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1. Introduction I3

1

INTRODUCTION

Les phénomeénes de mobilisation (solubilisation — transfert vers les eaux et les
organismes), d'immobilisation (dépdt — concentration) et de redistribution des éléments
minéraux majeurs et en traces dans les systémes sols - plantes impliquent des processus
physiques, chimiques et biologiques qui sont sous la dépendance de divers paramétres (roche
mere, climat, organismes vivants, topographie). Parmi ces facteurs, les plantes avec leur
rhizosphere et les microorganismes (associ€és ou non aux racines) sont des agents bien
reconnus pour leur implication dans les phénoménes d'altération des minéraux (Berthelin
1983, Berthelin er al. 1994, Weiss 2004) et de mobilité d'éléments majeurs et en traces
(Berthelin et al. 1995, Leyval et Joner 2001, Quantin et al. 2002).

Divers types d'interactions "microorganismes — minéraux — matiéres organiques” ou
"microorganismes — minéraux — racines" sont ou paraissent pouvoir &tre impliqués (Berthelin
et al. 1994, Landeweert 2001). Certaines d'entre elles sont déja bien identifiées pour leur
impact sur l'altération des silicates (Leyval et Berthelin 1991) et la mobilisation d'éléments en
traces (Quantin ef al. 2002).

Un probléme majeur concerne la mobilisation — dispersion — redistribution d'éléments
en traces, contaminants potentiels des eaux et de la chaine alimentaire, portés par des phases
"oxydes" et "oxy-hydroxydes ferriques" (Adriano 2001, Massoura et al. 2006). En effet de
telles situations sont fréquentes dans de nombreux milieux tant tropicaux que tempérés
(Becquer ef al., 1995, 1997) et présentent ou peuvent présenter un danger. Par ailleurs, les
mécanismes et paramétres fondamentaux impliqués dans les processus qui déterminent ces
phénomeénes dans la rhizosphére sont encore trés incomplétement voire trés mal connus
(Hinsinger 2001).

Cette problématique a commencé a étre étudiée avec les sols de Nouvelle-Calédonie

(Ferralsols) qui seront retenus pour ce travail de recherche.

La Nouvelle-Calédonie posséde une géologie particuliére. 40% de son sous-sol sont en
effet composés de roches méres ultrabasiques (trés pauvres en silice, et riches en minéraux

ferro-magnésiens tels que les olivines, pyroxénes et serpentines) (DGEMP 1997 ; Sciences au
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Sud, le Journal de 1'TRD 2003). Exposées pendant plusieurs millions d'années a la chaleur et
aux pluies du climat tropical, ces roches ont subies une altération géochimique intense qui a
généré un manteau latéritique épais de plusieurs dizaines de metres par endroit. Lors de la
dissolution de la roche saine, le nickel, présent en faible teneur (inférieur & 0,5% en poids) a
été libéré, puis s'est concentré pour former les minerais nickéliferes riches en silice (les
garniérites) et/ou en fer. De ce fait, la Nouvelle-Calédonie est le 4° pays producteur de nickel
(surnommé ’or vert de la Nouvelle-Calédonie) et posséde le quart des ressources mondiales
en nickel.

Mais cette ressource inespérée a une contrepartie : trés pauvres en éléments nutritifs,
ces sols latéritiques sont riches en métaux (Ni, Cr, Co, Mn, Fe), reliques des roches
ultrabasiques préservées en surface. Ceux-ci peuvent étre d’une grande biodisponibilité et
toxicité dans les sols de plaine (L'Huillier 1994) et sont un probléme majeur pour 1’agriculture
locale. En effet, depuis de nombreuses années, la volonté de développement agricole de ces
régions réputées infertiles se heurte au déficit de croissance des cultures fruitires et
maraichéres par déficit en éléments nutritifs et accumulation de doses toxiques en métaux
dans les végétaux (Institut Agronomique Néo-Calédonien, Rapport d'activité 2002). Ce déficit
est comblé par des apports de fertilisants dans les sols cultivés, et le phosphore a alors pour
effet de déplacer le chrome vers les phases plus disponibles (Becquer ef al., 2003). La
disponibilité et toxicité de ces métaux, notamment le nickel, est telle qu'elle a favorisé
l'apparition d'une flore endémique exceptionnellement riche et remarquable adaptée a ces sols.
La flore des foréts sur roches ultramafiques a ainsi des taux d'endémismes plus élevés que
celle des foréts sur roches acides et apparait nettement plus originale (Jaffré ef al., 1997). Les
mécanismes d'adaptation des plantes sur ces substrats sont variés, parmi lesquels I'hyper-
accumulation du nickel (Sebertia acuminata, Perrier et al, 2004) et la symbiose
mycorhizienne.

A T'heure du développement durable et de la protection des sols et de l'environnement
en général, comprendre les mécanismes de mobilisation des métaux et I'évolution des
manteaux d'altération par la définition des cycles biogéochimiques des éléments est d'une

importance particuliére.

Outre cet intérét économique certain, les sols ultramafiques de Nouvelle-Calédonie
sont des sites privilégiés pour les sciences fondamentales traitant de la dynamique du fer et du
manganese et des éléments qui leurs sont associés dans les sols plus ou moins hydromorphes.

Le nickel de ces sols est en effet contenu principalement dans les oxyhydroxydes de fer, dont
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la stabilité est contrdlée par les conditions physico-chimiques du milieu (conditions d'oxydo-
réduction, hydromorphie, pH). L'état d'oxydation du fer et du manganése est un bon traceur de
I'état hydrique des sols. Le couplage entre le cycle du carbone et la dynamique du fer a été
proposé puis démontré (Berthelin 1982, Lovley & Phillips 1986, Ehrlich 2002, Stemmler et
al. 2003), puisque des bactéries aéro-anaérobies et anaérobies utilisent des composés
organiques comme source de carbone et d'énergie pour leur activité ferriréductrice. La
saturation d'un sol, limitant ou empéchant le renouvellement de I'oxygeéne, provoque l'anoxie
du milieu, et en conséquence le développement de bactéries anaérobies. Celles-ci utilisent
alors le fer ferrique comme accepteur d'électrons spécifique final par un processus dit de
respiration anaérobie ou parallelement & des processus de fermentation (Berthelin 1982,
Lovley 1991, Berthelin ef al, sous presse). Une des conséquences de ces phénomeénes
biogéochimiques est aisément visible : il s'agit de la variation de la couleur des sols. En effet,
en forét tropicale humide la coloration des sols est liée a la présence d’hématite rouge (oxyde
de fer), de goethite brun-jaune (oxy-hydroxyde de fer) et de matiéres organiques (coloration
brune, noire, grise) (Tardy 1993). Un engorgement hydrique prolongé du sol (saturant d’eau
la porosité) entraine une réduction partielle du fer, qui devient soluble et peut migrer. Quand
le sol se ressuie, le fer en solution précipite et forme des taches rouilles caractéristiques. Avec
le temps, 1’élimination progressive du fer entraine une décoloration du sol. Un sol rouge
témoigne donc d’un sol riche en fer. Les sols bruns a taches rouges témoignent de la
mobilisation du fer par la circulation d’eau. Le jaunissement des sols tropicaux correspond a
I'élimination d'hématite (Macedo et Bryant 1989). Différents travaux ont ainsi utilisé la
couleur du sol pour cartographier I’engorgement (Barthes, 1991; Cantet, 2004).

L'existence de ces phénomeénes est bien connue, mais de grandes zones d'ombre
subsistent dans la compréhension des mécanismes mis en jeu et de l'implication des
paramétres environnementaux sur la réduction-dissolution des phases minérales, la

mobilisation des éléments qui leur sont associés et de leur redistribution.

Le but de ce travail est de déterminer le r6le de paramétres environnementaux
biotiques (présence ou non de plantes et de microorganismes) et abiotiques (état hydrique du
sol, type de matieéres organiques présentes) sur l'altération des oxy-hydroxydes de fer et de
manganése et la mobilisation des éléments traces qui leurs sont associés (Ni, Cr, Co) dans des
conditions relativement proches de celles in situ. Le projet s'est articulé autour de trois axes

représentant l'influence de trois parametres :
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- la présence ou non de racines dans le sol, qui pourra jouer sur l'aération et sur la
quantité et la nature des matiéres organiques présentes, et donc la dynamique et l'activité des
microorganismes qui vont se développer. Un dispositif simple de culture de mais en pots (ou
vase de végétation) a été utilisé afin de se rapprocher au mieux des conditions
environnementales in situ, avec présence de pots-témoins non plantés.

- la présence ou non de microorganismes plus ou moins spécifiques (microflore totale,
communautés bactériennes isolées de la rhizosphére du mais pour leur capacité & réduire et
dissoudre les oxydes de fer et de manganése). Un dispositif plus complexe de culture en
colonnes axéniques a permis de cultiver des plantes en condition stérile ou en ne conservant
qu'une microflore ré-inoculée aprés stérilisation du systtme de culture. L'effet des
microorganismes a été différencié de celui de la rhizosphére par 'utilisation de pots-témoins
non plantés. L'utilisation de communautés bactériennes isolées de la rhizosphére du mais a
permis de distinguer l'effet de populations plus spécifiquement ferri- et mangani-réductrice
sur I'altération des minéraux de la population totale et moins spécifique du sol.

- ['état hydrique du sol qui va influencer 1'oxygénation du milieu et la dynamique et
activité des microorganismes. Deux types de dispositifs totalement différents ont permis
d'étudier d'une part l'effet d'un engorgement du sol en présence de plantes (dispositif ouvert en
colonne avec alimentation en eau) et d'autre part l'effet d'apports d'exsudats racinaires
modéles sur le sol placé en condition dhumidité variable et condition atmosphérique

contrdlée (systémes fermés en batch a atmosphére initiale micro-aérophile).

Dans tous les cas, l'altération et/ou biodégradation des constituants minéraux et
organo-minéraux des sols ont été suivies et quantifiées par le transfert aux plantes et la
dissolution et la redistribution des éléments entre les différents compartiments solubles et
insolubles, du plus disponible (éléments hydrosolubles totaux et réduits) au plus stable
(oxydes de fer bien cristallisés). En paralléle, les variations des conditions environnementales,
I'état des communautés bactériennes et leur activité ont été¢ déterminés par des mesures entre

traitements biotiques et abiotiques et en comparant l'impact de parametres étudiés.
q q p p

Aprés cette introduction générale, le manuscrit débute (Chapitre 1) par un état
synthétique des connaissances actuelles sur le fer dans les sols, sa chimie et biochimie, ainsi
que celles des éléments associés étudiés (Mn, Ni, Cr et Co). Ce chapitre se termine en

resituant les phénomenes étudiés dans le cadre de la rhizosphere.
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Le Chapitre 2 décrira les matériels, méthodes et dispositifs expérimentaux utilisés tout
au long de ce travail.

Les résultats sont ensuite présentés en trois parties correspondant a 1'étude des
paramétres décrits ci-dessus.
La partie I (Chapitre 4) traite du role de la rhizosphere et du sol non rhizosphérique dans
l'altération minérale des oxydes et oxy-hydroxydes porteurs d'éléments en traces.
La partie II (Chapitres 5 et 6) concerne le facteur "Microorganismes" avec en premier lieu la
recherche et l'isolement de communautés ferri- et mangani-réductrices et la caractérisation du
comportement de communautés isolées de la rhizosphére. En second lieu cette deuxiéme
partie des résultats définit le role des microorganismes associés ou non & la rhizosphere dans
l'altération des constituants des différents compartiments géochimiques définis par extractions
séquentielles et la mobilisation et redistribution des éléments étudiés.
La partie III présente I'impact du facteur "état hydrique du sol", avec dans un premier temps
I'influence des changements de 1'état hydrique en présence ou non de plantes (Chapitres 7).
Dans un deuxiéme temps (Chapitre 8) l'influence des perturbations de I'état hydrique couplé a
des apports d'un milieu rhizosphérique modéle (exsudats) en conditions contrdlées est étudiée.
Enfin, le Chapitre 9 correspond a la discussion-conclusion générale et aux perspectives en
s'attachant a préciser l'influence de la rhizosphére sur la mobilisation du fer, du manganése et
des éléments en traces associés (Ni, Cr, Co), I'impact sur l'altération des oxyhydroxydes du
sol et la redistribution des métaux dans les compartiments géochimiques, I'évolution de la
biodisponibilité des métaux et le rdle des microorganismes rhizosphériques, des exsudats

racinaires et de I'état hydrique du sol.
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2

ETAT DES CONNAISSANCES

"Le sol peut étre défini comme le produit de l'altération, du remaniement et de
l'organisation des couches supérieures de la croiite terrestre sous l'action de la
vie, de l'atmosphére et de ['organisation des échanges d'énergie qui s'y
manifestent"

(Aubert & Boulaine 1967)

2.1 Introduction

Les sols sont des réacteurs biogéochimiques complexes et interactifs, réservoirs de
microorganismes qui se situent 3 l'interface atmosphére — hydrosphére — biosphére —
lithosphére (Figure 2.1). Ils supportent la plus grande part des activités humaines, des
productions végétales et des écosystémes terrestres, et leurs caractéristiques bio-physico-
chimiques en font des filtres et des milieux actifs assurant la qualité des eaux, de l'air et des
productions végétales. Leur réle en tant que compartiment essentiel du fonctionnement de
'écosysteme terrestre n'est plus & démontrer.

Parmi les facteurs qui contrblent le fonctionnement biogéochimique et/ou bio-physico-
chimique des sols, l'implication des microorganismes associés ou non a la rhizosphére des
plantes dans les phénomenes d'altération des minéraux et le fonctionnement des cycles des
éléments est bien reconnue (Berthelin ef al. 1994, Gobat et al. 2003, Leyval & Berthelin
1991). Ces microorganismes associés ou non au systéme racinaire sont impliqués dans
l'altération (silicates, sulfures, phosphates, oxydes...) et dans la formation (oxydes,
phosphates...) de nombreux minéraux et le cycle d'éléments majeurs (N, P, S, Fe...) et en
traces (As, Ni, Co, Se...). Ils peuvent mettre en oeuvre divers processus (oxydation,
réduction, production de composés acides et/ou complexants, biodégradation de
complexes...) particulierement efficaces. Les incidences concernent aussi bien la formation,
le fonctionnement, 1'évolution et la dégradation des sols que la libération et la disponibilité
d'éléments nutritifs ou toxiques majeurs et en traces. Les minéraux du sol contiennent a la fois

des éléments essentiels aux organismes soit en tant que nutriments moyens (potassium,
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phosphate...) ou oligo-éléments (Fe, Mn, Cu, Ni...) et des éléments toxiques (Pb, Hg, Cd...) ou
potentiellement toxiques a fortes doses (Cu, Zn, Ni) (Bourrelier & Berthelin 1998). Les
oxydes de fer, par exemple, contiennent réguliérement des métaux lourds inclus dans leur
réseau cristallin. Du phosphate est souvent adsorbé a leur surface. Les oxydes et oxy-
hydroxydes de fer sont des minéraux trés peu solubles sauf si les conditions d'acidité et
d'oxydo-réduction sont significativement modifiées (McBride 1994). Les microorganismes du
sol et en particulier les bactéries participent a 1'altération de ces minéraux, ce qui a pour effet
de libérer les éléments dans le milieu naturel et de les rendre biodisponibles. A cela s'ajoute
des problémes d'érosion, notamment dans les zones tropicales ou les oxydes de fer sont des
constituants majeurs des sols. Ils constituent par ailleurs le "ciment" de ces sols et leur
altération peut provoquer des désagrégations importantes.

La dissolution des oxy-hydroxydes de fer étant contrlée par la chimie du fer,
connaitre le comportement et la biodisponibilité de cet €lément est un enjeu environnemental
de taille, tant au niveau de I'évolution et la dégradation des sols qu'au niveau de la qualité des
eaux et des végétaux. Une meilleure compréhension des processus et parametres de
mobilisation du fer et des éléments qui Iui sont associés constitue un réel intérét fondamental

et appliqué.
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Figure 2.1 Le sol, interface dans ['écosystéme (d'aprés Robert, in Bourrelier et Berthelin, 1998)
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2.2 Le fer dans les sols

2.2.1 Généralités

Le fer est quantitativement le 4° élément de 1'écorce terrestre, apres l'oxygene, le
silicium et I'aluminium, et représente 4,7% en masse. C'est un élément essentiel & la vie et son
niveau de déficience critique dans les plantes se situe entre 50 et 150 pg.g” de matiére séche
(MS), ce qui pose d'énormes problémes dans les productions agricoles, notamment sur sol
calcaire ou le fer est trés peu disponible (Marschner 1986).

Dans les sols, les pédologues et chimistes ou géochimistes du sol distinguaient deux
familles principales : le fer dit "libre", c'est-a-dire le fer qui n'est pas lié a la structure d'un
réseau silicaté, et le fer "silicate". Le fer "libre" est communément considéré comme étant le
fer extractible par des réactions de réduction et/ou complexation et mobilisable du sol
(Duchaufour 1970). Toutefois diverses études ont bien montré la possibilité de mobiliser,
selon les conditions de milieu, le fer des oxydes, oxyhydroxydes mais aussi des silicates,

sulfures, et phosphates (Lerman & Meybeck 1988, Ehrlich 2002...).

2.2.2 Réactions d'oxydo-réduction

La chimie du fer est principalement contr6lée par les réactions d'oxydo-réduction (1)

et secondairement, de formation de complexes organo-métalliques.
Fe*" < Fe'* + ¢ (1)

La figure 2.2 représente les domaines d'existence des différentes formes du fer en
fonction du pH et du Eh de la solution. Le fer présente trois états d'oxydation : le fer réduit
Fe(Il), le fer oxydé Fe(Ill) et le fer métallique & 1'état de valence Fe(0). Dans les phases
solides et liquides du sol il est présent sous forme Fe(Il) ou Fe(II).

3 principaux domaines redox peuvent étre définis :

1. Eh : 450-800 mV : O, est présent sous forme dissoute et les réactions d'oxydations
sont dominantes.

2. Eh : 450-0 mV : Fe** < Fe(OH); La teneur en O, dissous décroit, le transfert
d'électrons se fait vers des accepteurs d'électrons (nitrates, hydroxydes de fer, MnOs...)

3. Eh négatif : 0 4 -300 mV : Milieu anoxique (réducteur). Les matiéres organiques

se décomposent en fermentation anaérobie (Eh nul). Il y a réduction des oxydes de fer. Si le
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Eh est encore plus négatif : (-200 a -300 mV), les sulfates, en se réduisant, vont conduire a la

formation de sulfures de fer (noirs).
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Figure 2.2 Diagramme de Pourbaix (Eh/pH) du fer (Charlot 1983)

Alors qu'il est stable en conditions aérobies acides, Fe** est facilement oxydé
chimiquement en Fe®" & pH supérieur 3 5 (Schroder ef al. 2003). Fe®* est également généré
par l'action de différentes communautés bactériennes qui peuvent utiliser Fe?* comme
donneur d'électrons dans le cas de la respiration de l'oxygéne ou des nitrates, ou comme
source d'électrons pour la photosynthése en conditions anaérobies (Ehrlich 2002). Dans ces
différents cas le Fe(Ill) formé réagit dans les environnement humides en précipitant sous
forme d'oxydes, hydroxydes, phosphates ou sulfates avec de trés faibles solubilité (107% M)
(Schroder et al. 2003). En conséquence, de nombreux milieux qui semblent riches en fer
renferment en réalité une teneur en fer disponible inférieure & 1uM, concentration considérée

comme le seuil nécessaire au maintien de la vie (Neilands 1974).
2.2.3 Importance de I'état hydrique du sol

L'humidité du sol régle l'activité biologique et ce, de différentes manicres : soit

directement (l'eau est indispensable au développement des organismes vivants), soit
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indirectement en modifiant les échanges gazeux ou en transportant diverses substances
(Dommergues & Mangenot 1970, Paul & Clark 1989). L'engorgement des sols est a I'origine
de nombreux changements physico-chimiques. Les changements les plus couramment
rencontrés sont une décroissance du potentiel redox, dénitrification par respiration des
nitrates, réduction et respiration du manganése et du fer, fermentation et sulfatoréduction
(Levy & Toutain 1994, Frenzel ef al. 1999, Gotoh & Patrick 1992, Hines ef al. 1991, Li et al.
2001).

Tableau 2.1 Processus biochimiques en fonction du Eh du sol (Levy & Toutain 1994, d'aprés Takai & Kamura
1966 et Paar 1969).

Processus Eh tmvj Métabolisme  Matidve organigue
mifcrobien soiubly
Disparition de O, 60 s 300 Adrobiose Biodégradation
Phase ¥ Digparition de 5043 300
NO;
Réduction Mn®* 400 3 200 Aceumnulation
Phase 1 Anaérohiose temporaire aprés
Réduction Fe' 3003 100 facultative apport de matidre
organique fraiche
Reéduction 80,7 0a- 150 Anaérobinse Accumuiation forie
Phase HI Formation H; et ~ 15003 - 220 stricte Biodégradation pur
CH, aadrobiose

Dans un milieu saturé en eau, trois grands niveaux successifs d'oxydo-réduction
peuvent &tre distingués (Tableau 2.1, Levy & Toutain 1994, d'aprés Takai & Kamura 1966 et
Paar 1969) :

- Phase I : de l'oxygéne dissous est présent dans l'eau du sol. La baisse de Eh est
corrélée a la diminution de la teneur en oxygéne dissous. Les microorganismes aérobies
utilisent 'oxygene (respiration aérobie). Cette phase est caractéristique des eaux froides et/ou
renouvelées (nappe circulante des alluvions). Le fer reste a I'état ferrique, ce qui conserve une

bonne structure. La biodégradation des matiéres organiques est active.

- Phase II : le Eh continue de baisser alors que I'oxygéne dissous a disparu (Berthelin
1982, Figure 2.3). L'anaérobiose n'est pas compléte car il existe encore dans le sol des
donneurs d'oxygéne ou des récepteurs d'électrons comme Mn*" ou Fe** qui entretiennent la

semi-anaérobiose ou anaérobiose facultative. Cette phase correspond & des phénomenes
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d'hydromorphie temporaire (eaux stagnantes). Si le milieu est acide, l'activité biologique
minéralisatrice devient faible. Le fer est réduit au moins partiellement et est susceptible de

migrer dans le profil.
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Figure 2.3 Influence de la submersion sur l'évolution des teneurs en O,, NOy, Mn®*, Fe*' et les
g

valeurs du Eh d'un sol limono-argileux (Berthelin 1982, d'aprés Turner & Patrick 1968)

- Phase 111 : la totalité du Fe** est réduite, il s'agit d'une phase d'anaérobiose franche,
les Eh sont négatifs. Entre 0 et — 100 mV a lieu la réduction des sulfates et une accumulation
des maticres organiques solubles issues des litieres. Pour les Eh trés bas (-150 a -200 mV) les
fermentations anaérobies deviennent trés actives, les composés organiques solubles
décomposés libérent des gaz comme H, et CHy4. Cette phase correspond & une hydromorphie
provoquée par des eaux stagnantes formant des nappes permanentes, susceptibles de
s'échauffer. L'activité biologique est insuffisante, la matiére organique fraiche insoluble et les
composés organiques solubles s'accumulent dans I'humus en période hivernale ce qui abaisse

progressivement le Eh.
2.2.4 Les oxydes et oxyhydroxydes de fer
Le Tableau 2.2 présente la liste des principaux oxydes et oxyhydroxydes de fer

ferriques présents dans les sols. Dans ces minéraux le fer occupe des sites octaédriques dont la

charpente est constituée par des gros anions (O* et OH") qui occupent la plus grande partie du
p q p plus gr p
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volume de ces minéraux. Le mode d'empilement de ces anions assure la différenciation de ces

oxydes.

Tableau 2.2 Liste des principaux oxydes de fer des milieux pédologiques (Herbillon 1994)

Poids Subsritution o
. L . Prewduit de
Nom Formule spécifigue aluminense ey
S . o solubilité pKs
gon maximele (%)
Hématite oFe,04 5.26 15-16 ~ 42,5
Maghémite e, 0y 4,87 existe 40,5
Gaethite oFeQGOH 4.26 33 =43
Lépidocrocite PreOOH 4,09 faible = 4]
Ferribydrise SFe 0900 =4 =15 =38

& N > 2 . - N Py A .
Formule schimatique, la constitution anforigue de oo minéral demambunt encore & dre précisée.

Les oxydes et oxyhydroxydes rencontrés communément dans les sols (goethite,
hématite, 1épidocrocite, ferrihydrite) peuvent étre fortement substitués par d'autres cations de
rayons ioniques voisins. L'impureté la plus notable est I'ion AI’* qui peut se substituer au
cation Fe** jusqu'a un rapport d'un a trois sites octaédriques dans la structure. Le fer(Ill) de
I'hématite, de la goethite, de la ferrihydrite peut ainsi présenter un taux maximal de
substitution alumineuse de 16, 33 et 15%. Les oxydes de fer peuvent étre de véritables puits et
sources de métaux (Cornell & Schwertmann 1996, Schwertmann & Latham 1986,
Schwertmann & Taylor 1989). Ils peuvent aussi posséder des degrés de cristallinité trés
différents et des structures avec de nombreux défauts qui les rendent plus ou moins sensibles

aux phénomenes d'altération.

La goethite

Dans les anciens textes de minéralogie, la goethite était aussi appelée « fer aciculaire »,
car elle se présente souvent en agrégats de fins cristaux.

La goethite appartient 2 la classe des hydroxydes elle est chimiquement constituée de
fer, d'oxygene et d'hydrogéne. Elle cristallise dans le systéme orthorhombique le plus souvent
en prismes, parfois trés allongés et striés verticalement, moins fréquemment en formes
aplaties, constituées de fines tablettes.

Elle est trés rare en cristaux isolés et en fait, les cristaux distincts sont presque toujours
réunis en agrégats aciculaires, fibreux, foliacés ou écailleux. La goethite se présente plus
communément en masses compactes, réniformes ou stalactiformes, a la structure radiée ou

terreuse. Sa couleur est normalement brun noiratre dans les cristaux, rougeétre ou jaune-brun
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dans les masses compactes, de brun jaunitre & jaune-ocre dans les variétés terreuses. La

couleur de la poudre et de la trainée sur porcelaine poreuse est jaune-brun.
2.2.5 Propriétés de surface des oxydes de fer

Dans les sols, les oxydes de fer sont présents sous forme de minéraux de trés petite
taille (de quelques dizaines a quelques centaines d'Angstrdm), qu'ils soient ou non bien
cristallisés. Ceci leur confére une trés grande surface spécifique, de 60 a 200 m?/g pour les
hématites et les goethites, de 300 4 600 m2.g™ pour la ferrihydrite (Herbillon 1994).

Les oxydes de fer sont des colloides a charge variable, c'est-a-dire que leur charge de
surface est déterminée par les parameétres de la solution avec laquelle ils s'équilibrent. Ainsi,
en fonction du pH, ils peuvent devenir soit des échangeurs d'anions, soit des échangeurs de
cations, soit encore des especes neutres selon que leur surface adsorbe ou non les protons de
la solution (Figure 2.4). Le point isoélectrique, pH pour lequel I'oxyde n'est pas chargé, se
situe entre des valeurs de pH de 8 et 9.

A la différence de 1'échange d'ions, de nature purement électrostatique, l'adsorption
spécifique implique une réaction chimique par échange de ligands. Ces réactions d'échange
font des oxydes de fer des épurateurs particuliérement efficaces des solutions du sol. Les sols

riches en oxydes de fer sont ainsi connus pour étre de gros fixateurs de phosphates.
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Figure 2.4 Schéma réactionnel des oxydes de fer, états et propriétés d'échange. Les traits
verticaux représentent la surface d'un oxyde de fer avec des charges positives (+) en milieu acide
(a), neutres (o) au point isoélectrique (b) et négatives (-) en milieu alcalin (c) (Girard et al. 2005,
d'aprés Herbillon 1994)
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2.2.6 Les formes réductibles du fer dans les sols

Le fer est présent dans différents compartiments du sol qui ne lui offrent pas tous la
méme réductibilité. Le fer réductible des sols peut étre classé de la maniére suivante, par ordre

décroissant de réductibilité :

1. Le fer hydrosoluble est enti¢rement et directement disponible pour la réduction, mais n'est

présent qu'en de trés faibles concentrations (Gotoh & Patrick 1992).

2. Le fer échangeable est la part de fer directement échangeable avec le complexe
d'adsorption des sols. Ce fer est également entiérement réductible, et sa quantité dépend de la

capacité d'échange cationique du sol.

3. Le fer lié aux oxydes de fer peu cristallisés ("amorphes™) est considéré comme étant la
source principale de fer pour la réduction mais n'est que particllement réductible (Lovley

1991 ; Lovley & Phillips 1986 ; Lovley & Phillips 1988 ; Roden & Zachara 1996).

4. Le fer 1ié aux oxydes de fer cristallisés est moins disponible pour la réduction. En fonction
des minéraux, les réductibilités par voie bactérienne suivantes ont été mesurées sur des

oxydes de fer de synthese :

Minéral Réductibilité (%) Source
Lépidocrocite yYFeOOH 2,5 Elsgaard & Jorgensen (1992)
Goethite aFeOOH 1 Lovley & Phillips (1988)

1,5a12,5 Roden & Zachara (1996)

Magnétite Fe;O4 1,5 Lovley & Phillips (1988)
Hématite Fe;O3 0,25 Lovley & Phillips (1988)
0,64 Roden & Zachara (1996)

Les différences de réductibilité entre les diverses formes d'oxydes de Fe(Ill) peuvent
étre expliquées par des différences de surfaces réactives et l'ordre de réductibilité pourrait
alors é&tre le suivant : fer amorphe (ferrihydrite) > 1épidocrocite > goethite > hématite

(Raiswell er al. 1994). Toutefois cette échelle est relative puisque, si les conditions
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expérimentales sont favorables, une goethite de synthese bien cristallisée peut E&tre

entiérement dissoute par réduction bactérienne (Bousserrhine et al. 1999).

Les substitutions cationiques jouent elles aussi un rdle important dans la solubilisation
par réduction du fer des oxydes cristallisés qui dépend du taux de substitution et de la nature
des cations impliqués (Bousserrhine e al. 1999). Pour un méme taux de substitution l'ordre

suivant de réduction bactérienne a été établi :

goethite pure > Co-goethite > Mn-goethite > Al-goethite > Cr-goethite

Ces différences de réduction pourraient étre dues a l'accumulation des métaux a la
surface des goethites, ou 4 un moindre accés initial bloquant 'accés des bactéries aux sites
normalement utilisés pour la réduction du fer. Une telle inhibition pourrait alors étre prévenue

par la présence d'un agent complexant ces métaux (Dominik ez al. 2002).

2.2.7 Mobilisation — Immobilisation du fer

Le fer sous sa forme oxydée est peu soluble, sauf en milieu trés acide (cas de la
dissolution par les Thiobacilles a pH 1,5-2,0), contrairement au fer réduit, mais sa
disponibilité est augmentée dans les environnements riches en composés organiques qui
peuvent chélater de nombreux métaux, dont le fer. De plus, de nombreux micro-organismes
sécrétent des produits métaboliques comme le citrate ou produisent des sidérophores,
molécules de faible poids moléculaire synthétisées par les bactéries, les champignons et les
plantes (Braun & Braun 2002, Crosa & Walsh 2002, Visca ez al. 2002), qui chélatent le Fe**
et le rendent ainsi disponible pour la réduction ou le prélévement cellulaire (Guerinot 1994).

Les sidérophores d'origine bactérienne ou fongique sont d'excellents agents de
dissolution des oxydes (Watteau & Berthelin 1994). Les déficiences en fer causent une
augmentation de la concentration en acides organiques dans les exsudats racinaires et les sols.
De vraies carences en fer sont nécessaires pour qu'une bactérie ou un champignon développe
des voies de synthése de sidérophores (Watteau & Berthelin 1994, Neilands 1995). Landsberg
(1981) suggere que les acides organiques sont la source des protons libérés par les racines.
(Ambikadevi & Lalithambika 2000) ont testé différents acides organiques en vue de dissoudre
le fer ferrique responsable de la coloration d'une kaolinite, comme les acides acétique,

formique, citrique, ascorbique, succinique, tartrique et oxalique. Parmi ceux-ci, l'acide
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oxalique a montré une remarquable capacité de dissolution du fer associé a la kaolinite, due &
I'action des protons et a la formation de complexes solubles.
Les mécanismes de solubilisation du fer par voie biologique sont décrits dans le

chapitre 2.4.

2.3 Les élements associés : Mn, Ni, Cr, Co

2.3.1 Le manganése

Le manganése représente 0,09% (pourcentage massique) de la croute terrestre. Les
oxydes de manganése sont peu nombreux dans les sols (ils y forment moins de 1% des
constituants minéraux) mais ils y jouent deux rdles importants : ils sont la source principale
de manganése qui est soit un oligo-élément essentiel soit un élément toxique, et ils montrent
une forte affinité vis-a-vis de nombreux éléments en traces, notamment les métaux lourds. Le
niveau de déficience critique en Mn dans le milieu végétal se situe entre 10 et 20 pg.g”’ MS
dans les feuilles quelle que soit la plante, le cultivar et les conditions environnementales de
prélevement (Marschner 1986). Par contre, le niveau critique de toxicité varie énormément en
fonction de I'espece végétale et des conditions environnementales. Ainsi, au sein d'une méme

espece végétale, le niveau critique de toxicité peut varier d'un facteur 3 a 5 entre différents

cultivars.
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Figure 2.5Diagramme de Pourbaix du manganése (Charlot 1983).
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Dans les oxydes, le manganése présente différents états d'oxydation dont les plus
courants sont II, IIT et IV dans les sols. Les oxydes de manganése sont souvent produits par
néoformation, dont la source premiere est 1'ion Mn(Il) libéré en solution par I'hydrolyse des
silicates primaires ou secondaires ou par la solubilisation par réduction et/ou complexation de
formes organo-métalliques.

L'ion Mn(II) est soluble dans une plus large gamme de pH et Eh que Fe(Il) (Figure
2.5). Au laboratoire, les solutions de Mn(II) sont connues pour leur métastabilité : en dépit de
conditions thermodynamiques favorables, 1'oxydation et la précipitation d'oxydes contenant
Mn(IV) ne se produisent pas a des vitesses mesurables. Il semble donc que ces processus, a la
base de la formation des oxydes de Mn, soient catalysés. Dans les sols, différents agents
catalytiques (microorganismes, conditions et parametres abiotiques, organiques ou
inorganiques) ont en effet été mis en évidence. Ainsi, I'oxydation du Mn(II) et sa précipitation

sous forme d'oxyde peut €tre due a l'action de certaines bactéries et de champignons.
2.3.2 Le nickel

Le nickel est le 24° élément le plus abondant dans la crofite terrestre, avec une
concentration moyenne de 50 pg.g™ soit 0,016%.

La forme ionique la plus stable du Ni, Ni**, est majoritaire 4 des pH<7 (Figure 2.6), ol
il tend a exister sous forme hydratée Ni(H,0)s>" (Uren 1992). Cette prédominance diminue
quand le pH augmente.

Les microorganismes capables de réduire plus ou moins spécifiquement le fer peuvent
participer plus ou moins directement a la solubilisation de Ni piégés dans les oxy-hydroxydes
de fer et de manganése. Ainsi, en condition anaérobie, la réduction d'un oxy-hydroxyde de fer
naturel ou substitué en nickel contribue a libérer le nickel suite a la dissolution du minéral
(Quantin ef al. 2001, Fredrickson et al. 2001).

La biodisponibilité de Ni ne dépend pas que de sa solubilité car certains
complexes de Ni sont solubles mais peu absorbés. Le pH est un des facteurs les plus
importants (Anderson & Christensen 1988). En effet, Ni(H20)s*" est présent & des pH
inférieurs ou égaux a 7 et plusieurs études ont montré que la rétention du nickel par le sol
diminue fortement quand le pH diminue (Basta & Tabatabai 1992 ; Willaert & Verloo 1988).
La réaction de Ni avec les surfaces du sol, principalement avec les groupements —~OH, est la
suivante (Tinker 1986) :
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Figure 2.6 Diagramme de Pourbaix du nickel (Charlot 1983).

Une augmentation du nombre de protons déplace donc 1'équilibre vers la gauche. Plusieurs
études ont ainsi montré qu'une diminution du pH favorise une absorption du nickel par la

plante (Liibben & Sauerbeck 1991).

Dans le cas de la Nouvelle-Calédonie, Ni est lié aux oxydes de fer (Becquer ef al.
1995 ; Quantin 2002). Dans ces sols, le potentiel redox constitue également un facteur
important. Les conditions réductrices peuvent en effet favoriser la solubilisation du nickel fixé
en réduisant et en solubilisant les oxydes de fer et de manganése porteurs de cet élément, et en
favorisant la formation d'acides complexants solubles pouvant &tre absorbés par la plante
lorsqu'ils sont de faible poids moléculaire. Ainsi, Ni pourrait étre davantage absorbé par les

plantes en conditions réductrices.

La concentration en Ni des plantes cultivées est généralement comprise entre 0,1 et 1,0
pg.g’ MS (Marschner 1986). Le niveau critique de toxicité pour les plantes modérément
tolérantes se situerait entre 10 et 50 pg.g”’ MS. (L'Huillier 1994) a montré que sur des sols
ferrallitiques ferritiques de Nouvelle-Calédonie (Ferralsol), le mais pouvais assimiler jusqu'a
10 pg de nickel par gramme de matiere séche dans ses parties aériennes, et que les

concentrations en nickel dans les parties aériennes étaient les plus élevées aux endroits ou le
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nickel était le plus mobile, confirmant ainsi la relation entre mobilité et biodisponibilité de

I'élément.

Exposé a des excés modérés de nickel, le mais ne manifesterait pas de symptdmes
spécifiques d'intoxication. Seules des chloroses et des nécroses au niveau des limbes, ainsi
qu'un brunissement des apex racinaires se développent dans des cas extrémes. A des
concentrations modérément toxiques, la croissance des parties aériennes et surtout des
racines, est ralentie. Ce ralentissement de la croissance, méme limité, aboutit 4 une diminution
significative de la production du mais (L'Huillier 1994). L'analyse des parties aériennes du
mais montre que I'absorption excessive de Ni modifie peu leur composition minérale. Le
ralentissement de la croissance induite par des excés de Ni n'est donc pas dii & une carence
minérale et par conséquent, Ni présenterait bien une toxicité propre. L'Huillier (1994) a mis
en évidence un seuil de toxicité dans une plante cultivée sur sol de 12 +/- 3 pg.g™" MS dans les
parties aériennes du mais GH 5010, au stade 9 feuilles et mesurant 75 cm de haut, la taille

étant alors diminuée de 14% en 34 jours.

2.3.3 Le chrome

Le chrome est le 21° élément le plus abondant dans la crofite terrestre, avec une

concentration moyenne de 100 4 300 pg.g™. Tl est largement présent dans les roches ignées ou
il est souvent substitué au fer sous forme de Cr(IIl). Les concentrations en chrome dans les
sols sont de I'ordre de 5 & 3000 pg.g” et dépendent du type de roche-mére (Deneux et al.
2003). Le chrome est le plus souvent extrait de la chromite, oxyde mixte FeCr,Os.
En solution, Cr(IIl) existe sous différentes formes : Cr’*, Cr(OH),", CrO* (Figure 2.7) et
différents états d'oxydation, mais les formes les plus souvent rencontrées dans les milieux
naturels sont Cr(IIl) et Cr(VI). Le Cr(Ill) peut facilement se complexer a des ligands
organiques (acides organiques) ou inorganiques (sulfates) présents en solution. En présence
de Fe(Ill) il peut précipiter sous forme d'un hydroxyde mixte amorphe qui contrdle sa
solubilité dans le milieu naturel.

Les microorganismes agissent sur la mobilité du Cr en mettant en ceuvre des
mécanismes spécifiques ou non d'oxydo-réduction (Cervantes et al. 2001). Parmi ces
mécanismes, la réduction du fer et du manganése en condition anaérobie par des bactéries
telles que Clostridium butyricum conduit a la dissolution d'éléments en traces comme le Cr

substitué dans le réseau cristallin d'une goethite (Bousserrhine ef al. 1999).
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Figure 2.7 Diagramme de Pourbaix du chrome (Charlot 1983)

D'un point de vue "transfert aux plantes", la biodisponibilité du Cr en conditions
naturelles est liée aux quantités et formes de Cr présentes dans le sol, et au type de plante.
Smith ef al. (1989) ont montré, en contaminant des cultures de mais en hydroponie avec du
Cr(VI) et du Cr(IIT) marqué au °'Cr, que le mais est capable d'accumuler 55 3 95 fois plus de
Cr dans les parties racinaires que dans les parties aériennes, sans que les teneurs ne soient

mentionnées.

2.3.4 Le cobalt

La croute terrestre contient 29 pg.g” de Co. La teneur moyenne des sols en Co est
d'environ 8 mgkg™ et la solubilité est fonction du pH. Le cobalt est fixé avant tout sur les
oxydes de Mn et de Fe, et donc seule une petite partie est disponible pour les plantes et
mobile. Il est présent en solution sous trois états d'oxydation (Figure 2.8) : Co(Il), Co(IIl) qui
existe surtout & I'état de complexes, et Co(IV) sous forme oxyde (Charlot 1983). Co** existe
en solution, et Co>* n'existe qu'en milieu trés acide en faux équilibre.

Le cobalt est un oligo-élément minéral essentiel. Le niveau de déficience critique dans
les plantes dépend de la plante. Mesuré sur des légumes, il varierait entre 0,02 et 0,04 pg
Co.g”! de matidre séche dans les parties aériennes (Marschner 1986). Le niveau critique de
toxicité varierait de 0,4 pg.g-1 MS chez le tréfle 3 quelques pg.g” MS chez le haricot et le

chou.
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Figure 2.8 Diagramme de Pourbaix du cobalt (Charlot 1983)
2.4 Les microorganismes ferri-réducteurs et mangani-réducteurs
2.4.1 Les microorganismes du sol et I'oxygéne

Les micro-organismes du sol peuvent se classer en quatre groupes suivant leur
comportement vis-a-vis de l'oxygéne atmosphérique et de la nature de l'accepteur final
d'électrons (Figure 2.9) :

- micro-organismes aérobies obligatoires (ou aérobies stricts) : l'oxygéne est
indispensable a leur développement et méme a leur survie et est le seul accepteur d'électrons.

- micro-organismes anaérobies facultatifs ou aéro-anaérobies : ils peuvent se
développer en présence ou en absence d'oxygéne a condition de disposer de substrats
convenables et d'accepteurs d'électrons (respiration aérobie ou anaérobie, utilisant NO’3, Mn**
ou Fe*" comme accepteurs d'électrons).

- micro-organismes anaérobies obligatoires (ou anaérobies stricts) : ils sont inhibés ou

tués par des concentrations méme faibles d'oxygeéne, vraisemblablement parce que I'oxygéne

provoque ['oxydation irréversible des transporteurs d'électron ou permet la formation de
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peroxyde toxique. Ils utilisent la respiration anaérobie (accepteurs d'électrons Fe’*, Mn*,
SO4>) ou les fermentations.

- micro-organismes micro-aérophiles : ce sont des micro-organismes aérobies
obligatoires dont la croissance est favorisée par de faibles concentrations en oxygene.

- micro-organismes fermentaires (bactéries et champignons comme les levures) : la
fermentation est une réaction biochimique consistant a libérer de 1'énergie a partir d'hydrates
de carbones (sucres comme le glucose la plupart du temps) en utilisant un accepteur
d'électrons et produit par l'organisme lui-méme. La fermentation ne nécessite pas de
dioxygéne, elle peut donc avoir lieu en milieu anaérobie. Elle se distingue par son faible

rendement énergétique de la respiration cellulaire.

La diminution de la teneur en oxygeéne de l'atmosphére du sol favorise les micro-

organismes micro-aérophiles, aéro-anaérobies et enfin les anaérobies obligatoires.

Deux types de réduction bactérienne du fer sont utilisés par les microorganismes : la
réduction dite "assimilatrice" qui concerne la nutrition de nombreux microorganismes
(bactéries et champignons) et qui est un phénomeéne trés général, et d'autre part la réduction
dite "dissimilatrice" qui correspond a une respiration anaérobie ou & une réduction se
manifestant en complément ou en parallele d'une fermentation (Schroder ef al. 2003). Les
phénomeénes liés a l'altération des oxyhydroxydes de fer sont principalement liés a la

réduction dissimilatrice qui sera présentée plus en détails.

2.4.2 La réduction dissimilatrice du fer

L'altération bactérienne des oxy-hydroxydes de fer se fait essentiellement via la
réduction du fer qu'ils contiennent (Figure 2.10), et plus spécifiquement la réduction
dissimilatrice du fer.

Les ferri-réductases dissimilatrices, exclusivement présentes chez des bactéries
spécialisées, participent significativement au cycle du fer (Figure 2.10) (Lovley & Coates
2000, Lovley et al. 1998, Straub ef al. 2001, Vargas et al. 1998). Le Fe(IlIl) inorganique
précipité et diverses especes complexées de Fe(IIl) peuvent étre utilisées comme accepteur
terminal d'électron dans la réduction dissimilatrice du fer (Lovley 1993, Lovley & Blunt-
Harris 1999, Lovley ef al. 1996). Le Fe** produit est disponible pour les micro-organismes qui

vivent en syntrophie avec ces bactéries ferri-réductrices.
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Figure 2.11 Réle des ferri-réductases dans le cycle du fer (Schroder et al. 2003)

Dans la réduction dissimilatrice du fer, les ferri-réductases agissent comme la
réductase terminale d'une chaine de transport d'électrons qui apparait liée a la membrane
cytoplasmique. La réduction du fer ferrique est couplée a la génération de la force motrice de
protons a travers la membrane cytoplasmique, qui est ensuite utilisée pour générer I'ATP par
une ATP-synthase liée & la membrane et ainsi alimenter en énergie le transport actif de
nutriments. La force motrice de protons peut également étre utilisée pour réduire le NAD(P)
chez les chimiolithotrophes pour des réactions d'anabolisme (biosynthése de constituants
cellulaires). Comme pour la réduction des sulfates, la réduction dissimilatrice du fer est
considérée comme étant un des processus de génération d'énergie les plus anciens développé
sur terre. La respiration du fer pourrait méme précéder la respiration des nitrates et de

l'oxygene (Richardson 2000 ; Vargas ef al. 1998).

Trois stratégies sont évoquées pour la respiration du fer (Schroder ef al. 2003) :

1. Réduction du fer insoluble via un transporteur d'électron

Les substances humiques, naturellement abondantes dans de nombreux environnements,

peuvent servir de transporteurs d'électrons (navettes) vers les oxydes de Fe'* (Lovley &
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Blunt-Harris 1999, Lovley et al. 1996, Lovley et al. 1998, Lovley et al. 2000). Les substances
humiques contiennent des molécules de type quinones qui peuvent subir des cycles d'oxydo-
réduction. Dans leur état oxydé, elles agissent comme des accepteurs terminaux d'électrons
pour une chaine de respiration. Sous forme réduite, elles peuvent étre chimiquement oxydées
en utilisant les oxydes de Fe’* comme accepteurs d'électrons.

Récemment, Newman & Kolter (2000) ont découvert que certaines bactéries réduisent Fe’* en
produisant de petits composés redox diffusibles qui peuvent servir de transporteurs d'électrons
entre le micro-organisme et l'oxyde de fer insoluble. Les micro-organismes n'ont donc pas
besoin d'un contact direct avec le fer. Ces molécules diffusibles incluent des quinones
hydrophiles de nature encore inconnue synthétisées par Shewanella oneidensis et Geothrix
fermentans (Nevin & Lovley 2002, Newman & Kolter 2000) ou des mélanines synthétisées

par Shewanella algae (Turick ef al. 2002).
2. Sécrétion de chélatants spécifiques au Fe®* ou de molécules complexantes

Nevin & Lovley (2002) ont noté qu'en plus des quinones Geothrix fermentans et Shewanella
algae synthétisaient des composés chélatant le fer et permettant une solubilisation
significative des oxydes de fer. La nature de ces sidérophores est encore a déterminer et il
n'est pas encore établi si ces complexes du fer peuvent servir d'accepteurs terminaux
d'électrons pour la réduction dissimilatrice du fer. Il se pourrait méme que les sidérophores ne
soient pas utilisables en tant qu'accepteurs d'électrons en raison de leur potentiel redox

négatif.
3. Respiration du fer via un contact direct avec le fer insoluble

Geobacter metallireducens utilise un mode de respiration du fer fondamentalement différent
des cas précédents. Cette bactérie anaérobie ferri-réductrice doit étre directement en contact
avec l'oxyde pour la réduction, & moins qu'un accepteur d'électron soluble comme le citrate
ferrique soit disponible. Quand elle est mise en présence d'une forme insoluble du fer ou du
manganese, G. metallireducens produit flagelle et pili pour permettre la chemotaxie et
l'attachement a l'oxyde. Par contre, aucun appendice n'est formé en présence de citrate

ferrique.
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Parallelement aux processus de respiration anaérobie, le fer peut E&tre réduit
parallélement aux processus de fermentation. Les mécanismes impliqués sont encore peu
connus malgré 1'abondance et l'impact possible de ces bactéries dans les phénomenes de

transformation du fer (Bousserrhine ez al. 1996, Stemmler & Berthelin 2003).

2.4.3 Effet de la teneur en eau du sol sur la réduction bactérienne

L'activité des bactéries ferri-réductrices était considérée comme se manifestant dans
des sols engorgés (Munch & Ottow 1983). Toutefois quelques observations récentes montrent
que la ferri-réduction se manifeste dans des milieux drainés quand I'activité microbienne
consommant I'oxygéne conduit & un état anoxique (Paskiewicz ef al. Annexe 1, Stemmler et
al. 2004). 11 apparait donc que des interactions entre état hydrique et disponibilité des maticres

organiques biodégradables sont a prendre en considération.

2.5 La rhizosphere

En 1904, Hiltner employa le terme "rhizosphére" pour qualifier la zone d'intense
activité bactérienne autour des racines des Légumineuses. Sa définition a ensuite été étendue a
la zone du sol influencée par la présence de racines (Linch 1990).

Les composants de la rhizosphére sont en fait la racine, dont I'anatomie varie avec
I'espéce végétale, 1'état physiologique de la plante, les conditions de culture..., les exsudats
racinaires et la rhizodéposition, les microorganismes symbiotiques ou non présents a cet
interface racine-sol, le sol dont les propriétés physiques, chimiques, physico-chimiques sont
propres a l'environnement racinaire.

Pour cette étude nous nous sommes attachés plus particulicrement a certains des
parametres de la rhizosphére qui contribuent ou peuvent contribuer, ou sont plus ou moins
impliqués dans les phénoménes de mobilisation d'éléments minéraux et en particulier du fer et

du manganése et d'éléments associ€s.

2.5.1 Phytodisponibilité des éléments

La biodisponibilité d'un élément du sol pour la plante est a distinguer de 1a mobilité de

cet élément. La mobilité de I'élément est son aptitude a passer dans les compartiments du sol
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ou il est de moins en moins énergétiquement retenu, alors que la biodisponibilité est son
aptitude a étre absorbé par un organisme vivant a partir d'un compartiment quelconque du sol
(Juste 1988). Ainsi, la phytodisponibilité peut &tre définie comme la quantité d'un élément qui
peut étre transférée dans la plante durant son développement. C'est donc la quantité mesurée
de l'élément dans les tissus a la maturité ou a la récolte. Dans un sol, la quantité
phytodisponible d'un €lément en traces donné n'est pas la quantité totale de 1'élément mais un
ensemble d'ions qui, pendant la durée de la culture, ont la capacité a s'échanger avec les ions

en solution (Figure 2.13, Morel 1997).

Représentation schématique des compartiments
des éléments en traces dans les sols

4 dbre Forteraent lié
E r 3 &
g % Tons gejsml' hés fons non mobiles
= ,5 pen' ant la pendant Ia croissance
ol croissance de la plante
FPhytodisponible temp: Non Phytodisponible

Figure 2.13 Représentation schématique des compartiments des éléments en traces dans les sols

(Morel 1997)

La phytodisponibilit¢ d'un élément est dépendante de nombreux processus (Figure
2.14, d'apres Morel 1996) comme la libération d'un élément donné du sol vers les
compartiments phytodisponibles, le transport de cet élément (e.g. par diffusion) vers les
racines, et enfin son absorption par les racines et sa translocation vers les parties aériennes de
la plante.

Ces processus sont dépendants des conditions biologiques, physiques et chimiques du
milieu li€es au sol (mati¢res organiques, formes des éléments présents, pH, Eh, Figure 2.14), &
la plante (capacité d'absorption et de translocation), au climat (Température, humidité) et aux

pratiques agricoles (fertilisation, drainage).
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Figure 2.14 Phytodisponibilité des éléments en traces dans les sols (d'aprés Morel 1996)

2.5.2 Les exsudats racinaires et la rhizodéposition

Rovira et al. (1979) ont proposé la terminologie suivante pour définir les différents
composés libérés de maniére active ou passive et les lysats racinaires :

- les exsudats au sens strict correspondent & des composés de faible masse moléculaire,
hydrosolubles, libérés de maniére passive par diffusion sous l'effet de gradients de potentiels
¢lectrochimiques, contrdlés par la perméabilité membranaire.

- les sécrétions sont des composés libérés par des processus métaboliques actifs,
comme les enzymes.

- les mucilages sont des composés de type polysaccharidique produits par la coiffe
racinaire et les cellules épidermiques.

- le mucigel correspond au composés gélatineux observés a la surface des racines de
plantes non stériles et regroupant les mucilages végétaux et microbiens ainsi que des
particules organiques et inorganiques du sol. Ils protégent la racine contre la dessiccation,
interviennent comme lubrifiants et améliorent le contact entre racine et sol. Ils favorisent ainsi
la nutrition minérale et la mobilisation des éléments minéraux.

- les lysats proviennent de l'autolyse par dégénérescence des poils absorbants, des

parois cellulaires, des cellules épidermiques et corticales et des racines entiéres.
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Tableau 2.3. Composition en sucres, en acides aminés et en acides organiques des exsudats racinaires du mais

(% des composés hydrosolubles recueillis).

Composés (Lespinat & (Matsumoto e# (Kraffczyk et al. 1984)
Berlier 1975) al. 1979) Stériles Non stériles
" Glucose + 14,1 51,6 44,6
% Galactose +
g Xylose +
ES Arabinose + 20,1 20,0
Eﬂ Rhamose +
2 Maltose +
% Stackyose 34,1
8 Fructose + 51,8 17,1 16,0
Saccharose 11,1 19,6
Alanine + 17,6 16,5 12,7
Asparagine + 6
Serine + 7.3 6,2
Valine + 2,6 2,9 33
Leucine + 0,6 4.8 2,8
Isoleucine + 0,7
§ acide y-aminobutyrique 8.4 5,2
2 acide aspartique + 0,4 17,6 14,8
q:; Phénylalanine + 0,9
g Acide glutamique + 64,2 19,7 36,4
< tyrosine + 0,2
Lysine + 33
Arginine + 8,6 4.4
Histidine + 1,5
Glutamine + 1.1 3,4 5,1
Thréonine g
Glycine 0,7 10,8 9,1
Acide tartrique 0,9 1,5
Acide oxalacétiqe 27,9 32,3
Acide malique + + 3,7 2,0
@ Acide lactique
B Acide succinique + 4.4 49
% Acide fumarique 52,0 49,2
%D Acide citrique + + 6,5 5,5
] Acide isocitrique +
% Acide pyruvique +
< Acide glutarique 0,4 0,5
Acide benzoique 2,7 2,9
Acide hydroxybenzoique +
Acide aconitique 1,3 1,1




2. Etat des connaissances 45

L'ensemble des ces composés libérés par la racine et les microorganismes de la
rhizosphére est appelée la rhizodéposition et est & la base des conditions énergétiques et
nutritionnelles qui déterminent une dynamique et activité plus ou moins spécifique des

communautés microbiennes de la thizosphere.
2.5.3 Composition des exsudats racinaires

Les exsudats racinaires sont composés d'acides aminés, acides organiques, sucres,
enzymes, pigments, nucléotides, produits secondaires (alcaloides, opines...). 40 a 90% du
carbone transféré aux racines est perdu en rhizodép6t dans le sol (Lynch & Whipps 1990). Le
tableau 2.3 récapitule quelques données concernant la composition en glucides, acides

organiques et acides aminés des exsudats du mais.

Tableau 2.4. Formules des acides aliphatiques et phénoliques rhizosphériques

Acides aliphatiques
formique H-COOH
) . acétique CH;-COOH
monoacides simples o
propionique CH;-CH,-COOH
butyrique CH;-(CH2),-COOH
acides cétoniques pyruvique CH;-CO-COOH
oxalique HOOC-COOH
malonique HOOC-CH,-COOH
diacides simples
succinique HOOC-(CH,),-COOH
fumarique HOOC-(CH,),-COOH
monoacides alcools glycolique CH,OH-COCH
malique HOOC-CHOH-CH,-COOH
polyacides alcools tartrique HOOC-CHOH-CHOH-COOH
citrique (COOH),-CHO-CH,-CH,-COOH
Acides phénoliques
protohydroxybenzoique ')
rotocatéchique R o
p q e Mﬂ:‘:._'\‘_“: - R - D“':It H
vanilique J l
R ff HOH
. HO "
galique ) are]Y
coumarique R
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Des acides organiques simples sont synthétisés par les organismes et les racines,
comme des acides aliphatiques (acides oxalique, formique, citrique...), des acides phénoliques
(Tableau 2.4), et sont de bons agents d'altération de minéraux en formant des complexes
comme ceux schématisés ci-dessous mais sont aussi des substrats énergétiques (Munier-Lamy

& Berthelin, 1991).

8]
Wl Ceo
o O el
NN Fo S
¢ Hfo—c\— C- O mmb
C
N / H~ GO
g o H i
O
oxalate citrate

Des molécules chélatantes exsudées par les racines de certaines plantes (graminées)
forment des complexes plus ou moins spécifiques trés stables avec le fer. Ces composés,
appelés phytosidérophores, jouent un réle important dans la mobilisation de cet élément en
particulier dans les sols calci-magnésiques ou le fer est peu disponible (Chaignon ef al. 2002,

Marschner 1994).

2.5.4 Tmplication de la rhizosphére dans la modification des conditions physico-

chimiques du sol

Les racines des plantes et les organismes associés déterminent les conditions physico-
chimiques, chimiques et physiques du milieu ce qui entraine des modifications de 1la mobilité
et de la spéciation des métaux.

En prélevant de l'eau et des éléments minéraux, les racines modifient le potentiel de
l'eau et les concentrations ioniques dans la rhizosphére. L'absorption racinaire est sélective et
peut conduire & I'appauvrissement significatif des solutions du sol et du sol rhizosphérique
pour certains €éléments comme le phosphore ou le potassium. La racine fonctionne alors
comme une pompe a ions qui déplace les réactions d'équilibre et provoque la désorption des
éléments échangeables.

Le contréle du pH dans la rhizosphére fait intervenir divers processus qui peuvent

acidifier la rhizosphére jusqu'a 2 unités pH (Ruiz & Arvieu 1990) : excrétion ou exsorption de
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H" ou OH et/ou CO3;H par les racines qui compense l'absorption de cations ou d'anions
(NOs,, NH,", POy...) par la racine, contréle de la pCO; par la respiration des racines et des
microorganismes associés qui minéralisent les tissus morts, production d'acides (HNOs;,
HCOy', acides organiques : citrique, oxalique, tartrique, malique) (Robert & Berthelin 1986).
Le Eh peut aussi étre déterminé par ces phénomenes cités ci-dessus qui, comme la

minéralisation des produits organiques, peuvent contribuer a sa baisse significative.

2.5.5 Implication des microorganismes de la rhizosphére dans la mobilisation des

éléments minéraux

La mobilisation des éléments minéraux peut &tre reliée directement aux activités
racinaires qui peuvent impliquer la présence d'enzymes de type réductases modifiant les états
d'éléments comme le fer, le manganése, la production de protons, d'exsudats dont certains
présentent des propriétés acides et complexantes. Le tableau 2.4 donne les compositions
d'exsudats observées dans diverses études. Tous les travaux soulignent la présence d'acides
aliphatiques carboxyliques, hydroxycarboxyliques, polycarboxyliques... (e.g. acide tartrique,
citrique). Par ailleurs ces exsudats constituent une excellente source de carbone et d'énergie
pour les microorganismes de la rhizosphére. La composition du milieu dit "rhizosphérique",
utilisé dans cette étude, s'inspire d'ailleurs de ces travaux sur les exsudats racinaires.

Les exsudats d'origine racinaire peuvent, comme les phytosidérophores, étre
particuliérement efficaces pour mobiliser le fer ou d'autres éléments. Les microorganismes,
pour leur part, peuvent en utilisant les exsudats comme source de carbone et d'énergie
produire des substances plus ou moins complexantes dont des sidérophores. Divers travaux
ont déja montré, en distinguant pour certains d'entre eux la part liée aux racines de celle liée
aux activités microbiennes, que les activités rhizosphériques contribuent a I'altération des
minéraux comme les silicates (Berthelin & Leyval, Calvaruso er al. 2006), les phosphates
(Laheurte et Berthelin) et les oxydes de fer (Watteau et Berthelin, Hinsinger 2001) (Jongmans
et al. 1997, Van Breemen et al. 2000).

2.5.6 Rhizosphére et engorgement du sol
La présence des racines dans un sol plus ou moins hydromorphe perturbe les

phénomeénes normalement observables par deux processus inverses : 1. consommation d'O; et

dégagement de CO, par les racines et les microorganismes associés ; 2. diffusion d'O, par
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suite du transport d'O, des parties aériennes de la plante vers les racines (Dommergues &
Mangenot 1970, Gobat ef al., 2002). Par ailleurs les plantes vont modifier le régime hydrique
par évapotranspiration et par modification de la porosité du sol. Si I'effet net de ces processus
se traduit par une perte d'O, il y a aggravation de 'anoxie ; si au contraire 1'effet net se traduit
par un gain de O,, le potentiel d'oxydoréduction s'éléve localement et I'anoxie perd de son

intensité.

2.5 Conclusion

Le fonctionnement du cycle biogéochimique du fer apparait régulé par des activités
microbiennes. Les phénomeénes de réduction sont ainsi sous la dépendance du couplage entre
les cycles du carbone et du fer. Ils interviennent pour modifier la mobilité des éléments
associés aux oxydes et oxyhydroxydes ferriques dont les éléments en traces (Ni, Co, Cr). Ces
processus sont souvent impliqués dans 1'altération des oxydes de manganése, puits et sources
d'éléments en traces.

La rhizosphére apparait, en raison des conditions qu'elle développe, comme un site ou
ces interactions peuvent intervenir de fagon trés fondamentale sur le comportement et la

biodisponibilité¢ de Fe, Mn et des €léments qui peuvent leur étre associ¢s.
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3

METHODES ET DISPOSITIFS
EXPERIMENTAUX

3.1 Introduction

Les études de paramétre biotiques et abiotiques impliqués dans la mobilisation du fer,
du manganése et de métaux associés, hors et dans la rhizosphére, ont été conduites en mettant
en ceuvre des approches essentiellement expérimentales. Le choix des sols et des végétaux a
¢été guidé par le résultats d'études agronomiques et biogéochimiques (L'Huillier et Edighoffef
1996 ; Becquer et al. 1997 ; Quantin ef al. 2002) qui ont montré que des phénoménes de
mobilisation du fer, du manganése et d'éléments associés (Ni, Cr, Co) se manifestent dans les
sols de Nouvelle-Calédonie. Ces mobilisations de métaux‘se développent sous l'influence
d'activités microbiennes dégradant des matieres organiques, dans des milieux plus ou moins
temporairement engorgés, mais aussi en présence de cultures de mais dans des essais de type

agronomique.

3.2 Materiels

3.2.1 Sels

Les échantillons de terre proviennent de la toposéquence de la station de Ouénarou
située en Nouvelle-Calédonie (E166° 44' — S22° 8'), au sud-est de la Grande Terre (Figure
3.1) dans la région de Nouméa.

Les 3 types d’échantillons utilisés au cours de cette étude ont étés prélevé au sein d’un
méme profil pédologique et correspondent a 3 horizons différents du sol désignés
respectivement par Ouénarou 4.1 (OUE 4.1), Ouénarou 4.2 (OUE 4.2) et Ouénarou 4.3 (OUE
4.3) (sol de terrasse alluviale). Leurs caractéristiques sont présentées dans les tableaux 3.1 et
3.2.
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Océan Pacifique

LA NOUVELLE-CALEDONIE

Figure 3.1 Carte géographique de la Nouvelle-Calédonie

Tableau 3.1 Caractéristiques physicochimiques des horizons échantillonnés (d'aprés Quantin 2001)(SG : sables

grossiers, SF : sables fins, LG : limons grossiers, LF : limons fins, A : argiles).

Granulométrie (%) pH Ca-rhnne
em organigu e total
86 5F 16 LF A | HO KCl (%)
OUE 4.1 0-4 45 15 03 i 54,8 4k 47 25
QUE 4.2 59 { 10,7 B9 a7 54 32
OUE42  10-3% | 39 o ke a0 6,2 10

Ce sol, de type Geric Ferralsol (sol ferrallitique, FAO, 1998), est acide (pHeay < 5) et
relativement pauvre en matiéres organiques (Tableau 3.1). Il est soumis a engorgements
temporaires, notamment pendant la saison humide. Ceci se traduit par de nombreuses
concrétions ferro-manganiques dans I'ensemble du profil. L’exploitation agricole de ce sol se
développe depuis les années 80, notamment pour des productions maraicheres et fruitiéres. La
granulométrie évolue en devenant de plus en plus grossiére de la surface (OUE 4.1) vers
I'horizon le plus profond (OUE 4.3). L'horizon de surface est en effet trés riche en argiles

granulométriques et limons fins (LF + A = 92,8%). Cette fraction granulométrique devient



Bases
échangeables Eléments totaux (%)
em {emol.kg™)
Ca Mg K Ma i, A0y Fe,0y MO, MO Oy Co0 T0, R0y Cad
OUE - . C .
a1 o-4 |02 11 02 0 10,4 B4 EL0 084 10 16 00z 018 0o 0o
QUE : . .
4.9 5% |01 0f 01 0 56 T2 0% 086 12 23 0,1 012 oo 0oz
U '™
tZ:l 3E 13 L; o0 01 00 00 10,2 £79 BT 4,70 1,0 32 1 0,22 0,0 0,02
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plus faible dans I'horizon intermédiaire (OUE 4.2) avec 82,9%, et est de seulement 34% dans
I'horizon le plus profond (OUE 4.3). Cet appauvrissement en particules les plus fines se fait
au profit des particules les plus grossiéres, a savoir les sables fins et grossiers et les limons
grossiers. Cette différence de granulométrie peut avoir un impact sur la disponibilité des
éléments en relation avec des différences de surfaces spécifiques des phases organo-minérales

présentes, ainsi que sur le comportement hydrique du sol.

Les constituants minéraux essentiels sont les oxydes et les oxyhydroxydes de fer. En
fait, la minéralogie de ce sol est dominée par la goethite bien cristallisée (Figure 3.2).
L'hématite et éventuellement la magnétite ne s'y trouvent que sous forme de traces (Quantin

2001). Les silicates, et principalement le talc, sont peu présents.

Si-O
1017

v,-OH

3140

v;-OH l 3-OH
3600-3500

H,O0 libre
1700-1533

Figure 3.2 Spectre IRTF de l'échantillon de sol de OUE 4.1, fraction <2 mm

La spectroscopie infrarouge a Transformé de Fourier (IRTF) est basée sur I'absorption
d'un rayonnement infrarouge par les minéraux du sol. Elle a permis, via la détection de
vibrations caractéristiques de certaines liaisons chimiques, de caractériser le sol de Ouénarou
d'un point de vue des fonctions chimiques présentes.

Dans la goethite (FeOOH), seul oxy-hydroxyde de fer détectable dans 1'échantillon de
sol de OUE 4.1, chaque atome de fer est entouré de 30* et 30H™ pour donner des octaddres
FeO3(OH);. Ces octagdres s'associent en une structure hexagonale compacte d'anions empilés
selon la direction [100]. En spectroscopie IRTF, les vibrations des liaisons Fe-OH et Fe-O
sont détectées et quatre pics principaux sont observables sur les spectres (Cornell &

Schwertman 1996) :
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- hydroxyles v;OH de surface entre 3660 et 3483 cm™

- hydroxyles v,OH d'élongation 4 3140 cm™

- hydroxyles 8OH, déformation angulaire dans le plan d'empilement [100] 4 892 cm’™
- hydroxyles yOH, déformation angulaire hors du plan d'empilement [100] & 795 cm™

La Figure 3.2 représente le spectre IRTF de I'échantillon de sol OUE 4.1. Les spectres
correspondants aux échantillons de sol OUE 4.2 et 4.3 sont parfaitement superposables a celui
de OUE 4.1 et ne sont donc pas réprésentés ici. Les pics les plus visibles correspondent aux 4
pics principaux de la goethite listés ci-dessus, le pic de silice Si-O a4 1017 cm™ servant a
l'ajustement des spectres entre eux, et une zone entre 1700 et 1533 cm’' correspondant & de
I'eau libre dont la présence témoigne d'une insuffisance de la dessication des échantillons de
sol.

Les deux pics de la goethite SOH et YOH sont 1égérement décalés vers la gauche par
rapport aux données de la littérature, et se situe respectivement 4 912 et 800 cm™ au lieu de
892 et 795 cm™. Ce décalage est I'expression d'une substitution du fer par un autre cation dans
le réseau cristallin (Cornell et Schwertman 1996). Compte tenu de la chimie de I'échantillon

de sol, il pourrait s'agir de Ni et/ou Cr.

Le fer est I'é1ément dominant. Des teneurs relativement importantes en Mn, Ni, Cr et
Co sont a souligner. Les éléments minéraux nutritifs (bases échangeables) sont aussi présents
mais en faible teneur et seulement dans les horizons de surface et sont absents de 1'horizon
OUE 4.3. La matiere organique doit jouer ici un rdle essentiel pour fixer et recycler les
nutriments. Comme dans tous ces types de sols le phosphore est peu présent voire absent et

non disponible car sorbé (Becquer et al. 2003).

Pour caractériser la répartition de Fe, Mn, Ni, Cr et Co dans les différents
compartiments géochimiques des échantillons de sols de Ouénarou OUE 4.1, OUE 4.2 et
OUE 4.3, nous avons réalisé des extractions séquentielles avec des réactifs spécifiques des
différents compartiments géochimiques selon le protocole décrit dans le chapitre 3.2.4.2.

Les trois horizons de sol présentent la méme répartition ou des répartitions voisines
des éléments dans les différents compartiments géochimiques. Les éléments les plus
disponibles, éléments des phases hydrosoluble (Hydro), acidosoluble (4cido) et échangeable
(Ech), sont peu abondants (Tableaux 3.3 pour I'échantillon OUE 4.1, 3.4 pour 1'échantillon
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OUE 4.2 et 3.5 pour I'échantillon OUE 4.3). C'est le manganése qui apparait le plus abondant
dans ces compartiments (118 pgMn.g” sol OUE 4.1), suivi de Ni (27 ngNi.g™! sol OUE 4.1)
puis Co (5 pgCo.g" sol OUE 4.1), Fe (1,5 pgFe.g " sol OUE 4.1) et enfin Cr qui en est absent.
Le fer est principalement contenu dans les oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2, 96%), les
oxydes de fer peu cristallisés (Fe-oxI, 2,96 %) et les matiéres organiques (MO, 0,55%). Le
manganeése se concentre principalement dans les oxydes trés facilement réductibles (Mn-ox).
Le nickel est présent a 97 % dans le compartiment Fe-ox2 et Co se partage entre le
compartiment Mn-ox (52%) et le compartiment Fe-ox2 (40%).

Ces résultats montrent l'association de Ni et Cr aux oxydes de fer et Co aux oxydes de
manganése. Des quantités relativement importantes de Fe (2333 pg.g” de sol) sont associées
aux matieres organiques (MO) alors que Mn, présent dans les compartiments Ech et Mn-ox,

est peu présent dans le compartiment MO.

Tableau 3.3 Répartition de Fe, Mn, et des éléments en traces associés dans les différents compartiments
géochimiques du sol de OUE 4.1 (quantité de I'élément en ug élément.g” de sol sec ; entre paranthéses :

pourcentage de l'élément).

Fe Mn Ni Cr Co
Hvdro 0,011 1,30 0,097 0,00 0,018
y (2,5.10° %) (0,03 %) (1,2.10° %) (0%) (2,82.10”° %)
HCl 0,023 1,47 0,105 0,00 0,046
(5410°%) (0,03%)  (1,3.10° %) (0%) (7,21.10° %)
KCl 1,52 115 26,30 0,00 4,78
(3,5.10" %) (2,67 %) (0,327 %) (0%) (0,75 %)
Mox 248 3033 82 1,53 330
(58.10%%) (70,34 %) (1%) (1,7710° %) (51,72 %)
Fe-oxl 12 667 354 104 141 47
(2,96 %) (8,21 %) (1,27 %) (1,63 %) (7,37 %)
Fe-ox2 412 333 789 7933 8 433 253
(96 %) (18,30 %) (96,7 %) (97,4 %) (39,65 %)
MO 2333 18,57 54 80 33

(0,55 %) (0,43 %) (0,66 %) (0,92 %) (0,52 %)
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Tableau 3.4 Répartition de Fe, Mn, et des éléments en traces associés dans les différents compartiments
géochimiques du sol de OUE 4.2 (quantité de [l'élément en ug élément.g” de sol sec ; entre paranthéses :

pourcentage de l'élément).

Fe Mn Ni Cr Co
Hvdro 0,010 1,18 0,087 0,00 0,017
y (235.10°%) (2,8.10%%)  (1,5.10° %) (0,00 %) (2,4.10° %)
HCI 0,039 1,45 0,122 0,00 0,064
9,16.10°%)  (3,410%%)  (2,1.10° %) (0,00 %) (9,2.10° %)
KCl 1,72 83 14,13 0,00 423
(4,04.10"%)  (1,95%) (0,25 %) (0,00 %) 0,61 %)
Mi-ox 263 2 961 86 297 403
(62107 %) (69,72 %) (1L,5%) (34.10%%)  (57.82%)
Fe-oxl 12 767 331 119 170 49
(3,00 %) (7,79 %) (2,1 %) (1,97 %) (7,03 %)
Fe-ox2 410333 851 5457 8393 237
(96,4 %) (20 %) (95,4 %) 97,1 %) (34 %)
MO 2380 18,40 46 81 33
(0,56 %) (0,43 %) (0,8 %) (0,94 %) (0,47 %)

Tableau 3.5 Répartition de Fe, Mn, et des éléments en fraces associés dans les différents compartiments
géochimiques du sol de OUE 4.3 (quantité de I'élément en ug élément.g'J de sol sec ; entre paranthéses :

pourcentage de I'élément).

Fe Mn Ni Cr Co
Hvdro 0,009 1,12 0,081 0,00 0,015
y (2,3.10°%) (27107 %)  (1,1.10° %) (0,00 %) (1,8.10° %)
HCl 0,032 1,32 0,139 0,00 0,087
(8,1.10°%)  (3,1.10°%)  (1,9.10° %) (0,00 %) (1,0.107 %)
KClI 2,07 41 7,12 0,00 2,03
(52.10%%) (097%)  (9,7.10%%) (0,00 %) (0,24 %)
Mn-ox 204 3 024 82 4,10 486
(52.10%%) (71,8 %) (1,1 %) (52.10°%) (58,48 %)
Fe-oxl 8 620 356 152 123 77
(2,18 %) (8,45 %) 2,1 %) (1,56 %) 9,3 %)
Fo-ox2 384 333 870 7 040 7590 263
(97,2 %) (20,7 %) (96,1 %) (97,4 %) (31,6 %)
MO 2228 17,60 43 78 3,2
(0,56 %) (0,42 %) (0,59 %) (1,0 %) (0,38 %)

Les échantillons prélevés ont étés séchés a I’air a température ambiante jusqu'a poids

constant, tamisés a 2 mm pour conserver la terre fine (fraction 0-2 mm), puis quartés.
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3.2.2 Sable

Les sables utilisés en mélange avec les échantillons de sol dans les dispositifs
expérimentaux de culture de plantes sont lavés par une solution acide 8 pH=2 (avec HCI) puis
par une solution alcaline & pH=11 (avec NaOH), rincés a I'eau osmosée entre chaque lavage
jusqu'a l'obtention d'un pH neutre de 'eau de ringage, puis séchés 4h & 150°C. Les lavages
sont destinés & €liminer les fraction minérales et organiques qui pourraient étre sensibles aux
phénomeénes d’altération et/ou biodégradation.

Le mélange de sables est constitué de :

- 70 % de sable grossier d'aquarium, diamétre moyen 500 pm, 100% quartz et garanti
sans solvant (Sable Aquaprime Decoquartz Spécial Aquarium, Girard & Cie, F-71290
Cuisery, distribué par Botanic).

- 30 % de sable de Fontainebleau SiO; 125-315 um, diametre moyen 246 pm, 100%
quartz (VWR International — Prolabo, Ref. 27 460.364).

3.2.3 Matériel végétal

Le choix s'est porté sur le mais (Zea mays L.) en raison de la rapidité de sa croissance,
de sa forte masse racinaire et d'essais agronomiques effectués par L'Huillier (1994) sur ces
sols de Nouvelle-Calédonie. De plus, de nombreux laboratoires, dont le LIMOS, l'utilisent
comme plante expérimentale. Ses conditions de culture et son comportement sont
relativement bien définis. Enfin, sa production d'exudats racinaires a été relativement bien
étudiée et leur composition déterminée pour diverses familles de composés et dans diverses
conditions de culture (Laheurte & Berthelin 1988 ; Laheurte ef al. 1990 ; Groleau-Renaud et
al. 1998).

Le cultivar sélectionné est le DK 250, garanti sans traitement antifongique. Les graines

sélectionnées sont de poids homogéne, compris entre 310 et 330 mg.

3.2.4 Les microorganismes

Les activités microbiennes observées pour divers phénomeénes (minéralisation des
matiéres organiques, réduction-dissolution du fer, du manganése) sont celles des
communautés des échantillons de sol prélevés. La distinction entre phénoménes biotiques et

abiotiques se fait en utilisant des inhibiteurs de 1’activité microbienne (par exemple
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thimerosal) ou par stérilisation d'échantillons de sol (autoclavage, rayonnement 7y). Par
ailleurs, des communautés bactériennes ont été isolées pour ¢tudier leur capacité a réduire et

dissoudre le fer, le manganése et pour préciser leur nature et leur mode d’activité.

3.3 Méthodes

Elles concernent les phases gazeuses, liquides et solides et les organismes impliqués

(plantes et microorganismes).

3.3.1 Stérilisation et désinfection du matériel

Pour évaluer l'activité de communautés bactériennes définies ou pour obtenir des
témoins abiotiques, le matériel expérimental a subi une stérilisation totale en utilisant diverses
méthodes :

- Afin de préserver au mieux les caractéristiques physicochimiques des sols, les
échantillons ont été totalement stérilisés par rayonnement gamma a 38 kGy au Commissariat a
I'Energie Atomique de Cadarache pour les échantillons utilisés dans les expériences avec
plantes.

- Dans les expériences avec incubations en batch (cuves), les échantillons abiotiques
sont obtenus par ajout d'une solution de merthiolate de sodium 1%o (thimérosal) dans I'eau
d'’humidification des sols. Cet apport n'affecte pas la solubilisation des éléments minéraux &
I'exception de Mg et Ca qui sont 1égérement déplacés par échange (Berthelin & Kogblevi,
1974).

- Le sable a subi une stérilisation par chaleur séche au four & 150°C pendant 4h.

- Le mélange du sol et du sable stérilisés a été préparé sous hotte a flux laminaire dans
des récipients préalablement stérilisés par autoclavage (110°C pendant 30 mn).

- Les milieux de culture ont été stérilisés par autoclavage (110°C pendant 30 mn).

- Les solutions nutritives des plantes ont ét¢ stérilisées par filtration a 0,2 um pour
éviter des éventuelles précipitations d'éléments minéraux.

- La désinfection des graines est obtenue par agitation dans H,O, 30% pendant 30
minutes puis ringage 1 fois a I'eau distillée stérile (Laheurte 1985). Les graines sont ensuite
mises & germer a l'obscurité sur milieu Nutrient Broth en boite de Pétri (Photographie 3.1).

Les plantules non contaminées sont sélectionnées pour la mise en culture au bout de 5 jours.
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Phote 3.1 Germination des graines sur boile de Pétri stérile

3.3.2 Mesure de I'humidité équivalente (HE) des échantillons de sol

L'humidité équivalente (HE) des échantillons est mesurée par la méthode d'imbibition-
ressuyage (Bouyoucos 19306, décrit par Duchaufour 1966). Les échantillons sont humectés par
imbibition jusqu'a sursaturation puis ressuyés pendant 24h de maniére a évacuer les eaux
gravitaires. L'échantillon est ensuite pesé humide puis sec (séché a 110°C jusqu'a poids
constant). La valeur de I'humidité équivalente est obtenue par différence entre les poids de

I'échantillon sec et humide. rapportée au poids de sol sec.
3.3.3 Caractérisation de la phase liquide
3.3.3.1 Dosage des cations totaux en solution
Les solutions sont stabilisées par ajout d'une goutte d'acide chlorhydrique concentré
(36N) et filtrées a 0,45 um. Les cations totaux en solution sont ensuite dosés par

spectrométrie d’émission ICP-AES Jobin Yvon 2038 (16-18 rue du canal 91165 Longjumeau
Cedex).
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Le dosage de I'ammonium en solution utilise le réactif de Berthelot, fourni dans un kit
Merck™ Ammonium Test 14752'. Le domaine de validité de cette colorimétrie est compris

entre 0 et 3,9 mg.L'1 NH4+pour des mesures effectuées a 690 nm.
3.3.3.2 Dosage colorimétrique des éléments réduits en solution

Le fer réduit Fe** est dosé par colorimétrie avec la méthode Aquamerck Eisen-Test
8023 (Merck'), basée sur la formation d'un complexe rouge foncé trés stable lors de la mise
en contact de Fe*" avec la 2,2'-bipyridine. Les densités optiques sont mesurées a 523 nm et

converties en mg.L™ grice a une gamme étalon.

Le manganése réduit Mn”" est dosé selon le protocole de Charlot (1974) basé sur la
formation d'une coloration jaune du complexe Mn*'-formaldoxime. A 20 ml de solution de
I’échantillon sont ajoutés 1 ml de solution de formaldoxime (8 g de chlorure
d'hydroxylammonium sont dissous dans 100 ml d'eau ; 4 ml de formaldéhyde 35% sont
ajoutés et le tout est complété a 200 ml avec de l'eau) et 1 ml d'ammoniac 6 M. Apres 3
minutes 1 ml d'EDTA est ajouté puis 2 ml d'hydroxylamine. La mesure photométrique est

effectuée 15 minutes plus tard a 450 nm.
3.3.3.3 Dosage des anions en solution

La chromatographie ionique d'échange anionique (DIONEX 45001, 164-166 Avenue
Joseph Kessel 78960 Voisin-Le-Bretonneux) a été utilisée pour doser les ions fluorure (F'),
chlorure (CI), phosphate (PO4>), nitrate (NO3") et sulfate (SO4). Les conditions opératoires
sont les suivantes : couple pré-colonne/colonne analytique AG9-HC/AS9-HC, éluant :

carbonate de sodium 9 mmol., détection conductimétrique avec systéme d'autosuppression.
3.3.3.4 pH et Eh

La mesure du pHea et du pHkc du sol se fait sur la méme prise (rapport sol/solution
10/25, Bonneau et Souchier, 1994). Le mode opératoire est le suivant : 10 g de sol sec sont

placés dans 25 mL d'eau distillée, puis agités 1 heure et reposés 5 mn. Le pHea est alors

UE. Merck, Frankfurter Str. 250, D-6100 Darmstadt, Postfach 4119
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mesuré (Tacussel PHN 81, Choffel Electronique, Moulin-Saint-Nabor, BP 58, 88202
Remiremont Cedex)). Aprés ajout de 1 g de KClI en poudre, la suspension est agitée 1 heure et
reposée 5 mn. On mesurer alors le pHke)

Le ApH, correspondant a la différence pHkci-pHeay, permet d'obtenir une premiére
estimation de l'importance et de la valeur relative des charges variables.

Pour les expériences en colonnes de sol avec ou sans plante, le pH et le Eh sont

mesurés directement sur les solutions d’engorgement des colonnes.
3.3.3.5 Analyse des matiéres organiques des solutions

Le carbone organique dissous (COD) des solutions d'incubations et des solutions de
sol est mesuré par l'analyseur élémentaire TCM Dohrmann™ DC 190 Total Organic Carbon

Analyseur.

Le dosage des phénols totaux hydrosolubles (PTH) est effectu¢ a I'aide du réactif de
Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich™), selon la méthode de Box (1983). 0,4 ml de solution a
doser est mélangé a 5 ml d'eau osmosée, 0,75 ml de Na;COs 20% et 0,25 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu. La lecture de la densité optique (DO) est effectuée a 750 nm aprés une heure
de contact a 20°C. Les teneurs sont établies par comparaison avec une gamme étalon de
protocatéchine traitée selon le méme mode opératoire et sont exprimés en équivalents d'acide

protocatéchique.

Les sucres totaux (ST) sont dosés comme suit : 1 ml de solution est mélangé avec 1 ml
de phénol 5% (m/v) suivi de l'ajout de 5 ml d'H,SO,; concentré. Aprés agitation et
refroidissement, la DO est mesurée a 490 nm. Les mesures sont effectuées par comparaison a
une gamme étalon établie avec du glucose selon le méme mode opératoire. Les résultats sont

exprimés en équivalents glucose.

Les sucres réducteurs totaux (SRT) sont dosés sur une aliquote de solution
d'incubation filtrée a 0,22 um. Ce dosage est réalisé selon la méthode de Somogyi-Nelson
(Somogyi 1952, Criquet 1999). 2 ml de la solution d'incubation regoivent 2 ml de réactif de
Somogyi. Aprés 15 mn de contact en bain marie & 100°C, 2 ml de réactif de Nelson et 4 ml

d'eau distillée sont ajoutés. La densité optique est mesurée a 520 nm. La gamme étalon est
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établie selon le méme protocole avec du glucose. Les résultats sont exprimés en équivalent

glucose.

3.3.4 Caractérisation de la phase solide

3.3.4.1 Eléments minéraux totaux

La détermination de la teneur totale des éléments des échantillons de sol a été faite
apres fusion alcaline. 100 mg d'échantillon finement broy¢ sont mélangés avec 1 g de fondant
(métaborate de lithium LiBO, / tétraborate de lithium LiB4O; 80% / 20%, Spetroflux). Le tout
est porté¢ dans un four a haute fréquence a une température proche de 1000°C. La perle
obtenue est dissoute dans une solution aqueuse a 1% HNOs;. Les éléments de la solution

obtenue sont ensuite dosés par ICP-AES, Jobin Yvon 2038.

3.3.4.2 Compartimentation géochimique

Le principe d'extractions séquentielles (Tableau 3.6) a été utilisé dans le but de
déterminer la répartition et d'éventuels transferts d'éléments entre différents compartiments
géochimiques des échantillons de sol. Les différentes étapes d'extractions se succedent les
unes aux autres en reprenant le culot de l'extraction précédente, en allant du compartiment le
plus accessible au plus stable. Le protocole, adapté d'aprés Quantin ef al. 2002, est appliqué a
un échantillon de 1g de sol sec et décrit dans le tableau 3.3. Les éléments associés au
compartiment des MO sont extraits hors séquence sur un échantillon de sol séché différent de
celui utilisé pour les extractions séquentielles.

Parallélement & ces extractions séquentielles, une extraction des éléments
hydrosolubles a été réalisée sur échantillon frais (non séché). L'échantillon est mis a agiter
pendant une heure dans 20 ml d'eau osmosée dégazée par bullage d'azote, puis centrifugé et

filtré 4 0,2 um.
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Tableau 3.6 Protocole d'extractions séquentielles réalisées sur les échantillons de sol, pour 1g de sol sec

VOLUME DE
ETAPES FRACTION REACTIFS CONDITIONS
REACTIF
1 RIS e 25 ml 20°C, 1h d'agitation rotative
Acido
2 Echangeables | ¢y o 1y 20 ml 20°C, 2h dagitation rotative
Ech
Oxydes trés
facilement )
3 NH,OH.HCI1 0,1M 20 ml 20°C, 30 mn d'agitation rotative
réductibles
Mn-ox
Oxydes de Fe ]
(NH,),C,04 0,2M + 20°C, 4h d'agitation rotative 4
4 peu cristallisés 20 ml
H,C,0, 0,2M l'obscurité
Fe-oxI
Oxydes de Fe = Na,-citrate (78,4g/L) + 40 ml CB )
80°C, 15 mn d'agitation magnétique
5 cristallisés NaHCO; (9,82 g/L) t ) . o
puis 30 mn aprés ajout de dithionite
Fe-ox2 a Na15304 ]g N335204
Matidres .
Hors NaOH 0,IM + o )
organiques 40 ml 20°C, 2h d'agitation rotative
séquence . Na-Pyrophosphate 1%

3.3.4.3 Minéralogie : spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) a permis l'analyse des

oxydes de fer et en particulier de la goethite. Basée sur I'absorption d'un rayonnement

infrarouge par le matériau analysé, elle permet, via la détection des vibrations caractéristiques

des liaisons chimiques, d'effectuer l'analyse des fonctions chimiques présentes dans le

matériau.

Les spectres IR sont obtenus sur pastilles formées sous vide, constituées de 200 mg de

KBr anhydre (conservé en étuve a 110°C) et d'l mg d'échantillon minéral (conservé en

dessiccateur sous vide en présence d’acide phosphorique). Les mesures sont effectuées pour

des longueurs d'onde de 4000 & 399,2 cm™ avec un spectrométre Bruker'™ Vector 22

(Wissemburg).
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3.3.4.4 Composition minérale des plantes

En fin de culture, les parties aériennes et racinaires des plantes sont séchées a 105°C
en étuve jusqu'a poids constant puis homogénéisées par broyage dans l'azote liquide. Afin de
déterminer sa composition en éléments minéraux, le végétal est minéralisé. 4 ml de HNO;
69% et 2 ml de H,O, 30% sont ajoutés @ 200 mg d'échantillon sec puis le tout est porté a
170°C pendant 10 mn dans un four a micro-ondes MARS 5. La solution est dosée par ICP-
AES.

3.3.5 Caractérisation de la phase gazeuse

Le CO; émis dans l'atmosphere des réacteurs fermés (incubations en batch) a servi
d'indicateur de l'activité bactérienne. Les échantillons ne contenant pas de carbonates, le
dioxyde de carbone provient de la minéralisation des matiéres organiques. De précédentes
études ayant montré l'absence d'un tel dégagement en absence d'activité microbienne, le CO,
émis traduit donc l'intensité de l'activité microbienne.

Des prélévements de gaz sont effectués a l'aide de seringues stériles a travers les
bouchons hermétiques des flacons. La concentration en CO; est déterminée par spectrométrie
infrarouge (détecteur Binos 1004, Infra-Red Gaz Analyser, Rosemount (Allemagne) ;
automate réalis¢ au laboratoire, Christian Mustin, montée par SGAE, Roussillon). Le CO,
absorbe les radiations infrarouges 2 un nombre d'onde de 2325,6 cm™. Le gaz est injecté a
l'aide d'une seringue dans un flux d'azote "débarrassé" du CO; et de I'humidité de l'air pour
éviter toute pollution du signal. La concentration en CO, mesurée est convertie en taux de

minéralisation C-CO; %oC .

3.3.6 Caractérisation des communautés microbiennes cultivables

Les activités microbiennes sont évaluées par différences de mesures entre traitements
biotiques et abiotiques et concernent les mesures effectuées sur les phases liquides, solides et
gazeuses présentées ci-dessus.

Par ailleurs, des dénombrements des communautés réductrices du fer et du manganése

et des microflores totales ont été effectués sur différents milicux.
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3.3.6.1 Composition des milieux de cultures pour bactéries

5 milieux de cultures dont la composition de base est décrite dans le tableau 3.5 sont
utilisés pour dénombrer, isoler et mesurer l'activité de communautés bactériennes anaérobies
et aéro-anaérobies réduisant et solubilisant le fer et le manganése d'oxydes :

- milieu Bromfield modifié a 1000 mg/L de Fe (noté BrFe)

- milieu Bromfield modifié dans lequel le fer est remplacé par 1000 mg/L de Mn, dit

"Bromfield Manganese" (BrMn)

- milieux "Rhizosphérique" (Rh)

- milieu "Rhizosphérique Fer" (RhFe)

- milieu "Rhizosphérique Manganéese" (RhMn)

Les 4 derniers milieux ont été mis au point dans le cadre d'un stage de DEA (E.
Bourguignon, 2003) a partir d'une étude bibliographique tenant compte de la composition
d'exudats racinaires du mais. La composition des milieux "rhizosphériques" est établie pour
leur teneur en sucres, en acides carboxyliques et en amino-acides d'apreés des résultats
d'analyses d'exsudats racinaires du mais de Gransee et Wittenmayer (2000), Rengel (1997),
Laheurte (1985) et Rovira (1969). Ces milieux sont utilisés soit liquide pour les expérience en
microplaques, soit solide pour les incubations et isolements en boites de Pétri et ajustés a pH
6,2.

Les milieux rhizosphériques RhFe et RhMn recoivent 1,754 g.L'! d'oxyde de fer ou
1,562 gL d'oxyde de manganése en suspension (soit 1 g.L”! de Fe ou Mn).

Les milieux gélosés sont obtenus par ajout de 14 g de gélose par litre de milieu.

Les milieux de culture BrFe et RhFe contiennent une source de fer de type goethite
amorphe. Celle-ci confere au milieu une couleur rouge vif. Les colonies ferri-réductrices se
développant sur ces milieux gélosés forment autour d'elles un halo translucide de dissolution
facilement repérable a 1'eeil nu (cf. photo 3.2). Cette auréole correspond & une zone de
dissolution importante du fer par réduction de Fe’ rouge insoluble en Fe*" gris ou peu colord,
et soluble. Le phénomeéne est semblable dans le cas du manganése, ou la mangani-réduction

se manifeste par une décoloration du milien initialement gris sombre.
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Tablean 3.5 Composition des milieux de culture utilisés pour incuber et isoler les bactéries

Milieu Bromfield "Fer" Milieu Bromfield "Manganése"
Eléments Concentration (g.L™7) Eléments Concentration (g.L™)
KH,PO4 0,500 KH,PO4 0,500
MgS04.7H,0 0,500 MgS0,4.7H,0 0,500
(NH4)2SO4 1,000 (NH4),S04 1,000
CaCO; 0,067 CaCOs 0,067
FeOOH" 1,591 (=1 g Fe L) MnO,® 1,562 (=1 g Mn.L")
Extraits de levure 0,150 Extraits de levure 0,150
D-glucose 10,000 D-glucose 10,000

Milieu rhizosphérique

Eléments Concentration (g.L'l)
KH,PO4 0,5000
MgS04.7H,0 0,5000
(NH4)2S04 1,000
Extrait de levure 0,150
Casamino acids 0,350
Glucose (-D) 0,540
Xylose (-D) 0,240
Galactose (-D) 0,120
Fructose (-D) 0,180
Saccharose (-D) 0,120
Acide tartrique 0,100
Acide citrique 0,050
Acide fumarique 0,050
Acide malique 0,050
Acide succinique 0,050

) Fe,03 2H20 Prolabo, N°lot 508F
@ MnO,, Aldrich, ref. 21,764-6
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Photo 3.2 Colonies ferri- et mangani-réductrices sur milien Bromfield-fer (a gauche) et

Bromfield-manganése (a droite)

Le spectre de diffraction RX de 'oxyde de Mn utilisé dans ces milieux de culture (Figure 3.3)
décrit un oxyde de manganése MnO; de type psilomélane. Le spectre de diffraction RX de
l'oxyde de Ie (Figure 3.4) décrit une goethite faiblement cristallisée (Cornell & Schwertmann

1996).
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Figure 3.3 Diffractogramme RX de l'oxyde de Mn (MnO,, Aldrich, ref. 21,764-6) utilisé dans les
milienx de culture destinés a l'incubation et l'isolement des bactéries (D. Fortin, communication

personnelle).
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Figure 3.4 Diffractogramme RX de l'oxyde de Fe (Prolabo ref 508F) utilisé dans les milieux de
culture destinés a l'incubation et lisolement des bactéries (S. Lawniczak, communication

personnelle).

3.3.6.2 Préparation des inoculum

Les boites ensemencées par repiquage des associations bactériennes isolées IM1 et
IM2 sont maintenues dans des jarres fermées hermétiquement, dans lesquelles 1'anaérobiose
est obtenue par dégazage a l'aide de I'Anoxomat (MART® Anoxomat, TTO France sarl, 37 rue
d'Amsterdam, 75008, Paris) et introduction d'une atmosphere d'azote (80 %), d'hydrogeéne (10
%) et de dioxyde de carbone (10 %). Dans les jarres, la présence d'un catalyseur au palladium
permet a I'oxygéne résiduel de se combiner avec I'hydrogéne et ainsi former de I'eau,
garantissant une bonne qualité d'anaérobiose. Les jarres sont incubées a 28°C dans l'obscurité.

Pour la préparation d'un inoculum bactérien destiné a I'ensemencement des dispositifs
en colonnes (avec ou sans plante), 2 & 3 ml d'eau physiologique (NaCl 8g/L) sont ajoutés sur
la surface de la boite de Pétri. La surface de la gélose est raclée de facon a détacher les
colonies. La suspension bactérienne ainsi obtenue est centrifugée a 10 000t/mn pendant 15
mn, afin d'éliminer les produits organiques avec le surnageant. Le culot bactérien est remis en

suspension dans de I'eau physiologique (NaCl 8 g/L) pour étre utilisé comme inoculum.
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Photo 3.3 Comnunautés ferri- et manganiréductrices sur milieu Rhizosphérique-fer (a gauche) et

Rhizosphérique-manganése (a droite) en microplague
3.3.6.3 Dénombrements bactériens

LLes méthodes adoptées sont celles des suspensions-dilutions en milieu liquide
(microplaque ou plaque de microtitration, Photographie 3.3) pour dénombrer les
communautés par l'évaluation du nombre le plus probable (NPP) de bactéries cultivables. Les
suspensions de sol (107, 107, 107...) sont transférées dans des microplaques. Chaque
microplaque (96 puits) contient un milieu de culture, et recevra 4 dilutions (10" a 107) a
raison d'une dilution pour 2 séries de puits et 4 rangées de huit puits contenant de la
résazurine (indicateur d’anaérobie). Les puits contiennent 200 pL de milieu et 50 pL de
suspension de sol. Les microplaques sont placées dans des jarres anaérobies et incubées a
28°C pendant 14 jours. Des microplaques témoins stériles sont réalisées de la méme maniére.
Aprés 14 jours, un lecteur de microplaques est utilisé pour compter le nombre de puits
positifs. Les résultats obtenus sont traités par un programme (Most Probable Number
Calculator Version 4.04 — United States EPA) calculant le nombre le plus probable (NPP) de

bactéries réductrices du fer et du manganese.
3.3.7 Composition des solutions nutritives utilisées pour la culture des plantes
La composition de la solution nutritive a été établie d'aprés L'Huillier (1994). Pour les

traitements sans apport de fer par le sol (cultures sur sable) 8,1 mg de Fe-EDTA sont ajoutés

par litre de solution nutritive.
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Les solutions nutritives sont apportées en 3 fois : 4 la mise en pot des plantules, au
dixiéme et au vingtiéme jour de culture, en quantité calculée de maniére a respecter les
concentrations totales en éléments nutritifs figurant au tableau 4. Le fer et le manganése
solubles sous forme de nutriments ne sont apportés que dans les pots de culture 2 100%
de sable et 0% de sol. Les substrats de culture composés d'un mélange de terre et de sable ne
regoivent ni fer ni manganése dans le milieu de culture de maniére a exercer un "stress" pour
la plante et/ou les microorganismes de la rhizosphére et du sol non rhizosphérique, et
favoriser le développement de mécanismes de solubilisation de ces éléments.

L'arrosage quotidien des plantes s'effectue manuellement de maniére a conserver une

humidité a 80% de la capacité au champ HE (pesée quotidienne).

Tableau 3.4 composition de la solution nutritive utilisée pour la culture des plantes

Eléments mg/kg de sol
N (NO3) 88,75
" N (NH,) 105
=
\% P 32,25
S K 94,75
=
§ Ca 51
Mg 31
S 40,75
B 0,975
2 Zn 1,525
£
0 Cu 2,25
P
e Mo 0,25
g
= Mn (uniquement dans 0,975
traitements non carencés)
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Les éléments nutritifs sont apportés par les solutions S sous les formes suivantes :

Macro-éléments

S1 NH4NO;
S2° KH,PO,

S3 KNO;

S4 Ca(NO;3),°4H,0
S5 Mg(NO3),°6H,0
S6 (NH4)2804

Micro-éléments

H;BO;
ZnSO047H,0
CuSO4+5H,0

(NH4)sM07024°4H,0

S7

Pour les traitements non carences
MnSO4'H20
Fe-EDTA

S8

3.3.8 Conditions de culture des plantes

Les plantes sont cultivées dans des phytotrons thermorégulés a 24°C le jour (16
heures) et 20°C la nuit (8 heures), avec une atmospheére a 70% dhumidité. L'intensité
lumineuse moyenne mesurée est de 419 = 27 pmol photons.m?s™. Celle-ci varie en fonction
de la position des pots ou colonnes de culture par rapport aux lampes et en fonction de la
hauteur de la plante. U

Le substrat de culture des plantes est composé soit de sable (voir chapitre 3.2.2), soit

d'un mélange 10% sol / 90% sable pour minimiser les effets toxiques du nickel contenu dans

2 La quantité de KH,PO4 est doublée par rapport & L'Huillier 1994 car ce sol retient fortement les phosphates, ce qui

provoque des carences.



3. Méthodes et dispositifs expérimentaux 73

Le substrat de culture des plantes est composé soit de sable (voir chapitre 3.2.2), soit
d'un mélange 10% sol / 90% sable pour minimiser les effets toxiques du nickel contenu dans
le sol. Le mélange sol-sable a été réalisé dans des flacons (préalablement stérilisés si le

mélange est stérile) par agitation par retournement pendant 12 heures 4 26 tours.mn™".

3.4 Dispositifs expérimentaux

Les dispositifs expérimentaux sont d'abord destinés a étudier les paramétres biotiques
et abiotiques de la réduction bactérienne du fer et du manganeése dans le sol non
rhizosphérique et dans le sol rhizosphérique. Ils font appel a des systémes en cuve (batch) ou

a des systémes permettant la culture de plantes (pots ou colonnes).

3.4.1 Choix d'un paramétre de controle de I'humidité du sol en fonction de la

croissance de la plante

Dans une premiére série d'expériences de cultures en pots, les quantités d'eau a
apporter réguliérement pour maintenir I'humidité du sol ont été déterminées par pesées des
pots. Cette méthode convient pour les plantes de petite taille et & croissance moins importante
(e.g. ray grass, tréfle), mais est insuffisante avec des plantes a forte croissance et production
de biomasse. Leur masse représente en effet une forte quantité d'eau dont il faut tenir compte
pour maintenir le sol ou le support de culture a I'humidité voulue (80% de la capacité au
champ).

Des cultures ont donc été effectuées en pot (voir ci-dessous) en mesurant différents
parametres du végétal, de maniére a établir un abaque de croissance : taille de la plante,
nombre de feuilles visibles, circonférence au premier nceud, hauteur de chaque nceud, poids
de la plante fraiche et séche. Le paramétre le plus pertinent et retenu est la hauteur de la plante
qui permet une bonne évaluation de I'eau a ajouter pour maintenir I'humidité choisie. Lors de
la pesée des pots avant arrosage, le poids total du dispositif a ainsi pu étre corrigé en fonction

de la taille et donc de la masse de la plante.

3.4.2 Cultures de plantes en pots
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Les cultures de mais du chapitre 4 ont ¢té réalisées dans des pots en plastique d'une
contenance de 1,1 kg de substrat de culture, et dont le fond a été étanchéifié par un sac
plastique (Figure 3.5). Aprés germination et culture pendant 5 jours sur milieu Nutrient Broth
(chapitre 3.3.1), la plantule a été placé dans le pot et recouverte d'une légére couche de
substrat de culture. L'arrosage a ét¢ effectué manuellement et quotidiennement. La quantité
d'eau a apporter a €té déterminée par différence de poids des pots d'un jour a l'autre pour
garder I'humidité voulue (80% HE) et en tenant compte de la croissance du mais (chapitre

3.4.1). Des pots non plantés et placés dans les mémes conditions ont servi de témoins.

Ty Lo mays -
’ /N
F 4
o /
R - \
\ /
y , )
" )

= lilm plastique

poten plastigue 1.1 kg

mélange de sahle + sol
(LS ou 10 % sol)

£002T/51/L

Figure 3.5 Dispositif de culiure de plantes en pot

3.4.3 Cultures en colonnes axéniques

Un dispositif avec colonne en verre a été mis en place afin de contrdler les conditions
de stérilité des cultures (Chapitre 6). Le matériel a été entierement stérilisé deux fois a 24h
d'intervalle puis assemblé sous hotte stérile a flux laminaire, pour obtenir le dispositif
schématisé dans la figure 3.6.

Des colonnes en verre de 5,2 cm de diamétre et 20 cm de hauteur ont été bouchées
hermétiquement en bas par des bouchons de caoutchouc et du ruban Téflon". 400g d'un
meélange sol OUE 4.2 (10%)-sable (90%) ont été introduits ainsi que la plantule apres
germination et culture pendant 5 jours sur milieu Nutrient Broth (chapitre 3.3.1). Un film
synthétique Biofolies” a été utilisé pour garder la plantule dans des conditions contrélées. Il
est imperméable aux particules et protége donc de la contamination par les microorganismes,

mais permeéable aux gaz (Figure 3.6). Il a permis de maintenir des conditions stériles a
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I'intéricur de son enccinte tout en laissant respirer la plante. Il a été fixé a la colonne par des
¢lastiques en caoutchouc et du scotch résistant a 'humidité. L'alimentation en eau et solution
nutritive a ét¢ effectuée par un tuyau muni d'un filtre a 0,2 pm disposé dans le sac Biofolies”,
de manicre a garder une humidité du substrat a 80% HE. La colonne de verre est ensuite

recouverte de papier aluminium pour maintenir les racines a l'obscurité.

\ Caoutchoue ¢t

ruban adhest!

F—— Colonne en verre
Mchinge
1O¥ 3 s] = 907 sable

b bueiernies

44— Rubande Iéflon

Figure 3.6 Dispositif de culture de plantes en colonnes axéniques

3.4.4 Cultures en colonnes avec variation de la teneur en eau du sol

Ce dispositif a été¢ mis en place dans le but de pouvoir faire varier le niveau de
saturation en eau d'un substrat planté en fonction du temps (Chapitre 7). 300g de mélange du
sol OUE 4.1 (10% en poids) : sable (90% en poids) sont introduits dans une colonne de verre
(cf. figure 3.7 et photographie 3.4). Le bas de la colonne est fermé par un bouchon de
caoutchouc percé d'un orifice permettant l'entrée ou la sortie de I'eau.

L'humectation du substrat a été réalisée par imbibition par le dessous de la colonne
pour remplir toute la porosité du substrat et limiter ainsi la présence de poches d'air

eventuelles.
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Les eaux de ressuyage ont été récoltées grace a un systéme de double aiguille,
permettant la collecte des solutions dans des récipients clos hermétiquement et préalablement
purgés a l'azote. Le ressuyage a €té assisté par pompe et s'est poursuivi jusqu'a I'obtention de
I'numidité voulue (estimée par la mesure du poids de la colonne ou par hauteur du niveau
d'eau dans le flacon d'alimentation et la colonne).

La colonne a été alimentée en eau par une bouteille reliée a la colonne par un tuyau
Tygon®.

Pour limiter I'évacuation de particules depuis la colonne vers le tuyau, un niveau de

toile a bluter de 1pm de maille a été placé au fond de la colonne.

Photo 3.4 Dispositif de culture de plante en colonne avec

variation du niveau de saturation en eau
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Figure3.7 Dispositif d'imbibition/ressuyage des colonnes avec

variation du niveau de saluration en eau
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3.4.5 Incubations en batch : systemes non plantés

Des expériences destinées a mesurer les activités ferri-réductrices et mangani-
réductrices de communautés bactériennes autochtones et Il'influence de parametres
nutritionnels et physiques (Chapitre 8) ont été réalisées dans des dispositifs simples en batch,
constitués par des flacons sérum clos de 250 ml de volume total (Figure 3.8).

Les expériences ont été effectuées sur des échantillons de sol non mélangés & du sable,

portés a différentes teneurs en eau.

28°C 0, initial : 2 %

Humidité : 75, 100, 150 ou
2009 de la capacité au champ___

_____________

]}

bipyriding )

| 15 g de sl Bosass b2 { formaldoxin

Dosage Fe' ( ]

Figure3.8 Dispositif d'incubations en batch

15 g de sol sont introduits dans des flacons de 250 ml et humidifiés a 75, 100, 150 ou
200% de I'humidité équivalente (HE) avec de l'eau dégazée ou une solution d'exsudats
racinaires modele. Le flacon est clos hermétiquement par un bouchon en caoutchouc maintenu
par une virole en aluminium. Les incubations sont réalisées en microaérophilie (2%0,, 98%
N,), a I'obscurité, a 28°C et en position statique. La microaérophilie est obtenue grace a
I'Anoxomat MART" qui réalise plusieurs cycles de dégazage et d’injection d’azote, pour au
final obtenir un taux en oxygene de ’ordre de 2,3%.

Les dispositifs sont incubés a 28°C en présence (conditions biotiques) ou absence de
micro-organismes (conditions abiotiques), pour distinguer les processus d’origine biologique

et physico-chimique.
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3.5 Traitement des données — analyse statistique

Les résultats présentés sont la moyenne d'au moins trois répétitions réalisées pour les

différents traitements au cours des différentes expériences. Les erreurs et barres d'erreurs

figurées correspondent aux valeurs minimales et maximales observées, et en aucun cas a des

écarts-types.

L'analyse statistique des données a été effectuée par le test # de Student (risque de 5%)

avec le logiciel SigmaPlot 9.0 (Systat Software 2004).

Les résultats ont été exprimés selon quatre indices définis de la maniére suivante :

Indice de disponibilité Iy : quantité d'éléments lice aux compartiments
"hydrosolubles" (Hydro), "échangeables" (Ech) et "plante" (P) en mg d'élément par
pot et par plante.

Indice de redistribution I, : il indique I'évolution de la quantité d'un élément dans
un compartiment géochimique, en g d'élément pour 100g d'élément total.

Facteur de transfert : il correspond a la concentration de I'élément prélevé par la
plante par rapport & sa concentration dans le sol (Deneux ef al., 2003) :

C

F = plante

o Csol

Indice de minéralisation du carbone organique C-CQO; / Cy : quantité de
carbone organique minéralisée par rapport a la quantité initiale de carbone
organique présente.

Vitesse de minéralisation C-CO; / Cy / jour : quantité de carbone organique
minéralisée par unité de temps (jour) par rapport a la quantité initiale de carbone

organique présente.
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4

INFLUENCE DE LA RHIZOSPHERE DU MAIS SUR

LA MOBILISATION DU FER, DU MANGANESE ET

D'ELEMENTS ASSOCIES AUX OXYHYDROXYDES
(Cr, Co, Ni)

4.1 Introduction

Les travaux de L'Huillier (1994) concernant la mobilité du nickel dans les sols de
Nouvelle-Calédonie et ses effets sur le développement et 1a physiologie du mais ont mis en
évidence la biodisponibilité du nickel dans ces sols par son transfert aux plantes et un effet
toxique. En étudiant l'origine de ce nickel, Becquer et al. (1997) avaient évoqués la
possibilité d'une réduction des oxyhydroxydes de fer suite & des phases d'engorgement
temporaires de ces sols. Bertrand et Hinsinger (2000) ont montré la capacité de plantes a
stratégie I (dicotylédones et monocotylédones non herbacées comme le pin, le colza) a
prélever du fer d'oxyhydroxydes (goethite) en quantités non négligeables. Ces plantes
agissent par excrétion de protons et par une augmentation de leur activité réductrice en
situation de carence en fer. En revanche dans la méme étude, le mais (plante de stratégie 11
produisant des phytosidérophores en situation de carence en fer) a montré la plus faible
capacité a prélever du fer de la goethite. L'ordre décroissant suivant a prélever du fer de la
goethite a été observé : colza > lupin > pois > mafs. Par ailleurs, les sols de Nouvelle-
Calédonie renferment des communautés bactériennes ferri-réductrices non rhizosphériques
capables d'intervenir dans la réduction-dissolution et redistribution de Fe, Mn, Ni, Cr et Co
(Quantin ef al. 2002).

Suite & ces diverses constatations, l'expérience dont les résultats sont présentés dans
ce chapitre, avait pour but de déterminer la capacité de la rhizosphére du mais & altérer les
oxyhydroxydes de fer du sol OUE 4.3 dilué dix fois dans du sable (voir chapitre 3.3.8) et a
dissoudre le fer, le manganése et les éléments traces qui leurs sont associés (Ni, Cr, Co).
Les expériences ont été faites dans des dispositifs simples de culture en pot décrits dans le

chapitre Matériel et Méthodes (Chapitre 3.4.2) et en ayant des pots plantés (5 réplicats) et
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des témoins avec "sol" non plantés (3 réplicats). Par ailleurs pour un des traitements le
mais était cultivé sur sable en milieu non carencé en Fe et Mn (ajout de Fe et Mn dans la
solution nutritive) (5 réplicats). Les cations métalliques Fe, Mn, Ni, Cr et Co ont été dosés,
apres six semaines de culture, dans la plante, la solution du sol (ou support de culture) et

chacun des compartiments géochimiques extraits en séquences.

4.2 Résultats

4.2.1 Croissance et Minéralo-masse du mais

La masse moyenne d'une plante aprés 6 semaines de culture en pots sur le mélange
sol/sable est de 6,0 £ 1,0 g de matiére séche, dont 4,6 + 0,3 g de matiére séche pour les
parties aériennes et 1,4 + 0,8 g de maticre séche pour les racines. Pour les cultures sur sable
seul, avec une solution nutritive non carencée en Fe et Mn, la biomasse totale est de 14,9 +
2,0 g par plante seche, dont 9,8 + 2,2 g pour les parties aériennes et 5,1 + 1,6 g pour les
racines. La présence de sol dans le substrat de culture aurait donc une influence négative
sur la croissance du mais. La carence en Fe et Mn du milieu ne semble pas devoir
intervenir au vu des teneurs des végétaux. La biomasse des parties aériennes et des racines
a été largement diminuée (moins 53% en poids pour les parties aériennes, moins 72% en
poids pour les racines).

Les quantités d'éléments prélevées par les plantes cultivées sur le substrat contenant
uniquement du sable, exprimées par la teneur dans les parties aériennes et par la minéralo-
masse (Tableau 4.1), indiquent que la plante a prélevé 51 ug de Fe et 56 pug de Mn par
gramme de matiére séche. Ces éléments ont été fourni par la solution nutritive sous forme
soluble. Des traces de Ni (2 pug Ni / g de matiére séche) et de Cr (1ug Cr / g matiére séche)
ont également été détectées. Ces éléments proviennent du sable utilisé pour la culture des
plantes qui contient 0,6 ug de nickel et 1,0 pg de Cr par gramme de sable.

Les quantités d'éléments prélevées par la plante sur le substrat contenant du sol,
exprimées par la teneur dans les parties aériennes et par la minéralo-masse (Tableau 4.1),
indiquent que l'ensemble des éléments analysés, sauf le Cr, sont absorbés en quantités
beaucoup plus importantes. Une véritable mobilisation, nettement plus significative, de Fe,
Mn, Ni et Co présents dans le sol et transférés aux parties aériennes du mais. Le nickel est

tres significativement absorbé par la plante, au-dela de la concentration toxique fixée a
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12pug Ni/g plante séche par L'Huillier (1994). En effet elle atteint 28 pg Ni /g de plante
séche. Le chrome est trés peu absorbé (1 pg de Cr par gramme de matiére séche). Les
minéralo-masses du fer sont les mémes pour les parties aériennes du mais cultivé sur
mélange sol/sable et sur sable, mais les teneurs sont beaucoup plus élevées dans les
cultures sur le mélange sol/sable. Le mais cultivé sur le mélange sable-sol a aussi absorbé

des quantités beaucoup plus importantes de Mn et Co.

Tableau 4.1 Teneur en éléments et minéralo-masse du mais aprés 6 semaines de culture sur substrat sans sol
(0% sol) ou avec sol (10% sol). Les résultats représentés avec des lettres différentes sont significativement
différents (test t de Student,risque de 5%,). Les lettres sont a considérer éléments par éléments, et séparément

pour la minéralo-masse et les concentrations.

Fe Mn Ni Cr Co
pg / g matiére séche (parties aériennes)
0% sol 5113 (a) 56+ 4 (a) 2+2(a) 1+1 (a) 0+0(a)
10% sol 94+ 23 (b) 364 + 49 (b) 28 £ 3 (b) 1+0(a) 18+ 2 (b)
pg / plante
0% sol 503+13(a) 549+40(a) 1716 (a) 10+ 6 (a) 0+0(a)

10%sol 503 +122(a) 1948+262(b) 148+16(b) 8+2(a) 94 £ 11 (b)

4.2.2 Réduction et solubilisation du fer

Le fer solubilisé et réduit a été dosé dans trois compartiments du "sol" contenu dans
les pots : la rhizosphére (sur l'ensemble du sol rhizosphérique du pot), I'horizon supérieur
non rhizosphérique (moitié supérieure du pot) et 'horizon inférieur non rhizosphérique
(moitié inférieure du pot). Ce fractionnement en horizons ne correspond en aucun cas a une
stratification observée au sein du sol in situ, mais a une distinction conventionnelle de deux

horizons dans les pots aprés incubation sans plante ou dans les pots cultivés.

Culture sur substrat composé a 100% de sable

Le fer des pots contenant un substrat composé a 100% de sable a été apporté par
une solution de Fe-EDTA ; il est donc présent dans ces traitements sous forme soluble,
contrairement aux pots contenant le mélange sol:sable / 10 : 90 ou il est présent sous forme
d'oxyhydroxydes insolubles. La Figure 4.1 indique que, sur support de culture 100% sable,

ce fer soluble ne s'est pas réparti de mani¢re uniforme dans le pot mais qu'il se concentre
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principalement dans le sol rhizosphérique. Le flux d'absorption d'eau par les racines

pourrait contribuer a transporter le fer hydrosoluble vers la rhizosphere.

pg Fe/g sol sec

Horizon sup Horizon inf Rhizosphere

Figure 4.1 Quantité de fer solubilisé dans les sols non rhizosphériques et dans le sol

rhizosphérique des pots plantés avec Zea mays sur un substrat 100% sable

Cultures sur substrat composé a 10% de sol et 90% de sable

Les horizons inférieurs et supérieurs des sols non plantés en mais montrent une
solubilisation-réduction du fer différente. La solubilisation du fer sous forme réduite Fe**
et les quantités de fer total solubles sont significativement plus importantes dans les
horizons supérieurs que dans les horizons inférieurs des pots de sol cultivés par le mais
(Figures 4.2 et 4.3, respectivement 0,05 pg Fe** / g sol sec dans I'horizon supérieur contre
0,02 dans 1'horizon inférieur des pots plantés, avec un risque o de 5%). Il en est de méme
dans les sols non plantés mais avec des teneurs beaucoup plus faibles (respectivement 0,04
et 0,015 pg Fe** / g sol sec).

Dans les horizons supérieurs, le fer total solubilisé est significativement plus
abondant que les quantités de fer solubilisées sous forme Fe®" (0.065 pg Fey/g sol sec
contre 0,040 pg Fe**/ g sol sec dans les sols non plantés, avec un risque o de 5%, Figure
4.3). Le fer solubilisé est donc présent sous forme ferreuse Fe’', et aussi sans doute sous
forme de complexes organo-métalliques ferreux ou ferriques.

Dans les horizons inférieurs des pots, le fer solubilisé sous forme Fe*" n'est pas
significativement différent du fer total en solution (0 & 0,03 ng Fe / g sol sec) méme s'il est

sensiblement moins abondant.
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Ces résultats sont & mettre en relation avec la biodégradation des MO (Paskiewicz
et al., en préparation, Annexe 1). Dans I'horizon supérieur les activités minéralisatrices des
MO par les microorganismes sont sans doute favorisées par l'accessibilité meilleure de
'oxygéne qui doit aussi s'y trouver en plus grande quantité que dans I'horizon inférieur qui
par ailleurs peut présenter une plus forte teneur en eau. L'oxydation des MO favorise la
consommation de 1'O, et la mise en place de conditions favorables a la réduction
bactérienne du fer, au moins au sein de microsites (Paskiewicz et al., en préparation,
Annexe 1). Par ailleurs la biodégradation des MO dans cet horizon peut libérer des
substances complexantes.

Dans les pots de sol non plantés en mais, la quantité de fer solubilisé, tant sous
forme Fe*" que sous forme de fer total dont la spéciation n'est pas définie, est moins
importante que dans le sol planté non rhizosphérique. Un effet de la plante est observé qui
entrainerait soit des conditions nutritionnelles et énergétiques ou de conditions physiques

plus favorables a l'activité microbienne.
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Heorizon sup Horizon inf Rhizosphére

Figure 4.2 Quantité de fer solubilisé dans les sols non rhizosphériques et dans le sol

rhizosphérique des pots plantés avec Zea mays sur un substrat 10% sol/90% sable

Dans la rhizosphére du mais, la solubilisation du fer (Fe® et Fey) est
significativement plus importante que dans les autres parties du support de culture (0,20 pg
Few / g sol sec, Figure 4.2). La presque totalité du fer est solubilisée sous forme Fe*'. La
rhizosphére du mais a donc, au moins dans les conditions expérimentales adoptées, une

influence stimulante sur la réduction du fer. L'apport d'exsudats et débris racinaires
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favoriserait l'activité microbienne, la consommation d'oxygeéne et la mise en place de
conditions favorables 2 la dissolution et la réduction qui pourrait impliquer des bactéries
ferri-réductrices. Le flux d'absorption d'eau pourrait aussi participer au flux de fer en

solution vers les racines et la zone racinaire.
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Figure 4.3 Quantité de fer solubilisé dans les sols des pots non plantés sur un substrat 10%
501/90% sable

4.2.3 Distribution des éléments dans les différents compartiments géochimiques

Les résultats des extractions séquentielles distinguant les formes échangeables
(Ech), les formes associées aux oxydes trés facilement réductibles comme les oxydes de
Mn (Mn-ox), et les oxyhydroxydes de fer plus ou moins cristallisés (respectivement Fe-
oxl et Fe-ox2) ou par extraction séparée des matieéres organiques (MO) montrent des
redistributions des éléments. Ces différences de comportement sont fonction des
traitements (sols plantés ou non plantés) et donc des microsites concernés (rhizosphére et
sol non rhizosphérique). Elles ont été réalisées sur les substrats composés a2 10% de sol et
90% de sable avant (témoin) et aprés incubation du mélange sol-sable non planté et dans
les traitements avec culture de mais (traitement dit "planté").
Remarque : le compartiment des €léments hydrosolubles, désigné par "Hydro" et dont les

caractéristiques ont été présentés ci-dessus, est également distingué.
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Le fer

La répartition du fer dans les différents compartiments géochimiques est modifié
sous l'influence des incubations de sol en pots non plantés, c'est-a-dire sous l'influence des
microorganismes dégradant les MO, et sous l'influence des cultures de mais, c'est-a-dire
pae un effet rhizosphérique. Globalement ces deux types d'effet entrainent une
augmentation de la proportion de fer par rapport au fer total dans les compartiments dit
Hydro, Ech, Mn-ox et Fe-ox1. En revanche une diminution est notée dans le compartiment
des matiéres organiques (MO) et dans celui des oxydes de fer bien cristallisés (Fe-o0x2,
Figure 4.4).

L'effet rhizosphérique est dominant, c'est-a-dire qu'il entralne une augmentation
plus importante de la quantité de fer dans les compartiments Hydro et Ech. Pour le
compartiment Fe-ox! l'augmentation notée est plus marquée pour le traitement avec
microorganismes seuls qu'avec racines et microorganismes associés. Pour le compartiment
Fe-ox2 la diminution est plus marquée sous l'effet des seuls microorganismes que sous
l'effet rhizosphérique. Une forte "amorphisation" des oxydes est a noter sous l'effet des

facteurs biotiques (augmentation de la quantité de fer associée au compartiment Fe-ox/).
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Figure 4.4 Répartition du fer dans les différents compartiments minéraux et organo-minéraux
du support de culture 10% sol / 90% sable avant (témoin) et aprés incubation du substrat

planté ou non de mais
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Le manganése

En ce qui concerne le manganeése, une dissolution significative (Hydro) dans les
"sols" cultivés est a souligner (Figure 4.5). La quantité relative de Mn par rapport au
manganese total diminue dans le compartiment échangeable (Ech), le compartiment des
oxydes tres facilement réductibles (Mrn-ox) et dans le compartiment des maticres
organiques (MO) des sols non plantés. En revanche elle augmente dans le compartiment
des oxydes de fer peu cristallisés. La présence du mais,, donc l'effet rhizosphérique,
augmente de fagon trés significative la teneur relative du manganése dans les
compartiments hydrosolubles et échangeables et dans celle des oxydes de fer mal et bien
cristallisés, mais la diminue dans les compartiments Mn-ox et MO. Aucune influence
significative de la rhizosphére par rapport a la seule biodégradation des matiéres
organiques n'est observée sur le compartiment manganése lié aux oxydes trés facilement
réductibles (Mn-ox) et au compartiment "matiéres organiques” (MO). Pour ces deux
compartiments les effets de la biodégradation des MO du sol sans culture de plante sont

semblables a ceux de la plante.
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Figure 4.5 Répartition du manganése dans les différents compartiments minéraux et organo-
minéraux du support de culture 10% sol / 90% sable avant (témoin) et apreés incubation du

substrat planté ou non de mais.
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Le chrome

La répartition initiale et I'évolution de la répartition du chrome dans les sols mis en
incubation sans culture de plante et dans les sols plantés suivent celles du fer dans les
traitements expérimentaux. Sa teneur relative augmente dans les compartiments des oxydes
de fer peu cristallisés et des oxydes tres facilement réductibles, alors qu'il diminue dans
celui des oxydes de fer bien cristallisé et celui des MO (Figure 4.6). La culture du mais et
l'effet rhizosphérique favorisent une augmentation plus faible des quantités relatives de
chrome liées aux compartimentx des oxydes trés facilement réductibles (Mn-ox) et des
oxydes de fer peu cristallisés (Fe-ox/), mais une baisse moins importante du chrome 1ié au
compartiment des oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2) comparativement a l'impact de

seule présence des microorganismes intervenant sur la biodégradation des MO du sol.
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Figure 4.6 Répartition du chrome dans les différents compartiments minéraux et organo-
minéraux du support de culture 10% sol / 90% sable avant (témoin) et aprés incubation du

substrat planté ou non de mais

Le Nickel

Tout comme le chrome, le nickel suit I'évolution du fer. Sa quantité relative
augmente dans le compartiment échangeable des sols plantés (Figure 4.7), dans le
compartiment des oxydes trés facilement réductibles (Mn-ox) et celui des oxydes de fer

Lot

peu cristallisés pour les sols dits "plantés" et "non plantés". En revanche il diminue dans le

compartiment échangeable (Ech) des sols incubés non plantés, ainsi que dans les
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compartiments des oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2) et des MO des deux types de
traitement planté et non planté par rapport au sol initial. La culture et le développement du
mais entraine donc une augmentation significative du nickel 1lié aux compartiments
échangeables et plus facilement réductible (Mr-ox), mais une diminution des quantités
liées aux compartiments des oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2) et a celui des MO.
L'augmentation des quantités de nickel 1ié aux oxydes trés facilement réductibles et aux
oxydes de fer peu cristallisés (Fe-ox]) est moins importante en présence du mais que sous

l'action de la seule microflore autochtone liée a la biodégradation des MO.
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Figure 4.7 Répartition du nickel dans les différents compartiments minéraux et organo-
minéraux du support de culture 10% sol / 90% sable avant (témoin) et apres incubation du

substrat planté ou non de mais.

Le cobalt

Le cobalt suit I'évolution du manganése. Par rapport au témoin non incubé, la
teneur relative en cobalt augmente dans le compartiment échangeable et dans celui des
oxydes de fer peu cristallisés (Figure 4.8) des sols plantés en mais. Il diminue dans le
compartiment échangeable des sols non plantés et celui des oxydes trés facilement
réductibles (Mn-ox), des oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2) et de la matiére organique
(MO).

La présence du mais a pour conséquence une augmentation trés significative du
cobalt li¢ au compartiment échangeable (Ech) et une augmentation plus faible dans le

compartiment lié aux oxydes de fer faiblement cristallisés (Fe-ox1).
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Figure 4.8 Répartition du cobalt dans les différents compartiments minéraux et organo-
minéraux du support de culture 10% sol / 90% sable avant (témoin) et aprés incubation du

substrat planté ou non de mais.

4.3 Conclusion-Discussion

Les résultats de cette expérience montrent que le mais a mobilisé et absorbé dans
les conditions expérimentales adoptées des quantités relativement importantes d'éléments
métalliques en traces dont le nickel et le cobalt. Pour Ni la teneur dépasse largement celle
fixée comme présentant une toxicité. Cette toxicité s'est traduite par une diminution
importante de la biomasse végétale (de l'ordre de 50%). Sur support de culture contenant
10% de sol et 90% de sable, une toxicité du cobalt n'est pas a exclure du fait de sa forte
concentration dans la plante (18 pg.g™”). Toutefois, aucune donnée de la littérature ne nous
fournit une valeur fiable de seuil critique de toxicité pour Co, qui varie de 0,4 ng.g' MS
chez le tréfle & quelques pg.g” chez le chou. Aucun des éléments dosés ne se situe sous le

seuil de déficience critique et donc aucune carence en ces €léments n'est envisagée ici.

Comparativement entre eux, on note pour Fe, Mn, Ni, Co et Cr deux types de
comportements. Le fer, le nickel et le chrome suivent la méme évolution dans leur
mobilisation relative et leur redistribution dans les compartiments géochimiques. Comme

indiqué dans le chapitre 3.1.1, ils sont principalement associés aux oxydes de fer (plus ou
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moins bien cristallisés, Fe-oxI et Fe-ox2). Toutefois une quantité relativement importante
de Fe est associée au compartiment des MO.

Le manganése et le cobalt présentent des comportements semblables ou trés voisins
et sont initialement préférentiellement associés aux oxydes tres facilement réductibles de
type oxydes de manganése (Mn-ox) (Quantin 2002). Une partie non négligeable de Mn est
¢changeable.

L'altération des oxydes de fer suite & la culture du mais (traitement avec plante) ou
1ié a la dégradation des MO du sol (traitement sans plante) se traduit par une amorphisation
des oxydes, avec redistribution du fer, nickel et chrome des compartiments "oxydes bien
cristallisés (Fe-ox2)" et "matiéres organiques (MO)" vers les compartiments "oxydes de fer
faiblement cristallisés" (Fe-ox1) et "oxydes trés facilement réductibles” (Mn-ox) (Tableaux
4.2, 44 et 4.5). L'influence de la rhizosphére du mais entrainent une diminution moins
importante de Fe, Cr et Ni des compartiments Fe-ox2 et un enrichissement plus faible du
compartiment Fe-ox] par ces mémes éléments que dans le traitement non planté ou
I'évolution se fait essentiellement sous l'influence de la biodégradation des MO du sol. En
revanche le fer est libéré et évolue vers des formes hydrosolubles et échangeables en
quantité plus importante sous l'influence de la rhizosphére.

L'altération des oxydes de manganése, présents principalement sous forme treés
facilement réductible (Mn-o0x), se traduit par une diminution des quantités de manganese et
de cobalt liés a ce compartiment. Cette évolution contribue a l'enrichissement du
compartiment lié aux oxydes de fer faiblement cristallisés (Fe-ox1) et aux compartiments
plus labiles et plus disponibies sous formes hydrosolubles et échangeables (Tableaux 4.3 et
4.6). 11 apparait donc que le manganése et le cobalt libérés lors de l'altération des oxydes
trés facilement réductibles deviennent partiellement plus disponibles, mais également pour
partie moins disponibles en se redistribuant dans ces trois types de compartiments. Ces
éléments pourraient dans ce cas précis étre "intégrés" dans le compartiment des oxydes de
fer lors de "l'amorphisation” de ces derniers. La présence des racines du mais a pour
conséquence une redistribution différente du manganése issu du compartiment Mn-ox par
rapport aux incubations du sol non planté puisqu'elle favorise trés nettement le passage

vers les deux compartiments les plus disponibles (Hydro et Ech).
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Tableau 4.2 Evolution de la quantité de Fe dans les compartiments organo-minéraux, en gramme de fer

redistribué pour 100g de fer total présent dans le substrat, par rapport & l'échantillon initial (Indices de

redistribution 1,).

Seol non planté Sol planté
Hydro +6,8.10° +5,0.107
Ech +2,1.107 +4,1.107
Mn-ox +1,9.107 +2,0.107
Fe-0x1 +14.9 + 13,3
Fe-0x2 - 14,5 -9.8
MO ~5,1.107 -5.2.107

Tablean 4.3 Evolution de la quantité de Mn dans les compartiments organo-minéraux, en gramme de Mn

redistribué pour 100g de Mn total présent dans le substrat par rapport a l'échantillon initial (Indices de

redistribution I,).
Sol non planté Sol planté
Hydro +2,0.107 +4,1
Ech -5,0.10" +3,4
Mn-ox - 27,7 - 274
Fe-o0x1 + 283 + 227
Fe-o0x2 - 1,8.107 +1,5
MO -3,6.107 -3,6.107

Tableau 4.4 Evolution de la quantité de Ni dans les compartiments organo-minéraux, en gramme de Ni

redistribué pour 100g de Ni total présent dans le substrat par rapport & l'échantillon initial (Indices de

redistribution ).
Sol non planté Sol planté
Hydro +0,0 +9,5.10”
Ech - 7,1.107 +2,8.107
Mn-ox +1,5 +7,0.107
Fe-ox1 +17.4 + 10,7
Fe-0x2 -18,5 - 11,3

MO -3.8.107 -3,2.107
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Tableau 4.5 Evolution de la quantité de Cr dans les compartiments organo-minéraux, en gramme de Cr
redistribué pour 100g de Cr total présent dans le substrat par rapport a l'échantillon initial (Indices de

redistribution I.).

Seol non planté Seol planté
Hydro + (3,0 +0.0
Ech +0,0 +0,0
Mn-ox +1,6.107 +1,2.10"
Fe-ox1 + 13,4 + 85
Fe-ox2 -12,8 - 8,0
MO -7,4.107 -7,5.10"

Tableau 4.6 Evolution de la quantité de Co dans les compartiments organo-minéraux, en gramme de Co

redistribué pour 100g de Co total présent dans le subtrat par rapport a l'échantillon initial (Indices de

redistribution I).

Seol non planté Sol planté
Hydro +54.107 +9,9.10”
Ech ~1,4.107" +8,0.107
Mn-ox - 19,5 - 18,7
Fe-0x1 + 23,3 + 20,1
Fe-ox2 -3,4 -1.9
MO -3,0.107 -3,1.10"

L'altération des oxyhydroxydes de fer et de manganése des sols de Nouvelle-
Calédonie, sous l'effet de la rhizosphére du mais et de la biodégradation des MO du sol se
traduit donc par une redistribution des éléments dans les différents compartiments organo-
minéraux et minéraux des sols. Le degré de cristallisation des oxydes diminue, et les
éléments sont principalement redistribués vers les compartiments les plus labiles et en
particulier les plus disponibles, hydrosolubles et échangeables. Un effet rhizosphérique est
nettement observé par un enrichissement plus important dans les traitements dits "plantés”
que dans les traitements non plantés de ces compartiments les plus disponibles (Tableaux
4.7, 4.8, 4.9, 4.10 et 4.11). Les quantités de fer, manganése et nickel exportées vers le
compartiment "Plante" sont importantes. Pour le fer, ce passage vers la biomasse végétale
est plus important que ce qui reste en solution (0,50 contre 0,22 ug de fer par plante). La

quantité de fer biodisponible (absorbé par la plante, sous-estimé car ne prenant pas en
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compte le fer des racines) et qui peut étre considérée comme facilement biodisponible dans
le sol (hydrosoluble "Hydro", échangeable "Ech") est multipliée par 12 par rapport a sa
répartition dans le sol initial et par presque 3 par rapport a I'effet de la biodégradation des
MO du sol.

Pour le manganése et le nickel ces quantités biodisponibles ou facilement
biodisponibles sont multipliées par 12 par rapport au sol initial et par 30 et 42 par rapport
au sol subissant la biodégradation des MO du sol. Pour Co cette biodisponibilité est

multipliée par 5 sous l'influence de la rhizosphére.

La rhizosphére du mais et sa microflore associée contribuent donc a accroitre
significativement la disponibilité d'éléments peu solubles comme Fe, Mn, Ni, Cr et Co en

altérant les oxydes et oxyhydroxydes de fer et de manganése.

Tableau 4.7 Evolution de la quantité de fer dans les compartiments les plus labiles, en mg de fer par pot et

par plante (Indices de disponibilité 1)

Compartiment Sol initial Sol non planté Sol planté
Plante - - 0,50 £0,12
Hydro 0 0.03 £0.03 0.22 +0.09
Ech 0,23 +£0.01 1,00 +0.87 2,13+0,19
Total 0.23 + 0.01 1.03 = 0.90 2,85+ 0.40

Tableau 4.8 Evolution de la quantité de manganese dans les compartiments les plus labiles, en mg de

manganeése par pot et par plante (Indices de disponibilité I)

Compartiment Sol initial Sol non planté Sol planté
Plante - - 1,95+ 0,26
Hydro 0,01 +0,01 0,12+0,12 32,80+ 10,40
Ech 4,51 + 0,06 1,75 £ 0,64 21,80 £5,94

Total 4,52 + 0,07 1,87+ 0,78 56,55 + 16,6
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Tableau 4.9 Evolution de la quantité de nickel dans les phases les plus labiles, en mg de nickel par pot et par

plante (Indices de disponibilité 1)

Compartiment Sol initial Sol non planté Seol planté
Plante - - 0,15+0,02
Hydro 0,01 £0,01 0,01 £ 0,01 5,29+2,35
Ech 0,78 = 0,02 0,21 £ 0,17 3,86 £0,32
Total 0,79 + 0,03 0,22 +£0,18 9,30 + 2,69

Tableau 4.10 Evolution de la quantité de chrome dans les phases les plus labiles, en mg de chrome par pot et

par plante (Indices de disponibilité )

Compartiment Sol initial Seol non planté Sol planté
Plante - - 0,01+ 0,00
Hydro 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00
Ech 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Total 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,01 + 0,00

Tablean 4.11 Evolution de la quantité de cobalt dans les phases les plus labiles, en mg de cobalt par pot et

par plante (Indices de disponibilité 1)

Compartiment Sol initial Seol non planté Seol planté
Plante - - 0,09 + 0,01
Hydro 0,02 + 0,02 0,02 £0,02 0,02 + 0,01
Ech 0,22 + 0,01 0,08 £ 0,06 1,07 £0,27
Total 0,24 + 0,03 0,10 + 0,08 1,18 £ 0,29
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5

RECHERCHE ET MISE EN EVIDENCE DE
COMMUNAUTES BACTERIENNES FERRI- ET
MANGANI-REDUCTRICES

5.1 Introduction

Les sols contiennent des microorganismes impliqués dans les phénomeénes d'altération
des minéraux en faisant intervenir divers processus (Berthelin 1983, 1988, 1994, 1999,
Ehrlich 2002, Hines et al. 1991) et, entre autres, des mécanismes de réduction du fer et du
manganése qui entrainent la dissolution des oxy-hydroxydes (Lovley 1991, Quantin et al.,
2002). De nombreux types de sols (Munch et Ottow 1981, Leyval et Berthelin 1983, Stemmler
et Berthelin 2003) dont les Ferralsols Néo-Calédoniens (Quantin ef al., 2002) renferment des
communautés ferri-réductrices efficaces.

Dans cette étude, il est apparu nécessaire de rechercher et dénombrer ces
communautés ferri- et mangani-réductrices, en particulier dans la rhizopshére du mais. Ces
travaux ont été conduits pour des bactéries cultivables sur deux principaux types de milieu de
culture, I'un favorisant le développement de bactéries fermentaires (milieu de Bromfield
(1954) modifié, désigné par Br, avec des oxydes de fer (BrFe) ou de manganése (BrMn)) et
l'autre modélisant l'apport d'exsudats racinaires (désigné par Rh), tous deux décrits dans le
chapitre 3.3.6.1. Par ailleurs, des communautés bactériennes isolées sur ces milieux pour leur
capacité a réduire et dissoudre des oxydes de fer (communauté IM1) et de manganése
(communauté IM2), ont été étudiées dans des dispositifs de culture en cuves (ou

microplaques, voir chapitre 3.3.6.3), en présence d'un oxyde de fer ou de manganése.
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5.2 Resultats

5.2.1 Dénombrements des communautés microbiennes rhizosphériques et non

rhizosphériques dans des pots de culture de mais

Aprés 5 semaines de culture en pots de mais sur un mélange de sol (OUE 4.2) et de
sable (Chapitre 3.4.2), les microflores totale, ferri- et mangani-réductrice cultivables ont été
dénombrées sur différents milieux de culture présentés dans le chapitre 3.3.6.1. La microflore
totale cultivable du mélange sol:sable/10:90 a été déterminée sur les milieux Rh ne contenant
pas d'oxydes de Fe ou de Mn. Les microflores cultivables ferri- et mangani-réductrices ont été
dénombrées dans des milieux additionnés d'oxyde de fer (RhFe et BrFe) ou de manganése
(RhMn ou BrMn).

Les résultats de ces dénombrements de bactéries cultivables issues du sol

rhizosphérique ou non-rhizosphérique (non plantés) sont présentés dans la figure 5.1.

BrMn - : o —e—
BrFe —e— o o
RhMn - H——
RhFe - o
Rh - e | o—i
letd IIB:FS le:Fﬁ ll.‘l'l"? 1(;'+8 lel+9 let+10

®  Sol rhizosphérique
©  Sol non-rhizosphérique

Figure 5.1 Dénombrement des communautés bactériennes anaérobies et des communantés
réductrices de Fe et Mn dans le sol rhizosphérique el non-rhizosphérique sur les milieux de
culture Rh, RhFFe, RhMn, BrFe et BrMn. Les barres d'erreurs représentent les intervalles de

confiance a 95%.
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Effet de la nature des milieux de culture sur les dénombrements bactériens

Le milieu Rh modélisant des apports d'exsudats racinaires a permis de dénombrer le
plus grand nombre de bactéries aéro-anaérobies et anaérobies avec 6,15.10° (4,15.10° —
1,29.10%) bactéries.g” de "sol" rhizosphérique. Le nombre de bactéries non-rhizosphériques
est de 6,30.10".g”" de "sol" non-rhizosphérique. Les bactéries a activité spécifique de réduction
de Fe et Mn sont moins nombreuses (de 2,43.10° (9,58.10° — 4,33.10°) bactéries.g™' sol sec
pour le sol rhizosphérique sur BrFe, 4 1,60.10% (8,10.10” — 2,67.10) bactéries.g™ sol sec pour
le sol rhizosphérique sur RhMn).

En ce qui concerne les bactéries ferri-réductrices, la nature du milieu de culture n'a eu
d'influence que sur le nombre de bactéries issues de la rhizosphére du mais avec un nombre de
bactéries plus élevé sur le milieu RhFe (2,84.10° (1,36.10° — 4,76.10%) bactéries.g”’ sol sec)
que sur le milieu BrFe (2,43.10° (9,58.10% — 4,33.10°) bactéries.g” sol sec. Par contre le
phénomene est inversé pour les bactéries mangani-réductrices : le milieu de culture n'a aucune
influence sur le nombre de bactéries issues de la rhizosphére du mais (1,58.10° (7,91.107 —
2,65.10%) bactéries.g™ sol sec sur milieu BrMn et 1,60.10% (8,10.107 — 2,67.10%) bactéries.g’
sol sec sur milieu RhMn), alors qu'il a une influence sur le nombre de bactéries issues du sol
non planté (donc non rhizosphérique) (1,30.107 (7,23.10° — 2,40.107) bactéries.g™' sol sec sur
le milieu BrMn et 1,40.10° (6,10.1 B 2,47.108) bactéries.g’I sol sec sur le milieu RhMn.

Dans tous les cas, les bactéries mangani-réductrices cultivables sont plus nombreuses

que les ferri-réductrices
Effet "Rhizosphere"

Les résultats de la Figure 5.1 ont montré un effet de la rhizosphére sur le nombre
"total" de bactéries (microflore complexe et non spécifique), avec un nombre plus élevé de
bactéries cultivables dans la rhizosphére (6,15.10° (4,15.10% — 1,29.10%) bactéries.g” sol sec)
que dans le sol non planté (6,30.107 (3,52.10" — 1,15.107) bactéries.g" sol sec. Le coefficient
rhizosphérique R (bactéries dénombrées dans la rhizosphere) / NR (bactéries dénombrées
dans le sol Non Rhizosphérique) est en effet de 10. Cette stimulation de la communauté
bactérienne aéro-anaérobie et anaérobie totale ne se retrouvent pas pour les communautés
bactériennes ferri- et mangani-réductrices croissant sur Rh. La rhizosphére n'a eu d'effet que
sur le nombre de bactéries cultivées sur le milieu Bromfield (BrFe et BrMn) avec deux effets

différents. Les bactéries réduisant le fer sont moins nombreuses dans la rhizosphere (2,43.105
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(9,58.10% — 4,33.10°) bactéries.g” sol sec) que dans le sol non planté (5,18.10° (2,90.10° —
9,51.10% bactéries.g’ sol sec) (R/S = 0,05) pour les ferri-réductrices. Dans le cas des
bactéries mangani-réductrices, 1'effet est inverse : les bactéries sont plus nombreuses dans la
thizoshpére du mais (1,58.10% (7,82.107 - 2,65.10%) bactéries.g” sol sec) que dans le sol non
planté (1,30.107 (7,25.10° - 2,44.107) bactéries.g™' sol sec) (R/S = 12).

5.2.2 Isolement et caractérisation préliminaires des communautés bactériennes IM1

et IM?2 réduisant le fer et le manganése

Des communautés bactériennes (IM1 et IM2) ont été isolées de la rhizosphére de Zea
mays cv. DK 250 au bout de 5 semaines de culture. IM1 a été isolée sur le milieu BrFe pour
ses capacités de ferri-réduction et IM2 sur le milieu BrMn pour ses capacités de mangani-
réduction. Elles sont, dans une premiére approche, caractérisées morphologiquement et pour
leur capacité & réduire et dissoudre des oxydes de fer et de manganése en conditions de
culture controlées dans des milieux de synthése favorisant les fermentations (Br) avec du

glucose comme source de carbone et d'énergie, ou modélisant un apport d'exsudats racinaires

(Rh) (voir chapitre 3).
5.2.2.1 Observations macroscopique et microscopique

Les observations ci-dessous ont été réalisées aprés 10 repiquages successifs des colonies
bactériennes provenant des isolats IM1 et IM2.

La photographie 5.1 représente les communautés bactériennes IM1 et IM2 cultivées en
boites de Pétri en anaérobiose sur les milieux BrFe et BrMn.

Les colonies de la communauté bactérienne IM1 sont ponctiformes, laiteuses
légérement jaunatres quel que soit le milieu sur lequel elles sont cultivées. La taille des
colonies varie en fonction du milieu de culture. Le diamétre d'une colonie isolée sur milieu de
Bromfield (BrFe ou BrMn) peut atteindre 2 4 4 mm alors qu'il atteint rarement les 2 mm sur le

milieu "rhizosphérique" (Rh, RhFe ou RhMn).
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Pheto 5.1 Observation macroscopigue des communautés IMI (en haut) et IM2 (en bas) cultivées

sur nnilteux Br (a gauche) et Rh (G droite) en boites de Pétri

La communauté bactérienne IM2 montre des caractéristiques macroscopiques
différentes en fonction du milieu de culture. Sur le milieu BrFe ou BrMn, les colonies isolécs
sont ponctiformes, laiteuses et légércment orangées. Sur les milieux Rh, RhFe et RhMn les
colonies isolées forment des dendrites parfaitement rectilignes de couleur blanche a orangée,
de plusieurs centimetres de long. Ces différences morphologiques suggerent la présence de
plusieurs colonies, et l'importance de la source carbonée sur le métabolisme et I'expression de
l'activité des microorganismes.

Ces différences du métabolisme et de l'activité en fonction du milieu de culture sont
également suggérées par la morphologie de 'auréole de réduction et solubilisation des oxydes
de fer et de manganese. Celle-ci est totalement transparente et incolore sur milieu BrFe ou
BrMn, mais plus translucide ou laiteuse sur milieu RhFe ou RhMn, alors qu'initialement et en
absence de Fe et Mn ces deux milieux sont parfaitement incolores et transparents. Des

différences dans la dynamique et l'activité des populations de ces communautés et les
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meécanismes de réduction impliqués peuvent étre a l'origine de ces phénoménes observés sur

boites de Pétri.

Les photographies 5.2 et 5.3 représentent les observations des communautés IM1 et
IM2 au microscope optique (x400) : on peut noter une grande diversité morphologique des
microorganismes présents dans chaque consortium. Aucune des deux communautés n'apparait
pure, mais composées de plusieurs types de bactéries, ce qui confirme les hypothéses de
consortia suite aux observations macroscopiques, et leur désignation en tant que
"communautés bactériennes".

Le consortium IM1 (Photo 5.2) est constitué a 81% (comptage sur cellule de Thoma) de
bactéries allongées avec la présence d'une spore déformante a l'une de leurs extrémités. la
présence de cette spore et le niveau de déformation de ces bactéries dépendent de leur étal de
stress (durée de l'observation, stade de développement). Une coloration de Gram indique que
ce sont des bactéries de type Gram + Ce qui suggere la présence dominante de bactéries du
genre Clostridium. Un autre type de bactéries est observable en plus faible proportion (19%)
et correspondent a des bactéries de type cocci Gram- .

Le consortium IM2 (Photo 5.3) contient environ 12% de bactéries de type cocci Gram+
ainsi que des bactéries morphologiquement différentes de IM1 mais Gram+ également. Elles
ont la forme de batonnets plus ou moins allongés et épais dont certains sont organisés en
chainetles. Les observations suggérent que IM2 contiendrait des Bacillus (33%) et
Lactobacillus (55%).

Photo 5.2 Communauté IMI.
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Photo 5.3 - Communauté IM2.

5.2.2.2 Réduction — dissolution d'oxydes de fer et de manganése

- Capacité de réduction sur milieu solide

De simples tests ont été réalisés en boites de Pétn par des inoculations croisées : 1M1
(1solée pour ses capacité de ferri-réduction) a été cultivée sur les milieux BrMn et RhMn, et
IM2 (isolée pour ses capacités de mangani-réduction) a été cultivée sur les milieux de culture
Brl'e et RhlFe. Les résultats aprés 14 jours de culture en anaérobiose sont présentés dans le
Tableau 6.1 en indiquant la capacité de réduction/solubilisation en fonction du nombre d'UFC
capables de réduire et solubiliser Fe et Mn des oxy-hydroxydes ajoutés dans le milieu.

IM1 et IM2 ont toutes les deux la capacité de réduire Fe et Mn. IM1 réduit mieux Fe
que Mn (100% des UFC sont positives pour Fe, 90-95% des UFC sont positives pour Mn),
alors que IM2 montre la méme capacité de réduction et dissolution du fer et du manganése

(100% des UFC positives pour Fe et Mn).
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Tableau 5.1 : Capacités de réduction/solubilisation des oxydes de Fe et Mn par IMI] et IM2. +++ trés bonne
capacité (100% des UFC ont réduit et solubilisé Fe ou Mn). ++ bonne capacité (90-95% des UFC ont réduit Fe

ou Mn).
Milieu Capacité de réduction/solubilisation
Communauté
d'isolement Fe Mn
M1 BrFe -+ ++
M2 BrMn ++t+ -

- Réduction — dissolution en milieu liquide

Des cultures en conditions anaérobies en microplaques sur différents milieux de
culture liquides (BrFe, BrMn, RhFe et RhMn) ont mis en évidence, aprés 0, 6, 9, 14 et 17
jours d'incubation, différentes cinétiques de dissolution de Fe et Mn des oxydes sous forme

Fe?' et Mn?".

Réduction et solubilisation du fer

Les résultats présentés dans la figure 5.4 montrent dans tous les cas une forte activité
réductrice des isolats (IM1 et IM2) qui est meilleure sur le milieu BrFe que sur le milieu
RhFe. Par ailleurs différentes étapes de réduction sont observables au cours du temps. Sur le
milieu BrFe le consortium IM1 montre 2 phases de réduction, avant le sixieme puis apres le
neuviéme jour et deux phases stationnaires ou de légere décroissance. IM2 présente aussi 2
phases de réduction et une seule période stationnaire entre le sixi¢me et le neuviéme jour.

En ce qui concerne le milieu RhFe la tendance est tres différente. IM1 montre une
période de latence plus longue que pour IM2. Les activités des deux communautés sont
ensuite identiques et stationnaires aprés le neuvieme jour.

Ces résultats suggerent que : 1) la quantité de substrat énergétique (donneur
d’électrons) limiterait en milieu Rh ’activité et la croissance par rapport au milieu Br, 2) les
consortiums utiliseraient différemment le ou les substrats disponibles ce qui entralnerait des
différences dans leur dynamique et leurs activités de réduction, 3) l'allure des cinétiques
(phases de latence, phases d'activité, phases stationnaires et de décroissance, plus ou moins
marquées) suggere des développements et successions de populations bactériennes
correspondant a I’utilisation différente des substrats et éventuellement de leurs produits de

transformation.
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Comme pour les cinétiques de réduction, le milieu BrFe apparait favorable a la
dissolution des oxydes comparativement au milieu RhFe (Figure 6.4). En outre, la forme du
fer dissout n’est pas la méme selon que I’on soit sur milieu BrFe ou RhFe : sur le milieu
RhFe, 100% du fer dissout est présent sous la forme de Fe** alors que ce dernier ne représente

que 52 4 75% du fer total en milieu Br (Figure 5.5).
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Figure5.4 Cinétique de réduction et solubilisation de Fe par les communautés IM1 et IM2 en

Jfonction du temps dans deux milieux de culture.
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Figure 5.5 Comparaison des différentes formes de fer en solution (mg.L'I ) apreés 17 jours

d'incubation en microplaques en milieu Rh et Br pour les isolats IMI et IM2.

Ces différences peuvent étre expliquées par la composition des milieux BrFe et RhFe.

En effet le milieu BrFe contient du glucose utilisé par les bactéries ferri-réductrices
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fermentaires pour une dissolution efficace des oxydes. La biodégradation du glucose peut
conduire a la production de composés organiques qui peuvent avoir un effet complexant sur le
fer, expliquant ainsi la plus faible proportion de Fe** en solution. Une partie du fer peut-étre
aussi réoxydée et rester en solution sous forme de complexe.

En revanche dans le cas du milieu RhFe, la faible quantité de sucres ne conduirait pas

ou peu 4 la production de composés complexants, et le fer réduit resterait sous forme Fe?".

Solubilisation du manganése

Seules les analyses portant sur le manganése total en solution sont présentés (Figure
5.6). Ces résultats montrent une forte dissolution de Mn en fin d'incubation avec des
cinétiques d'allure trés différentes de celles du fer et une longue phase de latence. La plus
forte solubilisation de Mn est observée pour la souche IM2 cultivée sur le milieu RhMn. La
plus faible dissolution est observée pour IM1 cultivée sur le milieu RhMn. Les cultures sur
milieu BrtMn donnent des résultats intermédiaires.

Des contrdles qualitatifs colorimétriques ont montré qu’une partie du manganése

dissout est présent sous la forme réduite Mn?*.
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Terrps (jouzs)
Figure 5.6 Cinétique de réduction et solubilisation de Mn par IM1 et IM2 en fonction du temps

dans deux milieux de culture
5.3 Discussion - Conclusion

Effet rhizosphére
La rhizosphére du mais a un effet stimulant sur le nombre total de bactéries anaérobies
cultivables (microflore complexe) (R/S = 10) du sol de OUE 4.2 ainsi que sur le nombre de

bactéries mangani-réductrices fermentaires (cultivées sur le milieu Bromfield Br) (R/S = 12),
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En revanche on observe un effet limitant sur le nombre de bactéries ferri-réductrices
fermentaires (R/S = 0,05). Aucun effet ne se manifeste sur le nombre de bactéries cultivées
sur le milieu Rh simulant un apport d'exsudats racinaires complexes (R/S = 1). La rhizospheére
n'influencerait donc que certaines communautés bactériennes présentant des activités ferri- et
mangani-réductrices. L'activité de ces communautés ferri- et mangani-réductrices nécessitent
des conditions anoxiques et des potentiels redox bas (Munch & Ottow 1983), or la
rhizosphére peut ne pas favoriser de telles conditions en raison par exemple du
développement d'un systéme d'aération des racines exposées a I'hypoxie (Bragina ef al. 2001)
suite 4 une augmentation du développement des aérenchymes dans le cortex des racines
adventives. En revanche la forte teneur en carbone organique de la rhizosphére peut favoriser
la consommation d'oxygeéne et le développement de bactéries fermentaires mangani-
réductrices comme c'est ici le cas et qui sont généralement anaérobies facultatives. Par ailleurs
ces bactéries peuvent étre présentes et viables dans un environnement relativement aéré sans

toutefois exprimer leur activité de réduction.

Caractérisation préliminaire des isolats bactériens ferri- et mangani-réducteurs IM1 et
IM2.

Les communautés bactériennes anaérobies IM1 et IM2 ont chacune été isolées pour
des capacités différentes, IM1 pour ses propriétés ferri-réductrices, et IM2 pour ses propriétés
mangani-réductrices. Apres 10 repiquages successifs, il s'est avéré que ces isolats étaient en
fait des communautés renfermant divers types de populations. Des essais d'isolement plus
complets se sont soldés par une perte des capacités réductrices et donc de la composition de la
communauté. Il semblerait donc que les bactéries présentes dans ces communautés vivent en
véritable synergie, associations étroites, pour manifester des activités ferri- et mangani-
réductrices. Ceci n'est guére surprenant car des successions de population plus ou moins
spécifiques peuvent se manifester en particulier en conditions anaérobies (Madigan et al.
2000). Lovley et Phillips (1986) ont ainsi montré que certaines bactéries réduisent le fer en
parallele de la fermentation du glucose en utilisant I'acétate issu de cette fermentation. Les
cultures de la communauté IM2 montrent des différences entre les colonies développées sur
milieu "Bromfield" et "Rhizosphérique" qui peuvent correspondre soit au du développement
préférentiel d'une espece par rapport & d'autres en fonction de la source de carbone, soit a une
différence de mode de croissance d'une méme espéce.

Les activités réductrices des deux communautés ne sont pas équivalentes. IM1 et IM2

paraissent toutes les deux capables de réduire et dissoudre trés efficacement le fer et le
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manganese, mais IM1 serait toutefois moins efficace pour la réduction du manganése sur
milieu solide & base de glucose (Br). Les études cinétiques en milieu liquide (microplaques)
indiquent que sur milieu dit "rhizosphérique” la communauté IM2 qui solubilise 51% de Mn
présent est la plus efficace. IM1 ne parvient a réduire et solubiliser que 12% du Mn. En
revanche IMI1 est plus efficace sur milieu Br a base de glucose. IM1 posséderait des
communautés fermentaires qui exprimeraient une activité ferri-réductrice plus forte que IM2.
Ces activités s'exprimeraient donc différemment en fonction du milieu qui favoriserait le
développement des certaines communautés fermentaires ou non, ou entrainerait des phases de
latence tant qu'un substrat n'est disponible ou tant qu'une population efficace ne se soit

suffisamment développées.
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6

INFLUENCE DE COMMUNAUTES MICROBIENNES
RHIZOSPHERIQUES AUTOCHTONES OU
INOCULEES

6.1 Introduction

La rhizosphére des plantes est un site particulier du sol ol les racines modifient par
leur croissance les propriétés physiques, chimiques et physico-chimiques mais aussi
biologiques du sol. Les racines mortes et les exsudats racinaires fournissent des conditions
énergétiques et nutritionnelles favorables au développement et a Il'activité des

1"

microorganismes. Ces interactions "microorganismes-racines" favorisent ['altération des
minéraux, la mobilisation des éléments et leur transfert aux plantes, comme I'ont démontré
Leyval & Berthelin (1991) en observant l'altération d'un mica phlogopite en vermiculite dans
la rhizosphére du pin sylvestre, sous l'effet de bactéries produisant des acides aliphatiques
carboxyliques. Antérieurement Leyval & Berthelin (1983) avaient observé que la rhizosphére
de diverses plantes (fétuque, molinie, mercuriale, callune, myrtille) caractéristiques de divers
types de sol de régions tempérées, pouvaient favoriser, au moins a certaines saisons, le
développement de communautés bactériennes ferri-réductrices. Ces effets rhizosphériques se
manifestaient par un coefficient R/S (communautés rhizosphériques/communautés du sol non
rhizosphérique) atteignant 10 et méme 100. Toutefois aucune étude visant & déterminer I'effet
des communautés rhizosphériques sur l'altération et en particulier la réduction des oxydes de
fer et de manganése et mobilisation de Fe, Mn, et d'éléments associés a des oxydes de fer
pédogénétiques n'a €té effectuée. Or il y a 12 un enjeu majeur concernant la connaissance du
cycle du fer et d'éléments associés dans des systemes sol-plante et le fonctionnement de la
rhizosphére. Le but de I'expérience présentée dans ce chapitre est de différencier I’influence
de la rhizosphere de celle des bactéries rhizosphériques qui s’y développent sur I’altération
des oxydes de fer et de manganése dans le sol de Ouénarou OUE 4.2 et sur la mobilisation des

¢léments traces associés a ces oxydes (Ni, Cr, Co).
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Le dispositif de culture mis en place permet de distinguer des paramétres
microbiologiques définis, soit en maintenant le sol stérile sans microorganismes (stérilisation
du sol par rayonnement gamma, voir chapitre 3.3.1), soit en conservant l'ensemble de la
communauté microbienne du sol, soit en inoculant des communautés bactériennes isolées de
la rhizosphére du mais pour leur capacité a réduire et dissoudre les oxydes de fer
(communauté IM1) et de manganése (communauté IM2). Les conditions axéniques sont
maintenues grace & un film perméable aux gaz mais imperméable aux microorganismes
(Biofolies®) englobant le support de culture et la plante, dans un dispositif décrit dans le
chapitre 3.4.3. Les traitements appliqués sont les suivants :

- Pot planté (P) par du mais sur substrat de culture non stérilisé, avec microflore

totale (MT), désigné par P/MT (3 réplicats)

- Pot planté (P) par du mais sur substrat de culture stérilisé (S), désigné par P/S (7

réplicats)

- Pot planté (P) par du mais, sur substrat de culture stérilisé puis ré-inoculé avec la

communauté bactérienne IM1 (IM1), désigné par P/IM1 (5 réplicats)

- Pot planté (P) par du mais, sur substrat de culture stérilisé puis ré-inoculé avec la

communauté bactérienne IM2 (IM2), désigné par P/IM2 (5 réplicats)

- Pot non planté (NP) avec substrat non stérilisé, avec microflore totale (MT),

désigné par NP/MT (3 réplicats)

- Pot non planté (NP) avec substrat stérilisé (S), désigné par NP/MT (5 réplicats)

6.2 Résultats

6.2.1 Croissance et minéralo-masse du mais

Comme le montre la Figure 6.1 qui présente le poids de matiéres séches (parties
aériennes et racines) aprés 8 semaines de culture, la croissance du mais est significativement
différentes en fonction de la présence ou de 'absence de microorganismes dans le support de
culture (sol (10%) — sable (90%)). Le poids de plante le plus élevé correspond aux traitements
dans lesquels l'ensemble des communautés microbiennes du sol sont présentes (sol non
stérilisé P/MT) (1,2 £ 0,1 g) et le sol stérilisé ayant regu une des deux communautés
bactériennes (P/IM2 (1,1 = 0,1 g)). La croissance la plus faible correspond aux plantes

cultivées en milieu stérile (P/S, 0,7 = 0,1 g). Le traitement P/IM1 ayant regu l'autre
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communauté présente une croissance intermédiaire du mais (1,0 = 0,0 g). En présence d'une
microflore (traitements P/MT, P/IM1 et P/IM2), les poids des parties aériennes d'un coté, et
des racines, de l'autre, ne présentent pas de différences significatives. Seul les plantes
cultivées en milieu stérile ont eu une croissance des parties aériennes significativement plus
faible que pour les autres traitements, et une croissance des racines significativement plus

faibles que dans le cas d'une inoculation avec les communautés IM1 et IM2.

B Racines e

Parties aériennes

poids (g)

P/MT P/S P/IM1 P/IM2

Figure 6.1 Poids des plantes séches (g) en fonction des traitements apreés 8 semaines de culture.
Les résultats représentés avec des lettres différentes sont significativement différents (test | de

Student, risque de 5%)

Tableau 6.2 Teneur en éléments métalliques et minéralo-masse du mais aprés 8 semaines de culture. Les
résultats représentés avec des lettres différentes sont significativement différents (test t de Student,risque de 5%).

Les lettres sont a considérer éléments par éléments, et séparément pour la minéralo-masse et les concentrations.

Fe Mn Ni Cr Co
pg / g matiére séche (parties aériennes)
P/MT 94+9 (a) 318+14 (a) 28+ 2 (a) 5£3() 17+ 1 (a)
P/S 60 + 6 (b) 183 +26 (b) 18 £4 (b) 6+5(a) 61 (b)
P/IMI 100+10(a) 232+13(c) 24 +£1 (c) 3+£2(a) 10+ 2 (c)
P/IM2 89+10(a) 228+ 9 (c) 23+2(c) 4+1 (a) 8+1(c)
pg / plante (parties aériennes)
P/MT 78+ 8 (a) 264+ 12 (a) 24+ 1 (a) 4+3(a) 14+ 1 (a)
P/S 27+£3(b) 82+ 12 (b) 8+2(b) 3+£2(a) 3+1(b)
P/IMI 70+7 (a) 162+9 (¢) 16+ 1 (c) 2+2(a) 7+1(c)

P/IM2 67+8()  171+7(c) 171 (c) 3+ 1 (a) 6+1(c)
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Le Tableau 6.1 représente la minéralo-masse et la concentration en métaux des parties
aériennes du mais aprés 8 semaines de culture. Ces résultats mettent en évidence une
différence dans l'absorption des métaux en fonction du type de microflore présente. Ainsi, le
fer, le manganese, le nickel et le cobalt sont significativement plus absorbés (tant pour la
minéralo-masse que pour la teneur) en présence de communautés microbiennes ou
bactériennes (traitements P/MT, P/IM1 et P/IM2) qu'en conditions stériles (P/S). En ce qui
concerne le chrome, aucune différence significative n'est observée entre les différents
traitements.

Le type de communauté parait aussi avoir une influence significative uniquement pour
Mn, Ni et Co : on constate en effet leur absorption plus faible quand le sol a été stérilisé puis
ré-inoculé avec IM1 et IM2 que lorsque 'ensemble de la microflore du sol a été maintenue
(sol non stérilisé). Aucune différence significative n'a été observée entre les inoculations soit
avec IM1 soit avec IM2. En ce qui concerne le fer, les différences ne sont pas significatives
entre les trois traitements dans lesquels les microorganismes du sol ont été conservés ou qui
ont recu l'une des deux communautés bactériennes (P/MT, P/IM1 et P/IM2). Cette
mobilisation des éléments et leur transfert dans le mais sont d'ailleurs sous-estimés puisque
les analyses des racines n'ont pas été faites en raison des contaminations par des particules
minérales. Toutefois, il faut insister sur l'effet remarquable des microorganismes sur la

mobilisation et le transfert de Mn mais aussi Ni et Co.

6.2.2 Distribution des éléments dans les différents compartiments géochimiques

Le fer

Aprés 8 semaines de culture on constate que la proportion de fer présent dans le
compartiment des éléments hydrosolubles (Hydro) par rapport au fer total (%Fe hydro/Fe)
augmente significativement uniquement en présence de plantes (traitements P/MT, PS, P/IM1
et P/IM2) (Figure 6.2a). Le type de microflore présente (microflore totale du sol,
communautés IM1 ou IM2) n'a pas d'influence significative sur cette solubilisation du fer. 11
n'y a pas de mobilisation significative dans les traitements sans plante par rapport au sol
initial.

Dans le compartiment des éléments acidosolubles (Acido), la proportion de fer par
rapport au fer total a augmenté dans I'ensemble des traitements avec ou sans plante par
rapport au sol initial. Cependant, 'ampleur de cette augmentation dépend de la présence ou

non de la plante, et du type de microflore. En effet, 'augmentation a été la plus forte lorsque



6. Influence de communautés microbiennes rhizosphériques autochtones ou inoculées 119

le substrat de culture a été stérilisé puis ré-inoculé avec IM1 ou IM2 en présence du mais.
L'augmentation la plus faible des quantités relatives de fer dans ce compartiment correspond
aux colonnes non plantées (traitements NP/MT et NP/S). Les traitements "support de culture
avec microflore totale planté en mais" (P/MT) et "sol stérilisé" (P/T) ont donné des résultats
intermédiaires.

La quantité de fer contenue dans le compartiment des éléments échangeables (Eck) a
également augmenté, avec des intensités dépendantes du type de traitement. L'augmentation a
été maximale dans les traitements "plantés" avec stérilisation du substrat et ré-inoculation par
les communautés bactériennes IM1 ou IM2. Dans un deuxi¢me groupe de traitements on note
des augmentations dans ['ordre suivant : traitement NP/S, puis P/S = NP/MT. La plus faible
augmentation de la phase échangeable correspond au traitement P/MT.

Le compartiment des oxydes facilement réductibles (Mn-ox) a vu sa quantité de fer
augmenter de facon significative quel que soit le traitement par rapport au substrat initial.
L'augmentation est maximale pour les traitements avec plante en présence ou en absence de la
microflore totale (traitements P/MT et P/S). L'augmentation la plus faible correspond aux
traitement "sol non planté stérile" (NP/S) et inoculé par une des deux communautés (P/IM2).
En ce qui concerne les communautés IM1 et IM2, 'augmentation de la quantité de fer dans ce
compartiment est la plus forte dans le cas de I'inoculation de IM1. On observe un effet

"plante" qui favoriserait la répartition du fer vers ce compartiment facilement réductible.



120 6. Influence de communautés microbiennes rhizosphcriques autochtones ou inoculces

0.70 T
0.60 Ship o b - 100
0.50 ~ 80
0.40 - 60
0.30 [ %4
0.20
0.10 7 20
|
z :
o D)
£ &
5 0o g @
B S
0.02
)
0.01
0.00 L 0
Acido Fe-ox1 Fe-ox2
- a
3.0 120
2.5 A
2.0 A 100
1.§ A RO
1.0 4
60
0.5 Lz
. 7 «t w0
s 2
Z 0.4 - » 20 =
z < 7
® =2
0.3
- 8
0.2 4
0.1 1 - 4
0.0 - L o
Hydro Acido Ech Mn-ox MO Fe-ox1 Fe-0x2

Figure 6.2. Répartition de Fe (6.2a) et Ni (6.2b) dans les différenis compartiments minéraux et organo-minéranx des échantillons de sol avant (1émoin) et apres incubation
du substrat planté ou non de mais (* non déterminé) , les resultats représentés avec des lettres differentes sont significativement différenis( tesi t de Student, risque de 5%).
Les lettres sont a considérer éléments par éléments, et séparément pour chaque compartiment minéral et organo-minéral.
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considérer éléements par éléments, et séparément pour chague compartiment mineral et organo-mineral.



122 6. Influence de communautés microbicnnes rhizosphériques autochtones ou inoculées

—— 80
3.00 ey 2
2,50 N Col 190
2.00 B Col 192
: BN Col 194 | - 60
1.50 N Col 196 |
= 1.00 [—1Col198
=" 4 B Col 200 s
= 0,5 BN Col 202 =
5 0,50 P o | | o s
= =
= =
X 0,08 A =S
c
0,06
- 20
0,04
0,02
a
0,00 | . . " -0
Hydro MO Acido Ech Mn-ox Fe-oxl Fe-ox2
5.0 1 120
4.0
3.0 4 100
2.0 j
=10 80 5
- =]
§ S 3
g ¥}
Q 60 2
. ¢
40
0,0 =
20
0,0 - 0

Hydro Ech MO Acido Mn-ox Fe-ox1 Fe-ox2

Figure 6.2. Répartition de Mn (6.2d) et Co (6.2¢) dans les difiérents compartiments minéraux et organo-minéraux des échantiflons de sol avant (témoin) et aprés incubation
du substrat planté ou non de mais (* non détermine) . les résultats représentes avee des lettres difféventes sont significativement différents (test t de Student. risque de 5%).
Les lettres sont a considérer éléments par eléments, et séparément pour chague compartiment minéral et organo-minéral.
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La quantité de fer lié aux oxyhydroxydes de fer peu cristallisés (Fe-ox/) augmente de
facon significative quel que soit le traitement. L'augmentation est maximale pour le traitement
avec mais cultivé sur sol stérilisé (P/S), puis pour les traitements avec mais cultivé avec sa
microflore (P/MT) ou une communauté bactérienne ré-inoculée (P/IM1). L'augmentation est
la plus faible pour les traitements P/IM2 et les traitements "non plantés" (NP/MT et NP/S).

La quantité de fer lié aux oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2) diminue quel que soit
le traitement expérimental par rapport au sol initial, sans qu'il y ait de différence significative
entre les différents traitements.

Enfin, la quantité de fer contenue dans le compartiment des maticres organiques
diminue significativement uniquement dans les systémes plantés, avec une diminution
maximale significative pour le traitement P/S (mais cultivé sur sol stérile).

La culture de plante (mais) et de microorganismes contribue donc a diminuer les
quantités de fer présent dans le compartiment des oxydes bien cristallisés et des matiéres
organiques. Dans les autres compartiments géochimiques, il y a en général une augmentation
qui est sous la dépendance soit de I'effet "plante” (e.g. Mn-ox) soit de I'effet "microorganismes

et plante" (e.g. Acido et Ech).

Le Nickel

Le nickel a évolué dans les différents compartifnents minéraux et organo-minéraux du
sol de maniére voisine de celle du fer (Figure 6.2b). On constate que la présence de plante
avec ou sans microorganismes associés aux racines entraine une augmentation de la quantité
de Ni présent dans le compartiment dit "hydrosoluble" et le compartiment dit "échangeable".
La présence de microorganismes accroit cette redistribution.

Pour le compartiment acidosoluble on constate aussi un effet "plante”, mais cet effet
"rhizosphére" est significativement amélioré par la présence de communautés inoculées qui
apparait aussi pour le nickel présent dans le compartiment dit "oxydes de fer peu cristallisés"
(Fe-ox1).

La quantité de Ni présent dans le compartiment associé aux matiéres organiques
diminue significativement pour I'ensemble des traitements avec plante, qu'il y ait ou non des
microorganismes présents ou inoculés.

La différence la plus notable se situe au niveau du compartiment des éléments liés aux
oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2). La quantité de nickel dans ce compartiment diminue

significativement dans les systémes plantés P/MT, P/S et P/IM1 et sans qu'il y ait de
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différence significative entre ces traitements, mais pas dans les systémes non plantés. Dans le

traitement P/IM2 la dispersion des résultats ne permet pas de noter d'effet significatif.

Le chrome

De méme que le nickel, le chrome présente une évolution de sa répartition entre les
différents compartiments minéraux et organo-minéraux trés proche de celle du fer (Figure
6.2c). La culture du mais entraine une augmentation significative du Cr dans les phases
hydrosoluble (Hydro) et "acidosoluble" (4cido) et la phase des oxydes mal cristallisés (Fe-
oxI). L'inoculation par les communautés bactériennes IM1 et IM2 accroit trés
significativement les quantités de Cr présent dans la phase "acido-soluble". Pour le
compartiment associé aux matiéres organiques, on observe une diminution des quantités de Cr
dans tous les traitements avec culture de plante. Les différences les plus notables avec les
changements de répartition du fer se situent au niveau du compartiment des éléments
échangeables (Ech) et liés aux oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2). La quantité de chrome
n'augmente significativement dans le compartiment Ech que pour les traitements P/MT et
P/IM1. En ce qui concerne le compartiment Fe-ox2, la quantité de chrome n'y diminue de
facon significative par rapport a l'échantillon initial que pour le traitement P/S et les
différences entre tous les autres traitements ne sont pas significatives.

L'effet "rhizosphére" de plante non inoculée sans microflore du sol est trés marqué
pour les compartiments Mn-ox, Fe-ox1 et Fe-ox2, avec un accroissement du Cr dans les deux

premiers et une diminution dans le troisi¢éme de ces compartiments.

Le manganeése

Par rapport au manganése total et a sa répartition dans le substrat initial, la proportion
de manganése (%Mn/Mny) augmente dans le compartiment des éléments hydrosolubles pour
tous les traitements sauf pour le traitement "non planté incubé avec sa microflore totale"
(NP/MT) ou cette proportion diminue (Figure 6.2d). Dans ce compartiment, I'augmentation la
plus forte a été observée dans le traitement "planté et inoculé par la communauté bactérienne
IM2 (P/IM2)", et la plus faible pour les traitements "planté avec microflore totale du sol
(P/MT)" et "non planté stérile (NP/S)". En absence ou en présence de mais, I'augmentation de
Mn lié a ce compartiment est plus importante dans le sol préalablement stérilisé (S) qu'en
présence de la microflore totale (MT). Dans les colonnes de sol plantées en mais, la
stérilisation et ré-inoculation du substrat (sol + sable) par la communauté bactérienne IM1 n'a

pas d'effet significatif sur la solubilisation du manganése par rapport aux traitements planté
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avec microflore totale (P/MT) et planté stérile (P/S), alors que la ré-inoculation avec IM2
augmente de facon significative la quantité de Mn hydrosoluble.

La quantité de manganése liée au compartiment acidosoluble augmente quel que soit
le traitement appliqué. Cette augmentation est relativement faible en absence de plante par
rapport & l'augmentation considérable dans les traitements ou le sol stérilisé a été ré-inoculé
par les communautés IM1 ou IM2. Aucune différence significative n'a été observée entre les
effets de ces deux communautés bactériennes. Enfin, en présence de mafs, 'augmentation de
Mn dans ce compartiment est plus importante quand le substrat a été stérilisé (P/S) qu'en
présence de la microflore totale (P/MT). La présence ou I'absence de microflore au sein du
systéme non planté n'entraine aucune différence significative entre ces deux traitements en ce
qui concerne la quantité de manganése dans ce compartiment.

La quantité de Mn liée au compartiment échangeable (Eck) augmente dans tous les
traitements sauf suite a une stérilisation totale du substrat (sol + sable) planté en mais (P/S) ou
la proportion de Mn par rapport au Mn total est restée stable. L'augmentation la plus faible de
Mn dans ce compartiment correspond aux traitements non plantés (NP/MT et NP/S) et la plus
forte aux traitements P/MT et P/IM2. Le traitement P/IM1 favorise une augmentation de Mn
dans ce compartiment, inférieure a celle observée dans ces deux traitements précédents.

La quantité de Mn liée au compartiment des oxydes trés facilement réductibles (Mn-
ox) diminue pour a tous les traitements, avec un maximum observé pour le sol stérilisé cultivé
en mais et ré-inoculé avec les communautés IM1 et IM2. Pour le substrat de culture planté
cette diminution est la plus faible en absence totale de microflore (sol stérile, P/S). Une forte
mobilisation de Mn est observée par un effet de la microflore.

Dans le compartiment Fe-ox] la proportion de Mn par rapport au Mn total augmente
pour tous les traitements par rapport a sa répartition dans I'échantillon initial. Cette
augmentation est la plus faible dans le traitement P/IM2 et maximale dans le traitement P/MT.
La stérilisation du sol et son inoculation par IM1 en présence de culture de mais augmente
plus la quantité de Mn dans ce compartiment que 1'inoculation par la communauté IM2. En
présence du mais, l'augmentation des quantités de Mn dans ce compartiment est la plus
importante en présence de la microflore totale. Aucune différence significative n'est observée
entre les traitements "sol non planté et incubé avec microflore totale" et "sol non planté
stérilisé".

Dans le compartiment Fe-ox2 des oxydes de fer bien cristallisés, on observe que la
proportion de Mn par rapport au Mn total augmente trés significativement en absence de

plante par rapport a I'échantillon de substrat initial (Figure 6.2). L'augmentation la plus forte
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est observée dans le sol stérilisé (NP/S). Dans les traitements "plantés", cette quantité relative
de Mn diminue. Les diminutions de la quantité de Mn liée & ce compartiment sont croissantes
dans l'ordre des traitements suivant : P/MT, P/S, P/IM2 et P/IM1.

Enfin, la quantit¢ de Mn lié au compartiment des MO diminue dans tous les
traitements par rapport a I'échantillon initial. La diminution est plus importante dans le cas des
traitements "plantés" que dans les "non plantés". La baisse la plus faible correspond au
traitement ou le sol est préalablement stérilisé et non planté (NP/S).

Pour le manganése comme pour les autres éléments un effet rhizosphere des plantes
est constaté, qui augmente (1) les quantités de Mn hydrosoluble avec des effets variables de la
présence de microorganismes, (2) les quantités d'éléments acidosolubles qui sont fortement
stimulées par I'inoculation des communautés bactériennes IM1 et IM2, (3) les quantités liées
aux compartiments échangeables en présence de microflore (autochtone ou ré-inoculée). En
revanche, on note une forte diminution de Mn dans le compartiment Fe-ox2 des oxydes bien
cristallisés sous l'effet de la plante accentué par la présence de microorganismes.

Une partie importante de Mn en absence de plante se redistribue dans le compartiment
Fe-ox2 qu'il y ait ou non stérilisation préalable du sol. Ce transfert s'effectuerait au détriment
de la phase Mn-ox. En revanche en présence de plante c'est le compartiment "acidosoluble”

qui s'enrichit considérablement.

Le cobalt

La quantité de cobalt évolue dans les différents compartiments minéraux et organo-
minéraux d'une maniére présentant des similitudes avec le manganese (Figure 6.2¢). La
principale différence se situe dans le compartiment Fe-oxI ou la quantité de cobalt augmente
pour tous les traitements sans qu'il y ait de différence significative entre ces traitements, a
I'exception du traitement P/IM2 ol l'augmentation est plus faible que dans les autres
traitements.

I1 faut souligner I'augmentation relativement importante des quantités de Co dans les
phases "hydrosolubles”, "échangeables" et "acidosolubles" sous l'effet de la rhizosphére
associée ou non aux communautés bactériennes du sol que le sol ait €té stérilisé ou non sauf
pour la fraction échangeable du sol stérilisé mais planté en mais. Une diminution relative des
quantités de Co est observée dans la phase Mnu-ox des traitements plantés qui est plus
importante suite & une stérilisation et ré-inoculation avec les communautés IM1 et IM2. Par

contre la quantité de Co augmente de fagon trés importante dans ce compartiment pour les



6. Influence de communautés microbiennes rhizosphériques autochtones ou inoculées 127

traitements en absence de plantes (NP/MT et NP/S). Le phénoméne est le méme dans le

compartiment Fe-ox2, ou la quantité relative de Co diminue fortement en présence de plante.

6.2.3 Evolution du pH et du Eh des supports de culture

Le pH et le Eh des échantillons de sols rhizosphériques des pots plantés et des
échantillons de sol des pots non plantés ont été mesurés aprés 8 semaines de culture. En ce qui
concerne les pH, les résultats présentés dans le Tableau 6.2 n'indiquent aucune différence
significative entre le début et la fin des cultures, et ce quel que soit le traitement appliqué
(planté, non planté, présence de la microflore totale, stérilisation puis ré-inoculation de
communautés bactériennes isolées pour leur capacité a réduire et dissoudre Fe et Mn des

oxydes).

Tableau 6.2. Evolution du pH et du Eh (mV) dans les colonnes de substrats (sol + sable) en fonction des
traitements. Les résultats représentés avec des lettres différentes sont significativement différents (test t de

Student, risque de 5%). Les lettres sont a considérer séparément pour les pH et pour les Eh

Sols non plantés

Eh initial Eh final
pH initial pH final

(mV)
NP/MT 58+03(a) 59+03(a) 302+4(a) 2942 (b)
NP/S 58+03() 59+03() 303+3(a) 299+2(a)

Sols plantés

Eh initial Eh final
pH initial pH final

(mV)

P/MT 58+03(a) 59+03(a) 302+3(a) 278+3(c)
P/S 58+03(a) 59+03() 304+3(a) 297+3(b)
P/IM1 58+03(a) 59+03(a) 304+2() 277+2(c)
P/IM2 58+03 () 59+03() 301+4() 279+3(c)

Les valeurs du Eh évoluent significativement dans les dispositifs avec culture de
plante alors que ces évolutions sont moins marquées ou pas significatives (Tableau 6.2) dans

les systémes non plantés. En effet, alors que la baisse du Eh est faible dans les traitements non
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plantés en présence de la microflore totale (traitement NP/MT, -8 £ 6 mV) et dans le
traitement planté stérile (P/ST,-7 +£ 6 mV), elle est beaucoup plus prononcée en présence de la
plante associée a une microflore (-22 £ 7 a2 —27 £ 4 mV pour les traitements P/MT, P/IM1 et
P/IM2). Cette diminution peu marquée des valeurs du Eh peut étre indicatrice d'une activité
microbienne rhizosphérique. Ces différences de Eh peuvent étre aussi contrblées par la

présence de fer réduit échangeable ou acidosoluble libéré dans le milieu.

6.2.4 Dénombrements bactériens

Tableau 6.3. Nombre de bactéries rhizosphériques cultivables (déterminé par la méthode MPN) par gramme de
sol sec en fin de culture. Entre parenthéses : les résultats représentés avec des lettres différentes sont

significativement différents (test t de Student, risque de 5%).

Nombre de bactéries / g de
Traitement Types de communautés
sol sec
B/MT Fe-réductrices @ 3,7.10°+£8,5.10° (b)
Mn-réductrices 1,9.10°£42.10° (¢
P/IM1 Fe-réductrices 59.10+3,7.10* (b)
Sol P/IM2 Mn-réductrices 1,8.10°+2,5.10° (bc)
rhizosphérique Fe-réductrices 0,0+0,0 (a)
P/S Mn-réductrices ® 0,0+0,0 (a
Microflore totale aérobie © 0,0+0,0 (a)
Microflore totale anaérobie © 0,0+x0,0 (a)
Fe-réductrices 3,49.10° £ 6,3.10° (b)
NP/MT y . 3
Mn-réductrices 1,79.10 £ 1,0.10°  (c)
Fe-réductrices © 0,0£0,0 (a)
Sol non planté 3
NP Mn-réductrices @ 0,0£0,0 (a)
Microflore totale aérobie ® 0,0£0,0 (a)
Microflore totale anaérobie @ 0,0£0,0 (a)

Des contrdles microbiologiques en fin d'expérience ont bien montré l'absence de

microorganismes cultivables dans les traitements effectués sur des sols stérilisés.

® Dénombrement sur milieu Br en anaérobiose
® Test en boites de Pétri sur milieu Br en anaérobiose
®) Test en boites de Pétri sur milieu Rh
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Aprés 8 semaines de culture du mais sur le substrat composé de 90% de sable et de
10% d'échantillon de terre OUE 4.2, diverses communautés microbiennes ferri- et mangani-
réductrices ont été dénombrées dans l'ensemble des traitements avec microorganismes. Les
résultats figurent dans le Tableau 6.3. Lorsque la totalité de la microflore du sol est utilisée
dans les expériences, les bactéries ferri-réductrices sont significativement plus nombreuses en
fin de culture que les mangani-réductrices. Par contre la stérilisation et ré-inoculation avec les
communautés IM1 et IM2 n'a pas d'effet significatif sur le nombre de bactéries dénombrables.
Le nombre de bactéries ferri-réductrices de la communauté IM1 n'est pas significativement
différent du nombre de celles observées dans les pots ayant conservé leur microflore totale.

Enfin, la stérilisation et ré-inoculation avec la communauté IM2 n'a pas eu d'effet
significatif sur le nombre de bactéries dénombrables, méme si une légére tendance a
l'augmentation est perceptible. Enfin, le nombre de bactéries ferri- et mangani-réductrices
cultivables dans les pots non plantés (sol non rhizosphérique) n'est pas significativement

différent du nombre de bactéries du méme type du sol rhizosphérique.

6.3 Discussion-Conclusion

Les résultats de cette expérience ont mis en évidence une influence trés
significativement favorable de la microflore du sol ou de communautés bactériennes isolées
de la rhizosphére pour leur capacité a réduire et dissoudre les oxydes de fer et de manganése
sur la croissance du mais. Ces communautés microbiennes globales ou bactériennes
spécifiques ont un effet stimulant sur la mobilisation et 1'absorption des métaux Fe, Mn, Ni et
Co par la plante. De tels effets des bactéries isolées de la rhizosphere ou de microflores
rhizosphériques globales avaient déja été observés dans des expériences étudiant I'altération
de phosphates ou de silicates et le transfert de certains éléments (P, K) a la plante (Berthelin
& Leyval, 1982 ; Laheurte & Berthelin, 1988). Dans les conditions expérimentales adoptées
pour ces travaux, la mobilisation et I'absorption des métaux ne sont pas seulement dues a un
effet indirect lié a l'augmentation de la croissance mais il y a bien une mobilisation
supplémentaire des éléments minéraux sous l'effet des communautés microbiennes (MT) et
bactériennes présentes (IM1 et IM2) et donc sur l'altération des oxyhydroxydes de fer et de
manganese et sur la mobilité des éléments qui leur sont associés. En effet, la stimulation de

croissance est aussi accompagnée non seulement d'une augmentation de la minéralo-masse
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des végétaux mais aussi de la teneur. La rhizosphére et ses microorganismes ont aussi un effet

marqué sur les changements (diminution) du potentiel redox.

L'absence totale de microflore au sein du substrat de culture (traitement P/S) n'est pas
favorable & une bonne croissance de la plante. De plus, la présence d'une communauté
spécifique de type ferri-réductrice principalement (IM1) ou plutét mangani-réductrice (IM2)
est moins favorable a la croissance de la plante que la microflore "totale" du sol (P/MT). La
faible croissance des plantes en milieu stérile est couplée a une plus faible concentration en
métaux dans les parties aériennes de ces plantes par rapport & celles cultivées en présence
d'une microflore (Tableau 6.1), y compris en Ni qui est présent en quantités considérées
comme supérieures au seuil toxique de 12 ng/g fixé par L'Huillier (1994). Le fer, élément
essentiel a la croissance des plantes, et le chrome sont présents en concentrations équivalentes
dans les parties aériennes des plantes cultivées en présence de la microflore totale du sol ou en
présence des communautés IM1 ou IM2 uniquement. Mn, Ni et Co sont présents en plus
faibles concentrations en présence des communautés IM1 et IM2 uniquement par rapport a
une culture en présence de la microflore totale.

En fait, les microorganismes modifient le facteur de transfert des éléments a la plante.
Ce facteur F, correspond a la concentration de 1'élément prélevé par la plante par rapport a sa

concentration dans le sol (Deneux ef al., 2003) :

Les facteurs de transfert sont les plus faibles en absence de microorganismes (traitement P/S)
pour Fe, Mn, Ni et Co et sont égaux respectivement a 0,0014, 0,4309, 0,0315 et 0,0861. Mn
est ainsi 1'élément le plus transféré a la plante par rapport & sa concentration dans le sol. La
présence de microorganismes augmente les facteur de transferts qui sont alors égaux a 0,002,
0,749, 0,049 et 0,244 respectivement pour Fe, Mn, Ni et Co en présence de la microflore
totale du sol (traitement P/MT). La stérilisation du support de culture suivie dune
réinoculation par la communauté bactérienne IM1 (traitement P/IM1) entraine une
modification du facteur de transfert des éléments identique & celle faisant suite a une
réinoculation avec la communauté IM2 (traitement P/IM2) pour tous les éléments. Ces
réinoculations ont un effet équivalent a celui du traitement avec présence de la microflore
totale du sol sur le F; du fer. Pour Mn, Ni et Co, ces réinoculations entrainent une

augmentation du F; plus faible qu'avec la présence de la microflore totale, avec des valeurs
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respectives de 0,546, 0,042 et 0,144. Les microorganismes ont donc un effet sur les F; qui
dépend de 1'élément.

Les différences de croissance entre traitements peuvent impliquer ces différences de
teneurs en éléments minéraux en traces, mais peuvent sans doute impliquer d'autres
phénomeénes, comme la biodisponibilité et 'absorption d'autres éléments non dosés ici comme
K, Ca, Mg et peut étre aussi par des effets de type hormonaux qui impliqueraient des
communautés de la microflore totale du sol, et éventuellement les communautés IM1 et IM2
qui dans ce cas paraissent moins efficaces. Les controles des teneurs en P des parties
aériennes montrent des teneurs constantes de 10 & 12 pg.g’ MS pour I'ensemble des
traitements, qui suggérent que cet élément est peu impliqué dans les différences de croissance

observées.

La présence ou non de plante, ainsi que la présence ou non d'une microflore plus ou
moins spécifique n'a eu aucune influence sur le pH du substrat de culture (sol rhizosphérique
expérimental), alors qu'une acidification du sol rhizosphérique a souvent €té observée
(Bertrand & Hinsinger 2000). L'effet tampon de la solution nutritive ajustée a pH 6,2 a pu
limiter 1'acidification du substrat, mais la production de protons et d'acides a pu €tre aussi
limitée. Enfin la réduction du fer et du manganése consommatrice de protons peut aussi
intervenir.

En ce qui concerne I'évolution du potentiel redox, les résultats (Tableau 6.2) ont
montré une diminution significative de sa valeur pour tous les traitements sauf en absence de
plante et de microflore (sol seul stérilis€) (NP/S). Il est & noter que les valeurs des Eh ne
peuvent étre considérées comme estimation précise du potentiel redox dans le cas présent, car
elles sont mesurés a partir des solutions de sol diluées (rapport sol/solution de 1/2,5). Les
résultats ne sont considérés ici que pour comparer les traitements entre eux. La diminution du
Eh est équivalente pour les traitements NP/MT et P/S, et plus faible pour ces traitements que
pour les traitements "plantés-inoculés" P/MT, P/IM1 et P/IM2. La présence de la microflore
totale (complexe) du sol et/ou de la plante contribue donc a une diminution équivalente du Eh
alors que les processus impliqués peuvent &tre différents. La plante peut provoquer seule une
diminution du Eh par déficit d'oxygéne dans la zone racinaire suite & son transfert vers les
parties aériennes (Dommergues & Mangenot 1970). Le mais est une plante de stratégie 11
produisant des phytosidérophores (Bertrand & Hinsinger 2000, Marschner 1986). Par ailleurs
la littérature n'a jamais signalé une activité réductasique dans la rhizosphere du mais. Les

microorganismes peuvent également contribuer a la diminution des valeurs du potentiel redox
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suite a leur consommation de l'oxygéne et/ou la réduction du fer lors des phénomeénes de
respiration anaérobie (Schroder ef al. 2003) ou de fermentations (Berthelin 1982,
Bousserrhine ef al. 1999). Les résultats de cette expérience montre en outre que l'association
de ces deux parametres (rhizosphére et communauté bactérienne rhizosphérique) permet une
décroissance encore plus marquée du potentiel redox. La teneur, la diversité et la
biodisponibilité des matiéres organiques apportées par les racines a pu permettre une plus
grande activité mangani- et ferri-réductrice des bactéries mais ne semble pas avoir favorisé le
développement de bactéries dénombrables par les milieux choisis. En effet, la rhizosphére n'a
eu aucun effet significatif sur le nombre de bactéries ferri-et mangani-réductrices par rapport a

un sol non rhizosphérique (Tableau 6.2).

La répartition des éléments métalliques dans les différents compartiments minéraux et
organo-minéraux est elle aussi influencée par la présence et le type de communautés
microbiennes, totales ou plus spécifiques, présentes ou introduites dans les systémes de
culture. Comme montré dans le chapitre 4, deux groupes d'éléments sont a distinguer : Fe, Ni
et Cr d'une part, Mn et Co d'autre part. Ces groupes correspondent a la répartition initiale des
éléments dans les différentes phases minérales du sol : Fe, Ni et Cr sont majoritairement liés
aux oxydes de fer et Mn et Co aux oxydes trés facilement réductibles du type des oxydes de
Mn (Quantin ef al. 2002). Les tableaux 6.4 a 6.8, qui représentent les redistributions de Fe,
Mn, Ni, Cr et Co dans les différents compartiments géochimiques par rapport a un échantillon
de sol non traité (appelé "sol initial") en gramme d'élément redistribué pour 100g d'élément
total, mettent en évidence l'influence des traitements appliqués sur les mobilisations
d'éléments.

Les résultats soulignent une altération des oxydes de fer et de manganése qui se traduit
par une diminution des quantités de Fe difficilement réductible (Fe-ox2) dans tous les
traitements expérimentaux (Tableau 6.4), ainsi qu'une diminution des quantités de manganése
dans le compartiment Mrn-ox pour tous les traitements (Tableau 6.5). Cette altération des
oxydes de fer et de manganése correspond (1) & une dissolution de Fe et a sa redistribution
dans les compartiments géochimiques ou il sera plus disponible (compartiments Fe-oxI, Mn-
ox, Acido, Ech et Hydro) et (2) a une dissolution de Mn et & sa redistribution vers des
compartiments géochimiques ou il sera soit plus disponible (compartiments Hydro, Acido,
Ech) soit moins disponible (Fe-ox1, voire Fe-ox2 dans les traitements non plantés). Il y a
aussi lieu de noter que le compartiment lié aux matiéres organiques (MO) perd du fer, du

manganese, du chrome, du nickel et du cobalt (Tableaux 6.4 a 6.8) sous l'influence de la
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rhizosphére du mais associé ou non & des communautés microbiennes. Le tableau 6.4 indique
aussi que le départ de fer depuis les oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2) est plus important
en présence de plante, et que la quasi-totalité de ce fer est redistribué vers le compartiment des
oxydes de fer peu cristallisés (Fe-ox/) sauf dans le cas d'une stérilisation du substrat de
culture suivie d'une réinoculation par les communautés microbiennes IM1 et IM2 ou une part
relativement importante est exportée vers la phase acidosoluble. En ce qui concerne Ni et Cr
(Tableaux 6.6 et 6.7) les tendances sont similaires. En présence de plante, la stérilisation du
substrat de culture et sa réinoculation par les communautés microbiennes IM1 et IM2
entrainent un départ de ces éléments moins important que dans le cas d'une stérilisation totale
ou qu'en présence de la microflore totale du sol, mais une exportation plus importante vers les
phases les plus disponibles comme la phase acidosoluble.

Le tableau 6.5 montre que par rapport au sol non traité, la mobilisation et le transfert
de Mn se fait principalement depuis les oxydes trés facilement réductibles (Mn-ox) de maniére
équivalente entre les différents traitements sauf en présence des communautés IM1 et IM2 ou
la perte en Mn du compartiment Mn-ox est nettement plus prononcé et atteint le double. La
présence de la plante au sein des systémes favorise une mobilisation et un transfert de Mn
également depuis la phase Fe-ox2, alors qu'en absence de plante c'est un apport de Mn qui se
produit dans ce compartiment. Ceci correspond 3 une immobilisation plus forte pour une
partie du manganeése. Ces résultats soulignent bien que les interactions "matieres organiques —
microorganismes — minéraux" favorisent I'évolution vers des formes plus disponibles par des
processus abiotiques mais surtout biotiques, faisant, dans ce dernier cas, intervenir l'activité
racinaire et l'activité des microorganismes associés (ferri- et mangani-réduction,
biodégradation des MO). L'effet rhizosphére améliore nettement cette mobilité et ce transfert
vers des formes biodisponibles et enfin des "associations" ou "communautés bactériennes"
isolées pour leur capacité a réduire et dissoudre les oxydes de fer et de manganése ont un effet
particuliérement stimulant.

Un bilan d'altération qui cumule les redistributions des éléments vers les phases plus
disponibles (transfert aux plantes, phases Hydro, Acido, Ech) (Tableaux 6.9 a 6.13) souligne
l'effet thizosphérique 1ié a la plante et & la présence de microorganismes associés. Ainsi, par
rapport a I'échantillon initial, 'augmentation la plus faible de la quantité d'éléments (Fe, Mn,
Ni, Cr, Co) de cette fraction disponible par colonne de substrat de culture correspond aux
colonnes "non plantées" (NP), sans qu'il y ait de différence significative entre les colonnes
préalablement stérilisées et les colonnes ayant conservées leur microflore totale (NP/MT et
NP/S).
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Pour les colonnes "plantées" (P), aucune différence significative n'a été observée entre
les colonnes "stériles", c'est-a-dire avec plante seule, et les colonnes avec la microflore totale
du substrat de culture conservée, sauf en ce qui concerne le fer : la quantité de fer dans les
phases les plus labiles est plus importante en absence (P/S) qu'en présence de la microflore
totale (P/MT). Pour tous les éléments, la stérilisation puis la ré-inoculation par les
communautés IM1 et IM2 a favorisé de fagon trés significative 'augmentation de la quantité
d'éléments dans les phases les plus disponibles par rapport aux colonnes plantées ayant
conservé leur microflore totale. Ces communautés bactériennes ne présentant pas un plus
grand nombre de bactéries cultivables ferri- et mangani-réductrices que la microflore totale
apportée par le sol (Tableau 6.3), ont manifesté une activité d'altération bien plus forte. Ce
résultat suggere que ces communautés ont pu coloniser facilement le sol préalablement
stérilisé et exprimer une activité réductrice plus marquée. Une étude plus précise de ces
communautés s'impose pour mieux définir les populations présentes, leur dynamique et leur

activité.

Tableau 6.4 Evolution de la quantité de Fe dans les compartiments organo-minéraux, en gramme de fer

redistribué pour 100g de fer total présent dans le substrat, par rapport a l'échantillon initial (non traité) (Indices

de redistribution 1,).

P/MT P/S P/IM1 P/IM2 NP/MT NP/S
Hydro +53.10° +6,6.10° +7,1.10° +2910° +2,010°  +2,0.107
Acido  +29.10"  +4,0.10" +12 +1,2 +1,0107  +8,6.107
Ech +8,7.10°  +13.10%  +23.107 +1810% +1,2107  +1,6.107
Mn-ox +26.107  +3510"  +15100  +1,0107 +1,5107  +12107
Fe-ox1 +8,2 +9,23 +6,9 +4,1 +4,0 +3,6
Fe-0x2 -8,5 -9,8 - 8.1 -52 4,1 3.8

MO -2,1.10" -2.1.107 -2,1.10" -2.1.107 -1.8.10T -47.107
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Tableau 6.5 Evolution de la quantité de Mn dans les compartiments organo-minéraux, en gramme de Mn

redistribué pour 100g de Mn total présent dans le substrat par rapport a l'échantillon initial (non traité) (Indices

de redistribution I,).

P/MT P/S P/IM1 P/IM2 NP/MT NP/S
Hydro +4,7.1007  +9310" +73.107 +1,8 -94.107  +4,7.107
Acido +11,7 +21,2 +37,8 + 34,4 +1,1 +1,16
Ech +9,0 +3,8.107 +5,0 +79 +2,1 +1,8
Mn-ox - 28,7 -245 42,7 -432 - 287 34,3
Fe-ox1 +8,5 +5,8 +3,5 +3,4 +7,9 +8,0
Fe-o0x2 1,0 3,5 6,2 -43 +17,6 +22,9
MO -8,0.107%  -53.107  -5,0107 -47107 220107 -79.10°

Tableau 6.6 Evolution de la quantité de Ni dans les compartiments organo-minéraux, en gramme de Ni

redistribué pour 100g de Ni total présent dans le substrat par rapport & l'échantillon initial (non traité) (Indices

de redistribution I,).

P/MT P/S P/IM1 P/IM2 NP/MT NP/S
Hydro +29.10° +1,1.107  +6,0.10° +1,0107 -5010° +52.10°
Acido  +9,9.10" +1,3 +2.4 +2.4 +2710"0  +2,7.107
Ech +88.107  +1,0.107  +41.100  +55100  +26100 +1,1.107
Mn-ox -+ 7,0.10" +2,0 +96.107°  +37.107 +1.2 +1,2
Fe-0x1 +7,5 + 9,1 + 6,5 +3,9 nd nd
Fe-0x2 -93 S11R -95 -6.4 -2.4.107 -56.10"
MO -85.10" -8,9.10" -8.8.107 -93.10" -43100  +25.107

Tablean 6.7 Evolution de la quantité de Cr dans les compartiments organo-minéraux, en gramme de Cr

redistribué pour 100g de Cr total présent dans le substrat par rapport a ['échantillon initial (non traité) (Indices

de redistribution I,).

P/MT P/S P/IM1 P/IM2 NP/MT NP/S
Hydro +4,0.10° +1,6.10° +18107 +1,010° +3,0.10% -3,010"°
Acido  +21.107  +3610"  +94107  +99.10" +15100  +1,1.107
Ech +9,1.10° +0,0 +9,5.10°  +32.107 +0,0 +0,0
Mn-ox +24.107 +28107  +1,7100  +13100  +23107  + 16107
Fe-o0x1 + 6,3 + 7.5 + 4,7 + 2,5 nd nd
Fe-0x2 5,9 -7.3 -5, -2,8 +1,7 +1,5

MO -7.7.107 -82.107 -8.2.107 -8.4.107 -4.7.107 -14000
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Tableau 6.9 Evolution des quantités d'éléments (Fe, Mn, Ni, Cr et Co) disponibles ou considérés comme

Jacilement disponibles (3 (Plante + Hydro + Acido+ Ech)) sous Ueffet de la rhizosphére et des microorganismes

(Indices de disponibilité 1,).

Fe Mn Ni Cr Co

Echi 0,08 £0,01 5,88 £0,22 1,26 £0,02 0,002 = 0,001 0,28 = 0,07
P/MT 51,33+£9,21 43,11 £8,40 8,42 £1,79 1,39 £ 0,36 3,95 +£0,81
P/S 70,81 £11,06 44,59 + 6,47 6,99 £ 1,06 2,36 £ 0,65 4,93 +£0,92
P/IM1 211,27+61,88 82,44 + 9,58 11,96 £ 1,37 6,08 +1,72 9,27+1,32
PAM2 198,05+6791 83,52+ 11,10 12,88 +2,15 6,30 +2,16 10,66 +£2,01
NP/MT 19,58 £1,43 10,72 +2,76 3,24 +0,92 0,93 £ 0,08 1,55+0,48
NP/S 17,17+2,98 11,30 £ 0,76 2,69+0,18 0,67+0,12 1,70 +£0,21
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7

INFLUENCE DE L'ETAT HYDRIQUE DU SOL SUR LA
MOBILISATION DES ELEMENTS EN TRACES EN
PRESENCE OU ABSENCE DE PLANTES

7.1 Introduction

L'engorgement temporaire ou permanent des sols provoque des changements plus ou
moins prononcés des conditions physico-chimiques et biologiques, comme la baisse du
potentiel redox, la réduction des nitrates, du fer et du manganese, du sulfate. Ces modifications
correspondent & des évolutions de la structure et de l'activité des populations bactériennes
(Berthelin 1982). Le développement des systémes racinaires au sein du sol crée un
environnement particulier (sol rhizosphérique) différent du reste du sol (sol non
rhizosphérique) suite aux prélévements d'eau et de nutriments, a la libération de composés
organiques et minéraux (exsudats), & la modification de la dynamique et de l'activité des
communautés microbiennes, aux changements des conditions physico-chimiques (pH, Eh). La
manifestation simultanée de ces deux parameétres (état hydrique et présence de racines) peut
avoir des conséquences particuliéres : l'effet de la rhizosphére dans un sol hydromorphe peut
conduire & des phénoménes qui peuvent se manifester par la consommation d'O, et le
dégagement de CO, associés a 'activité microbienne rhizosphérique et par la diffusion d'O, par
suite de son transport des parties supé€rieures de la plante vers les racines (Dommergues &
Mangenot 1970, Lynch 1990). Si l'effet net de ces deux paramétres se traduit par une perte
d'O,, il y a aggravation de l'anoxie ; si au contraire l'effet net se traduit par un gain d'O,, le
potentiel redox peut s'élever localement et 'anoxie perdre de son intensité.

Nous sommes donc amenés a considérer que l'effet simultané de 1'engorgement et de la
rhizosphére peut avoir un impact important sur la mobilisation des éléments minéraux Fe et
Mn des oxyhydroxydes et des métaux qui leurs sont associés.

Pour étudier l'impact de différents régimes hydriques en présence de plantes (effet
rhizosphére) ou non, sur la mobilisation des éléments en traces des sols, un dispositif a été mis

en place, permettant de faire varier le niveau de saturation en eau du sol ainsi que la durée
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d'engorgement. Ce dispositif est décrit dans le chapitre 3.4.4. Trois modalités d'engorgement
ont été étudiées sur 41 jours de culture (Figure 7.1) sur un substrat de culture composé de 10%
de sol OUE 4.1 et 90% de sable :
- humidité H constante & 80% HE pendant 41 jours
- 21 jours dhumidité constante a 80% HE, suivis de 4 périodes de 2 jours chacune
d'engorgement, les périodes d'engorgement étant séparées les unes des autres par 4
jours de ressuyage

- 33 jours d'humidité constante & 80% HE suivis de 8 jours d'engorgement

jours i]2[3]a]5]s]7]8] s 16]vi[12[13]1a]15]16[17]18]18]2e]21[22] 23] 24 25[26]27 28 28] 30 [ 31 [ 32 [33 [54[ 35| 36 [37 [ 38 [ 30 au [ 11

sans siress 80 % HE

4x45h o'
engargement

80% HE stress| B0% HE  |stress| 80% HE |[stress| 80% HE  |stress

1 d B0% HE strass
engorgement
&
Apport de
solution 12 15 18 145
nutritive

Figure 7.1 Plan et calendrier de l'expérience avec variations de I'état hydrigue du sol et présence

ou non de plante (mais). Les périodes de stress correspondent a un engorgement des colonnes.

L'effet rhizosphérique est distingué en effectuant les différents traitements engorgés dans
des colonnes de mélange sol-sable plantées ou non en mais. Pour chaque traitement (sans stress
hydrique, avec stress hydrique de 4x2 jours d'engorgement, avec stress hydrique de 1x8 jours

d'engorgement) 4 essais plantés et 3 essais non plantés ont été réalisés.

7.2 Resultats

7.2. 1 Croissance et minéralo-masse du mais

La teneur en eau des plantes ne varie pas en fonction du régime hydrique des supports
culture (sable + sol OUE 4.1, voir chapitre 3.3.8), et est égale en moyenne a 89% de la masse
totale de végétal frais. En revanche les variations de la teneur en eau du sol ont une influence
sur la masse des plantes. Le poids total maximum correspond au traitement "4x2 jours
d'engorgement” (Tableau 7.1) avec 3,4 g de matiére séche. Les deux autres traitements
expérimentaux assurent des productions de biomasses trés voisines. La différence de masse

totale entre les différents traitements est principalement due 4 la masse des parties aériennes qui
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est nettement plus élevée dans les traitements & phases d'engorgement courtes (4 périodes
d'engorgement de 2 jours). Les masses des racines sont peu différentes d'un traitement a 'autre.

Ces masses totales de matieres seches sont relativement faibles par rapport a celle
oservées pour des plantes cultivées sur un support composé a2 100% de sable et qui peuvent
atteindre 15 g de MS (Chapitre 4). Des toxicités d'éléments métalliques sont sans doute a

considérer pour expliquer ces déficits de croissance.

Tableau 7.1 Masse des plantes séchées (g) en fonction des traitements aprés 6 semaines de culture en colonne.
Les résultats représentés avec des lettres différentes sont significativement différents (test t de Student, risque de

5%). Les lettres sont a considérer séparément pour les parties aériennes, les racines et la masse totale.

Masse des plantes séchées
Traitements
®
Parties aériennes 2,09+0,24 (a)
H constante 80% HE Racines 0,70+ 0,01 (a)
_________________________________ b
Total 2,79+0,25 (a)
Parties aériennes 2,63+ 0,56 (b)
4 x 2 jours
Racines 0,77+0,03 (b)
d'engorgement | ..
Total 3,40+ 0,59 (b)
Parties aériennes 2,01+0,30 (a)
1 x 8 jours
Racines 0,73+ 0,02 (ab)
d'engorgement )
Total 2,74+ 0,32 (a)

Le Tableau 7.2 représente la minéralo-masse et la concentration en métaux des patties
aériennes du mais aprés 41 jours de culture. Les résultats mettent en évidence une influence du
régime hydrique du support de culture sur la concentration en métaux dans les parties aériennes
de la plante.

La teneur en fer est en effet significativement la plus faible quand I'humidité du sol est
constante, et augmente de fagon trés significative avec 'application de périodes d'engorgement.
Cette augmentation est d'autant plus élevée que les périodes d'engorgement sont longues. La
teneur en fer dans les parties aériennes passe ainsi de 47 pg Fe.g” de matiére séche (MS) dans
le traitement " H constante 80% HE" & 216 pg Fe.g’ MS dans le traitement "4x2 jours
d'engorgement” et 346 pg Fe.g”' MS dans le traitement "1x8 jours d'engorgement".

Le régime hydrique du support de culture a également une influence significative sur la

teneur en Cr dans les parties aériennes du mais. Celle-ci augmente avec l'apparition de périodes
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d'engorgement du milieu, sans que la durée de I'engorgement ait d'impact. La teneur en Cr va
de 5 pg Cr.g” de matiére séche (MS) dans le traitement " H constante 80% HE" a 26 pg Cr.g’
MS dans le traitement "1x8 jours d'engorgement"”.

Par contre 'engorgement du support de culture semble n'avoir qu'un effet limité sur
l'absorption de Mn par la plante. La teneur en Mn dans les parties aériennes du mats est la plus
faible pour le traitement "4x2 jours d'engorgement” (306 pg Mn.g™ MS) et est équivalente dans
les traitements "H constante 80% HE" (447 pg Mn.g” MS) et "1x8 jours d'engorgement" (452
ug Mn.g” MS). De courtes périodes d'engorgement répétées n'apparaissent pas favorables a

I'absorption de Mn par la plante.

Tableau 7.2 Teneurs en éléments métalliques et minéralo-masse des parties aériennes du mais aprés 41 jours de
culture. Les résultats représentés avec des lettres différentes sont significativement différents (test t de
Student,risque de 5%). Les lettres sont a considérer éléments par éléments, et séparément pour la minéralo-masse

et les concentrations.

Fe Mn Ni Cr Co

pg / g matiére séche (parties aériennes)

H constante 80% HE 47+22(a) 447+159(a) 25+ 4 (a) 5+5(a) 27+12 (a)

4x2 jours d'engorgement 216+ 150(b) 306+ 186 (b) 31+9(a) 21+£20(b) 21x15(a)

1X8 jours d'engorgement 346 £125(c) 452+219 (a) 30+£8(a) 26£20(b) 32+20(a)

ug / plante (parties aériennes)

H constante 80% HE 131+61(a) 1247+444(a) 7011 (a) 14+14() 74+33(a)

4x2 jours d'engorgement 734+510(b) 1040+632(b) 105+31(a) 71£68(b) 71+51(a)

1x8 jours d'engorgement 948 £342 (c) 1238+600(a) 82+22(a) 7T1+£55(b) 88=+55(a)

Enfin, les teneurs en Ni et Co ne semblent pas étre influencées par le régime hydrique du
support de culture et restent constantes quelles que soient les traitements appliqués : 25 4 31 pg
Ni.g'1 MS et 21 4 32 pug Co.g”! MS. Ces teneurs sont supérieures aux seuils de toxicité définis
(Chapitre 2) et peuvent donc étre a l'origine de la faible croissance du mais observée (Tableau
7.1).
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7.2.2 Evolution du pH et du Eh au cours de la culture

7.2.2.1 Evolution du pH et Eh du sol dans les traitements a humidité constante

'80% HE
Les pH mesurés sur les eaux d'extraction des fractions hydrosolubles ne montrent pas de
différences entre le sol planté et non planté, et le début et la fin des cultures (Tableau 7.3). La

valeur du pH est constante, de 5,8 2 5,9.

Tableau 7.3 Evolution du pH des sols plantés ou non sans engorgement (80% HE)

Sols non plantés Sols plantés
pH initial pH final pH initial PH final
5,8+0,3 59+0,3 5,8+0,3 5,9+0,3

Les potentiels d'oxydo-réduction n'ont pas été¢ mesurés pour ce traitement en raison des

conditions d'obtention des solutions.

7.2.2.2 Evolution du pH et Eh du sol dans les traitements soumis a "4 % 2 jours

d'engorgement”

Le pH et le Eh ont été mesurés sur la solution de ressuyage initiale (ressuyage a t=0
jours ayant permis de ramener 'humidité du support de culture & 80% HE) ainsi que sur
chacune des quatre solutions de ressuyage faisant suite aux quatre périodes de 2 jours
d'engorgement.

Les résultats montrent que la culture de mais avec des courtes périodes d'engorgement
successives de 2 jours tous les 4 jours & compter de la troisiéme semaine de culture entraine des
valeurs de pH moins élevées en présence qu'en absence de plante (Figure 7.2). Ce pH plus
élevé peut étre due a la réduction des nitrates et la production d'ammoniac qui contrebalance
l'acidification couramment observée dans la rhizosphére par la libération de protons, la
respiration racinaire et la syntheése d'acides organiques.

Le potentiel redox a fortement baissé (de plus de +300 mV & +150-160 mV) entre le
début des cultures et le premier ressuyage (3 semaines de culture) puis s'est stabilisé autour
d'une valeur de +170 mV. Les engorgements successifs suivants n'ont pas entrainé de baisse

plus prononcée du Eh. Les quatre jours d'adration entre chaque ressuyage pourraient suffire
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pour empécher ce phénomene. La présence d'une masse racinaire au sein du sol ne modifie pas
significativement le potentiel redox des solutions d'engorgement par rapport au sol nu soumis
au méme régime hydrique. En fait, c'est sans doute l'activité bactérienne qui, en se manifestant

dans et hors la rhizosphére, entraine cette diminution.
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Figure 7.2 Evolution du pH et du Eh (mV) des solutions des eaux gravitaires dans les traitements
"4 x2j d'engorgement”. La solution initiale correspond & la solution ayant servi a I'engorgement
avant mise a 80% HE des substrats (début de culture). R1, R2, R3 et R4 correspondent aux solutions

de ressuyage aprés chaque période d'engorgement.

7.2.2.3 Evolution du pH et Eh dans les sols plantés et non plantés soumis a 1 x8

Jjours d'engorgement

Le pH et le Eh ont été mesurés sur la solution de ressuyage faisant suite a la période de
huit jours d'engorgement (du 34 au 41° jour).

De méme que dans le traitement précédent, le pH des solutions d'engorgement augmente
au cours des cultures, mais sans qu'il y ait de différence significative entre les échantillons
plantés et non plantés (Tableau 7.4).

Le potentiel redox décroit plus fortement suite & un engorgement de 8 jours du sol que

suite & une série d'engorgements de plus courte durée (Tableau 7.3).
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Tableau 7.4 Evolution du pH et Eh dans les sols plantés et non plantés soumis a 1x8 jours d'engorgement

Sols non plantés Sols plantés
pH Eh pH Eh
initial final initial final initial final initial final
58+03 68+02| 3071 5717 | 58+03 6,6+05| 3042 60+76

Ceci conduit a considérer la réduction et I'élimination du nitrate, la production de NH,"
supplémentaire a celui des solutions nutritives par minéralisation anaérobies des maticres
organiques azotées. La baisse plus prononcée du Eh peut étre liée au développement de
processus anaérobies plus marqués, comme la consommation de l'oxygéne, la réduction de

NOs", Mn*" et Fe**.
7.2.3 Evolution de la concentration en anions minéraux

Les concentrations en anions minéraux (NOs’, CI,, SO,%, PO,> et F) ont été mesurées
apres 41 jours de culture suite a une extraction a I'eau pour le traitement "H constante 80% HE"
ou directement sur les solutions de ressuyage pour les traitements "4x2 jours d'engorgement" et
"1x8 jours d'engorgement”, ainsi que sur chacune des quatre solutions de ressuyage faisant
suite aux quatre périodes de 2 jours d'engorgement. Les données a ty correspondent aux calculs

théoriques de teneurs suite a 'addition de la solution nutritive.

Tableau 7.5 Evolution de la teneur en anions minéraux (NOs, CI et SO présents au début (1y) et & la fin (1) de

la culture de mais. Les teneurs sont exprimées en ug anion.g” sol sec.

NO; Cr SO~
To Tu To Ta To Ty
planté 393 112 0,55 0,61 41 45
H constante 80% HE
non planté 393 110 0,55 0,68 41 45
planté 393 14 0,56 0,73 41 57
42 jours d'engorgement

non planté 393 3 0,55 0,73 41 57
planté 393 12 0,55 1,03 41 44

18 jours d'engorgement ‘
non planté 393 4 0,55 1,04 41 44

Le tableau 7.4 représente les résultats des mesures des concentrations en NOj3', Cl et

SO,4* solubilisés entre le premier et le dernier jour de culture. F~ et PO,> n'ont pas été détectés
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et ne sont donc pas représentés dans le tableau. Pour le traitement "4x2 jours d'engorgement",
les quantités d'anions présents en solution au cours des 4 ressuyages ont été prises en compte et
additionnées.

Les résultats du Tableau 7.5 montrent un effet de 1'état hydrique du substrat de culture
sur les concentrations en nitrates solubilisées.

Les teneurs en nitrates diminuent mais relativement moins dans le traitement avec
colonne de culture 3 humidité constante (80% HE) et passent de 393 a 112 pg NOs".g™ sol sec.
Ces teneurs baissent fortement jusqu'a 3 pg NOs".g” sol sec sous l'influence de périodes plus ou
moins longues d'engorgement. La durée de I'engorgement (1x8 jours ou 4%2 jours) n'influence
pas cette diminution de la teneur en nitrates contrairement a la présence de la plante. Celle-ci
induit une baisse moins importante des teneurs en nitrates que dans le sol seul sans plante. Ces
résultats soutiennent I'hypothése d'une réduction des nitrates déja proposée pour expliquer les
augmentations de pH observées lors de périodes d'engorgement de 4x2 jours (Figure 7.2) et
1x8 jours (Tableau 7.4) et qui sont moins importantes en présence de la plante. Les conditions
anoxiques, développées lors de périodes d'engorgement, permettraient la réduction des nitrates
et la production d'ammonium. Le pH pourrait &tre influencé par consommation et absorbtion de
protons pour ré-équilibrer la solution suite & un excés d'ammonium (Ruiz & Arvieu 1990). Des
dosages colorimétriques d'ammonium NH," ont été réalisés en fin de culture pour vérifier cette
hypothése. La solution nutritive a apporté au total 135 pug NH, .g” sol sec. Aprés 41 jours de
culture, la teneur en NH," atteint 157 pg NH;".g" sol sec dans le traitement maintenu a
humidité constante (80% HE), 318 pg NH,; g sol sec dans le traitement "4x2 jours
d'engorgement” et 308 ug NH,".g" sol sec dans le traitement "1x8 jours d'engorgement”. La
réduction des nitrates d'une part en oxyde d'azote ou N, et en ammonium, et d'autre part la
production de NH," par minéralisation des matiéres organiques avec un ralentissement ou une
diminution de la nitrification semblent donc étre impliquées dans I'augmentation du pH et
mettent en évidence l'apparition de conditions anoxiques.

La concentration en chlorures Cl° solubilisés augmente légérement au cours de la
culture. Cette augmentation est plus importante avec l'apparition de périodes d'engorgement, et
plus cette période est longue, plus la concentration en Cl” augmente. Celle-ci passe ainsi de 0,55
ng Cl.g” sol sec a tga 1,03 pg Cl.g™ sol sec dans le traitement "1x8 jours d'engorgement". Les
MO du sol peuvent étre considérées comme la source principale de cet anion.

Les sulfates sont apportés par la solution nutritive et sont donc trés abondants des le

début des cultures. Leur concentration augmente au cours de celle-ci, avec un maximum pour le
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traitement "4x2 jours d'engorgement”. Une origine organique de ces sulfates libérés par

minéralisation des MO peut étre envisagée.

7.2.4 Réduction et solubilisation du fer et du manganese

La Figure 7.3 représente les quantités totales de Fe et Mn solubilisés et réduits (recueillis dans

les phases hydrosolubles) pendant la culture du mais par rapport a la quantité totale de ces deux

éléments dans le sol.
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Figure 7.3. F&’" et Mn®* solubilisés dans les diverses conditions expérimentales (sols plantés et non

plantés soumis a différentes conditions hydrigues)

Les résultats présentés sur la Figure 7.3 permettent de souligner deux effets : un effet de
l'engorgement des sols qui entraine dans tous les traitements plantés et non plantés une
augmentation trés significative des quantités de Mn réduit et solubilisé, et dans une moindre
mesure de Fe, et un effet 1ié a la présence de plante et donc de la rhizosphére qui se manifeste
de diverses facons selon le régime hydrique des colonnes de sol.

L'effet de l'engorgement des sols en absence de plante se traduit d'abord par une

augmentation des quantités de Fe** dans le traitement "4x2 jours d'engorgement", dans lequel
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sa concentration est presque 3 fois supérieure a celle observée dans le cas du traitement a
humidité constante (80% HE) pour atteindre 0,032 pg Fe?'.g” Feyy. Cette augmentation est
moins visible dans le traitement "1x8 jours d'engorgement"” ou la quantité de Fe** n'est que 2
fois supérieure a celle observée dans le cas du traitement & humidité constante.

Le phénoméne est le méme pour Mn dont la concentration passe de 0 pg anJr.g'1 Mny
dans les colonnes maintenues 4 80% HE a 122 ou 166 pg Mn*".g" Mnyy dans les traitements

subissant des périodes d'engorgement plus ou moins prolongées en absence de plante.

En présence de plante, les phénomenes décrits ci-dessus sont amplifiés. La quantité de fer
réduit et solubilisé augmente de fagon significative avec l'apparition de périodes
d'engorgement, et cette augmentation est d'autant plus grande que l'engorgement est long : dans
le traitement "1x8 jour d'engorgement" la quantité de Fe** atteint 0,59 pg Fe®'.g" Fey et est 53
fois plus abondante que dans le traitement a humidité constante (80% HE) et 14 fois plus
abondante que dans le traitement "4x2 jours d'engorgement”. Mn*" suit la méme évolution mais
sans que la différence entre les deux modes d'engorgement ne soit significative. Dans ces deux
traitements, la quantité¢ de Mn?" est 3 4 4 fois supérieure a celle observée dans le traitement
"planté" a humidité constante (80% HE).

L'effet rhizosphere est dépendant du régime hydrique du sol. La plante a un effet
stimulant sur la réduction et dissolution de Mn quel que soit le régime hydrique, mais cet effet
est d'autant plus important que la période d'engorgement est longue : dans le traitement a
humidité constante, la quantité de Mn>" passe de 0 pug Mn**.g"' Mny: en absence de plante &
145 pg Mn?*.g”! Mny; dans la rhizosphére des colonnes plantées. Dans le traitement "4x2 jours
d'engorgement” la quantité de Mn?" atteint 484 pg Mn*".g” Mny, dans la rhizosphére et est 3
fois plus élevée que dans le traitement non planté. Dans le traitement "1x8 jour d'engorgement”
elle atteint 474 pg Mn®".g" Mnyy dans la rhizosphére et est 10 fois plus élevée que dans le
traitement non planté. En ce qui concerne le fer, la rhizosphére n'a d'influence sur sa réduction
et solubilisation que dans le traitement "1x8 jour d'engorgement” ol la concentration dans la
rhizosphére est trés variable mais peut étre 28 fois plus élevée que celle du traitement non
planté. La mobilisation du fer nécessite donc des conditions d'anoxie plus prolongées que le

manganese pour étre réduit et solubilisé.
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Figure 7.4 Réduction et solubilisation de Mn au cours des différentes phases d'engorgement-

drainage dans le cas du traitement "4 x 2 jours d'engorgement”.

Dans le cas du traitement planté ayant subi quatre périodes successives d'engorgement, la
quantité de manganeése réduit hydrosoluble augmente au cours des drainages successifs (Figure
7.4) alors que chaque période d'engorgement est précédée d'une phase de drainage (ré-
oxygénation) et qu'une diminution plus marquée des valeurs du Eh n'est pas observée. La
dégradation des mati€res organiques pourrait entrainer des conditions anaérobies ou bien les
périodes de drainage ne sont pas suffisantes pour que des conditions aérobies ne se remettent en
place. La biodégradation des MO pourrait aussi étre favorisée par les ré-oxygénations du sol et
libérerait des molécules plus disponibles pour les activités mangani-réductrices et/ou les

complexations de Mn.

7.2.5 Evolution du carbone organique

Sur I'échantillon initial non incubé, la quantité de carbone organique dissous (COD) est
égale 3 0,21 mg.g” de carbone total. Dans tous les traitements avec ou sans plante une
augmentation du COD (Figure 7.5) est observée.

En absence de plante, le COD est plus abondant dans le traitement "4x2 jours
d'engorgement” que dans le traitement & humidité constante (80% HE) et enfin que dans le
traitement "1x8 jours d'engorgement”. La seule source de COD est consituées par les matiéres
organiques du sol dont la biodégradation contribue a libérer des matiéres organiques
hydrosolubles. La minéralisation du carbone organique est généralement plus élevée en

conditions aérobies qu'en conditions anaérobies et 1'anaérobiose favorise souvent la libération

3 £ 20148
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de composés hydrosolubles (Stemmler & Berthelin 2003). Toutefois dans ces conditions
expérimentales l'anaérobiose est peu marquée et de courtes périodes d'engorgement-drainage (2
jours-4 jours) des colonnes de sol favoriseraient la formation et libération de composés
organiques hydrosolubles. Par contre de plus longues périodes d'anaérobiose (8 jours)

limiteraient cette production de COD et/ou favoriserait leur minéralisation.
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Figure 7.5 Quantité de carbone organique dissout (COD) dans les divers

traitements en fin de culture

En présence de la plante, la tendance est la méme pour ces différents traitements sans
que la différence soit significative entre les deux types d'engorgement du sol. Les exsudats
racinaires seraient plus facilement dégradés et favoriseraient la biodégradation des MO du sol.

Cette hypothése correspond bien au fait que la quantité de COD libérée dans les
traitements & humidité constante (80% HE) est plus importante sans plante qu'avec plante, alors
que la rhizosphére devrait enrichir en carbone organique soluble les colonnes de supports de
culture. L'activité microbienne minéralisatrice globale pourrait étre importante dans la
rhizosphére car stimulée par les exsudats et conduirait & une minéralisation plus importante du

carbone organique qui se traduit par une plus faible production de COD.
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7.2.6 Altération des phases minérales et répartition des éléements métalliques dans les

différents compartiments géochimiques

Aprés 41 jours de culture, des extractions séquentielles des éléments liés aux différents
compartiments organiques et minéraux ont été réalisés sur les échantillons de sol ayant subi les
différents traitements. Les résultats sont présentés dans les Tableaux 7.6, 7.7, 7.8, 7.9 et 7.10
sous forme d'indices de redistribution I. Ils expriment I'évolution de la quantité d'un élément
donné dans chaque compartiment géochimique par rapport a l'échantillon initial, en mg
d'élément redistribué pour 100g de I'élément présent dans le substrat. Ils mettent en évidence
deux effets majeurs sur la répartition des éléments : un effet de 1'état hydrique du support de

culture et un effet "rhizosphere".

7.2.6.1 Le fer

Effet de l'état hydrigque

L'état hydrique n'a pas d'effet sur la modification de la quantité de fer dans les
compartiments des éléments hydrosolubles (compartiment Hydro) et liés aux oxydes trés
facilement réductibles (compartiment Mn-ox). Cette quantité augmente dans tous les
traitements par rapport la répartition du fer dans le sol initial, mais de fagon équivalente entre
les traitements.

En revanche un effet est observé sur la quantité de fer lié au compartiment des éléments
échangeables (compartiment Ech) qui augmente par rapport au sol initial dans tous les
traitements mais plus fortement dans le traitement "4x2 jours d'engorgement” en présence ou
non de la plante, ou cette quantité atteint 0,02% du fer total du sol.

Dans le compartiment des éléments acidosolubles (compartiment 4cido) (Figure 7.6) le
traitement "1x8 jours d'engorgement" entraine une augmentation du fer dans ce compartiment
plus importante en présence de la plante que dans les autres traitements. L'effet est inverse dans
le compartiment des éléments liés aux oxydes de fer faiblement cristallisés (compartiment Fe-
oxI). La quantité de fer liée & ce compartiment augmente de fagon équivalente dans tous les
traitements sauf dans le cas du traitement "1x8 jours d'engorgement” ou cette augmentation est
la plus faible.

Pour le compartiment des éléments liés aux oxydes de fer bien cristallisés
(compartiment Fe-ox2) les quantités de fer diminuer dans tous les traitements par rapport au sol

initial. Cette diminution est la plus faible dans le traitement "1x8 jours d'engorgement".
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Les quantités de fer li€es au compartiment des matiéres organiques (compartiment MO)
augmentent dans tous les traitements, mais est plus importante en absence qu'en présence de

plante.

Tableau 7.6 Altération minérale et transfert de Fe vers les différents compartiments géochimiques, en gramme de
Fe redistribué pour 100g de fer total présent dans le substrat par rapport & l'échantillon initial (Indices de
redistribution 1,).

80% HE 4x2 jours d'engorgement 1x8 jours d'engorgement

avec plante  sans plante  avec plante  sans plante  avec plante  sans plante

Hydro + 0,006 + 0,005 + 0,006 + 0,005 + (0,006 + 0,005
Ech + 0,009 + 0,009 + 0,011 + 0,015 + 0,007 + 0,008
Acido + 0,45 + 0,27 + 0,47 + 0,33 +0,63 +0,31
Mn-ox + 0,17 + 0,21 + 0,17 + 0,21 +0,13 +0,18
Fe-0x1 + 8,63 + 12,13 + 8,63 + 12,73 + 7,43 +9,93
Fe-0x2 - 10,30 ~ 13,70 - 10,30 - 14,74 - 9,00 - 11,60
MO + 0,93 + (0,83 + (4,83 + 1,03 + 0,63 + 1,03

Effet de la rhizosphére

L'effet de la rhizosphére se traduit différemment en fonction du régime hydrique. Des
interactions se manifestent entre ces deux parametres.

La quantité de fer présente dans la phase Hydro est 1égeérement plus élevée dans les sols
plantés que dans les sols non plantés, indépendamment de 1'état hydrique.

La rhizosphere n'a d'effet sur la quantité de fer échangeable (Ech) que lors de périodes
d'engorgement du support de culture et se traduit par une augmentation moins importante des
quantités de Fe dans ce compartiment que dans les traitements non plantés par rapport au sol
initial.

Les quantités de fer acidosolubles (Acido) augmentent dans tous les traitements par
rapport au sol initial. Cette augmentation est plus importante dans les sols plantés que dans les
traitements non plantés avec un maximum pour le traitement "1x8 jours d'engorgement".

Les quantités de fer liées aux compartiments des oxydes tres facilement réductibles (Mn-ox) et
des oxydes de fer faiblement cristallisés (Fe-ox/) augmentent dans tous les traitements par
rapport au sol initial. Cette augmentation est plus importante dans les colonnes non plantées
que dans les colonnes plantées. Cet effet n'est pas influencé par I'état hydrique du support de

culture.
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Tous les traitements conduisent a une diminution des quantités de fer lides aux
compartiments des oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2). Cette diminution est plus
importante hors rhizosphére (traitements non plantés), sans que le régime hydrique n'ait
d'influence sur I'importance de la différence entre la rhizosphére et le sol non planté.

L'effet "rhizosphére" sur la quantité de fer contenue dans le compartiment des matiéres
organiques (MO) n'est observable que quand le "sol" est soumis & des périodes d'engorgement.
Dans le traitement ou I'humidité est maintenu constante (80% HE), la quantité de fer du
compartiment MO augmente par rapport au sol initial mais de facon équivalente dans le sol
planté et non planté. Des engorgements du support de culture ont pour conséquence une
augmentation plus faible du fer li¢ aux MO dans les systémes plantés mais une augmentation
plus forte dans les systémes non plantés. La différence entre les systémes plantés et non plantés
est plus grande dans le traitement a une période d'engorgement de 8 jours que dans le traitement
a quatre périodes d'engorgement de 2 jours. Un couplage apparait donc entre les effets de la

rhizospheére et du régime hydrique du support de culture.

7.2.6.2 Le manganese

Effet de I'état hydrique

La quantité de Mn dans le compartiment Hydro augmente dans tous les traitements par
rapport a l'échantillon initial, mais cette augmentation est maximale dans le traitement
maintenu a humidité constante.

L'effet de 1'état hydrique sur les quantités de Mn dans le compartiment Ech est couplé &
un effet "rhizosphére". En absence de plante, la quantité de Mn de ce compartiment augmente
dans tous les traitements mais cette augmentation est maximale dans celui 2 "1x8 jours
d'engorgement”. En présence de plante, la quantité de Mn augmente par rapport au sol initial
dans le traitement & humidité constante (80% HE) mais diminue de maniere équivalente dans
les deux autres traitements.

Le compartiment Acido voit sa quantité de Mn augmenter dans tous les traitements,
avec une augmentation plus importante dans le traitement "1x8 jours d'engorgement” mais
moins importante dans le traitement "4x2 jours d'engorgement".

La quantité de Mn dans le compartiment Mrn-ox diminue dans tous les traitements. Cette
diminution est plus importante dans les sols plantés que non plantés (effet "rhizosphere"”

stimulant) et est maximale dans le traitement planté "1x8 jours d'engorgement”.
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Les compartiments Fe-ox! et Fe-ox2 voient leur quantité de Mn augmenter dans tous
les traitements. Dans le compartiment Fe-ox1, en présence de la plante, 'augmentation est
maximale dans le traitement maintenu & humidité constante (80%HE), et en absence de la
plante cette augmentation est maximale dans le traitement maintenu & humidité constante ainsi
que dans le traitement "1x8 jours d'engorgement”. Dans le compartiment Fe-ox2,
l'augmentation est maximale dans le traitement "4x2 jours d'engorgement".

Dans le compartiments des MO, la quantité de Mn augmente quel que soit le traitement
mais l'importance de 'augmentation dépend de la présence ou non de plante. Ainsi, en présence
de plante 'augmentation de la quantité de Mn dans ce compartiment est de plus en plus faible
avec la présence de périodes d'engorgement dans le support de culture et est minimale dans le
traitement "4x2 jours d'engorgement”. En absence de plante, l'évolution est inversée et

l'augmentaion est maximale dans le traitement "4x2 jours d'engorgement".

Tableau 7.7 Altération minérale et transfert de Mn vers les différents compartiments géochimiques, en gramme de
Mn redistribué pour 100g de Mn total présent dans le substrat par rapport a ['échantillon initial (Indices de
redistribution I,).

80% HE 4x2 jours d'engorgement 1x8 jours d'engorgement

avec plante  sans plante  avec plante  sans plante  avec plante  sans plante

Hydro + 1,80 +0,16 + 0,33 +0,12 +0,41 + 0,08
Ech + 1,43 +0,13 +0,23 - 1,57 + 6,73 - 1,47
Acido + 19,00 + 8,50 + 12,00 +6,90 +27,00 + 11,00
Mn-ox - 43,66 ~ 36,66 - 42,66 - 37,66 - 56,66 ~ 35,67
Fe-ox1 + 6,15 +9,15 + 3,85 + 5,65 + 3,25 + 10,35
Fe-0x2 +13,93 + 17,83 + 24,63 + 25,93 + 18,53 +15,13
MO + 0,85 + 0,95 + 0,65 + 1,15 + 0,55 + 1,15

Effet de la rhizosphére

L'effet de la rhizosphére sur la répartition du manganése dans les différents
compartiments biogéochimiques dépend du compartiment et dans certains cas du régime
hydrique du support de culture.

La rhizosphere a un effet positif sur la quantité de Mn dans les compartiments Hydro,
Ech et Acido. Celle-ci augmente en présence de la plante par rapport au sol initial et aux

traitements non plantés. Cette différence entre les quantités de Mn dans ces compartiments avec
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ou sans plante se traduit méme part une diminution de la quantité de Mn du compartiment Ech
en absence de la plante dans les traitements & périodes d'engorgement ("4x2 jours
d'engorgement" et "1x8 jours d'engorgement").

L'effet de la rhizosphere est également positif sur la quantité de Mn liée au compartiment
Mn-ox, ou elle diminue plus fortement en présence qu'en absence de la plante.

Dans les compartiments Fe-ox! et MO l'effet de la rhizosphere est négatif, dans le sens ou
l'augmentation de Mn observée dans ces compartiments est plus faible en présence qu'en
absence de plante.

Enfin, 'effet de la plante sur le Mn contenu dans le compartiment Fe-ox2 dépend du
régime hydrique des supports de culture. Ainsi, l'effet est négatif quand le support est maintenu
constamment a 80% HE, aucun effet n'est observé dans le traitement "4x2 jours

d'engorgement” et I'effet est positif dans le traitement "1x8 jours d'engorgement".
7.2.6.3 Le nickel

Effet du régime hydrique

Le régime hydrique du substrat de culture n'a pas d'influence sur la quantité¢ de Ni
présente dans le compartiment des MO. Pour un type de traitement donné (planté¢ ou non
planté) celle-ci reste constante et ne varie pas avec les traitements hydriques.

La présence de périodes d'engorgement du substrat de culture a un effet négatif sur la
quantité de Ni contenu dans les compartiments Hydro et Fe-ox]. Les quantités de Ni dans ces
compartiments augmentent quel que soit le traitement par rapport au sol initial mais cette
augmentation est moins importante avec la présence de périodes d'engorgement et est minimale
dans le traitement "1x8 jours d'engorgement".

Dans les autres compartiments, I'effet du régime hydrique dépend de la présence ou non
de plante. Dans le compartiment Ech, la présence de périodes d'engorgement a un effet positif
sur la quantité de Ni dans le compartiment en présence de plante et plus l'engorgement est long
("1x8 jours d'engorgement™), plus l'effet est marqué. A [l'inverse, en absence de plante, une
bonne aération du milieu (humidité constante de 80% HE) est plus favorable que des
engorgements et permet une augmentation plus forte de la quantité de Ni. En ce qui concerne le
compartiments Mn-ox en absence de plante, la quantité de Ni y augmente quand on passe du
traitement a humidité du support de culture constante (80% HE) au traitement "4x2 jours
d'engorgement"” puis "1x8 jours d'engorgement”, donc avec l'augmentation de la durée des

périodes d'engorgement. En présence de la plante un effet du traitement hydrique est visible
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dans le traitement "1x8 jours d'engorgement” pour lequel l'augmentation de Ni est la plus
. faible.
Enfin, dans le compartiment Fe-ox2 l'effet du régime hydrique n'est visible qu'en
absence de plante. Alors que la quantité de Ni augmente dans tous les traitements, ce parametre
a pour effet une augmentation plus faible de la concentration en Ni avec I'augmentation de la

durée des périodes d'engorgement en présence de la plante.

Tableau 7.8 Altération minérale et transfert de Ni vers les différents compartiments géochimiques, en gramme de
Ni redistribué pour 100g de Ni total présent dans le substrat par rapport a [l'échantillon initial (Indices de
redistribution 1,).

80% HE 4x2 jours d'engorgement 1x8 jours d'engorgement

avec plante  sans plante  avec plante  sans plante  avec plante  sans plante

Hydro + 0,15 + 0,01 +0,01 +3,7.107  +522.107  -1,20.107
Ech + 0,48 + 0,34 + 0,74 -1,36.107 + 0,84 -0,13
Acido + 1,65 + 1,23 + 1,40 + 1,46 + 1,45 + 1,41
Mn-ox + 0,54 +0,77 + 0,53 +1,04 + 0,03 + 0,83
Fe-ox1 + 8,11 + 10,25 + 7,71 + 11,16 + 6,49 +9,91
Fe-0x2 - 11,31 - 13,29 - 10,92 - 14,53 - 8,94 -12,92
MO + 0,65 + 0,74 +0,75 + 0,92 + 0,40 + 0,84

Effet de la rhizosphére

De méme que pour les ¢léments précédents (Fe et Mn), la présence de la plante n'a pas
les mémes effets sur tous les compartiments.

Sur les compartiments Mn-ox, Fe-oxI, Fe-ox2 et MO la plante a effet négatif qui se
traduit par une augmentation de Ni par rapport au sol initial plus faible dans les compartiments
Mn-ox, Fe-oxI et MO en présence de la plante qu'en son absence et une diminution par rapport
au sol initial dans le compartiment Fe-ox2 dans les colonnes plantées.

L'effet "rhizosphére" est positif dans le compartiment Ech qui se traduit par une
augmentation de Ni dans ce compartiment par rapport au sol initial plus forte avec que sans la
plante. La présence de la plante va méme jusqu'a permettre une augmentation de la quantité de
Ni du compartiment dans les deux traitements avec périodes d'engorgement alors que sans

plante cette quantité diminue dans ces deux traitements.



7. Influence de I'état hydrique du sol sur la mobilisation des éléments en traces en présence 157
ou absence de plantes

La quantité de Ni présente dans le compartiment Acido n'est influencée par la présence
de la plante que dans le traitement maintenu a humidité constante (80% HE) et se traduit par
une augmentation plus forte, par rapport au sol initial, de la quantité de Ni dans la rhizosphére.

Dans les deux autres traitements aucun effet n'est visible.

7.2.6.4 Le chrome

Effet de l'état hydrique

L'état hydrique du support de culture ne semble pas avoir d'effet sur les quantités de Cr
contenues dans les compartiments Acido, Mn-ox, Fe-ox] et MO. Pour un traitement donné
(planté ou non planté) la quantité de Cr reste la méme quel que soit 1'état hydrique appliqué.

Le compartiment Hydro voit sa quantité de Cr diminuer avec l'apparition et

I'augmentation de la durée des périodes d'engorgement. L'effet y est donc négatif.

Tableau 7.9 Altération minérale et transfert de Cr vers les différents compartiments géochimiques, en gramme de
Cr redistribué pour 100g de Cr total présent dans le substrat par rapport a l'échantillon initial (Indices de
redistribution I.).

80% HE 4x2 jours d'engorgement 1x8 jours d'engorgement

avec plante  sans plante  avec plante  sans plante  avec plante  sans plante

Hydre +1,14.107 +2,2.10%  +3,95107  +1,97.10° +1,14.10° +9,68.107

Ech + 0,00 + 0,00 + 0,00 +2,44.10°  +728.10° + 0,00
Acido + 0,36 + 0,27 + 0,40 + 0,33 + 0,41 + 0,33
Mn-ox + 0,17 + 0,16 + 0,20 + 0,19 + 0,14 + 0,19
Fe-ox1 + 7,95 + 11,30 + 9,63 + 10,47 + 7,26 + 10,01
Fe-0x2 - 8,75 - 12,21 - 10,64 - 11,50 - 7,89 -1
MO +{,31 + 0,47 + (3,44 + (0,55 + 0,10 + 3,62

L'apparition et 'augmentation de la durée des périodes d'engorgement a par contre un effet
favorable sur la quantité de Cr des compartiments Eck et Fe-ox2. Dans le compartiment Ech,
'augmentation de la quantité de Cr par rapport au sol initial est la plus élevée dans le traitement
"4x2 jours d'engorgement" en absence de plante et dans le traitement "1x8 jours
d'engorgement” en présence de la plante. Dans le compartiment Fe-ox2, l'effet se traduit par

une diminution (par rapport au sol initial) de la quantit¢ de Cr plus importante dans le
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traitement "4x2 jours d'engorgement” que dans les deux autres traitements. L'effet du régime

hydrique est donc couplé a un effet rhizosphere.

Effet de la rhizosphére

Aucun effet de la rhizosphére n'est observé sur la quantité de Cr 1ié au compartiment
Mn-ox. Ces quantités sont équivalentes que le support soit planté ou non, pour un état hydrique
donné.

Par contre la présence du mais a un effet positif sur la quantité de Cr contenue dans les
compartiments Hydro et Acido. Par rapport au sol initial, cette quantité augmente dans tous les
traitements mais cette augmentation est plus importante en présence qu'en absence de plante.

Par contre son effet est négatif sur les quantités de Cr liées aux compartiments Fe-ox1,
Fe-ox2 et MO. L'effet se traduit par une augmentation (par rapport au sol initial) plus faible en
présence qu'en absence de plante dans les compartiments Fe-ox! et MO, et a une diminution

plus faible dans le compartiment Fe-ox2.

7.2.6.5 Le cobalt

Effet de I'état hydrique

L'état hydrique du "sol"ne semble pas avoir d'effet significatif sur la quantité de Co
contenue dans les compartiments Fe-ox2 et MO. Cette quantité augmente par rapport au sol
initial dans tous les traitements mais de fagon équivalente quel que soit I'état hydrique du
support de culture.

Un effet de I'état hydrique est observable sur les compartiments Hydro et Fe-oxI qui se
traduit par une augmentation (par rapport au sol initial) de la quantité de Co dans ces
compartiments qui est plus faible en présence de périodes d'engorgement qu'en conditions bien
drainées (support de culture maintenu a 80% HE).

Dans les autres compartiments, l'effet du régime hydrique est trés variable. Dans le
compartiment Ech en présence de plante, la présence et 'augmentation des durées des périodes
d'engorgement permet une augmentation plus importante (par rapport au sol initial) du Co 1ié a
ce compartiment, alors que sans plante ces engorgements ont pour conséquence une diminution
par rapport au sol initial et au traitement & humidité constante de quantités de Co. Dans le
compartiment Acido, la quantité de Cr est maximale pour le traitement "1x8 jours
d'engorgement” et minimale pour le traitement "4x2 jours d'engorgement". Enfin, dans le

compartiment Mn-Ox, l'effet de 1'état hydrique dépend de la présence ou non de plante. En
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absence de plante, la quantité de Co y diminue (par rapport & 1'échantillon initial) plus
faiblement quand on passe du traitement & humidité constante (80% HE) au traitement "4x2
jours d'engorgement” puis au traitement "1x8 jours d'engorgement". Par contre, en présence de
la plante, la présence et l'augmentation des durées des périodes d'engorgement a pour

conséquence une diminution de plus en plus importante du Co dans ce compartiment.

Tableau 7.10 Altération minérale et transfert de Co vers les différents compartiments géochimiques, en gramme
de Co redistribué pour 100g de Co total présent dans le substrat par rapport & l'échantillon initial (Indices de
redistribution 1,).

80% HE 4x2 jours d'engorgement 1x8 jours d'engorgement

avec plante  sans plante  avec plante  sans plante  avec plante  sans plante

Hydro +0,81 +1,38.107 +0,09 +1,27.10° + 0,09 +9,46.10°
Ech +0,54 +0,17 +0,18 - 0,61 +4,33 0,63
Acido + 14,60 +7,29 +9,94 +6,42 +20,10 +9,68
Mn-ox - 23,60 - 20,90 -~ 23,50 - 19,50 - 36,30 - 17,30
Fe-ox1  + 10,60 + 10,60 +7,95 + 7,40 +9,74 +9,52
Fe-0x2 - 4,04 +2,02 +4,56 +537 +1,30 -2,13
MO +0,97 +0,77 +0,74 +0,88 +0,72 +0,84

Effet de la rhizosphére

De méme que 1'état hydrique du support de culture, la rhizosphére ne semble pas avoir
d'effet significatif sur la quantité de Co dans les compartiments Fe-ox2 et MO. Elle n'a pas non
plus d'effet significatif sur la quantité de Cr du compartiment Fe-ox /.

Par contre l'effet de la rhizosphére est significativement positif sur la quantité de Co
contenue dans les compartiments Hydro, Ech, Acido et Mn-ox. Cet effet se traduit par une
augmentation (par rapport au sol initial) des quantités de Cr en présence de plante plus
importante qu'en absence de plante dans les compartiments Hydro, Ech et Acido, et & une

diminution plus importante de Co dans le compartiment Mn-ox.
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7.3 Discussion - Conclusion

La répartition des éléments métalliques (Fe, Mn, Ni, Cr et Co) dans les différents
compartiments géochimiques et les végétaux est influencée par les deux paramétres majeurs
que sont l'état hydrique du support de culture et la présence de la plante par son effet
"rhizosphére". Ces paramétres physique et biologique présentent de fortes interactions.

Comme montré dans les chapitres précédents, deux groupes d'éléments sont a distinguer
du point de vue de leur appartenance aux différents compartiments : Fe, Ni et Cr d'une part, Mn
et Co d'autre part. Ces groupes correspondent a la répartition initiale des éléments dans les
différentes phases minérales du sol : Fe, Ni et Cr sont majoritairement liés aux oxydes de fer et
Mn et Co aux oxydes trés facilement réductibles du type des oxydes de Mn (Quantin et al.
2002). Le compartiment des éléments liés aux MO apparait aussi comme pouvant jouer un role
mejeur, en particulier pour le fer. Les tableaux 7.6 a 7.10, qui représentent les redistributions de
Fe, Mn, Ni, Cr et Co dans les différentes phases organo-minérales par rapport a un échantillon
de sol non traité (appelé "sol initial") en gramme d'élément redistribué pour 100g d'élément
total, mettent en évidence l'influence des traitements appliqués sur les mobilisations d'éléments.

Deux types d'altération et redistribution sont observables en fonctions des éléments
considérés, avec d'un c6té l'altération des oxydes de fer, et d'un autre celle des oxydes de

manganese.

Altération des oxydes de fer

Les résultats indiquent tout d'abord que, dans tous les traitements appliqués, une
altération des oxy-hydroxydes de fer se produit et se traduit par une diminution des quantités de
fer (Tableau 7.6), nickel (Tableau 7.8) et chrome (Tableau 7.9) dans le compartiment des
oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2). Ces éléments dissous depuis les oxydes de fer sont
redistribués dans des compartiments ou ils seront plus disponibles, c'est-a-dire les
compartiments des éléments hydrosolubles (Hydro), acidosolubles (Acido), trés facilement
réductibles (Mn-ox), des oxydes de fer peu cristallisés (Fe-oxI) et des matiéres organiques
(MO).

Cette altération et redistribution des éléments est contr6lée d'un c6té par la présence de

la plante, et de l'autre par 1'état hydrique du support de culture.
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La présence de la plante a pour effet de diminuer la quantité de Fe, Ni et Cr mobilisée
depuis les oxydes de fer bien cristallisés par rapport au traitement non planté quel que soit le
régime hydrique appliqué. Ainsi, dans le traitement maintenu & humidité constante de 80% HE,
pour 100g de fer présent, 10,3 sont dissous depuis les oxydes de fer bien cristallisés (Fe-ox2) en
présence de la plante alors que 13,7 sont dissous en absence de la plante. L'état hydrique
influence ce phénoméne uniquement lors de la présence d'une période d'engorgement de 8 jours
au cours de la culture (traitement "1x8 jours d'engorgement") et se traduit par une diminution
des quantités de Fe, Ni et Cr exportées depuis les oxydes de fer bien cristallisés par rapport aux
autres traitements hydriques, avec seulement 9g de fer exportés depuis les oxydes bien
cristallisés dans la rhizosphére et 11,6 dans le traitement non planté.

Mais bien que les quantités d'éléments exportés depuis les oxydes de fer bien cristallisés
soient moindres dans la rhizosphére, les compartiments acidosoluble Acido et échangeable Ech
sont plus enrichis en ces mémes éléments dans la rhizosphére que dans les traitements non
plantés. De plus, bien que le compartiments des éléments hydrosolubles (Hydro) s'enrichisse
moins en ces éléments en présence de la plante, on observe de trés grandes quantités de ces
éléments absorbées par la plante et qui sont donc considérées comme disponibles. Les plus
faibles quantités de Fe, Ni et Cr hydrosolubles observées en présence de la plante ne sont donc
que les quantités résiduelles en solution aprés absorption par la plante. Cet enrichissement des
compartiments les plus disponibles apparait nettement dans les résultats présentés dans le
Tableau 7.11 qui représente la quantité d'éléments (Fe, Mn, Ni, Cr et Co) jugés les plus
disponibles, c'est-a-dire contenus dans les plantes et dans les compartiments hydrosoluble,
échangeable et acidosoluble. On remarque aussi un enrichissement des compartiments Fe-ox/
et MO. A part pour Cr, un effet de la rthizosphére est systématiquement remarqué, avec une
quantité d'éléments les plus disponibles plus élevée dans la rhizosphére que dans les traitements
non plantés. Ainsi, dans le traitement dont 'humidité est maintenue en permanence a 80% HE
la présence de la plante permet une augmentation de 23 g de fer facilement disponible par
colonne de plus qu'en absence de plante.

En ce qui concerne 1'état hydrique des supports de culture, celui-ci n'a aucune influence
significative sur la disponibilité de Fe, Ni et Cr en absence de plante. Par contre, en présence de
la plante, la présence et I'augmentation de la durée des périodes d'engorgement permet une
disponibilité plus grande de ces éléments (sauf Ni), avec une quantité de fer disponibilisable de
59 mg par colonne dans le traitement a humidité constante (80% HE) contre 82 mg par colonne
dans le traitement "1x8 jours d'engorgement”. Un couplage entre les parametres hydrique et

rhizosphérique semble donc se produire sur les compartiments les plus disponibles qui
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conditionne I'expression de l'influence du facteur hydrique. Ce facteur hydrique joue également
sur I'importance de I'effet "rhizosphére", nettement visible dans le cas du fer (Tableau 7.11).
Dans le traitement a4 humidité constante de 80% HE, la présence de la plante permet une
disponibilisation du fer supplémentaire de 23 mg par colonne par rapport au traitement non
planté, et cette augmentation passe 4 41 mg de fer par colonne dans le traitement a 4 périodes

d'engorgement au cours des 41 jours de culture.

Altération des oxydes de manganése

L'altération des oxydes de manganése n'est pas influencée de la méme maniére que celle
des oxydes de fer par la rhizosphere. D'une maniére générale, Mn et Co sont dissous depuis le
compartiment des oxydes trés facilement réductibles (Mn-ox), considéré dans les sols de
Ouénarou comme correspondant aux oxydes de manganése (Quantin ef al. 2002). Ces éléments
sont ensuite redistribués soit vers des compartiments plus disponibles composées des
compartiments Hydro, Ech, MO et Acido, soit vers des compartiments plus stables que sont les
oxydes de fer mal ou bien cristallisés (Tableaux 7.9 pour Mn et 7.12 pour Co).

La dissolution de ces deux éléments dans le compartiment Mn-ox est plus importante
dans la rhizosphére que dans le support non planté, avec par exemple, pour 100g de Mn présent
dans le traitement maintenu & humidité constante, 44 g de Mn qui se dissolvent dans la
rhizosphere contre 37 g dans le support non planté. De plus, la présence de la plante permet
une redistribution plus importante des éléments vers des compartiments plus disponibles. Ainsi,
dans le traitement a "1x8 jours d'engorgement”en absence de plante le manganeése dissous
depuis le compartiment Mn-ox se redistribue a 30% vers des compartiments plus disponibles
(Hydro, Ech, Acido) et 70% vers des compartiments plus stables (Fe-ox!/ et Fe-ox2). Par contre,
en présence de la plante, 60% sont redistribués vers les compartiments plus disponibles et
seulement 40% vers les compartiments plus stables. Cette plus grande disponibilisation de Mn
et Co est visible dans le Tableau 7.11.

L'altération des oxydes de manganése est en outre favorisée par la présence et
I'augmentation de la durée des périodes d'engorgement mais uniquement en présence de la
plante (Tableau 7.7). En effet, dans le traitement maintenu a humidité constante tout au long de
la culture du mafis, pour 100g de Mn présent, 44g sont dissous depuis le compartiment Mn-ox
en présence de plante, et cette quantité passe a 57g dans le traitement & une période de huit
jours d'engorgement au cours de la culture. Cet effet du régime hydrique n'est pas visible pour

le traitement a 4 périodes courtes d'engorgement, ni en absence de plante.
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L'altération des oxy-hydroxydes de fer et de manganése se traduit donc par une
dissolution des ¢léments métalliques depuis ces oxydes et leur redistribution vers des
compartiments biogéochimiques plus ou moins disponibles. La présence de la plante (et donc
de la racine) influence de maniere différente l'altération des oxydes de fer et celle des oxydes
de manganése, en défavorisant la premiére et favorisant la seconde. Mais cet effet rhizosphére
permet dans les deux cas une plus grande disponibilisation des éléments métalliques par rapport
aux traitements non plantés. L'état hydrique du support de culture ne semble avoir d'effet sur
I'altération des oxydes de fer et de manganése qu'avec une période de 8 jours d'engorgement au
cours de la culture et atténue l'altération des oxydes de fer et accentue celle des oxydes de
manganeése, tout en intensifiant I'effet rhizosphére sur la disponibilité des éléments. La présence
de cette période d'engorgement accroit donc I'effet de la rhizosphére pour une disponibilisation
plus grande encore du fer, manganése, chrome et cobalt. Cet effet n'est toutefois pas constaté
pour le nickel. Les quatre périodes d'engorgement de 2 jours au cours de la culture ne semblent

pas avoir d'effet significatif sur les phénomenes d'altération.

Tableau 7.11 Evolution de la quantité de métaux dans les plantes et les compartiments o les élémenis sont les
plus disponibles (Y (hvdroseluble Hydro, acidosoluble Acido et échangeable Ech)), en mg d'élément par colonne
(Indices de disponibilité 1), Ech i : échantillon initial.

Fe Mn Ni Cr Co
Ech i 0,05 (a) 35 (a) 8 (a) 0 (a) 1 (a)
” Planté 59 (b) 328 (b) 59 (b) 9 (b) 32 (b)
=
s
& Non planté 36 (c) 148 (c) 47 (c) 7 (b) 16 (c)
. o Planté 63 (b) 203 (d) 56 (b) 12 (¢) 22 (b)
5 £
e &
L o
S &
3 = Non planté 44 (c) 104 (e) 44 (c) 9 (b) 13 (c)
©
- Planté 82 (d) 479 (f) 60 (b) 12 (c) 50 (d)
: £
: 5
L.J £ Non planté 41 (c) 155 (¢) 39 (¢) 8 (b) 19 (c)
=
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Evolution des paramétres physico-chimiques et biologiques

La "disponibilisation" plus grande des métaux en présence d'une phase d'engorgement
de 8 jours au cours de la culture ne se traduit par une biodisponibilité (absorption des éléments
par la plante) plus élevée que dans le cas du fer. La biodisponibilité des autres éléments ne
semble pas étre influencée par le régime hydrique, et les concentrations en Ni et Co dans les
parties aériennes du mais sont toxiques quel que soit le traitement hydrique appliqué. La
croissance plus €levée de la plante dans le cas de la présence de quatre périodes d'engorgement
de deux jours au cours de la culture ne s'explique donc pas par les concentrations et minéralo-
masses de ces éléments, et doit trouver son origine ailleurs, comme par exemple dans la

concentration en éléments minéraux du type N, P ou K, non dosés dans cette étude.

Les études des variations des conditions de pH et d'oxydo-réduction du milieu ont mis
en évidence la présence de conditions réductrices dans les deux traitements avec périodes
d'engorgement : réduction des nitrates et production d'ammonium, réduction du fer et du
manganese. L'augmentation du pH et la baisse du Eh est équivalente entre ces deux traitements
et ces parametres ne peuvent donc pas expliquer la différence d'impact de ces deux traitements
sur l'altération des oxydes de Fe et Mn et la disponibilisation des métaux. En absence de
période d'engorgement, le pH ne semble pas étre modifi€ entre le début et la fin de la culture

La plante semble avoir un impact sur le pH mais sur le Eh. Sa présence atténue
l'augmentation de pH observée quel que soit le régime hydrique appliqué. Un réle de la plante
sur la réduction des nitrates peut étre envisagé.

La réduction du fer est treés légeérement favorisée en absence de plante avec la présence
de périodes d'engorgements au cours de la culture, mais sans qu'il y ait de différence
significative entre les types d'engorgement, et la présence de plante ne favorise la réduction du
fer que de fagon trés aléatoire dans le traitement avec une période d'engorgement de 8 jours.

La réduction du manganése, avec ou sans plante, est favorisée par la présence de
périodes d'engorgement mais encore une fois la durée et le nombre de ces périodes
d'engorgement n'a pas d'influence significative. L'effet de la rhizosphére est trés marqué avec
une plus grande réduction en présence de plante.

La présence de conditions réductrices en présence ou en absence de plante est donc
confirmée. Les conditions sont suffisamment réductrices pour une bonne réduction de Mn mais
moins pour le fer. Toutefois, ces conditions réductrices n'expliquent pas la différence observée

dans l'altération des oxydes en présence de quatre périodes d'engorgement de deux jours ou
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d'une seule période d'engorgement de 8 jours, ni I'effet rhizosphére. La dynamique des matiéres
organiques pourrait alors intervenir. La rhizosphére, riche en matiéres organiques diverses, est
riche en acides organiques complexants. Les racines du mais sont en outre connues pour leur
libération de phytosidérophores, molécules chélatantes spécifiques du fer capables de le
solubiliser depuis les minéraux du sol (Watteau et Berthelin 1992, 1994). Des périodes
d'engorgement du support de culture plus longues pourraient favoriser la mobilité des matiéres
organiques et donc augmenter leur contact avec les oxydes. De plus, une période d'anoxie plus
longue peut étre a l'origine d'une biodégradation des MO différentes et libérer des molécules
différentes que dans le cas du traitement a quatre périodes d'engorgement de deux jours. Le
dosage du carbone organique dissous au cours de la culture en absence de plante montre une
solubilisation minimale dans le traitement avec une période d'engorgement, et en présence de
plante la solubilisation du carbone organique est équivalente dans les deux traitements avec
phases d'engorgement. Cette similitude de quantités de COD peut toutefois masquer une

différence de qualité des MO produites.

Tableau 7.12 Facteurs de transfert

Fe Mn Ni Cr Co
pg / g matiére séche (parties aériennes)
H constante 1.23. 107
P 0,73+£0,26 0,026 +0,004 0,005+0,005 0,28+0,12
80% HE +5,75.10
4%2 jours 5,9.10-3

0,45+£0,27 0,038+0,011 0,024 £ 0,022 0,19+0,14
d'engorgement +4,1.10-3

1 %8 jours 7,56.10-3
0,51+0,25 0,029+0,008 0,024 +0,018 0,24 0,15
d'engorgement +£2.7.10-3
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INFLUENCE DE L'ETAT HYDRIQUE ET D'APPORTS
D'EXSUDATS RHIZOSPHERIQUES MODELES SUR LA
REDUCTION ET MOBILISATION D'ELEMENTS
MAJEURS ET EN TRACES

8.1 Introduction

Les résultats des chapitres précédents ont bien montré l'influence de la rhizosphére,
des microorganismes qui lui sont associés et de phases d'engorgement du milieu sur
l'altération d'oxy-hydroxydes de fer et de manganése, la mobilité et biodisponibilité¢ des
éléments concernés (Fe, Mn, Ni, Cr, Co). Cet effet "rhizosphére" apparait, dans les conditions
expérimentales adoptées, avec cultures en pots ou en colonnes sur modéles de sol (mélanges
de sol et de sable), avoir des effets plus marqués que ceux des microorganismes autochtones
dégradant les seules matiéres organiques du sol.

Pour préciser l'influence de 1'état hydrique du sol (teneur en eau, potentiel hydrique) et
d'apports d'exsudats sur les phénomenes d'altération microbienne d'oxy-hydroxydes porteurs
d'éléments en traces, des expériences ont été menées dans des dispositifs simplifiés de
laboratoire. Elles ont €té conduites dans des dispositifs en cuve renfermant 15g d'échantillon
de sol de Ouénarou 4.1 placés a 75, 100, 150 et 200% de I'humidité équivalente (HE). Les
apports d'exsudats racinaires sont simulés par l'introduction, dans la moitié des traitements,
d'un mélange de composés représentant une exsudation racinaire modele (milieu dit
"rhizosphérique" Rh, décrit dans le Chapitre 3.3.6.1). Pour l'autre partie des traitements
expérimentaux, les matiéres organiques présentes ne correspondent qu'a celles des
échantillons de sol. Les incubations dans les flacons sérum se font sous atmosphére a teneur
initiale de 2% O,, a 28°C et a 'obscurité. Cette teneur en oxygene a été choisie apres des
expériences décrites en Annexe 1 et en considérant que la rhizosphére, en raison de l'activité
microbienne qui s'y développe, peut présenter de telles teneurs (Dommergues & Mangenot,
1970). Les