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Points forts

v' La pollution des sols par le chrome (Cr) une menace sérieuse pour la production de tomate.

v" Les exopolysaccarides (EPS) et le chitosane (CHT) atténuent efficacement la toxicité de
chrome (Cr) dans la tomate.

v" L'EPS et le CHT réduit les dommages oxydatifs cellulaires et améliore le systéme de
défense antioxydant des plantules.

v" L'EPS et le CHT a amélioré la teneur en métabolites secondaires des plantules de tomate

soumises au stress chromique.
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Resume

Les exopolysaccharides (EPS) et le chitosane (CHT) sont des régulateurs de croissance
végétale polyvalents, jouant plusieurs réles dans la promotion de la croissance des plants
soumises a des stress causés par les métaux lourds, Le stress dii aux chrome (Cr) perturbe les
processus cellulaires et physiologiques des plantes de tomate, entrainant des pertes de
rendement substantielles, en particulier dans les régions arides et semi-arides. L’objectif de
cette étude était d’évaluer 1’effet bénéfiques tant individuels que combinés des EPS comme
biostimulant et de CHT sur les caractéristiques morpho-physio-biochimiques des plantules de
tomates (Solanum lycopersicum L), en présence ou en absence de Cr. Une expérience selon un
plan complétement aléatoire a été conduite avec huit répétitions contenant chacune dix plantules
de tomate cultivée in vitro, apres 7 jours de traitement, les plantules ont été récoltés et analysés
pour divers parameétres morphologiques, physiologiques et biochimiques. Les résultats ont
montré que le Cr affectait négativement la biomasse fresh et séche de la partie racinaire et
aérienne, et la longueur végétale, et l'application exogeéne d’EPS et de CHT isolées ou en
combinaison réduit considérablement les dommages causés par le Cr et, en augmentant la teneur
en chlorophylle et en inhibant la production excessive de marqueurs de stress oxydatif
comparativement aux plantules non traitées. De plus, les plantules traitées ont présenté une
amélioration du systeme de défense antioxydant, caractérisée par une activité accrue des
antioxydants enzymatiques (ascorbate peroxydase APX, peroxydase POD, Phénylalanine
Ammonia-Lyase PAL, catalase CAT), d’améliorer leur tolérance a la toxicité du Cr, les résultats
suggerent que ’application d’EPS et de CHT, seules ou associées, présente un fort potentiel
pour atténuer la toxicité du chrome chez la tomate, et potentiellement chez d’autres espéces
cultivées. Ces résultats peuvent ouvrir la voie a des recherches approfondies et a une application
¢largie des stimuli biologiques afin d’aider les plantes a surmonter les conditions

environnementales extrémes de 1’espace.

Mots-clés : Chitosane ; Métaux lourds ; Tomate ; Biopolyméres ; Biostimulants ; Stress oxydatif

; antioxydants enzymatiques.



Abstract

Exopolysaccharides (EPS) and chitosan (CHT) are multifunctional plant growth
regulators that play several roles in promoting the growth of seedlings exposed to heavy metal-
induced stress. Chromium (Cr) stress disrupts the cellular and physiological processes in tomato
plants, leading to substantial yield losses, particularly in arid and semi-arid regions. The aim of
this study was to evaluate the individual and combined beneficial effects of EPS as a
biostimulant and CHT on the morpho-physio-biochemical characteristics of tomato seedlings
(Solanum Ilycopersicum L.) in the presence or absence of Cr. A completely randomized design
experiment was conducted with eight replicates, each containing ten in vitro-cultivated tomato
seedlings. After seven days of treatment, the seedlings were harvested and analyzed for various
morphological, physiological, and biochemical parameters. The results showed that Cr
negatively affected fresh and dry biomass of both root and shoot systems, plant length, and that
the exogenous application of EPS and CHT, individually or in combination, significantly
reduced Cr-induced damage by increasing chlorophyll content and inhibiting the excessive
production of oxidative stress markers compared to untreated seedlings. Furthermore, treated
seedlings exhibited an enhanced antioxidant defense system, characterized by increased activity
of enzymatic antioxidants (ascorbate peroxidase APX, peroxidase POD, phenylalanine
ammonia-lyase PAL, and catalase CAT), improving their tolerance to Cr toxicity. The results
suggest that the application of EPS and CHT, alone or in combination, has strong potential to
mitigate chromium toxicity in tomato plants, and potentially in other cultivated species. These
findings may pave the way for further research and broader application of biological stimuli to

help plants overcome extreme environmental conditions, including those encountered in space.

Keywords: Chitosan; Heavy metals; Tomato; Biopolymers; Biostimulants; Oxidative stress;

Enzymatic antioxidants
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Les tomates (Solanum lycopersicum L) comptent parmi les cultures horticoles les plus
largement cultivées a travers le monde. En raison de leur valeur nutritionnelle incluant des
acides aminés essentiels, la vitamine C, des flavonoides, divers antioxydants ainsi que des
dérivés de l'acide hydroxycinnamique — elles sont considérées comme un aliment fonctionnel
jouant un réle protecteur, capable de renforcer le systeme de défense de I’organisme (D. Kumar
et al., 2025). La tomate constitue I’une des principales cultures légumicres a 1’échelle mondiale,
présentant une valeur économique et nutritionnelle considérable. Toutefois, sa production est
confrontée a de nombreux défis, notamment les stress abiotiques (Kaya & Ugurlar, 2024) en
particulier le stress métallique. Ce dernier ne se limite pas n’accumulent pas d'acide
phosphatidique (PA), produit de dégradation des galactolipides et de PC, toxique pour la plante,
il perturbe également 1’équilibre osmotique, le fonctionnement stomatique, la photosynthése,
induit un stress oxydatif et altére les niveaux hormonaux (Tito et al., 2011). Les stress
environnementaux engendrés par [’aggravation du réchauffement climatique et des
changements climatiques demeurent 1’un des plus grands défis du secteur agricole, limitant de
maniére significative la productivité des cultures. En conséquence de ces changements
environnementaux, les stress abiotiques tels que les extrémes de température, la sécheresse, la
salinité et la toxicité des métaux ont contribué a une réduction des rendements pouvant atteindre
50 % pour les principales cultures. En raison de leur nature sessile, les plantes disposent de
divers mécanismes innés générant des réponses cellulaires spécifiques leur permettant
d’atténuer les effets des stress abiotiques. Dans le but d’améliorer le rendement et la
productivité des cultures, les altérations physiologiques, biochimiques et métaboliques induites
par les stress abiotiques, ainsi que les mécanismes de réponse des plantes, ont été largement

étudiés (Koh et al., 2021).

La pollution par les métaux lourds (ML) est devenue une préoccupation majeure pour
I’agriculture durable en raison de ses effets néfastes sur la croissance des cultures, la santé des
sols, la sécurité alimentaire et la commercialisation des produits agricoles. De nombreux
métaux lourds, notamment 1’arsenic (As), le cadmium (Cd), le chrome (Cr), le cobalt (Co), le
plomb (Pb) et le mercure (Hg), provoquent une toxicité aigu€ chez les plantes lorsqu’ils
pénetrent dans les écosystémes agricoles via des activités anthropiques ou naturelles. Le
développement rapide des activités humaines telles que I’exploitation miniere,
I’industrialisation et I’usage intensif de produits chimiques en agriculture a entrainé une
augmentation notable de la bioaccumulation et de la biomagnification des métaux lourds, avec

des conséquences négatives sur la chaine alimentaire et I’environnement.
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Parmi ces métaux, le chrome (Cr) est particulierement dangereux, ne remplissant aucun réle
essentiel dans le métabolisme des plantes. Il représente le deuxieme polluant métallique le plus
fréquent dans les sols, les eaux souterraines et les sédiments, constituant ainsi un risque

environnemental majeur (Rebak, 2017) .

Les effets néfastes du chrome (Cr) sur les plantes sont largement documentés, se traduisant par
divers symptomes tels qu'un retard dans la germination des graines, des dommages aux racines,
une croissance réduite, une diminution de la biomasse, une hauteur réduite des plantes, une
altération de la photosynthése, des dommages aux membranes, une chlorose des feuilles, des
nécroses, une faible production de grains, et pouvant conduire a la mortalité de la plante. Le
chrome est un métal assez réactif qui entre facilement en interaction avec l'oxygeéne ambiant.
On a identifi¢ divers états d'oxydation du Cr, variant de 0 a +6. On retrouve principalement
dans la nature les formes stables de chrome trivalent Cr(IIl) et de chrome hexavalent Cr(VI).
Le Cr(VI) est plus toxique que le Cr(II), a cause de sa solubilité et mobilité supérieures dans
les systémes aqueux. Les deux états de valence du chrome, a savoir Cr(III) et Cr(VI), peuvent
étre absorbés par les plantes. Le Cr(VI) est activement transporté dans les cellules végétales via
les transporteurs de sulfate, tandis que le Cr(Ill) pénétre passivement a travers les sites
d’échange cationique présents dans les parois cellulaires des plantes. De plus, les acides
carboxyliques présents dans les exsudats racinaires facilitent la solubilisation du chrome,

favorisant ainsi son absorption par les plantes (Srivastava et al., 2021a).

On utilise les biostimulants de microalgues en conjonction avec des fertilisants inorganiques,
et ce, en quantités réduites, dans le but d'optimiser la croissance et le rendement des cultures.
Spirulina platensis, une microalgue photosynthétique bleu-vert, est un biostimulant hautement
nutritif qui a été exploitée sur le marché en tant que biofertilisant, aliment pour bétail et source
nutritionnelle ( Ma et al., 2022). Dans le domaine de I'agriculture, notamment dans les systémes
biologiques et durables, 1'emploi des biostimulants pour favoriser la croissance des végétaux et
renforcer leur résistance aux stress abiotiques connait une popularité croissante (Baltazar et al.,
2021). Des stratégies écologiques innovantes, comme l'emploi d'exopolysaccharides (EPS) en
tant que biostimulants végétaux pour optimiser et stabiliser les rendements (dans diverses
situations de stress biotiques et abiotiques), peuvent s'avérer bénéfiques dans ce contexte

(Rachidi et al., 2020).

Les EPS, ou les exopolysaccharides, sont des molécules glucidiques complexes qui possedent

divers substituants tels que des lipides, des acides aminés ou encore des sulfates fixés a leurs
2
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structures linéaires ou ramifiées. Ils se forment et s'accumulent sur les surfaces des microalgues

durant la phase de développement.(Rachidi et al., 2020).

Les microalgues générent de I'EPS pour adhérer a diverses surfaces, se défendre contre divers
stress abiotiques (comme des températures extrémes, un pH ou des conditions limitant les
nutriments), et elles agissent aussi en tant que réserve d'énergie et de carbone. Ils disposent
d'une vaste variété d'applications dans divers secteurs tels que les produits pharmaceutiques,
alimentaires, cosmétiques et agricoles. Ceci est dii a leurs attributs structurels associés a de
nombreux agents biologiques distincts (anti-inflammatoires, antibactériens, antiviraux,
anticoagulants, antioxydants et cicatrisants) ainsi qu'a leurs propriétés physicochimiques

(Sasikumar et al., 2017).

La chitine et le chitosane sont des composés naturels présentant un fort potentiel en agriculture
pour le controle des maladies des plantes. IlIs ont démontré une toxicité ainsi qu’une capacité a
inhiber la croissance et le développement des champignons, et se révélent également actifs
contre les virus, les bactéries et divers agents pathogenes. Les fragments de chitine et de
chitosane induisent chez les plantes des réponses de défense, telles que la production de
phytoalexines, de protéines de type PR (pathogen-related), d’inhibiteurs de protéinases, ainsi
que la synthése de lignine et la formation de callose. Leur utilisation dans les systémes agricoles
vise a réduire les impacts négatifs des maladies sur le rendement et la qualité des cultures (El

Hadrami et al., 2010).

La présente étude visait a évaluer I’influence potentielle de I’EPS et la CHT en tant
qu’application exogene sur la croissance et la tolérance des plantules de tomate cultivé sous Cr

stress.
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Chapitre 01 Généralités sur les exopolysaccharide (EPS)

IL.1.1. Qu’est-ce qu’une exopolysaccharides (EPS)

EPS classe des polysaccharides bactériens désignés sous le nom d’exopolysaccharides
(EPS) englobe une large gamme de polymeres glucidiques synthétisés par des bactéries de tous
les taxons et sécrétés dans 1I’environnement extérieur. Les EPS sont largement répandues, car
ils sont produits par une grande variét¢ de micro-organismes, y compris des pathogenes
opportunistes pour 1’homme ainsi que des microbes environnementaux. Les EPS sont
¢galement produits par des bactéries vivant dans 1’eau de mer ainsi que dans des
environnements extrémes comme 1’Antarctique. L’extraordinaire diversité de 1’origine des
polysaccharides se refléte dans une multitude de structures en termes de compositions, de
séquences et de tailles moléculaires. Les EPS peuvent étre classés selon leur composition
chimique (ce qui refléte également le mécanisme biosynthétique) en homopolysaccharides et
en hétéropolysaccharides. Ils peuvent étre composés d’unités répétitives de 10 résidus de

monosaccharides ou moins (Nwodo et al., 2012).
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Figure 1. Etapes impliquées dans la biosynthése des exopolysaccharides bactériens (Bhagat et al., 2021).
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I1.1.2 Composition et classification des exopolysaccharides
I1.1.2.1. Composition osidique

Les EPS sont composées de résidus glycosidiques, qui peuvent étre liés de fagon
covalente a des substituants organiques ou inorganiques. Les sucres que 1’on peut trouver dans
les EPS sont extrémement divers. La plupart de ces résidus sont également présents chez les
animaux et les végétaux. Le D-glucose, le D-galactose et le D-mannose sous forme pyranose,
sont présents dans de nombreux EPS. Parmi les 6-déoxy-hexoses, le L-fucose et le L-rhamnose
sont les monosaccharides les plus fréquemment rencontrés. Les EPS de cellules eucaryotes se
distinguent par la production, dans certains cas, de pentoses comme le D-ribose ou le D-xylose,
qui sont beaucoup moins fréquents dans les polysaccharides dérivés des procaryotes. Les
cyanobactéries produisent également des EPS, plus de 70 souches ont été répertoriées, mais
seulement 10 monosaccharides différents ont été rencontrés : - Des hexoses : glucose (présent
dans 90 % des polymeres), galactose et mannose -Des pentoses : ribose, xylose et arabinose -
Des déoxy-hexoses : fucose et rhamnose — Des hexoses acides : acide glucuronique et acide
galacturonique. En plus des monosaccharides les plus communes citées ci-dessus, les EPS
peuvent contenir un ou plusieurs sucres rares, comme les hexoses de configuration absolue L,
les hexosamines N’acétylées telles que la N-acétylglucosamine, la N-acétylgalactosamine, la
N-acétylmannosamine ou des amino-sucres comme la fucosamine ou la talosamine (Nwodo et

al., 2012).

Galp*-{lJEm-u-n-ﬂam-u}: 6)-p-D-Galp
' TE

4
]

+d4)-0-D-Glep-(1—4)-f-D-Glep-(1—d)-f-D-Galp-{1 —4)-p-D-Glep-(1—»

Figure 2.Structure répétitive d’un exopolysaccharide bactérien ramifié : séquence des résidus
galactose et glucose.(Feng et al., 2021)
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1I.1.2.2. Classification

Devant la grande diversité de compositions et de structures des EPS, il difficile d'en établir une
classification. La nature de leurs composants a cependant permis de les diviser en deux classes
: les homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides. Cette nomenclature proposée par

Sutherland dés 1972, a été adoptée et reprise par de nombreux auteurs (Nwodo et al., 2012).
Homopolysaccharides

Les homopolysaccharides ne sont composés que de monosaccharides identiques. Ils
comprennent des glucanes, uniquement constitué¢ de D-glucose mais qui peuvent posséder des
propriétés physiques tres différentes. En effet, I’enchainement de leurs résidus et la présence de
ramifications modifient leurs comportements en solution. Le scléroglucane est trés visqueux
alors que le curdlane forme un gel en solution et la cellulose bactérienne est insoluble. Pourtant,
tous les trois sont exclusivement composés de glucose. Leurs utilisations se réduisent
actuellement, a quelques exceptions pres, a I’exploitation de leurs propriétés rhéologiques. Les
homopolysaccharides bactériens les plus utilisés sont le dextrane, le curdlane et le scléroglucane
(aussi appelé pullulane). Leurs structures, leurs propriétés physico-chimiques et leurs

utilisations industrielles sont décrites dans de nombreux ouvrages (Nwodo et al., 2012).
Hétéropolysaccharides

La majorité des polysaccharides bactériens est probablement constituée hétéropolysaccharides.
Ils comprennent les polymeres dont 1’unité répétitive est constituée d’au moins deux résidus
différents. Mais la souche Pseudoalteromonas HYD 721 produit un exopolysaccharide dont
I’unité répétitive contient huit résidus différents et deux ramifications. Les monosaccharides les
plus fréquemment rencontrés sont le glucose, le galactose et le rhamnose pour les oses neutres,
I’acide glucuronique et 1’acide galacturonique, pour les oses acides. Les analyses structurales
des EPS de nouvelles souches permettent la mise en évidence de sucres rares comme les acides

uroniques-N-acétylés ou inconnus jusqu ; alors :

Les hétéropolysaccharides comme les homopolysaccharides peuvent étre ramifiés ou linéaires.
Il existe donc une treés grande variété de structures possibles. Cette classe de polymeres
représente une source de molécules dont les propriétés physico-chimiques sont trés diverses

(Nwodo et al., 2012).
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I1.1.3. Role physiologique des EPS

Les EPS sont présentes dans de nombreuses especes de bactéries provenant de diverses
niches écologiques. Les propriétés de cette couche hydrophile secrétée autour des bactéries
semblent importantes pour leur survie en milieu naturel. Les EPS influencent la maniére dont
les bactéries interagissent avec le milieu extérieur, qu’il soit liquide ou solide. En milieu naturel,
la majeure partie des bactéries s’adsorbe, sélectivement ou non, a des surfaces inertes ou des
organismes vivants. La colonisation bactérienne nécessite la production de molécules
regroupées sous le nom de glycocalyx (terme équivalent a EPS). Ces molécules sont
majoritairement constituées de polysaccharides acides, extracellulaires mais comprenant
¢galement d'autres macromolécules comme des glycoprotéines et des glycolipides. Les surfaces
recouvertes d’un film organique sont colonisées par des bactéries qui trouvent ainsi un substrat
auquel elles peuvent adhérer méme si les forces électrostatiques de la surface a coloniser tendent
a repousser la paroi bactérienne. Lorsque cette surface appartient & un organisme vivant, il a
Etude bibliographique 20 étés montré que les EPS jouent un role de protection contre les
surfactants, les anticorps et les macrophages. En dehors de son intervention dans 1’adhésion, le
glycocalyx occupe une place importante dans [’adaptation de la bactérie aux conditions
physico-chimiques d’un environnement. Les EPS permettent aux bactéries d’agréger des
particules en suspension en utilisant leur caractére anionique et leur capacité a chélater les
métaux et les ions. Ces propriétés les font ressembler a une résine échangeuse d’ions et
favorisent I’apport en nutriments nécessaires a la croissance bactérienne. Les EPS constituent
une zone d’adhésion et d’échange, ils ont un réle de tampon et de protection. Les bactéries

secretent les EPS notamment en cas de stress (Nwodo et al., 2012).
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Figure 3. Roles des exopolysaccharides microbiens (EPS) dans I'atténuation des stress abiotiques et la
promotion de la croissance des plantes (Bhagat et al., 2021).

I1.1.4. L’EPS comme un biostimulant

Les plantes, dans leur environnement, sont exposées a divers stress biotiques et
abiotiques. Traditionnellement, les pesticides et engrais synthétiques sont presque
indispensables pour le contrdle des maladies des plantes et la production agricole. L'utilisation
excessive de ces produits chimiques synthétiques est une préoccupation mondiale, en raison de
leurs effets nocifs sur la santé humaine et I’environnement. De plus, la surutilisation de produits
chimiques est la principale cause du développement de résistances chez les agents pathogenes.
Dans ce contexte, la promotion d’alternatives écologiques est apparue nécessaire pour réduire

I’usage de produits chimiques en agriculture et ainsi atténuer leur impact environnemental.

Au cours des derniéres décennies, I’agriculture durable a suscité un intérét croissant dans le
cadre de stratégies de gestion intégrée des cultures, qui encouragent l'utilisation d'outils
alternatifs tels que la rotation des cultures, la période de plantation, le travail du sol et 'usage
de produits biologiques. Une grande attention a été portée au développement de biostimulants

végétaux visant a améliorer la croissance, le rendement et la qualité des cultures en renforgant
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la nutrition des plantes, en réduisant I’impact des stress abiotiques et en favorisant la croissance
des végétaux. Des rapports détaillés sont disponibles sur I’induction de la résistance des plantes
par divers inducteurs biologiques tels que les extraits de plantes, les huiles essentielles, les
bactéries et les champignons, les extraits d’algues et les polysaccharides. Ces éliciteurs n’ont
pas d’effet toxique direct sur les agents pathogeénes et les ravageurs, mais ils ont la capacité

d’induire des signaux de défense dans les plantes.

Les plantes, dans leur environnement, sont exposées a divers stress biotiques et abiotiques.
Traditionnellement, les pesticides et engrais synthétiques sont presque indispensables pour le
controle des maladies des plantes et la production agricole. L’utilisation excessive de ces
produits chimiques synthétiques est une source de préoccupation mondiale en raison de leurs
effets néfastes sur la santé humaine et I’environnement. De plus, 1’'usage abusif de ces produits
chimiques est la principale cause du développement de résistances chez les agents pathogenes.
Dans ce contexte, la promotion d’alternatives écologiques est devenue nécessaire afin de
réduire 'utilisation de produits chimiques en agriculture et, par conséquent, d’atténuer leurs

effets sur I’environnement.

Au cours des dernieres décennies, I’agriculture durable a suscité un intérét croissant en tant que
stratégie de gestion intégrée des cultures, en promouvant 1’usage d’outils alternatifs tels que la
rotation des cultures, la date de semis, le travail du sol et ’utilisation de produits biologiques.
Une grande attention a été portée au développement de biostimulants végétaux afin d’améliorer
la croissance, le rendement et la qualité des cultures, en renforcant la nutrition des plantes, en
réduisant I’impact des stress abiotiques et en favorisant la croissance des végétaux. Des rapports
détaillés sont disponibles sur I’induction de la résistance aux maladies chez les plantes via une
variété d’inducteurs biologiques tels que des extraits de plantes, des huiles essentielles, des
bactéries et champignons, des extraits d’algues et des polysaccharides. Ces éliciteurs n’ont pas
d’effet toxique direct sur les agents pathogeénes et les ravageurs, mais ils ont la capacité

d’induire des signaux de défense dans les plantes (Mutale-joan et al., 2020).

I1.1.5. Compositions chimiques des biostimulants et biofertilisants a base de

microalgues

Les produits issus des microalgues (MBS et MBF) sont disponibles sur le marché pour
une utilisation en agriculture en tant que solutions innovantes visant a améliorer les rendements

des cultures. Cependant, leurs caractéristiques chimiques constituent I’un des aspects les plus
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déterminants de leur utilisation. La composition de ces produits, incluant des éléments
minéraux, des acides aminés et des phytohormones, peut étre trés faible, parfois en dessous du

seuil de détection des instruments analytiques les plus récents.

La biomasse microalgale contient des macro- et micronutriments, en particulier 1’azote, le
phosphore et le potassium, ce qui en fait un intrant a libération lente. Certaines études ont
révelé I’absence de plomb (Pb) dans la biomasse d’Arthrospira spp., ce qui souligne sa sécurité
en tant que promoteur de croissance végétale. Les microalgues sont également utilisées dans la

biorémédiation en raison de leur capacité a concentrer les métaux lourds.

Elles renferment diverses substances favorisant la croissance des plantes, telles que les auxines,
cytokinines, bétaines, acides aminés, vitamines et polyamines. Elles contiennent aussi des
gibberellines et brassinostéroides, ainsi que des hydrolysats protéiques et des acides
aminés, reconnus comme biostimulants efficaces ayant des effets positifs sur la croissance des

plantes et les rendements agricoles (Ronga et al., 2019).

I1.1.6. Activité biostimulante des extraits de microalgues

Dans un article récent, Ronga et son équipe ont pass¢é en revue 1’activité biologique des
extraits de microalgues ainsi que leur potentiel a atténuer les effets des stress abiotiques tels
que la salinité et le stress hydrique. Ils ont identifi¢ les principales especes présentant des effets
biostimulants, notamment Chlorella vulgaris, Acutodesmus dimorphus, Scenedesmus platensis,
Scenedesmus quadricauda, Dunaliella salina, Chlorella ellipsoida, Chlorella infusionum,
Chlorella vulgaris, Spirulina maxima et Calothrix elenkinii. L’activité biostimulante des
microalgues est principalement attribuée a leur teneur en métabolites primaires et
secondaires, acides aminés essentiels, vitamines, osmolytes ect polysaccharides.
L’identification et la sélection de microalgues contenant des phytohormones naturelles, en

particulier des auxines et cytokinines, ouvrent de nouvelles perspectives pour leur valorisation.
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Chapitre 01 Généralités sur les exopolysaccharide (EPS)

La composition en molécules bioactives varie selon I’espéce de microalgue, les conditions de

culture et les techniques d’extraction utilisées (Colla & Rouphael, 2020).

i

Microalg‘al

biomass
Harvesting )
Cul-ﬂvation of Spent culture Extracted Troated Control
Spirulina sp. medium exopolysaccharide (EPS)
Effect of EPS on plant growth

Figure 4. Application des exopolysaccharides microalgaux dans la stimulation de la croissance végétale
(Vanacore et al., 2022).

11



Deuxieme chapitre

Stress

metallique



Chapitre 02 Stress métallique

I1.2.1. Qu’est-ce qu’un métal lourd :

Les composés métalliques se retrouvent constamment dans I'environnement, sous
diverses formes. Dans leur forme actuelle, ils sont nécessaires, voire essentiels pour les étres
vivants. En revanche, a des niveaux de concentration élevés, ils affichent une toxicité variable.
L'existence de métaux lourds dans I'environnement découle de phénomenes naturels et d'actions
humaines. Elle constitue un enjeu spécifique, puisque les métaux lourds s'accumulent et ne sont

pas biodégradables dans 1’écosystéme.

Tous ces métaux lourds ne comportent pas les mémes dangers, du fait de leurs impacts sur les
étres vivants, ainsi que de leurs caractéristiques chimiques, physico-chimiques et biologiques.
Leur toxicité varie considérablement et leur incidence sur l'environnement est trés diverse

(KONE et al., 2025).

I1.2.1.1. Définition :

Les ¢éléments métalliques communément appelés métaux lourds ou éléments traces
métalliques (ETM) sont caractérisés par une masse volumique généralement supérieure a
5g/cm3. On les trouve de maniere naturelle dans le sol, I'eau (etc.) en trés petites quantités.

On retrouve l'usage des métaux lourds dans divers secteurs industriels (charbon, pétrole,
cosmétiques, etc.) (Erkman, 2004). Quelques métaux lourds sont nocifs pour la santé humaine
et I'environnement. Par conséquent, certaines autorités étatiques ou internationales supervisent
la gestion de certains métaux lourds. On dit que ces éléments sont persistants et ont la capacité
de perturber les écosystemes (Bouguerra, 1997). Ils s'amassent dans les terres, l'eau, la
végétation et aussi dans l'ensemble de la chaine alimentaire. Il existe une dizaine de métaux
lourds, auxquels s'ajoutent des métaux (non lourds) et des éléments qualifiés de métalloides

susceptibles d'étre nocifs pour I'environnement et la santé humaine (El Hachimi et al., 2014).
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I1.2.1.2. Sources de contamination par les métaux lourds :

Annuellement, des millions de tonnes de métaux lourds sont prélevées puis diffusées
dans la biosphére. Actuellement, la progression de 1'urbanisme est un facteur significatif dans

la détérioration de l'environnement globalement et dans 1'expansion industrielle spécifiquement.

Les facteurs globaux qui définissent la relation entre environnement et urbanisme (zone
industrielle et eaux usées), ainsi que leurs conséquences sur 1'existence humaine, sont étendus
et compliquées. Les polluants peuvent provenir de sources naturelles ou créées par 'homme (EIl

Hachimi et al., 2014).

v dlspomble
Formes
chim'ques Carbo- Mat _
des métaux  RSllg Solution
dans jes nates Org. -
sols

Roche meére Phase solide
lixiviation

Figure 5.Devenir de métaux lourds dans les sols (EI Hachimi et al., 2014).
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11.2.1.3. Quel est I'effet des métaux lourds sur I'environnement ?

Les métaux exercent des impacts toxiques variables sur les organismes vivants, selon
leur nature et leur volume. Des ¢léments métalliques tels que le cuivre ou le zinc sont
indispensables, en petites quantités, aux organismes vivants. Cependant, certains comme le

plomb et le mercure sont toxiques méme a des doses extrémement faibles.

Les écosystémes et les chaines alimentaires sont fortement contaminés par les métaux lourds.
Etant non biodégradables, ces éléments s'accumulent en grande quantité chez les espéces au
sommet de la chaine alimentaire telles que les cétacés, les étres humains et divers prédateurs. I1
s'agit du processus de bioaccumulation, qui signifie I'absorption et la concentration de certaines

substances chimiques présentes dans un environnement par un organisme (KONE et al., 2025).

TS Ingestion directe
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ou de surface i -_— Eau

g,._ e

-y o -
e P _@ ot contact cutand

Douches, bains, baignades

Eau de surface

AIR

. Inhalation de gaz,
- vapeurs et poussidres

Figure 6. Pollution aux métaux lourds, plomb, arsenic, cadmium (KONE et al., 2025).
I1.2.2. C’est quoi un chromium :

Le minerai de plomb rouge sibérien (crocoite) a été le premier matériau dans lequel le
chrome (Cr) a été identifié, et cette découverte revient au chimiste francais Vauquelin en 1798.
Cet ¢lément de transition, qui figure dans le groupe VI-B du tableau périodique, posséde une
configuration électronique de 1'état fondamental Ar 3d5 4s1. Les formes stables de Cr sont les
especes trivalentes Cr(III) et hexavalentes Cr(VI), méme si d'autres états de valence instables
et éphémeres existent dans les systémes biologiques (Hassan et al., 2024). Le Cr(VI) est
reconnu comme la forme du Cr la plus nocive, se présentant habituellement en association avec

'oxygéne sous la forme de chromate (CrO42—) ou de dichromate (Cr2072-), des oxyanions.

14



Chapitre 02 Stress métallique

Le Cr(IIT) présente une mobilité réduite, une toxicité moindre et il est majoritairement associé
a la matiére organique dans les sols et les milieux aquatiques (Becquer et al., 2003). L'usage du
chrome dans diverses activités humaines, qui a entrainé la pollution des sols et des nappes
phréatiques, est devenu une source majeure d'inquiétude pour les chercheurs en botanique et en
zoologie au cours des dix derni¢res années (Zulfigar, Haider, Ahmad, Hussain, Magsood,

I[shfaq, Shahzad, Waqas, Ali, Tayyab, et al., 2023).

Contrairement a d'autres métaux traces toxiques tels que le cadmium, le plomb, le mercure et
I'aluminium, le Cr n'a pas suscité¢ beaucoup d'intérét parmi les chercheurs en botanique. Son
mécanisme de toxicité chez les plantes a ét¢ difficile a élucider en raison de la complexité de
sa chimie ¢électronique. L'effet de la pollution au chrome sur le fonctionnement physiologique
des plantes est soumis a la spéciation du métal, qui détermine sa libération, son absorption
ultérieure et la toxicité qui en découle dans l'organisme végétal. Chez les végétaux, la toxicité
du Cr se révele a divers stades, allant de la diminution de la productivité, des impacts sur le
développement des feuilles et des racines, jusqu'a l'interruption des actions enzymatiques et a

la mutation génétique (Saleem et al., 2022).
I1.2.3. Sources de Chromium :

La pollution par le Cr s'est transformée en un enjeu environnemental crucial a cause de
sa présence ¢levée dans diverses pratiques agricoles et industrielles. La concentration maximale
admissible de Cr dans le sol, considérant la préservation de la sant¢ humaine et
environnementale, est approximativement de 64 mg/kg. L'élément Cr a été d'abord reconnu en
1797 comme un élément du minerai crocoite (PbCrOs) utilisé pour la production de pigments.
Du fait de son intégration dans divers processus industriels et agricoles, une grande quantité de
Cr est extraite ou produite chaque année, ce qui contribue aussi a sa pollution du sol et des eaux.
Par exemple, des quantités notables de Cr sont libérées dans diverses parties de I'environnement
par des activités industrielles comme les usines de ciment et d'acier, les tanneries, le chromage,
la fabrication de peintures et teintures, le placage métallique, le travail du bois, la production
de papier et les procédés de lixiviation. En outre, la chute de cendres issues de la combustion
du charbon ou des déchets municipaux utilisés pour produire de I'énergie, et les industries de
fertilisants, ont aussi significativement accru le niveau de Cr (VI) dans le sol et I’eau. On trouve
le chrome dans la nature, notamment dans les roches, la poussiére volcanique, les gaz, le sol,
ainsi que chez les animaux et les végétaux. Généralement, le Cr est fortement associ¢ aux phases

dérivées des roches primaires ainsi qu'aux oxydes de fer hautement cristallisés. La chromite
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(FeCr204) est une forme naturelle de chrome présente dans les roches ultramafiques ou
serpentine, constituant un ¢lément composant différents minéraux tels que la tarapacaite, la
crocoite, la vauquelinite et la bentorite. En outre, du fait de la lixiviation naturelle des roches et
du sol superficiel, des concentrations notables de Cr se retrouvent aussi dans les masses d'eau.
Pour finir, nous avons illustré diverses origines de contamination en chrome présentes dans les

sols et les cultures sur la Figure 7 (Ali et al., 2023a).

Sources of chromium toxicity in plants
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Figure 7.Sources de contamination des sols agricoles et d'autres environnements par le chrome (Cr).Dans cette figure,
nous avons mis en évidence a la fois les sources naturelles et anthropiques de chrome dans les sols agricoles (Ali, Mir,
Tyagi, Manzar, Kashyap, Mushtaq, Raina, Park, Sharma, Mir, et al., 2023a).

11.2.4. Le Chrome dans I'Environnement :
11.2.4.1. Le Chrome dans I'Eau :

Le chrome peut se retrouver dans les eaux naturelles suite a l'altération de roches
contenant du Cr, aux rejets directs issus d'activités industrielles, a la lixiviation des sols, entre
autres. Dans le milieu aquatique, le Cr est susceptible de subir des phénomeénes de réduction,
d'oxydation, de sorption, de désorption, de dissolution et de précipitation (V. Kumar et al.,
2016). La capacité du Cr(III) a se dissoudre dans I'eau est influencée par le pH de celle-ci. En
milieu neutre a basique, le Cr(III) se précipite, tandis qu'en milieu acide, il a une propension a

se dissoudre. Les différentes formes de Cr(VI), telles que le chromate et le dichromate,
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possedent une solubilité remarquable dans toutes les conditions de pH. Toutefois, elles peuvent
précipiter en présence de cations divalents. Il est conseillé de maintenir une concentration
maximale de 8 pg/L de Cr (III) et de 1 pg/L de Cr(VI) dans I'eau. Dans les rejets proches des

usines de chrome, on observe une concentration de Cr allant de 2 a 5 g/L (Oliveira, 2012).
11.2.4.2. Le Chrome dans le Sol :

La teneur en Cr dans les sols peut fluctuer de maniere significative selon la composition
naturelle des roches et des sédiments qui les constituent. L'accroissement des niveaux de
chrome dans le sol peut étre attribué principalement aux dépdts d'origine humaine, tels que les
dépots atmosphériques, mais aussi a la disparition de liquides et de résidus solides qui
contiennent du chrome, comme les sous-produits du chrome, les scories de ferrochrome ou
encore les bains de placage au chrome. Habituellement, la présence de Cr dans le sol correspond
a un mélange de Cr(III) et de Cr(VI). Tout comme dans le milieu aquatique, une fois qu'il est
présent dans le sol ou les sédiments, le Cr subit différentes transformations, comme l'oxydation,
la réduction, la sorption, la précipitation et la dissolution. Dans le sol, les oxydants tels que
l'oxygeéne dissous et le MnO> ont la capacité d'oxyder le Cr(IIl) en Cr(VI). Néanmoins, il
apparait que 1'oxydation du Cr(III) par 1'0; dissous est négligeable comparée a celle du MnOo.
En ce qui concerne les formes de Cr(VI), elles sont réduites par le fer, le vanadium, les sulfures
et les substances organiques. Toutefois, si la capacité réductrice du sol est surpassée, le Cr(VI)
peut demeurer dans le sol ou les dépdts pendant de nombreuses années, surtout si les sols sont

sablonneux ou affichent des niveaux bas de matiere organique.

Lopez-Luna et ses collaborateurs ont évalué la toxicité du Cr(VI), du Cr(III) et des résidus de
tannage, en se concentrant sur la mobilité du Cr dans le sol et I'impact toxique sur les plantules
de bl¢é, d'avoine et de sorgho. Ils ont observé que le Cr(VI) présentait une plus grande mobilité
dans le sol et induisait une toxicité supérieure sur ces jeunes plants, alors que les résidus de

tannérie étaient les moins toxiques (Oliveira, 2012).

I1.2.5. Dangers liés a I’exposition au chrome (Cr) :
11.2.5.1. Ecotoxicité :

I1.2.5.1.1 Toxicité pour les sols et les plantes :

Les végétaux occupent une place cruciale dans 1'écosystéme global. La pollution des

terres par le chrome hexavalent (Cr(VI)) peut freiner la croissance et les fonctions métaboliques
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des plantes, pouvant méme provoquer leur déces. Dans l'environnement naturel, le chrome
trivalent (Cr(IIl)) se présente sous la forme de FeOCr:0s, tandis que le Cr(VI) s'associe a
l'oxygene pour donner naissance aux ions CrO+* ou Cr207*". Le Cr(Ill) est davantage stable,
alors que le Cr(VI) est plus phytotoxique. L'accumulation de scories chromées entraine une
absorption significative d'anions lors des réactions rédox, ce qui provoque une ¢lévation du pH
et une alcalinisation du sol, Le chrome présent dans le sol est absorbé par les plantes vertes et
s’accumule dans leurs tissus. Inhibant ainsi l'activit¢ de la phosphatase alcaline et de la

déshydrogénase du sol (Yan et al., 2023).

L'accumulation de métaux lourds dans les végétaux peut nuire a l'absorption des nutriments et
a 1'équilibre physiologique, ce qui peut entraver leur croissance et leur développement.
Habituellement, I'absorption des métaux par les plantes se concentre dans les racines.
Cependant, certaines especes ont tendance a redistribuer une plus grande quantité de ces métaux
vers les parties aériennes, notamment les feuilles. En d'autres termes, le Cr(VI) interfére avec
les fonctions métaboliques et les actions enzymatiques des végétaux, provoquant un stress
oxydatif, une entrave a la photosynthéese et a la respiration, un retard dans la germination, une
perte de feuilles prématurée et une réduction de la productivité. Cela peut aussi provoquer une
génotoxicité, pouvant méme conduire a la mort des plantes. La toxicité du Cr(VI) perturbe la
croissance végétale et géne leurs processus métaboliques vitaux. Elle diminue la croissance et
la productivité végétale, 1a concentration en pigments de photosynthese et I'activité des enzymes
antioxydantes. Le déclin de la croissance et la diminution de dimensions des feuilles suite a un
traitement au dichromate de potassium peuvent étre imputés aux lésions oxydatives infligées
aux pigments photosynthétiques par le Cr(VI), ce qui réduit la photosynthése. Une
surexposition au Cr(VI) chez le pois altere la structure et le fonctionnement de la membrane
plasmique des racines, ce qui provoque une diminution de la photosynthése et un
développement végétal insatisfaisant. Dans le cas du coton, la toxicité du Cr(VI) cause une
diminution considérable de la croissance des plants, de 1'allongement des racines, ainsi que du
poids frais et sec des feuilles, tiges et racines. Selon Anjum et al. (2017), le stress causé par le
Cr(VI) chez le mais diminue la superficie des feuilles, I'é¢tablissement du rachis, la masse de
100 grains ainsi que la biomasse aérienne. Chez le mais, le stress induit par le Cr(VI) réduit la
surface foliaire, la formation du rachis, le poids de 100 grains et la biomasse aérienne. Ces
métaux lourds accumulés dans les plantes peuvent, en fin de compte, nuire aux animaux et aux

étres humains par le biais de la chaine alimentaire (Yan et al., 2023).

18



Chapitre 02 Stress métallique

I1.2.5.1.2 Toxicité pour les micro-organismes :

Les micro-organismes sont fondamentaux pour le cycle des éléments dans le sol, et la
pollution du sol par le Cr(VI) freine leur développement et leurs activités métaboliques. Selon
Zhang et al. (2022), les micro-organismes sont des indicateurs d'écotoxicité plus sensibles que
les invertébrés du sol et les plantes lors de 1'évaluation de la toxicité du Cr(VI). Généralement,
la diversité alpha (la richesse spécifique et 1'uniformité des espéces au sein des échantillons)
des communautés microbiennes est li¢e a la stabilité et aux processus écosystémiques. En effet,
les sols contaminés par le chrome montrent une réduction de la diversité alpha bactérienne. Les
variations notables en termes d'abondance et de diversité bactériennes entre les strates de 0 a
plus de 20,00 cm indiquent que la teneur en métaux lourds du sol varie selon la profondeur, ce
qui affecte les communautés bactériennes en fonction de leur emplacement vertical. Des
niveaux ¢€levés de Cr(VI) peuvent étre mortels pour les micro-organismes qui ne supportent pas
ce composé. Toutefois, certains micro-organismes qui supportent le chrome ont la capacité de
résister a sa toxicité et de transformer le Cr(VI), hautement toxique, en Cr(III), moins nocif. Par
conséquent, I'emploi de souches microbiennes résistantes au chrome a été envisagé dans le but

de décontaminer les sols et les eaux affectés par le Cr (Yan et al., 2023).
I1.2.5.2. Danger de pollution par le chrome pour les humains et les animaux :
11.2.5.2.1. Empoisonnement par accumulation :

L’intoxication au chrome (Cr) peut étre classée en deux catégories : aigué€ et chronique.
Le Cr(VI) et le Cr(Ill) peuvent tous deux entrainer des intoxications, mais le Cr(VI) est
nettement plus toxique que le Cr(Ill). En Chine, la concentration maximale autorisée pour le
Cr(III) et le Cr(VI) est de 0,50 mg-L". Le Cr(Ill) est considéré comme un oligo-¢lément
essentiel chez les mammiferes, bien que son rdle reste controversé. Une ingestion excessive de
Cr(III) peut engendrer divers problémes de santé, notamment en perturbant 1’absorption des
oligo-¢léments dans le cerveau et le cceur, ainsi qu’en provoquant des troubles métaboliques
chez le chien. Le Cr(VI), qui présente une toxicité orale plus €levée que le Cr(Ill), affecte de
nombreux tissus de I’organisme. Son ingestion peut provoquer des troubles gastro-intestinaux,
une hypotension, ainsi qu’une insuffisance hépatique et rénale. Le Cr(VI) peut également
endommager le foie, les organes reproducteurs et les systeémes de reproduction. Il exerce en
outre des effets immunologiques, entrainant une diminution significative du nombre de

leucocytes, d’érythrocytes, de neutrophiles et de lymphocytes. Chez les poissons,
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I’accumulation de chrome peut survenir par voie alimentaire, ce qui représente un risque
sanitaire important. Le Cr(VI) peut aussi provoquer des effets secondaires tels que la perte de
cheveux, des lésions au niveau de la téte, des diarrhées, des nausées, des vomissements et une
agressivité accrue. Sa neurotoxicité est de plus en plus reconnue : des rats exposés au Cr(VI)
présentent des troubles de la mémoire sociale ainsi qu’une augmentation des comportements

agressifs (Yan et al., 2023).
I1.2.5.2.2. Cancérogénicité :

Le chrome hexavalent (Cr(VI)) peut accroitre le risque de cancer chez les animaux et
chez I’étre humain. L’exposition a des environnements contenant du chrome peut augmenter la
probabilité de développer des cancers des ovaires, du pancréas, de la vessie et du foie. Des
¢tudes menées dans la province du Liaoning, en Chine, ont révélé qu’entre 1970 et 1978, le
taux de mortalité par cancer des ovaires y était plus ¢levé que dans les zones non contaminées.
L’exposition au chrome accroit également le risque de cancers des voies respiratoires, de la
cavité buccale, du systéme gastro-intestinal, de la prostate et des ovaires. Chez 1’animal,
I’exposition au chrome augmente la sensibilité des souris aux rayonnements ultraviolets, tandis
que I’exposition au chrome présent dans 1’eau accroit la fréquence des tumeurs cutanées (Yan

etal., 2023).
11.2.5.3. Génotoxicité :

Le Cr(VI) ne peut pas traverser la membrane cellulaire, tandis que le Cr(Ill) peut
pénétrer dans la cellule par le biais de canaux ioniques non spécifiques, avant d’étre réduit en
Cr(II). Ce processus de réduction génere des radicaux instables, tels que les thiols, les radicaux
hydroxyles, le peroxyde d’hydrogene et les anions superoxydes, capables d’endommager
I’ADN. La formation d’adduits Cr-ADN peut entrainer des fragmentations chromosomiques
ainsi que des mutations. Des études antérieures ont démontré que les composés de Cr(VI)
peuvent provoquer divers types de Iésions de I’ADN, incluant des cassures simple brin et des
sites d’instabilité des bases. Une €lévation des concentrations de Cr(VI) entraine des dommages
oxydatifs, conduisant a la production d’especes réactives de I’oxygene (ERO) et a des effets

biologiques irréversibles (Yan et al., 2023).
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I1.2.6. Atténuation de la toxicité du chrome en agriculture durable

L’augmentation des niveaux de contamination au chrome (Cr) dans les écosystémes,
due a I'urbanisation et aux activités industrielles, suscite des préoccupations croissantes a
I’échelle mondiale. Pour atténuer la toxicit¢é du Cr, diverses approches sont envisagées,
notamment [’utilisation de micro-organismes comme agents dépolluants, la stimulation
chimique, la stimulation a base de nanoparticules, ainsi que des outils biotechnologiques. Les
micro-organismes agissent en tant qu’épurateurs de métaux, tandis que certaines substances
chimiques, telles que les hormones, le monoxyde d’azote (NO), le sulfure d’hydrogéne (HS),
les polyamines et certains ions, contribuent a réduire la toxicité des métaux lourds chez les
plantes. Les méthodes biotechnologiques, telles que 1’édition génomique, sont de plus en plus
utilisées pour la remédiation des métaux lourds, notamment pour le développement de variétés
de cultures tolérantes au chrome. Ces technologies présentent un fort potentiel pour des
applications in situ, tant dans les pays développés que dans les pays émergents (Ali et al.,
2023Db).
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Figure 8. Atténuation de la pollution au Cr(VI) par l'action des micro-organismesLes
micro-organismes mettent en ceuvre divers processus tels que la biosorption, la
bioaccumulation, la biotransformation et la biolixiviation pour ¢éliminer le chrome des sol
contaminés. Ils possédent des mécanismes de résistance remarquables, notamment la
séquestration extracellulaire et intracellulaire, la formation de barriéres extracellulaires, le
transport actif des ions métalliques, ainsi que la détoxification enzymatique. Ces
caractéristiques font des micro-organismes des outils de remédiation particulierement
efficaces pour I'épuration des métaux lourds (Ali, Mir, Tyagi, Manzar, Kashyap, Mushtaq,
Raina, Park, Sharma, Mir, et al., 2023b).
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I1.2.7. Mécanismes impliqués dans la phytoremédiation du chrome assistée

par les microbes

L'emploi de microorganismes pour faciliter la phytoremédiation des métaux lourds attire
une attention grandissante, grace a leurs modes d'action directs et indirects. Les processus
directs comprennent l'amélioration de la biodisponibilité, de la solubilité et de 1'accumulation
des métaux lourds et métalloides, provoquée par les microorganismes. Cependant, les méthodes
indirectes comprennent 1'optimisation microbienne de la croissance des plantes et duurs contre
différents stress environnementaux, ce qui favorise I'accumulation de métaux lourds. Nous
présentons ci-dessous une analyse détaillée de la facon dont les microorganismes améliorent
les propriétés morfo-physiologiques et biochimiques des plantes pour lutter contre la toxicité
du chrome (Cr) et participer a sa phytoremédiation, illustrée par la figure 9 (Qureshi et al.,

2024).

| Microbes-assisted phytoremediation of Cr

1
1
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biomass generation ' ) biomass
1
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Antioxidants /‘ 1
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\‘ ! T metabolism
T / : ¥ ¢ T Antioxidant and
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exudates

.
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Figure 9.Représentation mécanistique de la phytoremédiation du chrome assistée par les microorganismes
(Qureshi et al., 2024).
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Chapitre 03 L’interaction entre les plants et le Stress métallique

11.3.1. Le Chrome dans les Plantes :

11.3.1.1. Absorption du Chrome :

L'itinéraire de l'assimilation du Cr par les plantes n'est pas encore parfaitement établi.
Toutefois, en tant que composant non vital, le Cr n'a pas de processus d'absorption dédié et est
¢galement influencé par la forme chimique du Cr. L'assimilation du Cr(IIl) par les végétaux se
fait de maniére passive, c'est-a-dire qu'elle ne nécessite aucun effort énergétique de la plante.
Concernant I'absorption du Cr(VI), elle est percue comme un processus actif effectué par des
transporteurs dédiés a 1'absorption d'éléments essentiels comme le sulfate. Le Cr entre aussi en
concurrence avec le fer (Fe), le soufre (S) et le phosphore (P) pour la liaison aux transporteurs.
Le Cr(VI) présente une solubilité supérieure et, de ce fait, sa biodisponibilité est plus toxique a
des concentrations moindres que le Cr(III), qui a tendance a créer des complexes stables dans
le sol. Des résultats conflictuels ont été observés concernant I'absorption et la translocation du
Cr(VI). Alors que certains écrivains soutiennent 1'hypothese que le Cr(VI) se transforme en
Cr(III) a la surface des racines, d'autres avancent que le Cr(VI) en solution est assimilé par les
végétaux sans passer par une réduction. Par conséquent, la toxicité du chrome est liée a sa
spéciation qui joue un rdle crucial dans son absorption, sa translocation et son accumulation.
Le Cr est nocif pour les plantes agricoles a des concentrations approximativement de 0,5 a 5,0
mg/L dans une solution nutritive et de 5 & 100 mg/g dans le sol. En conditions normales, les

plantes présentent une concentration en Cr qui ne dépasse pas 1 pg/g (Oliveira, 2012).
I1.3.1.2. Accumulation et Translocation du Chrome (Cr) :

Le Cr s'amasse essentiellement dans les racines et les tiges ; néanmoins, la plus grande
partie est stockée dans les racines, tandis qu'une faible portion se déplace généralement vers les
tiges. Sur les plants de pois exposés au Cr, une concentration croissante de Cr a été notée dans
divers organes de la plante a mesure que l'approvisionnement en Cr augmente. L’accumulation
de chrome dans les diverses parties de la plante s'effectue selon la séquence : racines > tige >
feuilles > graine. Ces conclusions sont soutenues par diverses études, notamment celle de
Huffman et Allaway [28] qui ont observé que les graines de haricot concentraient
approximativement 0,1 % de Cr, alors que les racines en accumulaient 98 %. En outre, Liu et
ses collaborateurs ont examiné A. viridis L. cultivé en hydroponie a différentes teneurs de
Cr(VI) et ont découvert que I'accumulation du Cr se faisait principalement dans les racines. Une

autre recherche réalisée par Vernay et al. Sur le Lolium perenne cultivé avec 500 uM de Cr(VI)
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a démontré que les racines accumulaient dix fois plus de Cr que les feuilles. Les épinards
(Spinacia oleracea L. cv. « Banarasi ») cultivés en présence de Cr(VI) ont démontré une
concentration plus €levée de Cr dans les racines comparativement aux feuilles, tandis que la
tige a affiché I'accumulation la plus faible. En outre, la majorité du chrome était concentrée
dans les racines des jeunes plants de céleri cultivés en présence de Cr(III). Selon Lopez-Luna
et son équipe, les racines du blé, de I'avoine et du sorgho accumulent davantage de Cr que les
tiges. Pourtant, malgré cette accumulation dans les racines, le Cr a été observé en translocation
des racines vers les tiges chez le blé, 1'avoine et le sorgho. De plus, Zayed et al. Ont réalisé¢ des
tests sur la translocation du Cr(Ill) et du Cr(VI) dans diverses cultures, découvrant que le
transfert des deux formes de Cr des racines aux tiges était minime. Il était constaté que
'accumulation de Cr dans les racines était cent fois supérieure a celle observée dans les tiges,
peu importe la forme du Cr. Toutefois, Skeffington et son équipe ont découvert que davantage
de 51Cr était acheminé des racines vers les tiges lorsqu'on fournissait a la plante du Cr(VI),
plutdt que du Cr(III). A des doses importantes de Cr (1 mM CrCl3), les racines ont amassé des
concentrations trés hautes de Cr et la migration s'est majoritairement effectuée vers les feuilles
de cotylédon, avec une présence minime dans les hypocotyles. Chatterjee et Chatterjee ont aussi
observé de faibles taux de déplacement du Cr des racines vers les tiges dans le chou-fleur

(Brassica oleracea), cultivé sur du sable contenant 0,5 mM de Cr(III) (Oliveira, 2012).

Ces observations peuvent déduire que le Cr s'accumule principalement dans les racines, puis
dans les tiges et les feuilles ; toutefois, seules de minimes quantités de Cr sont transférées aux

feuilles. Il semble que ce schéma soit indépendant de la forme testée du Cr (Oliveira, 2012).
I1.3.1.3. Plantes avec un potentiel de phytoremédiation de la contamination par le chrome

La phytoremédiation fait appel a des plantes hyperaccumulatrices pour 'extraction et la
transformation de métaux nocifs, comme le Cr, en dérivés inoffensifs et fixes. Les plantes
capables de hyperaccumulation du Cr peuvent concentrer plus de 1 000 mg de Cr par kg (en
poids sec) dans leurs feuilles. Ces végétaux sont capables de résister a la présence de métaux
grace a la chélation par des ligands d'affinité €levée appropriés, la biotransformation via des
réducteurs, et le compartimentage soit dans le cytoplasme, soit dans la vacuole. Par conséquent,
le stockage du Cr dans les vacuoles des cellules racinaires végétales pourrait constituer un
procédé essentiel de détoxification du Cr par la plante. On utilise couramment le coefficient de
bioconcentration (FBC) et le coefficient de translocation (FT) pour mesurer la faculté¢ des
plantes a supporter et a concentrer les métaux lourds. Le FBC représente le ratio de la
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concentration de métal dans le tissu végétal comparé au sol, tandis que le FT illustre le rapport
de la concentration de métal entre les jeunes pousses et les racines. Les plantes ayant un FBC
des pousses supérieures a 1 sont propices a la phytoextraction, tandis que celles ayant un FBC
des racines supérieures a 1 et un FT inférieur a 1 ont la capacité d'assurer la phytostabilisation.
La capacité d'absorption du Cr par divers organes de Populus alba et Morus alba a été évaluée
par Rafati et son équipe. Les niveaux de Cr dans les feuilles sont supérieurs a ceux trouvés dans
les tiges ou les racines. Toutefois, ni P. alba ni M. alba n'ont démontré de capacité a
phytostabiliser le Cr, car elles avaient un FT > 1 et un FBC des racines < 1 ; ces végétaux ne
conviennent donc pas a la phytoextraction non plus, étant donné que leur FBC était également
< 1. Dans un autre travail de recherche, Gafoori et son équipe ont examiné la possible
accumulation de métaux lourds, dont le Cr, dans Dyera costulata. Cette espece a démontré une
grande capacité a accumuler du Cr dans ses feuilles, indiquant qu'elle a un fort potentiel de
phytoremédiation, étant donné qu'elle affiche un FT élevé et un faible FBC. Pluchea indica a
¢galement démontré une forte capacité de phytoremédiation, puisqu'elle a présenté un taux
¢levé d'accumulation de Cr et de déplacement vers les feuilles. Selon les recherches de Mellem
et son équipe, Amaranthus dubius présente une tolérance a des niveaux élevés de Cr(VI),
comme le montre un FBC supérieur a 2, ce qui indique un potentiel prometteur pour la
phytoremédiation. Par ailleurs, Gardea-Torresdey et son équipe ont trouvé que Convolvulus
arvensis L., lorsqu'elle est exposée a une concentration de 20 mg/L de Cr(VI), Elle a démontré
sa faculté a accumuler plus de 3800 mg de chrome par kilogramme de matiere seche, prouvant
que cette espece peut étre employée dans la phytoremédiation des sols pollués par le chrome
(VI). En outre, la teneur en Cr dans le feuillage (2100 mg/kg de matiere seche) laisse supposer
que cette plante pourrait agir comme un hyperaccumulateur potentiel de Cr. L ’Ipomoea
aquatica est une plante qui absorbe énormément de chrome et ne manifeste aucun signe de
toxicité lorsqu'elle est soumise a des concentrations ¢levées de Cr(VI). 1. aquatica exhibe des
propriétés d'absorption constantes jusqu'a 28 mg/L de Cr(VI), démontrant une réduction de plus
de 75% du Cr(VI) introduit. Plus de 90% du Cr(VI) se dépose dans les tiges et les feuilles,

autrement dit dans les zones aériennes (Oliveira, 2012).

Par ailleurs, Mant et son équipe ont observé que Pennisetum purpureum et Brachiaria
decumbens, exposées a 20 mg/L de Cr(III), ont démontré une capacité d'élimination des métaux
de 78% et 66% respectivement. Pour finir, Barbosa et son équipe ont découvert que Genipa

americana a un potentiel pour la phytoremédiation du Cr(III) dans les bassins versants pollués.
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En effet, ses jeunes plants peuvent absorber une grande quantité de Cr(III) a partir de la solution
et possédent une forte capacité a emprisonner et conserver le métal dans leurs racines (Oliveira,

2012).
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Figure 10. Mod¢le schématique illustrant I’absorption, la translocation et la détoxification du
chrome chez les plantes (Dawood et al., 2025).

I1.3.2. Toxicité du Cr et effet sur la germination des semences

Egalement évidents, se manifestant par des symptomes tels que le retard de la
germination des graines, des racines endommagées et une réduction de la croissance racinaire,
une biomasse réduite, une diminution de la hauteur des plantes, des troubles de la
photosynthese, des dommages membranaires, la chlorose des feuilles, la nécrose, un faible

rendement en grains et, finalement, la mort de la plante.

Le Cr est un métal assez actif qui réagit facilement avec l'oxygene de l'environnement.
Différents états d'oxydation du Cr ont été rapportés, allant de 0 a +6. Le chrome trivalent Cr(III)
et le chrome hexa valent Cr(VI) sont les formes les plus stables du Cr dans la nature. De plus,
le Cr(VI) présente une toxicité plus €levée que le Cr(IIl) en raison de sa plus grande solubilité

et de sa mobilité dans le systeme aquatique

Les deux états de valence du Cr, ¢’est-a-dire Cr(III) et Cr(VI), sont absorbés par les plantes. Le
Cr(VI) est activement absorbé par les cellules végétales via les transporteurs de sulfate. En

revanche, le Cr(IIl) pénétre (Srivastava et al., 2021b).
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Figure 11. Représentation schématique de la séquestration du chrome (Cr) dans une cellule végétale jusqu’a la
mort de la plante, en passant par une série d’événements.

La toxicité du Cr ralentit la photosynthése en entravant 1’établissement des plantules et la croissance racinaire, ce
qui freine I’absorption des nutriments essentiels et de I’eau. De plus, la toxicité du Cr altére le contenu en pigments
photosynthétiques dans les feuilles, entrainant généralement une chlorose et une nécrose foliaire. Par ailleurs, un
stress élevé en Cr diminue 1’intégrité membranaire, provoque la perte d’osmolytes et de la pression de turgescence
cellulaire, ce qui conduit a la fermeture des stomates et affecte la régulation osmotique globale. En outre, la toxicité
du Cr perturbe I’équilibre entre la production des espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) et le systeme de défense
antioxydant, entrainant une accumulation de ROS responsable de dommages oxydatifs aux organites cellulaires.
La formation de ROS affecte I’ADN, la synthése des protéines et des lipides, la peroxydation lipidique, I’activité
enzymatique et la division cellulaire, ce qui conduit in fine a la mort des plantes (Zulfigar, Haider, Ahmad, Hussain,

Magsood, Ishfag, Shahzad, Wagqas, Ali, & Tayyab, 2023).
I1.3.3. Impact de la toxicité du chrome sur différents traits des plantes :

Le chrome (Cr) est toxique pour les plantes et engendre des répercussions néfastes sur
divers aspects physiologiques, biochimiques et moléculaires, ce qui entrave leur croissance et
diminue leur rendement global. D'aprés Dotaniya et al., une forte concentration de chrome dans
les végétaux a un impact significatif sur la germination des graines et la croissance des racines
et tiges, ce qui affecte par conséquent la biomasse globale et le rendement. De nombreuses
recherches ont signalé qu'une accumulation importante de chrome dans les plantes a un effet
délétere sur le taux de chlorophylle, entravant ainsi le processus photosynthétique. Des études
antérieures ont prouvé qu'un surplus de chrome accumulé dans les tissus végétaux freine le
cycle cellulaire, I'équilibre en eau et minéraux, l'activité enzymatique, l'assimilation d'azote, le
systétme anti-oxydant ainsi que d'autres fonctions métaboliques cruciales. De plus,
'accumulation de chrome déclenche la génération d'especes réactives de I'oxygene (ROS), qui

sont a l'origine de dommages oxydatifs. Par exemple, I'accumulation de ROS entraine la
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peroxydation des lipides membranaires, ce qui altére la structure et le fonctionnement des
membranes. Cette réaction affecte également les protéines et les acides nucléiques, provoquant
des dommages aux ¢éléments cellulaires qui menent finalement a la mort cellulaire. De plus,
l'accroissement des ROS entrave la capacité des plantes a réagir biochimiquement de maniére
adéquate, ce qui altére leur morphologie et leur structure. On a examiné les impacts
cytotoxiques et génotoxiques du chrome sur diverses espéces végétales, y compris Vigna
radiata, Nicotiana tabacum, Brassica juncea, Cicer arietinum, Brassica napus, Brassica
oleracea, Sorghum bicolor et Zea mays. De plus, nous avons récapitulé les impacts du chrome

sur diverses caractéristiques des cultures dans la Figure 12 (Ali et al., 2023a).

Effect of chromium toxicity on plants
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Figure 12. Effet de la toxicité du chrome (sous forme de Cr® ou de CrO+*") sur divers traits morphologiques,
physiologiques et biochimiques chez les plantes (Ali et al., 2023a).
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11.3.4. Mécanismes moléculaires et transduction du signal dans la régulation

du stress au chrome chez les plantes

Les plantes sont confrontées a des pressions environnementales telles que la pollution
métallique, ce qui a conduit a 1I’évolution de mécanismes leur permettant de détecter, réagir et
s’adapter. Elles déploient également des réponses de défense multidimensionnelles contre la
toxicité des métaux lourds, notamment du chrome (Cr), via la complexation par des ligands
organiques, la compartimentation vacuolaire et I’activation du systéme antioxydant. Ces
réponses de défense sont modulées par une cascade de signalisations complexes impliquant

divers composants cellulaires.

Cependant, les mécanismes moléculaires exacts régissant la translocation, 1’accumulation, la
phytotoxicité du Cr et les réponses défensives des plantes demeurent en grande partie inconnus.
La perception du signal, sa transduction et la régulation post-traductionnelle sont essentielles
pour permettre aux plantes de s’adapter aux stress biotiques et abiotiques. Les dynamiques
moléculaires du signal 1ié au Cr, depuis I’extérieur de la cellule (paroi cellulaire) jusqu’a
I’intérieur (membrane plasmique et cytosol), restent mal comprises et de nombreuses zones

d’ombre subsistent.

Les approches multiomiques ont récemment révélé des reprogrammations transcriptionnelles,
traductionnelles et métaboliques dans divers systemes végétaux exposés au Cr, apportant ainsi
de nouvelles perspectives sur la perception du Cr et la transduction du signal. Néanmoins, des
¢tudes plus approfondies sont nécessaires pour comprendre pleinement les dynamiques
moléculaires de la signalisation induite par le Cr chez les plantes, notamment le role des
capteurs de la paroi cellulaire, des canaux membranaires et des cascades de signalisation
intracellulaire dans différents compartiments cellulaires suite a une exposition au chrome (Ali

et al., 2023b).
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Figure 13. Mod¢le hypothétique illustrant la perception du chrome (Cr) et la transduction du signal chez les
plantes (Ali et al., 2023b).
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Chapitre 01 Matériels et méthodes

Cette étude a été menée afin d’analyser les effets comparés et cumulatifs de I’application d’EPS
et/ou de CHT dans ’atténuation des effets toxiques du stress induit par le Cr (VI) chez les

plantules de tomate.
I11.1.1. Préparation des régulateurs de croissance

I11.1.1.1. Extraction d'EPS produite a partir de Spirulina sp.

Apres 30 jours de culture, la biomasse microalgale a été récoltée en utilisant du papier
filtre Whatman (grade 1). Pour I'extraction de I'EPS du milieu de culture usé, la méthode décrite
par Wang et al. [27] a été suivi. En bref, le milieu de culture usé a été concentré en réduisant
son volume a un dixieme de l'original par A en utilisant un four a vide (mode¢le-126, SSSIW,
Inde) a 30 ° C et I'EPS dissous a été séparé du milieu concentré en utilisant de 1'éthanol glacial
(95% V / V) trois fois le volume du milieu. Le mélange a ensuite été conservé dans un
réfrigérateur pendant une nuit et I'EPS précipité a été récupéré par centrifugation a 8000 tr / min
pendant 15 min a 4 °C. Le précipité a été redissous dans de 1'eau ultra-pure suivie d'une dialyse
en utilisant une membrane de 14 kDa (pour le dessalement) et de la lyophilisation. L'EPS brut
ainsi obtenu a ¢été stocké au réfrigérateur pour une utilisation future (Chaudhuri &

Balasubramanian, 2023).
III.1.1.1.1. Analyse FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

L’analyse FTIR de I’exopolysaccharide (EPS) extrait de Spirulina platensis a été
réalisée pour identifier les groupes fonctionnels présents. L’échantillon d’EPS purifié¢ a d’abord
été séché a 40-50 °C pendant 24 h, puis broyé finement a ’aide d’un mortier. Environ 1 mg
d’échantillon a ét¢ homogénéisé avec 100 mg de bromure de potassium (KBr) sec (qualité
spectroscopique), et le mélange a été compressé en pastille transparente a 1’aide d’une presse
hydraulique a 10 tonnes pendant 2 a 3 minutes. L’analyse a été effectuée a 1’aide d’un
spectrophotometre FTIR (mode transmission) dans la gamme spectrale de 4000 a 400 cm ™,
avec une résolution de 4 cm™ et 32 balayages. Un spectre de fond a été acquis avec du KBr pur.
Les pics d’absorption caractéristiques ont été analysés : les bandes larges autour de 3372 cm™
indiquent les vibrations d’élongation O—H, les pics vers 2924 cm™* ceux des groupes C—H, un
pic autour de 1650 cm™' révele la présence de groupes carbonyles (C=0) d’acides uroniques ou
d’amides, et les bandes intenses entre 1000 et 1200 cm™ correspondent aux liaisons C-O et C—
O—C des polysaccharides. Une bande vers 554 cm™ pourrait indiquer la présence de groupes

sulfatés ou d’interactions métal-oxygene.
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Figure 14 : Spectre FTIR du polysaccharide exopolymeére (EPS) extrait de Spirulina platensis. Le spectre présente
des pics caractéristiques des groupes fonctionnels hydroxyle, carbonyle, carboxyle et glycosidique, soulignant la
structure polysaccharidique et les propriétés potentielles de chélation des métaux de I’EPS.

Tableau 02 : Interprétation FTIR de I’EPS extrait de Spirulina platensis.

Nombre
d’onde Attribution Interprétation
(cm™)

’ Large bande typique des groupes hydroxyles dans les
3372,02 Elongation O-H polysaccharides (—OH des alcools et de I’eau). Indique
une forte liaison hydrogene.

Elongation asymétrique des groupes CH: aliphatiques

2924,00 Elongation C—H
— communs dans les cycles des sucres.

Elongation C=0 Suggere la présence de structures protéiques ou de
1650,09 (amide I ou acide résidus d'acides uroniques, impliqués dans la chélation
uronique) des métaux.

Caractéristique des groupes —CHs ou —CH: dans les

1377,12 Flexion C—H . 2.
chaines polysaccharidiques.

Elongation C—O—C et Pic fort représentant les liaisons glycosidiques des

1055,39 -0 polysaccharides (empreinte typique des unités de
sucres).
Torsion S=0 ou Peut indiquer la présence de groupes sulfatés ou
554,39 vibration métal—- d’interactions avec des ions métalliques (par exemple,
oxygene Cre).
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Figure 15. La filtration de la souche bactérienne (spiruline).

Figure 16. Les exopolysaccharides extrait avant et apres le séchage.
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I11.1.1.2. Préparation de chitosane (CHT)

Le chitosane est un dérivé désacétylé de la chitine, dans lequel le groupe N-acétyle est
remplacé par un groupe amine. Alors que la cellulose contient un groupe hydroxyle, la chitine
et le chitosane possedent respectivement un groupe acétyle et un groupe amine. Le chitosane
est couramment utilis¢ dans de nombreux domaines, tels que I’industrie cosmétique,
I’agroalimentaire, [’agriculture, les dispositifs médicaux et la pharmaceutique. Cette
polyvalence s’explique par sa solubilité¢ dans les milieux aqueux ou légérement acides. Par
ailleurs, le chitosane partage de nombreuses propriétés avec la chitine, ce qui en fait un composé

largement privilégié pour des applications diverses (Arbia et al., 2024).

Les carapaces de crabe ont été soigneusement lavées a I'eau du robinet afin d’éliminer les débris
et les tissus résiduels. Apreés séchage au soleil, elles ont été broyées puis immergées dans une
solution d’acide chlorhydrique (HCI) a 9 %, selon un rapport de 1:14 (p/v), pendant 40 heures
a température ambiante. Ensuite, les carapaces ont été traitées avec une solution de soude
(NaOH) a 5 %. Les échantillons neutralisés ont ét¢ a nouveau séchés au soleil pendant deux
jours, puis réduits en poudre. La chitine obtenue sous forme poudreuse a été soumise a des
analyses qualitatives et quantitatives. La désacétylation a été réalisée a 1’aide d’une solution de
NaOH a 70 %, dans un rapport de 1:15 (p/v), pendant 72 heures a température ambiante. Le
mélange a ensuite été filtré et séché au four a 80 °C pour obtenir du chitosane en poudre

(Sujeetha M et al., 2015).

La solution de chitosane a été préparée en dissolvant le chitosane dans une solution d’acide
acétique a 1 % (v/v). Les concentrations souhaitées pour 1’application sur les pantules ont été
obtenues par dilution de la solution mere avec de 1’eau distillée, conformément au protocole

décrit par Kheiri et al (Jamali et al., 2018).
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II1.1.2. Produits chimiques et réactifs
MI.1.1. 2. Milieu nutritif

Les plantes ont été¢ disposées dans un milieu nutritif de Hoagland comprenant des
micronutriments (mg L) et des macronutriments (g L!). Voici les détails de la composition du

milieu nutritif a concentration maximale (Van Delden et al., 2020).

Tableau 1: Les compositions du milieu nutritif de Hoagland.

Micronutriments (produits chimiques mg L) Macronutriments (produits chimiques mg L)
Acide borique (HsBO3) : 1.430 Nitrate de calcium (Ca (NOs),) : 0,271

Chlorure de manganese (MnCl,.4H>0) : 0,910 Nitrate de potassium (KNO3) :0,126

Sulfate de zinc (ZnS0O4.7H;0) : 0,110 Sulfate de magnésium (MgS04.7H20) :0,123
Sulfate de cuivre (CuSO4.5H,0) : 0,045 Phosphate monopotassique (KH,PO4) :0,034

Molybdate de sodium (Na:MoOs) : 0,045
Chlorure ferrique (FeCls) : 9.680

Acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA) :
30.000

I11.1.3. Dispositif expérimental et traitement

Les plantules de tomate (S. lycopersicum L. Cv Tomate Marmande) ont été fournis par la
pépiniere de ELSALEM, KARYAT HAIJI, HTATBA, de la wilaya de BLIDA. Les semis de
tomates de vingt jours ont été exposés a différentes concentrations d'EPS et de CHT, comme
biostimulants, dans un prétest pour obtenir la concentration optimisée pour l'expérience
principale. Pour évaluer I'impact des deux stimulants susmentionnés dans la réduction de I'effet
négatif de la Cr sur les semis cultivés dans une demi-force Hoagland, une expérience de
conception completement randomisée (CRD) a été réalisée avec huit réplications contenant cinq
semis dans chacun dans une condition in vitro. Les traitements comprenaient le contrdle (sans
biostimulants et Cr), EPS (200 mg / L), CHT (20 mg / L), Cr (100 um), EPS + Cr, EPS + CHT,
CHT + Cr et EPS + CHT + Cr. Au cours de I'expérience, les semis traités et les témoins non
traités au Cr ont €té cultivés dans un cycle nocturne de 16 h jour / 8 h a température nocturne de

18 + 2 »C et une température jour de 25 + 2 °C.
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Figure 17. Des figure indiquant les huit groupes expérimentales et l'application du stress, les plantules témoins
CK, les plantules traitées uniquement a I’EPS. Les plantules traitées a CHT, des plantules traitées a I’EPS
exposée au stress Cr, des plantules traitées a I’EPS exposée au stress Cr, des plantules traitées a EPS et CHT
exposées au stress Cr.

II1.1.4. Analyse de la croissance et des caractéristiques morphologiques

Cinq plantules de tomate présentant une croissance uniforme ont été sélectionnés au
hasard, nous mesurons la biomasse fraiche de la partie aérienne et de la partie racinaire. Ensuite,
les semis ont été mises dans une étuve a 70 °C pour mesurer le poids sec. Les poids frais et secs
des plantules de chaque traitement ont été mesurés a 1’aide d’une balance de précision. Les
caractéristiques morphologiques telles que la hauteur des partie aérienne et la longueur des

racines ont été relevées a 1’aide d’un pied a coulisse (Singh et al., 2017).
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Figure 18. La partie aérienne et la partie racinaire des plantules de tomate pour mesurés la biomasse et la
longueur.

II1.1.5. Analyses physiologiques
5.1. Extraction et estimation de la teneur en pigments photosynthétiques : chlorophylles (Chl) :

Nous pesons 0,1 g de feuilles fraiches de chaque plantule des échantillons traités et non
traités ont a été découpé et fragmenté en petits morceaux, puis homogénéisé dans 5 mL
d'acétone a 80 % (v/v). L'extrait obtenu a été conservé dans un tube a essai pendant 24 heures
a l'obscurité. Ensuite, 1’extrait a été centrifugé a 6000 tours par minute pendant 10 minutes. Le
surnageant a été récupére, et les pigments photosynthétiques (chlorophylle a, chlorophylle b)
ont été quantifiés aux longueurs d’onde de 663 nm et 645 nm respectivement, a I’aide d’un

spectrophotomeétre UV-1900 (Arnon, 1949).

Figure 19. Extraction et estimation de la teneur en pigments photosynthétiques chlorophylles (Chl).
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I11.1.6. Analyses biochimiques

II1.1.6.1. Indices de dommages oxydatifs

On a homogénéisé 0,1 g de feuilles fraiches dans 2 ml de TCA (0,1%) afin de mesurer
la concentration en H>O> et le MDA. Le mélange préparé a subi une centrifugation a 12 000 g

pendant un quart d'heure a une température de 40°C.
I11.1.6.1.1. Malondialdéhyde (MDA)

Le niveau de peroxydation lipidique dans les feuilles de tomate a ét¢ mesuré par la
quantification du malondialdéhyde (MDA) produit par I’acide thiobarbiturique (TBA), afin
d’évaluer les dommages membranaires, selon la méthode modifiée de Gupta et al. (2018). Le
surnageant (500 uL) a été¢ mélangé a 1 mL de solution aqueuse de TBA a 0,67 %, puis incubé
pendant 30 minutes dans un bain-marie a 90 °C. Aprés incubation, le mélange a été
immédiatement refroidi dans un bain de glace, puis centrifugé a 10 000 x g (4 °C) pendant 10
minutes. L’absorbance du surnageant obtenu a été mesurée a 440, 532 et 600 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre UV (Heath & Packer, 1968) .
I11.1.6.1.2. Peroxyde d'hydrogéne (H203)

La teneur en peroxyde d’hydrogene (H20:) dans les feuilles de tomate a été déterminée
par spectrophotométrie selon une méthode modifiée de Velikova et al. (2000). Un volume de
0,5 ml de surnageant a ét¢ mélangé avec 0,5 ml de tampon phosphate de potassium 10 mM (pH
7,0) et 1 ml d’iodure de potassium (KI) a 1 M, puis incubé a I’obscurité¢ pendant 1 heure a
température ambiante. L’absorbance du surnageant a été mesurée a 390 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre UV (Velikova et al., 2000).
I11.1.6.2. Estimation du systéme de défense des antioxydants enzymatique

0,1 g de tissu foliaire a été pesé€, et une suspension homogene a été préparée dans un tampon
PPB, puis on a procédé a une centrifugation a 12 000 g (4°C) pendant 12 minutes (Bradford,
1976).

[1.1.6.2.1. Activité de catalase (CAT)
L’activité de la catalase a été mesurée selon la méthode décrite par Gupta et Datta (2003).

Réactifs
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e Tampon de phosphate (pH 7.0) : 50 mM
e Peroxyde d’hydrogene (H20»)

Procédure

Le milieu réactionnel a été préparé en utilisant 2600 pl tampon de phosphate (50 mM),
300 pl H2O2 (150 mM) et 100 pl de surnageant (extrait enzymatique). L’absorbance de la

solution a été enregistrée a 240 nm pendant 3 minutes (Aebi, 1984).
I11.1.6.2.2. Activité de ’acrobate peroxydase (APX)

L’activité de 1’ascorbate peroxydase a été analysée selon la méthode de Nakano et Asada

(1981).
Réactifs

e Tampon de phosphate S0Mm (7.0)
e Acide ascorbique (0.5mM)

e Peroxyde hydrogene (ImM)
Procédure

Un volume de 200 pL d’extrait enzymatique a été ajouté a un mélange réactionnel
contenant : 1 ml de tampon phosphate de potassium 50 mM (pH 7,0), 200 pL d’acide ascorbique
5 mM, 200 uL d’EDTA 1 mM, et, en dernier, 200 pL de H2O> 1 mM pour initier la réaction.
La diminution de I’absorbance a ét¢ mesurée a 290 nm pendant 3 minutes (Nakano & Asada,

1981).
II1.1.6.2.3. L’activité de ’enzyme de PAL :

Mesurer I’activité de I’enzyme PAL qui catalyse la désamination de la L-phénylalanine

en acide transe-cinnamique et ammoniac.
Réactifs

e Tris Hcl buffer (0.5mM)
e L-phénylalanine (165.19g /mol)
e Acide Trichloracétique TCA

Procédure
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Pour préparation d’une solution de TCA a 25% en peser 2.5g de TCA pur et verser dans
un bécher contenant environ 8ml d’eau distillée, mélanger jusqu’a dissolution compléte apres
compléter avec 1’eau distillée jusqu’a 10ml. Le mélange réactionnel comprenait 900ul L-
phénylalanine (6mM) et 100ul surnageant, nous avons mis a incubateur a 37c¢ pendant lheur,
une fois que nous avons récupéré on ajoute S0ul de TCA. L’ absorbance de la solution préparée

a été pris a 290nm (Sanchez-Rodriguez et al., 2011) .
I11.1.6.2.4. Estimation de la protéine :
Procédur

Du bleu brillant de Coomassie G-250 (10 mg) a été dissous dans 5 ml (95 %) d’éthanol
et 10 ml d’acide O-phosphorique (85 % p/v) ont été ajoutés, puis le volume total a été porté a
100 ml avec de ’eau distillée. La solution a été filtrée sur du papier filtre Whitman n° 1 et
conservée dans un flacon sombre a température ambiante. Le mélange réactionnel comprenait
Iml réactif de Bradford et 0.2ml de surnageant et mélanger bien aprés mettre dans incubateur
25c¢ pendant Smin. L’absorbance de la solution préparée a été pris & 595nm par apport a un

blanc (I’eau distillée).

I11.1.6.2.5. Activités du gaiacol peroxydase :
L’activité du gaiacol peroxydase dans chaque ensemble a été estimée selon (Zhang et al. 1992).
Réactif

e Tampon de phosphate (50mM)
e Pyrogallol (0.1mM)
e Peroxyde hydrogene (12.3mM)

Procédure

Le mélange réactionnel a été préparé en utilisant 500ul solution de pyrogallol (0.1mM),
500ul H20; (12.3mM), 1900ul tampon de phosphate (50mM) et 100ul extrait enzymatique
apres dans incubateur Smin a 25%, une récupéré en ajoute 1ml H2SO4 (2.5N). L’absorbance

de la solution préparée a été pris A 420nm (Cakmak & Marschner, 1992).
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111.1.6.3. Métabolites secondaires

On a homogénéisé 0,1 g de feuilles fraiches a 1'aide de 2 ml d'une solution de méthanol
a 80% refroidie, puis on a procédé a une centrifugation a 8 000 g (4°C) pendant 10 minutes. Le

méthanoique extrait des feuilles a servi a établir les caractéristiques phénoliques et la

concentration en flavonoides.

I11.1.6.3.1. Détermination de la teneur totale en composés phénoliques

La teneur totale en composés phénoliques (TPC) a été déterminée a 1’aide du réactif de
Folin-Ciocalteu, selon la méthode décrite par Singleton et al. (1999). Le protocole d’analyse a
été réalis€ comme suit : 250 pulL du surnageant ont été mélangés a 250 pL de réactif de Folin-
Ciocalteu, 2,5 mL de carbonate de sodium, et 0,5 mL d’eau déionisée. Le mélange a été incubé
a I’obscurité pendant 2 heures. L’absorbance du surnageant a ensuite ét¢ mesurée a 765 nm a
I’aide d’un spectrophotometre UV-Vis (Singleton & Rossi, 1965). L’estimation quantitative des
composés phénoliques a été réalisée a 1’aide de la formule suivante : Teneur en composés

phénoliques = (O.D — 0,123) / 0,0095.
I11.1.6.3.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides a ét¢ estimée selon la méthode colorimétrique au
chlorure d’aluminium, telle que décrite par Zhishen et al. (1999). Une aliquote de 0,5 mL de
I’extrait de feuilles a été diluée avec 2 mL d’eau distillée (H20), puis mélangée avec 0,15 mL
de nitrite de sodium (NaNO:) a 5 %. Apres une incubation de 5 minutes a température ambiante,
1,5 mL de chlorure d’aluminium (AICL) a 10 % a été ajouté au mélange, suivi d’une nouvelle
incubation de 6 minutes. Ensuite, 1 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) 1 M a été ajouté, et le
mélange a été agité soigneusement. L’absorbance a ét¢ mesurée a 510 nm a I'aide d’un
spectrophotometre (Zhishen et al., 1999). La teneur totale en flavonoides a été calculée a I’aide
de la formule suivante : (en mg d'équivalents de rutine (ER) par gramme) = (Abssio + 0,0313) /
(0,0033 x V x PSv).

I11.1.6.4. Les antioxydants non enzymatiques

0,1 g de matiére a été homogénéisé dans 2 ml d'acide sulfosalicylique aqueux a 5% (p/v),

puis centrifugé a 10 000 % g pendant 10 minutes, et le surnageant a été recueilli.

II1.1.6.4.1. Estimation de la teneur en proline
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Un échantillon de 0,25 g de feuilles fraiches a été extrait dans 5 mL d’acide
sulfosalicylique a 3 %. Les extraits ont été filtrés, puis 1 mL de filtrat a été mélangé avec : 1
mL de solution de ninhydrine acide, et 1 mL d’acide acétique glaciale, dans un tube a essai. Les
¢chantillons ont été incubés a 100 °C pendant 1 heure, puis rapidement refroidis dans un bain
de glace (Bates et al., 1973)- Ensuite, 2 mL de toluéne ont été ajoutés. Le mélange a été vortexeé,
et le chromophore ainsi formé a été utilisé pour la lecture de I’absorbance a 520 nm, selon la

méthode de Bates et al. (1973).
I11.1.6.4.2. Glutathion Réduite (GSH)

La teneur en GSH a été déterminée selon la méthode décrite par De Vos et al. (1992).
Les thiols ont été extraits par homogénéisation de 0,2 g d’échantillon dans 2 mL d’acide
sulfosalicylique a 5 %, puis centrifugés a 10 000 x g pendant 15 minutes a 4 °C. Pour la
détermination de GSH, le mélange réactionnel comprenait : 0,2 mL du surnageant, 0,15 mL de
5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoique acide) (DTNB) a 10 mM, et un tampon Tris—HCI1 0,2 M (pH
8,2). Apres incubation du mélange réactionnel pendant 20 minutes, I’absorbance a ét¢ mesurée

a 412 nm a I’aide d’un spectrophotométre (Anderson, 1985).
II1.1.6.5. Analyse statistique

Les résultats d'expériences qui ont été répétés au moins trois fois ont été analysés par
analyse unidirectionnelle de variance (ANOVA) en utilisant SPSS 26.0, et les différences intra-

groupes ont été évaluées en utilisant le test de Duncan (P <0,05).
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I11.2.1. Parametres liés a la croissance

Dans cette étude, nous avons évalué les parameétres de croissance des plantules de tomate
(Solanum lycopersicum L) afin de déterminer I’impact du chrome (Cr) et d’examiner les effets
protecteurs potentiels de I’EPS et de la chitosane (CHT) dans un environnement in vitro.
Comme le montre la figure 20 (A et B), le chrome a significativement altéré la croissance et la
morphologie des plantules. Sous I’effet du Cr, on a observé une réduction de 48,17 % de la

longueur de la partie aérienne et de 39,30 % de la longueur des racines par rapport au témoin.

Par ailleurs, 1’application combinée d’EPS et de CHT en présence de Cr a permis d’améliorer
la longueur de la partie aérienne, sans différence significative par rapport au témoin. De plus,
la longueur des racines s’est améliorée sous stress au Cr avec 1’utilisation de CHT et de EPS,

comparativement aux plantules soumises aux Cr. Voire la (Fig.20.A).

Les résultats de cette étude ont montré que le Cr a induit une diminution du poids frais dans la
partie aérienne et racinaire des plantules de tomate, respectivement de 57,63 % et 48,61%, par

rapport au groupe témoin, Comme illustré a la (Fig.20.C et D).

Cette recherche a démontré que le Cr a provoqué une réduction du poids sec de la partie aérienne
et des racines des plantules de tomate, qui étaient respectivement de 70,82 % et 56,88 %, en

comparaison au groupe de controle, comme le montre la (Fig.20.E et F).

Toutefois, I’application de I’EPS a significativement atténué les effets négatifs de la Cr, en
augmentant le poids frais de la partie aérienne de 23,30 % par rapport aux plantes soumises aux
Cr (Fig.20.C). De méme, l'application de EPS+CHT+Cr a permis de contrer significativement
les effets déléteres de la Cr, en augmentant le poids frais de partie racinaire a 25,21 %

(Fig.20.D).

Notamment, I’application de CHT et de I’EPS a significativement augment¢ le poids frais de la
partie aérienne chez les plantules de tomate, en conditions normales par rapport aux plantules

soumises aux Cr, De fagon similaire ils ont minimisé les effets du chrome. (Fig.20.C).

Globalement, le traitement des plantules avec du CHT et de L’EPS a non seulement amélioré

les parameétres de croissance, mais a également permis de minimiser les effets déléteres de Cr.
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Figure 20. Les variations de la croissance des plantules et les caractéres morphologiques des plantules de tomate
(Solanum lycopersicum L) cultivées dans des conditions témoins, sous stress de chrome (Cr), ainsi qu’avec les
traitements a 1’exopolysaccharide (EPS) et a chitosane (CHT).
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Figure 21. Les phénotypes des plantules de tomate, ont été observés dans des conditions témoins, bien
irriguées, et soumises a un stress Cr, ainsi qu’avec traitements d'EPS et le CHT.
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I11.2.2. Effet Du chrome (Cr) sur le contenu en chlorophylle et le role des
exopolysaccharides (EPS)

Les effets interactifs de chrome et des traitements ont exercé une influence significative
sur les teneurs en chlorophylle a, chlorophylle b, (Fig.22). En conditions normales, 1’application
d’EPS, de CHT, ainsi que leur combinaison, a conduit a des concentrations pigmentaires
maximales par rapport aux plantes non traitées. Le stress li¢ au Cr a entrainé¢ une diminution
significative de la teneur en Chlorophylle a de 37,51 %, et en Chlorophylle b de 30,45 %, par
rapport au témoin (CK). Cependant, d'augmentation ont été observés dans les plantules traitées
par EPS et CHT par rapport aux plantules soumises aux Cr (Fig.22.A et B). L’EPS et le CHT
et leur combinaison a minimisé les effets délétéres du chrome en EPS+Cr a 23,33 %, en
CHT+Cr a 20,17 %, et en EPS+CHT+Cr a 21,87 %. (Fig.22.A), et pour la chlorophylle b, en
EPS+Cr a 27,53 %, en CHT+Cr a 22,97 %, et en EPS+CHT+Cr a 22,85 %, par rapport aux
plantules exposé aux Cr (Fig.22.B).
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Figure 22. Les variations de chlorophylle a et b des plantules de tomate cultivées dans des conditions témoins, sous
stress de chrome (Cr), ainsi qu’avec les traitements a I’exopolysaccharide (EPS) et a chitosane (CHT).

I11.2.3. Effets de Cr sur les teneurs en H:O: et en malondialdéhyde (MDA) et
le role des exopolysaccharides (EPS) et de chitosane (CHT)

La phytotoxicité CR a été observée en analysant le marqueur de stress oxydatif tel que
le peroxyde d'hydrogéne et le contenu malondialdéhyde dans les semis de tomates. Le peroxyde
d'hydrogene sert d'indicateur de la capacité de pi¢geage des especes réactives de l'oxygene
(ERO) dans les plantules soumises a divers stress, et il est généré comme sous-produit du
métabolisme cellulaire. Les résultats montrent que H2O: a montré une augmentation

significative substantielle de 40,99 % sous stress Cr par rapport au témoin (CK). Comme
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indiqué sur la (Fig.23.A), l'atténuation des teneurs en MDA était similaire a celle de H,O». Les
semis de tomates exposés au stress Cr ont montré une amélioration significative des
concentrations MDA et H>O> par rapport au controle. Cependant, cette tendance a été inversée
par la supplémentation en EPS et en CHT a des semis stressés par Cr. L'application ensemble
de I'EPS et du CHT a considérablement abaissé le niveau de MDA et H>O» de 89,02 % et 37,04,

respectivement, dans les semis traités au Cr que les témoins pertinents (Fig.23. A. B).
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Figure 23. Les variations de contenu MDA et H-O: des plantules de tomate cultivées dans des conditions témoins,
sous stress de chrome (Cr), ainsi qu’avec les traitements a I’exopolysaccharide (EPS) et a chitosane (CHT).

I11.2.4. Effet de Chromium (Cr) sur les Antioxydants enzymatiques et le role
des exopolysaccharides (EPS) et de chitosane (CHT)

Afin de déterminer l'effet d'EPS et de CHT sur le systeme de défense antioxydant
enzymatique des plantules de tomate soumis au stress Cr, I'activité des enzymes antioxydantes,
incluant 'APX, la POD, la CAT, et le PAL, a ¢ét¢ mesurée. Une augmentation de I'activité de
ces enzymes antioxydantes a €été observée chez les plantules traités avec 1'EPS et le CHT,
comparativement au groupe témoin (Fig.24. A. B). Par rapport au témoin (CK), une
amélioration de 32,20 %, et 69,87 %, a été enregistrée pour les enzymes CAT, et APX
respectivement, chez les plantules traitées avec I'EPS (Fig.24. A. B). Le traitement de CHT a
induit une augmentation respective de 21,68 % en PAL, de 94,61 % en POD, et de 173,23 %
en CAT (Fig.24. A.C. D). Le traitement combiné d'EPS et de CHT a entrainé la plus forte hausse
des activités enzymatiques avec des augmentations de et 82,84 %,40 %,140,84 % en APX,
POD, CAT, respectivement, par rapport aux plantules témoins (CK) (Fig.24.A.B.C).
L'exposition au Cr a, quant a lui, induit une hausse des activités des enzymes antioxydantes,

CAT, POD, de 76,99 %, 240 % respectivement, par rapport aux plantules témoins (CK). Une
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réduction de I’activité des enzymes antioxydantes APX, PAL, de 67,58 %, 37,75 %, a été
constatée chez les plantules exposé aux Cr, par rapport aux plantules CK et les plantules traitées

avec I'EPS et CHT et leurs combinaisons.
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Figure 24. Effet de 'application combinée d’EPS et de CHT sur (A) la catalase CAT, (B) ascorbate
peroxydase APX, (C) peroxydase POD, et (D) Phénylalanine Ammonia-Lyase PAL, du mais en conditions
du Cr.

II1.2.5. L'EPS et le CHT atténuent les Contenu total en composés phénoliques

(TPC), flavonoides (TFC) chez les plantules de tomate soumis a un stress aux
Cr

L’effet d'EPS et de la CHT sur les plantules de tomate soumises aux Cr a été évalué en
fonction de différents métabolites secondaires tels que la teneur en phénols totaux, et en

flavonoides. Sous stress Cr, les métabolites secondaires, a savoir les phénols totaux, ont

considérablement diminuait de 22,05 %, les métabolites secondaires, a savoir les flavonoides
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totaux, ont considérablement augmenté de 43,51 %, par rapport au témoin (CK). Les traitements
au EPS et a la CHT ont conduit a une augmentation de la teneur en métabolites secondaires par
rapport au groupe témoin. Une amélioration des teneurs totales en phénols, et en flavonoides a
¢été observée chez les plantules traitées avec I'EPS, de 47,95 % a TFC, par rapport au témoin
(CK). Le traitement combiné au EPS et a la CHT a encore renforcé la teneur en métabolites
secondaires TFC et TPC dans les plantules, avec des hausses respectives de 79,04 %, 39,61 %
par rapport aux plantules témoins (CK). L’application d'EPS et de la CHT sur les plantules
exposées au Cr a entrainé une augmentation supplémentaire des teneurs en flavonoides de 40,40
% en EPS+Cr, de 62,61 % en CHT+Cr, et de 38,18 % en EPS+CHT+Cr, en comparaison avec
le groupe témoin, et en phénols totaux de 13,84 % en EPS+Cr, 19,35 % en CHT+Cr, et de 13,50
% en EPS+CHT+Cr, par rapport aux plantes inoculées non traitées. Avec le traitement au CHT,
les augmentations ont été respectivement de 05,28 % en TPC, par rapport aux plantes inoculées
non traitées (Cr). Toutefois, ’application combinée du EPS et de la CHT a entrainé une
¢lévation encore plus importante des teneurs en phénols totaux 39,61%, et flavonoides 79,04 %
chez les plantules stressées par le Cr, en comparaison avec les plantes uniquement inoculées

(Cr) (Fig.25. C. D).

I11.2.6. L'EPS et le CHT atténuent les niveaux de glutathion (GSH) et de

proline chez les plantules de tomate soumis a un stress aux Cr

La proline et le glutathion sont considérés comme des marqueurs essentiels du stress
causé par les métaux lourds. Dans la présente étude, une augmentation significative de 53,87
%, du niveau de GSH a été observée chez les plantules de tomate cultivés dans des conditions
de stress aux Cr par rapport au témoin (Fig.25.A). Cependant, I’apport individuel ou combiné
d'EPS et de CHT a induit la synthese de GSH aussi bien chez les plantules stressées que non
stressés (Fig.25.A). L’application conjointe d'EPS et de CHT s’est révélée plus efficace,

diminue le taux de GSH de 26,29 % par rapport au plantes exposées au métal.

Les résultats de cette étude ont montré que la phytotoxicit¢ de Cr entrainait une
augmentation significative de 244,56 % du taux de proline chez les plantules de tomate cultivés
dans un milieu contaminé¢ par le Cr, comparativement au témoin (Fig.25.B). Toutefois,
I’application d'EPS et de CHT a encore accru la teneur en proline chez les plantes cultivées sous

stress Cr (Fig.25.B). Les groupes traités avec Cr+EPS, Cr+CHT et Cr +EPS + CHT ont présenté
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respectivement une augmentation de 116,84 %, 228,42 % et 152,28 % du niveau de proline par

rapport aux plantules traitées uniquement aux Cr (Fig.25.B).
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Figure 25. Effet de 1'application combinée d’EPS et de CHT sur (A) sur la teneur en GSH, (B) sur la

teneur en Proline, (C) sur le contenu phénolique total, et (D) sur flavonoides, du mais en conditions du
Cr.
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Le chrome est un polluant toxique qui existe sous plusieurs états d'oxydation, dont la
forme hexavalente (Cr (VI)) est la plus nocive pour la santé des plantes. En raison de sa
ressemblance structurelle avec les ions sulfate et phosphate, il pénétre dans les plantes via leurs
transporteurs spécifiques, perturbant ainsi 1’absorption de ces nutriments, ce qui entraine une
croissance végétale réduite, une activité photosynthétique affaiblie et, en fin de compte, une

diminution de la productivité.

En tant que métal réactif, le Cr (VI) induit une formation excessive d’especes réactives
de I’oxygene (ERO), ce qui provoque la dénaturation des protéines, la peroxydation des lipides
et, finalement, des dommages membranaires au niveau des tissus végétaux. De plus, la toxicité
du Cr (VI) dégrade la qualité du sol en affectant négativement les populations microbiennes,
entravant 1’activité des enzymes du sol responsable de la disponibilité des nutriments dans la

rhizosphére et de leur absorption par les plantes.

Les plantes activent divers mécanismes de défense tels que la synthése d’osmolytes, les
activités antioxydantes (enzymatiques et non enzymatiques), etc., pour lutter contre le stress
oxydatif induit par le Cr (VI). En outre, certains métabolites soufrés comme la cystéine (Cys),
le sulfure d’hydrogeéne (H-2S), le glutathion (GSH), etc., sont reconnus pour leur role dans la
détoxification des métaux et la régulation redox, aidant ainsi a conférer une tolérance au stress
métallique chez les plantes. Cependant, 1’activation de ces mécanismes en réponse au stress au
Cr (VI) dépend de la concentration et dépasse souvent le potentiel de défense des cultures. De
plus, la réponse au Cr (VI) varie selon les génotypes au sein d’une méme espece végétale,

certains montrant une tolérance plus €élevée que d’autres.

Ces dernicres années, les roles des exopolysaccharides (EPS) et de la chitine (CHT) ont
suscité un intérét croissant en raison de leur capacité a atténuer le stress causé par les métaux
lourds (HM). Les EPS, macromolécules biologiques, régulent plusieurs processus
physiologiques et métaboliques chez les plantes, allant du développement des racines a la
régulation de la photosynthése et aux modifications reproductives. De plus, ils induisent une
tolérance au stress métallique en agissant comme piégeurs d’ERO, en stimulant la synthese
d'antioxydants, en protégeant les structures membranaires, en favorisant la chélation des

meétaux, etc.

Par ailleurs, la chitine, un biopolymere, peut aider les plantes a survivre dans des
environnements hostiles grace a sa capacité a tolérer le stress métallique. Les mécanismes mis

en ceuvre par la CHT comprennent : a) I’amélioration de la disponibilité des nutriments (en
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particulier le phosphore) par I’augmentation de la diversité microbienne du sol et de 1’activité
des enzymes du sol, b) I’amélioration de I’absorption des nutriments via I’augmentation de la
surface absorbante des racines, c) la restriction de I’absorption des métaux par la séquestration
des ions métalliques dans les hyphes fongiques, d) la sécrétion de composés chélateurs de
métaux tels que la glomaline, e) la dilution de la concentration de métaux par I’augmentation

de la biomasse végétale, f) I’activation de la synthése d’osmolytes et d’antioxydants, etc.

Méme en présence d’une toxicité au Cr (VI), les roles protecteurs des EPS et/ou de la
CHT ont été récemment confirmés (Wang et al., 2025). Cependant, a ce jour, aucune étude n’a
¢té menée sur les roles interactifs des EPS et de la CHT, ce qui nécessite des recherches
approfondies. Par conséquent, cette étude a été réalisée afin d’analyser les effets comparés et
cumulatifs de l'application d’EPS et de CHT dans I'atténuation des effets toxiques du stress au

Cr (VI) chez les plantules de tomate.

Les résultats ont montré que 1'exposition au Cr réduisait considérablement la croissance
des plantules de tomate par rapport aux plantules témoins (Fig.20), la diminution des parameétres
de croissance constatée dans cette recherche est également due aux dommages causés aux
racines par le Cr, entravant le transport des minéraux vers les parties aériennes et perturbant
ainsi la physiologie générale des plantules de tomates (Ahammed et al., 2025). La présente
étude a révélé que le stress Cr avait un effet délétere sur la croissance des plantules, en
particulier sur la longueur des parties aériennes, la longueur des racines et la biomasse. En appui
a nos observations, une réduction similaire de la longueur de la partie aérienne, et du poids frais
et sec, de la longueur des racines, ainsi que du poids frais et sec des racines, a été rapportée chez
la tomate traitée avec le chrome (Sharma, Raja, Sushma, et al., 2025). Le Cr considérablement
diminuer la longueur des pousses et des racines, ainsi que la biomasse globale des plantules de
tomate, ce qui entrave la croissance des plantules. Cette étude confirme que le Cr a sévérement

limité la croissance et le développement de tomate.

Ces derniceres années, l'application de EPS a démontré une amélioration de la croissance
végétale en conditions de stress abiotique (Vanacore et al., 2022). Des études antérieures ont
montré que l'application d'EPS et de CHT sur des plantes contribuait a atténuer les effets
négatifs du stress Cr (Qin et al., 2024a). De méme, chez la tomate, I'application d’EPS a permis
d'accroitre la biomasse végétale et de réduire le stress oxydatif induit par le Cr, notamment en
augmentant l'activité des enzymes antioxydantes (Altaf et al., 2024a). Ainsi ont également

observé que ’application d’EPS peut améliorer la biomasse végétale et renforcer la réponse
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antioxydant face au stress métallique (Lopez-Bucio et al., 2022). Ces résultats sont corroborés
par nos propres observations suite a l'application d'EPS sur les plantules de tomate,

comparativement aux plantes témoins (Gupta & Seth, 2021) (Fig.20).

L’analyse FTIR a confirmé la présence de groupes fonctionnels impliqués dans I’activité
biologique de I’EPS. Le large pic d’¢élongation O—H vers ~3372 cm™ ainsi que les fortes
vibrations C—O—C autour de 1055 cm™ confirment la structure polysaccharidique. De maniére
significative, la présence de groupes carboxyles et/ou amides (1650 cm™) ainsi qu’une vibration
a basse fréquence vers 554 cm™! pourraient jouer un role crucial dans la séquestration du Cr¢*,
soutenant ainsi le role de I’EPS dans 1’atténuation du stress oxydatif induit par le chrome chez

les plantules de tomate en culture hydroponique (Figl4).

Dans les présentes investigations, l'application exogéne d'EPS ou de CHT a
significativement amélioré la croissance des plantules, aussi bien en conditions stressées par le
Cr (VI) qu'en conditions non stressées, comme en témoigne I'accumulation de biomasse seche
au niveau des racines et des tiges. Fait intéressant, l'efficacité de ces deux agents d'atténuation
s'est révélée plus élevée lorsque les plantules étaient exposées au stress induit par le Cr (VI), et

cette efficacité s’est encore accrue avec I’augmentation du niveau de toxicité métallique.

L’ augmentation observée du poids sec des plantules de tomate traitées avec EPS et CHT
pourrait étre due a I’implication de I’EPS et du CHT dans la modification de I’architecture et
de la croissance racinaire, par la stimulation de la biosynthése de la lignine et de la cellulose
(Raja et al., 2023a). De plus, ’EPS et le CHT pourraient avoir induit la formation de racines
adventives et latérales en modulant la synthese des hormones de croissance végétale (Qin et al.,
2024b). Par ailleurs, I’EPS et le CHT peuvent également favoriser la croissance des plantes en
régulant la prolifération cellulaire, la progression du cycle cellulaire et en prévenant I’arrét du

cycle cellulaire (Kaya et al., 2023).

La chlorophylle (Chl) est le principal pigment photosynthétique, et sa teneur refléte
I’activité photosynthétique des plantes (Sanchez et al., 2023). Dans la présente étude, la
phytotoxicité du Cr (VI) a entrainé la dégradation des pigments photosynthétiques (Chl a et b),
ce qui s’est manifesté par des symptdmes visuels tels que la chlorose et la nécrose des feuilles
de tomate. Dans le méme ordre d'idées, des recherches ont mis en évidence une diminution
similaire de ces paramétres chez les plantes, principalement en raison d'une absorption entravée
de nutriments essentiels tels que 1’azote et le magnésium, constituants fondamentaux de la

structure de la chlorophylle (Hafiz & Ma, 2021a). De plus, le rapport Fv/Fm, indicateur de
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I’efficacité photochimique optimale du photosystéme II (PSII), est connu pour diminuer en
conditions de Cr, ce qui peut étre attribué a une altération des centres réactionnels du PSIL. Un
tel stress peut entrainer une rupture de la connexion entre QA (plastoquinone A) et QB
(plastoquinone B), les accepteurs primaires et secondaires d’électrons, respectivement,

perturbant ainsi la chaine de transport des électrons (Choudhary et al., 2024).

Les tissus végétaux et les chloroplastes peuvent étre endommagés par divers types de
stress. L'inhibition d'enzymes essentielles, dont l'absence compromet l'intégrit¢ de 1'appareil
photosynthétique, constitue la principale cause de cette réduction des pigments chez les plantes
(Hafiz & Ma, 2021b). La chlorophylle provenant de chloroplastes endommagés doit étre
rapidement dégradée en raison de sa forte réactivité, afin d’éviter des dommages cellulaires. Sa
dégradation entraine I’accumulation d’especes réactives de 1’oxygene (ERO), qui peuvent

rapidement détériorer les cellules (Fatai et al., 2024).

L'amélioration significative des parametres de croissance des plantules de tomate
supplémentées en EPS et CHT a conduit a une réduction de la dégradation des pigments
photosynthétiques (Chl a et b). L’EPS et le CHT pourraient avoir préservé les pigments
chlorophylliens ainsi que la structure membranaire des chloroplastes en maintenant la pression
osmotique des cellules, ce qui a permis de conserver la viscosité cytoplasmique nécessaire au
bon fonctionnement cellulaire (Qin et al., 20244a). Le role de I’EPS et du CHT dans I’atténuation
des effets toxiques des métaux lourds (HM) sur la concentration en pigments et dans la
promotion du taux de photosynthese a été observé chez Brassica juncea (Halim et al., 2020a),
Arachis hypogaea (Halim et al., 2020b) et les plants de tabac (Diomande et al., 2025).
L’¢élévation de la concentration en pigments chlorophylliens chez les plantules traitées avec
EPS+COHT pourrait €tre liée a une absorption accrue des nutriments minéraux tels que le Mg,
le P et I'N, qui sont des composants essentiels de la structure de la chlorophylle (Altaf et al.,

2024b).

De son coté, I'EPS et le CHT a contribué¢ a prévenir la perte de chlorophylle en
augmentant les niveaux de magnésium. Ce mécanisme a permis de limiter le stress oxydatif et
de protéger les membranes des thylakoides (Atta et al., 2024). I a également été rapporté que
la CHT améliore le taux de photosynthese, régule le fonctionnement stomatique via la synthese
de ’ABA, et augmente la production de métabolites primaires et secondaires en situations de
stress, par I’intermédiaire du monoxyde d’azote et du peroxyde d’hydrogéne comme signaux

(Amiripour et al., 2025).
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Dans la présente ¢tude, le stress au Cr a entrainé une augmentation du contenu en MDA
chez les plantules de tomate (Fig.23.A). Divers chercheurs ont attribu¢ cette élévation des
niveaux de MDA a une production accrue d'ERO induite par le stress de Cr. Le MDA, sous-
produit de la peroxydation des lipides, refléte directement I’ampleur des dommages causés par
le stress Cr chez les plantules de tomate (Raja et al., 2023b). L'accumulation de MDA découle
ainsi d'une cascade de dommages oxydatifs provoquée par un stress oxydatif accru. Cependant,
l'application exogene de CHT et d'EPS a permis d’atténuer les 1ésions lipidiques et de préserver
l'intégrité structurale des membranes, réduisant ainsi les dommages oxydatifs induits par le

stress Cr.

L’augmentation de la production de peroxyde d'hydrogene (H20:) sous I’effet du stress
induit par Cr entraine principalement des dommages oxydatifs, lesquels perturbent la
peroxydation des lipides membranaires en compromettant leur intégrité (Elkelish et al., 2024)
Dans la présente étude, le stress oxydatif est indiqué par une augmentation des concentrations
de H20: et de MDA chez les plantules traitées au Cr. Ces résultats sont en accord avec ceux
rapportés par (Sharma, Raja, Bhat, et al., 2025a). Le déséquilibre de ’homéostasie redox induit
par I’application de Cr est considéré comme le principal facteur limitant la croissance chez les
plantules de tomate. L application d'EPS et de CHT atténue les effets phytotoxiques de Cr, en
réduisant les niveaux de H.O: et de MDA, ce qui démontre leur role protecteur contre le stress

oxydatif causé par le Cr.

La supplémentation des plantules stressées par le Cr (VI) avec de I’EPS et/ou du CHT
a significativement réduit la production d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) ainsi que la
formation de MDA dans les tissus foliaires. La réduction du stress oxydatif était directement
liée a une diminution de l'accumulation de Cr (VI) dans les tissus aériens et souterrains.
Diverses études ont rapporté le role de I’EPS et du CHT dans la réduction du stress oxydatif
sous différentes conditions de toxicit¢ métallique telles que le Cd (Ghouri et al., 2025), le Pb
(Nazetal.,2025),le Ni (Rahim et al., 2025), etc. L’EPS et le CHT peuvent éliminer ces especes

réactives de I’oxygene en agissant directement comme antioxydants (Devi et al., 2024a).

Les plantes réagissent a la présence d’ERO en activant des enzymes antioxydantes telles
que P’ascorbate peroxydase (APX), la peroxydase (POD), la catalase (CAT) et Phénylalanine
ammonia-Lyase (PAL) afin de maintenir I'homéostasie redox en conditions de stress Cr, la Co-
application d'EPS et de CHT améliore significativement les capacités antioxydantes permettant

I'élimination des ERO, tout en augmentant la teneur relative en eau et en proline. Des résultats
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similaires ont été observés chez les plantes. En outre, les activités des enzymes antioxydantes,
notamment la peroxydase (POD), ont été significativement augmentées, renforcant ainsi la
capacité des plantules a éliminer I’ERO. Ces résultats suggérent que EPS atténue les dommages
oxydatifs et améliore la tolérance a la Cr chez les plantules en stimulant I’activité des enzymes
antioxydantes. Ces observations concordent avec celles rapportées par Zahir et al. et Rezazadeh
et al, qui ont montré que I’application des EPS et de CHT peut renforcer la capacité
antioxydantes, réduire 1’accumulation des ERO et en définitive, améliorer la résilience face a
la Cr. Ce résultat est en accord avec des études antérieures ayant démontré que les EPS et le
CHT traiter les plantules exposées aux Cr en renforcant le systéme de défense antioxydant chez
diverses cultures, notamment la tomate (Ma et al., 2022; Sharma, Raja, Bhat, et al., 2025). 1l
est bien établi que les ERO, générées en conditions de stress Cr, peuvent nuire aux plantules en
induisant un stress oxydatif, les enzymes et les métabolites redox agissant de maniére
synergique pour détoxifiés ces ERO. Toutefois, certaines études, telles que celle de Wang et al,
proposent une vision différente, suggérant que le traitement par EPS et CHT pourrait réduire la
production d’ERO, comme en témoigne la diminution des activités enzymatiques de
détoxification (POD, APX, PAL et CAT), ainsi qu’une réduction de I’accumulation de Cr. De

maniére similaire,

Dans la présente étude, I’EPS et le CHT ont pu maintenir 1’équilibre des ERO en
augmentant ’activité des principales enzymes antioxydantes : I’APX, la CAT et la POD. De
plus, ’augmentation de ’activité de la POD a été la plus marquée parmi ces enzymes, ce qui
pourrait contribuer a réduire la production de H20: en le convertissant en Oz et H.O grace a
l'action accrue des enzymes CAT et GPOX, conduisant ainsi a une diminution de la teneur en
H20: chez les plantules traitées avec EPS + CHT. Les effets stimulants de I’EPS et du CHT sur
I’activité des enzymes de détoxification des ROS mentionnées ci-dessus pourraient étre dus a
une acquisition améliorée de nutriments tels que I’azote (N), le fer (Fe) et le zinc (Zn), qui sont

des composants structurels de ces métalloenzymes (SOD, CAT, POD) (Devi et al., 2024b) .

La proline joue un rdle important dans 1I’osmorégulation en conditions de stress (Deng
et al., 2025). Elle réduit le potentiel osmotique latent des cellules, ce qui permet de maintenir
une forte pression de turgescence, augmentant ainsi la capacité de la plante a optimiser les
réserves de stockage pour soutenir le métabolisme en situation de stress, tout en préservant la
croissance et le développement de la plante (Adamipour et al., 2025). L application de Cr dans
les plantules de tomate a entrainé une augmentation de la teneur en proline (Fig.25.B). Une

¢tude antérieure a réveélé une accumulation accrue d’osmolytes, tels que la proline, chez des
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plantules exposées au stress Cr (Shah et al., 2024), 'accumulation de proline résulte soit dune
augmentation de la dégradation des protéines conduisant a la libération d'acides aminés, dont
la proline, soit d'une augmentation de l'activité des enzymes impliquées dans la biosynthése de
la proline, soit encore d'une diminution de son oxydation. L'application d'EPS et de CHT a
entrainé une réduction de I'accumulation de proline chez les plantules traitées aux Cr,
comparativement aux plantules témoins. Nos résultats sont en accord avec les travaux de

Upadhyay et al et Vardharajula et al.

Les résultats d'autres études soutiennent également 1'effet bénéfique d'EPS et de CHT
sur le systéme antioxydant des plants soumis a un stress métallique. Une diminution de la
syntheése de la cystéine a été observée chez les plantes traitées au EPS et au CHT comparées
aux témoins. Xiang et Oliver (1998) ont rapporté que la cystéine est un précurseur du glutathion
réduit (GSH). La teneur plus élevée en cystéine chez les plants. Les plantes exposées aux Cr
indiquent une augmentation de la synthése de GSH, comme 1'ont observé d'autres chercheurs.
Jozefezak et al. (2012) ont montré que le GSH protége les cellules végétales contre la
phytotoxicité induite par les métaux en formant des complexes non toxiques. De méme, Hasan
et al. (2016) ont rapporté que la présence de GSH dans les organites végétaux agit comme un
tampon pour maintenir 1'équilibre rédox et atténuer le stress abiotique. Souri et Karimi (2017)
ont mis en évidence I'implication du GSH dans I’atténuation de la toxicité de Cr par la
modulation de la synthése des phytochelatines (PCs) liant au Cr. Il est supposé que 1'EPS et le
CHT participent a la formation de complexes Cr-PCs chez les plantes supplémentées. L'acide
L-glutamique est un précurseur commun du GSH et de la proline ; il existe par ailleurs une
corrélation fondamentale entre le métabolisme du GSH et la synthése de proline dans
I’atténuation de la phytotoxicité induite par les métaux. En tant qu’osmorégulateur et
antioxydant, la proline piege les ERO afin de prévenir la détérioration des biomolécules lors de
la déshydratation et de permettre 1’allocation de réducteurs, conférant ainsi aux plantes une

meilleure tolérance au stress abiotique.

Nos recherches ont démontré une augmentation significative des teneurs en TFC et TPC,
chez les plantules traitées par CHT et EPS, tant en conditions normales qu’en aux Cr
(Fig.25.C.D). Ces résultats concordent avec des études antérieures ayant observé une
augmentation substantielle du TPC chez des plantes traitées aux CHT en condition de stress Cr
par (Quitadamoet al., 2021). De plus, l'application d'EPS et de CHT a permis d'augmenter les
niveaux de composés antioxydants tels que les composés phénoliques et flavonoides chez les

plantules. Des études complémentaires ont également indiqué que I’application d'EPS et la CHT
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stimule la production de métabolites secondaires tels que les composés phénoliques, améliorant
ainsi I’état osmotique et hydrique des plantes soumises a un stress abiotique (Wang et al., 2025).
Bien que I’accumulation d'antioxydants non enzymatiques puisse protéger les composants
cellulaires contre les dommages causés par les radicaux libres, elle ne permet pas de neutraliser
efficacement et complétement les radicaux réducteurs tels que le superoxyde ou les
hydroperoxydes instables. Par conséquent, la nature a mis en place des enzymes spécifiques

pour neutraliser ces composés.

58



Conclusion et perspective



Conclusion et perspective

Le Cr constitue une menace majeure pour la productivité agricole mondiale et la sécurité
alimentaire. Les résultats de cette étude ont démontré que le stress chromique affecte
négativement la croissance, la biomasse, le rendement et la teneur chlorophyllien des plantules
de tomate, tout en induisant I'accumulation de MDA et H»O; ainsi que 'augmentation des
activités enzymatiques de la CAT, et de la POD. L'application exogéne d’EPS et de CHT a
permis d'atténuer les effets déléteres de Cr des plantules de tomate, conduisant a une
amélioration de la croissance et de la biomasse des plantules. L’étude conclut que I’application
exogene d’EPS et de CHT favorise 1’ajustement métallique, renforce le systéeme de défense
antioxydant et protége les pigments photosynthétiques en conditions de stress chromique, ce
qui stimule la croissance globale des plantules de tomate. Toutefois, 1’influence de
I’homéostasie redox sur la réponse défensive induite par ces protecteurs reste relativement

faible.

En ce qui concerne les parametres évalués tels que la biomasse, le rendement et 1’activité
antioxydante, les EPS se sont révélées plus efficaces en tant de régulateurs de croissances,
contre le stress chromique. Néanmoins, pour plusieurs parameétres liés au stress de Cr, la
réponse des plantules traités a CHT est comparable a celle observée avec les EPS. Par ailleurs,
I’application combinée d’EPS et de CHT s’est avérée plus efficace pour induire une tolérance
aux Cr chez la tomate que I'utilisation individuelle de chacun de ces agents. Des recherches
supplémentaires et des essais en conditions réelles sont nécessaires pour valider 1'applicabilité

pratique de ces résultats et formuler des recommandations fiables a I’intention des agriculteurs.

Par conséquent, la présente étude a conclu que 1'utilisation combinée de I’EPS et du
CHT pourrait constituer une stratégie bénéfique pour renforcer la tolérance des plantules de
tomate a la toxicité du Cr (VI). Ainsi, des études complémentaires devraient étre menées afin
d’identifier les mécanismes précis impliqués dans le role de I’EPS et du CHT dans

I’amélioration de la tolérance des plantes en conditions de stress induit par le Cr (V).
Sur la base de ces résultats, les recommandations suivantes peuvent étre formulées :

e La réhabilitation des sites contaminés par le chrome est fortement recommandée avant
tout semis ou programme de plantation.

e La surexpression des genes codant pour les enzymes de la voie ascorbate-glutathion
chez les plantes, notamment les plantes cultivées, par des approches de génie génétique,
pourrait conférer une protection endogene permettant de lutter contre le stress oxydatif

induite par le chrome.
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Résumé

Les exopolysaccharides (EPS) et le chitosane (CHT) sont des régulateurs de croissance végétale polyvalents, jouant plusieurs roles
dans la promotion de la croissance des plants soumises a des stress causés par les métaux lourds, Le stress dii aux chrome (Cr) perturbe les
processus cellulaires et physiologiques des plantes de tomate, entrainant des pertes de rendement substantielles, en particulier dans les régions
arides et semi-arides. L objectif de cette étude était d’évaluer I’effet bénéfiques tant individuels que combinés des EPS comme biostimulant et
de CHT sur les caractéristiques morpho-physio-biochimiques des plantules de tomates (Solanum lycopersicum L), en présence ou en absence
de Cr. Une expérience selon un plan complétement aléatoire a ét¢ conduite avec huit répétitions contenant chacune dix plantules de tomate
cultivée in vitro, apres 7 jours de traitement, les plantules ont été récoltés et analysés pour divers paramétres morphologiques, physiologiques
et biochimiques. Les résultats ont montré que le Cr affectait négativement la biomasse fresh et séche de la partie racinaire et aérienne, et la
longueur végétale, et I'application exogéne d’EPS et de CHT isolées ou en combinaison réduit considérablement les dommages causés par le
Cr et, en augmentant la teneur en chlorophylle et en inhibant la production excessive de marqueurs de stress oxydatif comparativement aux
plantules non traitées. De plus, les plantules traitées ont présenté une amélioration du systéme de défense antioxydant, caractérisée par une
activité accrue des antioxydants enzymatiques (ascorbate peroxydase APX, peroxydase POD, Phénylalanine Ammonia-Lyase PAL, catalase
CAT), d’améliorer leur tolérance a la toxicité du Cr, les résultats suggérent que I’application d’EPS et de CHT, seules ou associées, présente
un fort potentiel pour atténuer la toxicité du chrome chez la tomate, et potentiellement chez d’autres espéces cultivées. Ces résultats peuvent
ouvrir la voie a des recherches approfondies et a une application élargie des stimuli biologiques afin d’aider les plantes a surmonter les
conditions environnementales extrémes de I’espace.

Mots-clés : Chitosane ; Métaux lourds ; Tomate ; Biopolyméres ; Biostimulants ; Stress oxydatif ; antioxydants enzymatiques.

Abstract

Exopolysaccharides (EPS) and chitosan (CHT) are multifunctional plant growth regulators that play several roles in promoting the
growth of seedlings exposed to heavy metal-induced stress. Chromium (Cr) stress disrupts the cellular and physiological processes in tomato
plants, leading to substantial yield losses, particularly in arid and semi-arid regions. The aim of this study was to evaluate the individual and
combined beneficial effects of EPS as a biostimulant and CHT on the morpho-physio-biochemical characteristics of tomato seedlings (Solanum
lycopersicum L.) in the presence or absence of Cr. A completely randomized design experiment was conducted with eight replicates, each
containing ten in vitro-cultivated tomato seedlings. After seven days of treatment, the seedlings were harvested and analyzed for various
morphological, physiological, and biochemical parameters. The results showed that Cr negatively affected fresh and dry biomass of both root
and shoot systems, plant length, and that the exogenous application of EPS and CHT, individually or in combination, significantly reduced Cr-
induced damage by increasing chlorophyll content and inhibiting the excessive production of oxidative stress markers compared to untreated
seedlings. Furthermore, treated seedlings exhibited an enhanced antioxidant defense system, characterized by increased activity of enzymatic
antioxidants (ascorbate peroxidase APX, peroxidase POD, phenylalanine ammonia-lyase PAL, and catalase CAT), improving their tolerance
to Cr toxicity. The results suggest that the application of EPS and CHT, alone or in combination, has strong potential to mitigate chromium
toxicity in tomato plants, and potentially in other cultivated species. These findings may pave the way for further research and broader
application of biological stimuli to help plants overcome extreme environmental conditions, including those encountered in space.

Keywords: Chitosan; Heavy metals; Tomato; Biopolymers; Biostimulants; Oxidative stress; Enzymatic antioxidants



