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INTRODUCTION
GENERALE

Depuis de nombreuses années, la protection de l'environnement est une préoccupation
majeure des pays industrialisés. En effet, aprés des décennies de production de déchets
incontrdlée, I'homme a pris conscience de l'intérét vital qu'il a & préserver 1'équilibre
€cologique du milieu dans lequel il vit. D'autre part, toute agriculture moderne est orientée
vers des productions végétales de haut rendement économique, mais aussi de qualité. Par
conséquent, les facteurs pouvant altérer ces productions doivent étre contrdlés au mieux de
facon a limiter leurs effets indésirables.

Dans ce cadre, les métaux lourds font partie des polluants les plus dangereux pour
I'ensemble des organismes vivants (Norseth, 1994) et des végétaux en particulier (Foy et al.,
1978) : ils sont généralement toxiques & des concentrations treés faibles. Le nickel est I'un de

ceux qui posent le plus souvent des problémes de phytotoxicité (Foy et al., 1978).

C'est la raison pour laquelle cette étude a €t€ engagée, dans le cadre d'un programme de
recherches plus général sur les facteurs de la fertilité et des conditions de mise en valeur des
sols ferrallitiques ferritiques du Sud de la Nouvelle-Calédonie. Ces derniers posseédent, en
effet, de trés fortes teneurs en nickel dont on connaissait mal la biodisponibilité et moins
encore les risques potentiels de phytotoxicité. L'étude a démarré en 1991, soutenue
financiérement par la Province Sud du Territoire. Elle a été conduite a la fois au Laboratoire
d'Agropédologie du Centre ORSTOM de Nouméa et au Laboratoire de Biotechnologie et de
Physiologie Végétale Appliquée de 1'Université de Montpellier II. Sollicitant les
connaissances et les techniques de la pédologie, de I'agronomie et de la physiologie végétale,
elle apporte des réponses 2 un certain nombre de questions qui se posaient lors de son
lancement. Elle devrait également constituer le premier maillon d'une longue suite de travaux
sur le nickel et les autres métaux lourds présents dans les différents milieux naturels de la
Nouvelle-Calédonie.

Les sols issus des roches ultrabasiques du Sud de la Nouvelle-Calédonie sont pour la
plupart des sols ferrallitiques tres évolués. Ils ont effectivement des teneurs en fer treés
élevées, souvent plus de 75 %, ce qui a entrainé la création d'une sous-classe "ferritique” dans
cette grande classe des sols tropicaux (Latham ef al., 1978). 1ls se distinguent également par
des teneurs en nickel exceptionnelles, de l'ordre de 1 %. Par suite, ces sols constituent un
milieu particulierement riche en problémes et intéressant a €tudier tant pour les pédologues,

que pour les agronomes, les physiologistes ou les botanistes.



4 Introduction générale

Le nickel semble relativement peu mobile dans ces sols. Cependant, certains facteurs
sont susceptibles d'influer sur sa mobilité et d'augmenter sa disponibilité pour les végétaux.

Il semblerait qu'une diminution du pH soit un facteur décisif. Les constituants de la phase
solide du sol, telles que les oxydes de fer ou la matiére organique, pourraient €galement jouer

un rdle déterminant. Etant donné les variations de pH, de teneur en oxydes de fer, et de teneur
en matiére organique rencontrées dans les sols ferrallitiques ferritiques, il nous a paru
important de caractériser la biodisponibilité du nickel dans ces types de sols, a la fois par des
tests biologiques (cultures de mais), et par des réactifs chimiques. Cette premiére partie des
résultats est présentée dans le chapitre 3.

Par ailleurs, un effet toxique précoce du nickel semble étre un ralentissement de la
croissance racinaire. Un ralentissement de la croissance des parties aériennes, ainsi qu'une
diminution de la production sont parfois rapportés. Mais, généralement, il semble que ces
effets correspondent & des teneurs tres toxiques, dépassant largement le seuil de tolérance de
la plante. Par conséquent, une étude précise des effets du nickel sur la croissance et la
nutrition du mais (utilis€ comme plante-test en raison de la grande sensibilit€ de ses réponses
aux variations des caractéristiques physiques et chimiques des sols), depuis les premiers
stades de son développement jusqu'a sa production, ainsi qu'une définition précise du seuil de
phytotoxicité du nickel pour le mais nous ont paru indispensables. Le chapitre 4 présente les
résultats de cette €tude.

Les deux chapitres suivants concernent la physiologie de la toxicité du nickel sur le
mais. Les désordres physiologiques induits par un métal en exceés semblent €tre multiples,
mais les mécanismes mis en jeu sont généralement mal connus. Le nickel serait absorbé
facilement, quand il est disponible, et serait transporté particllement vers les parties aériennes.
Il entrainerait une baisse de la photosynthese, ainsi qu'une accumulation de carbohydrates
foliaires, ce qui peut paraitre contradictoire. Par ailleurs, le nickel semble pouvoir activer ou
inhiber de nombreux systemes enzymatiques. Mais, & notre connaissance, le mode d'action
toxique du nickel n'est toujours pas compleéternent expliqué. Ainsi, dans cette partie de 1'€tude,
matiere du chapitre 5, nous sommes nous d'abord intéressés a la localisation du nickel dans le
mais. Enfin, le chapitre 6 présente les caractéristiques de l'absorption du nickel et les réponses
physiologiques du mais intoxiqué par Ni, et propose plusieurs mécanismes visant a expliquer

son action toxique chez le mafs.
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1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Tous les métaux lourds, lorsqu'ils sont en exceés dans le milieu, peuvent étre toxiques
pour la plupart des organismes vivants : la faune et la flore aquatique, la microfaune et la
microflore du sol, les végétaux et les animaux terrestres. Dans ce chapitre, nous nous
intéresserons uniquement aux effets toxiques des métaux, et du nickel en particulier, dans le

systéme sol / plante.

1.1. LES METAUX LOURDS

Définitions

Selon Phipps (1981), un métal est souvent défini d'apres les proprié€t€s physiques de son
état élémentaire (malléabilité, conductivité, ...), ce qui correspond mal aux problémes posés
par la biologie. Dans ce cadre, il est plus juste de définir les métaux en terme de réactivité
chimique, comme des éléments qui tendent & exister sous forme cationique. Ils ont également
tendance 2 agir comme des acides de Lewis, acceptant des doublets d'électrons et permettant
des liaisons de coordination pour former des complexes. Cependant, cette définition n'est pas
suffisante dans la mesure ot elle englobe des éléments qui ne sont pas des métaux, tels que
I'arsenic et le sélénium. Par conséquent, il n'y a pas de définition absolue pour caractériser les
métaux. De plus, le terme métal est souvent utilisé indifféremment pour I'élément et les
composés qui le contiennent (par exemple, "I'absorption de Ni par ..." ne distingue pas la
forme sous laquelle Ni est absorbg).

On désigne généralement par "métaux lourds" les él€ément dont le numéro atomique est
supérieur a 20. Les métaux traces sont ceux trouvés en trés faible quantité (< 100 pg.g' MS),
ce qui est généralement le cas pour tous les métaux lourds, mais il existe des exceptions, tant
au niveau des sols que des végétaux. Ce terme est parfois confondu avec les oligo-éléments,

désignant les éléments nécessaires 2 la croissance d'un organisme en faible quantité.

Sources et pollution

Les roches magmatiques contiennent naturellement des métaux lourds, parfois a des
teneurs importantes pouvant €tre exploitées par 'homme a I'€chelle industrielle. L'altération
de la roche libeére des métaux que l'on retrouve dans les sols et les eaux, le plus souvent &

1'état de traces.



Tableau 1.1. Normes pour les métaux lourds dans les boues d'épandage des stations d'épuration, les eaux potables et les aliments.

.................................................................. BOUES  crrvernrssvesee s ssssaens EAUX ALIMENTS
Métal (mgkg! MS) (kg.halan') ee— (ngtl?y (mg.kg! MS)
France ! CEE? Etats Unis 3 France! CEE? Etats Unis? France * Australie 3
Hg 20 16-25 57 - 0,1 0,85 0,03
Cd 40 20-40 85 - 0,15 1,9 5 0,05
Se - - - - - 5,0 10 1
Ni 400 300-400 420 0,6 3 21 50 -
Pb 1600 750-1200 840 - 15 15 50 0,3-2,5
Cr 2000 - 3000 - - 150 50 -
Cu 2000 1000-1750 4300 - 12 75 1000 10-200
Zn 6000 2500-4000 7500 - 30 140 5000 150

I AFNOR NFU 44-041 (1985); 2 CEC (1986); 3 US EPA (1993); ¢ MSSP (1989); * pour la plupart de aliments (NH & MRC, 1980).

8
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Des teneurs importantes en métaux lourds peuvent apparaitre dans les sols a la suite de
la pollution de I'environnement résultant de l'activité humaine (Foy er al., 1978; Wallace et
Berry, 1989b; Zabel, 1993). La métallurgie, les fonderies, les combustions de carburants, de
pétrole et de charbon, et les incinérateurs conduisent & des émissions importantes de métaux
dans l'air, surtout pour Cd, Pb, Zn et Cu. Leur retombée constitue généralement la principale
source de pollution pour les sols. L'épandage de produits agricoles (boues des stations
d'épuration, composts) constituent la seconde source de pollution des sols par les métaux. Iis
peuvent en effet contenir des teneurs importantes en métaux lourds, et ces produits sont
généralement épandus au champ en quantités trés importantes. Les boues des stations de
traitement des eaux usées sont souvent polluées par des effluents industriels. Les produits
chimiques agricoles, fertilisants ou pesticides, peuvent €tre des sources de pollution
métallique non négligeables. Par exemple, la bouillie bordelaise utilisée réguli€rement peut
générer des probleémes de phytotoxicité dus au cuivre. L'oxysulfate de zinc est un pesticide
pouvant étre phytotoxique par excés de Zn. Les engrais phosphatés contiennent couramment

2 2200 ppm de Cd, pouvant augmenter considérablement la teneur en cadmium d'un sol.

Normes pour les métaux lourds

Le tableau 1.1 présente les principales normes €tablies pour les métaux lourds : dans les
boues résiduaires des stations d'épuration, les composts, les eaux potables et quelques
aliments. L'étude de 'ADEME et INRA (1994) présente une synthése sur les métaux présents
dans les boues d'épuration. En régle générale, les teneurs en nickel dans les aliments sont
faibles : sur 234 aliments analysés, une étude de 1'Organisation Mondiale de la Santé
(W.H.O., 1991) a montré que seulement 3 % avaient des teneurs supérieures a 1 pg.g-! MS.

Nécessité et phytotoxicité des métaux

Les métaux sont des constituants intégrés a la biosphere, et on les retrouve par
conséquent naturellement dans les sols et les végétaux. Certains sont essentiels au
développement des végétaux (Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, et probablement Ni; Heller, 1990, et §
1.2.5) et des animaux (Fe, Mn, Cr, Zn, Cu, Co, Mo, ainsi que Sn, V, Ni, et Li; Neuzil, 1990),
mais toujours 2 1'état de traces.

Bien que tous les métaux puissent étre toxiques pour les végétaux, des phytotoxicités
n'ont été observées qu'avec quelques un d'entre eux dans la nature. En effet, la toxicité est lié
2 la présence de certaines formes des métaux dans la solution du sol, généralement une forme
ionique (Mench, 1990). Or, la plupart des métaux sont sous des formes peu disponibles dans
les sols. Ainsi, Al peut étre toxique seulement dans des sols treés acides, Mn et Fe dans des
sols hydromorphes. Les toxicités de Pb, Co, Be, et Cd n'apparaissent que dans des conditions
extrémes. Cr, Ag, Sn, Ga et Ge sont toxiques en culture sur solution mais quasiment jamais
dans les sols. Par contre, il semble que Zn, Cu et Ni soient ceux qui posent le plus
fréquemment des problémes de phytotoxicité (Foy et al., 1978; Angelone et Bini, 1992).
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Pb, Hg et Cd sont surtout étudiés pour leur tendance 2 rentrer dans la chaine alimentaire par le
biais des végétaux et pour leur toxicit€ pour I'homme. Ainsi, la plupart des recherches portant
sur les effets des métaux sur les plantes concernent Zn, Cu, Mn, Al et Ni, ainsi que Cd et Pb
(Foy et al., 1978; Angelone et Bini, 1992; Nellessen et Fletcher, 1993).

En régle générale, l'inhibition de la croissance racinaire est un effet précoce de la
toxicité des métaux lourds sur les végétaux (Barceld et Poschenrieder, 1990). Mais cet effet
est difficile a observer, si bien que le principal effet visible est une diminution de la
croissance des parties aériennes. I1 peut y avoir diminution de la croissance sans déformations
foliaires, chloroses, nécroses ou colorations particulieres. Des chloroses, induites par une
carence en fer, sont souvent un effet toxique des métaux (De Kock, 1956; Terry, 1981).

Les principaux effets toxiques sont généralement observés au niveau des racines, et ils
peuvent éire trés divers (Punz et Sieghardt, 1993) : diminution de la biomasse, changement de
la morphologie, diminution de 1'élongation racinaire, diminution de la densité de poils
absorbants, subérification ou lignification accrue, épaississement du méristeme, brunissement
ou apparition de pigments, ...

D'une maniére générale, les mécanismes de phytotoxicité sont trés mal connus (voir Foy
et al., 1978; Woolhouse, 1983; Aller er al., 1990; Verkleij et Schat, 1990). Les métaux
induisent souvent une phytotoxicité : (1) en altérant les transferts hydriques, aboutissant a un
flétrissement de la plante, généralement en dégradant préférentiellement le systéme racinaire
(Rauser et Dumbroff, 1981; Barcel6 et Poschenrieder, 1990), (2) en altérant l'intégrité du
plasmalemme des cellules du cortex racinaire, soit par dégradation de la membrane (cas de
Cu) permettant des phénomenes de fuites d'ions (Meharg, 1993; Punz et Sieghardt, 1993), soit
par fixation du métal sur la membrane (cas de Al) altérant les systemes d'absorption
(Matsumoto et al., 1992; Nichol et al, 1993), (3) en inhibant la mitose au niveau des
meristemes racinaires (Robertson et Meakin, 1980; Bennet et al., 1987); (4) en inhibant la
photosynthese (Carlson er al., 1975; Clijsters et Van Assche, 1985; Moya et al., 1993), (5) en
affectant diverses activités enzymatiques, telle qu'une diminution de l'activité de Ia RubisCo
(E.C. 4.1.1.39) par Cd, Cu, Pb, ou Zn, entrainant une diminution de la fixation
photosynthétique du CO; (Agarwala et al., 1961; Van Assche et Clijsters, 1990; Karataglis et

al., 1991).

Quantification d'une phytotoxicité

Une phytotoxicité due & un métal peut étre mesurée par (Baker et Walker, 1989):

> le pourcentage de germination;

& la croissance des parties afriennes (hauteur, poids frais et sec);

<> la croissance des racines (longueur, nombre, poids frais et sec). Généralement ces
mesures mettent le plus nettement en évidence 'action toxique d'un métal;

o> certaines mesures particulieres: (1) la croissance du tube pollinique, (2) les dégats
caus€s 4 la membrane, mesurés par le pourcentage de cellules plasmolysées aprés immersion
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dans une solution de glucose 1 M, (3) l'activité mitotique, 1'élongation et la différenciation
cellulaire au niveau de la racine, (4) certaines réponses du métabolisme, tel que 1'activité de la
photosynthése, de la respiration, le taux de chlorophylles, l'activité des peroxydases.

Mécanismes de résistance aux métaux

De nombreuses plantes sont connues pour pouvoir résister a des concentrations €levées
en métaux. Certaines sont mémes utilisées pour assainir des eaux polluées, comme la Jacinthe
d'eau (Eichhornia crassipes) par exemple, qui accumule et tolére des quantités €levées de
métaux dans ses tissus (Turnquist et al., 1990).

Les synthéses bibliographiques faisant le point sur les mécanismes de résistance aux
métaux sont nombreuses (Ernst, 1976; Cumming et Taylor, 1990; Jackson et al., 1990;
Verkleij et Schat, 1990). Globalement, il existe deux types de mécanismes : (a) l'exclusion,
mécanisme par lequel la plante limite I'absorption du métal (I'absorption est considérée ici
comme étant le passage a travers le plasmalemme des cellules racinaires), (b) la tolérance, ot
I'absorption se produit, mais la résistance est due & des complexations, ou des précipitations
de I'€lément sous des formes non toxiques, ou a un stockage dans la vacuole. La figure 1.1

présente les mécanismes potentiels impliqués dans la résistance aux métaux lourds.

@

CYTOPLASME

Y

APOPLASTE 6 7

Fig. 1.1. Représentation schématique des mécanismes potentiels impliqués dans la résistance aux
métaux lourds. (1) exclusion par les racines; (2) rétention par les racines; (3) fixation sur les
composés pectiques de la paroi; (4) faible perméabilité de la membrane plasmique; (5) transport dans
la vacuole; (6) précipitation; (7) complexation; (8) excrétion a partir du cytoplasme vers I'apoplastc.
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Un exemple du mécanisme d'exclusion est l'excrétion d'acides organiques dans la
rhizosphere, les complexes formés diminuant la disponibilité du métal. Cela a ét€ montré avec
Al et I'acide malique excrété par des lignées de blé (Delhaize er al., 1993), ou Al et 1'acide
citrique sur deux cultivars de haricot (Miyasaka et al., 1991). L'absorption des métaux peut
aussi étre diminuée par une augmentation du pH de la rhizosphere par les racines, diminuant
la solubilité des métaux, ou par une augmentation du potentiel rédox, diminuant notamment
I'absorption de Fe et Mn qui sont absorbé sous forme réduite, ou encore par la sécrétion d'un
mucilage contenant des molécules complexantes telles que des polysaccharides (Cumming et
Taylor, 1990). Les parois peuvent également intervenir dans ce mécanisme d'exclusion :
Wang er al. (1992) ont montré que la différence de résistance a2 Mn et Cu de deux génotypes
de tabac était due a des différences de rapport COO- / COOH au niveau des parois des
cellules racinaires. Des différences de constitution du plasmalemme peuvent entrainer des
différences d'exclusion, en particulier vis & vis de Cu, qui est toxique en dégradant le
plasmalemme (Strange et Macnair, 1991; Meharg, 1993).

Par ailleurs, une plante peut tolérer de fortes quantité d'un métal dans ses tissus, par
exemple en le stockant dans les vacuoles, comme cela a été observé dans les feuilles de
pomme de terre avec Mn (McCain et al., 1990). De nombreux végétaux supérieurs,
en présence de teneurs excessives en métaux, peuvent synthétiser des molécules
complexantes, telles que des acides organiques (Lee et al., 1978; Gabbrielli er al., 1991;
Harmens et al., 1994), ou des polypeptides particuliers appelés phytochélatines. La synthese
des phytochélatines (PC) est induite par de nombreux métaux, dont Cu, Zn, Ni, Pb et surtout
Cd (Grill et al., 1987; Scheller et al., 1987; Tomsett et Thurman, 1988). Ces polypeptides ont
pour structure générale (y-Glu-Cys),-Gly ot n = 2-7 (Steffens, 1990), et il semble que leurs
groupements -SH soient fortement impliquées dans la liaison avec les métaux (Grill ez al.,
1985; Obata et Umebayashi, 1993). Les phytochélatines seraient tres efficaces pour fixer les
métaux, puisque Gupta et Goldsbrough (1991) ont observé que plus de 90 % du cadmium
était associé aux PC chez des plants de tomate tolérants. Il est admis que les complexes PC-
Métal sont localisés dans le cytoplasme (Steffens, 1990), mais de récents travaux montrent
qu'ils peuvent se trouver aussi dans la vacuole (Vogeli-Lange et Wagner, 1990).

Brune er al. (1994) ont montré l'existence des mécanismes 1, 2, 4, 5 et 7 (cf. fig. 1.1)

chez l'orge exposé au zinc.
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1.2. LE NICKEL
1.2.1. Sources et quantités de nickel dans I'environnement

La figure 1.2 présente les différentes sources du nickel, et leur transfert entre les

différents compartiments de 1'environnement.
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Fig. 1.2. Sources et quantités de nickel transférées dans 'environnement (en 10 kg / an). (Nriagu, 1979;
W.H.O., 1991).

Sources anthropiques

La source anthropique de nickel la plus importante provient de la combustion de mazout
et de résidus de pétrole (contenant naturellement du nickel en faible quantité) pour le
chauffage et la production d'énergie (W.H.O., 1991). Le nickel se retrouve alors dans
I'atmosphere, puis se dépose a la surface des eaux et des sols. La production minigre, la
métallurgie et l'industrie de galvanisation constituent également des sources de pollution
relativement importantes. Le nickel est en effet largement utilisé pour la fabrication de
nombreux composés : la majorit€ (environ 80 %) est utilisé pour les alliages (surtout des
aciers inoxydables). Le reste sert essentiellement au nickelage, l'industrie chimique et la
fabrication de monnaies (les piéces de 1 F et 2 F francais sont en nickel & 99,9 %).
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Il a ét€¢ montré que les teneurs en nickel dans les sols et les végétaux ont tendance 2
augmenter au fur et & mesure que 1'on se rapproche des différentes usines (Temple et Bisessar,
1981; Frank ez al., 1982; Bogatto et Shorthouse, 1991).

La fabrication de batteries Ni-Cd, de composants électroniques, de ciments et de
certaines peintures sont des sources de pollution de moindre importance.

Généralement, I'apport de nickel avec les boues urbaines occasionne une augmentation
des teneurs en nickel dans les racines et les parties aériennes de la plupart des plantes
cultivées (McLean et Dekker, 1978; Soon et al., 1980). Les engrais phosphatés contiennent
toujours naturellement de faibles teneurs en nickel (environ 30 ppm).

Cependant, il semble que les quantités de Ni d'origine anthropique regues par les sols
soient relativement faibles (Uren, 1992), et généralement inféricures aux normes concernant

les quantités que l'on peut apporter (cf. tableau 1.1).

Sources naturelles

La plus grande partie du nickel est présent a l'origine dans les roches magmatiques,
associé a des silicates ferromagnésiens dit ultrabasiques (pauvres en silice, moins de 44 %),
essentiellement les péridots (nésosilicates ferromagnésiens), également les serpentines
(phyllosilicates ferromagnésiens, dérivant en particulier des péridots), ou encore les
pyroxenes. Les teneurs élevées en Ni trouvées dans ces roches (environ 0,3 %) seraient dues
pour une grande part au fait que le rayon ionique de Ni%* (70 pm) est tr¢s proche de celui de
Mg+ (72 pm), si bien qu'il pourrait y avoir substitution de Mg par Ni (Nalovic et Quantin,
1972; Manceau, 1984; Uren, 1992).

Certains minerais posseédent des accumulations importantes de nickel sous formes de
sulfures (1 & 4 %), exploités généralement en profondeur, tel qu'au Canada, en Russie, et en
Australie. Le second type d'accumulation résulte de l'altération des roches ultrabasiques
(surtout péridotites) sous climat tropical humide (Uren, 1992). Le profil d'altération est alors
caractéris€ par une zone supérieure oxydée riche en oxydes de fer associé€s au nickel, et une
zone inférieure riche en silicates nickeliféres (appelés de fagcon générale garniérites (Faust,
1966, cité par Manceau, 1984), du nom de J. Garnier, qui a découvert ce minerai en Nouvelle-
Calédonie en 1863). Des mines importantes de ce type (1 8 3 % en moyenne), en général 2
ciel ouvert, sont trouvées principalement en Nouvelle-Calédonie, en Indonésie, & Cuba, en
République Dominicaine, aux Philippines, et au Brésil.

La majorité des sols cultivables en contiennent naturellement 1 a 390 ppm de nickel,
avec une moyenne de 25 ppm (Holmgren et al., 1993). Cependant, les sols dérivés des roches
ultrabasiques, comme les péridotites et les serpentinites, peuvent en contenir plus de 7000
ppm (Brooks, 1987), voire jusqu'a 20 000 ppm (Latham et al., 1978). Ainsi, le nickel est un
des métaux lourds les plus répandus de facon naturelle dans les sols, et on retrouve des sols

riches en nickel (> 1000 ppm) un peu partout dans le monde (Fig. 1.3).
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Les eaux contiennent également du nickel provenant de l'altération de la roche, mais
généralement en faible quantité. Le tableau 1.2 donne les concentrations moyennes trouvées

dans l'environnement.

Tableau 1.2. Concentrations en nickel rencontrée dans les sols, les eaux et 'atmospheére (d'aprés
Anderson et al., 1973; Brooks, 1987; W.H.O., 1991; Uren, 1992). (moyennes entre parenthéses).

Unité Normal Elevé
Sols cultivables ' mgkg 1-390 (25) 500-20 000
Solutions du sol ng.t 10-90 (20) 100-3250
Eaux douces pg.! 2-10 -
Eaux de mer pg. It 0,2-0,7 -
Eaux de pluie gl 0,17-17 > 50
Atmosphere ng.m3 0,1-3 -
Végétaux cultivés ng.gl MS 1-10 (5) 10-47 000

Le cas de la Nouvelle-Calédonie
Troisieme producteur mondial en 1989 (96 000 t de nickel exporté), la Nouvelle-

Calédonie constitue le plus gros gisement de minerai de nickel au monde (environ 25 % des
réserves). La principale roche meére qui a donné naissance a ces sols est la péridotite
(contenant environ 0,3 % de nickel), couvrant plus du tiers de la surface du Territoire. La
mise en place de cette roche remonte 2 1'¢re Tertiaire, a 1'oligocéne, oll une énorme masse de
péridotites issue du manteau supérieur a recouvert une grande partie du Territoire. Des le
Miocene, son altération sous climat tropical humide a provoqué une €rosion chimique et
mécanique intense aboutissant & la formation de sols trés évolués (Guillon, 1975).

Le nickel est exploité au niveau des horizons d'altération (saprolites grossieres) ou se
trouvent les plus fortes teneurs. En effet, selon Trescase (1975), l'altération des péridots a lieu
dans des conditions de pH alcalin (8 2 8,5), le nickel précipitant alors sous forme dhydroxyde
Ni(OH),. La plus grande partie du nickel est piégée dans le résean maillée d'antigorite
primaire (type de serpentine) a la base du profil (saprolite grossiere), I'hydroxyde de nickel
venant se loger dans les lacunes du maillage serpentineux. Au sommet de la saprolite
grossiére, l'altération de l'antigorite libére du nickel qui redescend vers la base, ou il vient
enrichir l'antigorite primaire, ce qui explique les teneurs en nickel souvent élevées a ce niveau
(1 2 3 %, pouvant atteindre exceptionnellement 40 % dans certaines garnierites, comme la
népouite). Dans la partie supérieure du profil, le nickel est associé a la goethite (hydroxyde de
fer), 'hématite (oxyde de fer) et a 'asbolane (oxydes de mangangse et de cobalt), & des
teneurs avoisinant les 1 % (Nalovic et Quantin, 1972; Trescase, 1975; Schwertmann et
Latham, 1986).
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Les sols dérivés des roches ultrabasiques (surtout péridotites) représentent prés de 30 %
de la surface du territoire (Fig. 1.3; Latham ez al., 1978; Paris, 1981). Les principaux sont les
sols ferrallitiques ferritiques représentant environ 5 % des surfaces cultivables. L'importance
des oxydes de fer dans ces sols s'explique par l'intense lixiviation du magnésium et de la
silice. En effet, Trescase (1975) a établi une échelle de mobilité relative des éléments au cours
de l'altération des péridotites : Mg >> Si > Ni > Mn, Co >> Al > Fe, Cr, aboutissant a la
formation de sols tres riches en oxydes de fer, jusqu'a 75 % (Latham, 1985). Ces teneurs
exceptionnelles ont d'ailleurs conduit Latham et al. (1978) a créer une sous-classe (ferritique)
des sols ferrallitiques alors inexistante dans la classification francaise des sols (CPCS, 1967).
Les sols ferrallitiques ferritiques ont également de trés fortes teneurs en nickel (de l'ordre de
1 %), qui sont parmi les plus fortes au monde (Brooks, 1987).

1.2.2. Formes du nickel dans les sols

Formes dans la solution du sol

La forme ionique la plus stable du nickel est Ni?*. Cette forme est majoritaire 2 des
pH < 7, o1 il tend a exister sous forme hydraté Ni(H,O)¢*+ (d'apres Uren, 1992). Cependant,
sa prédominance diminue quand le pH augmente (Fig. 1.4). A pH 2 7 une grande partie peut
étre complexée, essentiellement avec OH- , ou avec des complexants solubles organiques ou
inorganiques, formant ainsi des précipités (Ni(OH),) ou des complexes solubles (acides

organiques, carbonates, sulfates, ...).

1.6
12
Précipitation sous
08 forme d'oxydes =~ e
(NigO4, NiO3, NiOy)
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Fig. 1.4. Formes du nickel en solution en fonction du pH et des potentiels apparents
des systémes oxydo-réducteurs (Ni a 102 M en solution aqueuse) .
(D'apres Charlot, 1963).
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A des pH > 7 les complexes de Ni semblent pouvoir se former facilement. Homer er al.
(1991) rapportent qu'avec 3 mM de citrate et de nickel en solution a pH entre 6 et 7, 96 % du
Ni est complexé au citrate sous forme [Ni(Cit)]-, le reste étant sous forme Ni(H,O)g2*.

Les complexes organiques formés avec Ni sont en reégle générale d'une grande stabilité.
En effet, selon la nature du complexant organique, on trouve les ordres de stabilité suivant :

- Pb2+ > Cu?+> Cd?*> Ni+> Zn2+> CoZ*= Mn*> Ca?> Mg?*, avec la mati¢re organique
soluble d'une boue urbaine (Fletcher et Beckett, 1987);

- Cu?* > Fe?* > Ni** > Pb* > Co?* > Ca?> Zn*> Mn*> Mg?*, avec l'acide fulvique &
PH 3,5 (Schnitzer et Skinner, 1967).

Ainsi, pour la plupart des complexants, leur constante de stabilité avec Ni est
généralement comprise entre celles de Cu, Pb et Fe (complexes les plus stables), et celles de
Mn, Ca et Mg (complexes les moins stables ) (Irving et Williams, 1948; Uren, 1992).

La stabilité des complexes a tendance & diminuer lorsque le pH diminue.

Formes dans la phase solide du sol

Le nickel de la solution du sol représente une trés faible partie de la quantité présente
dans le sol. Le reste est distribué entre les phases organique et inorganique insolubles, qui
constituent la phase solide du sol.

Dans la phase inorganique du sol, une grande partie du nickel est associ€e aux
hydroxydes de fer et de manganese, et aux phyllosilicates trioctaédriques (tels que les
serpentines, la vermiculite) (d'aprés Uren, 1992). 11 est possible que le nickel soit substitué au
fer dans les oxy-hydroxydes de fer (Nalovic et Quantin, 1972; Singh et Gilkes, 1992).

Les associations du nickel avec la matiére organique peuvent constituer une part non
négligeable du nickel dans la phase solide du sol. II semble qu'il soit li€ en quantité
relativement importante aux humines, car les acides humiques et fulviques, solubles, ne
représentent qu'une partie mineure du nickel li€ & 1a matiére organique (Cheshire ez al., 1977,
cité par Uren, 1992). Les microorganismes du sol peuvent également fixer des quantités
importantes de Ni, et libérer de multiples molécules complexantes dans le milieu (Wildung et
al., 1979), telles que les porphyrines et I'uréase qui forment des complexes tres stables
(d'apres Uren, 1992).

Par extraction séquentielle (§ 1.2.3), Wang et Qu (1992) ont montré que Ni €tait réparti
de la facon suivante dans un loess : 70 % dans le résidu (inattaquable par les extractants
employés), 20 % lié aux oxydes de Fe et Mn, 5 % lié a la matiere organique, 4 % lié aux

carbonates, 2 % sous forme échangeable.

1.2.3. Biodisponibilité du nickel dans les sols

La biodisponibilité d'un €élément du sol pour la plante est souvent associée a

l'échangeabilité, 'assimilabilité, la disponibilité... En fait, il semble qu'il faille distinguer deux
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concepts (Juste, 1988) : (1) la mobilité, aptitude de 1'€l€ément & passer dans les compartiments
du sol ot il est de moins en moins énergiquement retenu, (2) la biodisponibilité, aptitude a
étre absorbé par un organisme vivant a partir d'un compartiment quelconque du sol.

Les racines puisant les €léments préférentiellement dans la solution du sol, tous les
facteurs favorisant une solubilisation du nickel sont donc susceptibles de favoriser son
absorption racinaire. Cependant, la solubilisation de Ni n'est pas totalement suffisante pour
permettre son absorption, car certains complexes de Ni sont solubles mais peu absorbés. En
fait, I'absorption d'un €lément est étroitement liée & son activité ionique dans la solution.
Celle-ci peut augmenter par un accroissement de la concentration de Ni en solution, et/ou par
une diminution de la concentration des autres éléments ou des complexants présents dans la

solution.

Facteurs d'influence

L'absorption de Ni dépend des formes sous lesquelles il existe dans le sol. Le pH est trés
certainement le facteur d'influence le plus important (Anderson et Christensen, 1988).
En effet, Ni(H,O)g2+ est présent a des pH <7 (§ 1.2.2), et plusieurs études ont montré, a l'aide
d'extractants, que la rétention du nickel par le sol diminue fortement quand le pH diminue
(Harter, 1983; Willaert et Verloo, 1988; Basta et Tabatabai, 1992). La réaction de Ni avec les
surfaces du sol, principalement avec les groupements -OH, est en effet la suivante (Tinker,
1986) :

Surface-OH + Ni(H,0)¢* < Surface-ONi(H,0)s> + H* + H,0
Une augmentation du nombre de protons déplace donc la réaction vers la gauche.

Plusieurs études ont ainsi montré qu'une diminution du pH favorise une absorption du
nickel par la plante (Halstead et al., 1969; Allinson et Dzialo, 1981; Sauerbeck et Hein, 1991;
Liibben et Sauerbeck, 1991). Selon Mizuno (1968), des valeurs de pH du sol inférieures a 5,6
augmentent fortement 1'absorption du nickel. Ainsi, Crooke (1956) a observé qu'un chaulage
améliore la croissance de plants d'avoine cultivés sur serpentinites. Wallace (1989a, b, ¢)
a montré qu'un chaulage diminue 'absorption de Ni chez le mals, le soja et le haricot.

En régle générale, l'absorption des métaux lourds, en culture sur solution, est plus
élevée quand ils sont sous forme ionique libre que sous forme complexée (De Kock et
Mitchell, 1957; Wallace, 1980). Ainsi, Gerzabek et Ullah (1990) ont clairement montré, sur le
mais cultivé sur solution a pH 6, que les acides fulviques fixent Ni plus fortement que les
acides humiques, et qu'ils diminuent trés nettement l'absorption de Ni par le mais
contrairement aux acides humiques. En revanche, dans les sols, la mobilité et I'absorption du
nickel est plus élevée quand Ni est sous forme complexée que sous forme libre (Wallace,
1980; Willaert et Verloo, 1988). Toutefois, il semble que I'absorption diminue quand le
rapport complexant / Ni dans le sol augmente (d'aprés Uren 1992). Dunemann et al. (1991)

ont montré que l'absorption de Ni par I'avoine variait en fonction des différents complexes
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présents dans la solution de différents sols, les complexes chargés négativement et de poids
¢€levé €tant les moins absorbés.

Dans 1'€tude de Wang et Qu (1992), le nickel li€ aux oxydes de fer et de manganése a
constitu€ la source majeure de nickel assimilable dans un loess.

Bien que le calcium et la magnésium soient retenus moins fortement que le nickel sur la
matiere organique du sol (§ 1.2.2), leur quantité dans la solution du sol est généralement trés
supérieure a celle du nickel, si bien qu'ils peuvent entrer en compétition avec Ni pour des sites
de fixation, et en déplacer une partie vers la solution (Fletcher et Beckett, 1987). Cependant,
du fait des concentrations en Ca et Mg généralement tr¢s supérieures a celle de Ni, l'activité
ionique de celui-ci peut rester faible.

Le potentiel r€dox constitue €galement un facteur important. Les conditions réductrices
peuvent favoriser une solubilisation du nickel fixé€ : a) en réduisant et en solubilisant les
oxydes de Fe et de Mn, libérant alors du nickel, b) en favorisant la formation d'acides
complexants solubles, pouvant étre absorbés par la plante lorsqu'ils sont de faible poids.
Ainsi, il a ét€ montré que Ni est davantage absorbé par les plantes en conditions réductrices
(Brown et al., 1989; Wang et Qu, 1992).

Estimation

La plante est le meilleur révélateur de la biodisponibilité d'un élément. Cependant, son
impossibilité & fournir des résultats immédiats, et les différences de sensibilité suivant les
especes, ont incité le développement de méthodes chimiques, permettant 'évaluation rapide
de la mobilité et de la biodisponibilité des €léments traces du sol. Les réactifs chimiques
utilisés pour évaluer le nickel disponible sont trés divers. Généralement, l'extraction chimique
est corrélée avec les quantités prélevées par une plante, afin de préciser la validité du dosage.

L'extraction a l'eau distillée semble donner la meilleure estimation de la quantité de Ni
absorbée, de méme que l'acide ac€tique (Haq et al., 1980). Cependant ces méthodes sont
généralement faiblement corrélées avec la teneur en Ni dans la plante.

Le nickel extrait par le DTPA 5 mM a pH 7,3 a donné une trés bonne corrélation
(r =0,92) avec les teneurs en Ni dans les grains d'un blé, sur sol calcaire (Wang et Qu, 1992).
L'intérét du test au DTPA, mis au point par Lindsay et Norvell (1978), a €té confirmé par
d'autres études (McLean et Dekker, 1978; Sauverbeck et Hein, 1991; Juste et Tauzin, 1992).

Mench et al. (1992) ont extrait le nickel de boues urbaines avec : eau distillée,
Ca(NO5), 0,1 M, CaCl; 0,1 M, HC1 0,1 M, EDTA pH 7. Les meilleures corrélations avec les
teneur en Ni dans les feuilles du mais cultivé sur le méme sol sont obtenues avec Ca(NOs),,
CaCl, et l'eau distillée (r > 0,9). Sauerbeck et Hein (1991) ont constaté que les meilleures
corrélations, par rapport aux teneurs en Ni dans les racines ou les feuilles de carotte cultivée
sur un sol amendé avec des boues de station d'épuration, sont obtenues avec CaCl, 0,05 M,
CuCl; 0,025 M et le DTPA SmM+TEA+CaCl,.
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Hughes et Noble (1991) ont caractérisé la disponibilité du nickel sur différents sols
dérivés de serpentinite, en utilisant plusieurs extractants. Il ressort que les extractants les
mieux corrélés avec les teneurs en Ni des feuilles de la végétation du site sont l'acide
acétique, l'acétate d'ammonium, CuCl,, EDTA et AICl;. Cependant, il existe de fortes
variations suivant l'origine du site, si bien qu'aucun extractant ne semble adapté a l'ensemble
des sols sur serpentine.

Certains auteurs utilisent des extractions séquentielles (extractants de force croissante)
pour caractériser les formes du nickel dans le sol, et déterminer lesquelles sont les mieux
corrélée avec l'absorption de Ni. Ainsi, Wang et Qu (1992) ont utilis€ sur un sol calcaire
(loess) : (1) MgCl, 1 M a pH 7 (Ni échangeable), (2) acétate de sodium 1 M & pH 5 sur le
résidu (Ni lié aux carbonates), (3) NH,OH.HCI 0,04 M dans l'acide acétique & 25 % sur le
résidu (Ni lié aux oxydes de Fe et Mn), (4) HyO, 30 % a pH 2 sur le résidu (Ni lié a la matigre
organique), (5) le résidu final est traité par HC104,~-HNO,-HCL 1l ressort que les meilleures
corrélations avec les teneurs en Ni dans les grains d'un blé, cultivé sur sols calcaires, sont
obtenues avec le Ni lié aux oxydes de Fe et Mn (0,9), avec Ni lié a la mati¢re organique
(0,83), et Ni lié aux carbonates (0,78). Il semble également que la matiére organique soit la
fraction la plus importante pour la disponibilit€ de Ni sur les sols issus de serpentinites dans
le Transvaal (Hughes et Noble, 1991).

Noble et Hughes (1991) ont constaté que l'efficacité des méthodes d'extraction dépend
du type de plante avec laquelle elles sont corrélées. En effet, sur sols issus de serpentinite, les
végétaux accumulent de fortes quantités de Ni dans leurs tissus, et semblent puiser du nickel
du sol dans des fractions considérées habituellement comme non disponibles. Dans ce cas, les
extractants utilisé€s habituellement n'étaient pas efficaces pour doser le nickel échangeable.

Des auteurs ont discuté de 1'intérét et des limites des méthodes d'extraction chimiques
destinées a €valuer la mobilité des métaux dans les sols et leur biodisponibilité (Juste, 1983;
Juste, 1988; Hirner, 1991; del Castilho, 1993). Ure et al. (1993) proposent une harmonisation
des diverses techniques d'extraction.

Des programmes informatiques de calcul des équilibres chimiques, tel que GEOCHEM
(Sposito et Mattigod, 1980), ont été écrit dans le but de prédire les formes et les activités des
éléments dans la solution du sol. Ils peuvent €tre des outils efficaces pour €valuer la

disponibilité des métaux dans un sol.

1.2.4. Effets du nickel sur I'homme

D'apres 1'étude de 1'OMS (W.H.O., 1991), bien que tous les composés contenant du
nickel soient probablement cancérigenes, il n'y a pratiquement aucun risque détectable dans la
plupart des secteurs de l'industrie du nickel et dans leur environnement. Des inhalations 2

long terme 2 1 mg.m3 de nickel contenu dans l'air sous forme soluble pourraient causer
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I'apparition de cancers des poumons, mais de telles conditions ne sont quasiment jamais
atteintes. Cependant, une période de latence de 20 a 40 ans est nécessaire avant l'apparition de
tels cancers, si bien qu'il y a peu d'informations sur les niveaux d'exposition a risque (Norseth,
1994). Des effets néphrotoxiques ont ét€ observés dans des cas d'exposition industrielle
accidentelle a du carbonyle de nickel (une des formes de Ni les plus toxiques, car volatile et
rapidement absorbé au niveau des poumons). On a signalé chez les ouvriers d'ateliers
d'affinage du nickel des effets chroniques tels que rhinite, sinusite et asthme. Par ailleurs,
I'hypersensibilité de contact est trés largement documentée tant dans la population générale
que chez les ouvriers exposés au nickel dans leur profession (W.H.O., 1991).

11 semble qu'une absorption alimentaire de nickel présente également peu de risques,
I'homme étant capable de 1'éliminer assez rapidement. Dans l'organisme, la plus grande
quantité du nickel absorbé se lie a I'albumine dans le sang, bien qu'il ait plus d'affinit€ pour
l'acide aminé€ L-histidine (mais qui est moins abondant). Des échanges entre 'albumine et la
L-histidine permettent 1'élimination progressive du nickel par les urines sous forme liée a
l'acide aminé (W.H.O., 1991).

1.2.5. Effets du nickel sur les plantes

Ni essentiel pour les plantes ?

Depuis une vingtaine d'années, plusieurs travaux tendent a prouver que le nickel est un
¢lément essentiel au développement des végétaux supérieurs. Dixon ef al. (1975) sont les
premiers & avoir montré, sur le haricot, que Ni est constituant essentiel de l'uréase (E.C.
3.5.1.5). En effet, de 1'urée s'accumule dans les feuilles & des niveaux toxiques en l'absence de
nickel, et 'addition de Ni au milieu de culture permet d'éviter tout symptdmes de déficience.
Cela a été confirmé par la suite sur le soja, l'orge, et d'autres plantes (Eskew et al., 1983;
Dalton et al., 1988). L'absence de nickel perturbe le cycle complet de l'orge, et empéche la
production de grains (Brown et al., 1987). Ces résultats, de plus en plus nombreux, poussent
plusieurs auteurs a conclure que le nickel doit étre maintenant considéré comme un élément
essentiel au développement de toutes les plantes supérieures (Brown et al., 1987; Dalton et
al., 1988). Il semble que les teneurs en nickel dans les sols soient toujours suffisantes pour
qu'une plante ne soit jamais déficiente en nickel.

De nombreux travaux ont montré récemment que le nickel est également nécessaire a
l'activité de plusieurs enzymes bactériennes : l'uréase, I'hydrogénase, la carbone monoxyde
dehydrogénase, et la méthylcoenzyme M réductase (d'apres Dalton ef al., 1988; Maier et al.,
1990).

Par ailleurs, 1'étude de Graham ef al. (1985) suggere que Ni intervient dans la synthese
des phytoalexines. En effet, ils ont montré sur une légumineuse (cowpea : Vigna unguiculata)
qu'une déficience en nickel induit une sensibilité a la rouille, alors que l'addition de Ni au

milieu de culture diminue trés nettement l'attaque foliaire du champignon.
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Les effets toxiques du nickel sur les plantes

Autant les études sur la nécessité du nickel pour les végétaux sont récentes et
nombreuses, autant la phytotoxicité de Ni est connue depuis longtemps et bien documentée.
L'étude de Nellessen et Fletcher (1993) montre que Ni fait partie des métaux les plus étudiés.
Il semble en effet que ce soit un des métaux qui pose le plus fréquemment des probléemes de
phytotoxicité (Foy et al., 1978; Angelone et Bini, 1992).

La toxicité du nickel sur serpentinites a suscité de nombreuses €tudes (Soane et
Saunder, 1959; Anderson et al., 1973; Hughes et Noble, 1991).

Cependant, de nombreuses caractéristiques restent encore & préciser, tel que la
biodisponibilité€ du nickel, en particulier dans les sols ferrallitiques ferritiques de Nouvelle-
Calédonie, les seuils de phytotoxicité du nickel, les mécanismes de l'intoxication d'une plante
par Ni, ou encore les mécanismes de tolérance d'une plante vis 2 vis de Ni.

Nous proposons de faire le point dans le paragraphe suivant sur les caractéristiques de
l'intoxication des végétaux, les caractéristiques de l'absorption de Ni, les mécanismes de la
phytotoxicité, et les moyens dont disposent les végétaux pour lutter contre les exces de nickel.

1.3. PHYTOTOXICITE DU NICKEL

La toxicité du nickel sur le développement des plantes a été signalée pour la premiére
fois par Haselhoff (1893). Depuis, un grand nombre de travaux sur le sujet ont été réalisés
(voir Mishra et Kar, 1974). Ce paragraphe fait le point sur les caractéristiques de 'absorption
du nickel, les effets toxiques, les mécanismes de toxicité, et les moyens de résistance des
végétaux vis a vis du nickel.

Le sujet de 1'étude concernant uniquement les plantes cultivées, nous n'aborderons pas
le probléme particulier des plantes autochtones (souvent endémiques) qui sont adaptées aux
sols riches en nickel, a part dans le dernier paragraphe sur les mécanismes de résistance.

1.3.1. Absorption de Ni

Formes absorbées et transportées

Il semble que Ni(H,0)¢** soit la principale forme sous laquelle Ni est absorbée par les
racines des végétaux (Mishra et Kar, 1974; Tinker, 1986). De nombreuses €tudes montrent en
effet que Ni est absorbé facilement quand il est apporté sous forme libre (sel), et beaucoup
moins quand il est complexé (Crooke, 1954; De Kock et Mitchell, 1957; Wallace, 1980;
Dunemann et al., 1991).

Il y a peu de données concernant les formes sous lesquelles Ni est transporté des racines
vers les feuilles. Tiffin (1971) a étudi€ le transport du nickel dans le xyleme de la tomate, du

majis, du concombre, de la carotte et de l'arachide. Chez la tomate et la mals, 4 une
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concentration physiologique dans le xyleme (< 3 uM), Ni était transporté principalement sous
forme d'un complexe chargé négativement, alors qu'a des concentrations supérieures la forme
Ni** augmentait considérablement. Chez le concombre, la carotte et l'arachide, Ni était
transporté sous forme d'un complexe chargé négativement a toutes les concentrations testées
(0,5 a2 50 uM NiCl). Le transporteur semblait €tre le méme pour les différentes plantes. Bien
qu'il n'ait pas €té caractérisé, le fait que le complexe n'était pas dissoci€¢ lors de
I'€lectrophorese a pH 5,4 suggere une grande stabilité. Cataldo ez al. (1988) ont montré sur le
soja que Ni était associé a plusieurs complexes différents dans le xyleéme : des acides
organiques, des acides aminés et des peptides. Par ailleurs, leur nombre et leur nature
variaient avec 1'dge du plant.

Ni semble étre relativement mobile dans le phlo€me (Neumann et Chamel, 1986). 11
semble qu'il soit généralement transporté sous forme complexée, €tant donné le pH basique
du phloéme. Wiersma et Van Goor (1979) ont montré sur le ricin que 93Ni était complexé
avec un composé organique de 1000 a 5000 Da, le complexe €tant chargé négativement.
Selon Stephan et Scholz (1993), la nicotianamine pourrait €tre un transporteur pour
I'ensemble des métaux dans le phloeme.

Willaert et Verloo (1988) ont également montré sur des broyats d'épinard que Ni est
associ€ a des complexes neutres ou chargés négativement.

Dans la cellule, Cataldo et al. (1978b) ont montré sur le soja que Ni €tait situé
principalement dans le cytoplasme, 77 % étant associé a des composés de 500 a 10 000 Da,

sous forme de complexes anioniques et cationiques.

Caractéristiques de l'absorption
Selon Turina (1968), I'absorption du nickel chez les monocotylédones (seigle, blé et
mais) a lieu principalement au travers de la coiffe de la racine.

* Plusieurs résultats suggerent que Ni** est absorbé activement a travers le plasmalemme
(Verliere et Heller, 1981; Korner et al., 1986; Aschmann et Zasoski, 1987). En effet, le froid
et le 2,4-dinitrophénol, inhibiteurs du métabolisme, diminuent les quantités de Ni absorbées.

Cataldo et al. (1978a) ont suggéré que I'absorption de Ni?+ chez le soja se produit au
niveau du méme transporteur que pour Cu* et Zn?+. Selon Gabbrielli et al. (1991), il existe
chez Alyssum bertolonii une inhibition compétitive de l'absorption de Ni par Zn et Co,
suggérant un site d'absorption commun pour ces trois métaux. Ni et Cu seraient €galement en

compétition pour leur absorption par le riz (Tang et Miller, 1991).

Facteurs influengant l'absorption de Ni
En plus des facteurs influengant la biodisponibilit€ de Ni en modifiant ses formes dans
le sol (cf. § 1.2.3), et sur lesquels nous ne reviendrons pas, d'autres peuvent intervenir en

agissant directement au niveau des sites d'absorption.
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De nombreuse études montrent que les amendements calciques diminuent 'absorption
des métaux lourds (Morel et al., 1988). Heikal et al. (1989a) ont montré que les 50 %
d'inhibition de la croissance racinaire de la laitue par 15 UM de Ni en solution de Hoagland
diluée 10 fois, étaient quasiment évités avec l'addition de 50 mM de CaCl,. Un apport de CaO
a diminué la teneur en Ni des grains de mais de 7,5 84,5 pg.g'! MS (Bonzon et al., 1991b).

Un apport de magnésium diminue €galement 1'absorption de Ni. Par exemple, avec
l'avoine cultivé sur solution compléte, la diminution de la croissance observée avec 25 UM de
Ni (- 60 %) disparait presque totalement avec 5 mM de magnésium (Proctor et Mc Gowan,
1976). Sur le mais, le ralentissement de la croissance racinaire (50 % en deux jours avec 2 UM
de Ni dans l'eau) est évitée avec 2,5 mM de Mg, ou 25 mM de Ca (Robertson, 1985). Dans
ce cas Mg est plus efficace que Ca. Par contre, dans 'étude de Gabbrielli et Pandolfini (1984)
sur Alyssum bertolonii, Ca est plus efficace que Mg a 1 mM. Il est possible que la réponse a
un apport de Ca ou Mg différe selon l'espece.

La diminution de la toxicité par l'apport de Ca ou Mg peut-€tre dii 2 : (1) une diminution
de l'activité de Ni%* par augmentation de la force ionique du milieu, (2) un effet physiologique
direct, telle qu'une compétition entre Ca2* (ou Mg?*) et Ni* pour des sites d'absorption
membranaires. Kinraide et Parker (1987) ont montré que le 2€ mécanisme est prédominant
entre Al et Ca.

Des interactions existent égalemeﬁt entre Ni et des métaux. Taylor et Stadt (1990) ont
montré l'existence d'un antagonisme entre Ni et Mn, celui-ci diminuant la toxicité de Ni sur la
croissance racinaire du blé. Les effets toxiques de Ni, Cu et Zn chez l'orge semblent étre
additifs (Beckett et Davis, 1978). Par contre, il semble y avoir un effet toxique synergique
entre Ni, Co et Zn, ainsi qu'entre Ni et Cu chez la laitue (Wallace et Berry, 1989a, b). Ainsi,
Ies interactions entre les métaux sont souvent multiples et complexes, comme entre Zn et Ni,
dépendant notamment de leur concentration (Burton et al., 1986; Berry et Wallace, 1989).

1.3.2. Symptomes de toxicité du nickel, et effets sur le développement de la plante

Symptomes de toxicité

Un des premiers effets toxiques du nickel au niveau des parties a€riennes se manifeste
par un ralentissement de leur croissance, ce qui est tres difficile a remarquer en plein champ.
Cependant, certains symptdmes de toxicité peuvent apparaitre.

Il ne semble pas exister de symptdmes de toxicité spécifique au nickel, excepté pour
lI'avoine. Dans ce cas, des chloroses en bandes transversales se manifestent sur la premiere
feuille 24 heures apreés I'émergence du coléoptile. L'alternance du jour et de la nuit est
nécessaire pour le développement de cette chlorose en bandes. Les zones potentiellement
vertes se développent dans le coléoptile durant le jour, alors que les bandes potentiellement
chlorosées se développent la nuit (Anderson et al., 1973, 1979). Les m€mes symptomes

furent observés par Crooke et Inkson (1955).
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A part I'avoine, la toxicité se manifeste chez les monocotylédones souvent par de faibles
chloroses foliaires longitudinales. Dans des cas plus séveres, les chloroses peuvent €tre plus
prononcées, et des nécroses sur le bord des feuilles peuvent apparaitre. Chez les
dicotylédones les symptdmes sont en général des chloroses en tiches, souvent entre les
nervures foliaires, ressemblant aux symptdmes de déficience en manganése (Hewitt, 1953;
Vanselow, 1966; Mishra et Kar, 1974). Des déformations des tiges et des feuilles peuvent
apparaitre, ainsi qu'un épaississement des feuilles (Frank et al., 1982). Chez le haricot, un des
premiers effets toxiques du nickel se manifeste par une orientation verticale anormale des
feuilles (Rauser, 1978).

Des auteurs ont observé que Ia toxicité du nickel ressemblent beaucoup & une déficience
en fer (Hewitt, 1948; Vergnano et Hunter, 1953).

Développement de la plante

D'une maniére générale, la croissance des racines est davantage inhibée que celle des
parties aériennes (Barceld et Poschenrieder, 1990; Piccini et Malavolta, 1992; Rubio et al.,
1994).

Le nickel en excés ralenti également la croissance des parties aériennes. Setia et al.
(1988) ont observé une diminution de la longueur des entre-noeuds et de l'épaisseur des
feuilles chez le blé. Il semble que la croissance des feuilles soit davantage diminuée que celle
des tiges (Estafl et al., 1988; Salim ez al., 1988).

L'inhibition de la croissance des parties aériennes aboutit généralement 4 une forte
diminution, voire un arrét de la production de la plante (Frank et al., 1982). De plus, il semble
que la diminution du poids des fruits, ou des grains, soit supérieure 2 la diminution du poids
des tiges et des feuilles (Estaii et al., 1988; Salim et al., 1988; Piccini et Malavolta, 1992).

1.3.3. Effets du nickel sur la nutrition minérale

Selon Crooke et Inkson (19553), de fortes concentrations en nickel dans le milieu de
culture diminuent l'absorption de la plupart des éléments majeurs. Cette réduction de
l'absorption serait due & une dégradation du systéme racinaire (Knight et Crooke, 1956).

Crooke (1958) a constaté une diminution de l'assimilation du calcium chez le pois.
Ni diminuerait également 1'absorption de Ca, Mg et K chez le riz (Rubio et al., 1994). Par
ailleurs, Hewitt (1953) a observé des symptdmes de déficience en manganése sur les feuilles
de tomate et de pomme de terre, et Estafl ef al. (1988) ont constaté, sur le piment doux, une
diminuation des teneurs en Mn et Zn dans les feuilles, et en Fe, Cu, Mn, et Zn dans les racines.

Cependant, ces études ne tiennent généralement pas compte des différences de
développement entre les plants témoins et les plants intoxiqués, qui sont des sources de

grandes variations dans les teneurs minérales de la plante.
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Les chloroses observées en présence d'exces de nickel pourraient étre induites par une
déficience en fer. En effet, Ni diminue la teneur totale en fer chez l'orge (Forster, 1954) et
I'avoine (Roth et al., 1971). Cependant, il semble que ce ne soit pas toujours le cas, puisque
Crooke et Knight (1955) ont observé que la teneur totale en fer varie peu dans des plants
d'avoine montrant des symptdmes de toxicité dus au nickel. Dans ce cas, seules les zones
chlorosées ou nécrosées €taient carencées en fer (Crooke et Knight, 1955). Selon Crooke
et al. (1954), les chloroses produites par le nickel et d'autres métaux lourds seraient dues &
une réduction de la disponibilité du fer dans le tissu. Par ailleurs, il apparait que les carences

en fer sont souvent dues & une masse racinaire déficiente (d'aprés Uren, 1992).
1.3.4. Teneurs en nickel dans la plante. Seuils de phytotoxicité

Teneurs normales
Les teneurs en Ni des végétaux supérieurs varient habituellement de 0,05 2 5,0 ug.glde
matiére seéche (Vanselow, 1966; Keeney et Walsh, 1975; Hutchinson, 1981).

Teneurs toxiques

Pour les raisons citées plus haut (§ 1.2.3), il est tres difficile de définir une limite
toxique en solution ou dans le sol, et la comparaison des différents résultats trouvés dans la
littérature a peu de sens tant les conditions de culture sont différentes. Il est possible qu'un
seuil toxique en terme d'activité en solution puisse €tre défini, mais il semble qu'aucune étude
n'ait été faite pour le nickel, contrairement a l'aluminium (Alva et al., 1986; Wheeler et al.,
1992).

Vanselow (1966) a suggéré que des teneurs en nickel dans les tissus supérieures a 50
ug.g'! MS pouvaient €tre considérées comme excessives. Ainsi, des symptomes de toxicité
apparaissent sur de jeunes Cirrus contenant 55 pg.g-'! MS de Ni dans leurs feuilles. Selon
Kabata-Pendias et Pendias (1992), les seuils de toxicité chez les plantes non tolérantes
se situent entre 10 et 30 pg.g! MS.

Cependant, le seuil de tolérance au-deld duquel se manifeste l'intoxication varie
beaucoup selon les especes, et méme selon les variétés. Ainsi, dans une étude ol plusieurs
plantes ont été cultivées sur un sol riche en nickel, Hunter et Vergnano (1952) ont constaté
que : (1) I'orge était la plante la moins affectée, (2) le blé, le haricot et l'ivraie €taient peu
affectés, (3) I'avoine, la pomme de terre, le navet, et le chou €taient fortement affectées, (4) la
betterave était la plante la plus affectée. Les teneurs en nickel dans ces plantes €taient en
accord avec l'intoxication, l'orge et le blé absorbant peu de Ni (3 a 4 ug.g'! MS), alors que les
autres avaient des teneurs beaucoup plus élevées (de 40 a 100 pg.g! MS dans les feuilles).
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Tableau 1.3. Teneurs en nickel toxiques dans la plante.

Plante Stade Teneur Effets Référence
(ug.g' MS)
aubergine 4 mois 27 (F) - 16 % PS plant Salim et al. (1988)
avoine adulte 42 (F) RC Hunter et Vergnano (1952)
110 >28 (Pa), >60 (Gr) RC Halstead er al. (1969)
adulte 88 (PA) 37 %RC Anderson ez al. (1973)
blé 23j]. 25 (F)et -10% PSFet Taylor (1988)
500 (R) -20% PSR
Citrus ns 55 (F) toxique Vanselow (1966)
haricot 75 j. 47 (F) 20% RCet Piccini et Malavolta
- 60 % poids Gr (1992)
luzeme 83]. 44 (PA) RC Halstead et al. (1969)
mais ns 19 (F) Chloet RC Soane et Saunders (1959)
18 . 8.4 (PA) -6 % PS PA Wallace (1989a)

orge témoin au 11,3 (PA) Teneur critique Beckett et Davis (1977)

stade 5 F 12(11219) (PA) Teneur critique Davis et Beckett (1978)
ray-grass F témoin 12-15 cm. 14 (PA) Teneur critique Davis et Backet (1978)
(Lolium 4 sem. 154 (PA) Chloet 14 % RC Khalid et Tinsley (1980)
perenne) F témoin 25 cm. 90 (PA) Teneur critique Davis et Carlton-Smith

(1984)
soja 18]. 13(F) -22 % PS PA Wallace (1989a)
42 (F) -52 % PS PA

F : feuilles; Gr : grains; PA : parties acriennes; Pa : paille; R : racines.
Chlo : chloroses; PS : poids sec; RC : ralentissement de la croissance.

ns : non spécifié.
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D'autre part, Sauerbeck et Hein (1991) ont distingué quatre types de plantes : (1) celles qui
absorbent peu de Ni et qui ne manifestent pas de toxicité : blé de printemps, orge, moutarde et
colza, (2) celles qui absorbent des quantités intermédiaires de Ni et qui manifestent parfois
une toxicité : épinard, laitue, carotte et avoine, (3) celles qui absorbent beaucoup de Ni et qui
sont sévérement intoxiquées : haricot, radis et mais doux, (4) celles qui absorbent beaucoup
de Ni sans manifester de toxicité : ivraie. De plus, Piccini et Malavolta (1992) ont constaté
une différence de sensibilité importante entre deux cultivars de haricot.

Le tableau 1.3 montre que les teneurs toxiques dans les végétaux varient fortement
selon l'espece végétale.

Par ailleurs, la teneur en nickel peut varier durant la croissance de la plante (Crooke et
Knight, 1955; Guha et Mitchell, 1966). La définition d'une teneur toxique devrait par
conséquent tenir compte du stade de développement de 1a plante.

L'avoine est souvent utilisée pour tester le potentiel de toxicité d'un sol, car c'est une
plante relativement sensible au nickel, et manifestant des symptdmes de toxicité
reconnaissables (cf. § 1.3.2).

Les seuils de toxicité en solution, en culture hydroponique sur milieu nutritif complet,
varient de quelques UM 2 quelques dizaines de UM de Ni, dépendant surtout de la force
ionique du milieu et de l'espece cultivée (Rauser, 1978; Robertson, 1985; Heikal et al., 1989a;
Wallace et Abou-Zamzam, 1989; Piccini et Malavolta, 1992; Krupa et al., 1993; Moya et al.,
1993; Xylénder er al., 1993).

Le nickel semble étre un des métaux les plus phytotoxiques. En effet, Juste et al. (1989)
ont montré que Ni et Cd, utilisé€s & la méme concentration, avaient des effets toxiques
comparables sur le mais. Il en serait de méme pour Ni et Cu chez l'orge et le ray-grass
(Beckett et Davis, 1977; Davis et Beckett, 1978). Certains auteurs ont proposé une
modélisation de la phytotoxicité des métaux en utilisant la fréquence de distribution de
Weibull (Taylor er al., 1991). Ainsi, l'ordre décroissant de toxicité sur le blé serait : Cd > Cu
> Ni> Al >Mn > Zn.

Répartition dans la plante

Les racines sont en reégle générale 'organe privilégié d'accumulation du nickel, avec
environ 80 & 90 % du Ni de la plante (Cataldo et al., 1978b; Taylor, 1988;
Wallace, 1989d; Liibben et Sauerbeck, 1991; Sauerbeck et Hein, 1991). En général, Zn, Cd,
Mn, Fe, Se et Mo sont rapidement transportés vers les parties aériennes, tandis que Cu, Ni,
Co, Pb et Cr sont retenus dans les racines (d'aprés Mench et al., 1992).

Au niveau des parties a€riennes, les grains contiendraient généralement davantage de
nickel que les feuilles, et celles-ci davantage que les tiges (Hunter et Vergnano, 1952; Crooke
et Knight, 1955; Sauerbeck et Hein, 1991; Mench et al., 1992). Ainsi, Liibben et Sauerbeck
(1991) ont constaté que les teneurs étaient 40 fois plus forte dans les grains que dans la paille
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d'un blé (6,5 contre 0,15 pg.g! MS). Cataldo et al. (1978b) ont montré sur le soja, en suivant
la migration de Ni radioactif, que le nickel des racines migre presque en totalité vers les
grains, et tres peu vers les tiges et les feuilles.

Le nickel est relativement mobile dans la plante, et les teneurs ont tendance & évoluer
avec son développement. Ainsi, les jeunes feuilles d'avoine en contiennent plus que les
feuilles 4gées (Hunter et Vergnano, 1952; Crooke et Knight, 1955). Neumann et Chamel
(1986) ont en effet nettement mis en évidence, chez le pois et le géranium, un transport de
63Ni dans le phlogme, 2 partir des feuilles vers les tissus puits.

Mesjasz-Przybylowicz et al. (1994) ont montré, sur une espece autochtone d'Afrique
accumulant le nickel (Senecio coronatus), que Ni est localisé essentiellement au niveau de
I'épiderme des feuilles, puis dans 1'épiderme des tiges, et au niveau du rhizoderme.

Au niveau cellulaire, Ni est souvent situé en majorité dans le cytoplasme. Ainsi,
Cataldo ez al. (1978b) ont observé que plus de 90 % du Ni des racines et des feuilles de soja
¢tait associ€ a la fraction cytoplasmique, le reste étant associé surtout aux parois cellulaires (6
% dans les feuilles, 7,6 % dans les racines). Cependant, Ni semble pouvoir se lier aux
chloroplastes (Golovchenko et Cherednichenko, 1962), en particulier au niveau du stroma et
des lamelles du stroma (Veeranjaneyulu et Das, 1982), aux noyaux (Sigee, 1982), ou dans la
vacuole associé a des polyphosphates (Kunst et Roomans, 1985). Il est probable que la
répartition cellulaire de Ni dépende fortement de l'espéce végétale.

1.3.5. Mécanismes de la toxicité du nickel chez les végétaux

Bien que plusieurs auteurs aient observé des actions toxiques ponctuelles du nickel,
aucun n'a pu mettre en €vidence un mécanisme de toxicité. L'action toxique du nickel semble

complexe, et elle est probablement le résultat de plusieurs effets combinés.

Action sur la photosynthése
De nombreuses études ont montré que la photosynthése est inhibée par le nickel (Carlson
et al., 1975; Clijsters et Van Assche, 1985; Sheoran et al., 1990; Bishnoi et al., 1993a). Cette
inhibition semble €tre le résultat de plusieurs effets : une inhibition de la chaine de transport
des €lectrons, surtout au niveau du photosysteme II (Tripathy et al., 1981; Veeranjaneyulu et
Das, 1982; El-Sheekh, 1993), une diminution de la teneur en chlorophylle et de la
conductance stomatique (Sheoran et al., 1990; Piccini et Malavolta, 1992; Bishnoi et al.,
19932), ou une inhibition des réactions sombres de la photosynthese, c'est & dire du cycle de
Calvin (Krupa et al., 1993). Les inhibitions du PS II sont généralement mises en évidence in
vitro, et Krupa et al. (1993) suggerent que Ni agit in vivo davantage sur le cycle de Calvin.
On peut regretter dans ces études l'absence de résultats sur la croissance, ce qui ne
permet pas de mesurer les répercutions de 1'inhibition de la photosynthése sur la diminution

de la croissance de la plante.
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Action sur le métabolisme des carbohydrates

Une action toxique du nickel semble se situer au niveau du transport des carbohydrates.
En effet, des excés de Ni induisent une accumulation d'amidon dans les feuilles de plusieurs
plantes, telles que le haricot (Rauser, 1978; Samarakoon et Rauser, 1979), le riz (Moya er al.,
1993), la lentille d'eau (Xyldnder er al., 1993).

Le mécanisme d'action de Ni sur le métabolisme des carbohydrates n'est toujours pas
expliqué. Moya et al. (1993) ont montré, par analyse de broyats de riz, que Ni augmente les
teneurs en carbohydrates des feuilles et diminue celles des racines. Samarakoon et Rauser
(1979) ont aussi montré une diminution de l'exportation de photoassimilats marqués au 4C
(amidon, et surtout glucose et saccharose) & partir des feuilles de haricot exposé a des exces
de nickel. Par conséquent, il semble que Ni puisse bloquer soit le transport du saccharose des
feuilles vers les racines, soit la syntheése de saccharose a partir d'amidon dans les feuilles.

Par ailleurs, entre Ni, Co, Zn et Cd, il semble que Ni soit I'élément qui induit la plus

forte accumulation d'amidon foliaire (Rauser, 1978).

Effet sur la cellule

Dans 1'étude de Robertson et Meakin (1980), la croissance des racines de Brachystegia
spiciformis, cultivé dans de l'eau, est fortement ralentie a partir de 0,03 mg.1-! de Ni (0,5 uM
Ni; - 25 % de réduction en 3 jours). A cette dose, ils observent une absence totale d'activité
mitotique au niveau des méristémes racinaires.

Gabbrielli et al. (1990) ont observé, au niveau du méristeme racinaire de Silene italica
cultivé sur solution aqueuse, que le nombre de cellules en anaphase et en télophase diminue a
partir de 2,5 uM de Ni, et qu'elles disparaissent totalement avec 7,5 M. Cette diminution de

l'activité mitotique est bien corrélée avec la diminution de la croissance racinaire.

Action sur les systémes enzymatiques

Gabbrielli et al. (1990) ont montré, sur Silene italica cultivé sur solution aqueuse, que
7,5 UM Ni (induisant une diminution de la croissance racinaire de 65 %) augmente l'activité
des peroxydases totales solubles (+ 68 % dans les racines, + 24 % dans les feuilles), et
concerne surtout des peroxydases basiques.

Le nickel inhiberait le systtme enzymatique du cycle de Calvin chez le haricot (Krupa
et al., 1993). Wildner et Henkel (1979) ont montré que Ni peut se substituer au Mg de la
RubisCo in vitro, entrainant une diminution de son activité carboxylation/oxygénation.

La synthese d'éthyléne serait fortement inhibée par Ni chez le soja, par une inhibition de
I'activité EFE (Ethylene Forming Enzyme) (Pennazio et Roggero, 1992). Roustan er al.
(1989) ont également observé une diminution de la synthese d'éthylene par des embryons de
carotte cultivés sur des milieux riches en nickel.

L'activité de I'ATPase plasmalemmique des racines de riz est inhibée par des exces de
nickel dans le milieu de culture (plus de 100 M) (Ros et al., 1992a).
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1.3.6. Mécanismes de résistance

Il n'y a pas, dans la littérature, de résultats clairs démontrant I'existence de mécanismes
de résistance au nickel chez les plantes cultivées. Seules les espéces accumulatrices de nickel,
généralement autochtones et souvent endémiques, fournissent des résultats intéressants dans
ce domaine. Les sols riches en nickel ont effectivement permis le développement d'une flore
trés spécialisée, et de nombreux travaux témoignent de leur intérét (Proctor et Woodell, 1975;
Jaffré et al., 1977; Jaffré, 1980; Brooks, 1987; Reeves, 1992).

Ces espéces peuvent tolérer des teneurs en nickel trés élevées (exprimée par rapport a la
mati¢re seche) : 1,8 44,7 % dans les feuilles de Psychoiria douarrei (Jaffré et Schmid, 1974),
0,65 % dans les feuilles de Hybanthus floribundus (Severne, 1974), plus de 25 % dans le latex
de Sebertia acuminata (Jaffré et al., 1976), 1 % dans les feuilles et 0,16 % dans les racines
d'Alyssum bertolonii (Vergnano Gambi ez al., 1982), 0,8 3 1 % dans les feuilles d'Alyssum
troodii (Homer et al., 1991). 1l existerait au moins 48 espéces accumulatrices de nickel (ayant
plus de 1000 pg Ni.g! MS dans les feuilles) en Nouvelle-Calédonie (Jaffré, 1980), et environ
200 dans le monde (Reeves, 1992).

Certains mécanismes de tolérance ont parfois été¢ mis en évidence chez ces especes :
Ni est associ€ au malate dans les racines et les feuilles d'Alyssum bertolonii (Gabbrielli et al.,
1991), il est associé au citrate ou au malate dans les feuilles de plusieurs espeéces
accumulatrices en Nouvelle-Calédonie (Lee et al., 1977, 1978; Kersten et al., 1980), il est
associé essentiellement au citrate et au malate dans les feuilles de Dichapetalum gelonioides
(Homer et al., 1991). L'intervention des acides organiques comme complexants semble donc
prépondérante.

Par ailleurs, il a €t€ montré que Ni est essentiellement localisé dans la vacuole de
souches de champignons Saccharomyces cerevisiae Ni-résistantes, ol il semble complexé a
I'histidine (Joho et al., 1992, cité par Gadd, 1993).

On trouve trés peu de résultats chez les plantes cultivées. Piccini et Malavolta (1992)
sont parmi les seuls 2 avoir montré des différences importantes de sensibilité¢ & Ni entre deux
cultivars de haricot. Bien qu'ils n'avancent pas d'explications, la différence pourrait provenir
de teneurs en Ni plus faibles dans les racines et les tiges chez le cultivar résistant, c'est & dire
d'un mécanisme d'exclusion.

La synth¢se de phytochélatines (PC) en présence de Ni a peu été démontré. Il semble
que le seul exemple soit une suspension cellulaire de Rauvolfia serpentina (Grill et al., 1987):
100 uM Ni sur milieu de Linsmaier et Skoog pendant 3 jours ont induit une syntheése de PC,
surtout de faible poids ((y-Glu-Cys)2-Gly). Cependant, ils n'est pas slir que Ies
phytochélatines puissent intervenir dans la tolérance au Ni, car les liaisons PC-métal n'ont été
montrées que pour Cu, Zn, Pb et Cd (Steffens, 1990).



CHAPITRE

MATERIEL ET METHODES







35

2

MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre présente les principales techniques et les protocoles d'analyses utilisés.
Compte tenu de la diversité des conditions expérimentales, les détails de chaque expérience

sont précisé€s dans les différents paragraphes des résultats.

2.1. MATERIEL VEGETAL

2.1.1. Les especes cultivées

La plus grande partie de ce travail a été réalisé avec le mais (Zea mays L.). Le choix de
cette espece, outre son intérét agricole, se justifie par sa rapidité de croissance et de
développement, et sa sensibilité aux carences, aux toxicités et aux déséquilibres minéraux. De
plus, notre laboratoire I'utilise comme plante-test depuis de nombreuses années et en connait
bien les besoins et le comportement. D'ailleurs, d'aprés Nellessen et Fletcher (1993), c'est 1a
plante la plus utilisée pour I'étude des métaux lourds, fournissant ainsi le plus de références.

Trois cultivars de mais ont été principalement utilisés : Hycorn 80 (la moins sensible au
nickel parmi les cultivars testés), GH 5010 (sensibilité intermédiaire), et XL 94 (la plus
sensible & Ni). D'autres cultivars ont été utilisés pour comparer leur sensibilité au nickel.
Leurs noms sont précisés dans les résultats.

En plus du mais, nous avons comparé plusieurs especes végétales quant a leur
sensibilité au nickel : le haricot (Phaseolus vulgaris L. cv Contender), la tomate
(Lycopersicon esculentum Mill. cv Roma), le sorgho (Sorghum vulgare cv Jumbo) et le
Squash (Cucurbita maxima Duch. cv Delica ; hybride simple issu du croisement du
concombre d'une courge).

Les plants ont été cultivés soit sur sol en vase de végétation sous serre, soit sur solution
(culture hydroponique) en salle de culture. En outre, une expérience a porté sur des rhizotrons

et le matériel utilisé est également présenté.

2.1.2. Culture sur sol en vase de végétation

Ce type de culture a été€ utilisé principalement pour définir les effets du nickel sur la

croissance et le développement du mais.
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Couvercle

Manchon de protection contre la lumiére

Cuvette d'irrigation en fibre de verre

Toiles d'irrigation en tissu de verre

Colliers de serrage des toiles

Eau d'irrigation

Poten PVC

Sol

Couvercle

Cuvette de réception du percolat
en fibre de verre

Toile en tissu de verre

Toile de tamis en inox

Percolat

Cuvette de remontée du percolat

10 cm

Fig. 2.1. Coupe d'un vase de végétation. Une quantité d'cau précise peut &tre mise dans la cuvette
d'irrigation (jusqu'a 3,5 litres). La récupération du percolal permet de contrler la consommation en
cau de la plante, et de doser la solution du sol & un temps donné. A la récolte, le pot se démonte
entierement. On peut alors récupérer la colonne de sol et les racines en plus des partics aériennes.
Toutes les parties du pot sont peintes en blanc a 'extérieur de fagon a limiter son échauffement par le
soleil. Les couvercles permettent de limiter le développement des algues dans la solution. Le pot
représenté a un volume de 4,7 litres, ce qui permet de cultiver du mais en serre pendant 30 jours
environ, sans distorsion par rapport 4 une culture en plein champ.
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Description du vase de végétation

La technique de culture sur sol en vase de végétation a ét€ mise au point par MM.
B. Bonzon et B. Denis, au laboratoire d'Agropédologie du Centre ORSTOM de Nouméa.
La figure 2.1 nous en montre le détail : la colonne de sol est irriguée par le haut & 1'aide d'une
toile en fibre de verre, qui ameéne par capillarité la solution d'irrigation a la surface du sol.
Une cuvette placée sous le pot permet de récupérer 'exces d'eau percolant a travers le sol.
Ainsi, il est possible de contrdler avec précision (au gramme preés) la quantité d'eau nécessaire
pour amener le sol & la capacité au champ, ou la quantité d'eau absorbée par la plante.

Le volume des pots habituellement utilisés est de 4,7 litres, la masse de sol nécessaire a
leur remplissage oscillant de 4,5 & 6 kg suivant sa densité. Ce volume permet de cultiver du
mais en serre sans distorsion par rapport au champ jusqu'au 3peme jour environ, plus
précisément jusqu'a une hauteur de 75 cm mesurée du sol & la ligule de la derni¢re feuille
dégainée. Des pots de 9 litres ont aussi été utilisés pour mener le mais jusqu'a maturité.

Préparation et mise en place

Le sol, prélevé sur le champ, est tamisé & 6 mm, puis soigneusement homogénéisé a la
pelle. Une fois le poids de terre par pot déterminé, les pots sont remplis en évitant tout
tassement, toujours avec la méme quantité de sol.

Les pots sont ensuite installés dans la serre. Ils sont amenés lentement 2 la capacité au

champ.

Dispositif expérimental

Chaque expérience en serre a €té bitie selon le méme type de dispositifs expérimentaux :
des essais en blocs complets équilibrés (simples ou factoriels) a six répétitions, avec deux
pots par traitement élémentaire, soit 12 pots par traitement au total. Ces conditions permettent

d'avoir de faibles coefficients de variation sur les parametres observés.

Semis

Les semis sont réalisés en fin d'aprés-midi, avec des graines prégermées, a raison d'une
graine par pot. Les plantules les plus vigoureuses sont utilisées. Leur radicule doit avoir 0,5 a
1 cm de long, ce qui oblige a lancer la germination 35 a 45 heures plus tot. Celle-ci est

réalisée & 28 °C, sur coton recouvert de papier filtre et imbibé d'eau déminéralisée.

Conditions nutritives

Lors du semis, la terre des pots est & la capacité au champ. Les éléments nutritifs sont
apportés en solution dans la cuvette d'irrigation, qui peut contenir jusqu'a 3,5 litres de
solution. Le débit des toiles est ajusté de fagon a ce que les plants soient au voisinage de la
capacité au champ, en jouant a la fois sur la hauteur d'eau dans Ia cuvette d'irrigation et sur le

nombre de toiles d'irrigation (Bonzon et al., 1991a).
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Tableau 2.1. Composition de la fumure minérale pour la culture du mais en vase de végétation.
(pot de 4,7 litres).

Produits ajoutés 2 1a solution Eléments Quantités apportées *
mg.pot! kg.ha'!

Macroéléments : N (NOj) 355 190
NH4NO;, KH,P0O4, KNO3, N (NH4*) 420 224
Ca(NO3)2.4H,0, Mg(NOs)2.6H,0, p** 129 69
(NH4),SO4 K 379 203
Ca 204 109

vig 124 66

S 163 87

Microéléments : B 39 2,1
H3BOs;, ZnS0,4,.7H,0, CuS04.5H,0, Zn 6,1 33
(NH4)6M07024.4H2O Cu 9,0 4.8
Mo 1,0 0.5

* Les quantités de nutriments apportés par kg de sol correspondent aux quantités prélevées en plein champ par
une culture de mais ayant produit 15,6 t.ha™! de grain sec.

** Sauf pour les sols ferrallitiques ferritiques (voir le texte, p. 5).

Tableau 2.2. Composition de la solution nutritive de Hoagland modifiée, utilisée pour la culture

hydroponique.
Produits ajoutés a Ia solution Eléments Concentrations finales
uM mg.l'!
Macroéléments : N (NO3) 14000 196
KNOj3, NH4H:PO,, N (NH4*) 2000 28
Ca(NO3)2.4H;0, MgSO4.7H,0 P 2000 62
K 6000 235
Ca 4000 160
Mg 1000 24
S 1000 32
Microéléments : Cl 50 1,77
KCl, H3BO3, MnS0O4.H,0, B 25 0,27
ZnS04,.7H;0, CuS04.5H:0, Mn 2,0 0,11
(NH4)gM070,4.4H,0, Fe-EDTA Zn 2,0 0,13
Cu 0.5 0,03
Mo 0.5 0,05

Fe 20 1.12
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Le tableaun 2.1 donne le détail de la fumure minérale pour une culture sur sol en vase de
végétation. Elle est apportée en 3 fractions : au semis, au 108me et au 208me jour de culture.
Fe et Mn sont présents naturellement en quantité suffisante et il est inutile d'en ajouter.

Pour les sols ferrallitiques ferritiques du Sud de la Nouvelle-Calédonie (§ 2.2), des
€tudes ont montré qu'il était nécessaire d'apporter 7 t.ha'! de P,O5 pour lever toute carence en
phosphore (Gourdon et al., 1991). Celui-ci est apporté sous forme de superphosphate triple
446 % de P,0Os. Le produit, broyé, est mélangé au sol sous forme solide avant sa mise en pot.
(pour l'apport de nickel voir le paragraphe 2.2).

Conditions climatiques

Selon la saison, les températures varient de 27 2 40 °C le jour et de 16 a 24 °C la nuit, et
I'humidité relative de 30 & 60 % le jour et de 80 & 90 % la nuit. La durée d'ensoleillement
oscille entre 11 h et 13 h par jour.

2.1.3. Culture sur solution

La culture sur solution (ou hydroponique) est utile lorsqu'il s'agit de travailler sur le

systéme racinaire en plus des parties aériennes.

Dispositif expérimental

Les graines sont tout d'abord désinfectées par un bain d’hypochlorite de sodium & 1 %
pendant 15 min. Apres ringage a I'eau déminéralisée, elles sont mises a germer a 28 °C sur du
coton recouvert de papier filtre et imbibé d'eau déminéralisée. Aprés 40 heures environ, les
plantules de mais ayant les radicules les plus Jongues sont sélectionnées pour €tre mises en
culture. Pour les autres especes, les temps de germination €taient les suivants : 36 heures pour
le sorgho, 4 jours pour le hbaricot, la tomate et le squash. Les graines prégermées sont coincées
ou maintenues a l'aide d'un manchon en mousse dans des trous faits sur des plaques en
polystyrene, a raison d'au moins douze plants par plaque. Celles-ci sont posées a la surface du
milieu de culture dans des bacs en polyéthyléne d'une contenance de 5 litres.

Conditions nutritives

Le tableau 2.2 donne le détail de la solution de culture utilisée. Il s'agit d'une solution de
Hoagland modifiée diluée 4 fois (Hoagland and Arnon, 1950). Cette dilution permet d'avoir
une solution de concentration treés proche de celle mise pour la culture sur sol en vase de
végétation. Les bacs contiennent 3 litres de solution, changées tous les trois jours.

Le nickel (NiCl,, 6H,0) est introduit dés le premier jour & des doses croissantes
comprises entre 0 et 100 uM. Le pH de la solution est de 5,3, et il n'est pas modifi€ par les
additions de NiCl,. A ce pH, le nickel est sous forme Ni(H,0)¢**, totalement disponible pour
la plante. L'aération des solutions est réalisé a 'aide d'une arrivée d'air comprimé assurant un

débit de 3 4 4 L.min’!. Le bullage est assurée par un tube en polyéthyleéne percé en plusieurs
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endroits par une aiguille, et fixé au fond du bac par des ventouses. Ce systéme permet d'éviter

des problémes de fixation du nickel sur les buleurs classiques en silice ou en bois.

Conditions climatiques
Les températures étaient de 24 + 1 °C le jour et 22 & 1 °C la nuit, et 'humidité relative

de 60 £5 % le jour et 70 £ 8 % la nuit. L'éclairage était assuré par une rampe de tubes
fluorescents (Mazdafluor Solara) fournissant une énergie lumineuse de 200 + 5 pmol.m-2.s-!

au niveau des plantes, pendant 14 heures par jour.

2.1.4, Culture sur rhizotron

Le rhizotron permet 'observation de la morphologie du systéme racinaire tout au long
de la croissance de la plante. Le bac de culture est principalement constitué de deux plaques

de verre paralleles espacées de 3 cm, assemblées comme le montre la figure 2.2.

// Le support de culture,
: , composé de billes d'argile
/ expansée (Lenihydrokultur),
Souverctss /' P occupe l'espace entre les deux

e protection ! ' )
/ , plaques. Une solution
toite ! A T nutritive (Hoagland diluée au

d'irrigation e = YR eg vy . T A Tt T T . .
. . 3 Eeiilaviites quart contenant différentes

- X <

. : o . .
8 S a cuvette concentrations de NiCl,) est
/’ biles 1% : P tans d'irrigation se 3 'aide d' il
/.77 dagie R e apporteea aiae dune toile en
- ; fibre de verre trempant dans
une cuvette d'irrigation placée
: ot sur le coté. L'excés de
SR %ﬁ%@ solution percolant est recyclé
)} L
‘ B régulierement. Un grain de
b u mais prégermé est repiqué 2
o)
. “cuvette de remontée cm sous la surface du support.
des percolats . L
Le systéme, placé dans une
10cm serre, permet de cultiver le

plant pendant environ 1 mois.

grillage inox

Fig. 2.2, Culture du mais sur rhizotron.

2.1.5. Description du plant de mais

A travers les expériences décrites plus loin, différentes parties du plant de mais ont été
prélevées. Afin de faciliter la compréhension, la figure 2.2 décrit un plant de mais dgé
d'environ 4 semaines, et une plantule de 8 jours.

Ainsi, pour les expériences utilisant des racines excisées, seules les radicules ont été
prélevées. Pour les analyses chimiques, les parties aériennes ont été coupées au niveau du
mésocotyle chez la plantule, et juste au-dessus des racines coronaires chez le plant plus dgé.

Les racines de la plantule ont été coupées a leur base, a 1 cm du noeud cellulaire.
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Point de rattachement du limbe
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Fig. 2.3. Plant de 4 semaines au stade 10 feuilles (6 feuilles dégainées), et jeune plantule de mafs

de 8 jours au stade 4 feuilles (deux premiéres feuilles dégainées).
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2.2. LES SOLS

Cette €tude s'étant déroulée, pour sa plus grande partie, en Nouvelle-Calédonie a
Nouméa, nous avons par conséquent travaill€ sur des sols du Territoire. Deux grands types de
sols ont €t€ utilisé€s : un sol alluvial équilibré, et plusieurs facies de sols ferrallitiques
ferritiques.

Le sol alluvial, prélevé dans la région de La Foa en Nouvelle-Calédonie (cf. Fig. 1.3),
est un sol équilibré & faible teneur naturelle en nickel (environ 150 mg.kg-! de sol sec).
Cette caractéristique nous a permis de l'utiliser comme sol témoin "sans nickel", et d'étudier
l'influence de cet élément sur la croissance et le développement du mais en lui rajoutant des
doses croissantes de sulfate de nickel (ajout€ au sol sous forme solide et mélangé a l'aide d'un
mélangeur (Chopin) pendant 5 minutes). L'horizon 0-25 cm a ét€ utilisé€. Ses principales
caractéristiques sont présentées dans le tableau 2.3.

Les sols ferrallitiques ferritiques ont ét€ prélevés dans le Sud de la Nouvelle-Calédonie
(cf. Fig. 1.3), dans la vallée de la Coulée. Ils proviennent principalement de l'altération de
péridotites (nésosilicates ferromagnésiens), principales roches meéres de cette région.
Ces derniéres contiennent du nickel en quantité relativement importante (environ 0,3 %).
A cours de leur évolution pédologique, la silice et le magnésium sont fortement lixiviés. Les
sols qui en résultent ont des teneurs tres importantes en fer, sous forme d'oxy-hydroxydes,
ainsi que de fortes teneurs en nickel, de 1'ordre de 1 %, dont le probléme de la phytotoxicité a
motivé cette étude.

Quatre types de sols ferrallitiques ferritiques ont été€ étudiés : deux sols dans deux
positions différentes (plaine et piedmont), et sur deux horizons (0-20 cm et 40-60 cm).

Leurs principales caractéristiques sont données dans le chapitre 3.

Tableau 2.3. Principales caractéristiques physico-chimiques du sol alluvial (horizon 0-25 cm).

Texture (%) argile 12,5
limons 24,7
sables 61,0
Matigre organique (mg.g™!) C 10,6
N 1,07
C/N 9,9
Complexe d'échange (méq.100 g1) Ca 8.5
Mg 7.3
K 0.3
Na 0,1
CEC 15,8
Phosphore (mg.g'1) total 1,5
assimilable 0,1

Ni (mg.kg?!) total 150




Analyses des végéraux, des sols et des eaux 43

2.3. ANALYSES DES VEGETAUX, DES SOLS ET DES EAUX

Les analyses ont été réalisées au Laboratoire Central d'Analyses du centre ORSTOM de
Nouméa, sous la direction de M. Pétard, puis de M. Veysseyre. Les méthodes utilisées sont
décrites plus en détail dans les notes techniques de M. Pétard (1993a, b et ¢).

2.3.1. Analyses chimiques des végétaux

Préparation des végétaux

La culture en vase de végétation permet d'analyser uniquement les parties aériennes.
Toutefois, dans certains cas, les racines ont aussi été analysées aprés lavage au Tween 40
(Merck), agent mouillant permettant d'éliminer la plupart des fines particules du sol.

Le dispositif de culture hydroponique permet par contre la récolte et I'analyse de la
plante entiere. Pour l'analyse des racines, celles-ci sont rincées pendant quelques secondes a
I'eau déminéralisée avant d'étre analysées.

Les échantillons récoltés sont pesés a ['état frais, puis séchés a 1'étuve a 105 °C pendant
44 h. Ils sont & nouveau pesés, puis broyés et tamisés a 0,5 mm.

Dosages des végéraux

Une quantité déterminée d'échantillon sec est calciné au four & moufle a 450 °C. Apres
pesée, les cendres obtenues sont reprises par HCI concentré. La solution est ensuite filtrée sur
papier filtre sans cendres.

Pour la détermination de la silice, le résidu de la filtration est attaqué par l'acide
fluorhydrique a chaud pour éliminer la silice, puis évaporé a sec et pesé. La quantité de silice
est déterminée par différence de poids.

Apres la détermination de la silice, le résidu est repris par HCI concentré et de 'acide
borique &2 5 %. La solution est jointe au filtrat obtenu apres la dissolution des cendres.
Du lanthane est ajouté a la solution jusqu'a 0,5 %, de fagon a atténuer les interférences dans le
dosage. Les cations sont dosés par spectrométrie d'€émission (K, Na) ou d'absorption atomique
en flamme air / acétyléne (Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Ni) (Varian AA 300). La limite de détection
du nickel est environ de 1 pg.g-! de matiére séche (pour certaines expériences nécessitant plus
de précision, Ni a €t€ dosé en spectrométrie d'absorption atomique a four en graphite, la limite
de détection étant de l'ordre de 10 ng.g-! MS). Le phosphore est dosé a l'auto-analyseur
(Technicon II) par colorimétrie du complexe phosphovanadomolybdique a 420 nm.

L'azote est extrait par minéralisation des échantillons secs selon la méthode Kjeldahl
(1883), puis dosé par titrimétrie de l'azote ammoniacal aprés déplacement a la soude et

entralnement 2 la vapeur d'eau.
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En ce qui concerne le soufre, I'échantillon est oxydé par une solution concentrée d'acide
nitrique et de nitrate de magnésium. Apres reprise chlorhydrique, 1a solution est filtrée et l'ion
SO42- est déterminé par turbidimétrie avec le chlorure de baryum, A l'auto-analyseur,

Les chlorures sont extraits a I'eau bouillante, puis dosés par potentiométrie avec une
électrode d'argent.

2.3.2. Analyses physico-chimiques des sols

Préparation des échaniillons de sol
Le sol est séché au tunnel 2 infra-rouges & 40 °C. Les racines des plants cultivés en serre
sont extraites soigneusement a la main. Le sol est ensuite tamisé & 2 mm et homogénéisé.

Une partie est broyée et tamisée & 0,2 mm, une autre 3 0,5 mm.

Déterminations physiques des sols

Pour la détermination du potentiel capillaire (pF), l'échantillon tamisé & 2 mm est saturé
€n eau, puis soumis & une pression d'air déterminée (exprimée par le logarithme de la pression
en g.cm?), Aprés 24 heures, I'humidité restante de 1'échantillon est déterminée (par séchage i
105 °C). Le pF 4,2 (pression de 16 kg.cm?) correspond au point de flétrissement; le pF 2,5
(pression de 316 g.cm2) correspond 4 la capacité au champ.

Les fraction granulométriques sont déterminées de la fagon suivante : aprés destruction
de la matiére organique & I'eau oxygénée, les particules sont dispersées par agitation; les
fractions argile (a < 0,002 mm) et limons fins (0,002 < If £ 0,02 mm) sont déterminées par
s€dimentation a l'aide d'une pipette de "Robinson"; apres élimination de ces fractions, les
limons grossiers (0,02 <1g < 0,05 mm) et les sables fins (0,05 < sf < 0,2 mm) sont séparés par
tamisage a 0,05 et 0,2 mm; les sables grossiers (0,2 < sg £ 2 mm) sont déterminés par pesée.

Déterminations chimiques des sols

Le pH est mesuré a partir d'une suspension de sol tamis€ 2 2 mm : soit dans I'eau, soit
dans une solution de KCl 1M, dans le rapport sol / solution de 1/2,5. La différence des deux
mesures (pHy20 - pHkcp indique le comportement du complexe d'échange : échangeur de
cations quand ApH est positif, échangeur d'anions quand ApH est négatif.

Pour ]a matieére organique, le carbone total est dosé selon la méthode de Walkley et
Black (1934). L'azote total est minéralisé selon la méthode Kjeldahl (1883) sur un sol broyé
et tamisé a 0,2 mm, puis dosé€ par titrimétrie de l'azote ammoniacal.

Les bases échangeables sont extraites, sur un sol tamisé & 2 mm, par une solution
molaire de chlorure d'ammonium & pH 7,0 dans I'éthanol & 60 % (méthode Tucker). Les bases
(Ca, Mg, K, Na) sont dos€s par spectrométrie d'absorption atomique en flamme (Varian
AA 300).
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Pour la capacité d'échange, une fois les bases échangeables extraites, les ions
ammonium restant sont déplacés par une solution de nitrate de potassium 1,5 M et de nitrate
de calcium 0,25 M. Les ions ammonium libérés sont dosés au pH-meétre, et les ions chlorures
par potentiométrie. La différence des deux mesures donne la CEC en terme de méq.100 gt de
sol. Dans le cas des sols ferrallitiques, on peut noter que la méthode Tucker & pH 7,0 est
probablement mal adaptée. En effet, leur teneur exceptionnelle en oxy-hydroxydes de fer leur
confére une capacité d'échange anionique non négligeable et d'autant plus importante que le
pH est faible, si bien que la CEC déterminée & pH 7,0 est treés certainement biaisée.
Il convient donc d'interpréter les résultats avec précaution.

Pour la détermination du phosphore total, le phosphore est extrait par fusion a la soude,
sur sol tamisé a 0,2 mm. Il est dosé & 'auto-analyseur (Technicon II) par colorimétrie du
complexe phosphomolybdique 2 820 nm. Pour le phosphore assimilable, la méthode de Olsen
modifiée est utilisée (Olsen et al., 1954) : sur sol broyé-tamisé & 0,5 mm, le phosphore est
extrait par une solution de fluorure d'ammonium et d'hydrogénocarbonate de sodium 0,5 M,
puis déterminé par colorimétrie du complexe phosphomolybdique réduit 2 880 nm.

Pour l'analyse totale (K, Ca, Mg, Na, Al, Cr, Co, Fe, Mn et Ni), I'échantillon, broy¢ et
tamisé a 0,2 mm, est attaqué par l'acide perchlorique 2 ébullition, apres destruction de la
matiere organique par l'acide nitrique. Apres filtration sur filtre sans cendres, du lanthane est
ajouté a la solution d'attaque. Les éléments sont dosés par spectrométrie d'absorption
atomique en flamme (Varian AA 300). La limite de détection du nickel contenu dans le sol
est environ de 0,01 %. La silice est déterminée sur le résidu de filtration par différence de
poids apres €limination par la soude.

Dans l'étude de la mobilité et de la biodisponibilité du nickel, celui-ci est extrait du sol
tamisé 4 2 mm selon deux techniques :

- par une solution de DTPA 5 mM + CaCl, 0,01 M ajustée a pH 5,3 par de l'acide
acétique, dans un rapport sol / solution d'extraction de 5 g / 25 ml, d'apres la méthode de
Lindsay et Norvell (1978) adaptée aux sols ferrallitiques de la Nouvelle-Calédonie (Pétard,
1993a). Apres une heure d'agitation, le mélange est centrifugé puis filtré sur papier. Le nickel
contenu dans le filtrat est dosé par spectrométrie d'absorption atomique. La limite de
détection est environ de 0,2 ptg Ni.g-! de sol.

- par une solution de KCI 1 M dans un rapport sol / solution de 1 / 10, avec 1 h

d'agitation. Aprés centrifugation et filtration, Ni est dosé sur le filtrat comme ci-dessus.

2.3.3. Analyses chimiques des solutions aqueuses

Une fois récoltés, les échantillons sont conserveés au réfrigérateur.
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La conductivité est mesurée 2 l'aide d'un conductimetre (Metrohm 660). Les résultats
sont exprimés en pUS.cml,

Le pH est mesuré au pH-metre (Metrohm 605).

Les chlorures sont dosés par colorimétrie par la méthode au thiocyanate mercurique a
480 nm. Les sulfates sont dos€s par turbidimétrie a I'auto-analyseur. Les phosphates (somme
de H;POy4, H,POy, HPO4> et PO en mg.l?) sont dosés par colorimétrie du complexe
phosphomolybdique & 8§80 nm.

Les cations, en présence de lanthane 1 % et d'acide perchlorique 2 %, sont dosés par
spectrométrie d'émission (pour K), ou par spectrométrie d'absorption atomique en flamme
(Varian AA 300) (pour Ca, Mg, Ni, Fe). La limite de détection du nickel en solution est
environ de 0,04 mg.1-1.

2.4. DOSAGE D'ACIDES ORGANIQUES

Nous nous sommes intéressés aux acides organiques dans le sens ol leur synthése peut
étre activée en cas d'intoxication par les métaux lourds (Suhayada et Haug, 1986; Delhaize,
Ryan et Randall, 1993).

Préparation des échantillons

Les analyses ont été faites sur des plants de mais cultivés en hydroponie pendant 10
jours. Des échantillons moyens de 12 plants sont constitués : les analyses des racines
correspondent a l'ensemble du syst€me racinaire, et celles des feuilles correspondent 2
I'ensemble des parties aériennes.

5 g de matiere fraiche broyée sont mélangés avec 2 ml de résine échangeuse de cations
(Dowex 50 W 8) de maniere a solubiliser les anions. Aprés 30 min d'agitation, le mélange est
filtré sous vide. Le filtrat, amené a pH 8,0 par NH4OH, est déposé sur une colonne contenant
une résine échangeuse d'anions (Temex 1 x &, 200-400 mesh). Les composés neutres (sucres)
et basiques (acides aminés) ne sont pas retenus et sont donc éliminés. Les acides organiques
retenus sont €lués par l'acide formique. L'éluat est ensuite évaporé sous air comprimé, amené
a sec, puis repris par 2,5 ml d'eau MilliQ. Les échantillons sont alors préts pour l'analyse.

Dosage

Les acides organiques sont séparés par HPLC : 20 ul d'échantillon sont injectés sur la
colonne (Aminex HPX 87 H), équip€e en sortie d'une micromembrane de suppression
permettant d'atténuer le bruit de fond. L'é€lution se fait avec NaOH, a 65 °C et 35 bar.
La détection se fait & 210 nm (absorption de la double liaison de la fonction COOH).
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2.5. DOSAGE D'ENZYMES ET DE PROTEINES

2.5.1. Peroxydases

Nous nous sommes intéressés aux peroxydases (EC 1.11.1.7) en tant que marqueurs de
stress (Castillo, 1986). Nous avons ainsi comparé les activités de différents organes de mais
(apex racinaire, base de la racine, et feuille), en fonction de la concentration en nickel dans la
solution, du temps de culture, et du cultivar (sensible et tolérant au nickel).

Préparation des extraits

Les extraits ont €té préparés a partir de plants de mais cultivés en hydroponie.

Les peroxydases ont été séparées en deux fractions, dites solubles (S) et ioniques (I), de
la fagon suivante : le matériel frais, prélevé en milieu de journée, est broyé finement a l'aide
d'un potter dans un tampon phosphate de potassium 0,05 M (pH 6,6) & 2 °C (dans un rapport
d'environ 1 g de MF pour 10 ml de tampon). Le tampon contient 3 % (par rapport & la matiére
fraiche) de PVP (polyvinylpyrrolidone) insoluble (Polyclar A.T.). Le broyat est centrifugé 30
min 2 20 000 g, 4 2 °C. Le surnageant constitue la fraction soluble, contenant les peroxydases
cytoplasmiques solubles et pariétales libres. Le culot est €épuis€ en activité peroxydasique
soluble par trois extractions successives dans les mémes conditions (fractions S2 a S4, réunies
avec S1). Le culot est ensuite repris dans un tampon de force ionique €levée (tampon + NaCl
1 M), pour extraire les peroxydases li€es aux parois par forces ioniques. Trois nouvelles
extractions successives sont réalis€ées comme précédemment, les surnageants constituant les

extraits I1 a I3. Les échantillons sont conservés au congélateur jusqu'a la fin des dosages.

Mesure de l'activité des peroxydases

Les peroxydases ont été€ dosées soit avec le gafacol comme substrat pour la mesure de
I'activité totale, soit avec la syringaldazine pour la mesure des peroxydases impliquées dans la
lignification (Imberty ef al., 1985). L'activité a été déterminée a 25 °C par spectrophotométrie
d'absorption (Beckman, Model 26).

Pour la mesure de l'activité peroxydasique totale, le mélange réactionnel est constitué de
2 ml de tampon Tris-Maléate 0,1 M (pH 6,5) contenant du gaiacol a 40 mM, H,0, 28 4 mM, et
20 pl d'extrait enzymatique. L'activité est déterminée & partir de la cinétique de formation
du tétragaiacol 4 470 nm, avec le coefficient d'extinction molaire de 26,6 cm-l.mM-!.
Les activités en nanokatals.mg ! protéines (ou g-! MF) sont calculées a partir de 1'€quation
suivante :

ADQ470 x Vcuve(ml) x Vextraction(ml) x 4000

At(s) x Vd'extrait(ml) x M(g MF ou mg protéines) x 26,6
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Pour la mesure de l'activité des peroxydases impliquées dans la lignification, le mélange
réactionnel est constitué de 2 ml de tampon Tris-Maléate 0,1 M (pH 6,5) contenant de la
syringaldazine & 0,1 mM (dissout 2 2 mM dans du méthanol), H,O, &2 4 mM , et 100 pul
d'extrait enzymatique. La cinétique de formation des produits d'oxydation de la
syringaldazine est suivie & 530 nm. Les activités sont données en ADQ.min"l.mg-! protéines

(ou g’ MF).

Electrophorése

Les extraits de la fraction soluble ont été séparés par focalisation isoélectrique sur gel
d'agarose (0,6 %). Le gel mis dans la cuve est recouvert d'un tampon Tris-Borate 0,1 M. Les
paramétres de la migration sont les suivants : 75 V; 2,5 mA; 2 °C pendant environ 3 heures.
10 a 20 pl de chaque échantillon (3 pg de protéines) sont déposés dans les puits au milieu du
gel. Les bandes peroxydasiques sont révélées en présence de 100 pl de H,O, & 30 % et de 50
ml de tampon Tris-Maléate 0,1 M (pH 6,5) contenant du gafacol a 40 mM.

2.5.2. AlA-oxydase

L'activité¢ AIA-oxydase est déterminée par la vitesse de dégradation de l'acide indole-
acétique, selon la méthode de Gordon et Weber (1951).

L'activité AIA-oxydase a ét€ dosée sur la fraction soluble décrite ci-dessus pour
I'extraction des peroxydases.

Le milieu réactionnel comprend : 2,28 ml de tampon phosphate 6,66 mM (pH 6,0),
50 ul de MnCl, 2 100 uM, 50 pl d'acide p-coumarique 2 50 puM, 100 pl d'AIA a 4 mM, et 50
ul d'extrait enzymatique. La réaction est conduite & 30 °C pendant une heure. Le réactif de
Salkowski (2 ml de FeCl3,6H,0 1,5 M, 70 ml d'eau distillée et 40 ml d'acide sulfurique pur)
est alors ajouté de facon a stopper la réaction (2 ml de réactif pour 0,5 ml de milieu
réactionnel). La quantité d'AIA restante est déterminée au spectrophotometre (Beckman) par
mesure de 1'absorbance & 535 nm au bout de 9 min. La différence avec la quantité présente au

dé€part détermine l'activité AIA-oxydase, exprimée en ADO.min-l.mg-! protéines (ou g-! MF).
2.5.3. ATPase

L'activité de 1'ATPase plasmalemmique des racines de mais a €té suivie par la mesure
de l'acidification du milieu de culture par des racines excisées.

Les plants de mais sont cultivés en hydroponie pendant 3 jours sur solution de
Hoagland diluée 10 fois, & pH 5,3. Au troisieéme jour, des lots de 36 racines excisées sont
mises 2 incuber dans 75 ml de solution de Hoagland 1/10 fraiche, & pH 6,00, avec différentes
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concentrations de NiCl,, ou 50 pM de vanadate. La température du milieu est maintenue a
25 °C. L'évolution du pH de la solution est suivie avec un pH-métre de précision. L'activité
est exprimée en néq de H* formés au moment de la mesure par g MF et par ml de solution.

2.5.4. Dosages de protéines

Les teneurs en protéines des extraits sont dosées selon la méthode de Bradford (1976)
pour déterminer les activités spécifiques des enzymes. La concentration en protéines est
déterminée par référence & une courbe étalon €tablie & partir d'une solution de sérum
albumine bovine (SAB).

2.6. DOSAGE D'ETHYLENE

Nous nous sommes intéressés a I'éthyléne en tant que marqueur de stress (Fuhrer, 1982)
sur des plants de maTs exposés au nickel.

Les graines de mais sont stérilisées dans une solution d'hypochlorite de sodium & 1 %
pendant 15 min. Apr€s trois ringages 2 l'eau distillée, elles sont mises & germer sur coton
imbibé d'eau distillée, en conditions stériles, pendant 36 heures & 28 °C.

Pour la mise en culture, plusieurs supports ont €té testés (coton, phytagel, agar, sable, et
vermiculite) : l'agar présente la meilleur neutralité vis a vis du nickel, les autres supports
diminuant sa disponibilité de sorte qu'aucune toxicité n'est observée aux doses de nickel
habituelles (jusqu'a 300 uM). Des solutions d'agar (Difco) a 6 g.I-! sont préparées,
additionnées de concentrations croissantes de chlorure de nickel (0 a 200 uM) en milieu
Hoagland 1/4. Chaque milieu est coulé dans des tubes préalablement autoclavés 20 min 2
120 °C. Apres refroidissement, chaque tube recoit une plantule, puis est bouché a I'aide de
bouchons stériles (Jle volume gazeux est alors environ de 80 ml). Les traitements sont répétés
trois fois. Les cultures sont maintenues dans une chambre de culture, dans les conditions
définies plus haut (§ 2.1.3).

Apres 8 heures, 1 ml de gaz est prélevé a l'aide d'une seringue hypodermique et la
concentration d'éthyléne est déterminée par chromatographie en phase gazeuse (Shimadzu
GC-8A). L'éthylene est identifié et quantifié en comparaison avec le temps de rétention et la
hauteur du pic d'un milieu standard. Les tubes sont ensuite débouchés et protégés avec du
coton, en attendant I'analyse suivante, de fagon a permettre le renouvellement du milieu
gazeux, nécessaire 2 une bonne croissance de la plante. Les analyses sont répétées durant huit

jours. A ce stade, les plants recevant les doses élevées de nickel sont fortement intoxiqués.
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2.7. MESURES DE LA PHOTOSYNTHESE ET DE LA CONDUCTANCE
STOMATIQUE

Les mesures de photosynthese et de conductance stomatique ont été faites sur des plants
de mais cultivés en serre. Elles ont été faites dans les m&mes conditions, au méme moment,
a l'aide du méme appareil (LI-COR, LI-6200).

2.7.1. Mesure de la phoiosyntheése

La mesure de la photosynthese est faite par analyse des échanges de CO; par infrarouge.
Le principe est le suivant : on enferme une surface donnée de feuille dans une chambre reliée
a l'analyseur. Les échanges de CO, sont ainsi analysés en continu.

Afin de maintenir dans la chambre une humidité relative constante et égale a celle de
I'extérieur, le volume d'air de la chambre passe continuellement a travers un dessicant
(perchlorate de magnésium) avec un flux contrdlé.

L'appareil integre ensuite différents parametres, tels que la température, le taux de CO,
et la pression de vapeur de la chambre, la transpiration de la feuille, la pression
atmosphérique, et le flux 2 travers le dessicant, pour calculer le taux de la photosynthése de la
feuille. Cette mesure correspond 2 la photosynthése nette.

Les mesures sont faites sur plusieurs feuilles, prises séparément et sur la partie médiane
de leur limbe. Les plants de mais sont placés sous une lampe assurant un éclairage puissant
(200 pmol.m?.s! au niveau de la feuille) et stable. La température au niveau de la feuille est
de 27 °C, et le taux de CO, dans la chambre de 350 ppm au début de la mesure. Seuls les pots
sont déplacés, afin d'étre dans des conditions identiques & chaque fois. Un temps de 15 min
sous la lampe est respecté avant de commencer les mesures. Celles-ci ont été faites en fin de
journée.

Les résultats sont la moyenne de six mesures (apres réouverture de la chambre a chaque
fois), chacune étant elle-méme la moyenne de six mesures faites en continu pendant

3 secondes, évitant ainsi une influence de la diminution du taux de CO,.
2.7.2. Mesure de la conductance stomatique

La conductance stomatique traduit la facilit¢ avec laquelle les stomates laissent
s'échapper la vapeur d'eau, autrement dit l'ouverture stomatique.

Le principe est le suivant : on laisse transpirer une surface de feuille dans une chambre
qui contient un microcapteur d'’humidité. Apres avoir fermé la chambre, 'appareil mesure le
temps que met l'air de la chambre pour passer d'une humidité H1 & une humidité H2.

On mesure ainsi la transpiration.
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L'appareil intégre ensuite différents paramétres, tels que la température et la pression de
vapeur de la chambre, celles a la surface de la feuille, la pression atmosphérique, la
conductance "non stomatique”, ainsi que la surface et le taux de transpiration de la feuille,
pour enfin calculer la conductance stomatique. Cette mesure correspond a la moyenne des
conductances stomatiques des deux faces de la feuille.

2.8. UTILISATION DU NICKEL RADIOACTIF

Etant donné la trés grande sensibilité d'analyse de la technique (environ 50 dpm, soit
2.1012 g de 63Ni), l'utilisation des radioéléments permet de suivre des cinétiques d'absorption
sur des temps trés courts, de quelques minutes a quelques heures.

Le nickel radioactif 63Ni est particulierement intéressant du fait de sa trés longue demi-
vie (125 ans), et de la faible énergie de ses rayonnements 3~ ne nécessitant pas de protections
lourdes (€nergie maximum = 0,066 MeV, arrétés par 5 cm d'air). Le produit est livré sous
forme de ¢3NiCl, dans HCI 0,5 M, avec une activité spécifique de 465 MBq.mg-! de Ni
(Dupont de Nemours). Pour les expérimentations, 10 pl de produit sont dilués dans 100 ml
d'eau (activité totale : 7,4 MBq).

Les expériences ont €té faites soit sur des racines de mais excisées soit sur des plants de

mais entiers.

Absorption de BNi par des racines excisées

Les plants de mais sont cultivés sur solution de Hoagland 1/4 dans les conditions
définies plus haut (§ 2.1.3). Au bout de quatre jours, les radicules sont excisées 2 1 cm du
noeud cellulaire (elles mesurent alors 8 & 10 cm). Les racines sont alors soit mises
directement dans des solutions de Hoagland 1/4 contenant différentes quantités de 93Ni, soit
mises dans de l'eau déminéralisée contenant ®3Ni aprés avoir été rincées pendant 12 heures
dans de l'eau pure avec aération. Les solutions de NiCl, sont marquées a 740 kBq.l"!
(20 uCi.I'Y). Des lots de huit racines (environ 1 g), avec 3 répétitions, sont mises a incuber

dans les différents solutions radioactives.

Absorption de SNi par des plants entiers
Les plants de mais sont cultivés sur solution de Hoagland 1/4 dans les conditions
définies plus haut (§ 2.1.3). Au bout de sept jours, les plants sont transférés sur le méme

milieu contenant en plus du 8NiCl, a 740 kBq.1'.

Extraction et Dosage
A la fin de l'incubation (de quelques minutes a quelques heures), les différents organes

sont récupérés (les racines sont rincées 3 fois rapidement a l'eau déminéralisée), et les poids
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frais sont déterminés. Les tissus, une fois hachés, sont mis dans des fioles contenant une
solution de HC1 0,2 N dans un rapport tissu / milieu d'extraction d'environ 1g de MF / 30 ml.

Les flacons sont mis & agiter & 70 °C toute une nuit. Le dosage du nickel est effectué le
lendemain. Le milieu d'extraction est mis en contact avec du liquide scintillant (ReadySafe,
Beckmann) (1 ml d'extrait / 10 ml de scintillant). Le liquide scintillant est sensible aux
radiations B~ émises par 93Ni : il émet alors des rayonnements lumineux (scintillation), dont le
nombre est proportionnel au nombre et & 1'intensité des particules 3~ €émises. Le nombre de
rayonnements lumineux est détecté par un spectromeétre & scintillation (Beckman LS 6000
SC), donnant les résultats en dpm (désintégrations par minute).

Le comptage s'effectue durant 2 minutes sur la fenétre 0-600. Chaque échantillon est
dosé 3 fois. Une 1égere scintillation artefactuelle (environ 220 dpm) est due a l'acidité du
milieu d'extraction : celle-ci est retranchée pour les calculs. Un échantillon étalon d'activité et
de concentration connues permet d'exprimer les résultats en ng de Ni.g't MF. Le seuil de

détection est estimé & 0,1 ng Ni.g-! MF.

2.9. TECHNIQUES DE LOCALISATION DU NICKEL
2.9.1. Localisation du nickel par microsonde électronique

Ce type d'appareil comporte une source €émissive d'électrons, accélérés par différence de
potentiel, et focalisés sur I'échantillon & analyser. L'interaction des €lectrons avec ['échantillon
produit une émission de rayons X, caractéristiques des éléments qui le composent.
Un détecteur analyse les émissions X, et donne la composition élémentaire de la zone
analys€e, en terme de concentration apparente. L'appareil est couplé & un microscope
¢lectronique (balayage ou transmission), permettant ainsi de visualiser la coupe et la zone
analysée.

11 existe un rayonnement de fond inévitable et particulierement important, si bien que
pour émerger de ce bruit de fond de fagon significative, un pic caractéristique doit
correspondre & une concentration de I'él€ément concerné d'au moins 500 2 1000 ppm (pg.g!).
De plus, étant donné la structure anisotrope des échantillons végétaux, on doit considérer que
l'on n'obtient, par cette méthode, que des concentrations relatives (par rapport a I'ensemble
des éléments analysés) assez précises.

Les observations des coupes sont réalisées soit en microscopie électronique a balayage

(MEB) soit en microscopie électronique a transmission (MET) :

Microanalyse en MEB
Les analyses sont effectuées sur des coupes provenant de plants de mais cultivés en
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hydroponie. Afin de conserver les éléments in situ lors de la préparation des échantillons, la
fixation du matériel végétal doit étre la plus rapide possible : des fragments d'organes de
5 mm sont immédiatement fixés a froid (- 70 °C) dans l'isopentane refroidi a 'azote liquide.
Des coupes d'une épaisseur de 16 um sont réalisées a - 30 °C a l'aide d'un cryomicrotome
(Reichert-Jung, Cryocut E), et recueillies sur des lames de terphane. Apres 48 heures 2 cette
température, les coupes sont ramenées & température ambiante dans un dessicateur. Les lames
de terphane sont ensuite recouvertes d'une fine couche de carbone afin d'améliorer la
conductivité des €lectrons, puis collées sur le porte-objet.

Les coupes sont observées et analysées au moyen d'un microscope électronique 2
balayage équipé d'un détecteur de rayons X en dispersion d'énergie (EDS) (Cambridge
Instruments). La tension d'accélération des électrons est de 20 kV, l'intensité du courant du
faisceau de 2,8 nA, et le temps de comptage de 100 sec. Le cobalt est utilisé comme
référence.

Le diametre et la profondeur de pénétration du faisceau d'électrons dans 1'échantillon
sont d'environ 5 um. Les tirs sont dirigés sur les parois des cellules, l'intégrité cellulaire
n'étant pas conservée par la méthode de cryo-fixation. Au moins 4 tirs sont réalisé€s pour
chaque type cellulaire. L'analyse semi-quantitative est réalisée automatiquement par un
logiciel analysant les spectres R-X. Les photographies présentées sont faites sur les électrons

secondaires.

Microanalyse en MET

Les analyses sont effectuées sur des coupes provenant de plants de mais cultivés en
hydroponie. Les échantillons sont fixés dans un tampon phosphate 0,1 M (pH 7,2) contenant
2 % de glutaraldéhyde et 0,1 % de Na,S, pendant 12 heures & 4 °C. Les métaux sont alors
fixés in situ sous forme de sulfure insolubles. Les échantillons sont ensuite déshydratés par
des bains successifs d'acétone, puis d'oxyde de propyléne, de degré croissant puis inclus dans
la résine Spurr. Des coupes d'une épaisseur de 80 nm et 160 nm, réalisées a l'aide d'un
ultramicrotome, sont recueillies sur des grilles en cuivre de 200-mesh, puis recouvertes d'une
fine couche de carbone.

Les coupes sont observées au moyen d'un microscope électronique & transmission
(JEOL JEM-2000 FX) et analysées par un détecteur de rayons X en dispersion d'énergie
(Tracor Northern TN5500). La tension d'accélération des €lectrons est de 200 kV, l'angle
entre 1'objet et l'analyseur (take-off) de 72° et le temps de comptage de 120 sec. Un
programme d'analyse (SQMTF) permet d'ajuster les analyses sur des spectres de référence
pré-mémorisés.

Le diametre du faisceau est environ de 0,1 2 0,3 um. Les tirs peuvent donc €tre dirigés

précisément sur chaque organite de la cellule.
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2.9.2. Révélation du nickel par autoradiographie

Nous avons réalisé des antoradiographies sur plante enti¢re afin de localiser le nickel au
niveau de la plante, et de visualiser sa migration et son accumulation. Le principe de la
technique est basé sur la mise en contact d'une plante contenant I'élément radioactif avec un
film sensible aux rayonnements émis par I'élément. Apres révélation du film, celui-ci présente
des zones d'autant plus noires que la concentration de ['élément dans la plante & ces endroits
est importante.

Des plants de mais ont ét€ cultivés en hydroponie pendant un a huit jours, dans une
solution de Hoagland 1/4 contenant du nickel radioactif a la dose de 740 ou 1480 kBq.1"! (voir
le paragraphe 2.8 pour les détails du produit). L'expérience est faite de fagon a ce que les
plants aient le méme &ge 2 la fin de l'expérience. A la récolte, les racines sont rincés 2 fois
pendant quelques secondes a l'eau déminéralisée, puis les plants sont s€chés pendant
48 heures & 50 °C. Chaque plant est ensuite mis en contact, en chambre noire, avec un film
sensible aux rayonnement 8~ (Fuji, medical X ray Film, New RX). Le plant et le film sont pris
en sandwich entre 2 plaques de verre épais reliées entre elles par un adhésif. Le tout est placé
dans un sac en plastique noir. Les films sont entreposés au noir pendant 15 jours 2
température ambiante. Ils sont ensuite développés par un bain dans le révélateur (Kodak LX
24) pendant 5 min, un rincage a l'eau distillée pendant 30 sec, un bain dans le fixateur (Kodak

AL 4) pendant 5 min, ringage a l'eau pendant 30 sec, et séchage.
2.9.3. Coloration du nickel par le diméthylglyoxime

Le diméthylglyoxime (DMG) donne avec les sels de nickel un précipit€ rouge tres peu
soluble (Charlot, 1974). La réaction est pratiquement spécifique. Ce produit est utilisé
normalement en chimie minérale dans un but d'identification d'espéces atomiques en solution,
et son utilisation pour localiser le nickel dans les tissus est délicate, en raison de la mobilité
du précipité (voir la partie résultats).

Les meilleurs résultats ont été obtenus sur des parties d'organes frais, légerement
écrasées entre deux lames, et mis en contact avec une goutte de DMG (sel disodique
octahydraté, Merck) 4 0,1 % dans I'eau. Une coloration rose a rouge se développe en quelques
minutes si une quantité suffisante de nickel est présente (au moins 50 mg.l"! accessibles au
DMG. Voir la partie résultats). Aprés séchage a l'air, des photos sont prises a la loupe

binoculaire.
2.9.4. Révélation du nickel par la méthode au sulfure d'argent

Cette technique est basée sur la transformation des métaux en sulfures métalliques
insolubles par le sulfure de sodium (Danscher, 1981). Un sel d'argent est ensuite ajouté. Une

coloration noire apparait, correspondant a la réduction des ions argent sur les molécules de
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sulfure métallique, ce qui permet de localiser I'emplacement des métaux contenus dans le
tissu. La méthode au sulfure d'argent détecte pratiquement tous les métaux (sauf le mercure,
et sauf certaines formes chimiques tel que le fer contenu dans les cytochromes).

Les échantillons sont prélevés sur des plants de mais cultivés en hydroponie. Ils sont
fixés dans un tampon phosphate 0,1 M (pH 7,2) contenant 2 % de glutaraldéhyde et 0,1 % de
Na,S, pendant 12 heures & 4 °C. Apres déshydratation par des bains successifs d'éthanol de
degré croissant, et inclusion dans une résine hydrosoluble (Kulrer 7100, Labonord), des
coupes de 3 um, faites au microtome (LKB Historange), sont collectées sur des lames.
Celles-ci sont recouvertes d'une solution de gélatine & 0,5 %, mise a sécher sur une platine
chauffante, puis placées dans un récipient de facon & étre recouvertes du milieu de
développement, fraichement préparé, de composition suivante : 60 ml de gomme arabique en
tant que colloide protecteur (500 g.11, filtré aprés agitation), 10 ml de tampon citrate 2 M
(255 g d'acide citrique 1.H,0 et 235 g de citrate de sodium 2.H,O pour un litre d'eau), 15 ml
d'’hydroquinone en tant qu'agent réducteur (56,6 g.1'1), et 15 ml de lactate d'argent (7,3 g.1'1).
(celui-ci est ajouté juste avant utilisation). Aprés 90 min de réaction dans le noir & 26° C, les
lames sont rincées a I'eau courante pendant 15 min, puis a l'eau distillée. Apres séchage, elles
sont montées dans du clearium, L'observation est faite soit en lumi€re blanche soit en fond
noir. Dans le premier cas, les grains d'argent apparaissent en noir, dans le second en blanc, et

ils correspondent a I'emplacement des métaux lourds.

2.10. OBSERVATIONS MICROSCOPIQUES

2.10.1. Microscopie photonique (MP)

Les échantillons ont été prélevés sur des plants de mais cultivés en hydroponie. Au bout
de 8 jours de culture, les parties suivantes d'organes ont été prélevées : milieu du limbe de la
seconde feuille a I'état mature, apex de la radicule et "base" de la radicule (zone située a 1 cm
du noeud cellulaire). Ils ont été récoltés en méme temps, en fin de journée, et immédiatement
fixés dans un tampon phosphate 0,1 M (pH 7,2) contenant 2 % de glutaraldéhyde, pendant 24
heures a 4 °C. Une fois déshydratés graduellement par I'éthanol (50 %, 70 %, 90 % et 100 %,
1 h par bain), et inclus dans une résine hydrosoluble (Kulzer 7100, Labonord), les

échantillons sont coupés au microtome (LLKB Historange) & 3 ptm d'épaisseur.

Coloration des protéines et des sucres

Les coupes sont colorées par le réactif de Schiff (acide périodique 5 min, Schiff 10 min)
et le naphtol blue-black (7 min), puis montées dans du clearium. Les protéines solubles ou
non sont colorées en bleu (Fisher, 1968), et les dérivés glycosylés en rouge. Les coupes sont

observées en microscopie photonique (Leitz-Leica), en contraste interférentiel.
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Coloration des lignines

Des coupes fraiches sont faites au vibratome & 40 um d'épaisseur. Elles sont ensuite
colorées par le phloroglucinol-HCI (test de Wiesner) : 10 min de mise en contact avec une
solution de phloroglucinol & 1 % dans 1'éthanol & 95 °, puis montage dans HCI concentré.
L'observation est faite immédiatement. Les parois lignifiées sont colorées en rouge.

Révélation du nickel
La méthode de révélation du nickel au sulfure d'argent est décrite au paragraphe 2.9.4.

2.10.2. Microscopie électronique a transmission (MET)

Les €chantillons sont prélevés au méme moment que pour la MP. Ils sont fixés dans un
tampon phosphate 0,1 M (pH 7,2) contenant 2 % de glutaraldéhyde, puis avec OsO42 1 %.
Apres déshydratation par des bains successifs d'acétone, puis d'oxyde de propyléne de degré
croissant, les échantillons sont inclus dans la résine Spurr (Spurr, 1969). Les coupes ultrafines
(80 nm) sont contrastées par le citrate de plomb et l'acétate d'uranyle. Les observations et les
photos sont faites & 1'aide d'un microscope électronique a transmission Hitachi H-7100.

2.10.3. Microscopie élecironique a balayage (MEB)

Les €chantillons sont fixés dans un tampon phosphate 0,1 M (pH 7,2) contenant 2 % de
glutaraldéhyde, pendant 24 heures & 4 °C. Ils sont ensuite déshydratés graduellement par
I'éthanol (50 %, 70 %, 90 % et 100 %, 1 h par bain), puis soumis au contournement du point
critique du CO, (Homes, 1975). Les échantillons sont recouverts d'une pellicule d'or, puis
collés sur un adhésif double-face sur le porte-objet. Les observations et les photos sont faites
sur un microscope électronique a balayage Jeol JSM-6300 F opérant a 5 kV.

2.11. ANALYSES STATISTIQUES

Dans les graphiques, les estimations de la variabilité des résultats sont données en terme
d'écart-type de leur moyenne (m & sm).

Dans les tableaux, la signification des différences entre les moyennes est déterminée a
I'aide du test-t de Student au seuil de 5 %. Elle est indiquée par la plus petite différence
significative (PPDS).



CHAPITRE 3

BIODISPONIBILITE DU NICKEL
DANS LES SOLS FERRALLITIQUES FERRITIQUES
DE NOUVELLE-CALEDONIE







59

3

BIODISPONIBILITE DU NICKEL
DANS LES SOLS FERRALLITIQUES FERRITIQUES
DE NOUVELLE-CALEDONIE

Les teneurs en nickel exceptionnellement élevées (environ 1 %) des sols ferrallitiques
ferritiques du Sud de la Nouvelle-Calédonie peuvent-elles remettre en cause les efforts
consacrés depuis une quinzaine d'années au développement agricole de cette petite région ?
La question mérite d'étre examinée : une part importante des problémes rencontrés, par les
maraichers notamment, ne trouvent actuellement aucune explication classique (carences en
éléments majeurs ou mineurs, difficultés phytosanitaires, etc.). Qui plus est, elle déborde du
Sud calédonien et concerne l'ensemble des sols ferrallitiques ferritiques nickeliferes de la
Grande Terre et aussi, probablement, du monde (cf. Fig. 1.3).

La mobilité et la biodisponibilité du nickel issu de boues ou de sels ont été souvent
étudiées (d'apres Ademe et INRA, 1994). Par contre, les informations relatives a la mobilité
du nickel préexistant du sol sont peu nombreuses. La revue bibliographique (chapitre 1)
a montré que la mobilit€ et la biodisponibilité du nickel dans un sol dépendent des formes
sous lesquelles il existe, ces derniéres étant principalement liées aux caractéristiques
minéralogiques et physico-chimiques du sol.

S'agissant des sols ferrallitiques ferritiques de Nouvelle-Calédonie, plusieurs auteurs
(Nalovic et Quantin, 1972; Trescase, 1975; Schwertmann et Latham, 1986) ont mis en
évidence que Ni est associé a des oxydes de fer, dont les teneurs sont trés €levées (de 50 a
75 % environ, principalement de ['hématite et de la goethite). L'étude de Bourdon et Becquer
(1992) montre, de plus, que ces sols ont une capacité d'échange cationique treés faible
(quelques meq.100 g1), car ils sont généralement dépourvus d'argile et ont peu de matiere
organique, hormis en surface. Par ailleurs, le pH est souvent acide, mais peut varier fortement
selon la position du sol dans la toposéquence (entre 4,5 et 6,5). La mobilité de Ni pourrait
donc varier de fagon importante en fonction du facies du sol ferrallitique ferritique et de ses
caractéristiques physico-chimiques propres. Jusqu'a présent toutefois, dans ces sols en zones
cultivables, les formes sous lesquelles le nickel existe, ses capacités de mobilité et
d'absorption par les plantes ont €té tres peu précisées.

L'objectif des €tudes relatées dans ce chapitre est ainsi de caractériser la mobilité et la
biodisponibilité du nickel dans les principaux types de sols ferrallitiques ferritiques

cultivables rencontrés dans le Sud de la Nouvelle-Calédonie.
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3.1. CONDITIONS EXPERIMENTALES

Les travaux ont €té conduits i l'aide de cultures sur vase de végétation (décrits au § 2.1)
sur quatre échantillons de sol ferrallitique ferritique correspondant aux horizons 0-20 et
40-60 cm de deux faciés différents d'une méme toposéquence. Cette derniére est située dans
le bassin inférieur de la riviére La Coulée. Les faci€s sont un faci¢s de piedmont présentant
une pente de 15 % et un faciés de plaine. Ils ont été choisis en fonction de leur caractére
arable, de leurs différences d'ordre physico-chimique et de leur représentativité a 1'égard des
sols de la région, d'apres I'étude de Bourdon et Becquer (1992).

Environ 300 kg de sol de chaque horizon ont €t€ prélevés sous végétation naturelle,
en bordure de champ cultivé. Ils ont ensuite ét€ tamisés & 6 mm, puis homogénéisés.
Les techniques d'analyses employées sont décrites dans le chapitre 2.

Les principales caractéristiques physico-chimiques des quatre sols étudi€s sont
présentées dans le tableau 3.1.

Concernant I'€tude de la mobilit€ du nickel dans ces sols, le Ni extractible par le DTPA
5 mM + CaCl; 0,01 M a pH 5,3 et celui extractible par le KCI 1 M ont ét€ dosés sur chacun
des quatre sols avant leur mise en pot. La solubilit€ du nickel dans ces sols a ét€¢ déterminée
par l'analyse de leur solution sur les vases de végétation avant le semis et & la récolte des
plants. Les vases de végétation (volume de 4,7 litres) ont été remplis avec 5,1 kg de sol de
plaine, ou 6,2 kg de sol de piedmont. Avant le remplissage des pots, pour lever leur carence
en phosphore (Gourdon et al., 1991), les sols ont ét€ mélangés avec 2,3 g.kg! de P,Os (sous
forme de superphosphate triple). Ils ont été mis et gardés ensuite & la capacit€ au champ,
I'exces d'eau percolant étant remonté dans la cuvette d'irrigation tous les 2 a 3 jours. Trois
jours avant chaque prélevement des solutions de sol (2 partir de Ia cuvette de réception des
percolats ; Fig. 2.1), les volumes de percolats recyclés ont ét€ ajustés précisemment a 3 litres
avec de l'eau déminéralisée. Trois prélévements de solution ont été effectués dans ces
conditions : le premier, 3 semaines apres la mise a la capacité au champ, le second 8 jours
apres l'application des engrais liquides (cf. tableau 2.1), juste avant le semis, le troisi¢me a la
récolte des plants.

Le mais (cv GH 5010) a été utilisé pour caractériser la biodisponibilité du nickel. A la
récolte, outre les solutions de sol, les parties aériennes des plants et le nickel du sol extractible
par le DTPA ont été analysés sur chaque pot. Le dispositif a €t€ congu de telle sorte que deux
récoltes puissent &tre opérées, la premitre au 28%me jour de végétation, la seconde, étalée dans
le temps mais réalisée au méme stade de développement, lorsque les plants atteignaient 75 cm
de hauteur 2 la ligule de la dernigre feuille dégainée.

Pour simplifier 1'écriture, le nickel extrait au DTPA 5 mM + CaCl; 0,01 M a pH 5,3 sera
appelée Ni(DTPA). Il en sera de méme avec Ni(KCl), représentant I'extraction au KCl 1 M,
Ni(mais) représentant les teneurs en Ni dans les parties aériennes du mais apres 28 jours de

croissance, et Ni(solution) la concentration en Ni dans la solution du sol.
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Tableau 3.1. Principales caractéristiques physico-chimiques des sols ferrallitiques ferritiques de
I'étude. Pour chaque type de sol, les analyses ont été effectuées sur un échantillon moyen issu des
300 kg de sol tamisé€s & 6 mm et homogénéisés.

Echantillon de sol Plaine Plaine  Piedmont Piedmont
Horizon (cm) 0-20 40-60 0-20 40-60
Granulométrie (%) argile 21,3 17,6 24,1 17,0
limon fin 39,7 43.8 40,0 45,4
limon grossier 99 17,6 5,0 1,9
sable fin 22,3 18,1 14,5 8.6
sable grossier 6.8 2,8 16,3 27,1
Matiére organique totale (%) 3.6 2.5 32 0,7
carbone (mg.g'!) 21,0 14,5 18,3 42
azote (mg.g!) 1,5 1,1 09 0.3
Eau du sol (%) pF 2,5 41,0 40,7 28,1 19,8
pF4,2 22,7 23,5 18,0 13,6
pH pH (H,0) 6,60 6.60 5,10 4,65
pH (KCI) 6,20 6.20 5,70 6,05
Complexe d'échange Ca 2,42 1,13 0,31 0,04
(méq.100g1) Mg 895 9,06 042 0,01
K 0,45 0.16 0.13 0,03
Na 0,22 0.13 0,13 0,03
CEC 12,12 10,98 2,50 1,92
Phosphore (mg.g™!) total 0,66 0,29 0,29 0,29
assimilable 0,01 0,00 0,01 0,00
Eléments totaux (%) perte au feu 14,04 13,00 13,64 12,25
résidu 10,48 8.48 047 0,61
Si0; 12,20 13,61 2,13 1,52
AlO3 7,60 7.52 7.16 7.68
Fea03 48,50 50.80 73,80 73,92
MnO; 0,69 0,74 0.53 0.45
TiO2 0.14 0,14 0,15 0,19
Ca0 0.14 0.09 0,02 0,01
MgO 3,51 2,81 0,46 0,39
K20 0,01 0.01 0,00 0,00
Na»O 0,01 0,01 0,00 0,00
Cr03 2,28 2,32 3.04 3,65
CoO 0,10 0,10 0,06 0,05
NiO 1,08 1,22 0,96 0.89

(Nienpug.gh 8490 - 9590 7540 7000
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3.2. RESULTATS

3.2.1. Mobilité du nickel dans les sols ferrallitiques ferritiques

La mobilité d'un élément est son aptitude & passer dans les compartiments du sol ot il
est de moins en moins €nergiquement retenu (Juste, 1988), le compartiment final étant la
solution du sol. L'analyse de cette derniére doit par conséquent permettre de comparer les

mobilités du nickel dans les différents sols de l'expérience.

Le tableau 3.2 présente les résultats des analyses effectuées avant le semis sur les
solutions des quatre sols ferrallitiques étudiés, les échantillons ayant ét€ prélevés avant et
apres application des engrais. La force ionique (p) est calculée a partir des résultats de
l'annexe 1, selon la formule 1 = (1/2).2.Ci.Zi?, ol Ci est exprimé en mol.l-! (cf. annexe 6).

Pour le calcul du bilan (rapport de la quantité de Ni soluble sur la quantité totale de Ni
dans 1 kg de sol), l'estimation de la quantité de Ni soluble par kg de sol a été réalisé de la

maniére suivante (3 étant le volume d'eau en litres dans la cuvette d'irrigation du pot) :

Ni soluble (mg.kg-! de sol) = Teneur Ni solution (mg.I'!) x (quantité de solution (1).kg-! de sol)
= Teneur Ni solution (mg.1"!) x (pF2,5/100 + 3/poids de sol par pot)

Tableau 3.2. Solubilité du nickel dans les sols ferrallitiques ferritiques avant le semis. Le nickel a
été dosé dans Ia solution des sols, avant et aprés apport d'engrais. L'engrais est celui décrit dans le
tableau 2.1. [ est la force ionique de la solution du sol. Le bilan est le rapport de la quantité de Ni
soluble sur la quantité totale de Ni dans 1 kg de sol. Les valeurs correspondent a des solutions issues
de 12 vases de végétation et réunies entre elles.

Plaine Plaine Piedmont Piedmont
Traitement 0-20 cm 40-60 cm 0-20 cm 40-60 cm
avant engrais * Ni (mg.I'") 0,15 0,06 0,07 0,04
n 0,013 0,008 0,019 0,031
bilan (%) 0,0017 0,0006 0,0007 0,0004
apres engrais Ni (mg.I'!) 0,71 044 0,09 0,04
1) 0,067 0,061 0,030 0,047
bilan (%) 0,0084 0,0046 0,0009 0,0004

* hormis le superphosphate triple.
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Avant l'apport d'engrais, on constate que le nickel est globalement trés peu soluble (2 la
limite de la détection = 0,04 mg.1-1). Seul I'horizon de surface du sol de plaine libére du nickel
dans la solution en quantité significative. Cette différence n'est pas due & une force ionique
plus élevée de la solution (composition en annexe 1), qui aurait pu favoriser un déplacement
du nickel du sol vers la solution par interactions ioniques. Il s'agit donc bien d'une
caractéristique propre du sol.

Apres 1'apport d'engrais, par contre, une quantité importante de nickel est déplacée vers
la solution, mais seulement dans le cas des sols de plaine. Par conséquent, le potentiel de
mobilité du nickel parait important en plaine, mais tres faible en piedmont.

Il est intéressant de remarquer qu'en plaine, avec l'addition des engrais, les
augmentations de i et de la concentration en Ni dans la solution sont du méme ordre de
grandeur. Ceci suggere qu'il existe une fraction relativement importante de nickel faiblement
adsorbé dans les sols de plaine, pouvant &tre facilement déplacé vers la solution par I'addition
de sels solubles. Par contre, dans les sols de piedmont, Ni serait sous des formes tres peu
solubles.

Les bilans du tableau 3.2 montrent qu'une fraction extrémement faible du nickel présent
dans ces sols est soluble (tableau 3.1).

Les résultats des extractions du nickel du sol par le KClI et le DTPA sont reportés dans
le tableau 3.3. L'extraction au DTPA corrobore les différences observées au niveau de la
solubilisation du nickel (cf. tableau 3.2) : le DTPA extrait beaucoup de Ni dans les sols de
plaine, et treés peu dans les sols de piedmont. La figure 3.1 met en évidence deux types de sols
au comportement différent : les sols de piedmont libérant peu de Ni dans la solution et avec le
DTPA, et les sols de plaine libérant beaucoup plus de Ni avec le DTPA et pouvant libérer des
quantités relativement importantes de Ni dans la solution. Elle suggére aussi une relation
entre Ni (DTPA) et Ni (solution). Une corrélation établie sur les deux nuages de points serait
cependant hasardeuse. D'ailleurs, pour chaque horizon pris séparément, la quantité de Ni dans

la solution semble pratiquement indépendante de la quantité de Ni(DTPA).

Tableau 3.3. Quantité de nickel extrait par le KCl et le DTPA. Les résultats, pour chaque type de
sol, correspondent a un €chantillon moyen issu des 300 kg de sol tamisé et homogénéisé. Le bilan est
le rapport de la quantité de Ni extrait sur la quantité totale de Ni dans 1 kg de sol.

Plaine Plaine Piedmont Piedmont

0-20 cm 40-60 cm 0-20 cm 40-60 cm
Nickel (KCI) (ug.gh 8.4 7,1 972 2,7
bilan (%) 0,0990 0,0750 0,1220 0,0386
Nickel (DTPA) (ug.gh) 84,2 74,3 18,5 1,3

bilan (%) 0.9918 0,7750 0,2453 0,0186
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Par contre, le nickel extrait par le KCI montre peu de différences entre les sols, seul
celui de piedmont 40-60 libérant peu de Ni (tableau 3.3). De plus, Ni(KCI) ne semble pas étre
étroitement 1i€ avec Ni(solution) (avec engrais) ou avec Ni(DTPA) (tableaux 3.2 et 3.3).
Le Ni(KCI) ne serait donc pas un bon indicateur de la mobilité du nickel. Cependant, on
constate qu'il est corrélé avec la teneur en matiere organique du sol (r = 0,968, significatif au
seuil de 5 %, d'aprés les données des tableaux 3.1 et 3.3), et pourrait par conséquent
représenter la fraction de Ni liée & 1a matiére organique.

La littérature indiquant que Ni est associ€ aux oxydes de fer, une extraction du fer par le
DTPA a été effectuée sur les sols de 1'étude, afin de voir si les différences de mobilité du
nickel constatées avec le DTPA pouvaient étre lides a des différences de mobilité du fer. Les
résultats sont présentés dans le tableau 3.4. Ils montrent qu'il n'y a pas de différences
significatives entre le piedmont 0-20 cm et les sols de plaine, suggérant que les différences de
mobilité de Ni entre la plaine et le piedmont ne sont pas dues a des différences de mobilité
du fer.

Tableau 3.4. Quantités de fer et de nickel extraits par la DTPA. Les résultats, pour chaque type dc
sol, correspondent a un échantillon moyen issu des 300 kg de sol tamisé et homogénéisé.

Plaine Plaine Piedmont Picdmont

0-20 cm 40-60 cm 0-20 cm 40-60 cm
Fe (DTPA) (ug.gh) 119,7 92,4 117.6 27,3
Ni (DTPA) (ug.gl) 84,2 74,3 18,5 1.3

Le tableau 3.5 permet de comparer les teneurs totales en nickel avec les quantités de Ni
extrait par le DTPA. D'une mani¢re générale, on constate que les sols de piedmont ont moins
de Ni total et liberent moins de Ni avec le DTPA que les sols de plaine. La figure 3.2 montre
cependant qu'il n'existe pas de corrélation au niveau des sols de piedmont : dans ce cas, il
semble que le Ni total puisse varier sans que Ni(DTPA) ne varie, ce qui confirme la faible
mobilité de Ni en piedmont. En plaine, par contre, la corrélation est élevée (r = 0,805,
significatif au seuil de 0,1 %) : dans ce cas, les variations de teneurs en formes mobiles

pourraient €tre liées aux variations de teneur totale en Ni.
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Fig. 3.1. Relation entre la concentration en Ni dans la solution du sol et la concentration en
Ni extrait du sol par le DTPA. Les analyses ont été faites a la fin de la culture du mais (28
jours). Chaque point correspond a un couple de valeurs observées sur un pot.
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Tableau 3.5. Teneurs totales en Ni et quantités extraites par le DTPA dans différents sols
ferrallitiques ferritiques du Sud de la MNouvelle-Calédonie. Les données figurant dans ce tableau
proviennent de la présente étude (*) et des travaux d'Edighofter (1993) (horizon 0-20 cm).

Position du sol NiO total (%) Ni (DTPA) (ug.g'h)

Piedmont 0,96 * 18,5 °
0,89 * 13*
0,66 45
0,68 17,9
0,61 14,8
0,68 14,9
0,62 13,7
0,69 18,5
0,59 12,8

Plaine 1,08 * 842 *
122°% 743 %
1,27 182,1
1,27 2254
091 111,1
0,84 56,3
0,90 68,5
1,05 75.8
0,80 40,6
0,98 53,6
0,95 100.6
1,05 99,6
1,03 63.4
0,98 67,8
0,96 51,1
1,22 133,7
1.21 128,8
1.31 208.8
1,28 196.8

1,17 100.6
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Fig. 3.2. Corrélations entre la teneur totale en nickel et la teneur en nickel extrait par le
DTPA dans les sols ferrallitiques ferritiques de piedmont et de plaine. Données provenant de la
présente étude, et des travaux d'Edighoffer (1993).
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3.2.2. Biodisponibilité du nickel dans les sols ferrallitiques ferritiques

La biodisponibilité¢ d'un élément est son aptitude & étre absorbé par un organisme vivant
a partir d'un compartiment quelconque du sol (Juste, 1988). Pour caractériser celle du nickel
dans les sols ferrallitiques ferritiques, nous avons donc utilis€ le mais comme plante-test.
Pour mémoire (cf. § 3.1), deux récolies ont été effectuées :

- sur des plants de méme age (28 jours) ;

- sur des plants ayant le méme stade de développement, ceci afin de pallier une
€ventuelle relation inverse entre teneurs et stade de développement (les teneurs en nutriments
diminuant régulie¢rement dans les parties aériennes au cours du développement).

Sur les plants de méme dge, on constate tout d'abord que les racines et les parties
acriennes ont une plus faible croissance sur les sols de plaine (0-20 cm et surtout 40-60 cm)
que sur les sols de piedmont (Fig. 3.3a). Le poids de matieére seéche des plants cultivés en
plaine 40-60 cm est significativement différent de celui des plants cultivés sur les trois autres
sols. L'analyse des parties aériennes révele que les plants les plus petits ont les teneurs en
nickel les plus élevées (Fig. 3.3b). Les différences de teneur en Ni sont toutes hautement
significatives (2 1%).

Sur les plants récoltés au méme stade de développement (Fig. 3.4), les analyses
confirment que les plants cultivés en plaine absorbent le plus de nickel, surtout sur I'horizon
40-60 cm. Les teneurs en Ni sont toujours significativement différentes. Il semble donc bien
exister une relation étroite entre la teneur en Ni dans les parties aériennes du mais et la
diminution de la croissance des parties aériennes et des racines, ce que tendent & confirmer les
coefficients de corrélations hautement significatifs de la figure 3.5. Ceci suggere que le
ralentissement de la croissance des plants cultivés sur 'horizon 40-60 cm de la plaine est dii a

une intoxication par le nickel.

D'apres la figure 3.6 a, il ne semble pas exister de corrélation entre les teneurs en Ni
dans les parties aériennes des mais et les concentrations en Ni dans les solutions des sols lors
de la récolte des plants. Par contre, il pourrait exister une relation entre les teneurs en Ni du
mais et le nickel extrait au DTPA. En effet, la figure 3.6 b met nettement en évidence au
moins deux types de sol au comportement différent : ceux de piedmont, ot Ni est peu extrait
au DTPA et peu absorbé par la plante, et ceux de plaine, ot Ni est fortement extrait au DTPA
et assez fortement absorbé (surtout plaine 40-60 cm). Toutefois, le sol de plaine 0-20 cm se

distingue par une forte extraction au DTPA et une absorption modérée.
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Fig. 3.3. Poids de matiére séche des parties aériennes et des racines (a), et teneurs en nickel des
parties aériennes (b) du mais cultivé pendant 28 jours sur les quatre sols ferrallitiques ferritiques
de I'étude. Les barres verticales représentent le double de I'écart-type mesuré sur 10 répétitions.
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Fig. 3.4. Teneurs en nickel des parties aériennes des plants de mais cultivés sur les quatre sols
ferrallitiques ferritiques de I'étude, et récoltés au méme stade de développement. Les plants ont
été récoltés au stade 75 cm de haut au niveau de la ligule de la derniere feuille dégainée. Les
barres verticales représentent le double de l'écart-type mesuré sur 10 répétitions.
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Fig. 3.5. Corrélations entre les poids de matiére seche au 28¢me jour des parties aériennes
d'une part, des racines d'autre part, et les teneurs en Ni dans les parties aériennes du mais
récolté au méme stade de développement. Chaque point correspond & un couple de valeurs
observées sur un pot.
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Tableau 3.6. Constantes de stabilité de quelques complexes
formés avec Ni. Données par le logiciel Geochem, & pH 6,0.

Complexant Log K
NOs3- 04
S04% 2,3
PO43- 8.4
Citrate 6.6
Malate 3.8
Acétate 1,2
Oxalate 52
Acide fulvique 25242
EDTA 20,1

DTPA 223
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3.3. DISCUSSION ET CONCLUSION

Cette €tude montre l'existence de variations importantes de mobilité et de
biodisponibilité du nickel entre les sols ferrallitiques ferritiques de plaine et ceux de piedmont
d'une part, entre leurs horizons de surface et de profondeur d'autre part.

En piedmont, le nickel est trés faiblement soluble, trés peu mobile et peu assimilable
(tableaux 3.2 et 3.3; Fig. 3.3). Les formes de nickel présentes dans les horizons de profondeur
(40-60 cm) sont certainement les formes les plus stables pouvant étre rencontrées sur les sols
ferrallitiques ferritiques. En effet, alors que le DTPA est un extractant beaucoup plus puissant
que le KCI, tous deux extraient trés peu de Ni. En surface (0-20 c¢m), l'augmentation de
l'extraction par le KCl, de méme que l'augmentation de l'absorption par le mais, sont
vraisemblablement lies & l'augmentation de la teneur en matiére organique (tableau 3.1).
Le KCI 1 M permet en effet 1'évaluation des formes échangeables (Roth er al., 1971;
Sauerbeck et Hein, 1991). Or, en piedmont, seule une différence de matiére organique peut
expliquer une différence de capacité d'échange, des études (Latham et al., 1978) ayant montré
l'absence d'argiles minéralogiques (celles notées dans le tableau 3.1 sont en fait des particules
fines de Ia taille des argiles). Le ApH négatif (pHH,0 - pHKCI), surtout en profondeur,
suggere méme l'existence d'une capacité d'échange nette anionique (Falavier, 1985; Faivre,
1988). Ainsi, les seules formes de nickel biodisponibles en piedmont sont apparemment liées
a la matiere organique, et représentent seulement 0,04 2 0,12 % du nickel total (tableau 3.3).

En plaine, le nickel est plus soluble, plus mobile et plus disponible pour la plante qu'en
piedmont (tableaux 3.2 et 3.3; Fig. 3.3). En effet, une faible augmentation de la force ionique
de la solution par un apport d'engrais classique favorise la mise en solution du nickel. Cette
solubilisation de Ni ne semble pas due 2 la formation de complexes de grande stabilité avec
les sels ajoutés par le traitement (NOs-, SO4%- en particulier), car les constantes de stabilité de
ces derniers sont faibles (tableau 3.6). Il existerait donc sur ce faciés des formes de nickel
facilement échangeables avec la solution du sol. Par contre, alors que le mais absorbe
beaucoup de Ni en plaine, le KCI n'en extrait pas plus en plaine qu'en piedmont 0-20 cm.
Au regard de 'augmentation de la CEC en plaine, il est tentant de suspecter ce parametre
comme €étant responsable de I'augmentation de 'absorption de Ni. Mais I'extraction par le KCl
aurait alors dii augmenter également, ce qui n'est pas le cas. Ceci suggere finalement que les
formes biodisponibles en plaine ne sont pas liées a la CEC, mais a d'autres modes de liaison,
non affectées par le KCl 1M. Il est possible que le DTPA puisse extraire de telles formes,
étant données les fortes quantités de nickel extraites en plaine par rapport au piedmont
(Fig. 3.6b). D'apres la littérature, le DTPA pourrait extraire une partie des métaux liés aux
oxydes de fer ou de manganese (Juste, 1988). Noble et Hughes (1991) ont montré que
I'EDTA, un extractant trés proche du DTPA, extrait le nickel 1ié aux oxydes de fer sur des
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sols développés sur serpentinite. Cette hypotheése est plausible dans la mesure ol de
nombreux auteurs ont montré l'existence d'associations entre le nickel et les oxydes de fer
dans les sols ferrallitiques ferritiques de Nouvelle-Calédonie (Nalovic et Quantin, 1972;
Trescase, 1975; Schwertmann et Latham, 1986). Ainsi, il existerait des formes de nickel
biodisponibles liées a des oxydes de fer. Si l'extraction par le DTPA représente effectivement
cette fraction, alors elle représente 0,8 & 1 % du nickel total en plaine (tableau 3.3).

Se pose alors la question de savoir pourquoi le DTPA extrait davantage de Ni en plaine
qu'en piedmont, alors que les sols de piedmont contiennent davantage d'oxydes de fer.
Trois explications semblent possibles, qui ne s'excluent pas :

(1) les sols de plaine sont plus riches en nickel total que ceux de piedmont (tableau 3.5).
D'autres €tudes confirment ce résultat (Bourdon et Becquer, 1992; Edighoffer, 1993).
De plus, la figure 3.2 suggére que les variations de la teneur totale en plaine sont li€es & des
variations de la teneur en formes mobiles extractibles par le DTPA. Cet enrichissement en
nickel extractible pourrait provenir soit d'une lixiviation amont-aval (Trescase (1975) a
montré que Ni est plus mobile que Fe au cours de l'altération de la péridotite), soit de 1'apport
par alluvionnement ou colluvionnement de matériaux frais encore peu altérés ;

(2) les sols de plaine sont moins riches en oxydes de fer (tableau 3.1) susceptibles de
fixer fortement Ni. Le nickel pourrait alors étre li€ & d'autres matériaux en plaine (apportés
par alluvionnement) sous des formes moins stables ;

(3) il existe plusieurs types d'oxydes de fer ayant des affinités différentes pour Ni. En
effet, les sols ferrallitiques ferritiques de Nouvelle-Calédonie en contiennent principalement
deux types : la goethite (oxyde de fer hydraté : FeO,H) et I'hématite (o Fe,O3). Schwertmann
et Latham (1986) ont montré sur ces sols que la geothite contient plus de nickel que I'hématite
(0,6 22 % contre 0,2 2 1 % de Ni extrait par le citrate-bicarbonate-dithionite) et, d'autre part,
que les sols de plaine ne contiennent pratiquement que de la goethite, alors que les sols de
piedmont contiennent les deux types d'oxydes de fer avec une augmentation du taux
d'hématite vers la surface. Par ailleurs, les surfaces spécifiques de la goethite sont supérieures
a celles de I'hématite (57 a 139 contre 62 a 82 m2.g'!) (Schwertmann et Latham, 1986),
suggérant l'existence d'échanges plus intenses entre la solution et la goethite. Cette troisieme
explication est préférable aux deux premieres dans la mesure ol elle permet de rendre compte
des différences de biodisponibilité de Ni entre les deux horizons de plaine (Fig. 3.3), I'horizon
de profondeur étant probablement plus riche en oxydes de fer hydratés (comme la goethite),
car des études ont montré l'existence d'une hydromorphie temporaire a ce niveau (Bourdon et
Becquer, 1992). Par conséquent, ces derniers résultats, associés a ceux de cette étude,
suggerent que le nickel associé & la goethite est en partie biodisponible, alors que le nickel

associé a I'nématite ne l'est quasiment pas.
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Les teneurs en Ni dans le mais ne sont pas corrélées avec les concentrations en Ni dans
les solutions des sols ferrallitiques ferritiques lors de la récolte des plants (Fig. 3.6a).
La relation pourrait avoir €té biaisée par un épuisement progressif du Ni dans la solution par
le mais. Mais les concentrations reportées dans le tableau 3.2 (avant culture) et la figure 3.6a
(apres culture) ne semblent pas indiquer un tel épuisement. Par contre, les quantités extraites
par le DTPA semblent liées avec les teneurs en Ni dans la solution et dans les parties
aériennes du mais (Fig. 3.1 et 3.6b), ce qui suggére que ce réactif est relativement efficace
pour évaluer la mobilité et la biodisponibilité du nickel dans les différents types de sols
ferrallitiques ferritiques. L'intérét du test au DTPA, mis au point par Lindsay et Norvell
(1978), a été confirmé par d'autres études (McLean et Dekker, 1978; Sauerbeck et Hein,
1991; Juste et Tauzin, 1992; Elkhatib, 1994). Cependant, le DTPA ne montre pas les
différences de biodisponibilité du Ni observées avec le mais entre les horizons 0-20 cm et
40-60 cm de la plaine. Il est possible que le temps d'extraction soit trop court (1 heure), et que
certaines réactions (réductions, ...) pouvant apparaitre sur des temps plus longs ne soient pas

mises en jeu lors de l'extraction.

Concernant les niveaux atteints dans la solution des sols ferrallitiques ferritiques et dans
les parties aériennes du mais, ceux obtenus sur les sols de piedmont ne sont probablement pas
toxiques, alors que ceux obtenus sur les sols de plaine, et surtout sur I'horizon 40-60 c¢cm, sont
susceptibles d'étre toxiques €tant donné le ralentissement significatif de la croissance du mais.

La littérature fournit peu d'informations sur des teneurs en nickel toxiques dans la
solution du sol. Il semble que les concentrations normales se situent aux environs de
0,02 mg.l'!, et que des concentrations supé€rieures a 0,1 mg.l! soient toxiques pour les
végétaux (Uren, 1992). D'apres le tableau 3.2, les solutions des sols de piedmont sont dans
une gamme non toxique. Par contre, les solutions des sols de plaine ont largement plus de
0,1 mg.1I't de Ni avec l'apport d'engrais et seraient par conséquent toxiques. De plus, il est
probable que les solutions des sols ferrallitiques ferritiques soient plus concentrées en plein
champ, le rapport sol / solution du sol étant plus €levé dans ces conditions que sur le vase de
végétation, du fait de la réserve d'eau de ce dernier. Toutefois, ce seuil de 0,1 mg.l! est 2
prendre avec précaution étant donné les grandes différences d'ordre physico-chimiques
existant entre les différents sols cités dans la littérature et pouvant modifier fortement
l'activité du nickel en solution.

S'agissant de la plante, la définition d'un seuil toxique est probablement plus aisée, car
elle dépend principalement du génotype, du stade de développement et de I'organe analysé.
Ainsi, d'aprés Chang et al. (1992), 3 ug Ni.g! MS dans les feuilles suffiraient a induire un
ralentissement de la croissance du mais de 50 %. D'aprés Wallace (1989a), 8.4 ng.g! MS
dans les parties aériennes du mais dgé de 18 jours induisent un ralentissement de la croissance
de 6 %. Par conséquent, il apparait que le mats cultivé en plaine (horizon 40-60 cm) sur les
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sols ferrallitiques ferritiques est intoxiqué par le nickel, puisque la teneur en Ni dans ses
parties aériennes est de 12,5 pg.g! MS. Toutefois, ce résultat mérite d'€tre précisé dans la
mesure ol les plants n'ont pas été récoltés au méme stade de développement que ceux cités
dans la littérature. Il semble néanmoins que les risques de phytotoxicité soient élevés en
plaine sur ces types de sols, car I'¢tude d'Edighoffer (1993) montre que de nombreux végétaux
cultivés en plaine ont des teneurs en Ni supérieures a 50 pg.g-! MS, teneurs considérées
comme toxiques pour la plupart des végétaux (Vanselow, 1966). De plus, les analyses
minérales des parties aériennes des mais (annexe 2) suggérent qu'il n'y a aucun élément qui
puisse expliquer la faible croissance des plants sur les sols de plaine par rapport au piedmont.
Une concentration excessive en Ni dans le mais pourrait donc bien €tre la cause majeure de la
faible croissance observée en plaine.

S'agissant des quantités extraites par le DTPA, trop peu d'informations sont encore
disponibles sur les sols ferrallitiques ferritiques pour pouvoir associer un niveau d'extraction a
un niveau de phytotoxicité. D'apres cette étude, il est probable que 20 ng Ni.g-! extrait avec le
DTPA en piedmont correspondent a un faible risque de toxicité, alors que 80 pg.g-! extrait en
plaine 40-60 cm correspondent & un niveau toxique pour le mais. De plus, certains sols de
plaine posseédent plus de 200 pg.g! de Ni extractibles par le DTPA (Edighoffer, 1993).

Par ailleurs, la comparaison des teneurs totales dans les sols ferrallitiques ferritiques de
Nouvelle-Calédonie avec la norme AFNOR NFU 44-041 (AFNOR, 1985) est assez
surprenante. En effet, cette derniére préconise que les boues d'épuration ne doivent pas €tre
épandues sur les sols dont les teneurs totales en Ni dépassent 50 mg.kg'l. Or les sols de
piedmont dans cette étude ont plus de 7000 mg Nikg! (parmi les plus fortes au monde), sans
risques apparents de phytotoxicité. Par conséquent, la norme AFNOR apparait imprécise, et il
serait souhaitable qu'elle soit redéfinie, comme cela a déja été proposé (Ademe, 1994;
Buatier, 1994), en tenant compte du potentiel de biodisponibilité du nickel du sol, ou au

moins de certaines de ses caractéristiques physico-chimiques.

En conclusion, il ressort que sur les sols ferrallitiques ferritiques de piedmont, la
fraction de nickel biodisponible serait li€ uniquement 2 la mati¢re organique. Cette fraction
est trés faible, ce qui explique la faible absorption par le mais. On peut donc estimer que les
risques de phytotoxicité sont faibles en piedmont.

En plaine, la fraction de nickel biodisponible est probablement sous deux formes : Ni lié
a la matiére organique, et Ni li€ & des oxydes de fer hydrat€ (goethite). La premiere fraction
semble de faible importance, alors que la seconde serait relativement élevée et
potentiellement mobile, expliquant la forte absorption par le mais. Les risques de
phytotoxicité sont certainement élevés en plaine. On peut noter que le pH est proche de la
neutralité, et il serait intéressant de vérifier que sa diminution peut augmenter l'absorption du

nickel par les végétaux, comme cela a souvent ét€ signalé (Mizuno, 1968; Allinson et Dzialo,
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1981; Liibben et Sauerbeck, 1991; Sauerbeck et Hein, 1991). 11 serait également nécessaire de
préciser les différences de biodisponibilit€ du nickel en relation avec les types d'oxydes de fer
en présence.

L'extraction du nickel des sols ferrallitiques ferritiques par le DTPA est relativement
efficace pour comparer la mobilité de Ni entre les différents facies de sols, et pour évaluer sa
biodisponibilité dans les sols ferrallitiques ferritiques cultivables. Cependant, la plante
constitue encore le meilleur indicateur de la biodisponibilité du nickel dans ces sols.

Les concentrations en nickel dans la solution des sols ferrallitiques ferritiques et dans
les parties aériennes du mais semblent &tre toxiques en plaine, surtout sur I'horizon 40-60 cm.
La détermination du seuil de toxicité du nickel pour le mais, & la fois dans ses parties
aériennes et dans la solution devrait nous permettre de statuer précisément sur les niveaux
atteints sur les sols ferrallitiques ferritiques. Ce travail est présenté dans le chapitre suivant.
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RESUME

L'étude de la mobilité et de la biodisponibilité du nickel dans les sols
ferrallitiques ferritiques de Nouvelle-Calédonie révele des variations trés importantes
de ces parameétres suivant la position du sol dans le paysage et suivant I'horizon.

Dans les sols de piedmont, le nickel présent est trés peu mobile et trés peu
disponible pour la plante, que ce soit en surface ou en profondeur. Seule une trés faible
fraction échangeable existe dans les horizons de surface, li€e a la présence de matiere
organique. Dans ces conditions, les risques de phytotoxicité sont certainement tres
faibles. '

Dans les sols de plaine, par contre, la fraction de Ni biodisponible n'est pas
négligeable, comme en témoigne 1'absorption importante de Ni par le mais, surtout
dans les horizons de profondeur (40-60 cm). Cette fraction serait constituée de nickel
lié a de la mati¢re organique et de nickel li€ & de la goethite. La faible croissance des
plants, associ€e a des teneurs en Ni dans les parties aériennes probablement toxiques
montre que, dans ces conditions, les risques de phytotoxicité sont élevés.

L'extraction du nickel des sols par le DTPA 5 mM + CaCl, 0,01 M a pH 5,3
corrobore assez bien les différences de mobilité et de biodisponibilité constatées
précédemment entre les sols de piedmont et de plaine. Ce réactif est donc susceptible
de permettre un diagnostic précoce des risques de phytotoxicité encourus. Toutefois,
les différences de biodisponibilité en plaine entre l'horizon de surface et celui de
profondeur n'ont pas été retrouvées avec cette technique. Par conséquent, la plante
constitue encore le meilleur indicateur de la biodisponibilité du nickel dans les sols
ferrallitiques ferritiques de Nouvelle-Calédonie.
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4

EFFETS TOXIQUES DU NICKEL
SUR LE DEVELOPPEMENT
ET LA NUTRITION DU MAIS

Le chapitre précédent a montré que la biodisponibilité du nickel dans les sols
ferrallitiques ferritiques de plaine est relativement €levée, atteignant probablement un niveau
toxique pour le mais. Mais un manque d'informations existe dans la littérature concernant les
seuils de phytotoxicité du nickel, qui nous empéche d'affirmer avec certitude que le mais
cultivé en plaine est intoxiqué. Le premier objectif des travaux relatés dans ce chapitre est, par
suite, de préciser les concentrations limites en nickel dans la plante et dans la solution au-dela
desquelles la croissance du mais est ralentie. Nous avons également caractérisé les effets de
concentrations €élevées en nickel sur la croissance, le développement complet, et la nutrition

du mais.

4.1. CONDITIONS EXPERIMENTALES

Plusieurs expériences, conduites sur solution nutritive et sur vase de végétation, ont été
nécessaires pour cerner progressivement les problémes. L'hybride double de mais GH 5010
(cv GH 5010) a été utilisé systématiquement comme plante test de référence. Le nickel a été
utilis€ sous forme de NiSO, pour les expériences sur vase de végétation. Sur solution, Ni a été
utilisé sous forme NiCly, I'anion Cl- étant probablement plus neutre et des tests sur solution
n'ayant montré aucune différence de réponse de croissance du mais entre le NiSOj4 et le NiCls.

Sur solution, les plantules de mais ont été cultivées pendant 4 & 12 jours dans les
conditions définies au paragraphe 2.1.3. NiCl, a €t introduit dés le premier jour de culture.
Les autres cultivars de mais - des hybrides doubles plus précisément - et les autres especes
végétales ont €t€ cultivées dans les mémes conditions.

Sur vases de végétation en serre, les plants de mais ont €t€ cultivés sur le sol alluvial
€quilibré (cf. tableau 2.3), dans les conditions définies au paragraphe 2.1.2. Le temps de
végétation variait de 28 2 108 jours (plants arrivés en fin de cycle végétatif). Le nickel, sous

forme NiSQ,, a ét€ mélangé au sol avant sa mise en pot.
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4.2. EFFETS DU NICKEL SUR LA CROISSANCE ET LE DEVELOPPEMENT
DU MAIJS

4.2.1. Résultats
Modifications morphologiques

Les photographies de la figure 4.1 illustrent les effets de concentrations toxiques en
nickel sur le mafs.

Sur les jeunes plants de mais cultivés sur solution de Hoagland diluée au quart, les
premieres différenciations morphologiques apparaissent a partir de 20 UM de Ni en solution,
apres 5 2 6 jours de culture (Fig. 4.1 A-C). La premiére se manifeste par un ralentissement de
la croissance, sans déformation, ni chlorose, nécrose ou coloration particuliére sur les racines
ou les feuilles. A partir de 50 LM Ni, des nécroses au bout et au bord des limbes apparaissent
(A, B). De plus, la longueur de la radicule et des racines latérales diminue fortement.
La densité des racines latérales diminue €galement et un brunissement des apex racinaires
apparait au bout de 7 a 8 jours (C).

Sur des plants de mais plus dgés cultivés sur sol en vase de végétation (Fig. 4.1 D-G),
les mémes symptdmes apparaissent : ralentissement de la croissance en premier lieu, puis
nécroses au bout et au bord des limbes, avec une l€gere chlorose longitudinale (E et G).
Cependant, il n'y a toujours pas de déformations ou de colorations particuliéres. On constate
par ailleurs que la tenue du plant est trés fragile et qu'il nécessite d'étre €tayé (E).
Ce probleme est dii au faible développement des racines coronaires d'ancrage (F).

Des plants cultivés sur solution pendant un temps assez long (20 jours) montrent de
fortes chloroses longitudinales, entre les nervures du limbe de toutes les feuilles (H-J).

Ce symptdme a €t€ peu observeé en culture sur sol.

Effets du nickel sur la croissance et le développement du mais

La figure 4.2 montre les effets du nickel sur la croissance de plantules de mafs cultivées
sur solution pendant 10 jours. La croissance en longueur des parties aériennes et des racines
(déterminée par la radicule, qui est la racine la plus longue sur les jeunes plants) ralentit
rapidement au-dela de 40 uM Ni en solution, mais de maniere plus lente pour les parties
aériennes. Le nickel parait ainsi agir davantage sur le systtme racinaire que sur les parties
aériennes (Fig. 4.2 b). Les poids de matiere seche confirment ce résultat (Fig. 4.2 ¢, d).
Par ailleurs, il semble que la croissance des racines soit légérement stimulée aux faibles

concentrations en nickel dans la solution (inférieures a 20 uM).
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La figure 4.3 montre les effets du nickel sur la croissance de plants de mais cultivés
pendant 36 jours sur le sol alluvial équilibré mélangé avec des quantités croissantes de NiSO,.
Les parametres suivants ont ét€ mesurés : la transpiration (différence entre évapotranspiration
du vase de végétation complet et évaporation d'un vase témoin sans plante), la croissance en
hauteur *, et le poids de matiere s¢che des parties aériennes et des racines 2 la récolte.

On constate que les valeurs observées sur ces trois parametres diminuent a partir de la
premiére dose de nickel ajouté au sol (40 mg Nikg!). La transpiration est réduite
significativement 2 partir du 168me jour de végétation, et la hauteur & partir du 19éme jour
(annexe 3). Les €carts entre le témoin et les plants intoxiqués, au niveau de ces 2 parametres,
s'accentuent avec le temps et aboutissent a une forte diminution du poids de la mati€re séche
des plants & la récolte (au 36¢ jour) (Fig. 4.3c).

Les effets de doses toxiques de nickel dans e sol sur le développement complet du mais
sont présentés dans le tableau 4.1. Au regard de la taille des plants & maturité (108 jours en
serre), le mais ne semble pas intoxiqué. Cependant, la croissance en hauteur est ralentie de
maniére significative jusqu'au 37¢ jour (- 25 % avec 125 mg Ni.kg ! de sol) et, a la récolte,
le poids des grains diminue fortement : - 19 % avec 62,5 mg Ni.kg! de sol, et - 42 % avec 125
mg Nikg! de sol. Cette baisse de rendement en grains est essentiellement due 4 une
diminution du nombre de grains par €pi (- 43 % avec 125 mg.kg'! de sol), bien que le poids
spécifique des grains ("poids sec de 1000 grains") ait tendance a diminuer également.

Tableau 4.1. Effets du nickel sur le développement du mais GH 5010. Lcs plants ont été cultivés
pendant 108 jours sur le sol alluvial équilibré, mélangé avec des quantités croissantes de NiSQO,.
Les valeurs sont les moyennes calculées sur 12 répétitions par traitement.

Doses de Ni (mg.kg! de sol)

Parametres PPDS 0 62,5 125
Hauteurs * (cm) au : 14¢ jour i1 13,7 13,6 12,0
288 jour 2,8 33,5 29,1 22,9
37¢ jour 11,3 72,1 61,3 54,4
52¢ jour 445 193,7 175,0 160,7
108¢ jour 20,9 258.4 2492 260,3
Hauteur totale (cm) au 108¢ jour 22,7 310.6 301,7 306,8
Matiere séche des parties aériennes 284 168,6 147,2 134,2
au 108¢ jour, sans I'épi (g.plt-1)
Poids sec des grains (g.plt!) 332 104,7 84,9 60,4
Nombre de grains par €pi 164,2 426,5 389.,7 2452
Poids sec de 1000 grains 68.6 257.1 241,6 213,7

* hauteurs 2 1a ligule de la demigre feuille dégainée.
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Fig. 4.1. Symptomes d'intoxication du mais par le nickel.

A-C : plants de mais (cv GH 5010) cultivés sur solution de Hoagland 1/4 contenant différentes
concentrations de NiCl,. A : plants de 11 jours (de gauche a droite) : témoin, plants exposés a 50 UM,
et 2 65 UM Ni. B : feuilles d'un plant de 11 jours exposé a 65 M de Ni. C : racines de plants de 7
jours : témoin et plant exposé a 65 UM Ni. Noter la croissance réduite des parties aériennes et des
racines des plants intoxiqués, les nécroses au bout et au bord des limbes, le petit nombre et 1a faible
longueur des racines latérales, et le début de brunissement de I'apex de la radicule.

D-G : plants de mais (cv GH 5010) fgés de 28 jours, cultivés sur le sol alluvial €quilibré
mélangé A différentes quantités de NiSO4. D : témoin. E, F : plant exposé a 320 mg Ni.kg!. Noter la
réduction de la croissance (poids total de mati¢re séche diminué de 65 %), les nécroses au bout des
feuilles, et la faible croissance en longueur des racines coronaires nécessitant 1'étayage du plant.
G : plant exposé a2 40 mg Ni.kg!. Noter les chloroses inter-nervaires et les nécroses au bord du limbe.

H-J : plants de mais de 20 jours, cultivés sur solution de Hoagland 1/4. 4éme feuille. H : témoin.
I, J : plants exposés a 40 et 80 UM de Ni. Noter 'augmentation de la chlorose inter-nervaire.
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Fig 4.1. (suite)
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Fig. 4.2. Effets du nickel sur la croissance des parties aériennes et des racines de mais GH 5010
cultivé sur solution. Les plants ont été cultivés pendant 10 jours sur solution de Hoagland diluée au
quart contenant différentes concentrations de chlorure de nickel. Les valeurs sont les moyennes + leurs
écarts-types calculés sur 12 répétitions par traitement (pour a et b), ou les mesures effectuées sur des
échantillons de 12 plants réunis (pour ¢ et d). a : longueur; b : longueur relative (par rapport au
témoin); ¢ : poids de matiere séche des racines; d : poids de matiére s¢che des parties aériennes.
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Fig. 4.3. Effets du nickel sur la croissance du mais GH 5010 cultivé sur sol. Les plants ont 616
cultivés pendant 36 jours sur le sol atluvial équilibré, mélangé avec des quantitcs croissantes dc sulfaie
de nickel. La transpiration et la hauteur des plants (2 la ligule de la dernidre feuille dégainée) ont €té
mesurées apres 16, 26, et 36 jours de croissance. Les poids de matiere séche ont é1é déterminés apres
36 jours de croissance. Les valeurs sont les moyennes = leurs écarts-types calculés sur 12 répétitions.
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4.2.2. Discussion

Avec des concentrations en nickel modérément toxiques, dans la solution ou dans le sol,
le mais ne montre pas de symptomes particuliers d'intoxication. Seule une diminution de la
croissance des parties aériennes et, surtout, des racines est observée (Fig. 4.1 et 4.2). Avec des
concentrations élevées, des nécroses au bout et au bord des limbes apparaissent, ainsi que des
chloroses longitudinales sur tous les limbes, entre les nervures (Fig. 4.1). Ces observations
semblent €tre généralisables a la plupart des végétaux (Vanselow, 1966). Un brunissement au
niveau des apex racinaires apparait également aprés 7 a 8 jours de culture sur solution.

Concernant les chloroses, celles-ci semblent se développer essentiellement en culture
sur solution aprés deux semaines de végétation environ. Leur apparition, dans ces conditions,
pourrait €tre due 2 la forme du fer apporté en solution (Fe-EDTA). Romheld (1987) a en effet
montré que les graminées n'absorbent que faiblement le fer lorsqu'il est apporté sous forme
Fe-EDDHA. Ceci serait lié au mécanisme spécifique d'absorption du fer des graminées qui
l'absorbent sous forme Fe3+ associé 2 des complexants qu'elles excrétent dans la rhizosphére,
appelés phytosidérophores (tel que l'acide muginéique), contrairement aux dicotylédones et
aux monocotylédones non-graminées qui l'absorbent sous forme réduite Fe2+ (Rémheld,
1987; Ma et Nomoto, 1993). Le fait que les chloroses n'apparaissent qu'apres deux semaines
de culture sur solution provient vraisemblablement de l'apport de fer par la graine aux
premiers jours de croissance (l'analyse de la graine montre en effet la présence de teneurs en
fer non négligeables; cf. annexe 4). Les faibles chloroses observées en culture sur sol
pourraient provenir de la présence de formes de Fe3+ plus disponibles. Ce mécanisme n'a
malheureusement €t€ suspecté qu'a la fin de cette €tude, si bien qu'aucune correction n'a été
effectuée ultérieurement sur la solution.

Mis & part l'avoine qui manifeste des symptomes de toxicité particuliers (chloroses en
bandes transversales, associées a des chloroses inter-nervaires; Anderson ef al., 1973, 1979),
il semble que les chloroses inter-nervaires induites par des exceés de nickel soient communes a
toutes les graminées (Hunter et Vergnano, 1952; Crooke et Knight, 1955; Soane et Saunder,
1959; Khalid et Tinsley 1980), ainsi qu'aux dicotylédones (Hunter et Vergnano, 1952).

S'agissant de la croissance, le nickel inhibe davantage celle des racines que celle des
parties aériennes (Fig. 4.1 et 4.2). D'autres auteurs ont observé le méme résultat sur d'autres
plantes (Rauser, 1978; Piccini et Malavolta, 1992; Moya et al., 1993; Rubio et al., 1994).
Il semble que cette action soit commune & la plupart des métaux lourds (Barceld et
Poschenrieder, 1990). Toutefois, a l'inverse de Ni, Cd inhibe surtout la croissance des parties
aériennes (Khan et al., 1984; Nmila, 1992; Rubio et al., 1994). 1l est donc possible que le
principal site d'action du nickel se situe au niveau des racines, et probablement au niveau des

apex, comme en témoigne leur brunissement aux fortes concentrations en Ni en solution.
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Sur un cycle complet, les plants de mais intoxiqués par Ni finissent par combler leur
retard de croissance pour atteindre la taille des témoins (tableau 4.1). Cependant, la
production de grains est fortement réduite (- 42 % avec 125 mg Ni.kg! de sol), causée
essentiellement par une diminution du nombre de grains par épi (- 43 %), suggérant un
probléme de fécondation. Setia et al. (1988) ont €galement observé une diminution du nombre
d'épillets chez le bl€ intoxiqué par Ni, mais il semble que leur poids soit davantage réduit. Ni
pourrait donc diminuer €galement le remplissage des grains, c'est & dire le transfert des
nutriments (sucres et acides aminés) & partir des feuilles et des tiges vers les grains, comme le
suggere aussl le tableau 4.1.

La diminution de rendement de la plante induite par des exceés de nickel a été signalée
par plusieurs auteurs. En culture sur sable, Setia et al. (1988) constatent que 1'apport de 300
mg.l-! de NiCl, (5,1 mM) dans I'eau d'irrigation diminue le poids sec des épis de blé de 27 %.
En culture sur sol (sable + sol brun), la production de fruits par l'aubergine est diminuée de
30,5 % (en poids de mati¢re séche) avec 5 mg.l'! de Ni dans I'eau d'irrigation (Salim e al.,
1988). En culture sur solution de Hoagland, la production de grains par le haricot est réduite
de 60 % avec 17 uM de Ni (Piccini et Malavolta, 1992).

D'une manicre générale, ces résultats montrent que le ralentissement de la croissance du
jeune plant aboutit apparemment toujours & une diminution de la production utile (grains,
fruits, ...) de la plante. De plus, la production de grains par le mais parait davantage réduite

que la croissance (tableau 4.1).

D'autre part, il est possible que l'augmentation apparente de la croissance des racines
aux faibles concentrations en Ni (Fig 4.2) ne soit pas un artefact. En effet, plusieurs études

tendent 2 montrer que Ni est un élément essentiel (cf. chapitre 1, § 1.2.5).

Pour ce qui est des niveaux toxiques, il ressort que la croissance du mais diminue a des
concentrations en Ni supérieures a 40 uM (1,17 mg.I'") en solution de Hoagland diluée au
quart, et 40 mg.kg! dans le sol alluvial quand il est ajouté sous forme de sel. Toutefois,
ce dernier niveau ne constitue pas un seuil, car le nickel apporté sous forme de sel est
beaucoup plus disponible que celui présent naturellement dans le sol. En effet, il a €t€ montré
au chapitre précédent que les 7000 mg de Nikg'! présents naturellement dans les sols
ferrallitiques ferritiques de piedmont en Nouvelle-Calédonie n'étaient pas toxiques.

En solution, les niveaux toxiques semblent varier beaucoup en fonction de l'espéce
végétale, mais également en fonction de la composition de la solution nutritive (tableau 4.2).
Cette derniére pourrait intervenir sur l'activité du nickel en solution : ainsi, dans l'eau,
de faibles concentrations sont toxiques et correspondent a de fortes activités, alors que dans
une solution compléte, la concentration doit €tre plus forte pour €tre toxique (cf. tableau 4.2).
Le degré d'intoxication dépend €galement du temps pendant lequel la plante est exposée au

nickel, et a tendance 4 augmenter avec son 4ge (Fig. 4.3).
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Tableau 4.2. Concentrations toxiques du nickel en culture sur solution et effets sur la plante.

Ni en
Plante Type de solution ~ Solution (UM) Effet Référence
Mais (Zea mays) eau 0,5 IR 10 %en 2 jours Robertson (1985)
1,7 IR 50 %en 2 jours
Mais (Zea mays) solution compléte 17 IPA 35 % et Gerzabek et Ullah
IR 30 % en 28 jours (1990)
Mais (Zea mays) solution compléte 85 1P 50% Juste et al. (1989)
Riz (Oriza sativa) solution compléte 100 IR 41 %,1IPA 30 % Moyaetal.(1993)
en 10 jours
Riz (Oriza sativa) solution complete 500 IR 50 % en 10 jours Rubio et al. (1994)
Haricot (Phaseolus Hoagland 15 IR 15 % en 4 jours Rauser (1978)
vulgaris) diluée 2 fois
Haricot (Phaseolus Hoagland 17 IR 43 % en 75 jours Piccini et
vulgaris) Malavolta (1992)
Laitue Hoagland 10 IR 10 % en 5 jours Heikal et al.
(Lactuca sativa) diluée 10 fois (1989b)
Piment doux Hoagland 102 IR0%,IPA0 % Estaii ef al. (1988)
(Capsicum annum) 204 IR 80 %, IPA 85 %
(2 maturité)
Brachystegia gau 0,27 IR 14 % en 3 jours Robertson et
spiciformis Meakin (1980)
Leucaena Strect 1,7 début de IR Verli¢re et Heller
leucocephala en 21 jours (1981)

IR : inhibition de la croissance racinaire; IPA : inhibition de la croissance des parties
aériennes; IP : inhibition de la croissance du plant.

Si on compare ces résultats avec ceux du tableau 3.2 (chapitre précédent), on constate
que les concentrations en Ni dans la solution des sols ferrallitiques ferritiques de plaine,
lorsqu'ils sont fertilisés (0,44 a 0,71 mg.1"1, soit 7,5 & 12 uM), pourraient se situer dans une
gamme de concentrations toxiques pour les végétaux cultivés.

Cependant, il semble que seul un calcul de l'activité de Ni en solution, c'est a dire la
prise en compte de la concentration du nickel dans la solution et des caractéristiques de la
solution (composition minérale, pH, ...), est susceptible de permettre de statuer sur la toxicité
de Ni en solution. Par ailleurs, selon Beckett et Davis (1977), I'approche la plus précise dans
la définition d'un seuil toxique est la détermination de la concentration limite de 1'€lément
dans la plante au-dela de laquelle la croissance est ralentie, car cette concentration serait
indépendante des conditions de culture.

L'objectif du paragraphe suivant est la définition de tels seuils de toxicité.
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4.3. SEUILS DE TOXICITE DU NICKEL POUR LE MAIS

4.3.1. Résultats
Seuil de toxicité de Ni dans les parties aériennes du mais

Les premiéres analyses de teneur en Ni ont porté sur les plants de mais cultivés pendant
36 jours sur le sol alluvial mélangé avec différentes quantités de NiSO;, (dont les effets sur la
croissance a €té présentée sur la figure 4.3). On constate (Fig. 4.4) que le poids de matiere
séche des parties aériennes diminue rapidement quand leur teneur en Ni dépasse 5 pg.g-! MS.
Une diminution de 20 % du poids de mati¢re séche de parties aériennes correspond environ a
une teneur de 10 £ 3 pg.g! MS. Toutefois, la partie de la courbe située entre 5 et 20 g Ni.g'!
pourrait ne pas représenter la réalit€ (la figure 4.2 a montré que Ni semblait activer la
croissance & de faibles concentrations). Par conséquent, il est préférable de considérer que le
seuil toxique se situe entre les teneurs moyennes des deux premiers traitements (témoin et
31 mg Ni.kg! de sol), c'est & dire entre 5 et 30 pg Ni.g! MS dans les parties aériennes, pour

un mais de 36 jours (témoin mesurant 176 cm de hauteur totale, cf. annexe 3).

Cependant, il est possible que la teneur en nickel diminue au cours du développement
de la plante, tel que cela est établi pour la plupart des éléments majeurs. Nous avons alors
entrepris de caractériser 1'évolution de la teneur en Ni dans les parties a€riennes du mais au
cours de son développement. Pour cela, les plants ont tous €té€ cultivés sur le sol alluvial
équilibré mélangé avec 125 mg Ni.kg-!, puis récoltés a différents stades de développement.
Les résultats sont présentés sur la figure 4.5a. On constate que la teneur en Ni diminue
effectivement trés rapidement au cours des premiers jours de croissance, puis lentement aprés
1 mois environ. Il apparait que la diminution de la teneur est inversement liée a
l'augmentation de la taille du plant (Fig. 4.5b). Ainsi, le seuil de toxicité de Ni dans les parties

aériennes du mais dépend fortement du stade de développement de la plante.

L'analyse des teneurs en Ni des plants adultes (tableau 4.3) confirme ce résultat, puisque
le plant adulte intoxiqué par la premiere dose de Ni dans le sol (62,5 mg.kg!) contient
seulement 2,2 ug Ni.g! MS dans ses parties aériennes (sans 'épi). La prise en compte du

stade de développement apparait donc comme essentielle.
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Fig. 4.4. Relation entre la teneur en nickel dans les parties aériennes et le poids de matiere séche
des parties aériennes du mais GH 5010. Les plants ont été cultivés en serre pendant 36 jours sur le
sol alluvial équilibré, mélangé avec des quantités croissantes de NiSO4 (celles de la figure 4.3). Les
résultats obtenus pour les plantes de chaque pot sont représentés.
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Fig. 4.5. Evolution de la teneur en Ni dans les parties aériennes (a), et de la hauteur (b) du mais
GH 5010 au cours de son développement. Les plants ont €té cultivés en serrce sur lc sol alluvial
équilibré, mélangé avec 125 mg Nikg! de sol sous forme de NiSO,. Pour les analyses, les plants ont été
récoltés A six stades de développement différents (nombre de feuilles dégainées entre parenthéses) : 15
cm (4), 25 cm (6), 40 cm (7), 60 cm (8), 80 cm (9), et 250 cm (15) (stadc adulte) de haul au niveau de la
ligule de la demi¢re feuille dégainée. Les valeurs sont les moyennes = leurs écarts-types calculés sur 12
répétitions par traitement.
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Tableau 4.3. Teneurs toxiques en Ni dans les parties aériennes du mais GH 5010 adulte.
Les plants ont été cultivés pendant 108 jours sur le sol alluvial équilibré, mélangé a des quantités
croissantes de NiSO,. Les teneurs dans les tiges et feuilles correspondent 2 l'ensemble des parties
aériennes moins 1'épi. Les valeurs sont les moyennes calculées sur 12 répétitions par traitement. (entre
parenthéses la différence par rapport au témoin).

—— Ni ajouté (mg.kg! sol) —-

PPDS 0 62.5 125
Ni dans les tiges et feuilles (ug.g! MS) 0,7 2,0 2,2 3,0
Hauteur au 28¢ jour (cm) 2.8 33,5 20,1 (-13%) 229(-32%)
Poids de grains secs (g.plt!) 33,2 104,7 849(-19%) 604 (- 42 %)

Afin de préciser le seuil de toxicité du nickel dans les parties aériennes du mais, des
plants ont alors €té cultivés en serre sur le sol alluvial équilibré contenant des quantités de
NiSO, plus faibles que celles utilisées précédemment (cf. Fig. 4.3), et ont tous été récoltés au
méme stade de développement : stade 9 feuilles dégainées, plus précisément a 75 cm de haut
au niveau de l'emplacement de la ligule de la derniére feuille dégainée (cf. Fig. 2.3).
Les résultats sont présentés dans le tableau 4.4, IIs montrent que pour la premiere dose
toxique de Ni dans le sol (31,3 mg.kg!induisant un retard de croissance en hauteur
significatif de 14 % en 34 jours), la teneur en Ni dans les parties aériennes du mais au stade
décrit ci-dessus estde 12 = 3 pg.g-! MS. Cette concentration constitue le seuil de toxicité dans

la plante le plus précis établit dans cette étude, au moins pour le cultivar de mais considéré.

Tableau 4.4. Seuil de toxicité du nickel dans les parties aériennes du mais GH 5010 récolté a un
stade de développement déterminé. Les plants ont €té cultivés sur le sol alluvial €équilibré,
additionné de quantités croissantes de NiSO,, et récoltés au méme stade de développement : 75 cm de
haut au niveau de la ligule de la derniére feuille dégainée. Les valeurs sont les moyennes calculées sur
12 répétitions par traitement.

Doses de Ni (mg.kg! de sol) ———

Paramétres PPDS 0 31,3 62,5 93.8 125

TNiPA75 (ug.g1 MS) 9,2 2,7a 122 b 145b 1950 292 ¢

Hauteur * (cm) au ; 14° jour 0.9 139a 135a 13,7 a 12,6 b 120b
20¢ jour 1.0 20,2 a 18,7b 185b 16,9 ¢ 158d
27¢ jour 3,2 33,1a 28,8 b 290b 252¢ 232¢
34¢ jour 7.5 58,6 a 50,6 b 498 Db 416 ¢ 37.5¢c

TNiPA75 : teneur en Ni dans les parties aériennes & 75 cm 2 la ligulc dc la demicre feuille dégainée.

* hauteur au niveau de la ligule de la derniére feuille dégainée.

Les valeurs sur la méme ligne non suivies par la méme lcttre sont significativement différentes au
seuil de 5 %.
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Seuil de toxiciié de Ni dans la solution

L'objectif de cette 1'étude est de tenter de définir un seuil de toxicit€ du nickel en
solution pour le mafis cultiv€ en hydroponie. La littérature indiquant que la toxicité de Ni en
solution dépend beaucoup de la composition minérale de cette derniére (Sela et al., 1989),
nous avons cultivé des plantules de mais sur des solutions de Hoagland & diverses dilutions,
contenant différentes concentrations de NiCl,. Les résultats sont présentés sur la figure 4.6.
On constate que la toxicité du nickel s'exprime d'autant plus que la solution nutritive est
diluée : le seuil toxique dans l'eau est environ de 2 uM, tandis qu'il est de 40 pM sur solution
de Hoagland diluée 2 fois.

A partir des résultats de cette figure, nous avons reporté les concentrations en Ni
correspondant & 10 % et a 50 % d'inhibition de la croissance en longueur des racines pour les
différents milieux. Ces concentrations ont ensuite ét€¢ converties en terme d'activités a l'aide
du logiciel GEOCHEM v. 2.0 (Sposito et Mattigod, 1980 ; cf. annexe 6 pour les calculs).
Les résultats sont présent€s dans le tableau 4.5. On constate que pour un seuil d'intoxication
donné (10 ou 50 %), l'activité de Ni en solution varie en fonction de la solution utilisée.
Il ne semble donc pas possible d'établir un seuil de toxicité de Ni en solution simplement en
terme d'activité.

Nous avons alors testé la validité d'un indice de toxicité, inspiré¢ de travaux effectués sur
I'aluminium (Becquer et al., 1992). Sa formule est la suivante, Ca*, Mg?+ et Ni?* étant

exprimés en terme d'activités :
{Ni%*)
I = x 100
X 7 {Ca®t} + (Mg*)

Tableau 4.5. Proposition d'un indice de toxicité Iiox. La concentration toxique de Ni en solution
(culture hydroponique) a été déterminée A partir de la figure 4.6. Les activités de Ni*, Ca** et Mg
ont été calculées par le logiciel Geochem. Les écarts-types des concentrations en Ni dérivent des
écarts-types des longueurs des racines (Fig. 4.6).

Solution nutritive de Hoagland (cf. tableaun 2.2)

Inhibition
racinaire diluée diluée diluée diluée
(%) 2 fois 4 fois 10 fois 20 fois

Concentration toxique de (- 10) 55 32 10 6.5
Ni en solution (M) (-50) 98 53 24 12,5
Activité de Ni en (- 10) 33,0 22,1 7,9 5,5
solution : {NiZ*} (uM) (-50) 58,7 36,6 18,9 10,5
{CaZ} (UM) 1220 700 320 170
(Mg} (UM) 310 180 80 40
Tiox (- 10) 2,15 2,50 2,00 2,60

(-50) 3,87 4,20 4,72 5,00
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Fig. 4.6. Influence de la composition minérale du milieu de culture sur l'effet toxique du nickel
sur la croissance des racines de mais GH 5010. Les plants ont €té cultivés pendant 8 jours sur eau
ou sur solution de Hoagland diluée 2, 4, 10 ou 20 fois (en abrégé 1/2, 1/4, 1/10, 1/20), contenant
différentes concentrations de NiCl,. Les valeurs sont les moyennes = leurs écarts-types calculés sur 12
répétitions par traitement.
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On constate que l'indice de toxicité Ijpx semble relativement stable, quel que soit la
dilution de la solution de Hoagland : il est égal & 2,3 + 0,3 pour une inhibition de la croissance
racinaire de 10 % en § jours, et & 4,4 + 0,6 pour une inhibition de 50 %.

4.3.2. Discussion

La figure 4.4 a montré que Ni est toxique pour le mais a des teneurs comprises entre 5 et
30 pg.g'! MS dans les parties aériennes, pour des plants de 36 jours (témoin mesurant 176 cm
de hauteur totale), le seuil se situant probablement vers 10 pg.g-! MS. Mais cette valeur
provient d'une interpolation, et le stade de développement de la plante pour une telle
concentration n'est pas défini. Or, il est indispensable de préciser le stade de développement
du plant correspondant a l'analyse, la teneur en Ni diminuant rapidement au cours de la phase
de croissance rapide du mais (Fig. 4.5). Ainsi, au cours d'une expérience sur le sol alluvial
contenant des quantités de NiSO, plus faibles que celles de la figure 4.4, un seuil de toxicité a
pu étre affiné et défini rigoureusement pour le cultivar GH 5010 : 12 = 3 g Ni.g'! MS dans
les parties aériennes du mais, au stade 9 feuilles dégainées et mesurant 75 cm de haut au
niveau de la ligule de la derniére feuille dégainée (cf. Fig. 2.3 pour cette mesure). A cette
teneur correspond un retard de croissance en hauteur de 14 % en 34 jours (significatif au seuil
de 1 %). 11 est possible cependant qu'une teneur inférieure & 12 pg.g'! MS puisse induire un
retard de croissance significatif.

Le choix de ce stade de développement relativement précoce pour l'analyse nous semble
intéressant, car il laisse le temps a la toxicité de s'exprimer, tout en correspondant a des
teneurs en Ni encore assez €levées (Fig. 4.5a) permettant de les différencier facilement de
celles d'un plant t€moin sans nickel. De plus, ce stade précoce permettrait un traitement
curatif sur la culture, dans la mesure ot, bien siir, un tel traitement existerait. En effet,
I'organe le plus souvent analysé lors d'un diagnostic foliaire sur mais est la feuille de 1'épi au
stade floraison femelle (Taureau et al., 1989). Or, le repérage de cet organe ne peut se faire
qu'a un stade tardif. Lubet et Taureau (1990) recommandent également le diagnostic foliaire
précoce sur le mafs.

S'agissant du seuil dans les tissus du mais, Chang et al. (1992) ont montré qu'il existait
une lacune dans la détermination de seuils de phytotoxicité de Ni. En effet, selon les auteurs,
sur 284 références traitant des effets phytotoxiques des métaux (Zn, Cu, Cr et Ni), seules deux
étaient appropriées pour établir un seuil de toxicité de Ni sur le mais : Wallace et al. (1977), et
Metwally et Rabie (1989). Ils ont déterminé, a l'aide de ces références, que seulement
3 ng.g't MS dans les feuilles suffisent a induire un retard de croissance de 50 % chez le mais.
Cependant, cette valeur est extrapolé & partir des données de ces 2 références, et les auteurs
suggerent qu'elle est probablement imprécise et trop faible. En effet, plusieurs résultats dans
la littérature suggérent que le seuil parait plus élevé que 3 pg.g-! MS (tableau 4.6).
Celui établit dans cette étude semble étre en accord avec les résultats cités.
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Tableau 4.6. Teneurs en nickel toxiques dans le mais.

Variété Stade Teneur Effets Référence
(ug.g' MS)

ns ns 19 (F) chloroses et RC Soane et Saunder (1959)
Golden Cross 18 . 8.4 (PA) -6 % MS PA Wallace (1989a)
Golden Cross 20]. 4,7 (PA) rien Wallace (1989b)
ns plantule 196 (PA) - 50 % MF plant Juste et al. (1989)
1LG3 28 j. 30 (PA) -35% MS PA Gerzabek et Ullah (1990)
INRA 260 12 F émergées 17 (6% F) - 50 % MS grains Mench et al. (1992)
ns ns 3@ - 50 % MS PA Chang et al. (1992)
GH 5010 9 F dégainées 12 (PA) - 14 % hauteuren34j. cette étude

(75 cm a la ligule

derniere F dégainée)

F : feuilles; PA : parties aériennes; MF, MS : mati¢re frafche, matiére séche; RC : ralentissement de la
croissance.
ns : non spécifié.

S'agissant du seuil de toxicité du nickel dans la solution en culture hydroponique, les
résultats montrent qu'il dépend fortement non seulement de l'espece végétale, mais également
de la nature de la solution nutritive (cf. tableau 4.2 et Fig. 4.6). L'expression des
concentrations de Ni en terme d'activité ne semble pas permettre la définition d'un tel seuil
(tableau 4.5). Par contre, la prise en compte de l'activité de Ni, de Ca et de Mg dans la
solution permet d'approcher un seuil de toxicité. En effet, Ca et Mg sont connus pour €tre des
ions antagonistes puissants de 1'absorption de beaucoup de métaux lourds, dont Ni (Proctor et
McGowan, 1976; Gabbrielli et Pandolfini, 1984; Robertson, 1985; Le Bot et al., 1990; Brady
et al., 1993). Ainsi, nous proposons l'indice de toxicité suivant :

24
- {Ni™"} % 100

()¢ {Ca2+} + {Mg2+}

Cet indice de toxicité semble étre relativement stable, quelle que soit la dilution de la solution
de Hoagland : il est égal & 2,3 % 0,3 pour une inhibition de la croissance racinaire de 10 % en
8 jours, et a 4,4 0,6 pour une inhibition de 50 % (tableau 4.5). Si on considere que le seuil
de toxicité se situe juste avant les 10 % d'inhibition, on peut faire l'estimation de I'échelle
suivante :

- Tiox <2 : pas de toxicité sur le mais ;

- Iiox = 2,3 : 10 % d'inhibition de la croissance racinaire du mais en § jours ;

- Tiox = 4,4 : 50 % d'inhibition de la croissance racinaire du mais en 8 jours.
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11 serait intéressant de comparer ces résultats obtenus sur mais avec ceux que l'on
obtiendrait sur d'autres especes végétales, et sur d'autres types de solutions.

Cet indice donne des valeurs tres différentes pour les solutions de sols. En effet,
le tableau 4.7 montre qu'une forte toxicité aﬁparait déja a partir de Itox = 0,49. Ceci pourrait
provenir du fait que la solution du sol, ol les racines puisent préférentiellement les éléments,
est alimentée par du nickel 1i€ au complexe d'échange, lui-méme pouvant €tre aliment€ par
des fractions plus stables (Uren, 1992). Des études complémentaires méritent d'€tre réalisées

pour expérimenter cet indice sur différentes solutions de sols.

Tableau 4.7. Calcul de Iy 2 partir des analyses de la solution des sols. Les calculs ont €t¢ réalisés
a l'aide du logiciel Geochem, A partir des concentrations de l'annexe 5, correspondant 2
l'expérimentation en serre de la figure 4.3. Les valeurs sont les moyennes calculées sur 12 répétitions.

Ni ajouté au sol (mg.kg!)

0 185 370 740 1480 2960
Réduction de la croissance™ 0 -31% -46 % -56 % -065% -77 %
Concentration de Ni 5
en solution (uM) 2,1 64,9 100 383 699 1030
Activité Ni (uM) 0,84 23,48 36,30 130,70 235,70 326,10
Activité Ca (uM) 1550 2150 2310 2380 2590 3250
Activité Mg (uM) 1910 2660 2870 2940 3300 4090
Liox 0,02 0,49 0,70 246 4,00 4.44

* par rapport 2 la matiére séche du témoin.

4.4. DIFFERENCES DE SENSIBILITE AU Ni ENTRE ESPECES ET ENTRE
CULTIVARS DE MAIS

4.4.1. Résultats

Le tableau 4.8 présente la sensibilité au nickel de différentes especes. En observant

l'inhibition de la croissance totale, il apparait I'ordre de sensibilit€ décroissant suivant :

tomate = squash > haricot > sorgho > mais

Le tableau 4.9 présente la sensibilité au nickel de différents cultivars de mais. Des
différences significatives apparaissent : Hycorn 80 est le moins sensible des cultivars testés
avec 65 % d'inhibition de la croissance racinaire par 4 UM de Ni dans I'eau, XL 94 le plus

sensible avec environ 94 % d'inhibition.
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Les figures 4.7 et 4.8 précisent les différences entre ces deux cultivars. Ainsi, sur

solution de Hoagland diluée au quart, la croissance des racines et des parties aériennes de

XL 94 diminue rapidement au-dela de 20 pM de Ni, alors que celle de Hycorn 80 diminue

au-dela de 50 uM.

Tableau 4.8. Comparaison de la sensibilité au nickel de différentes espéces. Les plants ont été
cultivés pendant 8 jours sur solution de Hoagland diluée 4 fois, sans nickel ou avec 50 uM de NiCl,.
Les mesures ont été faites sur des lots de plants réunis entre eux : 16 pour le squash, 40 pour la tomate,

32 pour le haricot, 20 pour le sorgho, et 12 pour le mais. (cf. § 2.1 pour les cultivars utilisés).

Poids de matiére séche

Espece des racines (mg.pit!)
Témoin S0 UM Ni RC (%)

Poids de matiere séche des
parties aériennes (mg.plt!)

Réduction

Témoin 50 UM Ni RC (%) totale (%) *

Haricot 107
Squash 50
Tomate 18
Sorgho 12,3

Mais (cv GH5010) 19,2

2,8
2
0,2
3,1
12,7

97
96
89
75
34

287 165
242 44
14,2 2,0
283 204

69 55

43

57

RC : réduction de la croissance. * (racines + parties aériennes).

Tableau 4.9. Comparaison de la sensibilité au nickel de différents cultivars de mais. Les plants

ont été cultivés sur solution aqueuse pendant 5 jours, sans nickel ou avec 4 uM de NiCh. Les

longueurs des racines correspondent 2 l'allongement de la radicule depuis 1a mise en solution. Les
valeurs sont les moyennes = leurs écarts-types calculés sur 12 répétitions.

Longueur des racines

Réduction de la

Cultivar (cm) croissance
témoin 4 UM Ni (%)
GH 5010 31,9+4,1 82+ 14 74,3+ 7.8
Hycom 9 18,725 40+0,8 78,673
Hycorn 80 224+30 78+ 1.3 65,2+ 10,5
XL 77T A 23,133 35+05 84,844
XL 80 31,3+£3.7 34107 89,2+ 3,6
XL %4 17,7+£2.8 1,L1£0,5 93,8+ 3,3
DK 529 20,7+2,1 34006 83,6 4.6
DK 581 23,022 4,104 82,2%35
DK 747 25,7+£3,2 45+0,6 82,5+4,6
DK 764 20,624 3.04+07 35452
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Fig. 4.7. Effets du nickel sur la croissance en longueur des parties aériennes et des racines de
mais XL 94 et Hycorn 80. Les plants ont été cultivés pendant 4 (m), 8 (A) et 12 (@) jours, sur
solution de Hoagland diluée au quart, avec différentes concentrations de NiCl,. Les valeurs sont
les moyennes % leurs écarts-types calculés sur 10 répétitions par traitement. a et b : parties

aériennes de XL 94 et Hycorn 80; c et d : racines de XL 94 et Hycorn 80.
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Fig. 4.8. Effet du nickel sur le poids de matiére séche des parties aériennes et des racines de
mais XL 94 et Hycorn 80. Les plants ont été cultivés pendant 4 (M), 8 (A) et 12 (®) jours, sur
solution de Hoagland diluée au quart, avec différentes concentrations de NiCl,. Les mesures ont
porté sur des échantillons moyens de 10 plants.
aetb : parties aériennes de XL 94 et Hycorn 80; c et d : racines de XL 94 et Hycorn 80.
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4.4.2, Discussion

Le tableau 4.9 montre qu'il existe des différences de sensibilité au nickel importantes
entre les cultivars de mais. En effet, deux des cultivars testés se différencient nettement :
Hycomn 80 et XL 94, avec 65 % et 94 % d'inhibition de la croissance racinaire respectivement.
Sur solution de Hoagland diluée au quart, la croissance de XL 94 est rapidement inhibée au-
dela de 20 uM de Ni, alors que celle de Hycorn 80 est ralentie au-dela de 50 uM (Fig. 4.7 et
4.8). Piccini et Malavolta (1992) ont également constaté une différence de sensibilité
importante entre deux cultivars de haricot : la matiére seéche totale de IAPAR-14 était diminué
de 4 % avec 34 uM de Ni en solution, et celui de Carioca de 60 %.

S'agissant des especes, les différences de sensibilité sont encore plus importantes
(tableau 4.8). En effet, en considérant I'inhibition de la croissance totale du plant (racines +

parties acriennes), il apparait l'ordre de sensibilité suivant (inhibition entre parenthéses):

Tomate (-86 %) = Squash (-84 %) > Haricot (-57 %) > Sorgho (-42 %) > Mais (-23 %)

Pour le haricot, I'inhibition de la croissance affecte essentiellement les racines (- 97 %).
Il est alors possible que les réserves importantes du cotylédon soient mobilisées en totalité
pour la croissance des parties aériennes, comme le montre leur inhibition modérée.
Cependant, on imagine aisément que leur croissance, au-dela des 8 jours de l'expérience,
aurait nécessairement diminu€ par suite de la forte déficience du systéme racinaire.

Ces résultats suggerent également que les dicotylédones sont plus sensibles au nickel
que les monocotylédones. Cependant, rien n'indique dans la littérature que les dicotylédones
soient effectivement plus sensibles. Dans une €tude ou plusieurs especes ont €té cultivées sur
un sol riche en nickel, Hunter et Vergnano (1952) ont constaté l'ordre suivant : (1) l'orge était
la plante la moins affectée, (2) le blé, le haricot et 1ivraie étaient peu affectés, (3) I'avoine, la
pomme de terre, le navet, et le chou étaient fortement affectés, (4) la betterave était la plante
la plus affectée. De leur coté, Sauerbeck et Hein (1991) ont distingué quatre types de plantes :
(1) celles qui absorbent peu de Ni et qui ne manifestent pas de toxicité : blé de printemps,
orge, moutarde et colza, (2) celles qui absorbent des quantités intermédiaires de Ni et qui
manifestent parfois une toxicité : €pinard, laitue, carotte et avoine, (3) celles qui absorbent
beaucoup de Ni et qui sont sévérement intoxiquées : haricot, radis et mais doux, (4) celles qui
absorbent beaucoup de Ni sans manifester de toxicité : ivraie. Ces résultats n'indiquent pas de
différences nettes entre les monocotylédones et les dicotylédones, bien que l'orge, le blé, et
I'ivraie semblent peu sensibles au nickel, tandis que le haricot et la betterave seraient treés
sensibles. Cependant, les résultats présentés dans ces articles sont a considérer avec

précaution, leurs protocoles expérimentaux étant trés peu détaillés.
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La culture sur solution apparait comme un outil efficace, par sa précision et sa facilité
de mise en oeuvre, pour comparer la sensibilité au nickel de différentes especes ou cultivars.
Elle devrait permettre notamment d'alléger les essais comparatifs inter-spécifiques et
inter-variétaux en plein champ destinés a sélectionner les espéces et les cultivars les moins
sensibles au nickel.

4.5. EFFETS DES CONCENTRATIONS TOXIQUES EN Ni SUR LA NUTRITION
MINERALE DU MAIS

4.5.1. Résultats

Les premieres analyses ont porté sur des plants cultivés en serre pendant 36 jours sur le
sol alluvial équilibré mélangé avec des quantités croissantes de NiSOy4 (plants dont la
croissance est présentée sur la figure 4.3). Les résultats, reportés dans le tableau 4.10,
montrent des variations significatives dans les teneurs de plusieurs éléments :

& celles en Si, K, Ca et Mg augmentent (sans compter Ni) ;
< celles en P et Mn diminuent.

Tableau 4.10. Effets du nickel sur la composition minérale au 36€ jour des parties aériennes de
mais GH 5010. Les plants ont été cultivés en serre sur le sol alluvial équilibré, additionné de quantités
croissantes de NiSO,. Les valeurs, exprimées par rapport & la matiere seéche, sont les moyennes
calculées sur 12 répétitions par traitement.

Doses de Ni (mg.kg! de sol)

Paramétre PPDS 0 40 80 160 320 640
PPA (gplth)*™* 4,00 23,57 16,08 13,07 9.87 8,14 5,57
Si (%) *** 0,45 2,31 2,79 3,06 3,00 3,03 2,81
N - 0,30 3,48 3,56 3,69 3,65 3,58 3,60
p - 0,03 0,26 0,23 0.23 0,21 0,19 0,20
K - 0,68 3,31 426 483 4,83 5,28 5,53
Ca - ™ 0,05 0,37 041 0,44 0,47 0,48 0,49
Mg - ** 0,06 0,44 040 041 0.45 0.47 0,49
Na (ug.g'h) 11,2 26,6 33,3 31,6 33,3 35,0 31,6
Fe -7 21,8 109,2 103.5 107,8 124,6 117,0 96,9
Mn - *** 9,3 83,8 70,8 68,5 58,6 49,0 31,7
Cu - 1,0 7.3 7.3 7,0 7.0 6.9 6.3
Zn - 12,3 49,3 46,0 50,5 475 49,0 48,6
Ni - 30,2 4,5 30.8 42,2 43,6 58,6 87,9

whe wx % - effets significatifs 2 0,1 %, 1%, et S %.
PPA : poids de matiére séche des parties aériennes.
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Des analyses minérales ont également porté sur des plantules de mais cultivés sur
solution contenant différentes concentrations de NiSQy (tableau 4.11). On constate que :

< les teneurs en Ca, Mg et Mn ont une nette tendance a diminuer dans Ies

parties aériennes et les racines ;
<> les teneurs en P et K augmentent dans les racines (sans compter Ni) ;

&> les teneurs en Ni sont beaucoup plus élevées dans les racines que les parties

aériennes.

Tableau 4.11. Effets du nickel sur la composition minérale de plantules de mais GH 5010.
Les plants ont €té cultivés pendant 14 jours sur solution de Hoagland diluée au quart, contenant
différentes quantités de NiSO,. Les résultats, exprimés par rapport a la matiére séche, correspondent 2
des analyses effectuées sur des échantillons de 12 plants réunis.

Ni Matigre seche P K Ca Mg Na Fe Mn Ni

(uM)  (mg.pltt) %y (B () () (%) — (ggh)—ro

Parties 0 167 0,71 231 064 084 0,007 80 118 3
aériennes 2,5 163 0,69 210 060 0,79 0,005 85 98 9
5 147 076 23 059 08t 0,005 68 107 28

10 165 074 207 056 075 0006 118 87 31

20 152 074 204 052 071 0,005 59 86 154

30 132 072 272 044 0,65 0,008 79 74 393

40 130 0,69 2,71 032 049 0,012 85 61 444

60 102 070 286 033 051 0019 118 98 803

80 93 071t 213 019 036 0,008 81 60 679

100 80 072 1,98 010 028 0005 100 46 609

Racines 0 94 0,39 121 032 1,10 0,14 83 333 13
2,5 98 0,38 114 032 1,14 0,09 68 245 169

5 89 046 1,23 029 1,07 0,10 63 285 430

10 90 0,51 1,22 038 09 0,14 52 162 554

20 77 0,62 145 027 076 0,11 57 245 1159

30 39 0,74 205 027 05 0,10 110 240 1985

40 29 0,82 1,95 023 084 005 76 231 2503

60 17 1,05 3,01 0,16 047 009 72 261 1995

80 10 124 292 011 043 005 72 143 1933

100 5 1,10 2,69 0,13 040 0,07 72 130 1790

L'azote n'a pu étre analysé par manque de matériel végétal.
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On constate que les résultats de ces deux tableaux ne concordent que partiellement, sauf
pour le manganese. Toutefois, il est difficile de comparer des effets sur des plants n'ayant pas
le méme 4ge physiologique - entre les deux expériences et au sein méme de chacune d'elle -
et se développant dans des conditions différentes.

Ceci renforce la nécéssité, pour comparer de fagon rigoureuse la composition minérale
des plants exposés au nickel, d'effectuer les analyses sur des plants ayant le méme stade de
développement. Le tableau 4.12 présente les résultats d'analyses effectuées dans de telles
conditions. On constate ainsi que Ni ne modifie pratiquement pas la composition minérale des
parties aériennes du mais, que ce soit celle des plants modérément ou fortement intoxiqués
(cf. H34 sur le tableau 4.12). Seules les deux doses de nickel les plus fortes (93,8 et
125 mg.kg1) induisent des baisses sensibles des teneurs en Si, N, P, Fe et Mn.

Tableau 4.12. Effets du nickel sur la composition minérale des parties aériennes de mais
GH 5010 récoltés au méme stade de développement. Les plants ont été cultivés en serre sur le sol
alluvial équilibré, additionné de quantités croissantes de NiSO,. Les plants ont été récoltés au stade 75
cm de haut 2 la ligule de la demiére feuille dégainée. Les résullats, exprimés par rapport 2 la matig¢re
séche, sont les moyennes calculées sur 12 répétitions par traitement.

Doses de Ni (mg.kg™ de sol)

Parametre PPDS 0 31,3 62.5 93,8 125
H34 (cm) 7.4 58,6 a 50,6 b 49,8 b 41,6 ¢ 37.5¢
Si (%) 0,39 1,84 a 1,92 a 1,73 a 1,71 a 1,67a
N (%) 0,53 2,152 221a 2,122 1,77 a 1.85a
P (%) 0,07 022 a 0,24 a 022a 0.18 a 0.19a
K (%) 0,60 2,84 a 3,06 a 2,79 a 2,54 a 2,66 a
Ca (%) 0,08 029a 0.33a 029a 0.27 a 0.30a
Mg (%) 0,11 043 a 042a 0,38 a 033 a 0.39a
Na (ug.g') 8,9 283 a 333a 316a 30,0a 31.6a
Fe (ug.gh) ™ 175 93,0a 90,2 a 92,0a 733 b 74,7 b
Mn (ug.g')** 6,1 36,7 a 31,0a 332a 322a 26,0 b
Cu (ug.gh) 1,1 45a 4,7 a 40a 3,8a 4,0a
Zn (ug.gh) 9,8 26,0a 292a 31,7a 257 a 30,0a
Ni (ng.gh) ** 92 27a 1220 145b 19,5b 292 ¢

Les valeurs sur la méme ligne non suivies par la méme lettre sont significativement différentes au seuil de 5 %.
H34 : hauteur des plants au 342 jour, au niveau de la ligule de la derniére feuille dégainée.
**, *** . effets significatifs a 1 % et 0,1 %.
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4.5.2. Discussion

Les analyses de plantules de mais cultivées pendant 12 jours sur solution nutritive
contenant différentes concentrations de nickel montrent des variations importantes dans la
composition minérale de leurs tissus. On constate ainsi une augmentation des teneurs en P et
en K dans les racines (tableau 4.11). Cependant, il est probable que cet effet soit di a des
différences dans le stade de développement entre les différents plants exposés au nickel. 11 est
en effet €tablit que, en régle générale, les teneurs en éléments (en particulier N, P, et K)
diminuent au cours de la croissance (Bonzon et Maury, 1982; Heller ef al., 1989). Par contre,
les teneurs en Ca, Mg et Mn dans les racines et les parties aériennes des plantules de mais ont
tendance & diminuer (tableau 4.11), et ceci pourrait étre attribué & une action du nickel.
Plusieurs €tudes ont en effet montré que Ca et Mg sont des ions antagonistes de l'absorption
de Ni (Proctor et Mc Gowan, 1976; Robertson, 1985; Heikal e al., 1989a). Ni diminuerait
également l'absorption de Ca et Mg chez le riz (Rubio et al., 1994). S'agissant de Mn, Taylor
et Stadt (1990) ont montré l'existence d'un antagonisme avec Ni chez le blé. Hewitt (1953) a
observé des symptdmes de déficience en manganese sur les feuilles de tomate et de pomme de
terre exposées au nickel, et Estail e al. (1988) ont constaté, sur le piment doux, une
diminution des teneurs en Mn dans les feuilles et dans les racines. Il est par conséquent
possible que Ni puisse diminuer 1'absorption de Ca, Mg et Mn par le mais en culture sur

solution.

En culture sur sol, il semble que l'effet de Ni sur l'absorption des éléments soit différent
(tableau 4.10). En effet, les analyses des parties aériennes de mais, cultivés en serre pendant
36 jours sur le sol alluvial équilibré mélangé avec des quantit€s croissantes de NiSQy,
montrent que les teneurs en Si, K, Ca et Mg augmentent de maniére significative, mais cet
effet est probablement dfl, & nouveau, aux différences de stade de développement des plants,
et & l'augmentation de la concentration en Ca et en Mg dans la solution du sol (annexe 5),
ces €léments ayant probablement été déplacés vers la solution par l'apport de NiSO,.
Par contre, les teneurs en P, et surtout en Mn diminuent fortement (significatif 4 0,1 % pour
Mn; tableau 4.10). S'agissant de P, I'annexe 5 montre une diminution de sa concentration dans
la solution du sol avec l'apport de NiSQOy, suggérant fortement une précipitation sous forme
Niz(PO4),8H,0 ou/et Nis(POy),2NiHPO,, composés trés peu solubles (Bolt et Bruggenwert,
1978). La diminution de la teneur en P dans les parties aériennes serait donc un effet indirect
du nickel. Par contre, la diminution de la teneur en Mn, également observée sur les plantules
cultivées sur solution, pourrait étre attribuée & un antagonisme entre l'absorption de Ni et celle
de Mn. Les résultats de Metwally et Rabie (1989) sont en accord avec cette hypothese.

L'analyse de plants de mais récoltés au méme stade de développement apparait ainsi

comme la seule méthode pour éviter les problémes d'interprétation li€s aux différences de
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développement. Ainsi, I'analyse des parties aériennes de plants de mais, cultivés en serre sur
le sol atluvial équilibré mélangé avec différentes quantités de NiSOy, et récoltés & 75 cm de
haut au niveau de la ligule de la derniére feuille dégainée, montrent que seules les teneurs en
fer et en manganese diminuent significativement (tableau 4.12). Mais l'effet reste faible, et la
forte diminution de la teneur en Mn observée précédemment est probablement due a
I'intoxication par Ni beaucoup plus forte (cf. tableau 4.10 et 4.12). Par conséquent, une
absorption excessive de Ni modifie peu la composition minérale des parties aériennes du
mafis, hormis pour les doses élevées qui semblent entrainer une légere diminution de Si, N, P,
et surtout Fe et Mn. En outre, la comparaison de ces teneurs avec les normes €tablies pour le
mais montre que méme les plus faibles teneurs en Fe et Mn ne semblent pas déficientes
(taureau et al., 1989; Lubet et taureau, 1990).

On peut noter que la diminution de la teneur en fer reste faible alors que cet effet est
souvent rapporté comme un fait majeur de la toxicit€ du nickel (Forster, 1954; Roth et al.,
1971). Cependant, Wallace er al. (1977) ont constaté aussi que Ni modifiait peu la teneur en
fer chez le mais. Par ailleurs, les chloroses observées aux fortes intoxications (cf. § 4.2)
pourraient étre dues non pas & une carence en fer comme cela est souvent proposé (Hewitt,
1948; Vergnano et Hunter, 1953), mais 2 une carence en mangangse qui se manifeste par des
chloroses inter-nervaires chez le marts (taureau et al., 1989).

En conclusion, il apparait qu'aux premiers stades de l'intoxication du mafis par le nickel,
le ralentissement de la croissance n'est pas di & une carence minérale. Par conséquent,

Ni serait toxique par lui-méme.

4.6. CONCLUSION

Le suivi du développement du mais exposé artificiellement & des exceés de nickel montre
qu'aucun symptdme particulier n'apparait, hormis & des concentrations extrémement toxiques.
Seul un ralentissement de la croissance est observé, essentiellement au niveau des racines.
A des concentrations plus élevées, des chloroses se développent entre les nervures des limbes,
ainsi que des nécroses au bord des limbes et un brunissement au niveau des apex racinaires.
Les chloroses apparaissent surtout en culture sur solution apres épuisement des réserves de la
graine, et pourraient €tre la conséquence d'une faible absorption de fer, liée au mécanisme
spécifique d'absorption de cet élément par les graminées et & sa forme apportée (Fe-EDTA).

Sur un cycle complet de végétation, le ralentissement de la croissance, méme modér€,
aboutit 2 une diminution significative de la production du mafs, essentiellement par une
diminution du nombre de grains par épi. Le nickel pourrait alors perturber la fécondation,
voire le transfert des sucres et/ou des acides aminés 2 partir des feuilles et des tiges vers les

grains, ce qui serait en accord avec les résultats de Setia e al. (1988) sur le blé.
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Aucun symptdme spécifique ne se manifestant, il apparait que le moyen le plus siir de
diagnostiquer une phytotoxicité due au nickel est I'analyse foliaire. La courbe de réponse du
mais & des doses croissantes de NiSO4 mélangées au sol a permis, en effet, de mettre en
évidence clairement un seuil de toxicité du nickel pour le mais GH 5010 : 12 + 3 pg.g! MS
dans les parties aériennes du mais, au stade 9 feuilles dégainées et mesurant 75 cm de haut au
niveau de la ligule de la derniére feuille dégainée. Cette teneur correspond 2 un retard de
croissance en hauteur de 14 % en 34 jours (significatif au seuil de 1 %). Mais il est possible,
dans le cas présent, qu'une concentration inférieure a 12 g Ni.g! MS puisse induire un retard
de croissance significatif. De plus, la production de grains parait plus affectée que la
croissance. Le seuil toxique de Ni pourrait donc étre plus bas si on tient compte de la
production de la plante comme critére d'intoxication et non de sa croissance. Des seuils de
toxicité comparables avaient déja ét€ mis en évidence, ou approchés, par divers auteurs
(Wallace, 1989a; Mench ez al., 1992), mais aucun n'avait €té défini de fagon rigoureuse, car ne
tenant pas compte du stade de développement de la plante, ou ne comparant pas la croissance
du plant exposé au nickel avec celle d'un témoin. La prise en compte du stade de
développement est indispensable du fait de la diminution rapide de la teneur en Ni au cours de

la phase de croissance rapide du mais.

En culture sur solution de Hoagland diluée au quart, la croissance du mafs est ralentie
au-dela de 20 uM de Ni. Cependant, ce seuil dépend de la composition minérale de Ia solution
nutritive. Pour s'affranchir de ce facteur de variation, il est possible cependant de calculer un
indice de toxicité Iiox, de formule 100 x {Ni?+} / ({Ca®} + {Mg?+}) dans laquelle chaque
¢lément est exprimé en terme d'activité. Pour le mats GH 5010, cet indice a permis d'établir,
sur quatre types de solution de Hoagland de dilutions différentes, I'€chelle suivante :

-Iiox <2 :pas de toxicité sur le mais GH 5010;

- ljox = 2,3 : 10 % d'inhibition de la croissance racinaire en 8 jours ;

- Tiox = 4,4 : 50 % d'inhibition de la croissance racinaire en 8§ jours.
A notre connaissance, ces résultats sont les premiers qui montrent la possibilité de définir un
seuil de toxicité du nickel en solution qui fasse abstraction des variations de la composition
minérale du milieu de culture. Il serait intéressant d'expérimenter cet indice pour d'autres
types de solutions nutritives. Toutefois, on peut regretter que cette échelle ne concorde pas
avec celle des solutions de sols, pour lesquelles une échelle différente pourrait sans doute €tre
définie a partir de la méme formule. Si tel était le cas, nous disposerions alors d'une méthode

intéressante pour diagnostiquer un risque de toxicité avant mise en culture d'un sol.

D'autre part, les seuils de toxicité définis dans la plante et dans la solution dépendent
certainement du type de cultivar de mars, car des différences de sensibilité significatives ont

été mises en évidence sur dix cultivars testés : Hycorn 80 se montre le moins sensible avec
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65 % d'inhibition de la croissance racinaire par 4 UM de Ni dans l'eau, XL 94 étant le plus
sensible avec 94 % d'inhibition. II est par conséquent vraisemblable que les seuils de toxicité
définis plus haut soient spécifiques du cultivar utilisé (GH 5010).

Des différences encore plus importantes ont été observées entre des espéces : la
croissance racinaire du haricot, de la tomate et du squash est inhibée a plus de 90 % par
50 pM Ni en solution de Hoagland diluée au quart, celle du sorgho est inhibée a 75 %, et celle
du mais GH 5010 & 34 %. En I'occurrence, il semble que le mais soit une espece modérément
sensible au nickel, et que plusieurs especes soient beaucoup plus sensibles.

La méthode de culture sur solution permettrait ainsi la présélection d'espéces, voire de
cultivars, peu sensibles au nickel et, par suite, d'accélérer la mise au point d'une agriculture

productive sur les sols ol la biodisponibilité du nickel est €levée.

L'analyse de la composition minérale des parties aériennes du mais modérément
intoxiqué montre que Ni n'induit aucune carence minérale, méme si les teneurs en fer et en
manganese diminuent sensiblement. Par conséquent, il semble que Ni, une fois absorbé,
puisse agir sur le métabolisme de la plante. L'é¢tude du mode d'action du nickel sur la
physiologie du mais s'impose. 11 constitue I'objectif majeur des études relatées dans les deux

chapitres suivants.
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RESIUME

Le mais exposé & des exces modérés de nickel ne manifeste pas de symptomes
spécifiques d'intoxication. Seules des chloroses et des nécroses au niveau des limbes,
ainsi qu'un brunissement des apex racinaires se développent dans les 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 2 une diminution significative de la production du mafs.

L'analyse des parties aériennes du mais intoxiqué montre que Ni modifie peu leur
composition minérale. Le ralentissement de la croissance induite par des exces de Ni
n'est donc pas dfi & une carence minérale. Par conséquent, Ni serait toxique par lui-
méme.

Un seuil de toxicité a été déterminé de fagon rigoureuse dans la plante cultivée
sur sol. Ainsi, avec 12 + 3 pg.g-! MS dans les parties aériennes du mais GH 5010, au
stade 9 feuilles dégainées et mesurant 75 cm de haut au niveau de l'emplacement de la
ligule de la derniére feuille dégainée, la croissance en hauteur est diminuée de 14 % en
34 jours.

Un seuil a également été déterminé dans la solution en culture hydroponique,
applicable a plusieurs types de milieux, grace au calcul d'un indice de toxicité basé sur
les activités de Ni, Ca et Mg dans la solution.

Ces seuils sont spécifiques du mais, et probablement méme du cultivar utilisé, des
différences de sensibilité au nickel importantes ayant été mises en évidence entre
especes, et méme entre cultivars de mais.
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5

LOCALISATION DU NICKEL
DANS LE MAIS

Le chapitre précédent a permis de montrer que le nickel est toxique a des teneurs trés
faibles dans les tissus du mais, 12 pg.g! MS dans les parties aériennes induisant un retard
significatif de la croissance. L'analyse de la composition minérale du mais a montré que Ni
n'induit pas de carence : il est donc toxique par lui-méme.

Il est probable que le nickel n'est pas réparti uniformément dans la plante, mais qu'il est,
au contraire, concentré  certains niveaux ot il pourrait alors agir préférentiellement.

Le but des recherches rapportées dans ce chapitre est de préciser la répartition du nickel
dans le mais, et de le localiser d'un point de vue histologique et cytologique. En outre, I'étude
a porté sur les deux cultivars de mars de sensibilité & Ni différente (XL 94 et Hycorn 80) afin
de chercher a mettre en évidence des différences dans la localisation du nickel.

5.1. CONDITIONS EXPERIMENTALES

La premiére série d'expériences avait pour objectif la définition de la répartition de Ni a
I'échelle de la plante entiére, & différents stades de développement. Pour cela, les analyses ont
d'abord porté sur des plantules de mais GH 5010 cultivés pendant 4 4 12 jours sur solution de
Hoagland diluée au quart contenant différentes concentrations de NiCl,. Les racines (rincées a
l'eau déminéralisée) et les parties aériennes ont €té analysées en spectrométrie d'absorption
atomique. Etant donné le faible poids de matiére seéche du matériel a la récolte (10 a 100
mg/plant), les analyses ont été effectuées sur des €chantillons de 10 a 20 plants.

Les analyses ont ensuite porté sur les organes de plants plus dgés. Pour cette €tude, les
plants de mais GH 5010 ont été cultivés sur vase de végétation en serre, pendant 24 a 108
jours, sur le sol alluvial équilibré (cf. tableau 2.3) préalablement mélangé avec 62,5 ou
125 mg de Ni (sous forme de sulfate) par kg de sol. Les analyses, en spectrométrie
d'absorption atomique, ont porté sur les racines, chaque feuille, chaque entre-noeud, les

grains, le rachis et la panicule (inflorescence méle).
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La seconde série d'expériences avait pour but de préciser la localisation du nickel a
I'échelle histologique et cytologique. Pour cela, différentes techniques ont été utilisées
(détaillées au paragraphe 2.9) : coloration des tissus par le diméthylglyoxime, révélation par
la méthode au sulfure d'argent, autoradiographie, et analyse des rayons-X a la microsonde

¢lectronique couplée & la microscopie €lectronique a
expériences ont porté sur les plants de mais XL 94 (Ni-sensible) et Hycorn 80 (Ni-tolérant),

balayage ou a transmission. Les

cultivés pendant § jours sur solution de Hoagland diluée au quart et contenant différentes

concentrations de NiCl,.

5.2. RESULTATS

5.2.1. Répartition du nickel a I'échelle de la plante

Chez de jeunes plants de mais cultivés pendant § jours sur solution, on constate
(tableau 5.1) que les racines des plants exposés au nickel ont des teneurs en Ni beaucoup plus
élevées que les parties aériennes, quelle que soit la concentration en Ni dans la solution de
culture, et qu'elles contiennent 70 & 80 % du nickel immobilisé par la plante.

Tableau 5.1. Répartition du nickel dans la plantule de mais GH 5010. Lcs plants ont été cultivés
pendant 8 jours sur solution de Hoagland diluée au quart, contenant différentes concentrations en
NiCl,. Les analyses ont porté sur des lots de 15 & 20 plants réunis. Les valeurs sont les moyennes +
leurs écarts-types calculés sur 3 répétitions (3 lots). (entre parentheéses Iec % de Ni immobilisé).

Organes Ni  Poids total de matiére Teneurs Immobilisations

(LM) séche (mg.plt!) (ng.g! MS) moyennes
(Lg.plant!)

Parties aériennes 0 56,773 3£ 1 0,17 (43 %)

20 57,2%9,1 70+ 12 4,00 (21 %)

40 54,6 £6,7 105 £ 14 5,73 (20 %)

60 43,6 £ 6,1 127 £ 21 5,54 (30 %)

Racines 0 16428 4+ 3 0.23 (57 %)

20 172+£22 889 + 105 15,31 (79 %)

40 125+19 1785 £ 157 22,25 (80 %)

60 72+1.2 1810£210 12,95 (70 %)
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Chez des plants de mais adultes exposés au nickel, les racines accumulent toujours
beaucoup plus de Ni (plus de 90 %) que les parties aériennes (tableau 5.2). Au niveau de ces
dernieres, les feuilles ont des teneurs et des immobilisations en Ni plus élevées que les tiges.
Les organes reproducteurs semblent faire partie des organes les plus riches au sein des parties
aériennes : les grains ont & peu pres autant de Ni que les feuilles, et la panicule parait avoir les
teneurs les plus élevées.

Tableau 5.2. Répartition du nickel chez le plant de mais GH 5010 adulte. Les plants ont été
cultivés en serre pendant 108 jours sur le sol alluvial équilibré, mélangé avec des quantités croissantes
de NiSOj. Les résultats sont les moyennes calculées sur 4 répétitions (pour les racines), 6 répétitions
(pour les feuilles et les tiges), ou 12 répétitions (pour les grains). Pour les autres organes, les analyses
ont porté sur des échantillons de 12 plants. (entre parenthéses le % de Ni immobilisé).

—— Ni ajouté dans le sol (mg.kg1)

Organes  PPDS 0 62,5 125
Panicule - 2 4 12
Grains 1,8 0,7a _ 38b 6,2¢
Teneurs Rachis - <1 2,0 3.0
(ug Ni.g! MS)  Spathes - <1 22 3.1
Feuilles 2,1 1,7a 39b 8.1c
Tiges 1,1 04 a 1.2a 3,1b
Racines 165 45 a 306 b 404 b
Panicule - 6.3 (0.3 %) 13,2 (0.1 %) 32,4 (0.2 %)
Grains - 73,3 (3.6 %) 322,6 (2.8 %) 3745 (2,8 %)
Immobilisations Rachis - <1 234 (0,2 %) 60,3 (0,5 %)
(ug Ni.plt?1) Spathes - <1 31,5 (0.3 %) 49,6 (04 %)
Feuilles - 81,8 (4,1 %) 187,1 (1,6 %) 407,5 (3,1 %)
Tiges - 20,0 (1 %) 50,6 (0.5 %) 143,3 (1.0 %)
Racines - 1820 (91 %) 10750 (94,5 %) 12200 (92 %)

Les valeurs sur la mé&me ligne non suivies par la méme lettre sont significativement différentes au seuil de 5 %.

La répartition du nickel entre les différentes feuilles et les différents entre-noeuds du
jeune plant et du plant adulte varie également de fagcon importante. Ainsi, chez le jeune plant
(Fig. 5.1a), les feuilles les plus riches semblent €tre les feuilles supérieures et inférieures,
tandis que celles située entre ces deux niveaux ont des teneurs sensiblement plus faibles.

Chez le plant de mais adulte (Fig. 5.1b), les feuilles de la partie inférieure semblent
contenir nettement plus de Ni que les feuilles du haut. Au niveau des entre-noeuds, il y a

manifestement une accumulation relative de nickel dans l'entre-noeud qui porte I'€pi.
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Fig. 5.1. Répartition du nickel dans les parties aériennes du jeune plant de mais (a) et du mais
GH 5010 adulte (b). Les plants ont été cultivés en serre pendant 24 jours (a) ou 108 jours (b) (jusqu'a
maturité) sur le sol alluvial équilibré, mélangé avec 125 mg de Ni par kg de sol (sous forme de
NiSO4). A la récolte, chaque feuille et chaque entre-noeud ont été analysés (sauf les deux premigres
feuilles pour (b), abimées). Les analyses ont €té faites sur des échantillons moyens issus de 6 plants
(a) ou de 4 plants (b). *Fnd : feuilles non dégainées.
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5.2.2. Localisation histologique du nickel

Sur de jeunes mais de 8 jours cultivés sur solution, des coupes de différents organes
(milieu du limbe de la deuxieéme feuille, gaine foliaire, base de la radicule (& 1 cm du collet),
zone d'élongation et zone méristématique de la radicule) ont €té effectuées puis analysées a la
microsonde couplée 2 la microscopie €lectronique a balayage. La tige n'a pu €tre analysée,
celle-ci étant constituée a ce stade de développement par un emboitement de gaines et de
feuilles en cours d'émission. Rappelons que les tirs sont dirigés sur les parois, l'intégrité du
cytoplasme n'étant pas conservée lors de la déshydratation de la coupe.

La limite de détection de la technique étant environ de 500 pg.g! MS, 'analyse a porté
uniquement sur les plants exposés au nickel. Les résultats ont permis de différencier des
zones d'accumulation de Ni au niveau de différents organes des deux cultivars de mais.
Le nickel semble ainsi se localiser préférentiellement au niveau de la base de la radicule chez
le mais XL 94, plus précisément au niveau de l'endoderme, du péricycle, du xyléme et du
phlo¢me, ainsi que modérément au niveau du cortex (Fig. 5.2 et tableau 5.3). On constate la
méme répartition dans les tissus de la zone d'élongation, mais a des teneurs plus faibles
(tableau 5.3). Chez le cultivar Hycorn 80, la base de la radicule est également l'organe
d'accumulation privilégié : Ni y est localisé principalement au niveau de l'endoderme,
et modérément au niveau du cortex (tableau 5.4). Les tissus de la zone d'élongation présentent
la mé&me localisation avec des teneurs moindres. Les spectres RX correspondant a 'analyse de
la base de la radicule (Fig. 5.3) mettent nettement en évidence, entre les deux cultivars,
les différences de localisation de Ni décrites ci-dessus. Par contre, aucune teneur significative
n'est détectée au niveau du limbe, de la gaine foliaire ou de 'apex racinaire (tableaux 5.3 et
5.4).

Les analyses a la microsonde montrent par ailleurs que les teneurs élevées en Ni
semblent étre associées a de fortes teneurs en soufre. La corrélation entre ces deux éléments
est en effet hautement significative (r = 0,749, significatif a 0,1 %, Fig. 5.4). Ceci ne parait
pas étre un artefact, car Ni est apporté dans la solution sous forme NiCl;, et non NiSOy.

La coloration des racines par le diméthylglyoxime, colorant spécifiquement le nickel en
rouge, corrobore en partie les résultats obtenus a la microsonde. En effet, on constate la
présence de quantités importantes de nickel au niveau de la stele de la base de la radicule et
de celles des racines latérales de mais XL 94 (Fig. 5.5 D). La technique ne permet cependant
pas de préciser & quel niveau de la stéle est localisé Ni. On constate également une coloration
importante au niveau de l'apex de la radicule du plant exposé au nickel, surtout chez le
cultivar XL 94 (Fig. 5.5 A-C). L'apex est coloré sur environ 0,5 & 1 mm de longueur dans le
sens axial, suggérant la présence de Ni au niveau du méristéme ou/et au niveau de la coiffe.
Au regard de la gamme de coloration (Fig. 5.6), les quantités présentes au niveau de I'apex du

cultivar XL 94 pourraient étre élevées.
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Les autoradiographies de plants (cv XL 94) exposés au nickel radioactif (1,3 pg 63Ni.l-,
soit 740 kBq.I'!) montrent que 'apex de la radicule et ceux des racines latérales contiennent
davantage de nickel que les autres tissus (Fig. 5.7). Les parties aériennes ne sont pas
marquées, méme aprés 8 jours d'absorption sur une solution contenant le double de ¢3Ni
(1480 kBq.I'1).

La localisation du nickel a également ét€ mise en évidence par la méthode au sulfure
d'argent sur des coupes transversales de tissus observées en microscopie optique (Fig. 5.8).
Pour mémoire, les colorations blanches (en fond noir) ou noires (en lumiére blanche) sont des
ions argent réduits et fixés a l'emplacement des métaux lourds.

Au niveau de l'apex de la radicule, on constate chez XL 94 exposé au nickel une
coloration importante, au niveau pari€tal et cytoplasmique, dans le centre de la coupe
correspondant probablement au méristtme (Fig. 5.8 A et B). Cette coloration n'apparaissant
pas chez le témoin suggere la présence de nickel dans ces zones.

La coloration de la base de la radicule de mais XL 94 révéle la présence de Ni
principalement sur les parois du xyléme et du métaxyléme, et modérément sur celles de
I'endoderme (Fig. 5.8 C et D). Les cellules du parenchyme cortical sont également l€gérement
colorées au niveau pari€tal et cytoplasmique.

S'agissant des limbes, la figure 5.8 F suggere la présence de nickel au niveau des
chloroplastes des gaines périvasculaires du mais XL 94.

Aucune différence significative de coloration n'a été observée entre les deux cultivars
avec la méthode au sulfure d'argent, hormis sur les limbes, lesquels sont moins colorés chez
Hycorn 80 que chez XL 94 (Fig. 5.8 Fet G).
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Fig. 5.2. Localisation du nickel par la microsonde électronique couplée 4 la microscopie
électronique a balayage au niveau de la base de la radicule du mais XL 94. Les plants ont été
cultivés pendant 8 jours sur solution de Hoagland 1/4 avec 60 uM de NiCl,. La radicule a ensuite €té
coupée transversalement au cryomicrotome a 1 cm du collet. Les lettres indiquent Ies endroits oll ont
été effectués les tirs. Les lacunes au niveau du cortex sont des aérenchymes se développant chez les
plants cultivés sur solution. Les fleéches indiquent les zones riches en nickel.

C : Cortex, E : Endoderme, MX : Métaxyléme, P : Phloéme, Pe . Péricycle, R : Rhizoderme,
X : Xyleme.
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Tableau 5.3. Répartition du nickel et des autres éléments dans les tissus du mais XL 94.
Les plants ont été cultivés pendant § jours sur solution de Hoagland diluée 4 fois, 2 60 uM de Ni.
L'analyse a été faite & la microsonde électronique en microscopie 4 balayage, sur des coupes
transversales de tissus. Les valeurs sont les concentrations apparentes moyennes sur 4 2 6 tirs,
exprimées par rapport & la mati¢re séche. L'écart-type est reporté pour Ni : seules les moyennes
supérieures au double de I'écart-type sont significatives.

Mg P S K Ca Fe Ni
(%) — (ug.ghH—
LIMBE :
épiderme 0,28 0,16 0,26 2,38 1,20 260 560 +420
mésophylle 0,21 0,24 0,23 1,48 0,91 40 200 +£ 400
tissus vasculaires 0,20 0,54 0,45 2,41 0,92 230 480 + 430
GAINE FOLIAIRE:
épiderme 0,24 0,45 0,13 3,08 0,85 50 280 + 450
parenchyme 0,11 0,60 0,13 1,70 0,56 300 40 + 450
xyleme 0,37 0,68 0,19 2,47 0,62 30 330 + 460
BASE DE LA RADICULE :
épiderme 0,07 0,60 0,35 0,82 0,20 4350 560 + 420
cortex 0,36 0,94 1,17 2,29 0,54 100 1230+ 500
endoderme 0,19 0,61 0,75 1,37 0,46 70 1780+ 580
péricycle 0,22 0,88 0,85 2,22 0,37 150 3180x840
xyleme 0,25 0,35 0,92 1,99 0,24 130 2200+ 710
phloéme 0,18 0,85 0,76 2,53 0,38 550 2750980

parenchyme vasculaire 0,20 1,20 0,68 1,80 0,38 220 1740 + 890

ZONE D'ELONGATION RACINAIRE :

épiderme 0,05 0,44 0,21 0,63 0,01 1230 110+430
cortex 0,09 0,90 0,48 1,24 0,08 170 150 + 410
endoderme 0,20 1,56 0,68 2,03 0,08 20 1370+ 580
péricycle 0,19 1,94 0,59 2,17 0,09 190 1770+ 710
xyléme 0,17 1,27 0,43 2,23 0,08 270 1510+ 650
phlog¢me 0,17 1,42 0,45 3,17 0,14 100 1210570
APEX RACINAIRE :
épiderme 0,10 0,98 0,21 1,02 0,03 80 730 £ 460

méristéme 0,22 3,00 0,59 1,38 0,10 20 580 £ 450
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Tableau 5.4. Répartition du nickel et des autres éléments dans les tissus du mais Hycorn 80.
Les plants ont €té€ cultivés pendant 8 jours sur solution de Hoagland diluée 4 fois, a 60 uM de Ni.
L'analyse a été faite 4 la microsonde €lectronique en microscopie a balayage, sur des coupes
transversales de tissus. Les valeurs sont les concentrations apparentes moyennes sur 4 a 6 tirs,
exprimées par rapport 2 la matiere séche. L'écart-type est reporté pour Ni : seules les moyennes
supérieures au double de I'écart-type sont significatives.

Mg P S K Ca Fe Ni
(%) —(ug.gt) —

FEUILLE :

¢piderme 024 112 059 349 2,09 310 380 + 590

mésophylle 0,85 1,82 0,25 2,15 1,81 100 770 + 650

tissus vasculaires 0,37 1,34 0,27 3,34 0,87 280 1060 + 570
GAINE FOLIAIRE :

¢piderme 016 055 0,23 330 0,68 160 110 £ 550

xyléme 030 085 035 387 047 380 420 + 590
BASE DE LA RADICULE :

¢piderme 0,i7 068 0,69 1,14 0,12 1230 390 + 550

cortex 034 087 1,76 3,11 0,38 80 1490+ 620

endoderme 0,46 1,55 1,62 2,14 0,20 180 2880+ 910

péricycle 029 181 069 326 0,18 150 670 + 620

xyléme 022 154 1,6 3,05 037 260 390 + 600

phlo¢me 033 169 18 421 033 170 1050 + 680

parenchyme vasculaire 0,31 2,10 1,12 2,73 0,29 205 510+ 560
ZONE D'’ELONGATION RACINAIRE :

€piderme 0,14 0,34 0,15 0,77 0,02 590 70 +530

cortex 026 1,70 062 2,33 0,17 210 1270+ 540

endoderme 0,13 0,83 0,38 1,92 0,09 380 1460+ 760

péricycle 017 097 055 245 0,13 430 550 + 470

xyleme 008 044 015 289 004 400 650 + 540

phloé¢me 0,16 1,14 043 293 0,18 250 880 + 450
APEX RACINAIRE :

épiderme 0,27 1,35 0,51 1,52 0,14 310 1230 + 750

méristéme 0,38 3,13 0,76 1,39 0,26 120 320 +610
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Fig. 5.3. Spectres RX résultant de I'analyse & la microsonde élecironique de la base de la radicule
des mais XL 94 et Hycorn 80. Les plants ont été cultivés pendant 8 jours sur solution de Hoagland
diluée au quart et contenant 60 uM de NiCl,. Noter les différences de concentrations en Ni entre les
deux cultivars de mais au niveau du péricycle, du xyleéme et du phlogme.
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Fig. 5.4. Corrélation entre la teneur en nickel et la teneur en soufre dans les tissus du mais.
L'analyse a été effectuée & la microsonde en microscopie électronique & balayage. La zone analysée
est 1a base de la radicule. A chaque point correspond une analyse.
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Fig. 5.5. Révélation du nickel par le diméthylglyoxime au niveau des racines de mais Hycorn 80
et XL 94. Les plants ont été cultivés pendant 4 jours sur solution de Hoagland diluée au quart
contenant différentes concentrations de NiCl,. Les racines fraiches essorées ont été ensuite 1égérement
écrasées entre deux lames, mises en contact avec une goutte de diméthylglyoxime a 0,1 %, puis
séchées a l'air. Les photos sont faites a la loupe binoculaire, avec rétro-éclairage en fond noir.

A : apex de la racine du témoin sans Ni. B : apex de Hycorn 80 exposé a 50 uM de Ni. C : apex
de XL 94 exposé a 50 uM de Ni. Noter la forte coloration rouge au niveau de 1'apex. D : base de la
racine de XL 94 exposé a 50 uM de Ni. Noter la coloration au niveau de la steéle. Barres = 1 mm.

Fig. 5.6. Gamme de coloration du nickel avec le diméthylglyoxime. Une goutte de solution de
NiCl, de concentration croissante a été déposée sur un papier buvard avec une goutte de

diméthylglyoxime 2 0,1 %.
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Fig. 5.7. Localisation du nickel par autoradiographie des plants de mais XL 94. Lcs plants ont été
cultivés pendant 8 jours sur solution de Hoagland diluée au quart. Au 88™¢ jour les plants ont été
placés sur la méme solution nutritive marquée en plus avec $3NiCl, (1,31 pg ©3Ni.t!, soit 740 kBq.1'),
pendant 1 h, 3 h, et 9 h. Les plants ont €€ ensuite rincés, séchés, puis autoradiographiés. Seul le
systéme Tacinaire est présenté, les parties aériennes n'étant pas marquées. (Taille réelle).

Noter la coloration intense au niveau de 'apex de la radicule et des apex des racines latérales
(fleches).
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Fig. 5.8. Localisation du nickel chez les mais XL 94 et Hycorn 80 par la méthode au sulfure
d'argent. Les plants ont été cultivés pendant 10 jours sur solution de Hoagland diluée au quart
contenant différentes concentrations de NiCl,. Photos faites en microscopie optique. La coloration
(blanche en fond noir, ou noire en lumiére blanche, cf. page suivante) est de l'argent réduit fix¢ a
I'emplacement des métaux.

A, B : coupes transversales dans la zone méristématique racinaire du mais XL 94. Fond noir.
A : témoin. B : plant exposé 2 30 uM de Ni. Noter la présence d'Ag au niveau des parois et du
cytoplasme des cellules du méristeme (fleches). Barres = 50 pm.
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Fig. 5.8 (suite).

C, D : coupes transversales de la base de la radicule de mais XL 94. Lumigre blanche.
C : témoin. D : plant exposé a 30 uM de Ni. Noter la forte coloration noire au niveau des parois des
vaisseaux du métaxyléme et du xyléme, et la coloration modérée au niveau des parois de l'endoderme
ainsi que de la paroi et du cytoplasme des cellules du cortex. Barres = 100 pum.

A : aérenchyme; C : cortex, E : endoderme, MX : métaxyleme, R : Rhizoderme, X : xyleéme.
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Fig. 5.8 (suite).

E-G : coupes transversales du milieu du limbe de la 2°me feuille. Lumilre blanche.
E : témoin (cv XL 94). F : mais XL 94 exposés & 60 pM de Ni. Noter la forte coloration au niveaun des
chloroplastes des gaines périvasculaires (fleches). G : mais Hycom 80 exposés a 60 uM de Ni. On ne
distingue pas de coloration importante. Barres = 50 pm.

Ep : épiderme, GP : gaine périvasculaire, M : Mésophylle, TV : tissus vasculaires.
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5.3. DISCUSSION ET CONCLUSION

L'étude de la répartition du nickel dans le plant de mais montre qu'il s'accumule
essentiellement dans les racines, celles du jeune plant en immobilisant 70 a 80 % du total
(tableau 5.1), celles du plant adulte plus de 90 % (tableau 5.2). Cette accumulation de Ni au
niveau des racines semble &tre le cas pour la majorité des plantes (Cataldo et al., 1978b;
Taylor, 1988; Wallace, 1989d; Liibben et Sauerbeck, 1991; Sauerbeck et Hein, 1991; Mench
et al., 1992). Ce fait allant de pair avec une diminution de la croissance des racines (tableau
5.1, et cf. Fig. 4.2), il est vraisemblable que l'action toxique du nickel se situe essentiellement
au niveau racinaire.

Cependant, Ni n'est pas totalement bloqué dans les racines, car un pourcentage non
négligeable (20 a 30 %) est retrouvé dans les parties aériennes apreés seulement 8 jours de
culture (tableau 5.1). Cela suggere que Ni puisse agir également au niveau des parties
aériennes. Dans celles du plant adulte, les teneurs les plus élevées s'observent au niveau des
feuilles, des grains et de la panicule (tableau 5.2). Une répartition identique est signalée par de
nombreux auteurs (Hunter et Vergnano, 1952; Crooke et Knight, 1955; Sauerbeck et Hein,
1991; Mench et al., 1992).

Chez le jeune plant de mais de 24 jours, la répartition de Ni au sein des feuilles et des
tiges n'est pas homogene : les feuilles les plus riches sont les plus 4gées (feuilles inférieures)
et les plus jeunes (feuilles supérieures), tandis que celles située entre ces deux niveaux ont des
teneurs sensiblement plus faibles (Fig. 5.1a). Wallace et al. (1977) ont constaté également des
teneurs plus élevées dans la partie supérieure des tiges et feuilles du mais de 19 jours.
I1 est possible que les feuilles inférieures soient plus riches en Ni du fait de leur proximité du
systéme racinaire, qui pourrait alimenter préférentiellement les organes les plus proches,
a moins qu'il ne s'agisse d'un phénomene cumulatif. Quant aux jeunes feuilles, on peut penser
que Ni est relativement mobile dans le phloéme et peut alimenter les tissus-puits par cette
voie. Neumann et Chamel (1986) ont en effet nettement mis en évidence, chez le pois et le
géranium, un transport de ¢3Ni dans le phlog¢me, a partir des feuilles non-sénescentes vers les
tissus puits.

Chez le plant adulte, les feuilles inférieures ont plus de Ni que les feuilles supérieures,
tandis qu'au niveau des entre-noeuds, on peut s'étonner de I'accumulation de nickel dans celui
qui porte 1I'épi (Fig. 5.1b). Etant donné les teneurs en Ni relativement élevées dans les grains
et dans la panicule, il parait probable qu'une partie du Ni contenu dans les feuilles supérieures
ait migré vers les organes reproducteurs au moment de leur formation, ce qui expliquerait les
teneurs €levées dans les entre-noeuds situés a proximité de 1'€pi. Ni pourrait donc suivre la
voie de transport des photoassimilats. En effet, selon Prioul (1983) les feuilles alimentent les
puits les plus proches : les feuilles inférieures fournissent plutdt les entre-noeud et les racines,
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tandis que les feuilles supérieures alimentent les points végétatifs et principalement 1'épi a
partir de la floraison. Ainsi, le nickel contenu dans les feuilles proches de I'épi pourrait avoir
€t€¢ mobilisé au profit de ce dernier et de l'inflorescence mile (panicule), en transitant au
niveau des proches entre-noeuds. Ce résultat soutient I'hypothése du paragraphe précédent
selon laquelle Ni serait en partie transporté dans le phloéme.

L'analyse a la microsonde confirme la présence plus importante de nickel dans les
racines, en précisant sa localisation : il s'accumule en grande partie sur les parois de
I'endoderme des deux cultivars de mais XL 94 (Ni-sensible) et Hycorn 80 (Ni-tolérant),
et ce davantage a la base de la racine que dans la zone d'élongation, ce qui correspond a des
tissus plus différenciés (Figs. 5.2 et 5.3, tableaux 5.3 et 5.4). La m&me localisation a ét€ mise
en évidence par la méthode au sulfure d'argent et par la coloration au diméthylglyoxime (Figs.
5.8D et 5.5). L'endoderme jouant un rdle de barriére au transport apoplasmique des ions,
d'autant plus que les tissus sont différenciés, il parait logique que Ni soit bloqué a ce niveau.
11 est probable que le nickel puisse déplacer une partie du calcium li€ aux polygalacturonates
des pectines, en particulier au niveau de la lamelle moyenne et de la paroi primaire, tel que
cela a été suggéré par Varner et Taylor (1989). Khan er al. (1984) ont d'ailleurs montré sur
des racines de mais que le cadmium est localisé principalement au niveau des résidus
pectiques de la lamelle moyenne séparant I'endoderme du péricycle.

Toutefois, Ni est également retrouvé au niveau du péricycle, ainsi que sur les parois du
xyleme et du phloéme chez le cultivar Ni-sensible, surtout 2 la base de la racine (tableau 5.3).
Dans ce cas, Ni semble pouvoir passer en partie a travers l'endoderme (peut-étre par le biais
de cellules de passage) et, suivant une voie symplasmique, atteindre les vaisseaux du xyleme
puis les parties aériennes, avant d'étre redistribué dans la plante comme en témoigne sa
présence en quantité significative dans le phloéme. Le cultivar Ni-tolérant ne contient pas de
quantités significatives de Ni au niveau du xyléme et du phloéme, que ce soit a la base ou
dans la zone d'élongation de la racine (tableau 5.4). Ce résultat suggere que la tolérance de ce
cultivar vis & vis de Ni (cf. Fig. 4.7 et 4.8) pourrait €tre due a des différences de constitution
des parois de l'endoderme de son systeéme racinaire, lui conférant la capacité de limiter le

transport de Ni vers les parties aériennes.

Cependant, il est possible que Ni puisse atteindre les parties aériennes non pas en
traversant I'endoderme, mais par le biais d'une absorption au niveau des apex racinaires, ou
l'endoderme n'est pas différenci€. Il a été en effet montré que ce passage constitue une voie
d'absorption préférentielle du plomb chez les racines de peuplier (Ksiazek et Wozny, 1990),
et Punz et Sieghardt (1993) suggérent que cela pourrait €tre le cas pour tous les métaux.
Selon Turina (1968), I'absorption du nickel chez les monocotylédones (seigle, blé et mais) a

lieu principalement au travers de la coiffe de la racine. Dans le cas de I'absorption du nickel
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par le mais, nos résultats sont en accord avec cette hypothése : on constate en effet la présence
de Ni en quantité importante au niveau de l'apex de la radicule par coloration avec le
diméthylglyoxime (Fig. 5.5), un marquage important de 'apex de la radicule et de ceux des
racines latérales par autoradiographie de plants ayant absorbé du 6Ni (Fig. 5.7), ainsi que la
présence d'argent, correspondant a l'emplacement de Ni au niveau du méristeme de la radicule
avec la méthode au sulfure d'argent (Fig. 5.8 B). La gamme de coloration du nickel par le
diméthylglyoxime (Fig. 5.6) suggére que les teneurs en nickel des apex sont relativement
élevées, surtout chez le cultivar XL 94. Toutefois, elles ne dépassent probablement pas 500
Lg.g't MS, l'analyse & la microsonde n'ayant pas révélé de teneurs significatives.

La répartition du nickel au niveau de I'apex racinaire mériterait d'€tre précisée. En effet,
seule la méthode au sulfure d'argent suggere que Ni se situe dans le méristeéme, les deux
autres (diméthylglyoxime et autoradiographie) manquant de précision. Toutefois, une
localisation au niveau du méristéme racinaire pourrait diminuer l'activité de ce dernier et
permettrait de rendre compte du ralentissement de la croissance en longueur des racines
observé précédemment (cf. Fig. 4.2). Robertson et Meakin (1980) ont en effet attribué le
ralentissement de la croissance des racines de Brachystegia spiciformis exposé au nickel 2
une diminution de I'index mitotique au niveau du méristeéme racinaire. De plus, la coloration
de l'apex racinaire par le diméthylglyoxime plus intense chez le cultivar XL 94 que
Hycorn 80 (Fig. 5.5 B et C) doit étre corrélée au ralentissement de la croissance plus
important chez XL 94 (cf. Figs. 4.7 c et d), ce qui soutient I'hypothése d'une localisation
méristématique. Le méristéme racinaire pourrait donc constituer un site d'action majeur de Ni.
Par contre, nous n'avons pas d'explications précises quant a une fixation préférentielle de Ni a
ce niveau. Il est possible qu'il puisse se lier a des protéines, qui sont trés nombreuses dans le
cytoplasme des cellules méristématiques, en particulier & des protéines soufrées, plusieurs
auteurs ayant montré que les métaux ont de fortes affinités pour les groupements thiols des
phytochélatines (Grill et al., 1985; Obata et Umebayashi, 1993). La forte corrélation entre les
teneurs en Ni et S sur I'ensemble des analyses & la microsonde (Fig. 5.4) est en faveur de cette
hypothese. Cependant, il semble qu'une liaison Ni-phytochélatine n'ait encore jamais été mise

en évidence (cf. la syntheése bibliographique, § 1.3.6).

S'agissant des feuilles, seule la méthode au sulfure d'argent a permis de révéler la
présence de nickel au niveau des limbes. Il est manifestement localisé au niveau des
chloroplastes des cellules des gaines périvasculaires (Fig. 5.8 E-G). Plusieurs auteurs ont
montré que Ni peut se lier aux chloroplastes (Golovchenko et Cherednichenko, 1962), en
particulier au niveau du stroma et des lamelles du stroma chez le basilic (Veeranjaneyulu et
Das, 1982). L'analyse 2 la microsonde n'ayant pas révélé de teneurs significatives, celles-ci
sont probablement inférieures 2 500 pg.g-! MS. Néanmoins, la localisation apparente du

nickel dans les chloroplastes est en faveur d'une action au niveau foliaire. En effet, d'apres de
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nombreux auteurs (Carlson et al., 1975; Clijsters et Van Assche, 1985; Sheoran et al., 1990;
Bishnoi et al., 1993a), Ni pourrait inhiber la photosynthese. De plus, la coloration plus intense
des chloroplastes du cultivar XL 94 pourrait étre liée a la sensibilité supérieure de ce cultivar
par rapport & Hycorn 80. La quantité de nickel & ce niveau plus importante chez XL 94
pourrait provenir du fait que Ni serait moins retenu sur l'endoderme de la racine, comme cela

a été constaté plus haut, lui permettant d'atteindre plus facilement les parties aériennes.

A propos des techniques de localisation de Ni, plusieurs essais de mise au point ont été
expériment€s sur chacune d'elles. Ainsi, pour l'analyse a la microsonde, deux méthodes de
fixation des échantillons, citées dans la littérature (Vdzquez et al., 1992a), ont ét€ comparées :
(1) la cryofixation (utilisée pour les échantillons analysés dans cette étude),
(2) la fixation dans un tampon phosphate 0,1 M (pH 7,2) contenant 2 % de glutaraldéhyde
et 0,1 % de Na,S, ce dernier étant supposé fixer tous les métaux (Danscher, 1981).
Aucune différence significative n'a ét€ constatée dans I'analyse des échantillons fixés par ces
deux méthodes. Par conséquent, la cryofixation parait préférable. Pourtant Khan ef al. (1984)
ont montré que Na,S est efficace pour fixer le cadmium chez le mais. Mais Vdzquez ef al.
(1992b) ont constaté une perte d'ions métalliques (Cd et Zn) des échantillons fixés par Na,S.

La technique de localisation du nickel par le sulfure d'argent (Danscher, 1981) apporte
des résultats intéressants, mais l'interprétation des coupes se heurte 2 au moins une difficulté :
il n'est pas certain, a nouveau, que la fixation par le Na,S soit totalement efficace pour éviter
une fuite d'ions métalliques en dehors de 1'échantillon. En effet, il semble que les bases des
racines, en particulier, soient soumises a ce phénomene puisque l'on trouve des colorations au
niveau des aérenchymes (Fig. 5.8 D), et méme 2 l'extérieur de la coupe aupres du rhizoderme.
Ce probléme a été noté par d'autres auteurs (Vdzquez et al., 1992b). Il pourrait €tre évité
semble-t-il en fixant I'échantillon moins longtemps (Danscher, 1981).

Pour ce qui est de la coloration des tissus avec le diméthylglyoxime, des essais sur des
coupes transversales de bases de racines soit fraiches, soit fixées par le glutaraldéhyde, soit
fixées puis inclues dans la résine, n'ont pas donné de résultats satisfaisants : une coloration
rose apparait effectivement dans les premiéres secondes au niveau de la stele de la base de la
radicule des plants exposés au nickel, mais celle-ci est instable et le complexe coloré formé
semble pouvoir se déplacer avant le séchage de la coupe. Seule la coloration de tissus frais
légerement écrasés entre deux lames a donné des résultats intéressants (Fig. 5.5). Toutefois, la
coloration des apex racinaires intacts n'a pas été testée. Une telle étude mériterait d'€tre
réalisée, en particulier sur des racines exposées plus ou moins longtemps au nickel.
Une coloration des feuilles, en coupe ou sur des broyats, a également été testée. Aucune
coloration n'a pu étre détectée, celle-ci €tant probablement perturbée par les pigments
chlorophylliens et par des teneurs trop faibles (cette technique sur des broyats de feuilles ou

d'autres organes est couramment employée avec succes par les botanistes €tudiant les plantes
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accumulatrices de nickel, pouvant contenir plusieurs milliers de [lg de Ni.g! MS ; cf. § 1.3.6).
Notons que nous n'avons trouvé aucune référence dans la littérature traitant de coloration de
tissus végétaux par le diméthylglyoxime. Seuls Rubdnyi et al. (1980) semblent l'avoir
introduite pour colorer des coeurs de rats exposés au nickel. Au regard de la gamme de
coloration (Fig. 5.6), cette technique semble assez sensible, et a d'ailleurs permis de
différencier les teneurs en Ni des apex racinaires des deux cultivars (Fig. 5.5 B et C).

Ces techniques ne permettant pas de localiser Ni dans les cellules, une analyse a la
microsonde en microscopie électronique a transmission a €té effectuée dans ce but, sur
différents organes des deux cultivars de mais cultivés pendant 8 jours sur solution de
Hoagland diluée au quart et contenant 60 UM de Ni. D'une maniére générale, les résultats de
ces analyses ont été trés peu significatifs. Etant donné la limite de détection de la technique
(environ 500 pg.g! MS), ces résultats suggerent que Ni n'est pas concentré a des teneurs
supérieures 2 500 pug.g! MS dans les cellules. Néanmoins, quelques tirs dirigés sur les noyaux
des cellules du péricycle, au niveau de la base de la radicule du mais XL 94, ont révél€ la
présence de quantités significatives de nickel, ce qui est en accord avec les résultats du
tableau 5.3. Des auteurs ont montré que Ni peut se lier aux noyaux (Sigee, 1982; Quintana et
al., 1987). Toutefois, les résultats présentés ici sont a considérer avec précaution et comme
une premiere approche, car la technique nécessite un temps considérable pour analyser toutes
les organites des cellules de 'ensemble des tissus de la plante, avec un nombre de tirs

suffisant pour pouvoir étre siir des résultats.

En conclusion, il apparait que le nickel est localisé pour une grande part dans les racines
au niveau de l'endoderme, ce d'autant plus que les tissus sont différenciés. Bien que les acides
polygalacturoniques des lamelles moyennes soient probablement impliquées dans la fixation
de Ni & ce niveau, le type de liaison reste inconnu et mériterait d'étre précisé. Des différences
de constitution pariétale pourraient €tre ainsi a l'origine des différences d'accumulation de Ni
sur 'endoderme et des différences de tolérance entre les deux cultivars de mais. En effet,
Hycorn 80, le cultivar tolérant, accumule davantage de nickel au niveau de lI'endoderme que
XL 94.

Le nickel pourrait &tre toxique en inhibant la photosynthése et/ou en inhibant l'activité
du méristeme racinaire, comme en témoigne sa localisation au niveau des chloroplastes des
cellules des gaines périvasculaires et au niveau des méristtmes racinaires, surtout chez le
cultivar sensible. La vérification de ces hypotheses constitue un objectif majeur des travaux

relatés dans chapitre suivant.
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RESUME

Le nickel s'accumule essentiellement dans les racines du mais, au stade de
plantule comme chez le plant plus 4gé (70 & 90 % du Ni immobilisé). A ce niveau, il
est surtout localisé sur I'endoderme différencié.

Chez le cultivar sensible au nickel (XL 94), Ni semble pouvoir traverser
l'endoderme par une voie symplasmique : il est retrouvé dans le péricycle,
le xyléeme et le phlo¢me.

Ni se situe également au niveau des apex racinaires, qui pourraient constituer des
sites d'absorption importants. Cette localisation est susceptible d'entrainer une
diminution de l'activité méristématique pouvant expliquer l'inhibition de la croissance
des racines par Ni.

Dans les parties aériennes, Ni est présent en quantité relativement importante (10
a 30 % du Ni immobilisé), en particulier au niveau des feuilles les plus dgées et des
tissus-puits, tels que les feuilles en croissance, la panicule et 1'épi. Ces résultats
suggerent que Ni est relativement mobile dans le phlogéme. Une localisation fine a
permis de constater sa présence dans les feuilles au niveau des chloroplastes des
cellules des gaines périvasculaires.

Les différences de sensibilité au nickel entre les deux cultivars de mais pourraient
avoir comme origine des différences de propriété de l'endoderme (composition
chimique ou importance relative des cellules de passage) et des diftérences d'affinité
de Ni pour les méristemes racinaires.

Les résultats mettent aussi en €vidence les avantages et les limites des techniques
utilisées pour localiser le nickel.
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6

EFFETS TOXIQUES DU NICKEL
SUR LA PHYSIOLOGIE DU MAIS

Les travaux présentés dans les chapitres 4 et 5 ont montré, d'une part que Ni agit
préférentiellement sur la croissance des racines, d'autre part que les apex racinaires
constituent des sites importants d'accurmnulation. Le nickel pourrait donc agir directement sur
l'activité des méristemes racinaires. Toutefois, il est également présent en quantité
relativement importante au niveau des chloroplastes des gaines périvasculaires des feuilles,
suggérant une action potentielle au niveau foliaire. Le nickel pourrait donc €tre toxique en
alt€rant le métabolisme de la plante a différents niveaux. D'apres la littérature, plusieurs
hypothéses sont possibles, telles que :

- inhibition de la photosynthese ;

- blocage de la division cellulaire au niveau des méristémes racinaires ;

- diminution du transport des carbohydrates vers les tissus puits.

L'objectif des recherches relatées dans ce chapitre est de vérifier ces hypothéses et
d'approfondir les connaissances afin de mieux comprendre le mécanisme de la toxicité du
nickel sur le mais. Par ailleurs, un certain nombre de résultats, présentés dans les différents
paragraphes et discutés plus en dé€tail dans la derniére partie du chapitre, concernent la
compréhension des différences de sensibilité au nickel, mises en évidence au chapitre 4, entre
les deux cultivars de mais XL 94 (Ni-sensible) et Hycorn 80 (Ni-tolérant).

6.1. CARACTERISTIQUES DE L'ABSORPTION DU NICKEL PAR LE MAIS

6.1.1. Conditions expérimentales

Dans un premier temps, nous avons étudié la cinétique d'absorption du Ni par des
racines excisées de mais afin de déterminer si cette absorption se faisait par diffusion ou par
un transport actif. Pour cela, nous avons utilisé le 2,4-dinitrophénol (DNP), qui est un
protonophore annihilant la force motrice protonique et tous les phénomenes actifs.
La cinétique a été réalisée sur des racines excisées de mais XL 94. Les plants ont €té
préalablement cultivés pendant 4 jours sur solution de Hoagland diluée au quart, sans addition
de nickel. Au quatri¢me jour, les radicules ont ét€ excisées et rincées pendant 12 heures dans
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de I'eau déminéralis€e avec aération. Des lots de 8 racines excisées (environ 1 g), ont €té mis
a incuber a 25 °C dans 100 ml de solution de NiCl, a 1 mg.I't de Ni (17 uM) et 1,31 pg.l-lde
63Ni donnant une radioactivité de 740 kBq.1-!. Le DNP était apporté & 50 uM. Apres différents
temps d'absorption, les lots ont €t€ rincés trois fois avec 25 ml d'eau déminéralisée. La
quantité de Ni absorbée a ét€ déterminée par comptage de la radioactivité selon la technique
décrite au paragraphe 2.8.

Nous avons €galement déterminé l'affinité des racines de mais pour le nickel non
radioactif. Cette expérience a porté€ sur des racines excisées des deux cultivars (XL 94 : Ni-
sensible, et Hycorn 80 : Ni-tolérant). Les plants ont été préalablement cultivés pendant 4 jours
sur solution de Hoagland diluée au quart, sans addition de nickel. Au quatriéme jour, les
radicules ont €té excisées et rincées pendant 12 heures dans de l'eau déminéralisée avec
aération. Des lots de 45 racines excisées ont été ensuite mis dans des solutions de NiCl, de
concentrations croissantes, a 25 *+ 0,5 °C. Le volume des solutions était de 5 litres afin
d'éviter des variations significatives de pH. Apres 8 heures d'absorption, les lots ont €té rincés
par CaSO4 1 mM, deux fois pendant 15 min a 2 °C, de fagon a enlever le nickel présent dans
I'espace libre (selon Cocucci et Morgutti, 1986). Les lots ont ét€ ensuite s€parés en trois
parties. La quantité de Ni absorbée a €t¢ dosée par spectrométrie d'absorption atomique.

De plus, nous avons étudié l'action de CaZ+, Mg2+ et Fe?+ sur 'absorption de Ni2+, car les
cations divalents sont susceptibles d'entrer en compétition avec Ni si son transport implique
un systéme proté€ique saturable. L'exp€rience a porté sur des racines excisées de mais XL 94.
Les plants ont été cultivés pendant 4 jours, comme ci-dessus. Des lots de 45 racines excisées,
lavées dans I'eau déminéralisée, ont été mis dans 5 1 de solution de NiCl, de concentrations
croissantes, sans ou avec 80 UM de CaCl,, MgCl, ou FeCl;. Aprés 8 heures d'absorption &
25 °C, les lots ont été traités selon la méthode précisée plus haut.

0.1.2. Résultats

Influence du DNP sur l'absorption du nickel

En l'absence de 2,4-dinitrophénol (DNP), l'isotherme d'absorption de Ni (Fig. 6.1)
présente une phase d'absorption rapide durant les 30 premi€res minutes environ, suivie d'une
absorption plus lente et quasi-linéaire au moins jusqu'a la 6° heure.

En présence de DNP, donc en 1'absence d'une fourniture normale d'ATP, la premiere
partie de la courbe présente une phase d'absorption rapide proche de la précédente (sans
DNP). L'absorption diminue ensuite rapidement et atteint un palier 4 partir de la 2¢ heure avec
38 ug Ni.g'! MF. Le pourcentage d'inhibition par rapport 4 I'absorption sans DNP est déja de
40 % a bout de 5 min, et de 50 % apres 6 heures.

La courbe résultant des écarts entre les deux traitements (avec et sans DNP) est

pratiquement une droite (r = 0, 985, significatif au seuil de 1 %o).
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Fig. 6.1. Influence du 2,4 dinitrophénol (DNP) sur 1'absorption du nickel par les racines excisées
du mais XL 94. Les plants ont €té cultivés pendant 4 jours sur solution de Hoagland diluée au quart.
Au quatrieme jour, des lots de 8 racines excisées sont mis A incuber dans des solutions de NiCl,
contenant 1 mg.l"! de Ni (17 uM) et 1,31 pg.I'' de ¢3Ni donnant un radioactivité de 740 kBq.l'\.
Température = 25 °C. (@) : sans DNP; (A) : avec 50 uM de DNP; (0) : différence des deux courbes.
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Affinité des racines des deux cultivars de mais pour Ni

La figure 6.2a présente la vitesse d'absorption de Ni non radioactif par les racines
excisées de XL 94 et de Hycorn 80 en fonction de la concentration en Ni dans la solution.
La vitesse est calculée sur un temps d'absorption de 8 heures et apres ringage des racines par
CaSO4 1mM a 2 °C, permettant d'éliminer au maximum le Ni absorbé passivement.
On constate que les courbes sont hyperboliques : les vitesses d'absorption de Ni augmentent
rapidement aux faibles concentrations en Ni dans la solution, tandis qu'elles augmentent
beaucoup moins vite au-dela de 20 uM de Ni. Les différences entre les deux cultivars sont
peu significatives, hormis & 40 pM.

Les résultats exprimés en coordonnées inverses (Fig. 6.2b) permettent de calculer la
vitesse d'absorption maximale de Ni (Vn,x) €t la constante de Michaelis (K,,) pour les deux
cultivars :

- Vinax (Umol.g'! MS.h1) = 4,79 pour XL 94, et 4,18 pour Hycorn 80 ;

- K (UM) = 13,3 pour XL 94, et 15,0 pour Hycorn 80.

Influence de Ca, Mg et Fe sur l'absorption de Ni

Les effets de CaCl,, MgCl, et FeCl, sur l'absorption de Ni ont €té étudiés afin de
caractériser les effets des cations sur une éventuelle absorption active de Ni. Pour cela, les
vitesses ont ét€ déterminées apres § heures d'absorption et aprés ringage des racines par
CaSO4 ImM 2 2 °C, permettant d'éliminer au maximum le Ni absorbé passivement.

On constate (Fig. 6.3a) que I'absorption de Ni est fortement diminuée par Ca®+, Mg** et
Fe?+ 4 toutes les concentrations en Ni dans le milieu, sauf par Fe?* avec 80 UM de Ni.

Les résultats exprimés en coordonnées inverses (Fig. 6.3 b, c et d) permettent de
calculer la vitesse d'absorption maximale de Ni (V;,4) et 1a constante de Michaelis (K,,) pour

les différents cas (résultats dans le tableau 6.1).

Tableau 6.1. Caractéristiques de I'absorption de Ni par les racines excisées de mais XL 94, en
fonction de Ca, Mg, et Fe. Les plants ont été cultivés pendant 4 jours sur solution de Hoagland diluée
au quart. Des lots de 45 racines excisées ont 1€ ensuitc mis pendant 8 heures dans des solutions
contenant 10 2 80 uM de NiCh, sans ou avec 80 uM de CaCh, MgCl,, FeCly. Les résultats sont les
moyennes * leurs écarts-types calculés sur 3 répétitions.

Ni seul Ni+ Ca Ni+ Mg Ni + Fe

Vmax (Hmol.g! MS.h1) 4,79 40,44 4,09+ 0,45 4,05+0,36 8,70+£0,97
Kn (UM) 133+15 43,8+ 6,1 62,4+6,3 109,94+ 12,8
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Fig. 6.2. Affinité des racines des deux cultivars de mais XL 94 et Hycorn 80 pour Ni. Les
plants ont été cultivés sur solution de Hoagland diluée au quart. Au quatrieme jour, des lots de
15 racines excisées sont mises a incuber dans des solutions de NiCl, , 2 25 °C. Aprés 8 h
d'absorption, les lots sont rincés avec CaSO, 1 mM 2a 2 °C, puis analysés. Les résultats sont les
moyennes * leurs écarts-types calculés sur 3 répétitions.
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Fig. 6.3. Vitesse d'absorption du nickel en fonction de la concentration en Ni dans la solution,
avec ou sans ions antagonistes. Les plants de mais (cv XL 94) ont été cultivés sur solution de
Hoagland diluée au quart. Au quatrieéme jour, des lots de 15 racines excisées sont mises a incuber
dans des solutions de NiCl,, sans ou avec 80 uM de CaCl,, MgCl,, ou FeCly, & 25 °C. Apreés 8 h
d'absorption, les lots sont rincés avec CaSO4 1 mM 2 2 °C, puis analys€s. Les résultats sont les
moyennes =+ leurs €carts-types calculés sur 3 répétitions.
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Fig. 6.3 (suite). Inhibition de l'absorption de Ni par Ca. Représentation en coordonnées
inverses dérivant de la figure 6.3a. L'inhibition parait &tre compétitive.
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Fig. 6.3 (suite). Inhibition de I'absorption de Ni par Mg (c), et Fe (d). Représentations en
coordonnées inverses dérivant de la figure 6.3a. L'inhibition de I'absorption de Ni par Mg parait

etre compétitive.
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On constate, d'apres le tableau 6.1, d'une part que 'affinit€ des racines pour Ni diminue
fortement en présence de Ca, Mg et surtout Fe, d'autre part que la V.« est peu modifié par
Ca et Mg, suggérant une inhibition de l'absorption de Ni par Ca et Mg de type compétitif
(voir aussi les figures 6.3 b et ¢).

6.1.3. Discussion et conclusion

Influence du DNP sur 'absorption du nickel

L'expérience rapportée ici avait pour but de déterminer dans quelle mesure 'absorption
de Ni relevait d'un phénomene passif de simple diffusion ou d'un transport actif énergisé.
Elle a porté sur des racines excisées, limitant ainsi une absorption passive par convection due
a la transpiration de la plante (Mench, 1990). De plus, le ringage des racines a la fin de
I'absorption de Ni par CaSO4 1 mM 2 2 °C permet d'éliminer le nickel présent dans l'espace
libre. Ainsi, l'inhibition de I'absorption de Ni par le DNP (Fig. 6.1), protonophore neutralisant
la force motrice protonique et par 12 méme la syntheése d'ATP en méme temps qu'il interdit
I'énergisation des transports par couplage indirect, suggére fortement l'existence d'un
transport actif. Le coefficient de corrélation hautement significatif de la droite résultant de la
différence des deux courbes (avec et sans DNP, cf. Fig. 6.1), représentant théoriquement la
phase active, confirme cette hypothése. En outre, la forme hyperbolique de la courbe des
vitesses d'absorption de Ni en fonction de la concentration dans le milieu (Fig. 6.2a) traduit
l'existence d'un transporteur protéique membranaire possédant un site saturable par I'ion Ni%*.
L'absorption de Ni par des racines excisées d'orge est également inhibée par 100 uM de DNP
(Korner et al., 1986), celle par des racines d'avoine par 20 M de DNP (Aschmann et
Zasoski, 1987), et celle par des racines excisées de Letcaena leucocephala (faux-mimosa) par
50 uM de DNP (Verliere et Heller, 1981). Ces résultats soutiennent tous I'hypothese posée :
a cdté d'une phase diffusive passive concernant le Ni absorbé dans l'espace libre (Fig. 6.1),
il existe une composante active, donc €nergisée.

Le pouvoir d'accumulation des racines parait étonnant : la teneur est de 75 pg Ni.g!
(soit 75 mg.kg-!) par rapport & la matieére fraiche en 6 heures pour une concentration de
1 mg.l-! (Fig 6.1), soit un taux d'accumulation de 75. Toutefois, il se rapproche des valeurs
trouvées par Verlicre et Heller (1981), qui ont noté un taux d'accumulation de 30 en 3 heures
dans l'absorption de Ni & 5 mg.I-! par des racines excisées de Leucaena leucocephala, et de
celles trouvées pour le cuivre par Cathala et Salzac (1975) qui ont constaté un taux de 50 en 3
heures sur des racines excisées de mais mises dans des solutions a 0,3 mg.l'l. Cette

accumulation suggere que Ni est concentré a certains niveaux de la racine.
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Affinité des racines des deux cultivars de mais pour Ni

Les K;; et Vinax de Ni déterminés sur mais dans cette étude sont en accord avec ceux
mis en évidence sur avoine, Leucaena leucocephala et soja, ainsi qu'avec ceux de Cu et Zn
sur canne a sucre (tableau 6.2).

Les différences d'affinité (K,) et de V. entre les deux cultivars sont relativement
faibles, et ne suffisent vraisemblablement pas a rendre compte des différences de sensibilité
au nickel mises en évidence au paragraphe 4.4, méme si l'affinité de XI. 94 pour Ni est
légerement supérieure. Par ailleurs, l'expérimentation de la figure 6.2 ne rend compte que de
la phase active. Il serait souhaitable de comparer 1'efficacité de la phase passive des deux
cultivars, car elle pourrait intervenir dans la tolérance de la plante vis a vis du nickel.

Tableau 6.2. K, et V. pour différents ions, différents matériels végétals, et différentes
gammes de concentration.

Matériel végétal Ion  Concentration Kn Vinax Référence
(partie analysée) (LM) (uM)  (umol.g! MS.h'!)
Mais cv XL 94 Ni2+ 10-80 13,3 4,79 (1)
(racines excisées) cv Hycom 80 10-80 15,0 4,18
Avoine entier (racines) Ni2+ 0,53-28 12 2,73 (2)
Leucaena leucocephala NiZ+ 0,17-170 12,9 22,99 3
(racines excisées) :
Soja (plant entier) Ni2* 0,025-0,25 0,51 0,22 4)
0.5-5 9 2,98
50-200 379 31,85
Canne 2 sucre (feuilles) Cu?* 2-500 14,5 54 (5)
275 11,0 5.7 (6)
Canne 2 sucre (feuilles) Zn>* 2-500 11,0 5.9 5)
2-75 15,0 6.2 (6)

(1) présente étude; (2) Aschmann et Zasoski (1987); (3) Verliere et Heller (1981); (4) Cataldo et al.
(1978a); (5) Bowen (1969); (6) Nissen (1973).

Influence de Ca, Mg et Fe sur l'absorption de Ni

Les additions de CaCl,, MgCl, et FeCl, ont eu un effet dépressif sur 1'absorption de Ni
(Fig. 6.3a). Verliere et Heller (1981) ont observé des résultats comparables avec Ca et Mg sur
des racines de Leucaena leucocephala. Par contre, Cataldo et al. (1978a) n'ont observé aucun
effet de Mg sur l'absorption de Ni par le soja. Cela pourrait provenir des faibles
concentrations en magnésium utilisées par les auteurs (5 UM) et d'une affinité plus grande des
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racines de soja pour Ni que pour Mg. En effet, Le K,;, de Mg pour les racines excisées de mais
est de l'ordre de 44 UM (d'apres Maas et Ogata, 1971), tandis qu'il est de 13 2 15 uM pour Ni
(tableau 6.2). D'une maniére générale, Ca et Mg sont connus pour diminuer fortement
I'absorption de Ni (Proctor et Mc Gowan, 1976; Gabrielli et Pandolfini, 1984; Robertson,
1985; Heikal er al., 1989a).

Concernant Fe, il diminue I'absorption de Ni lorsque celui-ci est présent & de faibles
concentrations dans le milieu (Fig. 6.3a). Par contre, 4 une concentration en Ni élevée et
identique & Fe (80 ptM), ce dernier n'a pratiquement aucune influence. Cataldo et al. (1978a)
ont observé le méme résultat sur le soja, Fe inhibant 1'absorption de Ni & des concentrations
inférieures a 4 M, mais augmentant 1'absorption a des concentrations supérieures a 4 UM Ni.

Les représentations en double inverses suggérent que Ca et Mg sont des inhibiteurs
compétitifs de I'absorption de Ni (Fig. 6.3 b, ¢). Ces éléments pourraient donc &tre absorbés
par un ou des transporteurs communs 2 certains cations divalents et donc peu spécifiques.
En outre, les racines de mais pourraient avoir davantage d'affinit€¢ pour Ni que pour Mg,
le K, de Ni étant de 13 & 15 uM (tableau 6.2) tandis que celui de Mg est de l'ordre de 44 pM
(d'aprés Maas et Ogata, 1971). Cela suggere que les concentrations en Mg doivent &tre
supérieures a celles de Ni pour diminuer efficacement 'absorption de ce dernier.

L'hypothése d'une inhibition compétitive de 'absorption de Ni par Ca pourrait étre
contestable, car Ca est connu pour &tre absorbé passivement (Salzac, 1970). Toutefois, méme
une absorption passive peut s'opérer par le biais d'un transporteur protéique (diffusion facilité
ou canal ionique), dont le site est par définition saturable, ce qui rend plausible une inhibition
compétitive entre Ni et Ca.

Finalement, le manque d'informations dans la littérature au sujet des interactions entre
Ca, Mg et Ni rend nécessaire une confirmation des résultats qui viennent d'étre exposés.
Néanmoins, ces interactions peuvent avoir un grand int€rét pratique dans les sols ferrallitiques
ferritiques de Nouvelle-Calédonie. En effet, ces sols étant trés riches en fer, celui-ci pourrait
limiter une absorption excessive de nickel. Le magnésium, abondant dans les facies de plaine,

pourrait jouer le méme role.

En conclusion, ces résultats apportent une preuve supplémentaire de l'existence d'une
absorption active du nickel chez les végétaux supérieurs.

S'agissant des affinités des deux cultivars de mais pour Ni, elles paraissent peu
différentes. Par conséquent, les différences de sensibilité observées au chapitre 4 nécessitent
des études supplémentaires.

L'affinité€ des racines de mais pour Ni semble étre élevée. Cependant, I'absorption de cet
¢lément pourrait étre diminuée efficacement par des apports de Ca et Mg, qui apparaissent
comme des inhibiteurs compétitifs. Le fer, par contre, ne serait efficace qu'aux faibles

concentrations en Ni dans le milieu.
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6.2. LES MECANISMES FORTEMENT IMPLIQUES DANS LA TOXICITE
DU NICKEL CHEZ LE MAIS

6.2.1. Conditions expérimentales

Les expériences relatées dans ce paragraphe ont porté soit sur des plantules soit sur des
racines excisées de mais X1.94 et/ou Hycorn 80 cultivés sur solution.

Une grande attention a été portée au choix des concentrations en nickel. Celles-ci se
situent toujours dans des gammes de concentrations modérément toxiques pour la croissance
des plantules, c'est & dire entre 20 et 60 UM en solution de Hoagland diluée au quart, telles
qu'elles ont été mises en €vidence sur les figures 4.7 et 4.8.

Lorsque les plantules ont €té exposées au nickel, la mesure du pourcentage
d'intoxication est donnée. Celle-ci est basée sur I'inhibition de la croissance en longueur de la
radicule, depuis la mise en solution contenant Ni jusqu'au moment du prélevement du plant :
une inhibition racinaire de n %, notée IRn, correspond & des radicules dont la longueur est
inférieure de n % par rapport au témoin. Les résultats sont la moyenne des mesures réalisées
sur 12 plants.

Les détails de chaque expérience sont précisés au début de chaque paragraphe de la
partie résultats, ainsi que sur les figures plus brievement. On se rapportera au chapitre 2 pour

les techniques d'analyses, de mesures et d'observations.

6.2.2. Résultats

Action du nickel sur l'acidification du milieu par les racines de mais

Afin d'étudier un éventuel effet inhibiteur du nickel sur 1'absorption des éléments
majeurs et de l'eau, nous avons tout d'abord recherché I'existence d'une inhibition par Ni de
I'ATPase plasmalemmique des racines. On sait en effet que les transports actifs dépendent
de la Force Motrice Protonique (FMP) créée par l'efflux transmembranaire de protons
résultant du fonctionnement de cette ATPase. La mesure de l'acidification du milieu extérieur
par des racines excisées en présence ou non de Ni a €t€ prise en compte afin de tester une
action du nickel a ce niveau.

Cette expérience a porté sur des racines excisées de mais XL 94. Les plants ont €té
préalablement cultivés pendant 3 jours sur solution de Hoagland diluée dix fois a2 pH 5,3. Le
choix de cette dilution de la solution de Hoagland a €té dicté par la nécessité d'un milieu

contenant tous les €léments nécessaires & une bonne croissance sans €tre trop tamponné de
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fagon a pouvoir détecter facilement par la suite des variations de pH du milieu. Apres 3 jours
de croissance, des lots de 36 racines excisées mesurant 7 & § cm (les lots pesant environ 3 g)
ont ét€ mis a incuber dans 75 ml de solution fraiche de Hoagland diluée dix fois, ajustée a pH
6,00 a l'aide de NaOH, et contenant 0, 25 ou 60 uM de NiCl,, ou 50 uM de vanadate
(inhibiteur des ATPases plasmalemmiques). Le milieu a €t€ mis sous agitation magnétique et
maintenu & 25 + 0,5 °C. L'évolution du pH de la solution a été suivie en continu avec un pH-
metre de précision (£ 0,01). A la fin de l'expérience, les poids frais des lots de racines ont été
déterminés. Les résultats sont exprimés en quantité de protons excrétés par gramme de racines

fraiches dans 1 ml de solution de Hoagland diluée au dixiéme (neq.ml-l.g-! MF).

Les résultats sont présentés sur la figure 6.4. On constate que l'évolution de 'excrétion
de protons par le motif témoin a I'allure d'une courbe hyperbolique, avec un palier au-dela de
4 heures, correspondant & un pH de 4,8 (les valeurs de pH de toutes les mesures sont données
en annexe 7). En présence de 25 ou 60 uM de Ni, I'excrétion de H* est fortement ralentie, se
rapprochant de l'inhibition quasi-totale induite par le vanadate. Cette inhibition par Ni est
quasi-immédiate, les différences par rapport au témoin étant détectables aprés seulement 3 4 4
minutes de contact. Un palier est atteint tr¢s rapidement (environ 60 min) avec 60 uM de Ni,
tandis qu'avec 25 uM l'excrétion de H* se poursuit trés lentement aprés une phase

relativement rapide de 30 min.

Action du nickel sur la fuite d'électrolytes des racines de mais

Un désordre dans l'absorption des €léments minéraux et de l'eau peut également
provenir d'une dégradation de l'intégrité du plasmalemme. Cette altération est en effet
rapportée comme une action toxique potentielle des métaux, en particulier de Cu, chez les
végétaux. La mesure de la fuite d'électrolytes des cellules est une méthode permettant
l'estimation du degré d'altération de la membrane plasmique.

Cette expérience a porté sur des racines excisées de mais XL 94. Les plants ont été
préalablement cultivés pendant 4 jours sur solution de Hoagland diluée au quart, et contenant
0, 50 ou 65 uM de NiCl, (concentrations en Ni toxiques). Au quatrieme jour, des lots de 15 a
30 racines excisées (1,5 = 0,05.g par lot), ont ét€ transférés dans 50 ml d'eau bi-déminéralisée.
Le milieu a été mis sous agitation magnétique et maintenu a 25 + 0,5 °C. L'évolution de la
conductivité du milieu a €té suivie en continu 2 l'aide d'un conductimétre de précision. Les
résultats sont exprimés en pS.cnr!. Les degrés d'inhibition racinaire (IRn) sont donnés sur le

graphique et dans le texte.
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Fig. 6.4. Influence du nickel sur 1'évolution de I'acidification du milieu par les racines de mais
XL 94. Les plants ont €t€ cultivés pendant 3 jours sur solution de Hoagland diluée 10 fois & pH 5,3.
Des lots de 36 racines excisées ont €té ensuite mis 2 incuber dans 75 ml de solution fraiche de
Hoagland 1/10 ajustée a pH 6,00, contenant différentes concentrations de NiClp, ou 50 uM de
vanadate. Température = 25 £ 0,5 °C.
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Fig. 6.5. Evolution de la fuite d'électrolytes des racines de mais XL 94 en fonction de la
concentration en nickel dans la solution de culture. Les plants ont été cultivés pendant 4 jours sur
solution de Hoagland diluée au quart, avec différentes concentrations de NiCl,. Des lots de racines
excisées pesant 1,5 g ont €t€ ensuite transférés dans 50 ml d'eau bi-déminéralisée. L'évolution de la
conductivité du milieu a été suivie en continu 2 l'aide d'un conductimeétre de précision.
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La figure 6.5 montre I'évolution de la fuite d'électrolytes des racines excisées de mais
en fonction des concentrations en Ni des solutions dans lesquelles les plants ont été
préalablement cultivés. On constate que la conductivité (qui est proportionnelle & la
concentration en €lectrolytes du milieu) augmente rapidement au cours des premiéres minutes
dans les trois cas (témoin, 50 UM et 65 UM de Ni), avec néanmoins de nettes différences :

« la conductivité du témoin augmente rapidement dans les premiéres minutes, puis
ralentie progressivement pour atteindre environ 1,96 uS.cm!apres 4 h ;

« celle du plant exposé a 50 uM de Ni (IR40) augmente plus rapidement que celle du
témoin dans les premiéres minutes, puis atteint quasiment un palier en 2 h vers 1,89 uS.cm-;

o celle du plant exposé a 65 UM de Ni (IR60) augmente encore plus rapidement et atteint
un palier apreés 90 min vers 1,87 uS.cmrl.

En résumé, plus le plant est intoxiqué par Ni, plus la fuite d'électrolytes est rapide dans
les 10 a 20 premiéres minutes d'échange avec le milieu extérieur, et plus un palier est atteint

rapidement, ce palier étant d'autant plus faible que la concentration en Ni est élevée.

Action du nickel sur la teneur en eau du mais

Une diminution de la teneur en eau est souvent rapportée comme une conséquence
importante de l'intoxication des végétaux par les métaux. Nous avons cherché a le vérifier sur
les deux cultivars de mais XL 94 (Ni-sensible) et Hycorn 80 (Ni-tolérant), afin de confirmer
la différence de sensibilité de ces deux plantes et d'approfondir la compréhension de la
toxicité du nickel chez le mafs.

Les plants ont été cultivés sur solution de Hoagland diluée au quart et contenant
différentes concentrations en NiCl,. Des échantillons de 12 plants ont €té prélevés apres 4, 8
et 12 jours de culture. Les poids frais des racines et des parties aériennes, séparés au niveau
du collet apres suppression du grain, ont été immédiatement déterminés (les racines étant
essorées sur papier absorbant). La mesure du poids de matiére séche (aprés séchage a 105 °C

pendant 24 h) permet le calcul de la teneur en eau de l'organe.

Ainsi, on constate (Fig. 6.6) qu'au-dela de 50 uM de Ni, la teneur en eau des parties
aériennes et des racines du cultivar XL 94 diminuent des le 4¢ jour de culture. Cette
diminution est importante au 12¢ jour, surtout au niveau des parties aériennes, celles-ci ayant,
par rapport au témoin, 7 % d'eau de moins avec 50 UM Ni et 13 % de moins avec 65 pM.
En d'autres termes, pour les parties aériennes & 12 jours, la teneur en matiére séche estde 7 %
pour le témoin, 14 % avec 50 uM de Ni, et 20 % avec 65 UM de Ni. Les racines sont moins
affectées que les parties aériennes (6, 11 et 13,5 % avec 0, 50 et 65 uM de Ni).

Par contre, la teneur en eau du cultivar Hycorn 80 n'est quasiment pas modifiée. Seule

celle des racines apres 12 jours de croissance diminue de 2,5 % avec 65 uM.
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Fig. 6.6. Effet du nickel sur la teneur en eau des parties aériennes et des racines de mais XL 94
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échantillons moyens de 12 plants. a et b : parties aériennes dec XL 94 et Hycorn 80; ¢ etd : racines de
XL 94 et Hycorn 80.
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Action du nickel sur la structure et l'ultrastructure du mais

Les observations microscopiques des tissus et des cellules permettent souvent d'apporter
des réponses déterminantes lorsqu'il s'agit de comprendre 'action d'un facteur affectant la
croissance et le métabolisme d'une plante, comme c'est le cas pour l'action du nickel sur le
mais.

Dans cette expérience, les deux cultivars de mais ont été€ cultivés pendant 8 jours sur
solution de Hoagland contenant différentes concentrations toxiques de NiCl,. Les
observations ont porté sur les apex racinaires, les bases de racines et sur les feuilles.
Rappelons que dans le cas de la microscopie photonique, la coloration PAS (Periodic Acid-
Schiff)-Naphtol blue-black a été utilisée, colorant les protéines en bleu et les dérivés
glycosylés en rouge. On se rapportera au chapitre 2 (§ 2.10) pour les méthodes utilisées.

Effets de Ni sur les apex racinaires. De nombreux désordres structuraux et physiologiques
ont été observés au niveau des apex racinaires, surtout chez le cultivar de mais XL 94 sensible
au nickel.

Le cultivar XL 94 intoxiqué par 60 uM (IRs0) de nickel montre un allongement
important des cellules de la zone d'élongation (Figs. 6.7 A, B) : entre 1 et 2 mm au-dessus du
méristeme apical, les cellules du parenchyme cortical mesurent en section longitudinale
50 % 10 pm chez le plant intoxiqué contre 20 + 5 um chez le plant sain. La différence est plus
grande encore au niveau du rhizoderme : entre 70 et 160 um contre 20 £ 5 pm.
Cet allongement des cellules est associé 4 une augmentation du nombre et du volume des
vacuoles. Chez le cultivar Hycorn 80 exposé a 60 uM de Ni (IR30), on ne distingue pas
d'allongement cellulaire particulier (Fig. 6.7 C). Par contre, les deux cultivars intoxiqués
présentent un retard par rapport au témoin dans la différenciation des cellules de la stele
(Figs. 6.7 A-C) : les vaisseaux du xyleéme sont en effet nettement visibles a environ 2 mm du
méristeme chez le t€moin, tandis qu'ils sont apparemment absents a ce niveau chez les plants
intoxiqués.

Le nickel a une concentration de 60 UM inhibe I'activité mitotique a environ 80 % chez
XL 94 et 50 % chez Hycorn 80 (tableau 6.3). Ce résultat est illustré par la comparaison des
figures 6.7 D, E et F. De nombreuses divisions sont observables dans le méristéme témoin
(Fig. 6.7 D, fleches). Par contre, elles sont rares dans la racine de XL 94 cultivé en présence
de Ni (Fig. 6.7 E). Dans ce cas, entre les deux noyaux formés, la paroi primaire est rarement
observable, et les cellules en division semblent toutes avoir deux noyaux. D'une fagon
générale, les parois cellulaires, bien nettes et bien colorées dans la racine témoin, sont moins
précises et moins bien colorées par la réaction PAS (periodic acid-schiff) dans les racines

intoxiquées des deux cultivars, ce qui suggere une déficience en polysaccharides pariétaux.
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Ces plants présentent €galement de nombreuses disjonctions cellulaires (Figs. 6.7 B, C,
fléches), qui pourraient correspondre 2 une fragilité et une malformation pariétale. Les figures
6.8 C et D soutiennent ces observations. De plus, les cellules de la coiffe et du méristeme des
plants exposés & Ni sont plus vacuolisées et leur cytoplasme est moins dense et donc moins
riche en protéines, surtout chez XL 94 (Figs. 6.7 D-F). La figure 6.8 B suggére méme une
dégénérescence des cellules méristématiques chez XL 94 exposé & Ni (IR60).

L'absence de statolithes dans les cellules de la coiffe des deux cultivars intoxiqués par
60 uM de Ni est remarquable, alors qu'ils sont nombreux chez le témoin (Figs. 6.7 D-F). Les
cellules de la coiffe des échantillons traités avec 40 UM de Ni montrent moins de statolithes
que celles des témoins, mais seule une étude quantitative permettrait de le préciser.

Finalement, des différences existent entre les deux cultivars au niveau des apex
racinaires. A la méme concentration de nickel (60 M), Hycorn 80 présente des cellules
beaucoup plus méristématiques que XL 94 (Figs. 6.7 E, F). Cette meilleure activité
métabolique doit étre corrélée au moindre ralentissement de la croissance de ce cultivar.
Apparemment les seuls désordres chez Hycorn 80 sont l'absence d'amidon dans les cellules de
la coiffe, une fragilité pariétale et un retard de différenciation des cellules de la stele.
XL 94 présente les mémes désordres avec en plus une activité du méristéme treés faible et un

allongement des cellules de la zone d'élongation.

Tableau 6.3. Effets du nickel sur le nombre de cellules en division au niveau du méristéme de la
radicule des mais XL 94 et Hycorn 80. Plants cultivés pendant 8 jours sur solution de Hoagland
diluée quatre fois, avec des concentrations croissantes de chlorure de nickel. Surface de la zone
observée : 0,25 mm? au niveau du méristéme. (d'aprés les Figs. 6.7 D-F).

Inhibition Cellules hors Cellules en Index
racinaire mitose mitose mitotique
(%) (nombre) (nombre) (%)
Témoin 0 335+ 10 36+4 9,7£1,3
XL 94 + 60 uM Ni 60 360+ 10 T£2 1,9+0,6
Hyc.80 + 60 uM Ni 30 358+ 10 18+4 48+1.2

Effets du nickel sur la différenciation racinaire. Les sections transversales réalisées a la
base et dans la zone pilifere de la radicule de XL 94 montrent une moins bonne structuration
tissulaire pour les plants intoxiqués que pour les témoins (Figs. 6.9 A-E). L'endoderme est
moins bien différenci€, les cellules du péricycle et du parenchyme vasculaire, encore riches
en cytoplasme, montrent un retard de leur différenciation. Ces dysfonctionnements sont déja

perceptibles chez les plants exposés a 40 uM de Ni (Fig. 6.9 B).
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De la méme fagon que pour la radicule, le nickel 4 60 UM ralenti la croissance des racines
latérales et de plus diminue leur densité linéaire (Figs. 6.10 A, B) : 8 £ 2 racines latérales cm!
contre 18 £ 5 cm-! chez le témoin (entre 3 et 4 cm de la base de la racine, zone la plus dense
en racines latérales pour les plants sains et intoxiqués). Par ailleurs, le plant intoxiqué est
totalement dépourvu de poils absorbants entre 3 et 10 mm de 'apex, contrairement au témoin
(Figs. 6.10 C, D). Ce n'est qu'a partir de 10 mm de 1'apex que des poils se forment
(Fig. 6.10 B).

Effets de Ni sur la turgescence des cellules du cortex. On constate, chez le cultivar XL 94
intoxiqué, que les tissus corticaux sont moins turgescents au niveau de la base de la radicule
et surtout dans la zone pilifere (Figs. 6.9 A-E). Dans ce dernier cas, les cellules apparaissent
extrémement plasmolysées (Fig. 6.9 E). De plus, on constate une augmentation du volume
des cellules du cortex dans la zone pilifere de la radicule : leur volume moyen est de 150.103
um? chez le témoin contre 550.10% pm? chez le plant intoxiqué, certaines cellules atteignant
méme 1000.103 pm?3 (Figs. 6.9 D, E).

Effets du nickel au niveau foliaire. Les feuilles du cultivar XL 94 intoxiqué par le nickel ne
montrent aucune malformation histologique. Cependant, on peut noter une accumulation
d'amidon dans les chloroplastes des cellules des gaines périvasculaires (Fig. 6.11 A-C),
d'autant plus forte que la concentration en Ni dans la solution est élevée. Les chloroplastes
chargés de gros grains d'amidon sont déformés, leurs membranes sont rompues par endroits,
tandis que ceux du plant sain sont bien ovoides et moins riches en amidon (Fig. 6.11 D, E).
Cette accumulation d'amidon a €té observée aussi bien sur le cultivar Hycorn 80 que sur

XL 94, et aucune différence quantitative n'a ét€ notée entre les deux cultivars.

Différences de réaction a l'intoxication entre les deux cultivars. Les désordres induits par
le nickel sur les feuilles, a la base et dans la zone pilifere des radicules sont visiblement les
mémes pour les deux cultivars. Seules des différences existent au niveau des apex racinaires,

telles qu'elles ont été décrites plus haut.
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Fig. 6.7. Modifications histologiques des apex racinaires causées par des exces de nickel chez les
deux cultivars de mais (XL 94 et Hycorn 80). Les plants ont été cultivés pendant 8 jours sur solution
de Hoagland diluée au quart contenant différentes concentrations de NiCl,. Sections longitudinales de
radicules, colorées par le PAS - Naphtol blue-black, et observées en microscopie photonique.

A. Témoin (XL 94). B. XL 94 exposé 2 60 uM de Ni (IRs0). Noter I'allongement important des
cellules du rhizoderme et du cortex. C. Hycorn 80 exposé & 60 M de Ni (IR30). Noter les nombreuses
disjonctions cellulaires chez les deux cultivars exposés au nickel (fleches), et le retard de
différenciation des cellules de la stele alors que le xyléme apparait chez le témoin. Barres = 220 um.

Co : parenchyme cortical; Cf : coiffe; M : méristéme apical; R : rhizoderme; X : xyléme.
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Fig. 6.7. (suite).
D. Témoin (XL 94). E. XL 94 exposé a2 60 uM Ni (IR60). Noter la faible densité de protéines et le
faible nombre de cellules en cours de mitose (fleches larges) au niveau du méristéme comparé au
témoin. F. Hycorn 80 exposé a 60 uM Ni (IR30). Noter, au niveau de la coiffe des deux cultivars
exposés a Ni, la vacuolisation et I'absence de statolithes qui sont nombreux chez le témoin (fléches
fines). Barres = 60 um.

Cf : coiffe; M : méristéme apical; S : statocystes.
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Fig. 6.8. Ultrastructure de cellules du méristéme racinaire de mais XL 94 exposé a des exces de
nickel. Les plants ont été cultivés pendant 20 jours sur solution de Hoagland diluée au quart contenant
différentes concentrations de NiCly. Microscopie électronique  transmission.

A. Témoin. B. plant exposé 2 40 UM de Ni (IRs0). Noter la dégénérescence des cellules,
manifestant une absence d'organites normalement constitués. Barres = 3 pm.

C. Témoin. D. plant exposé 2 40 uM de Ni (IR60). Noter l'altération de la paroi primaire et de la
lamelle moyenne. Barres = 150 nm.

Cy : cytosol; L : lamelle moyenne; N : noyau; P : paroi primaire; V : vacuole.
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Fig. 6.9. Modifications histologiques causées par des excés de nickel au niveau de la base et de la
zone pilifere de la radicule du mais XL 94. Les plants ont été cultivés pendant 8 jours sur solution de
Hoagland diluée au quart contenant différentes concentrations de NiCl,. Sections transversales, colorées
par le PAS - Naphtol blue-black, et observées en microscopie photonique.

A-C : base de la radicule (2 1 cm du collet). A. Témoin. B. Plant exposé 2 40 uM de Ni (IR15).
C. Plant exposé a 60 uM de Ni (IR60). Noter l'importante densité de protéines au niveau du rhizoderme et
du péricycle des plants intoxiqués, ainsi que l'important aérenchyme avec 60 UM Ni. Barres = 100 pum.

D, E : zone pilifere (2 5 mm de 1'apex). D. Témoin. E. Plant exposé 2 60 pM de Ni (IR60).
Noter les déformations et la densité de protéines des cellules de la stéle, ainsi que la plasmolyse
apparente et l'augmentation du volume des cellules du cortex. Barres = 100 pm. _

Co : parenchyme cortical; En : endoderme; P : phlogme; Pe : péricycle; Pv : parenchyme
vasculaire; R : rhizoderme; X : xyléme.
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Fig. 6.11. Structure et ultrastructure des feuilles de mais XL 94 exposé au nickel. Les plants ont
été cultivés pendant 8 jours sur solution de Hoagland diluée au quart contenant différentes
concentrations de NiCl,. Milieu du limbe de la 28m¢ feuille (état mature).

A-C : sections transversales, colorées par le PAS - Naphtol blue-black, et observées en
microscopie photonique. A. Témoin. B. Plant expos¢ a 40 uM de Ni (IR15). C. Plant exposé a 60 uM
de Ni (IR60). Noter l'accumulation d'amidon dans les chloroplastes des cellules des gaines
périvasculaires (fleches). Barres = 33 pm.

E : épiderme; GP : gaine périvasculaire; M : mésophylle; TV : tissus vasculaires.
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Fig. 6.11 (suite).

D, E : microscopie électronique 2 transmission. Aspect des chloroplastes dans les cellules de 1a
gaine périvasculaire. D. Témoin. E. Plant exposé 2 60 uM de Ni (IR60). Noter I'accumulation
d'amidon et les ruptures des membranes des chloroplastes. Les lamelles du stroma sont peu visibles.
Barres = 400 nm.

GA : grain d'amidon; LS : lamelles du stroma. .
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Fig. 6.12. Effet du nickel sur I 'activité totale des peroxydases solubles de différents organes des
mais XL 94 et Hycorn 80. Les plants ont €té cultivés pendant 2 (), 4 (A) ou 8 (@) jours, sur solution
de Hoagland diluée au quart, avec différentes concentrations de NiCl,. Activité peroxydase dosée avec
le gafacol. Les valeurs sont les moyennes =+ leurs écarts-types calculés sur 3 répétitions par traitement.
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Action du nickel sur l'activité des peroxydases

Parce que souvent activées lors d'un stress (Castillo, 1986), nous nous sommes
intéressés aux peroxydases afin de tenter de préciser ol et & quel moment le nickel pouvait
exprimer sa toxicit€ sur le mais. Nous avons ainsi comparé les activités de différents organes
de mafs (apex racinaire, base de la racine, et feuille), en fonction de la concentration en nickel
dans la solution, du temps de culture, et du cultivar (sensible et tolérant au nickel). Pour cela,
les plants de mais XL 94 et Hycorn 80 ont ét€ cultivés sur solution de Hoagland diluée au
quart et contenant différentes concentrations en NiCl,. Des échantillons de 6 plants ont été
constitués apres 2, 4 et 8 jours de culture. L'apex racinaire (I'extrémité sur 6 & 7 mm), la base
de la radicule (entre 1 et 2 cm du collet), ainsi que le milieu du limbe de la seconde feuille
(sur 1 cm) ont ét€ prélevés sur chacun des 6 plants afin de constituer les échantillons moyens.
Les analyses, telles qu'elles sont décrites au paragraphe 2.5, ont porté sur les fractions
solubles de ces échantillons.

Le dosage de l'activité totale (au gaiacol) des peroxydases solubles (Fig. 6.12) montre
que Ni, & des concentrations toxiques pour la croissance comprises entre 20 et 60 LM, n'induit
pas de modification significative de 'activité sur les feuilles des deux cultivars apres 8§ jours
de culture.

Au niveau des racines, seul le cultivar XI. 94 montre une augmentation de 'activité
gaiacol-peroxydase et seulement apres 8 jours. Une nette différence existe entre la base et
I'apex de la radicule : I'activit€ au niveau de la base augmente Jégérement avec 60 UM de Ni,
tandis que celle au niveau de l'apex augmente fortement a partir de 40 uM. Cette

augmentation de l'activité sur l'apex coincide avec l'apparition d'un brunissement a ce niveau.

6.2.3. Discussion et conclusion

Action du nickel sur l'acidification du milieu par les racines de mais

La figure 6.4 montre que le nickel inhibe de facon trés nette I'acidification du milieu
extérieur par des racines excisées de mais X1.94 (Ni-sensible). Celle-ci est normalement due a
I'activité des ATPases pompes & protons (H*-ATPases) du plasmalemme. Ainsi, Ni inhiberait
l'activité H+-ATPasique, 2 des concentrations toxiques pour la croissance de la plante, 25 et
60 uM pouvant ainsi contribuer 2 I'inhibition de la croissance racinaire d'environ 50 et 95 %
constatée apres 8§ jours de culture sur solution de Hoagland diluée dix fois (pour cv GH 5010,
cf. Fig. 4.6). En effet, I'acidification des parois squelettiques est aujourd'hui classiquement
admise pour expliquer 'élongation cellulaire.

Plusieurs mécanismes sont possibles dans l'inhibition de l'activité ATPasique :

(1) par compétition entre Ni%+ et Mg et formation de complexes Ni-ATP peu réactifs ;
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(2) par inhibition de la synthése d'ATP diminuant sa disponibilit¢ & I'ATPase ;
(3) Ni* pourrait se fixer sur l'enzyme et modifier la structure de son site catalytique ;
(4) des modifications des charges de surface des membranes peuvent diminuer l'activité des
enzymes membranaires ; (5) Ni* pourrait modifier la structure lipidique de la membrane,
et affecter I'ATPase par altération des caractéristiques de I'interaction lipide-protéine.

Le mécanisme (1) a €té mis en évidence sur le mais avec le cadmium (Tu et Brouillette,
1987), alors que Caldwell et Haug (1982) ont montré sur I'orge que Cd?* inhibe l'activité
ATPase par une diminution de la fluidité du plasmalemme. Concernant I'aluminium, il semble
que linhibition de l'activité de l'enzyme puisse €tre due a une modification de
I'environnement lipidique et & une fixation de Al sur la protéine elle-méme, affectant sa
conformation et son affinité pour le complexe Mg-ATP (Tu et Brouillette, 1987; Matsumoto
et al., 1992; Lindberg et Griffiths, 1993).

S'agissant de Ni, les résultats trouvés dans la littérature sont assez controversés. Selon
Ros et al. (1992a), chez le riz le nickel inhibe l'activité ATPase plasmalemmique in vitro dans
les racines et les feuilles, alors que Ni augmente l'activité dans les feuilles in vivo.
Cette activation serait due a une modification de la composition lipidique du plasmalemme
(Ros et al., 1990; Ros er al., 1992b). Sur les racines de mais, Marre et al. (1982) ont constaté
une augmentation de l'activit€ in vitro en absence de magnésium, Ni pouvant alors se
substituer & Mg pour le fonctionnement de l'enzyme ; par contre, en présence de 1mM de Mg,
2 mM de Ni inhibent l'activité de 40 %. Divers auteurs ont mis en évidence une activation de
I'ATPase plasmalemmique par Ni, comme chez les cyanobactéries (Asthana et al., 1992) et
sur les racines de mais (Cocucci et al., 1981; Morgutti et al., 1981; Morgutti et al., 1984;
Cocucci et Morgutti, 1986). Concernant les travaux effectués par ces derniers sur le mais,
il est intéressant de faire quelques remarques, car, hormis la variété, ils ont utilis€ le méme
matériel végétal que dans la présente €tude (racines excisées de mails exposées a Ni) :
(1) les variations de pH qu'ils ont observé sont faibles (diminution de 0,09 unités pH au
maximum en 1 h en présence de 1 mM de NiSO, dans de l'eau, concentration d'ailleurs
excessivement forte comparée a celle utilisée dans notre cas ; cf. Cocucci et Morgutti, 1986) ;
(2) le milieu qu'ils utilisent n'est pas du tout tamponné (que NiSO4 2 1mM ; cf. Cocucci et
Morgutti, 1986) ou faiblement tamponné (NiSO, & 0,1 mM dans CaSO4 0,2 mM ; cf.
Morgutti et al., 1984), suggérant une intervention possible des ions sulfates dans un symport
H+/ SO42 contribuant & neutraliser l'efflux de protons ; (3) les segments de racines utilisés par
les auteurs (Morgutti et al., 1984; Cocucci et Morgutti, 1986), de 8 mm de long, ont été
prélevés dans la zone 5-13 mm au-dessus de l'apex, or ces segments pourraient présenter une
activité acidifiante préférentielle par rapport & I'ensemble du profil de la racine, tel que cela a
été montré sur les racines de colza et de ray-grass (Ruiz, 1992). Finalement, suivant le
matériel végétal utilisé et les conditions expérimentales, Ni semble pouvoir diminuer ou

augmenter l'activité ATPase plasmalemmique.
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Toutefois, nos résultats montrent manifestement, au moins dans nos conditions, que Ni
inhibe l'activité H*-ATPase plasmalemmique des racines de mais. De plus, la rapidité de
l'inhibition (3 & 4 min) suggere que Ni pourrait modifier directement la structure du site
catalytique de I'enzyme. Ainsi, une diminution de l'activité pompe 2 protons des ATPases du
plasmalemme racinaire, & des concentrations en Ni toxiques pour la croissance, pourrait
ralentir le développement de la plante par une diminution générale de l'absorption des
éléments nutritifs majeurs, mais aussi par la moindre acidification de la paroi Squelettique
classiquement impliquée dans le processus d'élongation cellulaire. On peut regretter que,
faute de temps, cette expérience n'ait porté que sur le cultivar sensible & Ni (XL 94). En effet,
des différences importantes peuvent exister dans l'activité des H*-ATPases entre différents
cultivars, tels que Costa et Morel (1994) I'ont montré.

Action du nickel sur la fuite d'électrolytes des racines de mais

Les racines des plants intoxiqués par Ni présentent, dans les 10 & 20 premiéres minutes
d'échange avec le milieu aqueux, une fuite d'électrolytes plus rapide que celle du témoin
(Fig. 6.5), cette fuite €tant d'autant plus rapide que Ni est plus élevé. Cela suggere une
dégradation du plasmalemme par le nickel, facilitant la fuite des ions en dehors de la cellule
mise en condition hypotonique.

Cependant, on constate que les plants exposés a Ni libérent moins d'électrolytes que le
témoin au-deld de 30 min, ce d'autant moins que Ni est élevé. Les différences sont
importantes apres 4 h : si on fait le bilan entre la conductivité de départ (1,81 puS.cmrl) et
celles a 4 h, les plants exposés & 50 UM (IR40) et 65 UM de Ni (IR60) libérent respectivement
46 % et 60 % moins d'ions que le témoin. On pourrait alors croire que le plasmalemme n'est
pas dégradé et que les cellules conservent davantage leurs ions en présence de Ni. Cette
hypothése est toutefois peu probable. Par contre, il est vraisemblable que les plants intoxiqués
disposaient d'une faible réserve d'électrolytes au départ de I'expérience, expliquant les paliers
d'autant plus bas et atteints plus rapidement que Ni est élevé, tandis que le t€émoin disposait
probablement d'une réserve plus importante, comme en témoigne la sortie d'ions encore
mesurable apres plus de 4 heures. Cette hypothése s'appuie sur le fait que les plants ont €té
exposés au nickel pendant 4 jours, temps durant lequel les membranes ont pu se dégrader
progressivement et permettre l1a sortie d'une partie des réserves d'électrolytes.

Néanmoins, s'agissant de la fuite des ions encore apres 4 h chez le motif t€émoin, il n'est
pas exclu qu'elle puisse €tre due a une dégradation du plasmalemme pour des temps longs, car
le milieu ne contient pas de calcium, qui est généralement ajouté pour préserver l'intégrité

membranaire. Toutefois, cela ne change pas l'interprétation des résultats sur les temps courts.
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Par conséquent, il parait vraisemblable que Ni, appliqué a des concentrations toxiques
pour la croissance du mais (50 et 65 UM dans Hoagland diluée au quart; cf. Fig. 4.7), puisse
causer une dégradation des membranes plasmiques se traduisant par une fuite d'électrolytes.

La plasmolyse constatée au niveau des cellules du cortex racinaire (Fig. 6.9 E) est en
accord avec une altération du plasmalemme. En effet, une telle plasmolyse n'est pas due & une
diminution du potentiel osmotique extérieur (cas typique de plasmolyse) chez le plant exposé
au nickel, car la quantité (en terme de mole) de NiCl, ajoutée 2 la solution de Hoagland diluée
au quart est négligeable comparée 2 la quantité d'él€éments majeurs présents (cf. tableau 2.2).
Il ne peut s'agir que d'une augmentation du potentiel osmotique interne, c'est & dire d'une
diminution de la concentration en solutés de la cellule, par une fuite d'une partie de ses ions.
11 est donc vraisemblable que la plasmolyse observée au niveau des cellules corticales, en
présence de concentrations toxiques en Ni, soit due & une dégradation du plasmalemme au
point de permettre la fuite d'une partie des ions et de l'eau de la cellule.

Une telle dégradation du plasmalemme par Ni a déja été suspectée par divers auteurs
(Robertson et Meakin, 1980; Verliére et Heller, 1981). Pandolfini er ¢!l. (1992) I'ont mise en
évidence chez le bl€. Le cuivre, a des concentrations toxiques, est connu pour altérer
l'intégrité des membranes plasmiques et augmenter leur perméabilité (Lidon et Henriques,
1993; Meharg, 1993; Punz et Sieghardt, 1993).

En conclusion, en plus des raisons précédemment invoquées, le nickel pourrait diminuer
la croissance et le développement du mails en dégradant le plasmalemme des cellules du
cortex racinaire, entrainant une fuite d'électrolytes et une diminution de l'absorption des

éléments nutritifs.

Action du nickel sur la teneur en eau du mais

L'inhibition de la croissance du mais par des exces de nickel se traduit par diminution
importante de la teneur en eau des racines et surtout des parties aériennes (Fig. 6.6).

11 semble que ce soit le cas pour la plupart des métaux (Barcel et Poschenrieder, 1990).
Azpiazu et al. (1986) ont montré sur le ray-grass (Lolium multiflorum) que Ni induit une forte
diminution de la teneur en eau des parties a€riennes (jusqu'a 18 %). Dans leur étude, tous les
meétaux testé€s (Ni, Cu, Zn, Co, Cd, As, et Pb appliqués a 250 mg.1"!) induisent une diminution
de la teneur en eau, mais Ni est celui qui occasionne la diminution la plus importante. De
nombreux aunteurs ont constaté le méme phénomene avec Ni (Estail ef al., 1988; Pandolfini
et al., 1992; Moya et al., 1993; Xylidnder et al., 1993).

11 est vraisemblable que la diminution de la teneur en eau observée provienne de
I'inhibition préférentielle de la croissance des racines par Ni, entrainant une diminution du

rapport biomasse racinaire / biomasse aérienne chez les plants intoxiqués (Fig. 6.13).
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XL 94
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PMS Racines / PMS parties aériennes
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Hycorn 80

PMS Racines / PMS patrties aériennes
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Fig. 6.13. Effet du nickel sur le rapport (poids de matieére seche des racines / poids de
matiére séche des parties aériennes) de mais XL. 94 et Hycorn 80. Les plants ont été€ cultivés
pendant 4 (m), 8 (4) et 12 (®) jours, sur solution de Hoagland diluée au quart, avec différentes
concentrations de NiCl,. Les mesures ont porté sur des échantillons moyens de 10 plants.
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En effet, les résultats du tableau 6.4 snggerent que la transpiration par unité de surface foliaire
est pen modifiée, si bien que - la masse racinaire étant réduite - la poussée radiculaire serait
insuffisante pour compenser la transpiration, et conduirait irrémédiablement a une diminution
de la teneur en eau de la plante. De plus, la capacité d'absorption d'eau par les racines est
probablement altérée, comme le suggere la faible turgescence des cellules du cortex racinaire
(Fig. 6.9 E) et la fuite d'électrolytes constatée précédemment. Dans ce cas, le potentiel
osmotique serait plus élevé, le potentiel hydrique par conséquent aussi, et 1'appel d'eau serait
donc plus faible.

Tableau 6.4. Effet du nickel sur la transpiration, exprimée par cm? de surface foliaire, du mais
XL 94. Les plants ont été cultivés pendant 8 jours sur solution de Hoagland diluée au quart et
contenant différentes concentrations de NiCl,. Le calcul a été effectué en déterminant le volume d'eau
consommée sur les deux derniers jours et la surface foliaire 3 8 jours. Les mesures ont porté sur des
échantillons de 10 plants.

Témoin 25 uM Ni (IR5) 50 uM Ni (IR50)

Transpiration (pl.cm2,j-1) 66,9 66,2 61,3

Action du nickel sur la structure et l'ultrastructure du mais

La figure 4.7 a montré que le nickel inhibe davantage la croissance des racines que celle
des parties aériennes. L'inhibition de la croissance racinaire se traduit par une réduction de la
longueur des radicules et des racines latérales, ainsi que de la densité des racines latérales et
des poils absorbants (Fig. 6.10). Il est généralement admis que ['inhibition de la croissance
racinaire est un effet précoce de la phytotoxicité des métaux lourds (Barcel6 et Poschenrieder,
1990).

L'absence de statolithes dans les cellules de la coiffe des racines est un effet
spectaculaire du nickel (& 60 uM) sur les jeunes plants intoxiqués chez les deux cultivars
(Figs. 6.7 D-F). I est possible que le nickel puisse inhiber I'accumulation d'amidon dans les
statocystes en bloquant leur approvisionnement en carbohydrates (L'Huillier ez al., en
préparation).

L'accumulation d'amidon dans les feuilles du mais intoxiqué (Figs. 6.11 A-E) suggere
effectivement que Ni agit sur le métabolisme des carbohydrates, comme cela a été montré sur
d'autres plantes (Rauser, 1978; Samarakoon et Rauser, 1979; Moya et al., 1993).
Cette accumulation d'amidon pourrait s'expliquer par une augmentation de la photosynthese.
Mais de nombreuses études ont montré que celle-ci est au contraire inhibée par le nickel
(Clijsters et Van Assche, 1985; Sheoran et al., 1990; Bishnoi et al., 1993a). Cependant,
Greger et al. (1991) ont émis I'hypothése que la diminution de transport des carbohydrates

induite par les métaux lourds est plus importante que celle de la photosynthese, entrainant une
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augmentation de l'accumulation des carbohydrates dans les feuilles. Nos expériences
corroborent cette hypothése. En effet, le blocage du transport du saccharose a partir des
feuilles vers les racines est supporté par cinq résultats :

(1) la croissance des racines, qui sont exclusivement dépendantes des feuilles pour les
carbohydrates, est inhibée plus fortement que celle des parties aériennes (Figs. 4.7 et 4.8) ;

(2) les statolithes, constitués d'amidon provenant des sucres transportés & partir des
feuilles, sont absents au niveau de la coiffe de la racine (Figs. 6.7 D-F) ;

(3) la faible coloration des parois par le PAS au niveau de I'apex traduit sans doute une
déficience en polysaccharides ;

(4) I'absence apparente de paroi primaire dans les cellules en division peut provenir d'un
manque de composés pecto-cellulosiques ;

(5) la faible densité de protéines au niveau du méristéme racinaire, surtout chez le cultivar
XL 94, peut traduire une situation dans laquelle les protéines remplacent les carbohydrates en
tant que substrats majeurs de la respiration, comme 1'ont observé Dieuaide et al. (1992).

L'origine d'une inhibition du transport des carbohydrates pourrait se situer au niveau :
(1) d'un aiguillage préférentiel des triose-phosphates vers 'amidon plutdt que le saccharose ;
(2) d'une inhibition de la transformation de l'amidon en saccharose dans les feuilles
(I'a-amylase, qui pourrait étre mise en cause, ne semble pas étre inhibée par des exces de
nickel; Bishnoi et al., 1993b) ; (3) ou d'une inhibition du transport actif du saccharose vers les
racines. La quantité relativement importante de nickel trouvée dans les feuilles (Cataldo et al.,
1978; Liibben et Sauerbeck, 1991) et méme dans les chloroplastes (Veeranjaneyulu et Das,
1982) suggere que Ni agit directement au niveau foliaire.

On peut penser qu'un blocage du transport des carbohydrates vers les apex des racines
doit nécessairement perturber le géotropisme racinaire. Toutefois, une étude des effets de Ni
sur la morphologie du systéme racinaire du mafs cultivé sur rhizotron ne nous a pas permis de
confirmer cette hypothése. Cependant, le support utilisé (billes d'argile expansée ; cf. § 2.1.4)
n'était peut-€tre pas adapté. En effet, on peut imaginer que les billes d'argile ont pu orienter
naturellement les racines vers le bas ou vers le haut lorsque ces derniéres ont buté sur elles.
Un tropisme de contact (haptotropisme) pourrait avoir interféré avec le géotropisme. De plus,
les vides importants entre les billes ont probablement permis aux racines de s'orienter vers le
bas simplement par leur propre poids. Par conséquent, une telle expérience mériterait d'étre
reconduite avec un autre support de texture plus fine. Une étude approfondie serait également
souhaitable, en particulier sur le transport de l'auxine dans la racine, des auteurs ayant montré
que l'aluminium altére ce transport et perturbe le gravitropisme racinaire chez le mais
(Hasenstein et Evans, 1988).

La baisse de la fourniture de carbohydrates a de nombreuses conséquences dans la
racine. Tout d'abord, elle doit contribuer largement a l'inhibition de la croissance racinaire.

En effet, une réduction de l'alimentation glucidique des racines peut conduire a une
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diminution de l'activité mitotique, en particulier par inhibition de la formation des parois
primaires, comme cela a aussi €té observé sur Brachystegia spiciformis (Robertson et Meakin,
1980). Cependant, la présence importante de nickel au niveau des apex racinaires constatée
précédemment (cf. chapitre 5, Fig. 5.5) suggeére que Ni peut également inhiber directement
I'activité du méristeme. Il est probable que l'inhibition de l'activité mitotique soit la cause
principale de la baisse de la croissance racinaire, puisque 80 % d'inhibition de l'activité
mitotique du cultivar XL 94 par 60 uM de Ni peuvent probablement suffire & diminuer la
longueur de la radicule de 60 % (tableau 6.3). De méme que les 50 % de diminution de
T'activité mitotique du cultivar Hycorn 80 peuvent expliquer la réduction de la longueur de la
radicule de 30 % (tableau 6.3).

Par ailleurs, 'allongement important des cellules du rhizoderme et du cortex au niveau
de l'apex du mais XL 94 (Figs. 6.7 B) est vraisemblablement dii aussi & une diminution de
I'apport de carbohydrates. En effet, il est possible que les parois primaires de 1'apex du plant
intoxiqué soient déficientes en microfibrilles de cellulose. Dans ces conditions, le nickel
pourrait entrainer un reldchement des parois et favoriser une élongation cellulaire. Cependant,
on peut concevoir aussi que l'augmentation de 1'élongation soit due & un déplacement du
calcium lié aux polygalacturonates des pectines par Ni, en particulier au niveau de la lamelle
moyenne et de la paroi primaire (Varner et Taylor, 1989).

D'autre part, une privation de carbohydrates peut induire un blocage de la
différenciation cellulaire au niveau des racines, suite & l'inhibition des mitoses. On observe en
effet un blocage de la différenciation cellulaire chez les deux cultivars intoxiqués, comme le
montre l'absence de vaisseaux du xyléme & 2 mm au-dessus du méristetme (Fig. 6.7 A-C),
ainsi que la forte densité cytoplasmique au niveau du péricycle et du rhizoderme a la base de
la radicule (Figs. 6.9 A-C). Ceci concorde de fagon remarquable avec la diminution de la
densité de racines latérales, issus des primordiums au niveau du péricycle, et de la densité de
poils absorbants, issus de la différenciation des trichoblastes au niveau du rhizoderme (Figs.
6.10).

Le cultivar Hycorn 80, moins sensible au nickel que XL 94 (cf. Figs. 4.7 et 4.8), montre
une activité méristématique plus importante au niveau de l'apex racinaire (Fig. 6.7 C, F).
Toutefois, avec 60 UM de Ni, les cellules de la coiffe des racines des deux cultivars sont
dépourvues de statolithes. Ceci suggere que l'inhibition du transport des carbohydrates est
plus faible dans le cas du cultivar tolérant que chez le cultivar sensible. En effet, il est
possible que le saccharose soit utilisé en priorité pour l'activité mérist€matique, inhibant ainsi
la synthése de statolithes. Les protéines des cellules méristématiques de Hycorn 80 ne seraient
alors pas dégradées, la formation des parois primaires et les mitoses se feraient normalement,
assurant une croissance des racines relativement bonne. Dans le cas du cultivar sensible
(XL 94), l'inhibition du transport des carbohydrates serait plus importante, entrainant une

diminution de l'activité du mérist€me racinaire.
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S'agissant de la plasmolyse apparente des cellules du cortex au niveau de la zone
pilifere de la racine (Fig. 6.9 E), elle semble en contradiction avec 'allongement accru de ces
mémes cellules observé dans la zone d'élongation (Fig. 6.7 B). En effet, c'est normalement la
turgescence qui permet 'allongement des cellules de cette zone. Robertson et Meakin (1980)
ont constaté le méme phénomene chez Brachystegia spiciformis. En fait, les cellules de la
stele n'apparaissent pas plasmolysées. Ceci suggere que les parois des cellules du cortex
continuent 2 s'allonger non pas par turgescence, mais vraisemblablement par un entrainement
de la part des cellules de la stéle qui s'allongeraient normalement.

En conclusion des effets du nickel sur la structure du mafs, il apparait que Ni retarde la
croissance en inhibant la division et la différenciation cellulaire au niveau des racines,
probablement a la suite d'une inhibition du transport des carbohydrates des feuilles vers les
racines. Les résultats de cette €tude nous permettent de penser que le principal site d'action du
nickel se situe dans les feuilles, en inhibant le transport des carbohydrates & ce niveau.
La différence de sensibilité entre les cultivars pourrait alors provenir de différences de teneurs
en nickel des feuilles. A partir de ces résultats et de ceux d'autres études (Rauser, 1978;
Samarakoon et Rauser, 1979; Moya et al., 1993), on peut penser que l'accumulation d'amidon

dans les feuilles puisse servir de marqueur d'intoxication d'une plante par le nickel.

Action du nickel sur l'activité des peroxydases

Une stimulation de l'activité peroxydase est considérée comme une réponse du
métabolisme des végétaux supérieurs lorsqu'ils sont en situation de stress, tel que le froid,
I'hypoxie, la sécheresse, une infection, une blessure, ou encore un statut ionique anormal
(carence ou toxicité) (Gaspar et al., 1982; Castillo, 1986; Siegel et Siegel, 1986).

Une plante exposée & des exces de nickel présente €galement une augmentation de
l'activité peroxydase (Pandolfini et Maier, 1985; Gabbrielli et al., 1990; Karataglis et al.,
1991; Pandolfini et al., 1992; Pandolfini et Gabbrielli, 1993). Certaines de ces €tudes relient
I'augmentation de 1'activité a une diminution de la croissance et suggerent que les peroxydases
peuvent Etre utilisées efficacement comme marqueurs de stress causé par Ni (Pandolfini ef al.,
1992). Cependant, ces travaux se limitent généralement au dosage de 1'activité contenue dans
les racines et les parties aériennes, et aucun n'a tenté de préciser celle des apex racinaires,
qui pourraient pourtant constituer un site privilégié d'action du nickel.

Dans cette étude, l'activité totale des peroxydases solubles a été déterminée au niveau
des feuilles, de la base de la radicule et de l'apex racinaire de jeunes plantules de mais
(cv Hycorn 80 et XL 94) exposées au nickel (Fig. 6.12). On constate que l'apex racinaire est
l'organe dont 'activité est la plus stimulée en présence de concentrations en Ni toxiques pour

la croissance (entre 20 et 60 pM), et ceci uniquement sur le cultivar XL 94 sensible au nickel
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(Fig. 6.12 e). Ces résultats suggerent fortement que les principaux désordres physiologiques
causés par des exces de nickel chez le mais se situent au niveau des méristémes racinaires.

Par ailleurs, 1'évolution de l'activité€ a €t€ suivie sur ces mémes plantules entre le 22 et le
8¢ jour (Fig. 6.12), moment out le ralentissement de la croissance en longueur des racines
commence 2 étre détectable. On constate que 'augmentation de l'activité au niveau de la base
et, surtout, de l'apex de la radicule de XL 94 est importante seulement apreés § jours de
croissance, et a partir de 40 uM. Pourtant, les figures 4.7 et 4.8 ont montré que la croissance
de XL 94 est nettement ralentie aprés 4 jours avec 60 UM de Ni. Par conséquent, il apparait
que les peroxydases solubles ne constituent pas des marqueurs précoces de stress causé par Ni
chez le mafs.

De plus, on constate qu'avec 60 UM de Ni au 8¢ jour, l'activité au niveau de l'apex de
XL 94 augmente trés fortement (+ 500 % ; Fig. 6.12 e¢) en méme temps qu'apparait un
brunissement a ce niveau. Une augmentation de l'activité polyphénol-oxydase (PPO) n'est
donc pas a exclure, & moins qu'il ne s'agisse d'une décompartimentation de certains
constituants cellulaires permettant aux PPO d'oxyder des composés phénoliques sans qu'il n'y
ait d'activation enzymatique. Ceci est plausible dans la mesure ou il a ét€ montré que Ni
pouvait dégrader la membrane plasmique. Finalement, ce résultat soutient I'nypothése d'un
désordre majeur au niveau de l'apex racinaire, ce que tend & confirmer l'inhibition de la

division cellulaire observée précédemment.

En conclusion de ce paragraphe, il ressort que Ni, & des concentrations toxiques pour la
croissance du mais, induit de nombreux désordres physiologiques et que plusieurs
mécanismes sont susceptibles d'intervenir dans la toxicité :

« le ralentissement de l'absorption des éléments, suite & une inhibition de I'activité de
I'ATPase pompe a protons du plasmalemme et & une dégradation de l'intégrit€ de la
membrane plasmique ;

« une diminution importante de la teneur en eau des parties aériennes ;

» l'inhibition de la division cellulaire au niveau des méristémes racinaires,
vraisemblablement par blocage du transport des carbohydrates a partir des feuilles vers les
racines ;

« un désordre majeur du métabolisme apical des racines révél€ par les peroxydases.
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6.3. LES MECANISMES PEU IMPLIQUES DANS LA TOXICITE DU NICKEL SUR
LE MAIS

Ce paragraphe rend compte de quelques expériences dans lesquelles le nickel a eu peu
d'effets. Bien que n'ayant pas €t€ approfondies, il nous a semblé intéressant de présenter ici
leurs résultats. C'est ainsi que nous avons recherché une éventuelle action inhibitrice de Ni sur
la photosynthese, action dont la littérature fait souvent état. De méme, l'effet inhibiteur du Ni
sur la croissance en longueur des tiges et des racines nous a conduit, faute de pouvoir analyser
le taux d'auxine, & rechercher une éventuelle activation de I'AIA-oxydase. Enfin, nous avons
étudié une action possible de Ni, en tant que traumatisme chimique, sur la production de

I'éthyléne, hormone de stress intervenant dans la croissance.

6.3.1. Conditions expérimentales

Les expériences ont porté sur de jeunes plants de mais. Leurs détails sont précisés au
début de chaque paragraphe de la partie résultats, ainsi que sur les tableaux plus brievement.
On se rapportera au chapitre 2 pour les techniques d'analyses, de mesures et d'observations.

6.3.2. Résultats

Action du nickel sur la photosynthése

La photosynthese a ét€ mesurée sur des plants de mals de 35 jours cultivés sur sol
mélangé 2 différentes quantités de NiCl,. Le nombre de feuilles dégainées variait de 5 a 7
suivant la dose de Ni. Les mesures ont porté sur la 5¢ feuille (complétement développée). La
conductance stomatique a €t€ également déterminée sur la méme feuille.

On constate (tableau 6.5) que la photosynthése des plants fortement intoxiqués (hauteur
diminuée de 40 %) n'est pas significativement différente de celle du témoin. Par contre, la
conductance stomatique augmente fortement avec l'intoxication.

La conductance stomatique étant proportionnelle a I'ouverture stomatique, nous avons
calculé le rapport Photosynthese / Conductance afin d'estimer l'efficacité de la photosynthése.
En d'autre terme, une ouverture stomatique importante devrait s'accompagner d'une meilleure
assimilation de CO, donc d'une photosynthese plus forte. On constate que ce rapport diminue
trés nettement quand l'intoxication augmente, suggérant une diminution de I'efficacit€ de la

photosynthese, ou de l'efficacité de I'assimilation du CO,.
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Tableau 6.5. Effet du nickel sur la photosynthése et la conductance stomatique du mais XL 94.
Les plants ont été cultivés pendant 34 jours sur un sol équilibré contenant différentes concentrations
de NiCl,. Les valeurs sont les moyennes = leurs écarts-types calculés sur 10 mesures par plant.

Ni (mgkg?)

0 125 250
Réduction de la croissance en hauteur (%) 0 -16 -40
Photosynthése nette (Wmol.nr2.s1) 11,82+ 145 11,24 £ 1,35 10,55+ 0,86
Conductance stomatique (mol.m2.s'!) 0,49 +£0,03 0.60 £0,05 0.88 + 0,08
Photosynthé¢ése / Conductance 24,12 18,73 11,99

Action du nickel sur l'activiié AIA-oxydase

L'effet de Ni sur l'activité AIA-oxydase a ét€ étudié sur de jeunes plantules de mais XL
94 cultivées pendant 8 jours sur solution contenant différentes concentrations toxiques de
NiCl,. La croissance des racines étant davantage affectée que celle des parties aériennes, le
dosage a porté sur la fraction soluble obtenue a partir des racines (cf. § 2.5.1).

On constate (tableau 6.6) que l'activité n'apparait pas modifiée chez les plants exposés

au nickel.

Tableau 6.6. Effet du nickel sur I'activité AIA-oxydase des extraits solubles des racines de mais
XL 94. Les plants ont €té cultivés pendant 8 jours sur solution de Hoagland dilude au quart et
contenant différentes concentrations de NiCl,. Les valeurs d'activité sont les moyennes * leurs écarts-
types calculés sur 3 répétitions.

Ni (uM)
0 20 40 60
Inhibition racinaire (%) 0 0 -17 -55
Activité (nkat.g-! MF) 1,515 1,L1£1,0 25%1,7 1.9+15

Action du nickel sur la synthése d'éthyléne

L'effet de Ni sur la production d'éthyléne a ét€ étudié€ sur des plantules entiéres de mafs
XL 94 et Hycorn 80 cultivées sur milieu nutritif gélosé, contenant différentes concentrations
toxiques de NiCl,.

Le tableau 6.7 montre que la production d'éthyléne ne semble ni diminuer, ni augmenter

en présence de concentrations toxiques de Ni dans le milieu.
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Tableau 6.7. Effet du nickel sur la synthése d'éthyléne par le mais XL 94. Les plants ont été
cultivés pendant 8 jours sur milieu gélosé (agar), préparé avec la solution de Hoagland diluée au quart
et contenant différentes concentrations de NiCl,. Les mesures ont été faites au 8¢ jour aprés fermeture
des flacons pendant 8 heures. Les valeurs sont les moyennes * leurs écarts-types calculés sur
4 répétitions.

Ni (uM)
0 100 200
Inhibition racinaire (%) 0 -33 -75
C;H, produit (nl.hl.plt!) 0,5+04 1,1+0.8 0,6+04

6.3.3. Discussion et conclusion
Action du nickel sur la photosynthése

Une inhibition de la photosynthése est souvent rapportée comme une action majeure des
métaux lourds sur les végétaux (Clijsters et Van Assche, 1985; Sheoran et al., 1990; Bishnoi
et al., 1993a; Ferretti er al., 1993). Le but de cette expérience est donc de déterminer si une
diminution de la photosynthése peut intervenir dans le ralentissement de la croissance du mais
exposé a des exces de nickel.

Le tableau 6.5 montre que le nickel présent a des doses toxiques pour la croissance du
mais ne diminue pas la photosynthese. Toutefois, celle-ci a besoin d'une ouverture stomatique
plus importante que celle du t€émoin pour rester au mé€me niveau. Ceci suggere que
I'assimilation du CO, est moins efficace chez les plants intoxiqués. Chez le mais, plante a
cycle photosynthétique en C4 typique, le CO, est assimilé en premier lieu au niveau des
cellules du mésophylle avant d'€tre transféré sous forme de malate et d'aspartate aux cellules
de la gaine périvasculaire, si bien que ce résultat suggeére un désordre dans l'assimilation du
CO; au niveau des cellules du mésophylle. Pourtant, I'accumulation d'amidon dans les
chloroplastes des cellules de la gaine périvasculaire (Figs. 6.11) est en faveur d'un
fonctionnement apparemment normal de la photosynthese, d'ailleurs supporté par la mesure
de la photosynthese nette (tableau 6.5) qui est réalisée par le suivi de la diminution du taux
de CO, dans la chambre contenant la feuille. La premicre fixation du CO; et la syntheése de
malate et d'aspartate dans les cellules du mésophylle ne seraient donc pas inhibées, de méme
que le transfert de ces molécules, I'incorporation de CO, et le fonctionnement du cycle de
Calvin dans les cellules de la gaine périvasculaire. Par contre, €tant donné les déformations
des structures chloroplastiques, vraisemblablement dues a l'accumulation considérable
d'amidon (Fig. 6.11), on peut penser que ce sont les chloroplastes des cellules de la gaine

périvasculaire qui sont affectés par Ni. Le nickel pourrait alors inhiber la translocation
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triose-phosphates / Pi au niveau de la membrane chloroplastique, par inhibition du
translocateur membranaire impliqué ou par carence induite en Pi dans le cytoplasme de ces
cellules. Une autre possibilité est que Ni pourrait empécher la dégradation de 1'amidon par
l'inhibition d'une enzyme impliquée trés tot dans sa dégradation, telles que les amylases ou la
phosphorylase. Il s'en suivrait alors une carence en saccharose, tel que cela a été fortement
suggéré dans le paragraphe précédent.

Le fait que la photosynthése ne soit pas inhibée par des concentrations toxiques de
nickel peut paraitre assez surprenant. En effet, les travaux traitant de la diminution de la
photosyntheése causée par Ni sont nombreux (Sheoran er al., 1990; Bishnoi et al., 1993a).
Cependant, la plupart des études sont réalisées sur des chloroplastes isolés (Tripathy et al.,
1981; Krupa et al., 1993) ou des enzymes auxquels sont rajoutés les métaux (Sheoran et al.,
1990), ou encore sur des feuilles excisées exposées & une solution contenant le métal €tudié
(Bazzaz et al., 1974; Clijsters et Van Assche, 1985), si bien qu'on ne peut pas répondre 2 cette
question essentielle : est-ce que le ralentissement de la croissance du plant causé€e par des
exceés de nickel est due & une inhibition de la photosynthése ? Les €tudes réalisées sur plantes
entiéres sont plus récentes et moins nombreuses. En outre, plusieurs d'entre elles ne prennent
pas en compte les effets du nickel sur la croissance de la plante (Sheoran ez a/., 1990; Bishnoi
et al., 1993a). Cette discussion met en évidence la difficulté de la comparaison des
informations provenant de différentes études. Nos résultats méritent donc d'étre confirmés,
méme si Carlson et al. (1975) ont montré également que Ni, 3 une concentration de 80 UM en
solution de Hoagland, modifiait peu la photosynthése chez le mas.

Notons qu'une augmentation de la conductance stomatique, c'est dire de 1'ouverture des
stomates, devrait conduire 3 une augmentation de la transpiration, ce que ne confirme pas le
tableau 6.4. Cela pourrait provenir d'une diminution de la poussée radiculaire (cf. Fig. 6.13).
Ainsi, la non-modification de la transpiration chez les plants intoxiqués pourrait €tre la
résultante des actions opposées d'une plus grande ouverture stomatique associ€e & une plus
faible poussée radiculaire. De plus, ceci rend bien compte de la diminution de la teneur en eau

des parties aériennes constatée précédemment.

Action du nickel sur l'activité AIA-oxydase

L'ATA-oxydase est une peroxydase intervenant dans la régulation du catabolisme de
I'AIA (acide indole-acétique, ou auxine) et par conséquent du taux d'auxine libre endogéne
(Barcelé et Muiioz, 1992; Siegel, 1993). Elle est donc directement impliquée dans la
régulation de la croissance des végétaux. Le but de cette expérience est donc de déterminer
son activité chez les plants de mais exposés a des exces de nickel, afin de préciser son

intervention éventuelle dans le ralentissement de la croissance causé par Ni.
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Le tableau 6.6 montre que l'activité AIA-oxydase n'apparait pas modifiée chez les plants
exposés au nickel. Il est possible que la trés forte variabilité des résultats puisse masquer un
éventuel un effet. Cependant, cette variabilité provient du fait que les activités sont trés
faibles, certaines mesures ayant méme montré 1'absence totale d'activité sur le temps utilisé
(1 heure). L'activité de I'enzyme n'est donc manifestement pas augmentée en présence de Ni.

Néanmoins, il a ét€ montré que la plus forte concentration d'AIA se trouve au niveau
des tissus méristématiques (cf. Siegel, 1993). Par conséquent, le dosage ayant été réalisé sur
le systeme racinaire total, il est possible qu'un éventuel effet ait été dilué. Il serait donc
souhaitable de préciser l'activité AIA-oxydase au niveau du méristéme racinaire des plants
intoxiqués par Ni, d'autant plus que le paragraphe 6.2 a mis en évidence une forte activation
des peroxydases totales & ce niveau, ce qui suggere que I'AIA pourrait avoir été dégradé dans

les tissus méristématiques.

Action du nickel sur la synthése d'éthyléne

L'éthyléne (C;Hy) est un régulateur endogene de la croissance, du développement et de
la sénescence chez les végétaux (Yang et Hoffman, 1984). Certains métaux peuvent activer sa
production, comme Cd (Fuhrer, 1982), ou Cu et Zn (Gora et Clijsters, 1989), tandis que
d'autres peuvent l'inhiber, comme Ni et surtout Co (Lau et Yang, 1976a; Roustan et al., 1989;
Pennazio et Roggero, 1992). Le but de cette expérience est de déterminer si la diminution de
la croissance du mais exposé au nickel peut étre due & une variation dans la synthése
d'éthyléne.

La production de C,H, n'est pas modifiée chez le plant intoxiqué par Ni (tableau 6.7).
Mais les résultats sont difficiles & interpréter du fait d'une grande variabilité intra-traitement.
Cela pourrait provenir du matériel végétal : la syntheése d'éthyléne par un plant entier dépend
en effet probablement de la synthése propre a chaque organe.

Les effets de Ni sur la synthése d'éthylene par les végétaux ont €té peu €tudi€s. Lau et
Yang (1976b) ont montré que Ni inhibe sa production par les segments d'hypocotyle de
haricot, ainsi que par les feuilles de soja (Pennazio et Roggero, 1992) en diminuant l'activité
EFE (Ethylene-Forming Enzyme, ou ACC-oxydase). A notre connaissance, aucune étude n'a
encore porté sur des plants entiers.

Il a été montré que la derniére étape de la synthese d'éthylene (conversion d'ACC* en
C,H,) impliquerait une enzyme liée & une membrane et nécessitant l'intégrité structurale de
cette membrane (Odawara et al., 1977; Apelbaum et al., 1981). De plus, Fuhrer (1982) a
montré que la syntheése de C,H, par les feuilles de haricot était activée dans les premieres
heures d'exposition au cadmium (100 pM), mais qu'au-dela de 8§ h la syntheése diminuait

nettement. Ils ont attribué cette diminution 2 une dégradation du plasmalemme. Ainsi, dans le

* ACC : acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique
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cas présent, on peut penser que Ni a désorganisé I'intégrité membranaire chez le mais pendant
les 8 jours d'exposition (fortement suggéré précédemment), au point de diminuer la
conversion d'ACC en C;H,. Dans la mesure ou la production parait également faible chez le
témoin (tableau 6.7) cette hypothése permettrait de rendre compte de l'absence apparente
d'effet de Ni sur la production d'éthyléne. Par contre, il est possible que Ni puisse agir au
cours des premiéres €tapes de sa biosynthése, Pennazio et Roggero (1992) ayant montré, en
plus de l'inhibition de 'ACC-oxydase, une activation de la synthé¢se d'ACC dans les feuilles
de soja exposées A Ni.

En conclusion, le ralentissement de la croissance du mais causé par des exces de nickel
n'apparait pas étre di 4 une inhibition importante ni de la photosynthése, ni de l'activité
ATA-oxydase, ni de la production d'éthyléne.

6.4. LES MECANISMES DE RESISTANCE AU NICKEL

Ce paragraphe présente des résultats visant & tenter d'expliquer les différences de
sensibilité au nickel entre les cultivars de mais XL 94 (Ni-sensible) et Hycorn 80 (Ni-
tolérant).

6.4.1. Conditions expérimentales

Nous avons tout d'abord déterminé les teneurs en nickel de leurs racines et de leurs
parties aériennes au stade de jeune plant.

Dans un second temps, les acides organiques ont ét€ analysés sur ces mémes organes, la
littérature indiquant souvent leur implication dans la résistance au métaux toxiques.

Enfin, 'activité peroxydase, dosée avec la syringaldazine et impliquée la lignification,
a été déterminée au niveau des apex racinaires, de la base de la radicule et des parties
aériennes des deux cultivars. L'apex racinaire (I'extrémité sur 6 a2 7 mm), la base de la radicule
(entre 1 et 2 cm du collet), ainsi que le milieu du limbe de la seconde feuille (sur 1 cm) ont été
prélevés sur 6 plants afin de constituer les échantillons moyens. Les analyses, telles qu'elles
sont décrites au paragraphe 2.5, ont porté sur les fractions solubles et ioniques de ces
échantillons.

Les plantules de mais X194 et Hycorn 80 ont été cultivées sur solution de Hoagland
diluée au quart. Rappelons que leur différence de sensibilité au nickel a ét€ mise en évidence

antérieurement (cf. Fig. 4.7 et 4.8).
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Les concentrations en nickel dans la solution ont été choisies de fagon & causer une
diminution, modérée a forte, de la croissance des deux cultivars de mais, c'est a dire entre 20
et 65 uUM.

6.4.2. Résultats

Teneurs en Ni dans les racines et les parties aériennes des deux cultivars

La teneur en nickel dans les racines et les parties aériennes des deux cultivars de mais a
été déterminée aprés 12 jours de croissance sur solution. Le tableau 6.8 montre que les
teneurs en Ni dans les parties aériennes et, surtout, dans les racines augmentent quand la
concentration en Ni augmente dans la solution. Cependant, on constate des différences de
teneurs importantes entre les deux cultivars : avec les faibles concentrations en Ni en solution,
les racines de XL 94 en contiennent davantage que celles de Hycorn 80, tandis que c'est
l'inverse qui apparait avec des solutions de concentrations supérieures a 50 uM. Dans ce cas,
les racines de Hycorn 80 atteignent des teneurs trés élevées (pres de 4000 pg.g! MS) alors
que leur croissance est moins affectée que celles de XL 94.

Au niveau des parties aériennes, celles de Hycorn 80 contiennent toujours moins de Ni
que celles de XL 94, Cependant, les différences sont faibles avec 65 UM de Ni.

Tableau 6.8. Teneurs en nickel dans les plantules de mais XL 94 et Hycorn 80. Les plants ont €té
cultivés pendant 12 jours sur solution de Hoagland diluée au quart, contenant différentes
concentrations en NiCly. Les analyses ont porté sur des lots de 15 & 20 plants. Le pourcentage de
croissance par rapport au témoin est déterminé sur les poids de mati¢re seche des plants. Les valeurs
sont les moyennes calculées sur 3 répétitions.

XLo4 ———— HYCORN 80
Ni  Croissance Teneurs en Ni Croissance Teneurs en Ni
M) (%) neg! MS (umolgimsy (%) ug.g! MS (umol.g! MS)
Racines 0 100 19 0.,3) 100 16 ©0.3)
20 100 1290 (22,0) 103 535 .1
50 54 1455 (24,8) 86 1660 (28.3)
65 31 1780 (23,5) 53 3800 (64.7)
Parties 0 100 4 0,07) 100 4 0,07)
aériennes 20 100 71 (1,2) 100 52 (0,9)
50 63 125 2.n 98 70 (1,2)

65 40 136 2,0) 92 130 2.2)
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Teneurs en acides organiques des deux cultivars

Chez XL 94, I'augmentation de la concentration en Ni de 0 & 60 uM se traduit par une
augmentation de 23,7 % de la teneur totale en acides organiques dans les racines
(tableau 6.9). Chez Hycorn 80, la teneur en acides organiques augmente de 70,8 % dans les
racines. Ces augmentations sont dues pour une grande part a celles de la teneur en malate.

Par contre, les teneurs varient peu dans les parties aériennes chez les deux cultivars.

Tableau 6.9. Effet du nickel sur les teneurs en acides organiques, exprimées en pmol.g-l MS, des
racines et des parties aériennes des mais XL 94 et Hycorn 80. Les plants ont été cultivés pendant
12 jours sur solution de Hoagland diluée au quart et contenant différentes concentrations de NiCl,.
Le pourcentage de croissance (Croiss.) par rapport au témoin est déterminé sur les poids de matiére
séche des plants. Les analyses ont porté sur des échantillons de 12 plants.

Ni  Croiss. Malate Citrate Iso- Cis- Trans- Malonate Oxalate TOTAL
@M) (%) citrate aconitate aconitate
XL %4 :
Racines 0 100 92 94 09 0,2 0.2 0,4 5.3 25,6
20 102 10,8 16,6 1.8 0,2 1,1 0.4 3,0 33,9
40 75 136 11,1 0,7 0,2 0.5 0.5 2,7 29,3
60 40 17.8 9.4 0,5 0.2 0.5 0,7 2,6 31,7

Parties 0 100 398 143 188 6.5 53.4 0.7 9.3 1428
aériennes 20 98 478 147 193 6.6 54,9 1,7 9.9 154,9
40 80 42,7 113 169 5,7 45,3 09 8.7 131,5
60 48 459 128 172 5.7 46,7 0,7 7.5 136,5

Hycom §0 :
Racines 0 100 11,9 11,2 0,6 0,2 0.9 1,1 3,6 29,5
20 104 108 76 06 0.2 3,0 0.8 4,0 27,0
40 100 11,9 103 0.3 0,2 6,5 0,8 5,1 351
60 72 26,2 134 2,2 0,2 2,1 1.8 4.5 50,4
Parties 0 100 32,0 11,8 188 4,5 39,3 1,1 8,5 116,0
aériennes 20 102 380 16,1 11,7 5.2 497 11 8.9 130,7
40 100 38,5 115 140 5.0 40,9 1,1 6.8 117.,8

60 98 316 11,3 148 5,0 43,6 1.4 7,6 115,3
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Activité peroxydase impliquée dans la lignification chez les deux cultivars

L'activité peroxydase utilisant la syringaldazine comme substrat (S-peroxydase), et
correspondant aux peroxydases impliquée dans la lignification des parois cellulaires, a été
déterminée sur les fractions solubles et ioniques des apex racinaires, des bases de radicule et
des feuilles des deux cultivars de mais. La fraction soluble contient les peroxydases non liées
de l'espace libre et du cytoplasme, tandis que la fraction ionique contient les peroxydases liées
aux parois par force ionique.

On constate (Fig. 6.14) que seules les racines du cultivar XL 94 (Ni-sensible) montrent
une augmentation de l'activité S-peroxydase soluble au niveau des racines et surtout de l'apex
(Fig. 6.14 ¢, e). Remarquons que l'activité au niveau de la base de la radicule est nettement
supérieure chez le témoin de Hycorn 80 (environ 72 ADO.min"l.mg-! de protéines) que chez
le témoin de XL 94 (48 ADO.min-l.mg-! de protéines) (Fig. 6.14 c, d).

L'activité S-peroxydase ionique (Fig. 6.15) montre les mémes variations que sur la
fraction soluble : l'activité du cultivar XL 94 augmente nettement au niveau de la base et de
l'apex de la radicule, tandis que celle de Hycorn 80 varie peu, hormis une faible augmentation
au niveau de la base de la racine.

Par ailleurs, la figure 6.16, qui est le résultat de la séparation par l'électrophorese des
différentes formes de peroxydases solubles dosées avec le gaiacol (activité totale), montre que
Ni n'induit pas de variations dans le nombre de ces formes, indiqué par le nombre et la
position invariable des bandes (Fig. 6.16). Toutefois, on constate que les activités dans les
racines du cultivar XL 94 sont globalement plus fortes en présence de nickel. De plus, on
constate au niveau des racines qu'une forme acide est nettement plus active chez le témoin de
Hycorn 80 que chez le témoin de XL 94 (Fig. 6.16, fleches).

6.4.3. Discussion et conclusion

Les figures 4.7 et 4.8 du chapitre 4 ont montré que le cultivar de mais XL 94 est plus
sensible au nickel que le cultivar Hycorn 80. Cela se traduit par une diminution plus
importante de la croissance en longueur des racines. Il nous a donc paru important de tenter
de comprendre les origines des différences de sensibilité.

XL 94 s'est avéré capable d'absorber des quantités de nickel plus importantes que
Hycorn 80 lorsque la concentration en Ni dans la solution est relativement faible (20 uM,
cf. tableau 6.8). Cette différence essentielle entre les deux cultivars est vraisemblablement la
cause majeure du ralentissement de la croissance des racines de XL 94 au-dela de 20 uM de
Ni. L'origine de cette absorption plus forte s'explique difficilement. Il est possible, toutefois,
qu'elle provienne d'une plus grande affinité du transporteur a Ni de XL 94 (K, = 13,3 uM
pour XL 94, K = 15,0 pour Hycomn 80; cf. § 6.1).
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Fig. 6.14. Effet du nickel sur I'activité des peroxydases solubles dosée avec la syringaldazine,
au niveau de différents organes des mais XL 94 et Hycorn 80. Les plants ont été cultivés
pendant 8 jours, sur solution de Hoagland diluée au quart, avec différentes concentrations de
NiCl,. Les valeurs sont les moyennes % leurs écarts-types calculés sur 3 répétitions.
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Fig. 6.15. Effet du nickel sur I'activité des peroxydases ioniques, dosée avec la syringaldazine, au
niveau des racines de mais XL 94 et Hycorn 80. Les plants ont été cultivés pendant 8 jours sur
solution de Hoagland diluée au quart et contenant différentes concentrations de NiCl,. Les valeurs sont
les moyennes = leurs écarts-types calculés sur 3 répétitions par trailement.
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Par contre, 4 des concentrations plus fortes en Ni dans la solution (supérieures a 50 UM,
cf. tableau 6.8), le cultivar Hycorn 80 montre une capacité d'absorption tr&s supérieure a
XL 94, les teneurs en Ni des ses racines étant environ 2 fois plus fortes avec 65 uM de Ni
(3800 pg.g* MS chez Hycorn 80 contre 1780 pg.g'! MS chez XL 94, cf. tableau 6.8).
Pourtant, la croissance du cultivar Hycorn 80 est toujours supérieure a celle de XL 94. Cette
différence remarquable suggére un pi€geage du nickel, au moins en partie, sous une ou des
forme(s) inactive(s) chez le cultivar Hycorn 80.

Il pourrait s'agir d'un mécanisme d'exclusion, telle qu'une fixation sur les parois
cellulaires comme cela a ét€ montré sur le tabac avec Mn et Cu (Wang et al., 1992), ou d'un
mécanisme de tolérance, tel qu'un stockage dans les vacuoles (McCain er al., 1990) en
association avec des acides organiques ou une complexation par des protéines de type
phytochélatines (cf. synth&se bibliographique, chapitre 1, pages 11-12).

L'analyse des acides organiques contenus dans les racines et les parties aériennes des
deux cultivars exposés au nickel (tableau 6.9) montre que leur teneur totale augmente
nettement dans les racines, surtout chez le cultivar Hycorn 80 (23,8 % chez XL 94 et 70,8 %
chez Hycorn 80). Ce cultivar disposerait par conséquent d'une plus grande capacité de
complexation du nickel dans les racines, allant d'ailleurs de pair avec les fortes teneurs en Ni
constatées (tableau 6.8). Il semble que le malate soit I'acide organique dont la synthese est la
plus activée en présence de Ni (tableau 6.9). Ce surplus de malate synthétisé pourrait €tre
associé au nickel, comme le suggére leurs teneurs dans les racines (environ 20 a 60 umol de
Ni.g'! MS pour 10 & 15 pmol malate.g! MS). Cette augmentation pourrait alors correspondre
a une adaptation partielle de la plante & un milieu contenant du nickel en exces. Cela a €t€ mis
en évidence pour plusieurs especes végétales hyperaccumulatrices de nickel : Ni est associé
au malate dans les racines et les feuilles d'Alyssum bertolonii (Gabbrielli et al., 1991), il est
associé au citrate ou au malate dans les feuilles de plusieurs espéces accumulatrices en
Nouvelle-Calédonie (Lee et al., 1977, 1978; Kersten er al, 1980), il est associé
essentiellement au citrate et au malate dans les feuilles de Dichapetalum gelonioides (Homer
et al., 1991). Ainsi, les acides organiques pourraient également étre synthétisés chez les
végétaux non hyperaccumulateurs lorsqu'ils sont exposés au nickel, leur permettant de limiter
['apparition de la toxicité.

Cependant, entre 0 et 40 UM de Ni, l'augmentation de la teneur en malate est plus forte
chez le cultivar XL 94 que chez Hycorn 80 (tableau 6.9), alors que ce dernier est moins
sensible au nickel. Par conséquent, cette augmentation ne peut rendre compte de la différence
de tolérance au nickel des deux cultivars.

11 existe la possibilité d'une fixation de Ni sur les parois des cellules racinaires plus
importante chez Hycorn 80. En effet, dans la mesure ol I'on considére les lignines comme des
fixateurs possible de Ni, on constate que les peroxydases a syringaldazine impliquées dans
leur synthése (Harkin et Obst, 1973; Imberty et al., 1985) sont nettement plus actives en
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I'absence de Ni chez Hycorn 80, que 1'on prenne en compte les peroxydases solubles ou celles
fixées de fagon ionique 2 la paroi (Fig. 6.14 ¢, d et Fig. 6.15 a, b). Ainsi, en l'absence de
nickel, les parois des cellules de la base de la racine, c'est a dire des tissus racinaires
différenciés, seraient davantage lignifi€es chez le cultivar Hycorn 80 que chez XL 94.
Cette caractéristique pariétale pourrait procurer au cultivar Hycorn 80 la capacité de fixer
préférentiellement Ni sur les composés constituants la paroi squelettique et de prévenir ainsi
son passage travers le plasmalemme et par 12 méme son action au niveau du métabolisme
cellulaire. Cette hypothese est supportée par les résultats du chapitre 5, lesquels ont montré,
par analyse des tissus racinaires a la microsonde électronique, que Ni est fixé essentiellement
sur I'endoderme du cultivar Hycorn 80, davantage que chez XL 94, et surtout au niveau des
tissus différenciés, donc lignifi€s. La figure 6.16 corrobore également cette interprétation,
car ce sont les isoperoxydases acides qui sont impliquées dans la lignification (Mider et al.,
1986) et l'activité de la premicre isoperoxydase acide est supérieure chez le témoin Hycorn 80
(Fig. 6.16 fleches). Cette hypothese permettrait de rendre compte de la teneur en Ni plus
faible dans les parties aériennes de Hycorn 80.

Par ailleurs, l'augmentation des activités S-peroxydases ioniques en présence de nickel
au niveau de l'apex racinaire de XL 94 (Fig. 6.15 c) traduirait une augmentation de la
lignification susceptible de diminuer l'extensibilité des parois cellulaires, et par 1a méme de

réduire I'élongation.

En conclusion, bien qu'une synthése de malate semble activée en présence de Ni chez
les deux cultivars de mais, elle ne permet pas d'expliquer leur différence de sensibilité.
Celle-ci pourrait provenir d'une lignification des racines précoce et plus intense chez le
cultivar Hycorn 80 en l'absence de nickel, permettant de limiter 1'absorption de Ni et son

transfert vers les parties aériennes.

6.5. CONCLUSION

Les recherches relatées dans ce chapitre avaient comme premier objectif la
caractérisation de l'absorption du nickel par le mais. Leur résultat majeur est que, en plus
d'une phase diffusive passive concernant le Ni absorbé dans l'espace libre, il existe une
absorption active. Un tel résultat avait déja éié mis en évidence sur l'orge (Korner er al.,
1986), l'avoine (Aschmann et Zasoski, 1987) et le mimosa (Verliere et Heller, 1981). Il est
donc possible qu'une absorption active du nickel puisse exister chez 'ensemble des végétaux

supérieurs.
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Un telle absorption suppose l'existence d'un transporteur protéique, donc d'un site
saturable. L'inhibition compétitive de 1'absorption de Ni?+ par Mg+ et Ca?*+ suggere que Ni
n'est pas absorbé€ par le biais d'un transporteur spécifique, mais que, au contraire, ces éléments
sont absorbés par un ou des transporteurs communs donc peu spécifiques. D'apres la
littérature, Cu?* et Zn?* pourraient également €tre absorbés par le méme transporteur que celui
de Ni%* (Cataldo et al., 1978a). Ces résultats ont des conséquences pratiques importantes, car
il implique que l'absorption de Ni puisse &tre fortement diminuée par la présence de cations
divalents dans la rhizosphére, tels que Ca et Mg, voire Fe, Cu et Zn.

Le second objectif majeur de ces travaux était la caractérisation des effets toxiques du
nickel sur la physiologie du mais - se traduisant par un ralentissement général de la
croissance, mais surtout des racines - afin de chercher & mettre en évidence un ou des
mécanismes potentiels de toxicité. Il ressort que Ni, a des concentrations modérément a
fortement toxiques pour la croissance du mais, n'induit pas de diminution importante de la
photosynthese, pourtant souvent rapportée comme une action majeure des métaux. Ni ne
semble pas non plus affecter le métabolisme de I'AIA et de 1'€thyleéne, régulateurs endogeénes
de la croissance des végétaux. Par contre, des observations histologiques ont permis de
constater que l'activité mitotique du méristéme racinaire est fortement diminuée chez les
plants intoxiqués. Leur faible index mitotique suffirait a rendre compte de la réduction de la
croissance en longueur des racines. Un tel désordre au niveau méristématique est confirmé
par une activité peroxydase particulierement forte au niveau des apex racinaires.

Deux mécanismes potentiels paraissent intervenir dans l'inhibition de l'activité des
méristémes racinaires par Ni. Le premier serait une action directe du nickel au niveau des
cellules méristématiques, comme l'indique sa concentration importante au niveau des apex
mise en évidence au chapitre précédent. Néanmoins, une telle action demande d'€tre
confirmée, car, & notre connaissance, une localisation du nickel dans les cellules
méristématiques des racines n'a encore jamais €t€ ni mise en évidence, ni précisée. Un second
mécanisme serait un blocage du transport du saccharose a partir des feuilles vers les apex
racinaires. On constate en effet une accumulation importante d'amidon dans les chloroplastes
des cellules de la gaine périvasculaire en méme temps qu'une absence apparemment totale de
statolithes au niveau des cellules de la coiffe de la racine. Une déficience en carbohydrates,
substrats majeurs de la respiration, au niveau des méristémes pourrait diminuer la synthése
d'ATP et, par suite, tous les processus demandant de I'énergie, tels que les mitoses et les
absorption actives d'ions. Méme si une accumulation d'amidon dans les feuilles a déja mise en
évidence par d'autres auteurs (Rauser, 1978; Samarakoon et Rauser, 1979; Moya et al., 1993),
l'origine du blocage du transport du saccharose reste inconnu. Toutefois, I'accumulation
d'amidon dans les chloroplastes de la gaine périvasculaire suggere qu'il existe un blocage dans
la transformation de I'amidon en saccharose dans les cellules de la gaine périvasculaire.
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Ce blocage pourrait provenir soit d'une inhibition des enzymes assurant la dégradation de
I'amidon en glucose puis en triose-phosphates, soit d'une inhibition du translocateur assurant
I'échange triose-phosphates / Pi sur la membrane chloroplastique, bloquant ainsi la possibilité
de synthétiser le saccharose dans les cellules avant de l'exporter vers le phloéme.

Un autre désordre physiologique important a €t€ mis en évidence : il s'agit d'une
inhibition de I'ATPase plasmalemmique pompe a protons des racines de mais. Cette inhibition
pourrait intervenir fortement dans l'apparition de la toxicité. En effet, la Force Motrice
Protonique créée par l'efflux de protons résultant du fonctionnement de cette ATPase est
responsable des transports actifs des éléments minéraux. Ainsi, l'inhibition de cette enzyme
doit nécessairement diminuer l'absorption des €léments majeurs et de l'eau, et, par suite, la
croissance et le développement de la plante. La rapidité de I'inhibition, mesurable apres
seulement 3 2 4 min de contact avec Ni, suggére une action du nickel directement au niveau
du site catalytique de 1'enzyme. 11 serait souhaitable de préciser 1'action du nickel sur I'ATPase

plasmalemmique, aucune €tude n'apportant de réponse déterminante a ce sujet.

S'agissant des différences de sensibilité au nickel entre les deux cultivars utilisés
(XL 94 : Ni-sensible, et Hycorn 80 : Ni-tolérant), celles-ci ont ét€ mises en évidence sur
plusieurs parametres. Ainsi, elles se traduisent par les effets suivants, plus importants ches le
cultivar XL 94 :

« diminution de la croissance des racines ;

« diminution de la teneur en eau des racines et, surtout, des parties aériennes ;

« diminution de l'activité mitotique du méristéme de la racine, observée en microscopie
photonique ;

« augmentation de l'activité des peroxydases au niveau de 1'apex racinaire,

11 €était donc important de chercher & comprendre les mécanismes a l'origine de ces
différences. Ainsi, il apparait que le cultivar Hycorn 80 peut accumuler davantage de nickel
que XL 94 tout en étant moins affecté dans sa croissance. Ceci suggére un piégeage du nickel
sous une ou des foermes peu actives. Une analyse des acides organiques n'a pas permis de
mettre en évidence des différences de teneur entre les deux cultivars, méme si le malate
pourrait intervenir dans une diminution de la toxicité chez ces deux plantes.
Par contre, il semble qu'une lignification précoce et plus intense chez Hycorn 80 puisse
favoriser une fixation du nickel sur les parois cellulaires et limiter son transfert vers les
parties aériennes. Cette fixation pourrait se situer au niveau des parois de I'endoderme des
tissus racinaires différenciés, tel que cela a été montré dans le chapitre précédent.
Cette différence de lignification entre les deux cultivars a €t mise en €vidence apres
seulement 8 jours de croissance en solution. Il serait par conséquent intéressant de suivre

1'évolution de la lignification et de la toxicité au cours du développement des deux plantes.
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RESUME

En plus d'une absorption passive, le mais présente une phase active dans I'absorption
du nickel. Le transporteur protéique impliqué permettrait le transport d'au moins Ni,
Ca et Mg, mis en évidence par une inhibition compétitive de 'absorption de Ni par ces
deux derniers éléments.

L'action toxique majeure du nickel chez le mais apparait €tre une inhibition de
P'activité mitotique du méristéme racinaire. Ni semble pouvoir agir, soit directement en
se fixant préférentiellement au niveau de l'apex, soit indirectement en diminuant
I'apport de saccharose au méristeme par un blocage de la dégradation de 1'amidon dans
les gaines périvasculaires des feuilles.

Ni pourrait également diminuer fortement l'absorption des éléments majeurs par une
inhibition de I'ATPase pompe 2 protons plasmalemmique des racines diminuant ainsi
tous les transports actifs, et par une dégradation du plasmalemme permettant une fuite
des ions.

Les différences de sensibilité au nickel des cultivars de mais XL 94 (Ni-sensible) et
Hycorn 80 (Ni-tolérant), mises en €vidence au chapitre 4 par la mesure de la
croissance, ont ét€ confirmées par des différences d'activité du méristeme racinaire et
de teneur en eau de la plante.

La plus grande tolérance au nickel du cultivar Hycorn 80 aurait comme origine une
lignification plus importante des parois différenciées des racines. Cette caractéristique
pariétale pourrait procurer 2 ce cultivar la capacité de fixer préférentiellement Ni sur
les parois squelettiques et de prévenir ainsi son passage a travers le plasmalemme et
par 1a méme son action au niveau du métabolisme cellulaire.
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CONCLUSION GENERALE

Cette étude a été motivée par l'extraordinaire richesse en nickel des sols ferrallitiques
ferritiques de Nouvelle-Calédonie. Les objectifs que nous nous étions fixés au départ
concernaient principalement la caractérisation de la biodisponibilité du nickel dans ces sols et
de ses effets sur le développement du mais pris comme plante-test. Mais, trés rapidement, les
nombreuses questions soulevées sur la toxicité de Ni nous ont amené 2 tenter de comprendre

les facteurs de variations et les mécanismes de I'action toxique du nickel chez le mais.

Ainsi, s'agissant de la biodisponibilité du nickel dans les sols ferrallitiques ferritiques de
Nouvelle-Calédonie, son €étude révele l'existence de variations trés importantes suivant la
position du sol dans le paysage et suivant l'horizon. Dans les sols de piedmont, le nickel
présent est trés peu mobile et trés peu disponible pour la plante, que ce soit en surface ou en
profondeur. Seule une trés faible fraction échangeable, liée 4 la présence de matiére
organique, existe dans les horizons de surface. Dans ces conditions, les risques de
phytotoxicité sont certainement faibles. Par contre, dans les sols de plaine, et surtout dans les
horizons de profondeur (40-60 cm), la faible croissance du mais, associée a des teneurs en Ni
dans les parties aériennes relativement élevées (8,5 plg.g- MS au stade 9 feuilles dégainées)
suggere que les risques de phytotoxicité sont €levés. La fraction de Ni biodisponible en plaine
serait constituée de nickel li€ a de la matiére organique et & de la goethite.

Ce dernier point nous semble essentiel & préciser, étant donné l'extréme richesse de ces
sols en oxydes de fer (de 50 a2 75 %) susceptible de gouverner pour une grande part la
mobilité et la biodisponibilité du nickel. En effet, il conduit 2 s'interroger sur 1'évolution
potentielle de la mobilité de Ni, non seulement dans les sols de plaine, mais aussi de
piedmont sous l'influence des techniques culturales. Cette biodisponibilité ne pourrait-elle pas
augmenter sous l'action acidifiante des racines, sous celle des engrais, des amendements
organiques ou, plus simplement, de l'accroissement des résidus de végétation dus aux
cultures ? Dans ces conditions, seul un suivi organisé et attentif de cette mobilit€ permettra de
répondre 2 la question.

Par ailleurs, les problémes soulevés par le nickel des sols ferrallitiques ferritiques du
Sud calédonien pourraient concerner d'autres types de sols du Territoire. En effet, les massifs
de roches ultrabasiques, d'oti provient Ni, influencent de nombreux sols en contrebas de ces
massifs. Les vertisols et les sols bruns peuvent ainsi contenir plus de 0,3 % de nickel total.
En outre, des expérimentations agronomiques sur vertisols hyper-magnésiens ont montré que
le mais en fin de cycle pouvait présenter des teneurs en Ni supérieures & 15 pg.g-! MS dans

ses parties aériennes (Bonzon et al., 1991b). Par suite, la situation des cultures sur les
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nombreux sols de Nouvelle-Calédonie, ou du monde, riches en nickel mériterait d'étre

étudiés.

Méme si la présomption d'une intoxication du mais par Ni dans les sols ferrallitiques
ferritiques de plaine était trés forte, le seul moyen que nous ayons eu de le vérifier était de
définir rigoureusement le seuil de toxicité de Ni pour le mais. Dans d'excellentes conditions
nutritionnelles - sur un sol naturellement treés fertile mais auquel on a ajouté du nickel -,
celui-ci apparait avec 12 £ 3 pg.g'! MS dans les parties aériennes du mais GH 5010, au stade
9 feuilles dégainées et mesurant 75 cm de haut au niveau de 1'emplacement de la ligule de la
derniére feuille dégainée. Dans ces conditions de milieu favorable, la croissance en hauteur au
34#me jour est diminuée de 14 %. Au méme stade de développement, mais cultivé sur un sol
ferrallitique ferritique de plaine et peut-étre trés l€gerement carencé en potassium, le méme
mais se développe aussi lentement que celui intoxiqué sur le sol alluvial, mais avec seulement
8,5 Lg de Ni.g'! MS. Ainsi, le seuil défini plus haut pour des plants correctement alimentés en
€léments majeurs pourrait-il &tre abaissé en cas de statut nutritionnel moins favorable.
Ce point devra €tre vérifié.

De plus, nous avons constaté que la production de grains était plus affectée par Ni que
la croissance. Le seuil toxique du nickel pourrait donc étre inférieur si on tient compte de la
production de la plante comme critére d'intoxication et non de sa croissance.

En culture hydroponique, un seuil indice de toxicité peut-€tre défini tenant compte des
concentrations en nickel, calcium et magnésium. Basé sur les activités de ces éléments dans la

solution, cet indice est le suivant :
IIOX =100 x {Nl?‘+} /({Caz+} -+ {Mg2+})

Aucun symptome d'intoxication n'apparait sur le mails lorsque que Iiox < 2.
A notre connaissance, ces résultats sont les premiers & montrer la possibilité de définir un
seuil de toxicité du nickel en solution qui fasse abstraction des variations de la composition
minérale du milieu de culture. De méme, il ne semble pas exister, hormis pour Al, dindice de
toxicité €quivalent pour les autres métaux. Il serait intéressant d'expérimenter la validité de
cet indice pour d'autres types de solutions nutritives et d'autres métaux.

Dans le cas des solutions de sol, il n'a pas été possible de définir une concentration
toxique précise, celle-ci dépendant trop du type de sol. Néanmoins, dans le cas des sols
ferrallitiques ferritiques, il est probable que des concentrations de l'ordre de 0,7 mg.1-! soient
légérement toxiques. Par contre, méme si les valeurs de Itox en culture hydroponique ne
concordent pas avec celles issues des solutions de sols, une échelle différente pour ces
derniers pourrait vraisemblablement &tre définie & partir de la méme formule. Si tel était le
cas, nous disposerions alors d'une méthode intéressante pour diagnostiquer un risque de

toxicité avant la mise en culture d'un sol.
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S'agissant des effets toxiques du nickel sur le mais, nous avons constaté un
ralentissement nettement plus important de la croissance des racines que des parties
aériennes, ce qui suggere une possible action toxique du nickel au niveau racinaire. Sur un
cycle complet de végétation, le ralentissement de la croissance, méme modéré, aboutit & une
diminution significative de la production du mais, essentiellement par une diminution du
nombre de grains par épi. Le nickel pourrait alors soit perturber la fécondation, soit réduire le
transfert des assimilats - sucres et/ou des acides aminés - de la source vers le puit que
constitue le grain, ce qui serait en accord avec les résultats de Setia et al. (1988) sur le blé.

L'accumulation importante de nickel constatée au niveau des racines du mais, au stade
de plantule comme chez le plant plus 4g€ (70 2 90 % du Ni immobilis€), conforte I'hypothese
d'une action du nickel & ce niveau. L'utilisation de plusieurs techniques de localisation
(autoradiographie, coloration par le diméthylglyoxime et par la méthode au sulfure d'argent) a
permis de mettre en évidence une localisation préférentielle de Ni au niveau des apex
racinaires. Ce résultat déterminant suggere que Ni puisse diminuer la croissance des racines
en diminuant l'activité mitotique du méristéme racinaire. Une diminution de 1'index mitotique
a d'ailleurs été confirmée par observation en microscopie photonique. Il est ainsi possible que
Ni, fix€ au niveau du méristeéme, puisse en perturber gravement le fonctionnement.

Les techniques de localisation utilisées, y compris l'analyse des rayons-X & la
microsonde couplée & la microscopie électronique 2 balayage ou A transmission, n'ont

‘cependant pas permis, par manque de sensibilité et de précision, d'affiner la localisation du Ni
au niveau de l'apex racinaire. On peut penser qu'une localisation trés fine du nickel dans ces
méristémes pourrait contribuer & comprendre son mode d'action a ce niveau. A cet égard, la
SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry) pourrait tre une technique pleine de promesses, sa
limite de détection étant inférieure & 1 pg.g! MS (voire de l'ordre de 1 ng.g'! MS si

I'échantillon est trés plat) et la surface analysée de quelques pm?.

Les observations histologiques ont montré que le mais intoxiqué par Ni présente une
accumulation considérable d'amidon dans les feuilles au niveau des chloroplastes des cellules
des gaines périvasculaires. La photosynthese ne serait donc pas inhibée, depuis l'incorporation
du CO; dans les cellules du mésophylle jusqu'a la formation d'amidon dans les cellules de la
gaine périvasculaire, ce que tend a confirmer la mesure directe de la vitesse d'assimilation du
CO.. Par contre, 'absence d'amidon constatée dans les cellules de la coiffe de la racine, sous
forme de statolithes, associée & son accumulation dans les cellules de la gaine périvasculaire
suggere fortement un blocage de sa dégradation a ce niveau. Le nickel pourrait alors inhiber
indirectement l'activité du méristtme racinaire par une diminution de l'apport de
carbohydrates. Cette hypothese est d'ailleurs corrélée avec le faible remplissage des grains du
mais intoxiqué, suggérant une déficience générale dans le transfert des assimilats carbonés

des sources vers les puits, qu'il s'agisse des grains, des méristémes ou des statolithes.
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Se pose alors la question de l'origine du blocage de la dégradation de 1'amidon
chloroplastique. Il peut s'agir d'une inhibition du translocateur de la membrane
chloroplastique assurant 1'échange triose-phosphates / Pi (et consécutivement la synthése
cytoplasmique du saccharose avant que d'étre exporté par le phloéme). Le fonctionnement de
ce translocateur pourrait €tre inhibé soit en lui-méme par Ni, soit par une carence de Pi
cytoplasmique. Il pourrait également s'agir d'une inhibition d'une ou de plusieurs enzymes
assurant la dégradation de 1'amidon. Dans ce cas, l'inhibition concernerait probablement les
enzymes impliquées dans les premiéres réactions de la dégradation de 'amidon, telles que les
amylases et/ou la phosphorylase (on sait que cette derniére est inhibée par Al** qui bloque le
Pi nécessaire & son fonctionnement en le précipitant sous forme (POg4);Al). L'hypothése
d'inhibitions enzymatiques est supportée par la présence relativement importante de nickel au
niveau des chloroplastes des cellules de la gaine périvasculaire, laquelle a été mise en
évidence par la méthode au sulfure d'argent. Toutefois, ces hypothe€ses demandent a étre
vérifiées, d'autant plus que de telles inhibitions n'apparaissent pas signalées dans la littérature
(Van Assche et Clijsters, 1990).

Un désordre physiologique majeur que nous avons pu mettre en €vidence tient a
l'inhibition par Ni de I'ATPase plasmalemmique pompe a protons des racines de mais.
Cette inhibition pourrait intervenir fortement dans l'apparition de la toxicité. En effet, la Force
Motrice Protonique créée par I'efflux de protons résultant du fonctionnement de cette ATPase
est responsable de 'absorption et des transports actifs des €léments minéraux. Ainsi, une
diminution de l'activit¢ pompe a protons des ATPases du plasmalemme racinaire, a des
concentrations en Ni toxiques pour la croissance, pourrait ralentir le développement de la
plante par une diminution générale de 'absorption des €léments nutritifs majeurs, mais aussi
par la moindre acidification de la paroi squelettique classiquement impliquée dans le
processus d'élongation cellulaire. La rapidité de l'inhibition, mesurable apres seulement 3 a
4 min de contact avec Ni, suggere une action du nickel directement au niveau du site
catalytique de l'enzyme. 11 serait donc souhaitable de préciser 'action du nickel sur I'ATPase

plasmalemmique, aucune étude n'apportant de réponse déterminante & ce sujet.

En outre, nous avons pu montrer que le mais présente une phase active dans l'absorption
du nickel et que le transporteur protéique impliqué permettrait le transport d'au moins Ni, Ca
et Mg mis en évidence par une inhibition compétitive de l'absorption de Ni par ces deux
derniers éléments. Les conséquences pratiques de ces résultats sont importantes : ces derniers
impliquent que 1'absorption de Ni pourrait étre fortement diminuée par la présence de cations
divalents dans la rhizosphere, tels que Ca et Mg, voire d'autres éléments antagonistes.
On constate d'ailleurs que les fortes applications d'amendements calciques sur les vertisols

hyper-magnésiens, destinées initialement a réduire leur déséquilibre calcomagnésien,
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contribuent dans le méme temps a diminuer les teneurs en Ni dans les parties aériennes et les
grains du mais (Bonzon et al., 1991b).

Par ailleurs, des différences significatives de sensibilité ont €té mises en évidence entre
deux cultivars de mais, XL 94 étant sensible et Hycorn 80 tolérant. Elles pourraient provenir
de différences de propriété de I'endoderme (composition chimique ou importance relative des
cellules de passage). En effet, il ressort de nos observations que Ni se fixe essentiellement au
niveau de I'endoderme différencié de la racine, et ce davantage chez Hycorn 80 que XL 94,
Les formes fix€es pourraient étre en partie inactivées, conférant ainsi & Hycorn 80 la capacité
de prévenir le passage du nickel & travers le plasmalemme et par 12 méme son action au
niveau du métabolisme cellulaire. Bien que les acides polygalacturoniques des lamelles
moyennes des parois squelettiques soient probablement impliquées dans la fixation de Ni a ce
niveau, le type de liaison reste inconnu et mériterait d'€tre précisé. Toutefois, l'activité
peroxydase a syringaldazine, impliquée dans la lignification des parois squelettiques, est plus
élevée chez Hycorn 80 que XL 94 en l'absence de Ni au niveau de la base de la racine, ce qui
suggere que la plus grande tolérance au nickel du cultivar Hycorn 80 aurait comme origine
une lignification constitutive plus importante des parois différenciées des racines. Un tel
résultat mérite d'€tre confirmé, en particulier en suivant I'évolution de la lignification de ces
deux cultivars au cours de leur développement. '

Des différences de sensibilité au nickel encore plus importantes ont €té constatées entre
diverses especes en culture sur solution : le haricot, la tomate et le squash sont apparus bien
plus sensibles que le sorgho et plus encore que le mafs.

11 est possible que d'autres mécanismes de tolérance & Ni puissent entrer en jeu, telle
qu'une excrétion spécifique d'acides organiques dans la rhizosphere, comme cela a ét€ montré
avec l'aluminium et le malate chez le blé (Delhaize et al., 1993). Nous n'avons pas pu corréler
nettement une plus grande résistance a la toxicité au nickel 2 une plus grande synthese
d'acides organiques, alors que la littérature fait parfois état de ce mécanisme de détoxification.
Par ailleurs, ]a corrélation €levée entre la teneur en nickel et en soufre, mise en évidence dans
cette étude par la microsonde électronique, suggere une complexation de Ni avec des
protéines soufrées, tel que cela a ét€ montré pour d'autres métaux, en particulier Cd, avec les
phytochélatines (Gupta et Goldsbrough, 1991; Obata et Umebayashi, 1993). Cependant, 1l
semble qu'une liaison Ni-phytochélatine n'ait encore jamais €été¢ mise en évidence et cela

mériterait d'étre vérifié.

La compréhension de tels mécanismes de résistance au nickel, et aux métaux lourds en
général, est d'un tres grand intérét. Elle doit, en effet, permettre de raisonner la recherche
d'especes végétales tolérantes au nickel pour des sols riches en cet élément, naturellement ou

artificiellement par suite de pollution.
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Sur un plan pratique plus immédiat, les tests de sensibilit€ au nickel en culture sur
solution offrent la possibilit€ a la recherche appliquée de sélectionner les espéces cultivables -
et les variéi€s au sein de ces mémes especes - les plus tolérantes au nickel. On pourrait
imaginer aussi qu'ils soient utilisés par les sélectionneurs pour l'€laboration de nouvelles

variétés moins sensibles au nickel, et aux métaux lourds d'une fagon plus générale.

Finalement, si nous avons le sentiment d'avoir progressé dans la mise en évidence d'une
€ventuelle phytotoxicité du nickel dans les sols ferrallitiques ferritiques du Sud calédonien,
ainsi que dans la connaissance des mécanismes de cette toxicité chez le mais, nous constatons
 aussi que nous avons soulevé de nombreuses questions. Le probleme du nickel dans les sols
cultivables de Nouvelle-Calédonie n'est pas épuisé, méme si, pour le court terme, des tests
rapides de sensibilité spécifique et variétale et des améliorations dans les techniques
culturales permettent de contourner partiellement et pour un temps cet obstacle insidieux a

l'intensification agricole.
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Composition minérale des solutions des sols ferrallitiques ferritiques sur vase de végétation.
Les solutions ont été analysées avant le semis du mais, avant et aprés apport d'engrais, un intervalle de
8 jours séparant les deux prélevements. L'engrais est celui décrit dans le tableau 2.1. Les solutions ont
été recyclées tous les 2 jours pendant 8 jours en serre. Les valeurs correspondent a des solutions de sol
(percolats) issues de 12 vases de végétation et réunies entre elles.

Plaine 0-20 cm

Plaine 40-60 cm

Piedmont 0-20 cm Piedmont 40-60 cm

Analyse avant apres avant aprés  avant apres avant apres
engrais® engrais engrais® engrais engrais® engrais engrais® engrais
pH 7,6 6,4 7.3 6,3 52 5,7 5.3 5.9
HCOs5- 6,34 4,50 1,80 0,50 0,14 0,70 0,25 0,15
Cl- (meq.l'l) 0,69 0,71 0,22 0,21 0,83 1,03 0,63 0,79
SO4% (meq.l') 295 26,06 3,13 26,08 9,33 11,78 15,81 22,25
NO3- (meq.I'!) 0,49 6,23 0,37 5,27 0,10 4,51 0,02 3,61
P (mgll) 1,45 0,70 049 0,26 0,01 0,01 0,02 0,01
2 (meq.l) 1047 37,50 552 32,06 1040 18,02 16,71 26,80
Ca?+ (meq.l') 1,19 11,94 0,81 10,10 6,34 11,91 13,72 20,22
Mg (meq.l'1) 4,30 20,90 2,79 20,34 2,04 1,59 0,72 0,38
K+ (meq.l'!) 0,37 0,99 0,08 0,39 0,32 0.85 0,19 0,77
Na* (meq.l'!) 1,00 1,19 0,53 091 1,02 1,69 0,88 0,94
NH4* (meq.I't) 045 1,97 0,53 1,02 0,31 1,00 0,29 2,34
2 7,31 36,99 474 32,76 10,03 17,04 15,80 24,65
Fe (mg.l1) <0,1 <0,1 <(,1 <0,1 < 0,1 < 0,1 <01 < 0,1
Mn (mg.11) 0,04 020 <002 <002 1,65 2,38 0,10 0,09
Cr (mg.ll) <006 <006 <006 <006 <006 <006 0,20 0,25
Ni (mg.11) 0,15 0,71 0,06 0,44 0,07 0,09 0,04 0,04

* hormis le superphosphate triple.
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ANNEXE 2

Composition minérale des parties aériennes des mais cultivés sur les quatre sols ferrallitiques
ferritiques de 1'étude et récoliés au méme stade de développement. Les plants ont été cultivés en
serre jusqu'au stade 75 ¢cm au niveau de la ligule de la 98me feuille dégainée. Les résultats, exprimés
par rapport 2 la matiére séche, sont les moyennes = leur écart-type calculés sur 10 répétitions.

Plaine Plaine Piedmont Piedmont
Eléments 0-20cm 40-60 cm 0-20cm 40-60 cm
Si (%) 1,66 £0,37 1,75+£0,16 1,5740,20 0,67 +0,12
N (%) 2,29+052 2,53+£0,24 2,89 £0,44 307035
P (%) 0,30+0,07 0,28 £ 0,04 0,22+£0,01 0,21 +£0,02
K (%) 2,06 +040 1,59+0,28 1,43+0,12 1,25+0,25
Ca (%) 0,19£0,05 0,20+ 0,03 0,57 £ 0,04 0,70 £ 0,06
Mg (%) 0,524+0,12 0,73+ 0,08 0.49 £0,03 0,26+ 0,03
Fe (ug.gH) 99,0+£27,6 82,0179 108,7+31,2 88,3+£123
Mn (ug.gh) 545+ 95 58,6+ 5,7 134,5£22,1 68,0+ 54
Co (ug.g'h 33+ 0,7 2,6 05 28+ 08 1,8+ 04
Cr(ug.gh 1,6+ 08 14+ 0,3 1,5+ 04 20+ 06
Ni (ug.g™h) 56+ 07 85+ 1,0 43+ 05 23+ 03
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ANNEXE 3

Effets du nickel sur la croissance du mais GH 5010. Les plants de mais ont été cultivés pendant 36
jours sur le sol alluvial équilibré, additionné de quantités croissantes de NiSO,. Les valeurs sont les
moyennes calculées sur 12 répétitions par traitement.

Doses de Ni (mg.kg! de sol) —— C.V. Proba-
Paramétres 0 40 80 160 320 640 (%) bilité
ETP9 (mlLh?) 1,51 1,42 1,38 1,28 1,44 1,47 9,2 0,927
ETP12 - 1,81 1,68 1,54 1,51 1,47 1,49 13,4 0,930
ETP16 - 2,68 2,35 2,01 1,86 1,87 1,73 15,7 0,999
ETPI19 - 2,65 2,11 1,90 1,64 1,60 1,34 15,1 1,000
ETP21 - 3,68 2,84 2,57 2,15 1,87 1,77 154 1,000
ETP23 - 3,59 2,44 2,40 1,98 1,75 1,41 18,5 1,000
ETP26 - 4,89 3,84 3,34 2,57 2,47 1,95 19,5 1,000
ETP28 - 6,05 5,70 4,65 3,73 3,61 2,68 23,0 0,999
ETP30 - 7,51 6,15 5,35 3,70 3,55 2,01 19,5 1,000
ETP33 - 8,06 7,29 6,13 4,40 4,08 2,76 29,6 0,999
ETP35 - 7,90 7,53 6,42 4,80 4,46 3,06 26,1 0,999
ETP36 - 8,93 8,40 7,07 6,69 5,89 3,49 32,6 0,996
H9 (cm) 9,19 9.37 8,75 8,77 8,70 7.87 8.8 0,958
H16 - 13,67 13,97 12,86 13,22 12,62 11,87 9.4 0,922
HI9 - 20,08 18,42 17,09 16,71 16,04 14,64 5,7 1,000
H23 - 25,90 23,11 21,56 20,28 20,02 18,07 4,7 1,000
H26 - 32,34 27,50 24 85 24,75 23,36 21,29 5,3 1,000
H30 - 43,22 35,00 31,72 29,94 27,60 24,83 6,1 1,000
H33 - 56,34 43,92 38,55 36,07 32,02 28,52 6,9 1,000
H36 - 68,06 54,53 47,53 43,11 38,95 32,92 7.9 1,000
HT36 - 176,50 156,33 145,50 138,66 128,71 112,46 4,7 1.000
PPA (g.plt!) 23,57 16,08 13,07 9,86 8,14 5.57 18,7 1,000
PRac - 3,64 2,66 1,65 1,94 1.30 0,56 48.3 0,999
PT - 27,21 18,74 14,73 11.81 9,44 6,14 21,6 1,000

C.V. : coefficient de variation; ETPn : évapotranspiration potentielle au n®™ jour; Hn : hauteur au
n®me jour 2 la ligule de la demigre feuille dégainée; HT36 : hauteur totale a 36 jours; PPA : poids de
matiére séche des parties aériennes 2 36 jours; PRac : poids de matierc séche des racines; PT : poids
total de matiére séche.
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Teneurs en éléments des grains de mais GH 5010. Résultats exprimés par rapport 2 la matiere
seche, et portant sur I'analyse d'un échantillon moyen de 100 grains.

N P K Ca Mg Na Fe Mn  Cu Zn Ni
(%) (%) % B (B (%) —(ug.gh)

1,61 0,26 0,33 0,006 0,105 0,002 50 8 1 25 1
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Composition minérale de la solution du sol alluvial mélangé avec différentes quantités de NiSQj.
Les solutions (percolats des vases de végétation) ont été récoltées apres 36 jours de végétation du
mais GH 5010. Les valeurs sont les moyennes calculées sur 12 répétitions par traitement. Le poids de
matiere séche par plant des parties aériennes est reporté sur la premiére ligne pour information.

Doses de Ni (mg.kg™! de sol) C.V. Proba-
Parameétres 0 40 80 160 320 640 (%) bilité
PMS (g.plt!) 27,21 18,74 14,73 11,81 9,44 6,14 21,6 1,000
HCO;" (meq.I'h) 0,01 0,13 0,01 0,18 0,24 0,23 138.,8 0,872
Cl- - 0,19 0,20 0,21 0,27 0,28 0,32 24.8 0,994
S04 - 14,38 19,07 18,97 22,08 22,53 26,74 11,8 1,000
NO;~ - 7,04 10,53 10,24 13,29 14,07 20,33 23,1 1,000
PO4 (mgll) 22,58 20,19 20,06 21,93 19,19 14,55 34,0 0.600
Ca?* (meq.I'!) 7,78 11,80 12,65 13,73 15,39 20,35 21,0 1,000
Mg+ - 9,09 13,88 14,89 16,13 18,19 24,07 20,9 1,000
K+ - 0,87 0,75 0.69 0,94 0,86 0,74 38,2 0,278
Na* - 0,58 0,77 0,79 0,88 0,89 1,08 14,0 1,000
NH4t - 4,10 3,57 241 4,51 2,87 1,58 62,2 0,862
Fe (mg.l?) 0,34 0,14 0,28 0,12 0,26 041 117.3 0,431
Mn - 0,42 0,37 0,07 0,08 0,33 0,06 1507 0,763
Ni - 0,12 3,81 5,87 22,48 41,08 60,49 81,5 0,999

C.V. : coefficient de variation; PMS : poids total de mati¢re séche des plants a 36 j.
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ANNEXE 6

CALCUL DE LA FORCE IONIQUE ET DES ACTIVITES IONIQUES
PAR LE PROGRAMME GEOCHEM

La force ionique de la solution est calculée par la formule :

1 -
‘IJ,:EXZCIXZI

t

ou Ci est la concentration de chaque ion dans la solution en mol.1-!
et Zi la valence de chaque ion.

U peut étre exprimé en mol.I'! ou rester sans dimension.

& 'activité des ions est calculée par la formule de Debye-Hiickel :

{activité} = [concentration de l'ion en mol.l''] x coefficient

d'activité

A x Zi* xuo'S
1+Bxal- x[lo’s

)

ol coefficient d'activité = 10 exp (-

avec  u =force ionique de la solution ; Zi = charge ionique de I'ion i; A = 0,509 et
B = 0,329 4 25 °C ; a; = diamétre de l'ion i hydraté en Angstrom = 8 pour Mg+ , et
6 pour Ca?* et NiZ+,

(Kielland, 1937; Adams, 1971).
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Influence du nickel sur I'évolution de 'acidification du milieu par les racines des mais XL 94.
Les plants ont été cultivés pendant 3 jours sur solution de Hoagland diluée 10 fois a2 pH 5.,3. Des
lots de 36 racines excisées ont €t€ ensuite mis 8 incuber dans 75 ml de solution fraiche de Hoagland
1/10 ajustée a pH 6,00, contenant différentes concentrations de NiClp, ou 50 uM de vanadate.
Température =25+ 0,5 °C.

Temps (min) O Ni 25 UM Ni 60 UM Ni 50 UM vanadate
0 5,9 59 5,95 5,96
1 5,86 5,89
2 58 583 5,83 5,94
3 58 5,81
4 57 5,77 5,78 5,93
5 5,75 5,76
6 5,73 5,74
7 5,55 5,71 5,72 5,91
8 5,69 57
9 5,68
10 5,46 5,66 5,67
11 5,43 5,66 5,88
12 5,41 5,64 5,65
14 5,62 5,64
15 5,38 5,63
16 5,6 5,62 5,87
18 5,58 5,61
19 5,6
20 5,35 5,56
21 5,59
22 5,34 5,54
23 5,58
24 5,53 5,57 5,85
25 5,33
26 5,52 5,56
28 55 5,55
30 5,31 5,53 5,84
36 5,51
65 542
68 5,47
90 54
99 5,04
100 577
117 5,75
142 5,37 5,46
160 5,71
190 484 535 57
240 4,8 5,33 5,45 5,67
360 4,79 53 5,44 5,66
430 4,79 52 5,45




RESUME :  La mobilité et la biodisponibilité du nickel ont été caractérisées dans les sols
ferrallitiques ferritiques de Nouvelle-Calédonie. Il s'avére qu'elles sont plus €levées dans les
sols de plaine qu'en piedmont. Cette différence proviendrait principalement de la présence de
Ni li€ & de 1a goethite en plaine.

En outre, des seuils de toxicité de Ni dans la plante et dans la solution ont ét¢ définis.
Ainsi, la croissance du mais, au stade 75 cm de haut au niveau de la ligule de 1a 9¢ feuille
dégainée, est significativement ralentie lorsque ses parties aériennes contiennent plus de
12 £ 3 pg de Ni.g! MS. Dans la solution, le seuil défini est un indice de toxicité tenant compte
des activités de Ni, Ca et Mg,

Les effets toxiques du nickel sur la physiologie du mais sont nombreux. Il apparait que
Ni diminue principalement l'activité mitotique du méristéme racinaire, soit par une réduction de
I'apport de saccharose suite 3 un blocage de la dégradation de I'amidon dans les chloroplastes
des cellules de la gaine périvasculaire, soit par une fixation au niveau du méristéme pour en
perturber gravement le fonctionnement. Par ailleurs, Ni diminue également l'activité pompe 2
protons de ' ATPase plasmalemmique des racines. D'autre part, des différences de sensibilité au
nickel ont été mises en évidence entre deux cultivars de mais. Les implications de ces résultats
sur la physiologie du mais sont discutées.

Mois-clés : Nickel, Toxicité, Sols ferrallitiques ferritiques, Biodisponibilité, Développement,
Physiologie, Mafs.

ABSTRACT : Nickel mobility and bio-availability have been characterised in Oxisols (sols
ferrallitiques ferritiques) in New Caledonia. It turns out that they are higher in plains when
comparing to piedmonts. This difference could be the result of Ni bound to goethite in plain
soils.

Furthermore, the upper critical Ni concentration in the plant and in solution have been
established. Maize growth is significantly reduced with 12 £ 3 pg Ni. g! DW in the shoots
when their height is 75 cm at the level of the 9th leave ligule. The toxic threshold in solution is
a toxicity index depending on the activity of Ni, Ca and Mg.

Ni toxic effects on maize physiology are numerous. It appears that Ni mainly reduccs
root meristem mitotic activity, either by a reduction of sucrose supply due to an inhibition of
starch degradation in the bundle sheath cell chloroplasts, or by a Ni-binding at the meristem
level leading to a serious disturbance of its functioning. Moreover, Ni also decrcases H*-pump
activity of root plasmalemma ATPases. Differences in Ni sensitivity have been found between
two maize cultivars. Physiological implications of Ni toxicity arc discussed.

Key-words : Nickel, Toxicity, Oxisols, Bioavailability, Development, Physiology, Maizc.
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