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Abstract:

Background: La contamination des sols par des métaux lourds toxiques présente une menace pour l'agriculture
mais aussi un probleme de plus en plus important dans le monde pour des raisons écologiques, nutritionnelles
et environnementales. Le zinc qui est un oligoélément nécessaire pour favoriser une croissance et un
développement normaux. Mais lorsqu'il est présent a des teneurs élevées dans le sol, il devient toxique et peut
causer la mort des plantes. L’objectif de ce travail est d’étudier ['effet du zinc sur la germination et la
croissance végétative précoce du lin oléagineux (Linum usitatissimum L.) a travers [’analyse de données
physiologiques et biochimiques.

Materials and Methods: Des grains sont mises a germer a [’obscurité a 25°C en présence de différentes
concentrations de zinc (0.5, 1, 2, 4, 5 et 6 mM). Les parameétres physiologiques (taux de germination et
croissance des plantules) et biochimiques (teneurs en sucres solubles et amidon, activités des enzymes
antioxydantes, teneurs en molécules antioxydantes) ont été analysés.

Results: L analyse des résultats ont révélé que la germination du lin n’est pas affectée par le zinc méme a fortes
doses (jusqu’a 6 mM) mais c’est plutét la croissance de la radicule qui est inhibée des les faibles concentrations
(0.5 mM de zinc). L’inhibition de la croissance de la radicule par le zinc n’est pas la conséquence d’une
limitation de I’approvisionnement en eau mais elle est plutét lice a une altération du processus de mobilisation
des réserves comme le montre la réduction de la teneur en sucres soluble totaux et [’accumulation de I’amidon,
notamment en présence de fortes concentrations de zinc. L’étude de la réponse antioxydante chez les jeunes
plantules de lin a montré que le zinc induit une peroxydation des lipides membranaires comme le témoigne
l"accumulation de malondialdéhyde. En réponse au stress oxydatif, les plantules ont répondu par une
stimulation de [’activité des enzymes antioxydantes. Cette stimulation devient défaillante notamment a forte
dose de zinc (5 mM) suite a la réduction de I’accumulation de molécules antioxydantes.

Conclusion: La germination du lin n’est pas affectée par le zinc méme d fortes doses. C’est plutét la croissance
de la radicule qui était inhibée. Cette inhibition n’est pas la conséquence d’une limitation de
["approvisionnement en eau, elle serait liée a une altération du processus de mobilisation des réserves et aussi a
une défaillance du systéme antioxidant.
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I. Introduction

Les activités urbaines, industrielles et agricoles sont responsables d’une contamination croissante des
sols et de I’eau par les ions métalliques. Les métaux lourds les plus préoccupants sont le cadmium, le cuivre et le
zinc, puisque ces éléments sont dotés d’une mobilité importante dans le sol'. Le zinc est un micronutriment
essentiel pour la croissance et le développement des plantes®. Cependant  fortes doses, cet oligoélément devient
toxique et inhibe la croissance de la racine et le développement de la partie aérienne suite a 1’altération de
’activité mitotique et de la perturbation de la photosynthése témoignée par une chlorose foliaire et aussi suite a
I’altération de 1’approvisionnement de la plante en nutriments essentiels tels que le fer, le cuivre et le
magnésium®*°, Le présent travail, intégre des données physiologiques et biochimiques afin d’étudier I’effet de
différentes concentrations de zinc sur la germination et la croissance précoce du lin oléagineux.
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I1. Matériel et Méthodes

Matériel végétal

La variété de lin (Linum usitatissimum) utilisée est « Matri ». Aprés désinfection avec I’eau de javel 5%, les
grains sont mises a germer a [’obscurité a 25°C en présence de différentes concentrations de zinc (0.5, 1, 2,4, 5
et 6 mM) dans des boites de pétri. Le pourcentage final de germination (PFG) est calculé comme suit : PFG =
(nombre de graines germées x 100) / nombre total de graines. L’indice de vigueur (IV) est calculé selon la
formule suivante : IV= (Longueur de la radicule + longueur de I’hypocotyle ) x PG. A la récolte, les plantes
sont séparées en radicule, hypocotyle et cotylédons dont la masse de matiére seche est estimée aprés un séjour
72 de h dans une étuve a 60°C. La teneur en eau est calculée par la différence entre la masse de matiere fraiche
(MF) et la matiére séche (MS), exprimée en ml d’eau par gramme de matiére séche (ml g*MS).

Extraction des protéines soluble, dosage des enzymes antioxydantes et des substances réactives a I'acide
thiobarbiturique (TBARS)

La matiere fraiche (1g) est broyéee dans un tampon d’extraction contenant du phosphate de potassium (50 mM,
pH 7.5), PVPP (5%), glycérol (5%), DTT (1 mM), EDTA (100 mM) avec un rapport masse/ volume (1/2). Une
centrifugation est effectuée a 13 000 g a 4°C, pendant 20 min. Le surnageant obtenu contient les protéines
solubles qui sont dosées selon la méthode de Bradford®. L activité de la gaiacol péroxydase est déterminée selon
la méthode de Srinivas et al.” et celle de la catalase selon la méthode de Cakmak et Marschner®. La méthode
utilisée pour 1’estimation in vitro de la péroxydation des lipides dans les systémes biologiques est le dosage du
TBARS par la réaction de I’acide thiobarbiturique (TBA)°®.

Extraction et dosage des composés phénoliques, flavonoides et activités antioxydantes totales

L’extraction et le dosage des composés phénoliques sont réalisés selon les methodesdécrites par Mau et al.* et
Zhishen et al.™, respectivement. L’activité antioxydante totale des composés phénoliques est mesurée selon la
méthode de Prieto et al.*%,

Extraction et dosage des sucres solubles totaux (SST)

La matiére fraiche est extraite dans 1I’éthanol 80% (v/v) a 1’ébullition. Les sucres solubles totaux sont dosés
selon la méthode a I’anthrone *°. Le culot obtenu aprés extraction des SST est utilisé pour le dosage de I’amidon
selon la méthode & I’anthrone .

Analyse statistique

L’analyse de la variance est utilisée pour I’analyse statistique des données. En cas de différences significatives
au seuil de 5%, le test Fisher est effectué.

111. Résult

Effet du zinc sur la germination et la croissance précoce du lin oléagineux

Les résultats révelent que le taux final de la germination n’est pas modifié méme en présence de fortes
concentrations de zinc (Figure 1A). Au contraire, I’indice de vigueur (paramétre qui renseigne sur la qualité de
la germination) montre une réduction dés 0.5 mM de zinc; Cet effet est accentué davantage aux concentrations
élevées de zinc (Figure 1.B) pour atteindre 70 % en présence de la concentration 6 mM. En outre, la présence de
zinc entraine une réduction de la longueur de I’hypocotyle et de la radicule (FigurelC). L’effet dépressif des
différentes concentrations de zinc est plus marqué dans le cas de la radicule. La réduction de la longueur par la
concentration 6 mM est de 1’ordre de 50 et 90 % dans le cas de ’hypocotyle et de la radicule, respectivement.
Par ailleurs, les résultats montrent que la matiére séche des cotylédons ainsi que celle de I’hypocotyle n’est pas
affectée par la présence de différentes concentrations de zinc contrairement a la radicule qui montre une
réduction méme en présence de la plus faible dose de zinc (0.5 mM); cette réduction est d’autant plus importante
que la concentration de zinc est élevée et atteint 90% en présence de 6 mM de zinc (Figure 1D,E,F). Concernant
la teneur en eau (Figure 1 G,H,I), ce paramétre reste inchangé au niveau des trois parties de la plantule.
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Figure 1. Effet de différentes concentrations de zinc (0, 0.5, 1, 2, 4, 5 et 6 mM) sur le pourcentage final de
germination (A) et I’indice de vigueur (B) des graines de lin, sur la longueur de I’hypocotyle et de la radicule
(C), la masse séche (D, E, F) et la teneur en eau (G,H,I) des cotylédons, hypocotyle et radicule, respectivement.
Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0.05 (n=4).

Effet du zinc sur les paramétres biochimiques

Les résultats montrent que la teneur en SST reste inchangée par la présence de 1 mM de zinc alors qu’elle est
réduite de 40% chez les plantules en présence de 5 mM. Parallélement, la teneur en amidon augmente 3.5 et 5
fois en présence de 1 et 5 mM, respectivement (Tableau 1).

Tableau 1. Effet de différentes concentrations du zinc (0, 1 et 5 mM) sur les teneurs en sucres solubles totaux
(SST, mg glucose/g MS), en amidon (mg glucose/g MS), polyphénols totaux (PPT, mg EAG/g MS),
Flavonoides (mg Eq catéchine/g MS), ’activité antioxydante totale (AAT, mg EAG/g MS), protéines (pg/g
MF), malondialdéhyde (MDA, nmol/mg MF) et sur les activités des enzymes antioxydantes (U/mg protéines)
peroxydase (POX) et catalase (CAT) des plantules de lin.

[Zinc], mM 0 1 6

SST 138+21a 144+10a 82+17b
Amidon 13+2¢ 46+4b 61+6a

PPT 11.1+0.8a 6.8+0.5b 4.240.2¢
Flavonoides 4.4+0.2a 3.6+0.3b 2.6+0.2¢
AAT 25.5+0.6a 24.8+17a 17.0%0.4b
Protéines 2.9+0.6a 2.2+0.1a 2.7+0.2a
MDA 1.840.0a 2.2+0.0b 3.0£0.1c
POX 74.7+19.7b 127.9+11.2a 114.4%7.7a
CAT 1009457 2361+513a 692+192¢

Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes & P<0.05 (n=3).

Par ailleurs, le zinc réduit aussi les teneurs en composés phénoliques, la réduction étant plus importante
dans le cas des polyphénols totaux. Par ailleurs, les résultats obtenus montrent que 1’activité antioxydante est
maintenue en présence de | mM de zinc alors qu’elle est réduite de 1’ordre de 35 % en présence de 5 mM de
zinc (Tableau 1). Le zinc n’affecte pas la teneur en protéines méme a forte dose. En outre, le contenu en TBARS
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augmente de 120 et 170 % chez les plantules issues de la germination en présence de 1 et 5 mM de zinc,
respectivement (Tableau 1).

Les résultats montrent aussi une augmentation de 1’activité de la gaiacol péroxydase de 1’ordre de 160
% en présence des deux concentrations de zinc. De méme, 1’activité de la catalase est stimulée par 1 mM de zinc
de I’ordre de 250%. L’augmentation des activités antioxydantes en présence de zinc reste insuffisante pour
minimiser 1’accumulation d’espéces réactives d’oxygenes. Ceci se manifeste par I’augmentation du contenu en
MDA avec ’augmentation de la dose du zinc. L’accumulation de MDA serait la conséquence de la réduction de
la teneur en SST (et donc I’accumulation de ’amidon) et en molécules antioxydantes (polyphénols totaux et
flavonoides) comme le montre la forte corrélation entre la teneur en MDA et les teneurs en SST, amidon,
polyphénols totaux et flavonoides (Figure 2).
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Figure 2. Relation entre la teneur en MDA, les activités de la gaiacol péroxydase et de la catalase et les teneurs
en SST, amidon, polyphénols et en flavonoides chez des plantules de lin traitées ou non avec 1 et 5 mM de zinc.

IV. Discussion

L’ensemble de ces résultats montre que le zinc n’exerce pas son effet toxique durant le stade de la
germination et prouve que la racine est plus sensible que la graine au stress métallique ce qui est en accord avec
les résultats de Marichali et al. *°. L’insensibilité du stade germinatif au zinc pourrait étre expliquée par la
présence de mucilage. En effet, les graines de lin ont la particularité de développer cette substance gélatineuse
lors de la phase d’imbibition. Cette substance présente un réle protecteur contre les effets néfastes des métaux
lourds™. Par ailleurs, I’absence de modification de la teneur en eau des différentes parties de la plantule laisse
supposer que I’inhibition de la croissance de la radicule par le zinc ne serait pas la conséquence d’une limitation
de ’approvisionnement en eau.

La diminution de la teneur en sucres solubles totaux au profit d’une accumulation d’amidon,
notamment en présence de 5 mM de zinc suggere que la réduction de la croissance de la radicule par le zinc
pourrait étre liée a I’altération du processus de mobilisation des réserves par les enzymes hydrolytiques. . Ceci
pourrait étre lié a une inhibition des activités amylotiques. Nos résultats sont en accord avec ceux de Gongalves
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et al.'” qui ont observé une accumulation de TBARS chez le concombre. La présence de 5 mM de zinc entraine

une réduction de l’activité de la catalase de 1’ordre de 30 % par rapport au témoin probablement suite a
I’inhibition par le zinc comme le suggére Das et al."®. Nos résultats sont en accord avec d’autres études qui
plaident en faveur de I’implication des osmolytes et des molécules antioxydantes dans la protection contre le
stress oxydatif grace a leurs capacités importantes a piéger les radicaux libres et a chélater les ions de transition.

V. Conclusion

Au cours de notre étude, la réponse au zinc du lin oléagineux (Linum usitatissimum L.) est décrite au
stade germinatif et a un stade précoce de la croissance végétative par des outils physiologiques et biochimiques.
Les résultats ont révélé que la germination du lin n’est pas affectée par le zinc méme a fortes doses (jusqu’a 6
mM de zinc) mais c’est plut6t la croissance de la radicule qui était inhibée dés les faibles doses de zinc (0.5 mM
de zinc). Nos résultats montrent que 1’inhibition de la croissance de la radicule par le zinc n’est pas la
conséquence d’une limitation de 1’approvisionnement en eau. L’effet dépressif du zinc sur la croissance serait
lié a une altération du processus de mobilisation des réserves comme le montre la réduction de la teneur en SST
et ’accumulation de I’amidon, notamment a fortes doses de zinc. L’étude de la réponse antioxydante chez les
jeunes plantules de lin a montré que le zinc induit une péroxydation des lipides membranaires comme le
témoigne I’accumulation de MDA. En réponse au stress oxydatif, les plantules ont répondu par une stimulation
de Tactivité des enzymes antioxydantes (péroxydase et catalase). Cette stimulation devient défaillante
notamment a forte dose de zinc (5 mM). Le stress oxydatif se trouve encore renforcé suite a la réduction de
I’accumulation de molécules antioxydantes (polyphénols et flavonoides).
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