- --- 1,637 22,023 --- 0,054 0,183 0,064 --- 0,048
Bornmuellera tymphaea PR --- --- --- 0,179 --- --- --- ---
Centaurea charrellii feuilles --- -—- -—- -—- --- --- 0,054 0,333 0,426 0,100
Centaurea charrellii tiges 0,114 - - - --- --- --- 0,225
Centaurea thracica feuilles 0,651 0,439 0,064
Centaurea thracica tiges 0,063 0,016 - - --- --- 0,000 --- 0,050
Centaurea thracica Rhizome 0,016 0,034
Leptoplax emarginata PA 0,080 - 3,581 41,222 --- 0,026 0,491 ---
Leptoplax emarginata PR -—- -—- -—- -—- -—- -—- -—- -—-
Noccaea caerulescens PA (en fleurs) 0,345 0,325 0,067
Noccaea caerulescens PA (en fleurs) 0,147 - - - --- --- 0,580 --- 0,059
Noccaea caerulescens PA (en fleurs) 0,540 0,038 0,363 0,075
Noccaea caerulescens PA (en fleurs) --- --- --- --- --- --- --- --- 0,088
Noccaea tymphaea PA 0,028 0,140
Noccaea tymphaea PR
Noccaea tymphaea PA 0,149 0,563 0,047
Noccaea tymphaea PR 0,069 0,075 --- --- --- --- --- ---
Noccaea tymphaea PA 0,075 0,016 0,042
Noccaea tymphaea PR --- 0,089 --- 0,181 --- --- --- ---
Noccaea tymphaea PR 0,097 0,194
Sedum alfreddii HA PA 0,025 0,031 0,044
Sedum alfreddii HA PA 0,127
Sedum alfreddii non HA PA 0,648 0,034 0,095 0,044
Sedum alfreddii non HA PA 0,669 0,040 0,065
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Annexe 9 _Relation du a) Ni; b) Co mesurés a I'ICP-OES en fonction de la mesure effectuée par XRF
sur des feuilles de B. coddii N=8, deux échantillons de chaque modalité
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Annexe 10 _Répartition des individus récoltés selon le bloc de culture

10/10=FAI 100/10=NIC 10/100=COB 100/100=FOR
Nombre d’individus 6 6 3 3
, ) 3 3 2
Nombre de bacs dlf’fefe.njcs (max=3) (3*Rep 1 et (3*Rep 1, (1*Rep 1, (2*Rep 1
et donc de répétitions 3*Rep 2) 1*Rep 2 1*Rep2 et 1*Rep 2)
et 2*Rep 3) et 1*Rep 3)
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Annexes de la Partie 4 :
Elaboration de substrats a partir de matériaux secondaires
et réponse des hyperaccumulateurs : Cas du biochar

Annexe 11 _Siliques et graines de a) B. tymphaea (Site VI) et b) L. emarginata (Site VIII)

Annexe 12 _ Mode opératoire pour la préparation des mélanges secs et en suspension pour le
troisiéme test de germination

Pour chacune de ces modalités, les mélanges ont été préparés selon deux protocoles :

e Les matériaux sont mélangés en suspension. La boue de phosphatation fraiche (170%
d’humidité) et ajoutée aux autres matériaux permet d’obtenir une suspension lors de I'ajout
d’eau ultra pure. L'eau est évaporée pendant 2 h a 70°C, puis le solide est décollé a la spatule,
fragmenté et placé sur un papier filtre imbibé d'eau dans une boite de Petri (cf photographies
ci-dessous).

o La boue de phosphatation est préalablement séchée et tamisée a 2 mm pour obtenir un
matériau fin et homogeéne, et éviter la formation de gros agglomérats. Elle est mélangée aux

autres matériaux (séché et tamisé a 2 mm) a 'aide d’une spatule puis le mélange obtenu est
déposé sur papier filtre imbibé d'eau ultra pure.

Photographies des étapes de la préparation du substrat avec une suspension. De gauche a droite : a) mélange des
matériaux dans les proportions voulues, b) ajout d’eau et homogénéisation, c) apres séchage et fragmentation du
substrat et d) dépét du substrat sur un papier filtre imbibé.
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Annexe 13 _ Photographies des tests de germination avec 30% de boue et 5 % de biochar selon le

mode de préparation. Mélange en suspension a gauche et mélange avec des matériaux secs a droite

Annexe 14 _ Cinétique de germination de L. emarginata sur des substrats contenant 0 a 100% (m)
de boue de phosphatation (MS) avec ou sans biochar. Bc : biochar

100
—— () ¥
90 ’
0,
,\3 80 —r— 3
&
= 70 — & =3%Bc
o
§ 60 AT
E 50
- 1%
50 40
S — & —18%Bc
x 30
5 39 o
= 20 0
10 39 % Bc
0 100 %
5 6 7 8 9 10 11 12 13
Temps (j)

Au sixiéme jour, la modalité avec 3% de boue plus biochar atteint 100% de germination alors
qu’en absence de biochar seulement 40% des graines ont germé. Pour la modalité avec 18 % de
boue, au sixiéme jour il y a 93% de germination avec biochar et 26% sans biochar. Avec ces deux
modalités le taux de germination atteint 100% au neuvieme jour. Enfin, pour la modalité avec 39%
de boue, 53% des graines ont germé au sixiéme jour, alors qu’'aucune graine n’a germé sur la
méme modalité sans biochar.
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Annexe 15 _ Cinétique de germination de a) L. emarginata et b) A. murale sur six substrats élaborés
avec des fractions massiques de boue de phosphatation variant de 0 a 30%. Les modalités a 7 et 18% de
boue sont testées avec un amendement de 5% de biochar (trait pointillé) ou sans (trait plein)

a) L. emarginata b) A. murale
S 100 - S 100 4 ~==-30Bc
— N
S 80 £ g0 —e—138
= e
g £ - --e--18Bc
Z 60 - E 601 —O—=>0
§D E @------0°~ —_——7
o 40 - X 40 k------ A--=---- A
2 E -=¢--7Bc
=} =
] 20 (] 20 A . . .
& — 0
= i L |
0 T T 1 O T T 1
5 6 9 5 6 9
Temps (j) Temps (j)

Annexe 16 _ Graines de Zea mays 17 jours apres le semis. Pour chaque modalité, parmi les 4 graines du test,
les deux graines les plus développées sont prélevées. En haut les mélanges préparés en suspension (chiffres arabes), en bas
les mélanges préparés a partir de matériaux secs et tamisés a 2 mm (chiffres romains).

30% boue 30% 60% boue 60% 30%

Biopile boue Biopile boue boue

Biochar Biopile Biochar Biopile Verm

C Biochar
Sur substrats \
préparés
en

suspension

Sur substrats
préparés
avec des

matériaux

secs
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Annexe 17 _ Cinétique de germination de Zea mays de quatre a sept jours apres le semis sur des
matériaux a) mélangés en suspension dans de I’eau ou b) mélangés secs

a) En suspension b) Secs
100 ~ 100 -

g_.; g —&— 30% / Biop

5 ] g 807 -—m--30% / Biop + Bc
g 3

s 60 1 g 60 1 60% / Biop

E E

S 40 - S 40 60% / Biop + Bc
(5] (5]
< ] 9

§ 20 | S 20 | —0— 30% / Verm
S & =-=®=-30% /Verm + Bc
0 +— . . . ) 0+ T A
4 5 6 7 4 5 6 7 B Verm
Temps (j) Temps (j)

Annexe 18 _ Taux de graines germées et de graines vivantes de Zea mays a onze jours. Les mélanges
effectués en suspension sont en vert, ceux effectués secs en gris. Les bdtons avec pointillés correspondent aux modalités
amendées en biochar. % : pourcentage massique de boue dans le mélange, Biop : terre de biopile, Bc : biochar, Verm :
vermiculite

?i 100 -
.E 80 4 Germées J11 suspension
-
[
£ 60 - . .
g " Vivantes J11 suspension
=
§ 40 -
= Germées J11 sec
x 20
5
3

(S m Vivantes J11 sec

‘5’00/0 8 300/0 ° 600/0 6) 600/ e ‘300/0 300/0 61772
>0 ~ 57 RN 70, RS S ey,
74 7 7 L
8. *&, 2 ., 5

Annexe 19 _Dispositif des mésocosmes dans la chambre de culture. m : mélange, 1, 2, 3, 4 : n° de la modalité,
B : biochar, SB : sans biochar, A : A. murale, L : L. emarginata, SN : sol nu, b1, b2, b3 : n°® du bloc
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Annexe 20 _ Photographies des plantes lors de la récolte : a) Chloroses de L. emarginata sur la
modalité 100% biopile, b) Chevelu racinaire de L. emarginata sur la modalité avec 7% de boue et
5% de biochar c) Colonisation racinaires par A murale sur la modalité avec 7% de boue et 5% de
biochar d) Colonisation racinaires par L. emarginata sur la modalité avec 7% de boue et 5% de
biochar

' Particule

de boue |

Annexe 21 _ Nombre de plantules d’A. murale et de L. emarginata présentes par modalité apres 40
jours et 90 jours de culture, selon leur age (grand ou petit) et le substrat (0, 7, 18, 30 : fraction
massique de boue dans le substrat, SB : sans biochar, B : 5% de biochar)

A. murale A. murale L. emarginata L. emarginata

a40 jours 290 jours a40 jours a 90 jours

Substrat Individu Indivlidu Individu Indiv.idu Individu Indiv.idu Individu Indivlidu
grand petit grand petit grand petit grand petit

0% SB 10 2 10 1 14 1 14 1
7% SB 7 3 1 - 2 1 1 -
7% B 5 2 1 - 9 2 9 1
18% SB 6 - - - - - - -
18% B 3 3 - - - 1 1 -
30% B - 1 - - - - - -

Apres 40 jours de culture, toutes les modalités ont au moins une plantule d’A. murale. Par contre,
pour L. emarginata, il n’y a plus de plante en présence de la plus grande proportion de boue et de
celle immédiatement inférieure sans biochar. Au terme de la culture, soit 90 jours apres le premier
semis, le nombre de plantes a encore diminué sauf pour la modalité sans boue. En général, de
nombreuses plantules sont mortes avec les modalités contenant de la boue dans le substrat
malgré les semis successifs.

239



- Annexes -

Annexe 22 _Biomasse aérienne cumulée par modalité. A : A. murale et L : L. emarginata. Il n'y a pas de modalité
0%+Biochar et 30% sans biochar

Biomasse aérienne cumulée (g)

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

0,0

A. murale

L. emarginata

0% biochar

5% biochar

0% A 0% L 7% A 7% L 18% A 18% L 30% A 30% L
Fraction massique de boue dans le substrat

Annexe 23 _ Ni prélevé par A. murale et L. emarginata par vase par rapport au Ni total dans le

substrat. A : A. murale et L : L. emarginata, les barres avec pointillés représentent les modalités avec biochar. Les barres

verticales indiquent les écarts-types lorsque plusieurs vases de végétation étaient végétalisés (N=3)

Ni prélevé (%)

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

A. murale

L. emarginata

0% biochar

5% biochar

0%_SBc_A 0%_SBc_L 7%_SBc_A 7%_SBc_L 7%_Bc_A 7%_Bc_L 18%_Bc_L
Fraction massique de boue_SBc/Bc_Espéce

Annexe 24 _ Concentration du Zn dans les parties aériennes et racinaires d’A. murale et
L. emarginata. A : A. murale et L : L. emarginata, % (m) de boue dans le substrat, SBc : sans biochar, Bc : 5% de biochar.
Les barres verticales indiquent les écarts-types lorsque plusieurs vases de végétation étaient végétalisés (N=3)

Concentration en Zn (mg kg1)
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Annexe 25 _ pH des substrats selon une dose croissante de boue, avec et sans amendement en
biochar. Rz : sol rhizosphérique, SB : sans biochar, B : avec 5% (m) de biochar

pH

9,0
8,5
8,0
7,5
7,0
6,5
6,0
55
5,0

0%SB

H Sol nu Rz A. murale Rz L. emarginata
7%SB 7%3B 18%SB 18%B 30%B

Fraction massique de boue

Annexe 26 _a) Capacité de rétention en eau et point de flétrissement des substrats nus avant culture
et apres culture. 0,1 bar : capacité de rétention en eau, 15 bar : point de flétrissement b) Réserve utile des
substrats avant et apres culture. SB : sans biochar, B : avec 5% (m) de biochar
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o
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Annexe 27 _ Humidité de la terre rhizosphérique selon une dose croissante de boue, avec et sans
amendement en biochar. Rz : sol rhizosphérique, SB : sans biochar, B : avec 5% (m) de biochar

50
45 = Sol nu Rz A. murale Rz L. emarginata
40
35
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- _
20
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10 i e
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Fraction massique de boue
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w1

Annexe 28 _Cinétique de germination de huit populations d'A. murale sur une matrice contenant un
rapportde 90% de biopile et 10% de boue de phosphatation (m/m). Tests sur 30 g de mélange constitué
de 90% de terre de biopile et 10% de boue de phosphatation (m/m), a l'incubateur a 30°C pendant 25 jours.

60 - S|
50 | ./. i C =8 S11(2011)
; = e S11(2013)
S i : : .
e / i S]1]
£
g
3 30 - o STV
oo
3 =G SV
5
o 20 4 e SV [
10 PN PY e SVIIT
SIX
0 — . )
4 5 7 8 11 13 15 18
Age (jours)

Annexe 29 _ Capacité au champ des différents substrats. U : sol ultramafique, M : substrat élaboré, 0,1, 3 et 5 :
fraction massique de biochar amendée (%).

MO M1 M3 M5
Capacité au
champ (pF2) 59,2 61,4 63,1 64,5 259 27,3 29,5 31,5
en %
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Annexe 30 _ Frise chronologique des principales interventions pendant I'expérimentation. RG : ray-

grass, Aly : A. murale SII, U : sol ultramafique, M : substrat élaboré

+1 +2 +3 +4 +5 +9 +11 +14 +15 +16 +17
Temps T initial
sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem sem
Remplissage
des vases de
i Vases
végétation
. couverts
et premier
arrosage
Aly Aly RG sur
SEMIS
surU | surM UetM

Bougie Ter 2éme 3éme

poreuse
Aly
Récolte RG
lante coupe Aly sur M | RG sur
u
P p surU | etles | UetM
et sol 1 SN

Annexe 31 _Suivi de la repousse du ray-grass apres la premieére coupe. Coupe effectuée a 2 cm de hauteur.

Sol U avec 5% de biochar (trois photos de gauche), substrat M avec 5% de biochar a droite

AVANT COUPE

RG sur U
COUPE

Sept jours apres coupe
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Annexe 32 _ Biomasses aériennes (coupe 1 et coupe 2) du ray-grass. U: sol ultramafique, M : substrat
élaboré avec 10/90 (m/m) de boue A/biopile. Les barres verticales représentent les écarts-types. Les biomasses aériennes
de la premiére coupe, affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls,
p<0,05). Les biomasses aériennes de la seconde coupe affectées de la méme lettre minuscule ne sont pas significativement
différentes (Newman Keuls, p<0,05), apres transformation des données en log.

4,0 a
a
3,5 H Coupe 1
Coupe 2 a
3,0 a
3 2,5
Q
A
@20 [
5
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b b AB
A
L0 q AB B B
: I
N T
uo U1 U3 us MO M1 M3 M5

Annexe 33 _ Surface racinaire d'A. murale selon le substrat et la dose de biochar (1, 3 ou 5%). N=2.
U : sol ultramafique, M : mélange avec boue, mesures effectuées au Win Rhizo
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— 300
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|8]

— 200
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0 Radas HEH Radas
U1% U3% U 5% M 5%
Annexe 34 _a) Longueur totale et b) diametre moyen des racines d'A. murale selon le substrat et la

dose de biochar. Mesures effectuées au WinRhizo, U : sol ultramafique, M : mélange avec boue, et 1, 3 ou 5% (m) : dose
de biochar. N=2.
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Annexe 35 _ Teneurs de carbone dans les parties aériennes (coupe 1, a 6 sem et coupe 2,a 12 sem)
et parties racinaires (PR) du ray-grass cultivé sur le substrat M. Les barres verticales représentent les écarts-
types. Les teneurs en C de la 2¢me coupe affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes
(Newman Keuls, p<0,05). Les teneurs en C des parties racinaires affectées de la méme lettre minuscule ne sont pas
significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05), * indique une différence significative au seuil de 5% entre les deux
coupes pour la dose de biochar indiquée.
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Annexe 36 _ Teneurs en azote dans les parties aériennes (coupe 1 a 6 sem et coupe 2 a 12 sem) et
parties racinaires (PR) du ray-grass cultivé sur le substrat M. Les barres verticales représentent les écarts-
types. Les teneurs en N, de la 2¢me coupe, affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas significativement différentes
(Newman Keuls, p<0,05), Les teneurs en N des parties racinaires affectées de la méme lettre minuscule ne sont pas
significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05), le symbole * indique une différence significative au seuil de 5% entre
les 2 coupes pour la dose de biochar indiquée (Anova).
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Annexe 37 _ pH de la solution du substrat M et du sol U apreés 4 semaines d’incubation, avec une

fraction massique de biochar de 0, 1, 3 et 5%. Respectivement M0, M1, M3, M5 sur le substrat M et U0, U1, U3,
U5 sur le sol U). Les barres d’erreurs correspondent aux écarts-types (N=9).

Sol ultramafique

uo U1 U3 U5 MO M1 M3 M5
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Annexe 38 _ Conductivité de la solution des sols nus du substrat M et du sol U apreés 4 et 14 semaines

d’incubation selon une dose croissante de biochar. En jaune les substrats M avec une fraction massique de
biochar de 0, 1, 3 et 5% (respectivement M0, M1, M3, M5). En marron les valeurs pour le sol U avec 0, 1, 3 et 5% de biochar
(respectivement UO, U1, U3, U5). Les valeurs, mesurées a 4 semaines, affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas
significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05) (N=3). Les valeurs, mesurées a 14 semaines, affectées de la méme
lettre minuscule ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05) (N=3).
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Annexe 39 _ Concentration en nitrates dans la solution du substrat ultramafique (U) en fonction de

la dose de biochar, du couvert et du prélévement. 0, 1, 3 et 5% (m) : doses de biochar, Aly : A. murale, RG : ray-
grass, SN : solnu, S1, S2 et S3 : séries de prélévements espacées chacune de cinq semaines. Les barres verticales représentent
les écarts-types (N=3). Pour chaque prélévement, les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Newman Keuls, p<0,05).
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AB AB A
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0 = ;_ = _ - ——
0%Aly 0%RG 0%SN 1%Aly 1%RG 1%SN 3%Aly 3%RG 3%SN 5%Aly 5%RG 5% SN

Concentration en NO; (mg L'1)

Annexe 40 _ Concentration en ammonium dans la solution du substrat élaboré (M) en fonction de la
dose de biochar, du couvert et du préléevement. 0, 1, 3 et 5% (m) : doses de biochar, Aly : A. murale, RG : ray-
grass, SN : solnu, S1, S2 et S3 : séries de prélévements espacées chacune de cinq semaines. Les barres verticales représentent
les écarts-types (N=3). Pour chaque prélévement, les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Newman Keuls, p<0,05).
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Concentration en C organique dans les solutions du substrat ultramafique (U) en

fonction de la dose de biochar, du couvert et du préléevement. 0, 1, 3 et 5% (m) : doses de biochar, Aly : A.
murale, RG : ray-grass, SN : sol nu, S1, S2 et S3 : séries de prélévements espacées chacune de cinq semaines. Les barres
verticales représentent les écarts-types (N=3). Pour chaque prélévement, les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05).

140 -
o
3
)
120
g
[}
=
S 100 4
=
[
20
S 80
&)
g
° 60 -
2
<
B
5 40
5]
=
)
© 20 -
0 J

AB A
d A d
C ‘A ‘ C

0%Aly 0%RG 0%SN 1%Aly 1%RG 1%SN 3%Aly 3%RG 3%SN 5%Aly 5%RG 5% SN

Annexe 42 _ Concentration en C organique dans les solutions du substrat élaboré (M) en fonction de
la dose de biochar, du couvert et du prélevement. 0, 1, 3 et 5% (m) : doses de biochar, Aly : A. murale, RG : ray-
grass, SN : solnu, S1, S2 et S3 : séries de prélévements espacées chacune de cinq semaines. Les barres verticales représentent

les écarts-types (N=3). Pour chaque prélévement, les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes (Newman Keuls, p<0,05).
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Annexe 43 _pH des substrats M et U apres 120 jours d’expérimentation en fonction du couvert et de

la dose de biochar. M : substrat élaboré (en jaune), U : sol ultramafique (en marron), Aly : A. murale, RG : ray-grass,
SN :solnu, 0,1, 3 et 5% (m) : dose de biochar. Pour le substrat M, les valeurs affectées de la méme lettre majuscule ne sont
pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05). Pour le sol U, les valeurs affectées de la méme lettre minuscule
ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05). Les barres verticales représentent les écarts-types (N
varie de 3 a 5).
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Annexe 44 _Observations microscopiques ; photographie de a) M0 sol nu et b) U5 A. murale. A la loupe
binoculaire

Des lames minces sont réalisées a partir de "bloc de sol" issus des vases de végétation. Le bloc
subit une succession d'étapes : imprégnation, polymérisation puis découpage, collage sur une
lame de verre et amincissement. Succinctement: lors de 'imprégnation le bloc de terre est placé
dans un dessiccateur sous vide pendant 4h sous un flux constant de mélange résine-solvant de
facon a ce que tous les pores et fissures soient remplis. Ensuite la polymérisation a lieu pendant
quatre a cing semaines a l'air, enfin une plaquette de 10 mm d'épaisseur est découpée dans le bloc
et collée a une lame de verre. Enfin chaque plaquette est amincie pour obtenir une épaisseur de
20 a 25 pum. Les lames minces sont observées avec un stéréo microscope Leica MZ FLIII
(grandissement x8 a x100). Suite a la réalisation de lames minces sur les substrats apres culture,
sur M, les particules de boue présentent de fines particules de sol sur leur pourtour, sur U, la
porosité créée par les racines a pu étre observée.

Biochar

Racine
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Annexe 45 _ Concentrations du Ni et du Zn extractibles au DTPA sur les sols M et U avant culture
selon 4 amendements en biochar (0, 1, 3 et 5%). Les concentrations du Ni affectées de la méme lettre majuscule
ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05). Les concentrations du Zn affectées de la méme lettre
minuscule ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05). Les barres verticales représentent les écarts-
types (N=3). Dans l'encadré, Zn DTPA sur le sol U (Newman-Keuls, p<0,05)
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Annexe 46 _ Matrice de corrélation de 'analyse en composantes principales des variables mesurées

sur U et M pour les deux espeéces. Cf ACP Figure 90, N=3, coefficients de Spearman, variables du sol aprés culture :
pH, Cond : conductivité, XDTPA : élément extrait au DTPA, XPA et XPR : élément dans les parties aériennes et racinaires,
BioPATOT et BioPR : biomasses aériennes et racinaires, CPA et NPA : les teneurs en carbone et azote dans les parties
aériennes. Les coefficients de corrélation négatifs sont en rouge et les coefficients positifs en vert. La présence de blanc sur
les intersections des variables signifie que le coefficient n’est pas significatif (p-value>0,05).
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Annexe 47 Matrice de
corrélation pour A. murale sur le
sol U. N=3, coefficients de Spearman,
variables du sol apreés culture : pH, Cond :
conductivité, XDTPA : élément extrait au
DTPA, XPA et XPR: élément dans les
parties  aériennes et
BioPATOT et BioPR: biomasses
aériennes et racinaires, CPA et NPA:
teneurs en carbone et azote dans les
parties aériennes. Les coefficients de
corrélation négatifs sont en rouge et les
coefficients positifs en vert. La présence
de blanc sur les intersections des
variables signifie que le coefficient n’est
pas significatif (p-value>0,05).

racinaires,

Annexe 48 Matrice de
corrélation pour A. murale sur le
substrat M. N=3. Variables du sol apreés
culture : pH, Cond : conductivité, XDTPA :
élément extrait au DTPA, XPA et XPR :
élément dans les parties aériennes et
racinaires,  BioPATOT et BioPR:
biomasses aériennes et racinaires, CPA et
NPA : teneurs en carbone et azote dans
les parties aériennes. Les coefficients de
corrélation négatifs sont en rouge et les
coefficients positifs en vert. La présence
de blanc sur les intersections des
variables signifie que le coefficient n’est
pas significatif (p-value>0,05).
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Annexe 49 _ Matrice de corrélation
pour le ray-grass sur le substrat U.
N=3, ariables du sol aprés culture: pH,
Cond: conductivité, XDTPA: élément
extrait au DTPA, XPA et XPR : élément dans
parties et racinaires,
BioPATOT et BioPR : biomasses aériennes
et racinaires, CPA et NPA: teneurs en
carbone et azote dans les parties aériennes.
Les coefficients de corrélation négatifs sont
en rouge et les coefficients positifs en vert.
La présence de blanc sur les intersections
des variables signifie que le coefficient n’est
pas significatif (p-value>0,05).

les aériennes

Annexe 50 Matrice de
corrélation pour le ray-grass sur

le substrat M. N=3, coefficients de
Spearman, variables du sol apres
culture : pH, Cond : conductivité, XDTPA :
élément extrait au DTPA, XPA et XPR:
élément dans les parties aériennes et
racinaires, = BioPATOT et BioPR:
biomasses aériennes et racinaires, CPA et
NPA : teneurs en carbone et azote dans
les parties aériennes. Les coefficients de
corrélation négatifs sont en rouge et les
coefficients positifs en vert. La présence
de blanc sur les intersections des
variables signifie que le coefficient n’est
pas significatif (p-value>0,05).
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Annexe 51 _ Complément du Chapitre 2 de la Partie 4

Pour les quatre expériences ci-dessous, les vases de végétation sont placés en chambre de culture
au méme moment, et donc dans les mémes conditions, que I'expérimentation présentée dans la
Partie 4 Chapitre 2. La culture est de 12 semaines dans des vases de végétation de 0,35 L avec une
photopériode de 16h de jour / 8h de nuit (T°C 25°C / 18°C), hygrométrie a 70%, luminosité a 2000
Lux (soit 200 umol s-! m2). Les substrats sont maintenus a 80% de leur capacité de rétention en
eau par un arrosage a l’eau ultra pure toutes les 48h. Les modalités sont réparties en trois blocs
randomisés. Les hyperaccumulateurs sont au nombre de trois individus par vase, le ray-grass
(Lolium multiflorum) est semé avec une densité de 0,5 g de graines pour 100 cm?,
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A/ Expérimentation 1: effet du type de biochar sur la croissance du ray-grass sur un
substrat élaboré avec une boue de phosphatation

Cette premiére expérience a pour objectif d’évaluer I'impact de différent biochars sur le transfert
du Ni vers une plante tolérante le ray-grass en comparant deux doses d’amendement et trois
biochars.

A partir d’un substrat élaboré avec 10/90 (m/m) de boue de phosphatation (Lot 1)/terre de
biopile (Lot 2), trois biochars sont testés avec une fraction massique apportée de 1% (désigné par
M1) et 5% (M5). Les trois biochars sont présentés dans la Partie 2, il s’agit de deux biochars de
bois i) biochar 1 (Bc1) : issu de 50% de résineux et 50% de feuillus ii) biochar 2 (Bc2) : issu de
100% de résineux et iii) le biochar 3 (Bc3): issu de Miscanthus. Ainsi les six modalités sont
comparées a un témoin (sans biochar, nommé MO0). Finalement, sept modalités sont cultivées avec
du ray-grass (L. multiflorum). La durée de culture est de 12 semaines, deux coupes sont effectuées
a 6 et 12 semaines, la solution du sol est analysée apres préléevement par bougie poreuse.

A lissue de la premiére coupe, la production de biomasse est la plus élevée avec 5% de Bcl, la
biomasse des autres modalités n’est pas différente du témoin non amendé (Fig. a). Apres 12
semaines de culture la biomasse aérienne ne differe pas selon le biochar et la dose amendée,
cependant la biomasse est supérieure a la premiére coupe sur toutes les modalités. Les biomasses
racinaires avec 5% de Bcl est supérieure a celle de Bc3 quelle que soit la dose et a celle de Bc2
lors d’'un amendement de 1%.

La concentration du Ni dans les feuilles de ray-grass lors de la premiere coupe diminue
significativement avec 5% de biochar 1 et 2 par rapport au témoin (Fig. b). Lors de la seconde
coupe, la concentration du Ni dans les parties aériennes n’est pas différente selon le biochar utilisé
ou la dose amendée. La concentration racinaire du Ni ne varie pas en fonction du biochar utilisé
mais elle diminue significativement entre 1 et 5% dans le cas du biochar 1.
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Fig. a _ Biomasses aériennes du ray-grass a 6 et 12 semaines et biomasses racinaires a l'issue de la
culture. Anova, p<0,05. Les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes. Lettres
minuscules : comparaison des parties aériennes a la premiére coupe, lettres majuscules : comparaison des moyennes a la
seconde coupe, lettres grecques : comparaison des moyennes des parties racinaires. Les barres verticales représentent les
écarts-types.
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Fig. b_ Concentrations du Ni dans les parties aériennes a 6 et 12 semaines et dans les parties
racinaires a l'issue de la culture du ray-grass. Anova, p<0,05. Les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes. Lettres minuscules : comparaison des parties aériennes a la premieére coupe (test t, p<0,05),
lettres majuscules : comparaison des moyennes a la seconde coupe, lettres grecques : comparaison des moyennes des
parties racinaires (test t, p<0,05). Les barres verticales représentent les écarts types.

Un amendement de 1% de biochar n’augmente pas la production de biomasse et ne modifie pas la
concentration du Ni que ce soit pour les parties aériennes ou racinaires. En revanche, un
amendement de 5% de biochar, issu de 50% de résineux et 50% de feuillus, augmente la biomasse,
par rapport au témoin, lors de la premiere coupe. La concentration du Ni pour ce méme biochar
diminue avec un amendement de 5%. Donc 'utilisation d'un biochar de bois (50%résineux et 50%
feuillu), apporté a 5%, permet d’augmenter la production de biomasse et de diminuer le transfert
du Ni vers les parties racinaires et aériennes. Ainsi, I'effet du biochar, sur la production de
biomasse et le transfert de Ni, varie selon I'origine du biochar et la dose amendée.

B/ Expérimentation 2 : comparaison de différents amendements sur I'hyperaccumulation
du Ni et le développement des hyperaccumulateurs sur des substrats élaborés avec une
boue de phosphatation.

Cette deuxiéme expérience teste I'impact du biochar et du marc de café, seul ou ensemble sur
I'hyperaccumulation du Ni.

Le substrat est élaboré avec un rapport 10/90 (m/m) de boue de phosphatation/terre de biopile.
Quatre modalités sont préparées : i) sans amendement, ii) avec 5% (m) de biochar 1, iii) avec 5%
(m) de marc de café, iii) avec 5% de biochar 1 et 5% de marc de café. L’ensemble des amendements
sont présentés dans la Partie 2, le biochar est caractérisé par un pH basique alors que le marc de
café est acide.

La biomasse augmente significativement en présence d’amendement. Elle est la plus élevée lors
de la présence du biochar et du marc de café (Fig. c).
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Fig. c _Biomasses séches des parties aériennes et racinaires de L. emarginata aprés 12 semaines de
culture sur le substrat élaboré selon différents amendements. Les valeurs affectées de la méme lettre ne sont
pas significativement différentes : les lettres minuscules correspondent aux parties aériennes (p<0,05, Newman Keuls), les
lettres majuscules correspondent aux parties racinaires (p<0,05, Newman Keuls).

Le pH varie selon 'amendement et selon le temps (initial versus apres la culture). Le biochar ne
modifie pas le pH du substrat alors que le marc de café acidifie le substrat (Fig. d). Cependant, a
I'issue de la culture le pH augmente en présence de marc de café. La conductivité diminue en
présence d’amendement, elle diminue d’autant plus avec le marc de café et est plus faible a I'issue
de la culture (Fig. e).
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0% 5% Bc 5% marc 5% Bc + 5% marc

Fig. d _pH des substrats avant et apres culture de L. emarginata en présence de marc de café et/ou
biochar. t0 : début d’expérience, 120] : aprés 120 jours de culture. Les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes au seuil de 5%, Newman Keuls.
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Fig. e _ Conductivité des substrats avant et aprés culture pendant 120 jours de L. emarginata en
présence de marc de café et/ou biochar. t0: début d’expérience, 120] : apreés 120 jours de culture. Les valeurs
affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p<0,05, Newman Keuls).

La concentration du Ni dans les PA de L. emarginata diminue avec I'apport d’amendement : marc
de café ou biochar seul (Fig. f). Cependant, lors de 'ajout simultané des deux amendements la
concentration du Ni n’est pas différente de celle du témoin non amendé. L’utilisation d'un
amendement (biochar de bois ou marc de café) multiplie par trois la quantité de Ni extraite par
vase. L'utilisation des deux amendements simultanément, soit 10% d’amendement (%2 marc et %2
biochar) multiplie encore par trois le rendement de Ni par vase. Donc l'utilisation combinée
d’amendements est une stratégie prometteuse.
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Fig. f _ Concentration de Ni dans les parties aériennes de L. emarginata et quantité de Ni extrait par
vase de végétation selon quatre substrats. 0% : substrat non amendé constitué de 10% de boue de phosphatation
et 90% de terre de biopile, 5%Bc : substrat amendé avec 5% (m) de biochar 1, 5% marc : substrat amendé avec 5% de marc
de café, 5%Bc+5%marc : substrat amendé avec 5% de chacun des amendements. Les valeurs affectées de la méme lettre ne
sont pas significativement différentes : les lettres minuscules comparent les concentrations (p<0,05, Newman Keuls), les
lettres majuscules comparent les quantités (p<0,05, Newman Keuls).
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C/ Expérimentation 3 : potentiel de L. emarginata a végétaliser trois délaissés métalliques

Cette troisiéme expérience évalue la capacité de trois boues métalliques contenant du Ni pour la
croissance et le transfert du Ni vers une plante hyperaccumulatrice.

Trois boues métalliques sont utilisées, elles sont présentées dans la Partie 2 et en Annexe 1. La
boue A est acide et contient 0,57% de Ni et 6,7% de Zn, les 2 autres boues sont basiques, la boue
B contient 1,18% de Ni et 19% de Ca, la boue C contient 3,5% de Ni, 3,4% de Zn et 18% de Bi. A
partir de ces 3 boues métalliques sont préparés des substrats en mélangeant 10% de boue et 90%
de terre de biopile (m/m). Pour les boues A et B, une modalité avec un amendement de 5 % de
biochar 1 est préparée. Dans le cas de la boue C, la toxicité élevée observée lors des tests de
germination indique la nécessité de la présence de biochar pour la germination. Les vases sont
semés avec L. emarginata S I1. Trois répétitions sont faites et trois plantules sont conservées par
vase, la culture dure 12 semaines.

La biomasse augmente sur la boue A en présence de biochar. Avec 5% de biochar, les deux boues
présentent la méme production de biomasse que la boue B sans biochar (Fig. g). Aucune
germination n’a été observée sur la boue C, donc aucune plante n’a été récoltée.

Sur la boue B, la concentration du Ni et la quantité de Ni extrait sont supérieurs aux valeurs
obtenues sur la boue A (Fig. h). La concentration du Ni dans les parties racinaires est supérieure
sur la boue A.

Le pH est supérieur sur les substrats élaborés avec la boue B (Fig. i). La présence de biochar
diminue la conductivité du substrat. Cette diminution est immédiate sur le substrat avec la boue
B, elle est visible seulement a l'issue de la culture sur la boue A. La conductivité de tous les
substrats est inférieure a I'issue de la culture comparée au to.

Finalement, le substrat élaboré avec la boue B et 5% de biochar a le meilleur potentiel pour
I'agromine du Ni avec L. emarginata dans les conditions de I'expérimentation.

M Parties aériennes

B Parties racinaires I ‘

Boue A_0% Boue A_5%Bc Boue B_0% Boue B_5%Bc

Biomasse (g)
SR I
[\ > (o)) [ee] - S} > [e)} e}

o
L

Fig. g _ Biomasse des parties aériennes et racinaires de L. emarginata apreés 12 semaines de culture
sur le substrat élaboré selon la boue employée dans la formulation du substrat et la dose de biochar
amendée. Boue A : boue de phosphatation, Boue B : boue de sorite d’'une STEP industrielle. Les barres verticales indiquent
les écarts-types.
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Fig. h _ Concentration du Ni dans les parties aériennes de L. emarginata sur un substrat contenant
10% de boue A ou de boue B amendée ou non avec 5% de biochar. Boue A : boue de phosphatation, Boue B :
boue de sortie d’'une STEP industrielle. Les barres verticales indiquent les écarts-types.
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Fig. i _ pH des substrats avant et apres culture de L. emarginata. t0 : début d’expérience, 120] : apreés 120
jours de culture.

D/ Expérimentation 4: potentiel de trois espéces hyperaccumulatrices de Ni sur un
substrat élaboré a partir d’'une boue de phosphatation

Cette quatrieme expérience vise a comparer |'efficience d’extraction du Ni, sur un substrat élaboré
avec une boue de phosphatation, de trois espéces hyperaccumulatrices de Ni: B. tymphaea,
L. emarginata et A. murale en absence ou en présence de biochar.

Les populations utilisées sont B. tymphaea S 111, L. emarginata S VIII et A. murale S 11 (cf Partie 2).
Elles sont cultivées sur un substrat élaboré avec un rapport 10/90 (m /m) de boue de
phosphatation/terre de biopile et un amendement de 5% (m) de biochar 1. Dans le cas d’A. murale
et de L. emarginata des modalités sans biochar sont effectuées (cf composition dans la Partie 2).
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Fig. j _Biomasses des parties aériennes et racinaires d’A. murale, L. emarginata et B. tymphaea sans
ou avec 5% de biochar sur le substrat élaboré. Aly : A. murale, Lept : L. emarginata, Born : B. tymphaea, MO : 0%
de biochar, M5 : 5% (m) de biochar 1. Les barres verticales indiquent les écarts-types.
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Fig. k _ Concentration du Ni dans les parties aériennes et racinaires d’A. murale, L. emarginata et
B. tymphaea sans ou avec 5% de biochar sur le substrat élaboré. Aly : A. murale, Lept : L. emarginata, Born :
B. tymphaea, M0 : 0% de biochar, M5 : 5% (m) de biochar 1. Les barres verticales indiquent les écarts-types.
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Fig. 1 _ Quantité de Ni extrait par vase de végétation dans les parties aériennes et racinaires de
A. murale, L. emarginata et B. tymphaea sans ou avec 5% de biochar sur le substrat élaboré. Aly : A.

murale, Lept : L. emarginata, Born : B. tymphaea, M0 : 0% de biochar, M5 : 5% (m) de biochar 1. Les barres verticales
indiquent les écarts-types.
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Les pH initiaux des substrats ne sont pas différents selon I'absence ou la présence de biochar. A
I'issue de la culture, le pH n’évolue pas dans le cas d’A. murale et B. tymphaea, mais augmente en
présence de L. emarginata (Fig. m).

6,55

6,50

T
6,45
6,40
6,3
6,30

MO Aly MO Lept M5 Aly M5 Lept M5 Born

pHeau

w1

Fig. m _pH des substrats a I'issue de la culture d’A. murale, L. emarginata et B. tymphaea sans ou avec
5% de biochar sur le substrat élaboré. Aly: A. murale, Lept: L. emarginata, Born : B. tymphaea, M0 : 0% de
biochar, M5 : 5% (m) de biochar 1. Les barres verticales indiquent les écarts-types.
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Annexes de la Partie 5 :
Mise en ceuvre et optimisation de I'agromine sur des
substrats élaborés avec une boue métallique industrielles

Annexe 52_ Composition pseudo totale des mélanges et des boues. Dosage a I'ICP-OES aprés extraction eau
régale. Mél 80/20 ; mélange (v/v) de 80% de terre de biopile et 20% de compost, Boue5Ch : boue 5 chaulée avec 2,5% (m)

- Annexes -

de Ca(OH)z, MBP : mélange avec 10% (m) de boue pure, MBCh : mélange avec 10% (m) de boue chaulée.

Eléments Mél 80/20 Boue5 Boue5Ch MBP MBCh Unité
Al 14958 £ 702 37,8+11,2 68,7+£6,9 17 367 + 653 17089 +483 mgkg!
As 13,7+0,5 2,30+0,10 2,23+0,10 13,301 12,6 £0,8 mg kg1

B 168+1,1 2,61+0,09 2,54 £ 0,08 18,5+0,8 188+1,6 mg kg1
Ca 49623 +1817 1186 +50 20553+174 47606+1515 52789+3106 mgkg!
Cd 4,46 £ 0,64 <LD <LD 3,61+0,11 3,57 £0,25 mg kg1
Co 8,17 +0,29 5,29+0,10 5,03+0,02 7,62 0,35 7,62 0,42 mg kg1
Cr 43,7+1,0 51,6 +0,5 48,7 +0,02 45,7+ 3,4 45121 mg kg1
Cu 33120 10,3+£0,1 10,0 £2,0 30,6 0,4 284+1,0 mg kg1
Fe 20593 +1647 214130+3716 208878+638 38361+1179 38692+1707 mgkg!
K 2530+ 125 1825+38 1811+48 3059+168 3052+91 mg kg1
Mg 5159 + 261 <LD 114+9 4954 + 232 4950+176  mgkg!
Mn 495 + 27 9828 £ 235 9618 + 32 1420111 1385+42 mg kg1
Na 187 £ 45 18790 £ 424 18276 £ 127 1946 £ 144 1864 25 mg kg1
Ni 299+1,1 5790+ 132 5625+11 544 + 39 529+7 mg kg1
P 1072 +67 191075+4153 185566+205 18522+1175 18291 +423 mgkg?
Pb 52,6 +6,8 7,08 £ 0,20 7,14 £ 0,15 39,3+1,8 388+29 mg kg1
S 570 + 75 <LD <LD 598 + 80 497 + 37 mg kg1
Zn 166 +3 63846 + 1441 62176 + 350 5852 +393 5747 +113 mg kg1

Annexe 53 _Répartition des biomasses végétales selon leur catégorie et le substrat. Poids sec ind vivant :
biomasse des individus vivants a lissue de la culture, Poids sec ind morts : biomasse des individus morts a l'issue de la
culture, MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP : couche de boue pure.
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Annexe 54 _ Concentrations du Ni et du Zn dans les parties aériennes de L. emarginata selon le
substrat élaboré. V: individu(s) vivant(s), M: individu(s) mort(s), MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue
chaulée, CBP : couche de boue pure. Les valeurs affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes
(Newman Keuls, p<0,05) : lettres majuscules pour NiV, lettres minuscules pour ZnV, lettres grecques pour ZnM, pas de
différence significatives pour NiM.
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Annexe 55 _ Concentrations du Ni et du Zn dans les parties racinaires de L. emarginata en fonction
du substrat et de la profondeur dans le vase. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP :
couche de boue pure, A : strate supérieure, B : strate intermédiaire, C : strate inférieure.
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Annexe 56 _Matrice de corrélation des éléments dosés dans les parties aériennes de L. emarginata
ainsi que les biomasses aérienne (BioPA), racinaire (BioPR) et le taux de survie. Coefficients de
Spearman, les cases blanches indiquent que le coefficient n’est pas significatif (p>0,05).
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Annexe 57 _ Concentrations du Ni et du Zn disponibles (extraction DTPA) dans le substrat a I'issue
de la culture en fonction de la profondeur et du substrat. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue
chaulée, CBP : couche de boue pure, A : strate supérieure, B : strate intermédiaire, C : strate inférieure. Les barres verticales
indiquent les écarts-types. Les concentrations du Ni affectées de la méme lettre majuscule ne sont pas significativement
différentes (Newman Keuls, p<0,05). Les concentrations du Zn affectées de la méme lettre minuscule ne sont pas
significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05), N=3.
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Annexe 58 _Modélisation de la complexation du DTPA avec le Zn et le Ni lors d’'une extraction sur la

boue de phosphatation. D’aprés la norme NF X 31-121. a) Modélisation de I'extraction au DTPA sur la boue pure et b)
Modélisation de la précipitation des hydroxydes métalliques (de Ni et Zn) sur la boue pure en fonction du pH. Conditions
initiales en métaux : contenu total de la boue pure.
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Annexe 59 _ Dispositif de culture en bacs. a) Schéma de I'emplacement des modalités b) Photographie a l'issue du
remplissage des bacs (le 22 aotit 2016).
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Annexe 60 _ Caractéristiques des substrats. Analyses sur la fraction inférieure a 2 mm (analyses agronomiques :
Auréa AgroSciences, analyses élémentaires : Eurofins, et analyses DTPA au Laboratoire Sols et Environnement).

2 Mélange+ a
Parametre mesuré Me;z;g%:: /l::rut 10% B%)ue I\l/:f)ll?:cgﬁ;il(:é? Unité
pure

Refus pondéral a 2 mm (Eurofins)? 63,3 10,7 58,6 % P.B.
Refus pondéral a 2 mm (Auréa)? 65 59 49 % P.B.
Texture2
Argiles 131 142 150 g kgt
Limons fins 128 179 170 g kgt
Limons grossiers 84 67 77 g kgt
Sables fins 155 132 163 gkgl
Sables grossiers 502 479 439 gkgt
Indice de battance 0,3 0,8 0,8 -
Indice de porosité 3,8 3,4 2,9 -
Matiéres organiques et azote
C Organique Total par Combustion3 3,26 1,66 1,32 %
Matieres organiques* 3,6 2,5 2,4 %
N total (Kjeldahl)s 0,07 0,7 0,07 %
N total (Dumas)é 0,187 0,406 0,373 %
Rapport C/N+6 111 3,6 3,7 -
Statut acido-basique
pH eau? 8 6,6 6,7 -
CaCOs3 total 8 565 383 463 g kgt
CaCOs actif 9 68 52 71 gkgl
CaO échangeable 10 11,54 9,95 8,82 gkgl
CEC Metson1! 7,8 11,2 11,6 cmol+ kg1
Eléments nutritifs P, K, Mg
P20s Olsen 12 0,301 0,78 1,115 gkgl
K2013 0,538 0,139 0,163 gkgl
MgO14 0,365 0,348 0,337 gkgl
K/Mg 0,62 0,17 0,21 -
K20/MgO 1,5 0,4 0,5 -
Capacité hydriquels
Capacité de rétention en eau a pF 4,2 8,53 10,12 17,04 % MS
Capacité de rétention en eau a pF 2,5 23,51 33,18 36,103 % MS
Capacité de rétention en eau a pF 2,3 20,837* 34,529 33,639* % MS
Réserve utile 95 81 86 mm d'eau cm-?

de sol
Biomasse microbienne16
Biomasse microbienne 227 190 176 mg C microbien

kg1 sol sec
Eléments pseudo-totaux??
Al 8150 7440 6590 mg kg1
As 21,5 14,7 14,4 mg kg1
cd 1,17 0,49 <0.40 mg kg1
Co 8,76 2,44 <1.00 mg kg1
Cr 31,6 36,3 41,2 mg kg1
Cu 46,3 24.6 20 mg kg1
Fe 2,13 9,19 11,3 %
Ni 33,5 950 1610 mg kg1
Pb 423 24,6 21,2 mg kg1
Zn 0,0199 1,93 2,83 %
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2 Mélange+ z
Parametre mesuré Me;:;g?(f /l::rut 10% B%)ue nng:gﬁ;i&? Unité
pure

DTPA18

Fe 63,97 27,82 43,18 mg kgt
Mn 5,55 82,79 57,89 mg kg1
Ni 0,44 126,20 139,68 mg kg1
Pb 5,25 0,90 2,60 mg kg-!
Zn 22,43 174,97 207,69 mg kg1

1 Refus a 2 mm selon NF ISO 11464, 2 Granulométrie sans décarbonatation, 3 C organique total par combustion selon NF ISO 10694
(eurofins), * Matiére organique NF EN 13039 (Auréa AgroScience), > N total Kjeldahl, adapté de NF EN 13342 (eurofins), ¢ N total Dumas
NF EN ISO 13654-2 (Auréa AgroScience), 7 pH eau, méthode Auréa, 8 CaCOs total, méthode Auréa selon NF ISO 10693, ° CaCOs actif, NF
X31-106 (méthode Drouineau), 1* Méthode Auréa selon NF X31-108, 1! Capacité d’échange cationique, méthode Auréa selon NF ISO
X31-130, 12 P assimilable selon Olsen, méthode Auréa selon NF ISO 11263, 13 Potassium échangeable, méthode Auréa selon NF X31-
108, * Magnésium échangeable, méthode Auréa selon NF X31-108, 15 Capacité hydrique, NF ISO 11274 (Auréa AgroScience, *pF 2,3<pF
2,5 enraison de 'hétérogénéité des substrats), 16 Blomasse microbienne, NF ISO 14240-2 mod., 7 Dosage des éléments apres extraction
al’eaurégale NF EN ISO 11885 et NF EN 13346 Méthode B (eurofins), 18 Dosage des éléments extractibles a I'acide diéthylénetriamine-
pentaacétique NF X 31-121/NF ISO 22036.

Annexe 61 _Concentration en Zn et Ni dans les parties aériennes de B. coddii aprés 3 mois de culture
sur les substrats élaborés et dans le témoin. MBP : mélange boue pure, MBCh : mélange boue chaulée, CBP :
couche boue pure, Témoin : plante non installée dans bac. Les barres verticales indiquent les écarts-types. Les valeurs
affectées de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (Newman Keuls, p<0,05, données transformées en log),

N=3.
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Annexe 62 _ Matrice de corrélations et analyse en composantes principales basées sur les
parametres mesurés sur les lixiviats. a) Matrice de corrélation sur les séries a, b, d, ¢, f, g, h, i, j de solutions de sol,
coefficients de Spearman. b) Répartition des modalités dans le plan avec le détail des différents prélévements (a, b, d, e, f, g,
h, i, j : ordre chronologique des prélévements) selon les composantes 2 et 3. respectivement 29 et 11%.
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Annexe 63 _ Matrice de corrélation des quantités d’éléments cumulées dans les lixiviats (QX) au
cours des 3 premiers mois d’expérimentation et des concentrations dosées dans les parties
aériennes (XPA). Coefficients de Spearman.
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Hyperaccumulation du nickel sur des substrats élaborés pour I'agromine

Au regard de 'amenuisement des ressources primaires et de 'augmentation de la production mondiale de
déchets, le concept d’agromine propose de phytoextraire les métaux contenus dans les matériaux délaissés. La
solution proposée dans ce concept s'inspire de la Nature (SBN) et des principes de 'agronomie et s’inscrit dans
une démarche d’économie circulaire. Ainsi, les plantes hyperaccumulatrices (HA) sont capables de prélever les
métaux a partir de leur systéme racinaire pour les stocker a de hautes concentrations dans leurs parties
aériennes. Les enjeux de la these sont de valoriser des déchets ou matériaux secondaires par I'extraction des
éléments d'intérét qu'ils contiennent et d’identifier les plantes a méme de pouvoir se développer sur ces milieux.
L’objectif est de formuler a partir des matériaux choisis un substrat fonctionnel, c’est-a-dire capable de rendre un
service de fourniture en nickel (Ni). Dans cette optique, le substrat doit permettre linstallation et le
développement des HA pour parvenir au transfert des métaux vers les parties aériennes.

Les travaux s’intéressent a une boue de phosphatation acide essentiellement composée de Fe, Zn, P et Mn et
contenant 0,5% de Ni. Des tests de germination et de croissance ont été effectués avec différents substrats
élaborés a partir de cette boue assemblée avec un mélange terreux. Le substrat retenu est constitué de 10% de
boue et 90% de terre (m/m). Sur celui-ci, 'HA Alyssum murale produit une biomasse supérieure comparée a un
sol témoin (sol ultramafique au méme pH et contenant la méme quantité de Ni biodisponible), malgré des signes
de toxicité pour les plantes. Un des verrous majeurs est la forte toxicité due a la présence de 6% de Zn dans la
boue. Deux voies d’amélioration du substrat sont expérimentées: i) l'utilisation d’amendements et ii) la
disposition des matériaux dans le profil. L’'amendement le plus efficace est un biochar de bois ; il améliore le
développement des plantes et ainsi la quantité de Ni phytoextraite. De plus, en modifiant la disposition des
matériaux au sein du profil par une répartition en couches, la production de biomasse et la phytoextraction sont
améliorées. Ce dispositif permet de lever la toxicité liée au Zn. Il apparait essentiel de contrdler le pH du substrat
lors d’'une multi-contamination car I'immobilisation du métal varie selon I'élément.

L’association du génie pédologique et du génie végétal a permis de formuler un substrat fonctionnel pour la
récupération d’éléments d’intérét tel que le Ni. Ces travaux démontrent la possibilité de valoriser des sous-
produits appelés classiquement « déchets » pour obtenir une plus-value, diminuant aussi leur charge métallique
et faisant émerger une nouvelle source de métaux « d’origine végétale » obtenue par I'agromine.

Mots clés : hyperaccumulateurs, agromine, nickel, élaboration de substrats, phytodisponibilité, fertilité physico-
chimique

Ni hyperaccumulation on elaborated substrate for agromining

In view of the depletion of primary resources and the increase in global waste production, the concept of
agromining proposes phytoextracting the metals contained in abandoned materials. The solution proposed in
this concept is inspired by Nature (NbS) and the principles of agronomy and is part of a circular economy. Thus,
hyperaccumulator plants (HA) are able to collect metals from their root system and to store them at high
concentrations in their aerial parts. The challenges of the thesis are to give value to waste or secondary materials
by extracting the elements of interest that they contain and to identify the plants able to develop on these media.
The objective is to formulate, from the chosen materials, a functional substrate, that is to say, capable of rendering
a Ni supply service. From this point of view, the substrate must allow the installation and the development of the
HAs in order to transfer the metals to the aerial parts.

The work focuses on an acid phosphating sludge essentially composed of Fe, Zn, P and Mn and containing 0.5%
Ni. Germination and growth tests were carried out with different substrates prepared from this sludge assembled
with a soil sample mixture. The retained substrate consists of 10% sludge and 90% soil (w/w). On the latter, HA
Alyssum murale produces a higher biomass compared to a control soil (ultramafic soil at the same pH and
containing the same amount of bioavailable Ni), despite signs of toxicity to plants. One of the major locks is the
high toxicity due to the presence of 6% Zn in the sludge. Two ways of improving the substrate are tested: i) the
use of amendments and ii) the arrangement of materials in the profile. The most efficient amendment is a wood
biochar; it improves the development of plants and thus the amount of phytoextracted Ni. In addition, by
modifying the layout of the materials within the profile by a layered distribution, biomass production and
phytoextraction are improved. This device makes it possible to remove Zn-related toxicity. It is essential to
control the pH of the substrate during multi-contamination because the immobilization of the metal varies
according to the element.

The association of soil engineering and plant engineering has made it possible to formulate a functional substrate
for the recovery of elements of interest such as Ni. This work demonstrates the possibility of upgrading by-
products conventionally called "waste" in order to obtain a surplus value, also reducing their metallic charge and
bringing about a new source of "plant-derived" metals obtained by agromining.

Key words: hyperaccumulator, agromining, nickel, elaboration of substrates, phytoavaibility, physico-chemical
fertility
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