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Summary

The agriculture industry is frequently affected by various abiotic stresses limiting plant
productivity. Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most important food crops
worldwide, frequently cultivated in regions with adverse conditions like saline soils (i.e.
Mediterranean basin). To decrease the negative effect of salinity and improve growth
performance, some strategies have been used, such as exogenous application of plant growth
regulators (i.e. gibberellic acid, GA3), or arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) inoculation.
This PhD thesis aims to provide new knowledge about the cross-talk effect of exogenous GA3
application and AMF inoculation on growth of tomato plants. This thesis was conducted to
investigate the effect of the interaction between foliar GA3 application and AMF inoculation
on the growth of salinized tomato (Solanum lycopersicum L.) plants, and was focused on the
study of the modification of the hormonal balance as a key factor for the regulation of the
interaction between GA3; and AMF. Also, it has been studied the role of ethylene in the
interaction between foliar GA3 application and arbuscular mycorrhizal fungi inoculation in
salinized tomato plants. In this thesis, it was also tried to advance the current understanding
on the interactions between foliar GA3 application and AMF inoculation on growth,
photosynthetic parameters, and hormonal balance under high level of salinity.

Three genotypes of tomato (Solanum esculentum Mill cv. Micro-Tom, MT) and the
tomato mutants Never-ripe (Nr) with low ethylene sensitivity and Epinastic (Epi) ethylene
overproducer, plus two variety of tomato plants (Solanum lycopersicum L. cv. Rio Grande)
and (Solanum lycopersicum L. cv. TT-115) were used for all the experiments developed in
this thesis. From the results obtained using the tomato hybrid cultivar TT-115, it was observed
that the growth improvement observed in AMPF-inoculated tomato plants under salinity
conditions was mainly associated to ionic factors while the alleviating effect of GAj
application and its interaction with AMF appear to be due to changes in the hormonal balance.
This suggests that there is an interactive positive effect between GAs and AMF which
alleviates growth impairment under salinity conditions by modifying the hormonal balance of
the plant. It was also examined the effect of the interaction between foliar GAs application
and AMF inoculation on growth, photosynthetic parameters, and hormonal balance under

high salinity level, and how these changes may affect the plant adaptation to salinity.

Finally, it was studied the role of ethylene in the interaction between foliar GA3

application and arbuscular mycorrhizal fungi inoculation in salinized tomato plants. Foliar



spraying with GA3 improved the biomass production of the three genotypes (MT, Nr, and
Epi) evaluated, while AMF colonization increased the growth of ethylene overproducer
mutant (Epi) under salinity conditions. Foliar GAj3 application was found to increase the
endogenous concentration of gibberellins in the three genotypes, decreased the cytokinin
trans-zeatin as well total cytokinins in the three genotypes evaluated except for ethylene-
sensitive Epi in AMF-plants. While the AMF inoculation provoqued an increase gibberellin
only in MT and ethylene-sensitive Epi plants. This suggests that there is an important role of

ethylene in the growth impairment under salinity conditions.



Resumen

La industria agricola se ve frecuentemente afectada por diversos estresess abidticos que
limitan la productividad de las plantas. El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los
cultivos alimentarios mds importantes del mundo, frecuentemente cultivado en regiones con
condiciones adversas como suelos salinos (por ejemplo, la cuenca mediterrdnea). Para
disminuir el efecto negativo de la salinidad y mejorar el rendimiento del crecimiento, se han
utilizado algunas estrategias, tales como la aplicacidon exdgena de reguladores del crecimiento
de las plantas (como el &acido giberélico, GA3) o inoculacién de hongos micorrizicos
arbusculares (AMF). Esta tesis doctoral tiene como objetivo proporcionar nuevos
conocimientos sobre la interaccion de la aplicacion exdgena de GA3 y la inoculacion de AMF
en el crecimiento de plantas de tomate bajo condiciones de salinidad (Solanum lycopersicum
L.). Se ha enfocado en el estudio de la modificacién del equilibrio hormonal como factor
clave para la regulacion de la interaccion entre GA3z y AMF. También se ha estudiado el papel
del etileno en la interaccion entre la aplicacion foliar de GA3 y la inoculacion de hongos
micorrizicos arbusculares en plantas de tomate salinizadas. Se ha tratado también de avanzar
en la comprension de la interaccion entre la aplicacion foliar de GA3 y la inoculaciéon de AMF
sobre el crecimiento, los pardmetros fotosintéticos y el equilibrio hormonal bajo alto nivel de

salinidad.

Tres genotipos de tomate (Solanum esculentum Mill cv. Micro-Tom, MT) y los
mutantes de tomate never ripe (Nr) con baja sensibilidad al etileno y el sobreproductor de
etileno epinastic (Epi), méas dos variedades de tomate (Solanum lycopersicum L. cv Rio
Grande) y (Solanum lycopersicum L. cv. TT-115) para todos los experimentos desarrollados

en esta tesis.

A partir de los resultados obtenidos con el cultivo hibrido de tomate TT-115, se
determiné que la mejora del crecimiento en plantas de tomate inoculadas con AMF en
condiciones de salinidad estaba asociada principalmente a factores i6nicos mientras que el
efecto mitigador de la aplicacion de GA3 y su interaccion con AMF parecen debido a cambios
en el equilibrio hormonal. Esto sugiere que existe un efecto positivo interactivo entre GAs y
AMEF que alivia el deterioro del crecimiento bajo condiciones de salinidad modificando el
equilibrio hormonal de la planta. También se ha estudiado el efecto de la interaccion entre la

aplicacion foliar de GAj3 y la inoculacion de AMF en el crecimiento, los parametros



fotosintéticos y el equilibrio hormonal a alto nivel de salinidad, y cémo estos cambios pueden

afectar la adaptacion a la salinidad.

Finalmente, se ha abordado el papel del etileno en la interaccién entre la aplicacién
foliar de GA3 y la inoculacién de hongos micorrizicos arbusculares en plantas de tomate
salinizadas. Se ha comprobado que la fumigacién con GA3 mejora la produccién de biomasa
de los tres genotipos (MT, Nr y Epi), mientras que la colonizacion de AMF aumenté el
crecimiento del mutante sobreproductor de etileno (Epi) en condiciones de salinidad. Se
encontré que la aplicacion foliar de GA3 aumentaba la concentracién endégena de giberelinas
en los tres genotipos, disminuyd la citoquinina bioactiva trans-zeatina y las citoquininas
totales en los tres genotipos evaluados excepto para las plantas sensibles a etileno Epi
micorrizadas. La inoculacion con AMF provocd un aumento de la giberelina s6lo en MT y
mutantes sensibles a etileno Epi. Esto sugiere que hay un papel importante del etileno en el

deterioro del crecimiento bajo condiciones de salinidad.



Résumé

L'industrie agricole est fréquemment affectée par différentes contraintes abiotiques limitant la
productivité des plantes. La tomate (Solanum lycopersicum L.) est I'une des plus importantes
cultures vivrieres dans le monde entier, souvent cultivées dans les régions ou les conditions
sont défavorables comme les sols salins (a savoir le bassin méditerranéen). Pour diminuer
l'effet négatif de la salinité et améliorer la performance de la croissance, certaines stratégies
ont été utilisées, telles que 1'application exogene de régulateurs de croissance des plantes (par
exemple : I'acide gibbérellique, AG3) ou l'inoculation par des mycorhizes a arbuscules (AMF).
Cette theése de doctorat vise a fournir des nouvelles connaissances sur l'effet interactif de
l'application exogene de I’AGs3 et I'inoculation avec 'AMF sur la croissance des plantes de
tomate. Cette these a ét€ menée pour €tudier 1'effet de l'interaction entre 1'application foliaire
d'AGs et l'inoculation avec I'AMF sur la croissance de la tomate cultivée (Solanum
lycopersicum L.) en présence de NaCl. Nous nous sommes concentrés sur 1'étude de la
modification de 1'équilibre hormonal comme facteur clé pour la régulation de l'interaction
entre I’AGs et I’AMF. De plus, nous avons étudié le role de I'éthyléne dans l'interaction entre
l'application foliaire de 1’AGs et l'inoculation avec des champignons mycorhiziens a
arbuscules chez des plantes de tomate traitées par le sel. Dans cette theése, nous avons
également essayé de faire avancer la compréhension actuelle sur I'effet de 1'interaction entre
l'application foliaire de 1’AGs et I'inoculation avec I'AMF sur la croissance, les parametres

photosynthétiques et I'équilibre hormonal a une concentration élevée du sel.

Trois génotypes de tomate (Solanum Esculentum Mill): Micro-Tom, (MT), Never ripe
(Nr) avec une faible sensibilité a 1'éthylene et Epinastic surproducteur d’éthyleéne (Epi), plus
deux variétés de tomate (Solanum lycopersicum L. cv Rio Grande) et (Solanum lycopersicum
L. cv. TT-115) ont été utilisés dans toutes les expériences faites dans cette these. A partir des
résultats obtenus en utilisant le cultivar hybride de tomate cv TT-115, il a ét€ démontré que
'amélioration de la croissance observée chez les plantes de tomate inoculées par I’AMF en
conditions de salinité était principalement associée a des facteurs ioniques alors que l'effet
allégeant de l'application d’AG; et son interaction avec I’AMF semblent étre due a des
changements dans 1'équilibre hormonal. Cela suggere qu'il existe un effet positif interactif
entre 'AG et 'AMF qui a atténué 1'altération de la croissance en conditions de salinité en
modifiant 1'équilibre hormonal de la plante. Nous avons également examiné I'effet de

l'interaction entre l'application foliaire de I’AG3 et I'inoculation avec I'AMF sur la croissance,









































































































































































































































































































Chapitre IV

Figure 1. La masse de matiere fraiche (MF) des parties aériennes (PA) (A), MF des racines
(R) (B) et la MF totale (C) des plantes de tomate (cv. Rio Grande) inoculées (AM) ou non
(NAM) avec Rhizophagus irregularis et traitées durant 2 semaines par : 0 M AG3 + 0 mM
NaCl, 10° M AGs + 0 mM NaCl, 0 M AGs + 200 mM NaCl et 10° M AG3 + 200 mM NaCl.
Les données sont des moyennes de six plantes + erreur standard. Les barres surmontées de la
méme lettre ne different pas de maniere significative selon le test de Duncan a P <0.05.
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Chapitre IV

3.3. Parametres morphologiques

Le tableau 2 montre que, sur milieu témoin, la longueur de la tige et la longueur des
entrenceuds ont augmenté, chez les plantes inoculées par I’AM, ainsi que chez les plantes
traitées a la fois par l'application de I’AG; et par l'inoculation par ’AM tandis que
I’inoculation n’a pas changé la distribution de la tige mais la pulvérisation par ’AG3 a

augmenté d’une facon significative cette distribution (Tableau 2).

Il est important de noter que bien que le niveau de salinité élevé a diminué tous les
parametres morphologiques des parties aériennes par rapport aux témoins sans sel,
l'inoculation par I'AMF, 1'application exogene par I’AGs; ou leur interaction ont augmenté la
longueur de la tige et la longueur des entrenceuds par rapport aux plantes non-traitées par
I’AGs et/ou inoculées avec ’AMF (Tableau 2). Cependant, l'application foliaire de I’AGs3
seule ou son interaction avec 1'inoculation par ’AM a diminué la distribution des tiges par

rapport aux plantes non-traitées par I’AGs et/ou inoculées avec I’AMF (Tableau 2).

Tableau 2. Longueur des tiges (cm) et longueur des entrenceuds (cm) ainsi que la distribution
des tiges (g/cm) des plantes de tomate (cv. Rio Grande) inoculées (AM) ou non (NAM) avec
Rhizophagus irregularis et traitées durant deux semaines avec : 0 M AG3; + 0 mM NaCl, 10°
M AG3+ 0 mM NaCl, 0 M AG3 + 200 mM NaCl et 10° M AGs + 200 mM NaCl. Les données
sont des moyennes de six plantes + erreur standard. Les mémes lettres ne different pas de
maniere significative selon le test de Duncan a P <0.05.

Longueur de la tige Longueur Distribution de la tige
(cm) d’entrenceuds (cm) (g/cm)

NAM 38.00+0.29d 517+ 0.17 be 1.84 £0.02 be

0 M GA,+ 0 mM NaCl AM 4333+033Db 6.17+0.17 a 1.70 £0.01 cd
NAM 41.00+058 ¢ 550+029b 268 £0.09 a
10°M GA;+ 0 mM NaCl AM  4767+120a 6.17+0.17 a 200£0.07 Db
3038 +0.17 f 4.00+0.00d 1.64 £0.04 d

O0MGA;+200 mMNaCl 0 3400058 ¢ 483+ 0.17 ¢ 1.67 £0.01 od
NAM 35.00£029 ¢ 483+ 0.17¢ 1.27+£0.10 e

-6 _I_

10°M GA,+ 200 mM NaCl 38.000.58 d 550 029b  135£003e
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Chapitre IV

3.4. La fluorescence chlorophyllienne

En absence de NaCl 200 mM, I’inoculation et/ou la pulvérisation par ’AG3 n’a aucun effet
sur le rendement quantique maximal (Fv/Fm) par rapport a celles des plantes témoins non-

traitées par le sel (Figure 2A).

La salinité a entrainé une diminution significative du rendement quantique maximal
(Fv/Fm) des plantes de tomate par rapport a celles des plantes témoins non-traitées par le sel,
cependant l'inoculation par ’AM ou l'application foliaire de 1’AGs, mais surtout leur
interaction a augmenté ce parametre respectivement par rapport aux plantes non-traitées par

1I’AGs; et/ou par I’inoculation apres deux semaines de traitement (Figure 2A).
3.5. Les parametres photosynthétiques

En absence de NaCl 200 mM, les plantes de tomate inoculées par I’AM ont montré des
valeurs plus élevées de gs, Pn et WUE que les plantes non-inoculées. En outre, 1'application
foliaire de I’ AGs; seule a augmenté la Pn et WUE dans les feuilles par rapport aux plantes non-
pulvérisées. Il est important de noter que les plantes inoculées par I’AM et pulvérisées par
1’AG3 ont montré les valeurs les plus élevées Pn, gs, WUE et de la transpiration E dans les
feuilles des plantes respectivement par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées

par ’AGs (Figure 2A, B, C et D).

La salinisation a entrainé une diminution des parametres photosynthétiques dans les
feuilles sauf la transpiration, par rapport aux témoins sans sel. Cependant, les plantes de
tomate inoculées avec I’AM ou a la fois inoculées et pulvérisées par I’AG3 ont montré des
valeurs plus élevées de Pn et de WUE (de 5-fois a 8-fois) par rapport aux plantes non-traitées,
en conditions de forte salinité. En présence de NaCl, I’application foliaire de I’AGs a diminué
la gs et la transpiration (E) par rapport aux plantes non-pulvérisées par I’AGs (Figure 2B, D, C
et E).

3.6. Caractéristiques ioniques

Sur milieu témoin, 1'inoculation par I’AM ou l'application foliaire par I’AG3; ainsi que leur
interaction ont significativement augmenté respectivement les teneurs en K et Ca par rapport
aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs. Par ailleurs, l'inoculation par ’AM a
diminué les teneurs en Mg par comparaison aux plantes non-inoculées (Tableau 3). Pour le Na

et/ou I’inoculation avec I’AMF n’ont pas changé d’une facon significative les teneurs en cet
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Chapitre IV

élément. L'application foliaire de ’AGs a significativement augmenté le rapport K/Na par
rapport aux plantes non-pulvérisées. Par contre, 1inoculation par I’AM ainsi que son

interaction avec l'application exogene de 1’AG3 ont diminué le rapport K/Na par rapport aux

plantes non-traitées.
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Figure 2. Le rendement quantique maximum (Fv/Fm) (A), la conductance stomatique (B),
I’efficacité d’utilisation d’eau (WUE) (C), I’assimilation nette de CO> (D) et la transpiration
(E) dans les feuilles des plantes de tomate (cv. Rio Grande) inoculées (AM) ou non (NAM)
avec Rhizophagus irregularis et traitées durant 2 semaines par : 0 M AG3 + 0 mM NaCl, 10
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Chapitre IV

M AG; + 0 mM NaCl, 0 M AGs + 200 mM NaCl et 10° M AGs + 200 mM NaCl. Les
données sont des moyennes de six plantes + erreur standard. Les barres surmontées de la
méme lettre ne different pas de maniere significative selon le test de Duncan a P <0.05.

La salinité a provoqué une diminution des teneurs foliaires en K et en P par rapport a
celles des plantes témoins sans sel. Cependant, l'inoculation par I’AM ou l'application
exogene de I’AG; ont augmenté les teneurs foliaires en k en présence de NaCl 200 mM.
Cependant, 1'inoculation par I’AM et/ou I'application foliaire de I’AGs, et leur interaction ont
diminué les teneurs en Mg et en Ca par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées
par I’AGs. L'application I’AGs seule qui a augmenté les teneurs en Na dans les feuilles de
plantes par rapport aux plantes non-pulvérisées. Par contre, les teneurs en Na ont
significativement diminué dans les feuilles des plantes inoculées par I’AM ou traitées a la fois

avec I’AGs et I’AM (Tableau 3).

Tableau 3. Teneurs en potassium (K), en phosphore (P), en calcium (Ca), en magnésium
(Mg), en sodium (Na) (mg/g MS) ainsi que le rapport K/Na dans les feuilles des plantes de
tomate (cv. Rio Grande) inoculées (AM) ou non (NAM) avec Rhizophagus irregularis et
traitées durant deux semaines avec : 0 M AG3 + 0 mM NaCl, 10° M AG3 + 0 mM NaCl, 0 M
AG3 + 200 mM NaCl et 10°® M AG3 + 200 mM NaCl. Les données sont des moyennes de six
plantes + erreur standard. Les mémes lettres ne different pas de maniere significative selon le
test de Duncan a P <0.05.

K P Ca Mg Na K/Na
(mg. ') (mg. ') (mg. g!) (mg.g)  (mg.g?)

NAM  2784+06d 12734003 1209£043d 1041£013d 183£003d 1518£01D

OMGA;OmMNaCL o 2067401¢  381201e  1671201ab 890200¢  2872003d 1035401 ¢
) NAM 37254052 11392006 168740622 1079£002cd 22640064 16524042
I0°MGA-0mMNaCL v 34384020 398401 1581£01b  1042£005d 3364002d 10200 ¢

2914091 628+02¢  1345%01dc 2047£07a  5539#061D 0414004

NAM
OMGA-200mMNGCL =0 d0g3200¢ 207400F  876£01F  1206£006b 3395 015c 06900

NAM  2489+05e 545402d  1259+027cd 1136+04be TLIS£33a  035400d
10°M GA,+200 mM NaCl
’ ‘ AM - 2407£03e¢f 192+00f  1095£02e 1071£012cd 3866 £042¢ 062+004d

3.7. Profil hormonal

Les gibbérellines
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Chapitre IV

Comme prévu, l'application foliaire de I’AG3 a augmenté la concentration endogene de I’AGs,
notamment chez les NAM-plantes, en absence de NaCl 200 mM. De méme, en conditions de
salinité, l'application exogene de I’AGs a provoqué une augmentation significative de la
teneurs endogenes en AG3 mais, dans ce cas, elle était particulierement apparente chez les

AM-plantes (Figure 3).
Les cytokinines

En absence de sel, les teneurs en tZ ainsi que celles en CKs totales (calculées comme tZ + iP)
ont augmenté par l'inoculation par ' AMF ou par l'application foliaire de I’AGs. L'interaction
entre l'inoculation par I'AMF et 1'application de 1’AGs3 a fortement augmenté les teneurs en tZ
et en CKs totale de 1’ordre de 4 fois par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées

par ’AGs (Figure 4A, C).

La forte salinité a entrain€ une réduction des teneurs en tZ et en CKs totales dans les
feuilles des plantes par rapport a celles des plantes témoins sans sel. Cependant, 1'inoculation
par I’AMF, ou l'application exogene de I’AG3 a augmenté les teneurs en tZ et donc en CKs
totales par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs (Figure 4A, C). Les
plantes de tomate traitées a la fois par l'inoculation par ’AM et par l'application de I’AGs3
n'ont eu aucun effet sur les teneurs en tZ et par conséquent en Cks totales par rapport aux
plantes non-inoculées et non-pulvérisées par 1’AGs. En outre, I'inoculation par ’AM ou
l'application foliaire de I’AGs ainsi que leur interaction ont diminué les teneurs en iP par

rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs, a la forte salinité (Figure 4B).
L’acide indolacétique

En absence de NaCl 200 mM, l'inoculation seule ou combinée avec 1’application foliaire
I’AG3 ont diminué les teneurs en AIA. En présence de sel, l'inoculation par ’AM ou
l'application exogene de 1’AGs ainsi que leur interaction ont diminué les teneurs en AIA par

rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs (Figure 5A).
L’acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique

En absence de NaCl 200Mm, I’inoculation a augmenté¢ de 2.5 fois les teneurs foliaires en
ACC par rapport a celles des plantes non-inoculées. Cependant, la pulvérisation par I’AG3 des
plantes non- ou mycorhizées par ’AMF a entrainé une diminution treés importante des teneurs

foliaires en ACC.
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Chapitre IV

En présence de NaCl 200 mM, les teneurs foliaires en ACC diminuent de I’ordre de
80% par rapport aux plantes témoins sans sel. Néanmoins, 1’inoculation restaure cette

diminution (Figure 6A).
L’acide abscisique

L'application exogene de I’ AGs ainsi que leur interaction ont augmenté de 2 fois les teneurs en
ABA dans les feuilles des plantes par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par
I’AGs. La salinité a entrainé une augmentation des teneurs en ABA quel que soit le traitement.
Les plantes inoculées par I’AMF ou a la fois inoculées par I’AM et pulvérisées avec 1’AG3 ont
augmenté respectivement les teneurs en ABA dans les feuilles des plantes, tandis que
l'application foliaire d’AGs seule a diminué cette hormone par rapport aux plantes non-

pulvérisées en particulier en conditions de salinité (Figure 6B).
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Figure 3. Teneurs en gibbérellines A3 (AG3) (A), dans les feuilles des plantes de tomate (cv.
Rio Grande) inoculées (AM) ou non (NAM) avec Rhizophagus irregularis et traitées durant 2
semaines par : 0 M AG3 + 0 mM NaCl, 10° M AG3 + 0 mM NaCl, 0 M AG3 + 200 mM NaCl
et 10° M AG3 + 200 mM NaCl. Les données sont des moyennes de six plantes + erreur
standard. Les barres surmontées de la méme lettre ne different pas de maniere significative
selon le test de Duncan a P <0.05.
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Chapitre IV

o NAM Plantes
= AM Plantes A

2000 ¢

a

1500 ¢

tZ (ng.g' MF)

1000 ¢

500

0.6

0.5

iP (ng.g'' MF)

2000

1000 1

CKs Totale (tZ + iP) (ng.g' MF)

. oM 10‘6
G M
MGA3 + 0m -43 +200”?AJ +200
Nagy MNaCl MNaC[ mMN-?C[

Figure 4. Teneurs en trans-Zeatin (tZ) (A), en isopentenyladenine (iP) (B) et en CKs totales
(tZ+iP) (C) dans les feuilles des plantes de tomate (cv. Rio Grande) inoculées (AM) ou non
(NAM) avec Rhizophagus irregularis et traitées durant 2 semaines par : 0 M AG3 + 0 mM
NaCl, 10° M AG3 + 0 mM NaCl, 0 M AG; + 200 mM NaCl et 10° M AG3 + 200 mM NaCl.
Les données sont des moyennes de six plantes + erreur standard. Les barres surmontées de la
méme lettre ne différent pas de maniere significative selon le test de Duncan a P <0.05.
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Figure 5. Teneurs en acide indole-3-acetique (AIA) (A), en acide salicylique (AS) (B) dans
les feuilles des plantes de tomate (cv. Rio Grande) inoculées (AM) ou non (NAM) avec
Rhizophagus irregularis et traitées durant 2 semaines par : 0 M AG3; + 0 mM NaCl, 10° M
AG3 + 0 mM NaCl, 0 M AG3 + 200 mM NaCl et 10° M AG3 + 200 mM NaCl. Les données
sont des moyennes de six plantes + erreur standard. Les barres surmontées de la méme lettre
ne different pas de maniere significative selon le test de Duncan a P <0.05.
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Figure 6. Teneurs en acide l-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) (A), en acide
abscissique (ABA) (B) et en acide jasmonique (AJ) (C) dans les feuilles des plantes de tomate
(cv. Rio Grande) inoculées (AM) ou non (NAM) avec Rhizophagus irregularis et traitées
durant 2 semaines par : 0 M AG3 + 0 mM NaCl, 10°M AG3 + 0 mM NaCl, 0 M AG3 + 200
mM NaCl et 10° M AGs + 200 mM NaCl. Les données sont des moyennes de six plantes +
erreur standard. Les barres surmontées de la méme lettre ne different pas de maniere
significative selon le test de Duncan a P <0.05.
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L’acide jasmonique

En absence de sel, I'inoculation par I’AM a provoqué une augmentation des teneurs en AJ par
comparaison aux plantes non-inoculées. L'inoculation par I’AMF ou I'application foliaire de
1I’AGs ainsi que leur interaction a augmenté les teneurs en AJ sur milieu témoins (Figure 6C).
En présence de NaCl 200 Mm, I'inoculation par I' AMF ou l'application foliaire d’AGs3, ou leur
interaction ont augmenté les teneurs en AJ de I’ordre de 5, 2 et 7 fois par rapport a celles des

plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs (Figure 6C).
L’acide salicylique

L'inoculation des plantes de tomate par ’AMF a augmenté les teneurs en AS par rapport a
celles des plantes non-inoculées, en absence de sel. En présence de NaCl 200 mM, la
pulvérisation par I’AG3 a augmenté de 2 fois les teneurs en AS comparées a celles des plantes
non pulvérisées (Figure 5C). Cependant, I’inoculation seule ou associée a la pulvérisation par

I’AG3 a diminué les teneurs en AS (Figure 5C).
3.8. Analyse des corrélations

Les parametres li€s a la croissance (MF des racines, MF des parties aériennes et la masse des
matieres fraiches totale MFT) et les caractéristiques photosynthétiques (transpiration (E),
conductance stomatique (gs), taux photosynthétique net (Pn), efficacité de 1'utilisation de 1'eau
(WUE) et le rendement quantique maximal (Fv/Fm)) ont été corrélés avec les parametres
ioniques et hormonaux analysés a la fois chez les t€émoins et chez les plantes traitées par le sel
(Tableau 4). Chez les plantes (-GA-AM), les teneurs en K ont été positivement liées a la MF
des PA (r=0.73, P < 0.05, n = 6) et totale (r = 0.87, P < 0.05, n = 6). On a constaté que le
rapport K/Na était 1i€¢ a la MF des PA (r = 0.86, P <0.05, n = 6) et totale (r = 0.86, P <0.05, n
= 6). La transpiration s'est révélée corrélée positivement avec les teneurs en K (r = 0.83, P <
0.05, n = 6), mais inversement corrélée avec Mg (r = -0.83, P < 0.05, n = 6). De plus, gs (r=-
0.79, P < 0.05, n = 6), Pn (r =-0.89, P <0.05, n = 6), WUE (r = -0.81, P < 0.05, n = 6) et

Fv/Fm (r =-0.77, P <0.05, n = 6) ont été corrélés négativement avec Na (Tableau 4).

Parmi tous les parametres analysés, ACC et AJ ont été corrélés positivement avec les
parametres de croissance, le MFT (r = 0.73, P < 0.05, n = 6) a été corrélé avec les teneurs en
ACC. De méme, I'AIA et I’AJ ont été liés a la MF de PA (r = 0.89, respectivement P < 0.05, n
= 6) et totale (r = 0.75, respectivement P < 0.05, n = 6) FW (Tableau 4). En revanche, ABA et

AS ont été corrélés négativement avec les parametres liés a la croissance. Comme prévu,
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I'ABA était fortement corrélé avec la MF totale (r = -1.00, P <0.01, n = 6). L'AS a également
été corrélé négativement avec la MFT (r = -0.73, P < 0.05, n = 6). En revanche, gs, Pn et
Fv/Fm ont été corrélés avec les teneurs foliaires en ACC, en AIA et en AJ. Les gs et les Pn
ont été corrélés positivement avec I’ACC (r = 0.83, r = 0.79, respectivement P < 0.05, n = 6),
I’AIA (r = 0.80, r = 0.83, respectivement P < 0.05, n = 6) et I’AJ (r = 0.85, r = 0.88,
respectivement P < 0.05, n = 6), tandis que WUE était corrélé avec tZ (r = 0.78, P <0.05,n =
6), PAIA (r=0.91,P<0.05,n=6) et ’AJ (r=0.96, P <0.05, n = 6) (Tableau 4).

Pour mettre en ordre, 1'effet spécifique de l'inoculation par I’AM, les parametres liés a
la croissance, les caractéristiques photosynthétiques ont été corrélés avec les variables
ioniques et hormonales analysées a la fois chez les plantes NAM et AM, mais uniquement
chez celles qui n'ont pas été traitées avec I’AGs (Tableau 4). Na a été trouvé corrélée
négativement avec la MF de PA (r =-0.55, P <0.05, n = 12) et totale (r = -0.49, P < 0.05,n =
12). Par ailleurs, K, le rapport K/Na et Mg ont montré des fortes corrélations avec les
parametres liés a la croissance. K et le rapport K/Na ont été corrélés positivement avec la MF
de PA (r = 0.78, r = 0.63, respectivement P < 0.01, n = 12) et totale (r = 0.84, r = 0.59,
respectivement P < 0.01, n = 12). Cependant, Mg a été corrélé négativement avec la MF de

PA (r=-0.79, P <£0.01, n = 12) et totale (r =-0.79, P <0.01, n = 12).

En ce qui concerne les parametres photosynthétiques, les teneurs foliaires en K étaient
fortement corrélée avec gs (r=0.73, P <0.01,n=12), Pn (r=0.78, P <0.01, n = 12), WUE (r
=091, P <0.01, n = 12) également avec Fv/Fm (r = 0.49, P < 0.05, n = 12) (Tableau 4). De
méme, le rapport K/Na a été corrélé avec gs (r = 0.47, P <0.05, n = 12), fortement avec Pn (r
=0.63,P<0.01,n=12), WUE (r=0.63,P<0.0l,n=12) et Fv/Fm (r=0.93, P <0.0l,n =
12). Par contre, une forte corrélation inverse a été trouvée entre Mg et gs (r = -0.65, P < 0.01,
n=12),Pn (r=-0.80,P <0.01,n=12), WUE (r=-0.81, P <0.01, n = 12) et avec Fv/Fm (r =
-0.56, P < 0.05, n = 12). Comme dans les plantes -G-M, Na a été corrélé avec gs (r = -0.48, P
<0.05, n = 12), et en particulier, Pn (r =-0.62, P <0.01, n=12), WUE (r =-0.62, P <0.01, n
=12) et Fv/Fm (r =-0.84, P <0.01, n = 12) (Tableau 4).

Parmi toutes les hormones analysées, ' ACC et I’AG3; étaient fortement corrélés avec
les parametres de croissance. La MF de PA (P =0.79, P <0.01, n = 12) et totale (r = 0.85, P <
0.01, n = 12) ont été positivement corrélés avec I’ACC, en revanche, I’AGs; était fortement

corrélé avec la MF de PA (r =- 0.76, P <0.01, n = 12) et totale (r = -0.82, P < 0.01, n = 12)
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(Tableau 4). L’AS a également été corrélé avec les parametres de croissance : la MF de PA (r

=-0.55,P <0.05, n = 12) et totale (r = -0.55, P <0.05, n = 12).

En plus, une forte corrélation a été trouvée entre ’ACC et la gs (r=0.86, P <0.01,n=
12), Pn (r=0.90,P <0.01,n=12), WUE (r=0.84, P <0.01, N=12) et Fv/Fm (r = 0.59, P <
0.01, n = 12) (Tableau 4). Par ailleurs, I’AGs3 a été corrélé négativement avec la gs (r = -0.77,
P <0.01, n = 12), Pn (r = -0.86, P < 0.01, n = 12), WUE (r = -0.79, P < 0.01, N = 12) et
Fv/Fm (r = -0.59, P <0.01, n = 12). Le taux photosynthétique net Pn (r = 0.50, P < 0.05, n =
12) et l'efficacité de l'utilisation de I'eau WUE (r = 0.63, P < 0.01, n = 12) ont été corrélés
avec tZ, tandis que 1’AIA a été corrélée avec E (r = 0.63, P <0.01, n = 12) et Fv/Fm (r = 0.62,
P <0.01, n = 12). En revanche, I'ABA a été corrélée avec E (r = -0.64, P <0.01, n = 12) et
Fv/Fm (r =-0.53, P <0.05, n = 12) et I’AS avec Pn (r =-0.52, P <0.05, n = 12), WUE (r = -
0.61,P<0.01,n=12) et Fv/Fm (r =-0.88, P <0.01, n = 12) (Tableau 4).

En effet, pour évaluer l'effet spécifique du traitement par 1’AGs, les parametres de
croissance, photosynthétiques ont été corrélés avec les variables ioniques et hormonales
analysées chez les NAM-plantes traitées ou non par I’AG; (Tableau 4). Comme dans le cas
des plantes (-G-M /-G +M), K et le rapport K/Na ont été corrélés avec les parametres de
croissance : la MF de PA (r = 0.55, P <0.05 et r = 0.68, P < 0.01, respectivement n = 12) et
totale (r = 0.61, r = 0.75, respectivement P < 0.01, n = 12) (Tableau 4). En revanche, on a
constaté que le Na était corrélé négativement avec les parametres de croissance la MF de PA
(r=-0.47,P <0.05,n=12) et totale (r =-0.47, P <0.05, n = 12). D'autre part, la transpiration
E était corrélée avec le rapport K, Mg, K/Na, en particulier les teneurs en Na et en P dans les
feuilles. E était corrélée positivement avec K (r = 0.48, P < 0.05, n = 12), tandis que la plus
forte corrélation a été trouvé avec Na (r =-0.62, P<0.0l,n=12)etP (r=-0.70,P <0.01,n =
12) (Tableau 4). Alors que la forte corrélation positive a été trouvée entre gs et P (r = 0.67, P
< 0.01, n = 12) et le rapport K/Na (r = 0.70, P < 0.01, n = 12), alors qu'une corrélation
négative a été observée avec Na (r = 0.73, r = 0.73, respectivement P < 0.01, n = 12). K| le
rapport K/Na ont été corrélés avec Pn (r = 0.73, r = 0.73, respectivement P < 0.01, n = 12)
WUE (r = 0.81, r = 0.76, respectivement P < 0.01, n = 12) et Fv/Fm (r = 0.78, r = 0.72,

respectivement P <0.01, n = 12).
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Tableau 4. Les coefficients de corrélation linéaire entre les parametres li€s a la croissance de
la plante (MF des parties aériennes, MF des racines, MF totale), les parametres
photosynthétiques (Fv/Fm, E, gs, WUE, Pn) et les parametres ioniques et hormonaux des
plantes de tomate (cv. Rio Grande) cultivées durant deux semaines en conditions controlées et
stressantes (200 mM NaCl). * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 ; +/- AG : le traitement par les
gibbérellines (+) ou non (-) ; +/- AM : inoculation par les mycorhizes a arbuscules (+) ou non
(-) ; N=6 (-AG-AM), n = 12 (-AG-AM & -AG + AM), n = 12 (-AG-AM & + AG-AM), n =
24 (-AG-AM & - AG + AM / + AG-AM & + AG + AM) ; MFPA : masse de matiere fraiche,
MFR : masse de la matiere fraiche de la racine, TFW : masse de la matiere fraiche totale.

-GA-AM -GA-AM & -GA+AM

MFPA MFR  MFT E s Pn WUE FvFm MFPA MFR  MFT E es Pn  WUE FvFm
k 0730 0877 087" 08" - - - 0787 075" 084" 0737 078" 091" 049"
P 073" - - - - - 086" - - - - 046"
Ca 073" - - - - - -086" - - -
Mg 083" - - - 079" 073" 079" 065" -080™ -0.81" -0.36"
Na - 079" 089" -081" 077 055" 0557 049 048" 062" -0627 -0.84”
K/Na 086" 086 086 - 081" 084" 091" 078 063" 063" 059" 047" 063" 063" 093"
1z 085" - - 07 051" - 054" - - 0507 063"
iP 078" 078" 078" -080" -080" -083" -091" -087 - - -
CKS 085" - - 07 - 054" 050" 063"
GA3 - - - - 78 073" 082" 077" -086™ -0.79" -0.59"
IAA 078" 078" 078" 080" 080" 083" 091" 087 - - 0e” 062
ABA 087" -L00” 100" - - - - 0.49" BT -0.53"
ACC 073" 073" -08" 079t - 089 079" 085" 086" 090" 084" 059"
SA 073" 073" 08" - - - 055" 035" 0.5 -0.61" -0.887
JA 089" 0757 075" - 085" 088" 096 - -

-GA-AM & +GA-AM -GA-AM & -GA+AM & +GA-AM & ~GA+AM

MFPA MFR  MFT E s Pn WUE FvFm MFR  MFT E es Pn  WUE FvFm
k 055" 064™ 0617 048" - 0737 0817 078” 064™ 0737 044™ 050" 060" 065" 0627
P 052" 0557 032" 070" 067" - - - -
Ca - - - - 037" 042" 040" 038" 034" 0357 031"
Mg 046" - - 046" 032" 033" 040" -043™ -059™ 039" 042"
Na 047" 0577 0477 082 0697 - - 055" 057" 0477 046" 0447 050 0557
K/Na 068" 085" 0757 061" 0707 0737 0767 0727 0627 0667 048" 0467 054" 039" 068"
tz 061" 054" 057" 047" - 078" 086" 086" 060" 058 050" 0657 061" 060" 045"
P 049" - - 70" 075 0697 - - 033"
CKS 061" 054" 057" 047" - 078" 086" 086™ 060" 058 030" 065" 061" 060" 0457
GA3 B . N N N
IAA 070" 070" 0777 088" 078" - - 053" 0557 062" 0507 033" 039" 046"
ABA - - - - - -
ACC - - - - - -
SA 049" 064" 061" 076" 067" - - 046" 053" 0417 -035" -033° 0447 0477
JA 057" 048" 051" - - 075" 079" 078" - - 030"
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Parmi toutes les hormones analysées, tZ, AJ et surtout 1’AIA ont été corrélés avec les
parametres de croissance. tZ a montré une corrélation positive avec la MF de PA (r = 0.61, P
<0.01, n = 12) et totale (r = 0.57, P <0.05, n = 12), alors que I’AJ était corrélé avec la MF de
PA (r=0.57,P <0.05,n = 12) et totale (r = 0.51, P <0.05, n = 12) (Tableau 4). En revanche,
I’AS a été corrélé négativement avec la MF totale (r = 0.61, P <0.01, n = 12). Il est important
de noter que les parametres photosynthétiques se sont fortement corrélés avec tZ et I’Al. tZ et
1I’AJ ont montré une corrélation positive avec Pn (r = 0.78, r = 0.75, respectivement P < 0.01,
n = 12), WUE (r = 0.86, r = 0.79, respectivement P < 0.01, n = 12) et Fv/Fm (r = 0.86, r =
0.78, respectivement P < 0.01, n = 12). En revanche, une forte corrélation a été trouvée entre
I’AIA et I’AS et les parametres photosynthétiques. L'AIA a montré une forte corrélation
positive avec E (r=0.88, P <0.01,n=12) et gs (r=0.77, P <0.01, n = 12). Inversement I’AS
a été corrélée avec E (r =-0.76, P < 0.01, n = 12) et gs (r =-0.67, P < 0.01, n = 12) (Tableau
4).

Enfin, pour prouver l'effet interactif du traitement par le mycorhize et I’AGs, une étude
de corrélation a été réalisée entre les parametres liés a la croissance, les parametres
photosynthétiques et les parametres ioniques et hormonaux analysés dans l'ensemble des
plantes entieres (-G-M/ -G+M / +G-M / +G+M) (Tableau 4). Na a montré une forte
corrélation négative avec la MF de PA (r = -0.60, P < 0.01, n = 24) et totale (r =-0.57, P <
0.01, n = 24). De maniere similaire, K et le rapport K/Na étaient fortement corrélés avec les
parametres de croissance : la MF de PA (r = 0.71, r = 0.677, respectivement P < 0.01, n = 24)
et totale (r = 0.73, r = 0.66, respectivement P < 0.01, n = 24) (Tableau 4). En ce qui concerne
les parametres photosynthétiques, une forte corrélation a été trouvée entre tous les parametres
mesurés dans les feuilles : K, Mg, Na et le rapport K/Na. Le rapport K et K/Na ont été
corrélés avec E (r = 0.44, r = 0.48, respectivement P < 0.01, n = 24), gs (r = 0.50, r = 0.46,
respectivement P < 0.01, n = 24), Pn (r = 0.60, r = 0.54, respectivement P < 0.01, n = 24),
WUE (r = 0.65, r = 0.59, respectivement P < 0.01, n = 24) et Fv/Fm (r = 0.62, r = 0.68,
respectivement P < 0.01, n = 24) (Tableau 4). Na et Mg ont été corrélés négativement avec E
(r=-0.47, r =-0.40, respectivement P < 0.01, n = 24), gs (r = -0.46, r = -0.43, respectivement
P <0.01,n=24), Pn (r =-0.44, r =-0.59, respectivement P < 0.01, n = 24), WUE (r = -0.50, r
= -0.59, respectivement P < 0.01, n = 24) et Fv/Fm (r = -0.55, r = -0.42, respectivement P <
0.01, n =24).

En ce qui concerne les parametres hormonaux, l'interaction entre 1'inoculation par

I’AM et le traitement par 1’AGs a entrainé une forte corrélation entre tZ, I’AIA et I’AS et les
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parametres de croissance (Tableau 4). tZ aussi I’AIA a montré une corrélation positive avec la
MF de PA (r = 0.56, r = 0.52, respectivement P < 0.01, n = 24) et totale (r = 0.58, r = 0.55,
respectivement P < 0.01, n = 24). En revanche, I’AS a été corrélé négativement avec la MF de
PA (r=-0.53, P <0.01, n = 24) et totale (r = -0.53, P < 0.01, n = 24). En ce qui concerne les
parametres de croissance, I’AIA, I’AS et notamment tZ ont été corrélés avec les parametres
photosynthétiques (Tableau 4). La corrélation la plus forte a été trouvée entre tZ et E (r =
0.50,P <0.01,n=24), gs (r=0.65, P <0.01,n=24), Pn (r=0.61, P <0.01, n = 24), WUE (r
=0.60, P <0.01,n=24) et Fv/Fm (r = 0.45, P <0.01, n = 24). De méme, 1'AIA a été corrélé
spécialement avec E (r = 0.62, P <0.01, n =24) et gs (r =0.50, P <0.01, n = 24) et Fv/Fm (r
= 0.46, P <0.01, n = 24), aussi avec Pn (r = 0.33, P <0.05,n =24) et WUE (r =0.39, P <
0.05, n = 24). Néanmoins, I’AS a été trouvé négativement corrélé avec E (r = -0.41, P <0.01,

n=24), WUE (r=-0.44, P <0.01, n =24) et Fv/Fm (r =-0.47, P <0.01, n = 24) (Tableau 4).
4. Discussion

Différentes stratégies, telles que l'application exogene des régulateurs de croissance
des plantes (par exemple ; 1’acide gibbérellique AGs), ou les champignons mycorhiziens a
arbuscules (AMF) ont été utilisés pour diminuer les effets négatifs de la salinité et améliorer
la performance des plantes (Foo et al., 2013; Miransari et al., 2014; Colebrook et al., 2014).
Récemment, Khalloufi et al. (2017) ont rapporté que l'application exogene de I’AG3 et/ou
l'inoculation par I’AMF sont liées a 1'amélioration de la tolérance des plantes au sel soit en
régulant le niveau d'autres hormones ou par leur capacité a maintenir 'homéostasie ionique.
Néanmoins, le niveau fonctionnel des hormones végétales et leurs concentrations tissulaires
relatives (Maggio et al., 2010), ou le fonctionnement de la symbiose mycorhizienne, peuvent
avoir un impact différent sur la croissance de la plante et la tolérance a la contrainte saline. En
se basant sur ces faits, nous avons émis I'hypothese que l'interaction entre 1'application foliaire
de I’AG; et l'inoculation par I’AM pourrait améliorer la croissance et la photosynthese ainsi
que l'équilibre hormonal a la forte salinité. Dans cette étude, bien que le pourcentage de
colonisation des racines par ' AMF a montré une diminution en présence de NaCl (Tableau 1),
ce qui, a son tour, pourrait résulter de la forte inhibition de la croissance des hyphes par le sel
comme suggéré par (Juniper and Abbott, 2006; Hajjiboland et al., 2010), ou indirectement,
par son effet sur la plante hote. Nous avons constaté aussi que les plantes de tomate inoculées
avec I’AMF ont une biomasse totale plus ¢élevée que celle des plantes non-inoculées en

conditions de la salinité sévere 200 mM NaCl (Figure 1C). Ceci indique que les mycorhizes
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ont amélioré la croissance des plantes de tomate cultivées en présence d’une forte salinité,

ceci est en accord avec 1'étude précédente de (Khalloufi et al., 2017).

En présence de 200 mM NaCl, nous avons trouvé que I'application foliaire de I’AG3 a
diminué la masse de matiere fraiche des racines ainsi que la biomasse totale, mais elle n'a eu
aucun effet sur la biomasse des parties aériennes par comparaison aux plantes non-inoculées
et non-pulvérisées par I’AGs (Figure 1A, B et C). Maggio et al. (2010) ont analysé le rdle
fonctionnel de I'AG dans 1'adaptation au stress, et ont démontré que l'application exogene
d’AGs; pourrait favoriser la croissance et le rendement des plantes de tomate a une salinité
faible a modérée, alors qu'elle pourrait améliorer la sensibilité au stress a des niveaux élevés
de salinité. Les résultats de cette étude ont montré que l'effet de l'application exogene de
1I’AGs3 dans le cas d’une forte salinité ne pouvait pas augmenter la tolérance a la salinité a 200
mM NaCl et ne modifie pas donc les relations source/puit a un niveau €élevé du sel, comme le
suggere 1’absence de la corrélation entre 1’AGs et les parametres liés a la croissance en
conditions de salinité (Tableau 4). Ce résultat observé est en accord avec ceux de Misratia et
al. (2013) qui ont étudié I'effet de la salinité sur le riz et le role de 1'application de I’AG3 (150
ppm) chez deux cultivars de riz tolérants au sel (Pokkali et MR219) cultivés a diverses
concentrations du sel (0, 50, 100, 150 et 200 mM) dans une expérience en serre. Ces auteurs
ont montré que la meilleure croissance par 1’ajout d’AGs était dans le cas d'un stress salin
modéré de 50 a 100 mM de NaCl. Dans la présente étude, nous avons constaté que
l'application exogene de I’AG3; a diminué la colonisation de 'AMF en présence comme en
absence de NaCl (Tableau 1), ce qui est en accord avec les résultats trouvés par Khalloufi et
al. (2017). L'inhibition de la formation des arbuscules par les GAs a ét€ expliquée par les
protéines DELLA, qui répriment la signalisation des GAs (Floss et al., 2013; Yu et al., 2014).
Les plantes traitées a la fois par ’AM et I’AG3 n'ont pas montré aucun changement dans les
parametres de la croissance, par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par
I’AGs a forte salinit¢ (200 mM NaCl) (Figure 1A, B et C). De leur c6té, Khalloufi et al,
(2017) ont étudié I’interaction entre 1’application foliaire d’AGs3 et I’inoculation avec I’AMF
et ils ont montré une amélioration de la croissance de la tomate TT-115 mais a une

concentration modérée (100 Mm NaCl).

En présence de 200 mM NaCl et en ce qui concerne la nutrition minérale en K, Ca, Mg
et P, on remarque que la pulvérisation par I’AG3 ou I’inoculation avec I’AMF ont augmenté
les teneurs en K chez les parties aériennes. En outre, bien que 1'augmentation des teneurs

foliaires en K provoquées par I'application foliaire d’AGs a la forte salinité, il n'existe pas une
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corré¢lation significative entre l'application d’AGs et les parametres li€s a la croissance en
conditions d’une salinité sévére 200 mM NaCl (Tableau 4). Dans ce contexte, Ashraf et al.
(2002) ont rapporté que I’AG3 a stimulé I'accumulation de K* dans les parties aériennes d'un
cultivar de blé tolérant au sel cultivé avec 100 mM de NaCl. En effet, chez les plantes
inoculées par ’AMF on a trouvé une corrélation positive entre les teneurs en K et les
parametres de croissance (Tableau 4). Pour les teneurs en Na, on a trouvé une augmentation
des teneurs en Na en pulvérisant les plantes par I’AGs. En effet, Maggio et al. (2010) ont
constaté que 1'accumulation de CI” et de Na* en réponse a la salinité était remarquablement
plus ¢élevée chez les plantes de tomate traitées par 1’AG3 que chez les plantes non-traitées a la
plus forte salinité (EC = 16,7 dS m™'). Ils ont suggéré que 1'accumulation était probablement
associée a une réduction de la résistance stomatique au flux d'eau de la transpiration des
plantes traitées par 1’AGs et, par conséquent, a une accumulation plus rapide d'ions CI°, qui
suivent généralement le courant de la transpiration (Hasegawa and others, 2000). Dans la
présente étude, une forte corrélation négative a été observée entre les teneurs en Na et (la
conductance stomatique gs et la transpiration E), notamment chez les plantes de tomate
traitées par I’AG3 seul ou en association avec I'AMF (Tableau 4). Cependant, chez les plantes
inoculées ou a la fois pulvérisées et inoculées ces teneurs foliaires en Na ont subi une
diminution, résultant en une corrélation négative entre les teneurs en Na et les parametres liés
a la croissance (Tableau 4). Par ailleurs, en présence de NaCl et dans le cas de la pulvérisation
par ’AG; et/ou I’inoculation par ’AMF le rapport K/Na n’a pas subi des changements
significatifs (Tableau 3). On a trouvé une forte corrélation entre le rapport K/Na et les
parametres liés a la croissance surtout chez les plantes inoculées et chez les plantes inoculées
et pulvérisées par I’AGs (Tableau 4). Hajiboland et al. (2010) et Augé et al. (2014) ont montré
que l'accumulation élevée de K* chez les AM-plantes de tomate en conditions du stress salin a
permis de maintenir un taux élevé de K*/Na*. Donc, on peut en déduire que seule l'inoculation
par I'AMF a un impact positif sur 1'accumulation de K*, ce qui a permis d'augmenter le
rapport de K*/Na* et maintenir la croissance a la forte salinité. En plus, 1'inoculation par I’AM
et/ou l'application foliaire de I’AGs3, et leur interaction ont diminué les teneurs en Mg et en Ca
par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs;. Cette observation était

bien décrite aussi par Khalloufi et al. (2017).

La photosynthese est considérée comme le facteur environnemental le plus important,
reflétant la sensibilité physiologique (Chaves et al., 2009). Dans cette étude, on a constaté que

la salinisation a diminué tous les parametres photosynthétiques sauf la transpiration dans les
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feuilles des plantes de tomate par rapport aux plantes témoins sans sel. Cependant,
l'inoculation par I’AM ou son interaction avec l'application exogéne de 1’AG3 ont augmenté
I’assimilation nette de CO» (Pn) et ’efficacité de 1’utilisation de I’eau (WUE) des plantes de
tomate par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AG3 a la forte salinité
(Figure 2D, C), résultant d’une forte corrélation trouvée entre K et les parametres
photosynthétiques, en particulier chez les plantes de tomate traitées par I’inoculation avec
I’AM ou son interaction avec l'application d’AGs. Dans ce contexte, Kanai et al. (2011) ont
constaté que la déficience de K est associée a la baisse de la photosynthese, de la transpiration
et de la conductance stomatique, tandis que la photorespiration et la respiration sont stimulées
chez les plantes de tomate (Singh et Blanke, 2000). De plus, Sheng et al. (2008) ont signalé
que I’inoculation par le champignon Glomus mosseae a atténué I'effet délétere du stress salin
sur la croissance des plantes, en améliorant 1'état de 1'eau de la plante, la concentration de
chlorophylle et la capacité photosynthétique. Ils ont suggéré que l'influence de la symbiose
d’AM sur la capacité photosynthétique des plantes de mais pourrait étre indirectement
affectée par la salinité du sol et I'amélioration de 1'état hydrique médiée par les mycorhizes,
mais pas par l'amélioration de la concentration de chlorophylle et de la biomasse végétale
médiée par les mycorhizes. Des résultats similaires ont été obtenus par (Ruiz-Lozano et al.,
1996 ; Wu et al., 2010 ; Hajiboland et al., 2010)) sous contrainte saline. En outre, I'application
foliaire d’AGs3 seule a diminué la conductance stomatique (gs) ainsi que la transpiration,
tandis que l'inoculation par I’AM ou son interaction avec l'application d’AGs ont diminué
seulement la transpiration par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AG3
(Figure 3B, E). Certains rapports contradictoires figurent dans la littérature concernant les
changements induits par l'application foliaire d’AGs pour certaines caractéristiques
photosynthétiques des plantes. Par exemple, Maggio et al. (2010) ont testé les effets de
l'application de I'acide gibbérellique (0 et 100 mg L!) sur la tomate exposée 2 trois niveaux de
salinité (28, 55, 88 mM Na et 55, 111, 177 mM CI). Ces auteurs ont constaté que le traitement
par I’AGs a réduit la résistance stomatique et a amélioré 1'utilisation de 1'eau par les plantes a
la faible salinité, alors que chez le blé (Triticum aestivum), 1'application foliaire d’AG3 n'a eu
aucun effet cohérent sur la conductance stomatique et le taux de transpiration chez les plantes

non-stressées ou traitées par le NaCl (Ashraf et al., 2002).

L'analyse de la fluorescence chlorophyllienne a montré que le traitement par 200 mM
NaCl a entrainé une diminution du rendement quantique du PSII par rapport aux plantes

témoins non-traitées par le sel, ce qui explique l'apparition de la sénescence induite par le sel.
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Ceci pourrait étre lié a l'accumulation de Na* dans les feuilles, comme le suggere la
corrélation négative trouvée entre le contenu en Na* et le rapport Fv/Fm (Tableau 4). En
outre, en présence de NaCl, l'inoculation par I’AM ou l'application foliaire de I’AGs, ou leurs
interactions ont augmenté ce parametre par rapport aux plantes non-inoculées et non-
pulvérisées par I’AGs (Figure 2A). Dans ce contexte, une amélioration des parametres
photochimiques par la colonisation par I'AMF a ét€é observée chez les plantes de tomate
affectées par le sel (Hajiboland et al., 2010). IIs ont suggéré que la colonisation par I'AMF
n'agit que par le maintien de la capacité photochimique dans les feuilles stressées (Hajiboland

et al., 2010).

En présence d’une forte salinit¢ 200 mM NaCl, l'application exogéne de I’AG3 a
provoqué une augmentation significative des teneurs endogenes en AGs, mais elle était plus
importante chez les plantes de tomate inoculées (Figure 3A). En effet, les études sur
l'application d’AGs, en conditions de salinité, ont montré que les niveaux des GAs bioactifs
(AG et AGs) ont augmenté chez les plantes de soja traitées par I’AG3 (Hamayun et al., 2010),
tandis que les premiers rapports réveélent que I’AMF produit certains types des GAs comme
I’AG; et son produit de désactivation AGs dans les racines des plantes du tabac colonisées par
I’AM (Shaul-Keinan et al., 2002). Dans notre étude, bien que 1’augmentation des teneurs
endogenes en AGs observées a 200 mM NacCl, I'application foliaire d’AG3 n'a pas pu restaurer
la réduction de la croissance due a la forte salinité (Figure 3A, B et C), résultant de 1’absence
d’une corrélation entre I’AGs et les parametres liés a la croissance chez les plantes de tomate
traitées avec I’AGs seul ou en combinaison avec ’AMF (Tableau 4). Récemment, Martin-
Rodriguez et al. (2014) ont constaté une augmentation des niveaux de certains GAs
spécifiques dans les racines mycorhizées des plantes de tomate, en particulier a partir de la 13
voie d’hydroxylation, qui est corrélée a 1'augmentation de l'expression des génes associés a la

biosynthese des GAs.

De plus, nos résultats ont souligné que la forte salinité (200 mM NaCl) a entrainé une
réduction des teneurs en tZ et en CKs totales dans les feuilles des plantes par comparaison a
celles des plantes témoins non-traitées par le sel ; cependant, l'inoculation par ’AMF ou
l'application exogene d’AGs ont augmenté des teneurs en tZ et en CKs totales par rapport aux
plantes non-inoculées et non-pulvérisées par 1’AG; (Figure 4A, C). Cette augmentation
pourrait expliquer a 1'amélioration des valeurs de WUE et de Pn chez les plantes inoculées
avec I’AMF et les plantes traitées par I’AGs; cultivées en présence de NaCl, résultant d’une

forte corrélation positive trouvée entre ces parametres et les teneurs en CKs (Tableau 4).
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Rivero et al. (2007) ont signalé que les teneurs en CKs étaient positivement corrélées avec le
I’assimilation nette de CO2 des feuilles, les teneurs en eau et en chlorophylles chez le tabac,
retardant ainsi la sénescence foliaire sous contrainte saline (Munné-Bosch et Alegre, 2004;
Ghanem et al., 2008). Par contre, les plantes de tomate traitées a la fois par 1'inoculation avec
I’AM et par I'application d’AG3 ont diminué les teneurs en tZ et en CKs totales par rapport
aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par 1’ AGs3, cette diminution pourrait contribuer a
I’accélération de la sénescence sous contrainte saline. L'inoculation par I’AM ou l'application
foliaire d’AG3 ou leur interaction ont diminué les teneurs en iP, qui sont produites
principalement dans le chloroplaste, a forte salinité (Figure 4B), cette réduction observée
pourrait étre liée a 1’augmentation observée dans la fluorescence chlorophyllienne (Fv/Fm)
notamment chez les plantes traitées ou non-traitées par 1’AGs3, comme le suggere la forte

corrélation négative trouvée entre les teneurs en iP et le rapport Fv/Fm (Tableau 4).

En ce qui concerne les teneurs en AIA, l'inoculation par I’AM, ou l'application
exogene de I’AGs ou leur interaction ont diminué ces teneurs foliaires a la forte salinité par
rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AG3 (Figure 5A). Ceci peut étre
expliquer par le potentiel de conjugaison de I'AIA des plantes, ainsi que leur capacité a
I’hydrolyser varie selon sous différents contraintes (Ludwig-Muller et al., 1996). Des résultats
similaires ont été montrés par (Igbal & Ashraf, 2013), ces auteurs ont constaté que le
prétraitement par I’AGs n'a pas montré d'effet sur le pool (groupement) d’auxine libre des
feuilles chez deux cultivars de blé en conditions de salinité. D’autres études ont abordé le rdle
possible de I'AIA dans la symbiose mycorhizienne (Ludwig-Miiller, 2011;), mais il y a eu peu
de preuves directes sur le mécanisme dans lequel I'AMF affecte 1'équilibre des auxines chez

les plantes en conditions de salinité (Foo et al., 2013).

Dans la présente étude, nous avons constaté que l'inoculation par I’AM seule ou son
interaction avec l'application d’AGs ont augmenté les teneurs en l-aminocyclopropane-1-
carboxylique (ACC) qui est le précurseur de 1’éthylene, surtout en conditions de salinité
(Figure 6A), ceci est en accord avec 1'étude antérieure de Khalloufi et al. (2017), qui ont noté
que la colonisation par I'AMF aussi ’application d’AGs, ou l'interaction entre I'AMF et ’AG
ont augmenté considérablement les teneurs en ACC chez les plantes de tomate cultivées sous
stress salin. De méme, Albacete et al., (2008) ont rapporté que 1’application de 100 mM de
NaCl durant deux semaines a entrainé une augmentation des teneurs en ACC des racines, de
la séve du xyléme et des feuilles. L’application foliaire seule en conditions de salinité a

diminué les teneurs foliaires en ACC et a montré une accumulation foliaire excessive de Na*t
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(Tableau 3). Des résultats similaires ont trouvées par Ghanem et al. (2008) ont montré que
I’augmentation des teneurs en ACC coincident avec 1'accumulation de Na* foliaire a 80 mM
NaCl. Ces chercheurs ont suggéré que ces changements ont été corrélés temporellement avec
l'apparition du stress oxydatif (accumulation de malonaldéhyde) et a la diminution de
l'efficacité photosynthétique (Ghanem et al., 2008). En outre, Kloppholz et al. (2011) ont
montré que les champignons mycorhiziennes Glomus intraradices sécretent une protéine, la
protéine sécrétée 7 (SP7), qui interagit avec un facteur de réponse a 1'éthyléne pour supprimer
la signalisation de 1’éthyleéne, tandis que Foo et al. (2013) a suggéré que 1'éthyleéne peut
réguler négativement le développement des mycorhizes lorsque les niveaux d'éthyléne sont
élevés au-dessus des niveaux minimums, ce qui pourrait expliquer la forte corrélation positive
entre I'ACC et les parametres liés a la croissance (Tableau 5). L'application foliaire d’AGs3
seule a diminué les teneurs foliaires en ACC et a augmenté les teneurs en acide salicylique
(AS) sous contrainte saline (Figure 6A). Khan et al. (2014), ont constaté une inhibition de la
formation d’éthyléne par I’application exogeéne d’AS résulté de 1'inhibition de la synthese de
I'ACC et aussi de la conversion de I'ACC a 1'éthylene (Leslie et Romani, 1986). En fait,
d'autres recherches nécessaires pour élucider les interactions entre AG-ACC et I’AS sous

contrainte saline.

En ce qui concerne les teneurs en ABA, nous avons également trouvé dans cette étude
que l'application foliaire d’AGs seule a diminué les teneurs foliaires en ABA par rapport aux
plantes non-inoculées ou non-pulvérisées par I’AG3 sous stress salin (Figure 5B). Khan et al.
(2014) ont suggéré qu'il existe une interaction entre 1’ AS-éthyleéne et ’ABA dans la régulation
du mouvement stomatique ainsi que la photosynthese chez le mungbean (Vigna radiata L.) en
conditions de salinité. En plus, dans la présente étude, les plantes inoculées par I'AMF, ou
traitées par I’inoculation par I’AM et pulvérisées avec 1’AG3 ont augmenté les teneurs en
ABA chez les feuilles des plantes de tomate en présence de 200 mM NaCl (Figure 6B). Des
études sur les changements des niveaux endogenes d'ABA chez les plantes mycorhisées
soumises a des stress sont €galement controversées (Hause et al., 2007) et pourraient
s'expliquer par les différences dans le statut hydrique des sols ou des plantes. Récemment,
khaloufi et al, (2017) ont suggéré que l'application d’AG3 par pulvérisation pourrait agir en
modifiant les niveaux d'ABA foliaires chez les AMF-plantes de tomate sous stress salin.
Martin-Rodriguez et al. (2016) ont montré chez les plantes de tomate mycorhizées que ' ABA
a atténué la biosynthése des GAs et a augmenté l'expression du geéne catabolique d’AG

conduisant a une réduction des GAs bioactives, et que les GAs ont activé le catabolisme
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d’ABA principalement dans les racines mycorhisées. Dans la présente étude, les teneurs en
ABA ont augmenté a la forte salinité, en particulier chez les plantes inoculées avec AMF et
traitées par 1’AGs, et bien que cette augmentation observée, les plantes de tomate traitées a la
fois par l'inoculation et l'application d’AGs3 n'ont pas pu restaurer la croissance par rapport aux

plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs (Figure 1A, B et C).

Dans la présente étude, nous avons constat¢ que Il'inoculation par I’AMF ou
l'application foliaire d’AGs, ou leur interaction ont augmenté les teneurs en AJ, en particulier
chez les AM-plantes a la forte salinité (Figure 6C). Dans une étude antérieure, Khalloufi et al.
(2017) ont constaté que les teneurs en AJ et en AS variaient de facon antagoniste avec les
traitements d'inoculation par ' AMF et la salinité, mais I'augmentation de croissance observée
chez les AMF-plantes de tomate ne semble pas étre associée a des changements dans ces deux
hormones en conditions de salinité. En effet, les rapports récents ont indiqué que les synergies
et les discussions contradictoires antagonistes entre I’AG et I’ AJ dépendent du processus et du
I'organe dans lequel ces hormones sont impliquées (Wasternack et Hause, 2013; Song et al.,

2014).

On sait que 1'acide salicylique joue un role important dans les réponses des plantes aux
conditions environnementales défavorables, y compris le stress salin (Borsani et al., 2001;
Shakirova et al., 2003; Igbal et Ashraf., 2010). Dans notre étude, la variété fixée de tomate
Rio Grande utilisée dans notre étude résistante aux Verticilium sp. et Fusarium sp. race 1 et 2.
Dans la présente étude, les plantes pulvérisées avec I’ AGs seul ont montré en conditions de la
salinité les valeurs les plus élevées des teneurs en AS (2-fois par rapport aux plantes non-
inoculées et non-pulvérisées par 1’AGs3) (Figure 5B). Néanmoins, une forte corrélation
négative a été trouvée entre I’AS et les parametres de croissance chez les plantes traitées avec
I’AGs3 (Tableau 4). En effet, I'AGs; interagit avec I’AS dans le contrdle de la croissance des
plantes a la forte salinité, en influencant la transpiration et la conductance stomatique comme
suggérée par la forte corrélation négative trouveée entre 1I’AS et la (conductance stomatique gs
et la transpiration E) chez les plantes traitées par I’AG3 en conditions de la salinité sévere 200
mM NaCl (Tableau 5). Cependant, l'inoculation par ’AM, ou son interaction avec
l'application d’AG3 ont diminué les teneurs en AS par rapport aux plantes non-inoculées et
non-pulvérisées par I’AGs3 en présence de NaCl (Figure 5B). Khalloufi et al. (2017) ont étudié
I’interaction entre I’application foliaire d’AGs et I’inoculation avec I’AMF chez la tomate TT-
115 et ils ont montré que les plantes inoculées par I’AMF et traitées par I’AG3 ont montré des

teneurs ¢€levées d’AS mais a une concentration modérée (100 Mm NaCl). Aussi, Alonso-
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Ramirez et al. (2009) ont rapporté que le géne actif de I’AG et 1'addition exogene d'AG sont
capables de s’opposer aux effets inhibiteurs de différentes conditions environnementales
défavorables dans la germination des graines et la croissance des plantes d'Arabidopsis par la

modulation de la biosynthése d’AS.
5. Conclusion

Nos résultats ont bien montré qu’a la forte salinité 200 mM NaCl les plantes de tomate
inoculées avec I’AMF ont une biomasse totale plus ¢levée que celle des plantes non-
inoculées. Nnous avons trouvé aussi que 1'application foliaire de I’AG3 a diminué la masse de
matiere fraiche des racines ainsi que la biomasse totale, mais elle n'a eu aucun effet sur la
biomasse des parties aériennes par comparaison aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées
par I’AGa. Les résultats de cette étude ont montré que 1'effet de I'application exogene de I’AGs
dans le cas d’une forte salinité ne pourrait pas augmenter la tolérance a la salinité a 200 mM
NaCl et ne modifie pas donc les relations source/puit a un niveau élevé du sel. En autre, en ce
qui concerne la nutrition minérale en K, Ca, Mg et P en présence de 200 mM NacCl, on a
trouvé que la pulvérisation par I’AGs ou I'inoculation avec I’AMF ont augmenté les teneurs
foliaires en K chez les parties aériennes. Bien que 'augmentation des teneurs foliaires en K
provoquées par l'application foliaire d’AGs3 a la forte salinité, il n'existe pas une corrélation
significative entre l'application d’AGs et les parametres li€és a la croissance en conditions
d’une salinité¢ sévere 200 mM NaCl. Cependant, chez les plantes inoculées ou a la fois
pulvérisées et inoculées ces teneurs foliaires en Na ont subi une diminution, résultant en une
corrélation négative entre les teneurs en Na et les parametres liés a la croissance. Par ailleurs,
en présence de NaCl et dans le cas de la pulvérisation par I’AG3; et/ou I’inoculation par I’ AMF
le rapport K/Na n’a pas subi des changements significatifs. On a trouvé une forte corrélation
entre le rapport K/Na et les parametres li€s a la croissance surtout chez les plantes inoculées et
chez les plantes inoculées et pulvérisées par I’AGs. Donc, seule I'inoculation par I'AMF a un
impact positif sur I'accumulation de K*, ce qui a permis d'augmenter le rapport de K*/Na* et
maintenir la croissance a la forte salinité. Aussi, l'inoculation par I’AM et/ou l'application
foliaire de 1’AGa, et leur interaction ont diminué les teneurs en Mg et en Ca par rapport aux

plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs.

Dans cette étude, on a constaté que la salinisation a diminué tous les parametres
photosynthétiques sauf la transpiration dans les feuilles des plantes de tomate par rapport aux

plantes témoins sans sel. Cependant, l'inoculation par I’AM ou son interaction avec
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l'application exogene de 1’AG3 ont augmenté Pn et le WUE des plantes de tomate par rapport
aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs a la forte salinité, résultant d’une forte
corrélation trouvée entre K et les parametres photosynthétiques, en particulier chez les plantes
de tomate traitées par 1’inoculation avec I’AM ou son interaction avec l'application d’AGs.
L'analyse de la fluorescence chlorophyllienne a montré que le traitement par 200 mM NaCl a
entrain€ une diminution du rendement quantique du PSII par rapport aux plantes témoins non-
traitées par le sel. En outre, en présence de NaCl, l'inoculation par I’AM ou l'application
foliaire de I’AGs, ou leurs interactions ont augmenté ce parametre par rapport aux plantes

non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs.

Dans notre étude, bien que 1’augmentation des teneurs endogénes en AGs observées a
200 mM NaCl, l'application foliaire d’AG3 n'a pas pu restaurer la réduction de la croissance
due a la forte salinité, résultant de 1’absence d’une corrélation entre I’AGs3 et les parametres
liés a la croissance chez les plantes de tomate traitées avec 1’AG3 seul ou en combinaison avec
I’AMF. De plus, nos résultats ont souligné que la forte salinité (200 mM NaCl) a entrainé une
réduction des teneurs en tZ et en CKs totales dans les feuilles des plantes par comparaison a
celles des plantes témoins non-traitées par le sel ; cependant, l'inoculation par I’AMF ou
l'application exogene d’AGs ont augmenté des teneurs en tZ et en CKs totales par rapport aux
plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs. Cette augmentation pourrait expliquer a
I'amélioration des valeurs de WUE et de Pn chez les plantes inoculées avec I’AMF et les
plantes traitées par I’AGs cultivées en présence de NaCl, résultant d’une forte corrélation
positive trouvée entre ces parametres et les teneurs en CKs. Par contre, les plantes de tomate
traitées a la fois par 1'inoculation avec I’AM et par l'application d’AGs ont diminué les teneurs
en tZ et en CKs totales par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs. En
ce qui concerne les teneurs en AIA, I'inoculation par I’AM, ou l'application exogene de I’AGs
ou leur interaction ont diminué ces teneurs foliaires a la forte salinité par rapport aux plantes
non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs. Dans la présente étude, nous avons constaté que
l'inoculation par I’AM seule ou son interaction avec l'application d’AG3 ont augmenté les
teneurs en ACC, surtout en conditions de salinité. Pour les teneurs en ABA, nous avons
¢galement trouvé dans cette étude que l'application foliaire d’AGs3 seule a diminué les teneurs
foliaires en ABA par rapport aux plantes non-inoculées ou non-pulvérisées par 1’AGs sous
stress salin. Dans la présente étude, les teneurs en ABA ont augmenté a la forte salinité, en
particulier chez les plantes inoculées avec AMF et traitées par 1’AGs, et bien que cette

augmentation observée, les plantes de tomate traitées a la fois par 1'inoculation et 'application
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d’AG3 n'ont pas pu restaurer la croissance par rapport aux plantes non-inoculées et non-
pulvérisées par I’AGs. Dans la présente étude, nous avons constaté aussi que l'inoculation par
I’AMF ou l'application foliaire d’AGs3, ou leur interaction ont augmenté les teneurs en AJ, en
particulier chez les AM-plantes a la forte salinité. Par ailleurs, les plantes pulvérisées avec
I’AGs seul ont montré en conditions de la salinité les valeurs les plus élevées des teneurs en
AS. Néanmoins, une forte corrélation négative a été trouvée entre I’AS et les parametres de

croissance chez les plantes traitées avec I’AGs.

En conclusion, les résultats de cette étude ont souligné que 1’effet de ’application
exogéne d’AGs3 a la forte salinité ne pourrait pas jouer son réle d’atténuation des effets
néfastes du stress salin, alors que I’inoculation par I’AMF a amélioré la croissance a la forte
salinité. 11 serait intéressant d’étudier et comparer a I’échelle moléculaire et génétique le role
d’AGs; chez les halophytes comme étant des plantes tolérantes a la forte salinité dont le but de

les comparer avec les glycophytes.
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Chapiter V

Role of ethylene in the interaction between foliar GAj3; application and

arbuscular mycorrhizal fungi inoculation in salinized tomato plants

Abstract.

Phytohormones play vital roles in controlling the interaction between plants and environment.
Levels of ethylene and its direct precursor ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid)
could be induced be salinity. To gain insights about the role of ethylene in the interaction
between foliar GAj3 (gibberellic acid) and arbuscular mycorrhizal fungi inoculation under
salinity conditions, three genotypes of tomato (Solanum esculentum Mill cv. Micro-Tom, MT)
and the tomato mutants Never-ripe (Nr) and Epinastic (Epi) were inoculated or not with the
arbuscular mycorrhizal fungi : (AMF) Rhizophagus irregularis and exposed to different
treatments during four weeks: 0 M GA3z + 0 mM NacCl, 10° M GA3 + 0 mM NaCl, 0 M GA3 +
100 mM NaCl and 10°® M GA3; + 100 mM NaCl. Results revealed that spraying with GAs
enhanced the shoot FW and thus total FW in the three genotypes (MT, Nr and Epi) evaluated,
while AMF colonization increased the shoot FW and thus total FW only in ET-overproducer
(Epi) mutant under salinity conditions. Foliar GAs application was found to increase the
endogenous concentration of GAs, GA1, and total GAs in the three genotypes (MT, Nr and
Epi), the JA (Jasmonic acid) concentration only in ET-sensitive Epi mutant, but decreased tZ
(trans-zeatin) as well total CKs in the three genotypes evaluated except for ET-sensitive Epi
AM-plants. While the AM inoculation with AMF provoqued an increase GA3 and GAs only
in MT and ET-sensitive Epi plants. IAA (indole-3-acetic acid) and ACC concentrations were
not affected with the application of GA3 by spraying in the three genotypes analyzed, while
the AM inoculation provoked an additional positive effect on ACC particularly in ET-

sensitive Epi AM-plants grown under salinity conditions.

Keywords : ethylene, gibberellic acid, arbuscular mycorrhizal fungi, salt stress, growth, plant

hormone.
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Capitulo V

Papel del etileno en la interaccion entre la aplicacion foliar de AGsy la inoculacion por

unas micorrizas arbusculares en las plantas de tomates en condiciones de salinidad.

Resumen:

Las fitohormonas juegan un papel fundamental en el control de la interaccion entre las plantas
y el medioambiente. En efecto, los niveles de etileno y su precursor directo ACC (é4cido 1-
aminociclopropano 1 carboxilico) podrian ser introducidos por la salinidad. Para entender
mejor el papel del etileno en la interaccion entre la aplicacion foliar de AGs (dcido giberélico)
y la inoculacién por unos hongos micorrizos arbusculares en condiciones de salinidad. Tres
genotipos de tomate (Solanum Esculentum Mill): Micro-Tom, (MT), Never ripe (Nr) con una
débil sensibilidad al etileno y Epinastic superproductor de etileno (Epi) inoculados (AM-
plantas) o no (NAM-plantas) por Rhizophagus irregularis han sido tratados durante 4
semanas por: 0 M AGs+ 0 Mm NaCl, 10° M AG3+ 0 Mm NaCl, 0 M AG3+ 100 Mm NaCl et
10° M AG3+100 Mm NaCl. Los resultados han mostrado que la pulverizacién con el AGs
mejord la biomasa fresca de las partes aéreas y entonces la biomasa total en los tres genotipos
(MT, Nr y Epi) evaluados, mientas que la colonizacién por el AMF aument6 la biomasa
fresca de las partes aéreas y, por consiguiente, la biomasa total dinicamente en el mutante
etileno-sensible (Epi), en condiciones de salinidad. También hemos constatado que la
aplicacion foliar de AG3 aument6 los contenidos endogenos en AGs, AG1y en GAs totales en
los tres genotipos (MT, Nr y Epi), los contenidos de dcido jasmoénico (AJ) tnicamente en el
mutante etileno-sensible (Epi), pero ha disminuido la tZ (trans-zeatina) asi que los CKs totales
en los tres genotipos evaluados excepto las AM-plantas etileno-sensible (Epi). Mientras que la
inoculacion con la AMF provocoé un aumento de AGs solamente en las plantas etileno-
sensible (Epi) y en las plantas de MT. Los contenidos en 4cido indolacético (AIA), en ACC
no han sido efectuados por la aplicacién de AGs por medio de pulverizacién en los tres
genotipos analizados, mientras que la inoculacién por el AM provové un efecto positivo
suplementario sobre la ACC, particularmente en las AM-plantas etileno-sensible (Epi)

cultivadas en condiciones de salinidad.

Palabras clave: etileno, dcido giberélico, dcido 1-aminociclopropano 1 carboxilico, salinidad,

hongos de micorrizos arbusculares, crecimiento, fitohormonas vegetales.
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Chapitre V

Role de 1'éthyléne dans l'interaction entre 1'application foliaire d’AGs et I'inoculation

par des mycorhizes a arbuscules chez des plantes de tomate en conditions de salinité.
Résumé :

Les phytohormones jouent un role vital dans le controle de l'interaction entre les plantes et
I'environnement. En effet, les niveaux d'éthylene et son précurseur direct ACC (acide 1-
aminocyclopropane-1-carboxylique) pourraient étre induits par la salinité. Pour mieux
comprendre le role de 1'éthylene dans l'interaction entre 1’application foliaire d’AGs (I'acide
gibbérellique) et 1'inoculation par des champignons mycorhiziens arbusculaires en conditions
de salinité. Trois génotypes de tomate (Solanum Esculentum Mill) : Micro-Tom, (MT), Never
ripe (Nr) avec une faible sensibilité a I'é¢thyléne et Epinastic surproducteur d’éthyléne (Epi)
inoculés (AM-plantes) ou non (NAM-plantes) par Rhizophagus irregularis ont traités durant 4
semaines par : 0 M AG3+ 0 mM NacCl, 10° M AGs+ 0 mM NaCl, 0 M AG3+ 100 mM NaCl et
10° M AG3+100 mM NaCl. Les résultats ont révélé que la pulvérisation avec I’AGs a
amélioré la biomasse fraiche des parties aériennes et donc la biomasse totale chez les trois
génotypes (MT, Nr et Epi) évalués, tandis que la colonisation par 'AM a augmenté la
biomasse fraiche des parties aériennes et par conséquent la biomasse totale uniquement chez
le mutant éthylene-sensible (Epi), en conditions de salinité. Aussi, on a constaté que
l'application foliaire d’AGs a augmenté les teneurs endogeénes en AG3, AGy et en GAs totales
chez les trois génotypes (MT, Nr et Epi), les teneurs en acide jasmonique (AJ) uniquement
chez le mutant éthylene-sensible (Epi), mais a diminué la tZ (trans-zeatine) ainsi que les CKs
totales chez les trois génotypes évalués a I'exception des AM-plantes éthylene-sensible (Epi).
Alors que l'inoculation avec I’AMF a provoqué une augmentation d’AG3 seulement chez les
plantes éthylene-sensible (Epi) et chez les plantes de MT. Les teneurs en acide indole-3-
acetique (AIA), en ACC n'ont pas été affectées par l'application d’AGs par pulvérisation chez
les trois génotypes analysés, tandis que l'inoculation par I'AM a provoqué un effet positif
supplémentaire sur 1'ACC, en particulier chez les AM-plantes éthyléne-sensible (Epi)

cultivées en conditions de salinité.

Mots clés : éthylene, acide gibbérellique, acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique,

salinité, champignons mycorhiziens arbusculaires, croissance, phytohormones végétales.
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1. Introduction :

Pour survivre en conditions de stress abiotique telles que la salinité, les plantes activent leur
mécanisme de défense. La signalisation de phytohormone est une telle réponse de défense qui
est activée en réponse au stress. Qu'il y ait une augmentation ou une diminution du niveau de
ces hormones, il s’agit d’'un mécanisme adaptatif pour tolérer le stress (Igbal et al., 2012).
L'éthylene augmente en présence de la salinité, alors que I'AG diminue, mais 1'interaction
entre ces hormones est plutdt complexe, car les effets réciproques négatifs et positifs
dépendent du processus de développement et des conditions environnementales (Weiss et al.,
2007). 1l est connu que 1'éthylene affecte diverse processus tout au long de la vie de la plante,
y compris la pollinisation, la germination des graines, l'abscission et la sénescence, la
floraison, la maturation des fruits, la formation des racines, le gravi-tropisme et les réponses

au stress (Doubt et al, 2010; Khan et al., 2013; Wang et al., 2013; Upreti et al., 2016).

En fait, il a été constaté que la signalisation de 1'éthylene est bénéfique pour la
tolérance au stress salin (Xu et al., 2008). En plus, les études basées sur la mutation des genes
et l'analyse de la transformation ont permis d'expliquer que la biosynthese de 1’éthyléne et la
voie de transduction du signal, et qui sont impliquées dans la réponse et 'adaptation de la
plante a la salinité. IlIs ont suggéré que la promotion de la biosynthese de 1'éthylene et la
transduction du signal pourrait améliorer la tolérance des plantes a la salinité, alors que
I'inhibition de celle-ci entraine une augmentation de la sensibilité des plantes a la salinité (Tao
et al., 2015). Chez le soja, Ma et al. (2012) ont trouvé en utilisant I'analyse du gel 2-DE que
plusieurs composants de la biosynthese d'éthylene du génotype tolérant au sel Lee 68 étaient
plus abondants que ceux du génotype Jackson sous stress salin. Par ailleurs, Morgan and
Drew, (1997) ont constaté que les niveaux d'éthyléne et de son précurseur direct I’ACC
pourraient €tre évidemment induits par la salinité et par d'autres stress abiotiques chez de
nombreuses especes végétales. Récemment, Peng et al. (2014) ont signalé que le prétraitement
avec I’ACC a augmenté la tolérance a la salinité des plantes d'Arabidopsis. De méme, Ellouzi
et al. (2014) ont comparé deux halophytes Cakile maritima et Thellungiella salsuginea au
glycophyte Arabidopsis thaliana. 1ls ont constaté que les deux especes d'halophytes ont
accumulé plus d'ACC dans les feuilles et les racines a la forte salinité. Aussi, Cao et al. (2007)
ont signalé que l'application de I'éthylene ou de I'ACC pourrait améliorer la tolérance des
plantes a une forte salinité. Cependant, d'autres travaux ont montré que I'ACC pourrait jouer
un role négatif dans la régulation de la croissance des plantes de tomate sous stress salin.

Albacete et al., (2008) ont rapporté qu’apres avoir imposé 100 mM de NaCl durant deux
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semaines de traitements, une augmentation de la concentration de I'ACC des racines, de la
seve du xyleme et des feuilles a été détectée coincidant avec 1'accumulation de Na* foliaire a
80 mM (Ghanem et al., 2008). Ces chercheurs ont suggéré que ces changements ont été
corrélés temporellement avec 1'apparition du stress oxydatif (accumulation de malonaldéhyde)
et a la diminution de 1'efficacité photosynthétique (Ghanem et al., 2008), ce qui suggere que la

sénescence foliaire a été augmentée par 1'éthylene.

L'éthylene comme hormone du stress est impliqué dans I'homoeostasie ionique sous
stress salin en régulant 1'expression du géne H*-ATPase (Waters et al., 2007; Wang et al.,
2009; Lockhart et al., 2013; Amjad et al., 2014), la concentration d'éthyléne ainsi améliorée
est importante pour déterminer la tolérance au sel des plantes (Cao et al., 2006, 2007). En fait,
Alvarez et al. (2003) ont montré une augmentation significative de la production d'éthylene
chez les calins adaptés au sel par rapport aux calins sensibles au sel. De méme, Yang et al.
(2013) ont illustré un rdle clé pour 1'éthylene dans la tolérance au sel en rapportant sa capacité
a conserver K* plutdt qu’a diminuer Na* dans les racines et les tiges. Par ailleurs, Zhu et al.
(2005) ont rapporté que les plantes d'Arabidpsis thaliana transformées avec un facteur réactif
a 1'éthyleéne (ERF) comme le géne de régulation de facteur hos10-1 ont accumulé plus de Na*
que les plantes sauvages mais avaient une sensibilité inférieure au NaCl, ce qui implique que

la sensibilité au sel n'est pas directement associée a la variation de 1'accumulation de Na*.

En plus, I'éthylene interagit avec d'autres hormones pour réguler divers
processus dans la plante. Igbal et al. (2017) ont étudié le réle de 1'éthylene dans les processus
de développement et de sénescence des feuilles, des fleurs et des fruits, en accordant une
attention particuliére aux réseaux complexes d’interconnexion d'éthyléne avec l'auxine, les
cytokinines, les gibbérellines et 1'acide abscisique. En revanche, en condition de salinité, Tao
et al. (2015) ont constaté que 1'éthylene régule directement les effecteurs liés a la salinité, et se
coordonne également avec d'autres phytohormones et molécules de signalisation du stress
pour moduler la réponse de la plante a la salinité et a la croissance normale. Récemment, il a
des preuves de plus en plus sur I’interconnexion entre les phytohormones, 1'éthylene et les
gibbérellines sont associés presque a toutes les autres hormones en affectant les processus
cellulaires négativement ou positivement (Morant et al., 2010; Igbal et al., 2012). Les
premieres études ont suggéré que l'éthylene pourrait augmenter le niveau d'AG durant
I'élongation des entrenceuds du riz lors de la submersion en eau profonde (Hoffmann-Benning
and Kende, 1992). Bien que l'interaction négative entre les deux hormones a ét¢ démontrée

sur la croissance par Achard et al. (2003), ces chercheurs ont signalé qu'au moins une partie
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de l'effet inhibiteur de 1'éthyléne sur la croissance et son interaction a cet égard avec I'AG est
médiée par les protéines DELLA. Cependant, I’effet favorisant la synergie de I'AG et de
I'éthylene a été démontré chez les plantes d’Arabidopsis 1égerement cultivées par Saibo et al.
(2003). De Grauwe et al. (2008) ont rapporté qu'une voie fonctionnelle de réponse d’AG est
requise pour l'augmentation de la biosynthese d'éthylene eto2-1 (mutant surproducteur
d'éthylene) puisque gai eto2-1 (gibbérelline insensible, double mutant surproducteur de
I'éthylene) ne produit pas trop d'éthylene, montrant ainsi la dépendance de 1'éthylene a 1'AG.
Aussi, Achard et al. (2007) ont montré que I'éthyleéne a retardé la transition vers la floraison
chez les plantes d'Arabidopsis durant les courts jours et cet effet a été supprimé avec le
traitement par I’AG. Récemment, Khalloufi et al. (2017) ont constaté que I'application d’AG3
ainsi que la colonisation par I'AMF, mais notamment l'interaction entre I’AMF et ’AG a
augmenté considérablement la concentration d'ACC chez les plantes de tomate traitées par le

sel.

De plus, I'éthyleéne interagit également avec l’auxine dans la régulation de la
croissance et le développement des plantes (Vandenbussche et al., 2012). Kamil et al. (2007)
ont suggéré que l'éthylene réalise une activation locale de la voie de signalisation d'auxine et
régule la croissance des racines en stimulant la biosyntheése d’auxine et en modulant la
machine de transport d'auxine. Une autre interaction entre le précurseur d'éthylene (ACC)
avec d'autres hormones comme CK et ABA semble étre également impliquer dans la réponse
a la tolérance au sel chez la tomate (Albacete et al., 2009). Yin et al. (2015) ont suggéré que
I'éthylene et 'ABA semblent agir de maniere synergique ou antagoniste pour controler la
croissance et le développement des plantes. En effet, la relation entre I'éthylene et ' ABA dans
la réponse a la salinité n'est pas aussi assez claire que dans la germination des graines.
Néanmoins, a partir du modele d'expression associé aux ABA et des phénotypes des mutants
des facteurs liés a 1'éthylene, Tao et al. (2015) ont proposé que la biosynthese d'éthylene et la
voie de transduction du signal interagissent avec 'ABA dans la régulation de la réponse a la
salinité. En plus, il a été constaté que 1'éthylene combiné a d'autres phytohormones comme
I’AJ et ’AS agit souvent de maniere coopérative (Kazan et al., 2015). Par ailleurs, chez
Arabidopsis, ERF1 a joué un role positif dans la tolérance des plantes a la salinité, a la
sécheresse et au stress thermique par la régulation des geénes liés au stress, et qui integre les

signaux d’éthylene, d’AJ et d’ABA (Cheng et al., 2013).

En outre, 1'implication des hormones végétales dans la symbiose des plantes est basée

sur la modification des hormones végétales lors de 1'établissement de la symbiose aussi lors de
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I'application exogene des phytohormones (Hause et al., 2007). Dans ce contexte, il a été
démontré que les GAs et I'éthylene affectent les processus de développement des mycorhizes
a arbuscules (Penmetsa et al., 2007, Floss et al., 2013, Foo et al., 2013). Une étude antérieure
a utilisé le mutant surproducteur d'éthylene Epinastic et le mutant insensible a 1'éthylene
Never ripe de tomate pour construire I’un des premiers résultats, suggérant que 1'éthyléne est
un inhibiteur de la colonisation d’AM (Geil et al., 2001, Torres de Los Santos et al., 2011). De
plus, l'effet de la colonisation fongique sur les niveaux de diverse hormones végétales telles
que les cytokinines, ABA, JA, SA et l'acide précurseur d'éthyléne 1-aminocyclopropane-1-
carboxylique (ACC) a été examiné en détail avec (Martinez-Medina et al., 2010, 2011). Dans
ce contexte, il y a peu d’information sur l'interaction des deux hormones végétales : 1'éthylene

et les gibbérellines dans la symbiose mycorhizienne en conditions contrdlées et stressantes.

Les mutants d'éthylene ont été considérés comme des outils puissants dans la
recherche génétique et biochimique pour élucider la modulation de I'éthylene pendant le
stress. Dans cette étude, trois génotypes de tomate (Solanum esculentum Mill cv. Micro-Tom,
MT), le mutant de tomate Never-ripe (Nr) qui est bloqué dans la perception de I'éthylene
(Lanahan et al., 1994) et le mutant Epinastic (Epi) qui la production excessive d'éthylene ne
montre pas nécessairement une sénescence prématurée des feuilles (Wang et al., 2005), ont
été utilisés pour élucider le role de 1'éthylene dans l'interaction entre ’application foliaire

d’AGs et I'inoculation par I’AMF chez la tomate sous stress salin.
2. Rappel du protocole expérimental

Les graines de trois génotypes de tomate (Solanum Esculentum Mill) : Micro-Tom, (MT),
Never ripe (Nr) avec une faible sensibilité a 1'éthylene et Epinastic surproducteur d’éthylene
(Epi), sont désinfectées par une solution d’eau de javel 5% puis rincées a I’eau distillée
plusieurs fois. Par la suite, elles sont mises dans des plaques alvéolées pleines de la
vermiculite stérilisée. Les plantes de tomate issues de semis et agées de 3 semaines (stade 3
feuilles étalées) sont transférées vers des pots de 1 L contenant du la vermiculite stérilisée. La
moitié des plantules de chaque génotype sont inoculées par 5g de Rhizophagus irregularis par
plante. L’inoculum a été placé juste pres des racines de chaque plante.

Les plantes sont irriguées régulicrement par une solution nutritive modifiée (Hoagland
and Aron, 1950). Le NaCl a été ajouté a la solution nutritive qui est renouvelée
périodiquement. L’AG3 a été appliqué par pulvérisation de la partie aérienne chaque deux
jours, alors que les plantes non-traitées ont été pulvérisées par la méme quantité en eau
distillée.
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A la fin de la récolte (quatre semaines de traitement), les plantes sont récoltées et
séparées en partie aérienne et racinaire. Plusieurs parametres sont déterminés a la récolte
finale des plantes de différents traitements (masses de matiere fraiche, surface foliaire, teneurs
en cations des différents organes). La surface foliaire a ét¢ mesurée a I’aide d’un florimetre
(leaf area meter) LI-3100C (Li-Cor, Lincoln, NB, Etats-Unis). Les cations ont été analysés en
utilisant un spectrometre d'émission optique par plasma a couplage inductif (ICP-OES,
Thermo ICAP 6000 SERIES, ThermoFisher Scientific). Les pourcentages de la colonisation
mycorhizienne ont été déterminés selon la méthode de (Giovannetti et Mosse, 1980). Les

phytohormones sont extraites et purifiées selon la méthode d’Albacete et al. (2008).
3. Principaux résultats

3.1. La colonisation mycorhizienne

Le tableau 1 montre que Rhizophagus irregularis a réussi a coloniser les racines des trois
génotypes de tomate évalués en conditions controlées, alors que la colonisation d’AM
fongique n'a pas été détectée chez les NAM-plantes (Tableau 1). L'application de 100 mM
NaCl au milieu de culture a diminué le pourcentage de la colonisation racinaire de 60% chez
les mutants Nr et Epi par rapport aux conditions controlées, mais aucun effet de sel sur la
colonisation racinaire d’AM n'a été observé chez les plantes MT (Tableau 1). La colonisation
d’AM racinaire a considérablement diminué chez les plantes MT et Epi traitées avec I’AG3 en
conditions controlées et de salinité. En revanche, le traitement par I’AGs a augmenté la
colonisation d’AM chez le mutant ET-insensible Nr, en particulier en conditions de salinité
(Tableau 1).

Tableau 1. Pourcentage des mycorhizes dans le systtme racinaire des plantes de trois
génotypes de tomate (Solanum Esculentum Mill) : Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr) avec
une faible sensibilité a 1'éthylene, et Epinastic surproducteur d’éthyléne (Epi) inoculés (AM-
plantes) ou non (NAM-plantes) par Rhizophde agus irregularis aprés 4 semaines de
traitement par : 0 M AG3+ 0 mM NaCl, 10° M AG3+ 0 mM NaCl, 0 M AG3+ 100 mM NaCl
et 10° M AG3+100 mM NaCl. Les données sont des moyennes de six plantes * erreur

standard. Les différentes lettres indiquent les différences statistiques entre les génotypes et les
traitements selon le test de Tukey a P <0.05.
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%AM colonization 0 MGAs+0mMNaCl — 10°MGAs+0mMNaCl 0 M GAs+ 100 mM NaCl 106N GAs+ 100 mM NaCl

NAM 0 0 0 0
MT 16£0.10a 9+051¢ 15£039a 12£028b
AM Nr 1420884ab 16£121a 6044 c 12£021b
Epi 330002 25£076 b 13£000¢ 10£039 d

3.2. Parametres de croissance de la plante

En conditions contrdlées, la biomasse de matiere fraiche des parties aériennes a augmenté de
maniere significative par ’application foliaire d’AGs chez les trois génotypes (MT, Nr et Epi)
analysés, alors que l'inoculation par ' AMF a provoqué une augmentation supplémentaire de la
biomasse fraiche des parties aériennes uniquement chez le mutant Epi (2-fois par rapport aux
plantes non-traitées, Figure 1A, B). Bien que la salinité ait considérablement réduit la
biomasse fraiche des parties aériennes, I'application de 1’AGs; a restauré la croissance chez les
trois génotypes évalués, alors que la colonisation par I'AMF a présenté un effet positif
seulement chez les plantes Epi (Figure 1A, B). La biomasse fraiche des racines a été
considérablement augmentée par 1'application exogene d’AGs ou par 1'inoculation par 'AM
chez les trois génotypes testés en conditions controlées et de salinité (Figure 1C, D). La
biomasse fraiche totale a montré une tendance similaire a celle des parties aériennes (Figure
1E, F). On a trouvé que la pulvérisation avec I’AG3; a amélioré la biomasse totale chez les
trois génotypes évalués, mais la colonisation par I'AMF en interaction avec l'application

d’AGs n’a augmenté la biomasse totale que chez le mutant ET-sensitive (Epi) (Figure 1E, F).
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Figure 1. La masse de matiere fraiche (MF) des parties aériennes (PA) (A), MF des racines
(R) (B) et la MF totale (C) chez les trois génotypes de tomate (Solanum Esculentum Mill) :
Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr) avec une faible sensibilité a I'éthyléne, et Epinastic
surproducteur d’éthyléne (Epi) inoculés (AM-plantes) ou non (NAM-plantes) par
Rhizophagus irregularis aprés 4 semaines de traitement par: 0 M AGs+ 0 mM NaCl, 10° M
AG3+ 0 mM NaCl, 0 M AG3+ 100 mM NaCl et 10° M AG3+100 mM NaCl. Les données
sont des moyennes de six plantes + erreur standard. Les différentes lettres indiquent les
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différences statistiques entre les génotypes & les traitements selon le test de Tukey a P <0.05
respectivement.
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Figure 2. La surface foliaire (cm?) des plantes de trois génotypes de tomate (Solanum
Esculentum Mill) : Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr) avec une faible sensibilité a 1'éthylene,
et Epinastic surproducteur d’éthyléne (Epi) inoculés (AM-plantes) ou non (NAM-plantes) par
Rhizophagus irregularis aprés 4 semaines de traitement par: 0 M AG3+ 0 mM NaCl, 10° M
AG3+ 0 mM NaCl, 0 M AGs+ 100 mM NaCl et 10° M AG3+100 mM NaCl. Les données
sont des moyennes de six plantes + erreur standard. Les différentes lettres indiquent les
différences statistiques entre les génotypes & les traitements selon le test de Tukey a P <0.05
respectivement.

L'application d’AGs a augmenté de maniere significative la surface foliaire chez MT et
le mutant Epi en conditions contr6lées, tandis que l'inoculation par I’AM a augmenté la
surface foliaire chez les mémes génotypes, en particulier chez le mutant Epi traité avec 1’AG3
(Figure 2A, B). La salinité a entrainé une réduction de la surface foliaire des trois génotypes
analysés, méme si le mutant ET-insensible (Nr) n'a pas été significativement affecté chez les
NAM-plantes. Il est important de noter que, en conditions de salinité, l'application d’AGs3
foliaire ou l'inoculation par I’AM a augmenté la surface foliaire, en particulier chez les plantes

Epi (Figure 2A, B).
3.3. Teneurs ioniques

En conditions controlées, l'application exogéne d’AGs ou l'inoculation avec I’AM ont

augmenté les teneurs en K chez les plantes de MT et de mutant ET-surproducteur Epi, mais
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elle les a diminués chez le mutant ET-insensible Nr (Tableau 2). K/Na a également été
augmenté uniquement chez les plantes MT traitées avec ’AGs ou inoculées avec 1'AM.
Cependant, les teneurs en Ca et en Fe ont augmentés par 1’inoculation avec 1'AM chez les
plantes ET-insensibles Nr, mais elles ont montré une diminution chez les plantes ET-
surproductrices Epi. P et Mg ont également diminué par I’application foliaire d’AG3 ou par
l'inoculation avec ’AM par rapport aux plantes non-traitées. Cependant, la pulvérisation
d’AGs; exogene a permis d'augmenter les teneurs en Na chez le mutant ET-sensible Nr et le
mutant ET-surproducteur Epi, tandis que l'inoculation avec 1'AM a provoqué une

augmentation supplémentaire des teneurs en Na chez les deux mutants (Nr et Epi).

Bien que la salinité ait diminué les teneurs foliaires en K chez les trois génotypes
analysés, l'application foliaire d’AGs; ou l'inoculation avec I’AM a provoqué une
augmentation des teneurs en K chez les plantes MT et Epi, tandis que chez les plantes Nr les
teneurs de K ont augmenté avec l'application exogene de 1’AGs mais ont diminué avec
l'inoculation avec I’AM par rapport aux plantes non-traitées (Tableau 2). Cependant, K/Na a
augmenté avec l'application foliaire d’AGs ou par I’inoculation avec I’AM chez les plantes
MT en conditions de salinité. On a constaté aussi que la pulvérisation avec 1’AG3 exogene a
diminué les teneurs en Mg ainsi qu’en Fe, tandis que l'inoculation par I'AM a provoqué une
diminution supplémentaire de ces cations chez les plantes MT. Il est important de noter que
les teneurs en Na ont augmenté de maniere significative par l'application foliaire de 1’AGg3
chez les trois génotypes analysés, tandis que l'inoculation par I'AM a diminué les teneurs
foliaires en Na chez le MT et le mutant ET-insensible Nr, mais les a augmenté chez les

plantes Epi (Tableau 2).

Tableau 2. Teneurs en potassium (K), en phosphore (P), en calcium (Ca), en magnésium
(Mg), en fer (Fe), en sodium (Na) (mg/g MS) ainsi que le rapport K/Na dans les feuilles des
plantes de trois génotypes de tomate (Solanum Esculentum Mill): Micro-Tom (MT), Never
ripe (Nr) avec une faible sensibilité a I'éthylene, et Epinastic surproducteur d’éthyléne (Epi)
inoculés (AM-plantes) ou non (NAM-plantes) par Rhizophagus irregularis aprés 4 semaines
de traitement par: 0 M AGs+ 0 mM NaCl, 10° M AGs+ 0 mM NaCl, 0 M AG3+ 100 mM
NaCl et 10°® M AG3+100 mM NaCl. Les données sont des moyennes de six plantes + erreur
standard. Les différentes lettres et astérisques indiquent les différences statistiques entre les
génotypes & les traitements selon le test de Tukey a P <0.05 respectivement.
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4. Profile hormonal

Gibbérellines

Les teneurs endogenes en AG3, mais aussi en AGj et en GAs totales (calculé comme AG; +
AGs3 + AGs) ont augmenté avec l'application foliaire d’AGs chez les trois génotypes en
conditions contrdlées et de salinité par rapport aux plantes non-traitées (Figure 3A, B, G and
H). De plus, en conditions controlées, 1'inoculation avec I’AMF a diminué les teneurs en AG3
ainsi que celle en GAs totales chez les plantes MT et Nr, mais les a augmenté chez le mutant
ET-surproducteur Epi. Cependant, en conditions de salinité, l'inoculation avec I’AM a
augmenté les teneurs en AGs ainsi que celles en GAs totales chez les plantes MT et Epi
(Figure 3A, B, G and H). De méme, en conditions contrélées, l'inoculation avec I’AM a
diminué les teneurs en AG chez le mutant Nr, mais les a augmenté chez le mutant Epi, alors
que en conditions de salinité, I'inoculation avec I’AM a augmenté AG; chez les plantes MT et
Nr, mais a diminué AG chez le mutant Epi (Figure 3C, D). En revanche, en conditions
contrdlées, la concentration d’AGs a diminué avec I’application exogéne d’AGs chez les
plantes MT non-inoculées avec I’AM, mais a augmenté chez les NAM-plantes Nr. Il est
important de noter que l'inoculation avec I’AM a eu un effet négatif sur les teneurs en AGy
chez le mutant ET-insensible Nr a la fois en conditions contrdlees et de salinité, mais une
augmentation des teneurs en AGy a été observée chez les plantes MT en conditions de salinité

(Figure 3E, F).
Cytokinines

En conditions controlées, tZ ainsi que CK (calculé comme tZ + iP) ont été considérablement
augmentés par l'application foliaire d’AG3 chez les NAM-plantes Nr et Epi (Figure 4A, C).
L'inoculation avec I’AMF a augmenté les teneurs en tZ et en CKs totales chez le MT et le
mutant ET-surproducteur Epi, tandis que l'application d’AGs a eu un effet positif
supplémentaire chez ces deux génotypes, mais spécialement chez les plantes MT (3-fois
plusélevé que chez les plantes non-traitées). En revanche, l'inoculation avec 1'AMF et
I'application d’AG3 ont diminué les teneurs en tZ et en CKs totales chez le mutant ET-
insensible Nr. Cependant, la salinité a provoqué une augmentation de tZ et de CKs totales
chez les trois génotypes analysés a la fois chez les plantes NAM et AM, a l'exception des
plantes Nr inoculées avec I’AMEF, tandis que l'application d’AGs a diminué les teneurs en tZ

et en CKs totales, a l'exception du mutant Nr inoculé avec ’AMF ( Figure 4A, B, E et F).

118



Chapitre V

L'autre CK actif, iP, a augmenté de maniere spectaculaire avec la salinité chez les plantes MT

(Figure 4C, D).

NAM Plantes AM Plantes
00 M GA,+ 0 mM NaCl A B
B10-°M GA,+ 0 mM NaCl
500 | @0 M GA,+ 100 mM NaCl 300
- B 10-°M GA,+ 100 mM NaCl
= 400 400
a
=
T 300 300
)
= 200 200
3
100 100
0 0
- 3 3
=
=
o
)
<
& 1 1
0 0
1.00 1,00 F
g %
= 075
L, 0.75
&0
E 050 0.50
3
0.25 025 e x
%
d d
o LHA B ; dedded od dged
500
£ 500
= G
T 400 400
&0 .
£
- 300 300
e
&
§ 200 200
S
100 100
0 0

MT Nr Epi

Figure 3. Teneurs en gibbérelline A3 (AGs) (A, B), en gibbérellines Al (AG1) (C, D), en
gibbérelline A4 (AGs) (E, F), en gibbérellines totales (GAs) (G, H) dans les feuilles des
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plantes de trois génotypes de tomate (Solanum Esculentum Mill) : Micro-Tom (MT), Never
ripe (Nr) avec une faible sensibilité a 1'éthyléne, et Epinastic surproducteur d’éthyléne (Epi)
inoculés (AM-plantes) ou non (NAM-plantes) par Rhizophagus irregularis apres 4 semaines
de traitement par: 0 M AGs+ 0 mM NaCl, 10° M AGs+ 0 mM NaCl, 0 M AG3+ 100 mM
NaCl et 10® M AG3+100 mM NaCl. Les données sont des moyennes de six plantes + erreur
standard. Les différentes lettres et astérisques indiquent les différences statistiques entre les
génotypes & les traitements selon le test de Tukey a P <0.05 respectivement.

Acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique

Bien qu'il ait été prévu que, en conditions controlées, les teneurs du précurseur d’ET,
I’ACC, augmentent chez le mutant ET-surproducteur Epi, il a été plutot observé que le
I’ACC a diminué chez ce mutant par rapport aux plantes MT indépendamment de la
colonisation avec I’AMF (Figure 5A, B). Cependant, I'ACC a été considérablement
diminué par la colonisation avec I’AM chez le mutant Nr. De plus, I'application d’AG3 a
augmenté les teneurs en ACC chez les trois génotypes évalués en conditions contrdlées. Le
stress salin a augmenté les concentrations en ACC, tandis que l'application d’AGs I’a
diminué chez les mutants MT et Nr. En outre, les plantes Epi inoculées avec I’AMF et
traitées avec I’AGs ont montré les teneurs en ACC maximale (4-fois par rapport aux

plantes MT non-traitées en conditions contrdlées) (Figure 5 A, B).
Acide indole 3-acétique

En conditions contrdlées, l'application d’AGs a augmenté les teneurs en AIA chez les
mutants Nr et Epi (Figure 5C, D). L'inoculation avec 'AMF n'a affecté 1'AIA que chez les
plantes de mutant Nr cultivées en présence du sel, ou les teneurs en AIA ont augmenté de

maniere significative par rapport aux plantes non-inoculées.
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Figure 4. Teneurs en trans-Zeatin (tZ) (A, B), en isopentenyladenine (iP) (C, D) et en CKs
totale (tZ+iP) (E, F) dans les feuilles des plantes de trois génotypes de tomate (Solanum
Esculentum Mill) : Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr) avec une faible sensibilité a 1'éthylene,
et Epinastic surproducteur d’éthyleéne (Epi) inoculés (AM-plantes) ou non (NAM-plantes) par
Rhizophagus irregularis aprés 4 semaines de traitement par: 0 M AG3+ 0 mM NaCl, 10° M
AG3+ 0 mM NaCl, 0 M AG3+ 100 mM NaCl et 10° M AG3+100 mM NaCl. Les données
sont des moyennes de six plantes + erreur standard. Les différentes lettres et astérisques
indiquent les différences statistiques entre les génotypes & les traitements selon le test de
Tukey a P <0.05 respectivement.
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Figure 5. Teneurs en acide indole-3-acetique (AIA) (A, B), en acide 1-aminocyclopropane-1-
carboxylique (ACC) (C, D), en acide abscissique (ABA) (E, F), en acide jasmonique (AJ) (G,
H) et en acide salicylique (AS) (I, J) dans les feuilles de trois génotypes de tomate (Solanum
Esculentum Mill) : Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr) avec une faible sensibilité a 1'éthylene,
et Epinastic surproducteur d’éthyléne (Epi) inoculés (AM-plantes) ou non (NAM-plantes) par
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Rhizophagus irregularis aprés 4 semaines de traitement par: 0 M AGs+ 0 mM NaCl, 10° M
AG3+ 0 mM NaCl, 0 M AGs+ 100 mM NaCl et 10° M AG3+100 mM NaCl. Les données
sont des moyennes de six plantes + erreur standard. Les différentes lettres et astérisques
indiquent les différences statistiques entre les génotypes & les traitements selon le test de
Tukey a P <0.05 respectivement.

Acide abscissique

En conditions de croissance optimale, la concentration d'’ABA a été significativement
augmentée par l'application exogéne d’AGs chez les trois génotypes étudiés, alors que la
colonisation du systeme racinaire avec I’AMF a eu un effet positif supplémentaire, en
particulier chez le MT et le mutant ET-insensible Nr (Figure 5E, F). En effet, la salinité a
augmenté les teneurs en ABA chez les trois génotypes, mais l'application foliaire d’AGs a
provoqué une augmentation supplémentaire des teneurs en ABA. Cependant, I'effet de I’AMF
sur I'ABA n'a été significatif que pour le mutant Nr qui, en fait, a montré les teneurs en ABA

les plus élevées (Figure 5F).
Acide jasmonique

En conditions contrdlées, 'application exogene d’AGs a augmenté les teneurs en AJ chez les
trois génotypes évalués. L'inoculation avec I’AM a provoqué une augmentation
supplémentaire, en particulier chez le MT, mais une diminution chez les plantes ET-
surproducteur Epi (Figure 5G, H). La salinité a provoqué une diminution générale des en
teneurs en AJ, tandis que l'application foliaire d’AGs a augmenté les teneurs en AJ chez les

NAM-plantes, en particulier le mutant Epi.
Acide salicylique

En conditions contrdlées, 'application d’AGs par pulvérisation a augmenté les teneurs en AS
chez les trois génotypes, tandis que la colonisation des racines avec I’AM a augmenté les
teneurs de cette hormone chez les plantes MT et le mutant ET insensible Nr, mais a diminué
les teneurs en AS chez le mutant ET-surproducteur Epi (Figure 51, J). En outre, le traitement
par I’AGs des plantes traitées par le sel n'a pas eu d'effet significatif sur les teneurs en AS, a

l'exception des AM-plantes ET-insensibles Nr.
3.5. Analyse en composants principales

Afin de souligner la variation et de mettre en évidence des modeles dans cet ensemble de

données complexe, nous avons effectué une analyse en composantes principales (ACP) pour
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Figure 6. Deux axes de l’analyse de composante principale ACP pour chaque génotype
évalué, MT (A), Nr (B) et Epi (C), avec toutes les variables déterminées, les vecteurs propres
représentent la force (donnée par la longueur du vecteur) et la direction de la corrélation des
traits relatifs aux deux premiers composantes principaux (CP). Les cercles contiennent les
variables qui appartiennent au méme groupe (niveau de confiance de 75%). Les abréviations
pour les variables sont données ainsi: SFW: biomasse fraiche des tiges, RFW: biomasse
fraiche des racines, TFW: biomasse fraiche totale, LA: surface foliaire; tZ, trans-Zéatine; iP,
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isopentenyladénine, CKs; Cytokinines totales; ACC, acide 1-aminocyclopropane-1-
carboxylique; ABA, acide abscisique; SA, acide salicylique; JA, acide jasmonique; GAj,
gibberelline Al; GA4, gibberelline A4; GAs, gibbérellines totales; K, teneurs en potassium
dans les feuilles; Na, teneurs en sodium dans la feuille; P, teneurs en phosphore dans la
feuille; Mg, teneurs en magnésium dans la feuille; Ca, teneurs en calcium dans la feuille,
rapport Na/K; Fe, teneurs en fer dans la feuille et PM, pourcentage de colonisation de I’AM.

chaque génotype évalué, MT, Nr et Epi, avec toutes les variables déterminées dans cette
étude. Les modeles prédominants de la covariation des variables physiologiques sont
présentés dans la Figure 6, ou les vecteurs Eigen représentent la force (donnée par la longueur
du vecteur) et la direction du trait par rapport aux deux premiers composantes principaux
(CP). Il est important de noter que ces PC représentaient 100% de la variance totale dans les
trois génotypes et le modele de distribution des variables dans I'ACP étaient différent dans les
trois génotypes. Dans les plantes MT, I'ACC a été associé aux parametres de la croissance: la
biomasse fraiche des tiges (SFW) et la biomasse fraiche totale (TFW) dans le PC2, tandis que
CKs, IAA et SA ont été associés a la surface foliaire dans le PC1 (Figure 6A). Cependant,
chez le mutant Nr, les parametres de productivité : la biomasse fraiche des tiges (SFW), la
biomasse fraiche totale (TFW) et la surface foliaire ont ét€é explicitement expliqués
principalement par le PC1 et associés a I’ACC, GAs et I’AJ (Figure 6B). En plus, la plupart
des traits ioniques et ’ABA du mutant Nr ont été négativement associés aux parametres de
productivité. Chez le mutant ET-sensible Epi, la biomasse fraiche des tiges (SFW) et la
biomasse fraiche totale (TFW) étaient orthogonaux a la surface foliaire et expliqués par le
PC1 et le PC2, respectivement. CKs, AS et AJ ont été positivement associés a la surface
foliaire dans le PCI1, tandis que les parametres ioniques K et K/Na et les parametres
hormonaux I’ACC et ’AG ont été associés négativement a la biomasse fraiche des tiges

(SFW) et la biomasse fraiche totale (TFW) dans le PC2 (Figure 6C).
5. Discussion

L'implication des hormones végétales dans la symbiose de la plante mycorhizées en
conditions contrOlées a été déterminée par l'analyse des niveaux endogenes d’hormones
végétales et/ou I’application exogene (Bothe et al., 1994; Hause et al., 2007). Nous avons déja
démontré que l'interaction entre 1'inoculation avec I'AMF et 1'application d’AG3; a amélioré la
croissance des plants de tomates traitées par le sel, en modifiant 1'équilibre hormonal
(Khalloufi et al., 2017). Bien que I'ET n'ait pas été considéré comme le facteur principal dans

le contrdle de la croissance, ces auteurs ont constaté que l'interaction AMF-AG augmentait le
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précurseur de 1'éthylene 'ACC en conditions de salinité, ce qui suggere que I'ET pourrait
interagir avec les GAs pour contrdler la colonisation de ' AMF sous contrainte saline. En fait,
I'ET est une hormone du stress qui a été négativement corrélée a la colonisation des
mycorhizes (Kloppholz et al., 2011; Foo et al., 2013) et la tolérance a la salinité (Barnawal et
al., 2014). Dans la présente étude, nous avons constaté que I'application de 100 mM NaCl au
milieu racinaire a diminué le pourcentage de la colonisation racinaire chez les mutants Nr et
Epi par rapport aux plantes témoins sans sel, mais aucun effet de sel sur la colonisation
racinaire avec I’AM n'a été observé chez plantes MT (Tableau 1). Cela indique que le
déséquilibre en ET chez la tomate ont des effets significatifs sur la colonisation d’AM,
comme l'ont suggéré précédemment Zsdgon et al. (2008): chez les mutants de tomates Epi et
Nr inoculés avec le champignons Glomus clarum, ces auteurs ont constaté que I'ET joue un
role important dans le contrdle de la croissance des hyphes des champignons mycorhiziens a
arbuscules (Zsogon et al., 2008). Par conséquent, la réduction de la colonisation d’AM
observée dans les différents contenu d’ET (faible sensibilité et production élevée) est
cohérente avec d'autres rapports antérieurs démontrant que bien que I'ET soit un inhibiteur
fort de la colonisation (Geil et al., 2001), mais a de faibles concentrations peut également
réduire la croissance des champignons (Ishii et al., 1996). De plus, Torres de los Santos et al.
(2011) a révélé que le mutant RIN, avec une suppression dans l'inhibiteur de maturation
MADS qui ne parvient pas a déclencher la respiration climatique et la biosynthese d’ET
associée a la maturation, a augmenté la colonisation de I'AMF, tout en diminuant chez le
mutant ET-insensible Nr. Il est important de noter que la colonisation racinaire d’AM a
considérablement diminué chez les plantes traitées a I’AGs et les plantes Epi en conditions de
controle et de salinité. En revanche, 1'application d’AG3 a augmenté la colonisation d’AM
chez le mutant ET-insensible Nr, en particulier en conditions de salinité (Tableau 1). Cela
suggere qu'il existe un effet interactif négatif entre I’ET et I’AG sur la colonisation d’AM en

conditions de salinité.

Nous avons constaté que la pulvérisation avec I’AG3 a amélioré la biomasse fraiche des tiges
et la biomasse fraiche totale chez les trois génotypes évalués en conditions de salinité, tandis
que la colonisation avec 'AMF a augmenté la biomasse fraiche des tiges et la biomasse
fraiche totale uniquement chez le mutant ET-sensible Epi (Figure 1). Khalloufi et al. (2017) a
suggéré que I'ET n'est pas un facteur primaire qui controle la croissance en conditions de
salinité chez les plantes de tomate inoculées et traités avec I’AGs3 sous contrainte saline, mais

d'autres études antérieures ont rapporté que l'application exogene de 1'éthylene ou de I'ACC
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pourrait améliorer la croissance et la tolérance des plantes a une forte salinité (Cao Et al.,
2007). Néanmoins, nos données indiquent que I'ET n'interagit pas avec les GAs dans
I'amélioration de la croissance sous contrainte saline, mais semble avoir un effet interactif
positif avec 'AMF pour 1’amélioration de la croissance chez les plantes de tomate sous

contrainte saline.

Nous avons constaté que la pulvérisation d’AG3z a amélioré la biomasse fraiche des
tiges et donc la biomasse fraiche totale chez les trois génotypes évalués en conditions de
salinité, tandis que la colonisation de I'AMF a augmenté la biomasse fraiche des tiges et donc
la biomasse fraiche totale uniquement chez le mutant ET-sensible Epi. Récemment, Khalloufi
et al. (2017) ont signalé que 1'application exogéne d’AGs ou l'inoculation par 'AMF seule,
mais surtout leur interaction, a amélioré la croissance des plantes de tomate traitées par le sel.
Alors que dans une étude antérieure de Cao et al. (2007), I'application de 1'éthylene ou de
I'ACC a pu améliorer la tolérance des plantes a une salinité élevée. Néanmoins, nos données
ont indiqué que I'ET n'interagit pas avec les GAs dans I’amélioration de la croissance sous
stress salin, mais semble avoir un effet interactif positif avec ' AMF pour la restauration de la

croissance des plantes de tomate cultivées en présence du sel.

ET, a été impliqué dans I'homéostasie ionique sous le stress de la salinité en régulant
l'expression du gene H*-ATPase (Lockhart et al., 2013; Amjad et al., 2014), qui catalyse la
seule pompe qui génere le gradient de protons et élimine le Na des cellules, la concentration
accrue en ET est importante pour déterminer la tolérance au sel (Cao et al., 2006, 2007). Nous
avons constaté que l'application d’AG3 a augmenté les teneurs en K et en Na chez les trois
génotypes évalués sous contrainte saline, tandis que I'inoculation avec I’AM a diminué les
teneurs en K chez le mutant ET-insensible Nr et a augmenté les teneurs en Na chez le mutant
ET-sensible Epi, et les deux cations étaient inversement associés aux parametres de
productivité dans I’ACP (Tableau 2, Figure 6). Cela suggere que I'AG n'interagit pas avec
I'ET pour I'homéostase ionique sous contrainte saline, mais la signalisation d’ET est
importante pour 1'équilibre ionique chez les plantes inoculées en conditions de salinité. Jiang
et al. (2013) et Yang et al. (2013) ont illustré un rdle clé pour I'ET dans la tolérance au sel en
rapportant sa capacité a retenir K plutét que de diminuer Na dans les racines et les tiges
d'Arabidopsis thaliana. Bien que ce résultat observé, l'effet interactif de 1'éthyléne sur les

teneurs en K chez les plantes inoculées nécessite d'autres étude approfondie.

En plus, Khalloufi et al. (2017) ont trouvé que la colonisation avec I'AMF ainsi que
l'application d’AGs, mais notamment l'interaction entre I’AMF et I’AG a augmenté

127



Chapitre V

considérablement les teneurs en ACC chez les plantes de tomate traitées par le sel. Dans la
présente étude, nous avons constaté que la salinité a augmenté les teneurs en ACC, tandis que
I’application exogéne d’AGs a diminué I'ACC chez les mutants MT et Nr. Il est important de
noter que les plantes Epi inoculées avec I'AMF et traitées avec 1’AG3 ont montré les teneurs
en ACC maximale (4-fois par rapport aux plantes MT non-traitées en conditions controlées)
(Figure 5 A, B). Nous avons également trouvé chez les plantes MT que I’ACC était associé
aux parametres de croissance dans le PC2 (Figure 6A), cependant, chez le mutant Nr, les deux
parametres de productivité (la biomasse fraiche totale TFW et la surface foliaire LA) ont été
explicitement expliqués par le PC1 et associés a I’ACC, I’AG et I’AJ (Figure 6B). En
conséquence, l'effet interactif positif entre I’ET et I’AG sur le niveau d’ACC a été trouvé lors
de la production élevée d'éthylene (le mutant Epi), qui présente en fait la biomasse fraiche des
tiges la plus élevée et donc la biomasse fraiche totale en conditions de salinité (Figure 1). Cela
suggere que l'amélioration de la croissance des plantes de tomate nécessitera un effet

interactif positif entre I’AG et 'ET en conditions de salinité.

L'application exogene de 1'éthylene et de I'AG sont impliqués dans 1'induction de la
tolérance au sel chez les plantes, mais qu'ils agissent de maniere indépendante ou dépendente
I’un de I’autre est discutable (Igbal et al., 2012). En effet, 'interaction négative entre les deux
hormones a été montrée sur la croissance par Achard et al. (2003), ces chercheurs ont signalé
qu'au moins une partie de l'effet inhibiteur de 1'éthylene sur la croissance et son interaction
avec I'AG a cet égard est médié par les protéines DELLA. En revanche, De Grauwe et al.
2008 ont rapporté qu'une voie de la réponse fonctionnelle d’AG est requise pour
I'augmentation de la biosynthese d'éthyléne eto2-1 (mutant surproducteur d'éthyléne) puisque
gai eto2-1 (gibbérelline insensible, double mutant a 1'éthylene surproducteur) ne produit pas
trop I'éthylene, montrant la dépendance de I'éthylene a I'AG. Dans la présente étude les
teneurs endogenes en AGs, mais aussi en AG; et en GAs totales ont augmenté avec
I'application foliaire d’AGs chez les trois génotypes en conditions de salinité par rapport aux
plantes non-traitées (Figure 3A, B, G and H). Cela suggere que I’AG et I’ET agissent
indépendamment 1'un de l'autre dans 1'amélioration de la croissance des plantes de tomate en
conditions de salinité, puisque les parametres de productivité (la surface foliaire (LA) et la
biomasse fraiche totale (TFW)) chez le mutant ET-surproducteur Epi ont été orthogonaux et
expliqués respectivement par PC1 et PC2 (Figure 6C). Par ailleurs, 1'inoculation avec ’AM a
augmenté 1’AGs3 ainsi que le contenu des GAs totales chez les plantes de MT et de Epi (Figure
3A, B, G et H), ce qui suggere qu'il existe un effet interactif positif entre I'ET et I’AM sur les
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niveaux endogenes d'AG chez les plantes de tomate en conditions de salinité. Récemment,
Khalloufi et al. (2017) ont constaté que l'application exogene d’AGs a augmenté les teneurs
de trois GAs actives analysées chez les plantes de tomate, I’AG1, I’AGs3 et I’AG4, mais surtout
I’AGs, et donc les teneurs totales des GAs. Ils ont montré qu’il existe une corrélation positive
entre I’AGs et les parametres de croissance chez les plantes de tomate traitées par I’AG

seulement ou en combinaison avec I’AMF.

Une autre interaction entre le précurseur d'éthylene I’ACC avec les autres hormones
telle que le CK et I’ABA semble étre également impliqué dans la réponse a la tolérance au sel
chez la tomate (Albacete et al., 2009). Khalloufi et al. (2017) ont constaté que les CKs étaient
positivement corrélé avec les parametres liés a la croissance chez les plantes de tomate
traitées par I’AG seul ou en combinaison avec l'inoculation par I'AMF, ils ont suggéré que les
GAs interagissent avec les CKs pour restaurer la croissance en conditions de salinité et
lI'inoculation par I'AMF a un effet positif supplémentaire sur la croissance. Dans la présente
étude, la salinité a provoqué une augmentation de la tZ et des CKs totales chez les trois
génotypes analysés a la fois chez les plantes NAM et AM, a l'exception des plantes Nr
inoculées par I’AMF, tandis que l'application d’AGs a diminué les teneurs en tZ et en CKs
totales, a l'exception de mutant Nr inoculé avec I’AMF (Figure 4A, B, E et F). L'autre CK
actif, iP, a augmenté de maniere importante avec la salinité chez les plantes MT (Figure 4C,
D). Cela suggere qu'il y a un effet interactif négatif entre I’ET et I’AG sur les niveaux de CKs
dans l'amélioration de la croissance des plantes de tomate traitées par le sel, puisque les CKs

étaient inversement associé€s a la surface foliaire (LA) dans PC1, PC3 (Figure 6A).

L'éthylene et I'auxine régulent de maniere synergique la croissance des plantes et les
processus de développement, y compris la croissance des racines et le développement des
racines latérales (Wang et al., 2013). En effet, Kamil et al. (2007) ont rapporté qu'un mode
d'interaction éthyleéne-auxine se produit au niveau de la biosynthese de I'hormone: 1'auxine
induit la biosynthese de I'éthylene par une régulation positive de la 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) synthase, 'enzyme clé dans la production d'éthyleéne (Abel et al., 1995).
Cependant, 1'éthylene pourrait influencer les niveaux d'auxine puisque I'éthylene a été montré
pour réguler I'expression de deux geénes : WEAK ETHYLENE INSENSITIVE (WEI2 et WEI7),
qui codent les sous-unités de l'anthranilate synthase, une enzyme limitant la teneur de la
biosynthese de Trp (Stepanova et al., 2005), a partir de laquelle la voie de 1'auxine est au
moins partiellement dérivée. Dans la présente étude, l'application d’AGs a augmenté les

teneurs en AIA chez les mutants Nr et Epi en conditions contrdlées (Figure 5C, D). Cela
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suggere que I’AG n'interagisse pas avec I'ET pour les niveaux d’AIA en conditions
controlées, mais leur effet interactif sous stress salin nécessitera d’autres recherches
supplémentaires, puisque l'application exogene de I’AGs n'a pas d'effet significatif sur les
teneurs en AIA chez les trois génotypes analysés. Récemment, Khalloufi et al. (2017) ont
rapporté que l'effet positif du traitement de I’AGs3 sur la croissance en conditions controlées et
de salinité peut étre associé a I'AIA, comme le suggere la forte corrélation trouvée entre 1’ ATA
et les parametres liés a la croissance. En outre, 1'inoculation par 'AMF n'a affecté 1'AIA que
chez les plantes de mutant Nr cultivées en conditions de salinité, ou les teneurs en AIA ont
augmenté de maniere significative par rapport aux plantes non-inoculées. Ces données
indiquent que I'ET semble avoir un effet interactif positif avec I' AMF sur les teneurs en AIA
pour I’amélioration de la croissance des plantes de tomate traitées par le sel seulement a une

faible concentration d'éthylene.

Des études récentes ont révélé que 1'ABA agit sur la croissance des racines en
favorisant la biosynthese de 1'éthylene chez Arabidopsis (Luo et al., 2014), alors qu'une étude
antérieure a révélé que 'ABA endogene limite la production d'éthylene (Tal, 1979; Rakitina et
al., 1994; LeNoble et al., 2004) et que l'éthylene peut inhiber la biosynthese d'ABA
(Hoffmann-Benning and Kende, 1992). En outre, Yin et al. (2015) ont signalé que I'éthylene
et 'ABA semblent agir d’'une maniere synergique ou antagoniste pour contrdler la croissance
et le développement des plantes. Chez Arabidopsis thaliana, les racines etrl-1 et ein2 sont
résistantes a 1'éthylene et a ' ABA, tandis que les racines de mutant abil-1 résistant a ' ABA et
le mutant aba2 déficient en ABA, ont des réponses normales a 1'éthylene. Cela suggere que
l'inhibition d'ABA de la croissance des racines nécessite une voie fonctionnelle de la
signalisation de 1'éthylene mais l'inhibition de la croissance des racines par l'éthylene est
indépendante d'ABA (Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000; Cheng et al., 2009).
Dans notre étude, la salinité a augmenté la concentration foliaire d'’ABA chez les trois
génotypes analysés, et l'application foliaire d’AGs a provoqué une augmentation
supplémentaire des teneurs en ABA. Cela suggere que 1'AG n'interagit pas avec I'ET sur les
teneurs en ABA sous stress salin, mais 'ABA est important pour l'amélioration de la
croissance des plantes de tomate traitées par le sel. L'effet de 'AMF sur 'ABA n'a été
significatif que chez le mutant Nr qui, en fait, a montré les teneurs en ABA les plus élevées
(Figure 5F). Nous avons également constaté que la plupart des traits ioniques et ’ABA de
mutant Nr étaient négativement associ€s aux parametres de productivité. Cela suggere qu'il

existe un effet interactif positif entre I’ET et I’AM sur les teneurs en ABA en conditions de
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salinité mais a une faible concentration d'éthylene. Récemment, Martin-Rodriguez et al.
(2016) ont montré chez les plantes de tomate mycorhisées que 'ABA a atténué la biosynthese
d’AG et a augmenté 1'expression du gene GA-catabolique conduisant a une réduction des GAs
bioactives. Vice versa, GA a activé le catabolisme d’ABA principalement dans les racines
mycorhisées. De méme, Khalloufi et al. (2017) ont révélé que les teneurs en ABA ont
augmenté en conditions de salinité, en particulier chez les plantes inoculées avec I’AMF et
traitées avec I’AGs, ce qui a considérablement amélioré la croissance par rapport aux plantes
non-traitées, ils ont suggéré que l'application d’AG pourrait agir en modifiant les niveaux
d'ABA des feuilles chez AMF-plantes, conduisant a une meilleure croissance de la tomate en

conditions de salinité.

L'éthylene combiné a d'autres phytohormones comme 1’AJ et I’AS agit souvent d’une
facon coopérative. Ceux-ci sont considérés comme les principaux acteurs impliqués dans la
régulation de la défense des plantes contre les parasites et les agents pathogenes (Kazan et al.,
2015). Dans notre étude, la salinité a provoqué une diminution générale des teneurs en Al,
tandis que l'application foliaire I’AG3 a augmenté les teneurs foliaires en AJ chez les NAM-
plantes, spécialement chez le mutant Epi (Figure 5G, H). Cela suggere qu'il existe un effet
interactif positif entre I’ET et I’AG sur les teneurs en AJ en conditions de salinité, puisque les
parametres de productivité (la surface foliaire (LA) et la biomasse fraiche totale (TFW)) chez
le mutant ET-surproducteur Epi ont ét€ orthogonaux et expliqués respectivement par PC1 et
PC2. Récemment, Khalloufi et al. (2017) ont montré que 1’AJ a été trouvé en corrélation avec
les parametres de croissance chez les plantes de tomate traitées par 1I’AGs, ce qui suggere que
I'AG interagit avec I’AJ dans le contrdle de la croissance des plantes en conditions de salinité.
Selon Heinrich et al. (2013), les niveaux accrus d’AJ répriment la biosynthese de 1'AG en
inhibant la transcription de plusieurs genes de la biosynthese des GAs, y compris GA200x,
qui code pour une enzyme clé catalysant la formation des GAs bioactives. En effet, un étude
récente a indiqué la synergie ainsi que I’antagoniste entre I’AG et I’AJ dépend du processus
dans lequel ces hormones sont impliquées et que Deffet interactif peut différer
considérablement entre les différents organes végétaux (Wasternack and Hause, 2013; Song et

al., 2014).

Récemment, il a été démontré que l'application exogene d’AS a amélioré 1'ajustement
osmotique chez les plantes de tomate traitées par NaCl mais n'a pas augmenté la croissance
des plantes (Gharbi et al., 2016). Alors que Khalloufi et al. (2017) ont rapporté que les plantes

de tomate inoculées par I’AMF traitées avec I’AG3 ont présenté les teneurs en AS les plus
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élevées en conditions de salinité, mais aucune corrélation n'a été trouvée entre 1I’AS et les
parametres liés a la croissance. Nos résultats dans cette étude ont montré que le traitement par
1’AGs chez les plantes de tomate cultivées en présence du sel, n'a pas eu d'effet significatif sur

les teneurs en AS, a 1'exception des AM-plantes ET-insensibles Nr (Figure I, J).
6. Conclusion

Cette étude montre que la pulvérisation avec I’AGs améliore la biomasse fraiche des tiges et
donc la biomasse fraiche totale chez les trois génotypes évalués en conditions de salinité, alors
que la colonisation par 'AMF n'a augmenté la croissance que chez le mutant ET-
surproducteur Epi, ce qui indique que l'amélioration de la croissance observée était liée a
l'effet interactif positif entre ’ET et I’AMF, et que 1'équilibre ionique des AMF-plantes sous
stress salin dépend de la signalisation d’ET en conditions de salinité. Nos résultats révelent
également que I’ET et I’AG agissent indépendamment I'un de l'autre pour I'amélioration de la
croissance des plantes de tomate en conditions de salinité, mais il existe un effet interactif
positif entre les deux hormones sur le niveau d'’ACC, notamment chez le mutants Epi et aussi
sur les teneurs en AJ. Cependant, I'ET semble interagir négativement avec 1'AG sur les
niveaux des CKs, mais il n'interagit pas avec I’AG sur les teneurs en ABA pour I'amélioration
de la croissance en conditions de salinité. En ailleurs, il existe un effet interactif positif entre
I’ET et I'AM sur les niveaux endogenes des GAs; les teneurs en AIA et en ABA pour
I’amelioration de la croissance des plantes de tomate cultivées en presence du sel uniquement
a une faible concentration d'éthyléne. En conclusion, ce travail est une étape importante vers
la compréhension du role de I'ET dans 'amélioration de la croissance des plants de tomate en

conditions de salinité.

Les résultats de ce chapitre ont fait ’objet d’un article soumis :
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Role of ethylene in the interaction between foliar GAs; application and

arbuscular mycorrhizal fungi inoculation in salinized tomato plants

Abstract

Phytohormones play vital roles in controlling the interaction between plants and environment.
Levels of ethylene and its direct precursor ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid)
could be induced be salinity. To gain insights about the role of ethylene in the interaction
between foliar GA3 (gibberellic acid) and arbuscular mycorrhizal fungi inoculation under
salinity conditions, three genotypes of tomato (Solanum esculentum Mill cv. Micro-Tom, MT)
and the tomato mutants Never-ripe (Nr) and Epinastic (Epi) were inoculated or not with the
arbuscular mycorrhizal fungi: (AMF) Rhizophagus irregularis and exposed to different
treatments during four weeks: 0 M GA3 + 0 mM NacCl, 10°M GA3z + 0 mM NaCl, 0 M GAs +
100 mM NaCl and 10® M GA3; + 100 mM NaCl. Results revealed that spraying with GAs
enhanced the shoot FW and thus total FW in the three genotypes (MT, Nr and Epi) evaluated,
while AMF colonization increased the shoot FW and thus total FW only in ET-overproducer
(Epi) mutant under salinity conditions. Foliar GAs application was found to increase the
endogenous concentration of GAs, GA1, and total GAs in the three genotypes (MT, Nr and
Epi), the JA concentration only in ET-sensitive Epi mutant, but decreased tZ as well total CKs
in the three genotypes evaluated except for ET-sensitive Epi AM-plants. While the AM
inoculation with AMF provoqued an increase GA3s and GAs only in MT and ET-sensitive Epi
plants. IAA and ACC concentrations were not affected with the application of GA3 by
spraying in the three genotypes analyzed, while the AM inoculation provoked an additional
positive effect on ACC particularly in ET-sensitive Epi AM-plants grown under salinity

conditions.
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hormone.

1. Introduction

In order to survive under abiotic stress conditions such as salinity, plants activate their defense
mechanism. Phytohormone signaling is one such defense response that is activated in
response to stress. Whether there is increase or decrease in the level of these hormones, it is
an adaptive mechanism to tolerate stress (Igbal et al., 2012). Ethylene increase under salinity,
whereas GA decreases, however the interaction between those hormones is rather complex, as
both negative and positive reciprocal effects depending on the developmental process and
environmental conditions (Weiss et al., 2007). It is known that ethylene affects a variety of
processes throughout the plant’s lifetime including pollination, seed germination, abscission
and senescence, flowering, fruit ripening, root formation, gravitropism and stress responses
(Doubt et al., 2010; Khan et al., 2013; Wang et al., 2013; Upreti et al., 2016). Further, it has
been found that ethylene signaling is beneficial for salt stress tolerance (Xu et al., 2008). In
fact, studies based on gene mutation and transformation analysis elucidated that the whole
ethylene biosynthesis and signal transduction pathway are involved in plant response and
adaptation to salinity, suggesting that promotion of ethylene biosynthesis and signal
transduction could enhance plant tolerance to salinity, while inhibition of it leads to increased
plant sensitivity to salinity (Tao et al., 2015). In soybean, Ma et al. (2012) found using 2-DE
gel analysis that several components of ethylene biosynthesis in the salt-tolerant genotype Lee
68 were more abundant than that in the salt- sensitive genotype Jackson under salinity stress.
Morgan and Drew (1997) found that levels of ethylene and its direct precursor ACC could be
obviously induced by salinity and other abiotic stress in many plants species. Recently, Peng
et al. (2014) reported that the pretreatment with ACC enhanced the salinity-tolerance of

Arabidopsis seedlings. Ellouzi et al. (2014) compared two halophytes Cakile maritima and

134



49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

Thellungiella salsuginea to the glycophyte Arabidopsis thaliana, and they found that both
halophytes species accumulated more ACC in both leaves and roots under high salinity.
Likewise, Cao et al. (2007) reported that the application of ethylene or ACC could improve
plant tolerance to high salinity. However, some other works showed that ACC may play a
negative role in regulation of tomato seedling growth under salinity. Two weeks after
imposing 100 mM NaCl, increased root, xylem sap, and leaf ACC concentration were
detected (Albacete et al., 2008), coinciding with foliar Na* accumulation to 80 mM (Ghanem
et al., 2008). These changes were correlated temporally with the onset of oxidative stress
(malondialdehyde accumulation) and decreased photosynthetic efficiency, suggesting that
ethylene enhanced foliar senescence under salinity stress (Ghanem et al., 2008). A further
investigation is necessary to understand the actual roles of ethylene in plant response to

salinity.

Plants salt tolerance is dependent upon their ability to maintain ion homeostasis that is
maintaining low Na* and high K* and K* /Na* concentration (Jeschke et al., 1984; Inan et al.,
2004). Ethylene as stress hormone is involved in ion homoeostasis under salinity stress by
regulating the H*-ATPase gene expression (Waters et al., 2007; Wang et al., 2009; Lockhart
et al.,, 2013; Amjad et al., 2014), thus enhanced ethylene concentration is important in
determining plant salt tolerance (Cao et al., 2006, 2007). Accordingly, Alvarez et al. (2003)
showed a significant increase in ethylene production in salt-adapted calli compared to salt-
sensitive calli. Yang et al. (2013) illustrated a key role for ethylene in salt tolerance by
relating its ability to retain K* rather than decreasing Na* in roots and shoots of Arabidopsis.
Zhu et al. (2005) reported that Arabidpsis thaliana plants transformed with an ethylene-
responsive factor (ERF) like regulation factor hos10-1 gene accumulated more Na* than wild
plants but had lower sensitivity to NaCl, implying that salt sensitivity was not directly

associated with the change in Na* accumulation. Likewise, Jiang et al. (2013) reported that
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ethylene overproducing (etol) mutant under salinity exhibits reduced root Na* influx and low
root stelar and xylem-sap Na* concentrations, leading to restricted root-to-shoot delivery of

Na®, along with high xylem-sap K* concentrations in Arabidopsis plants.

Importantly, ethylene interacts with other hormones to regulate various processes in the
plants. Igbal et al. (2017) studied the ethylene’s role in the development and senescence
processes in leaves, flowers and fruits, paying special attention to the complex networks of
ethylene crosstalk with auxin, cytokinins, gibberellins and abscisic acid. In turn, under salinity
conditions, ethylene was found to directly regulating salinity-related effectors, and
coordinates also with other phytohormones and stress signaling molecules to modulate plant
response to salinity and normal growth (Tao et al., 2015). Recently, with increasing evidence
of cross-talk between phytohormones, ethylene and gibberellins are associated with almost all
other hormones and affects cellular processes negatively or positively (Morant et al., 2010;
Igbal et al., 2012). Early studies have suggested that ethylene may increase the level of GAs
during internode elongation of deepwater rice upon submergence (Hoffmann-Benning and
Kende, 1992). While the negative interaction between the both hormones was shown on
growth by (Achard et al., 2003), those authors reported that at least part of the inhibitory
effect of ethylene on growth and its interaction with GA in this regard are mediated by
DELLA proteins. In turn, a synergetic promotive effect of GA and ethylene was shown in
light-grown Arabidopsis seedlings by (Saibo et al., 2003). De Grauwe et al. 2008 reported that
a functional GA response pathway is required for the increased ethylene biosynthesis eto2-1
(ethylene overproducing mutant) since gai eto2-1 (gibberellins insensitive, ethylene
overproducing double mutant) does not overproduce ethylene, showing dependence of
ethylene on GA. Also, Achard et al. (2007) showed that ethylene delayed the transition to
flowering in Arabidopsis plants under short days and this effect was suppressed by GA

treatment. Recently, Khalloufi et al. (2017) found that GAj3 application as well as AMF
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colonization but, notably, the interaction between AMF and GAs significantly increased ACC
concentration in salinized tomato plants. Besides, ethylene also interacts with auxin
extensively on regulation of plant growth and development (reviewed in Vandenbussche et
al., 2012). Also, it has been suggested that ethylene signaling could modulate auxin synthesis
and/or transport to trigger the pathway responsible for the penetration of tomato roots in soil
(Santisree et al., 2012). On the other hand, ethylene has been shown to downregulate auxin
transport in root tips of maize (Zea mays) and in epicotyls of pea (Pisum sativum) (Suttle
1988; Lee et al. 1990), while playing an opposite role in Arabidopsis.

Kamil et al. (2007) suggested that ethylene achieves a local activation of the auxin signaling
pathway and regulates root growth by both stimulating the auxin biosynthesis and by
modulating the auxin transport machinery. Recently, Hu et al. (2017) reported that the auxin
gradient, established by local auxin biosynthesis and transport, can be controlled by ethylene,
and steers seedling growth in Arabidopsis. They suggested that the increased ethylene
biosynthesis caused by high auxin levels support a bi-directional control mechanism for
ethylene-auxin interactions. Besides, several auxin-related small proteins (SAURs and
ARGOS (auxin regulated gene involved in organ size)) from Arabidopsis were found to act as
brakes of ethylene signaling and as accelerators of cell proliferation and/or cell expansion to
coordinate seedling growth and ethylene response (Li et al., 2015; Rai et al., 2015). Another
interaction between the ethylene precursor ACC with other hormones like CKs and ABA also
seems involved in salt tolerance response in tomato (Albacete et al., 2009). Yin et al. (2015)
suggested that ethylene and ABA seem to act synergistically or antagonistically to control
plant growth and development. Indeed, the relationship between ethylene and ABA in salinity
response is not as clear as in seed germination. Nevertheless, from ABA-associated
expression pattern and mutant phenotypes of ethylene-related factors, Tao et al. (2015)

proposed that the whole ethylene biosynthesis and signal transduction pathway interacted with
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ABA in regulating salinity response. It was also found that ethylene in combination with other
phytohormones such as JA and SA often acts cooperatively (Kazan et al., 2015). In
Arabidopsis, ERF1 played positive roles in plant tolerance to salinity, drought and heat stress
by regulation of stress-related genes, which integrated the ethylene, JA and ABA signals
(Cheng et al., 2013).

In addition, the involvement of plant hormones in the AM-plant symbiosis is based on
the alteration of plant hormones during the establishment of symbiosis as well as on the
exogenous application of plant hormones (Hause et al., 2007). In this context, it has been
documented that GAs and ethylene affects the developmental processes in arbuscular
mycorrhiza (Penmetsa et al., 2007, Floss et al., 2013, Foo et al., 2013). Previous study used
the ethylene-overproducing mutant epinastic and the ethylene-insensitive mutant Never ripe
in tomato to build on early results suggesting that ethylene is inhibitory to AM colonization
(Geil et al., 2001; Torres de Los Santos et al., 2011). Moreover, the effect of fungal
colonization on the level of various plant hormones such as cytokinins, ABA, JA, SA and the
ethylene precursor 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) has been examined in
some detail with (Martinez-Medina et al., 2010, 2011). In this regard, less well understood
about the interaction of both plant hormones ethylene and gibberellin in mycorrhizal

development under control conditions as well as under salinity conditions.

Ethylene mutants have been powerful tools in genetic and biochemical research to elucidate
ethylene modulation during stress. In this study, three genotypes of tomato (Solanum
esculentum Mill cv. Micro-Tom, MT) and the tomato mutant Never-ripe (Nr) which is
blocked in ethylene perception (Lanahan et al., 1994) and Epinastic (Epi) mutant that
overproduce ethylene do not necessarily show premature leaf senescence (Wang et al., 2005)
were used to elucidate the role of ethylene in the interaction between foliar GA3 and AMF

inoculation in salinized tomato. Such studies are crucial, not only to the development of an
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integrated understanding of the mechanism of cross-talk between gibberellin-ethylene and
other hormones in the presence of salt stress and/or mycorrhiza, but also for the development
of rational strategies for improving salt tolerance using both exogenous plants growth and

beneficial microorganisms.
2. Material and Methods

2.1. Plant material and growth conditions

Seeds of three genotypes of tomato (Solanum esculentum Mill cv. Micro-Tom, MT) and the
tomato mutants Never-ripe (Nr) with low ethylene sensitivity and Epinastic (Epi) ethylene
overproducer (provided kindly by Prof. Lizaro Pereira-Peres from the University of Sao
Paulo), were sterilized by immersion in 5% sodium hypochlorite. Three weeks after sowing
(at the stage of three true-leaves) plants were transferred to 1 L plastic pots filled with
autoclaved vermiculite. Half of the plants were inoculated with 5 g of Rhizophagus irregularis
per plant. The fungus was obtained from the collection of the experimental field station of
Zaidin, Granada (EEZ 6). The AM fungal inoculum consisted of a mixture of rhizospheric
soil from pot cultures (Sorghum sp.) containing spores, hyphae and mycorrhizal root
fragments, with a potential infectivity of ~35 infective propagules per gram inoculum (Kohler
et al., 2008). The inoculum was placed adjacent to the root of the seedling. The same amount
of the autoclaved inoculum was added to the non-inoculated (NAM) plants, and supplemented
with a filtrate of the culture to provide the microbial populations accompanying the
mycorrhizal fungi.

Plants were irrigated regularly with half-strength Hoagland nutrient solution
(Hoagland and Arnon, 1950), and grown in a growth chamber under 16 h daylight periods.
The air temperature ranged from 25 to 28 C° during the day. Relative humidity was
maintained at 70 £ 5% during the night and at 50 =+ 5% during the day. Light intensity at the

top of the canopy was approximately 245 umoles m? s’!. After two weeks, the seedlings of
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the three genotypes of tomato inoculated or not with Rhizophagus irregularis were exposed to
different treatments with gibberellic acid (GA3) and/or salt as follows: 0 M GA3 + 0 mM
NaCl, 10° M GA3z + 0 mM NaCl, 0 M GA3 + 100 mM NaCl and 10°® M GA3 + 100 mM NaCl
during thirty days after starting treatment. The GA3 was applied by spraying the shoot every
two days while the control plants were sprayed with an equal amount of distilled water. The
NaCl was added to the nutrient solution and periodically leached and replaced with fresh
solution to avoid any concentration effect. The experiment lasted 30 days and six plants per

treatment were evaluated in each genotype.

2.2. Plant growth parameters and leaf area

Plant growth parameters were recorded and samples harvested at the end of the experiment.

Leaf area was analyzed with a leaf area meter LI-3100C (Li-Cor, Lincoln, NB, USA).

2.3. Determination of mycorrhizal colonization

AM fungal colonization was determined 6 weeks after inoculation with Rhizophagus
irregularis. Root segments from three randomly selected plants per treatment were sampled at
harvest to determine the colonization percentage. Root were cleared with 10% KOH and
stained with 0.05% trypan blue in lactophenol as described by (Phillips and Hayman, 1970).
The percentage of root length colonised by AM fungi was calculated by the gridline intersect
method (Giovannetti and Mosse, 1980). Positive counts for AM colonisation included the

presence of vesicles or arbuscules or typical mycelium within the roots.

2.4. Cation concentration analysis
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Mature leaves were dried at 65°C for 48h, milled to powder and digested with a HNO3:HCIO4
solution. Digested leaf samples were analysed by using inductively coupled plasma optical

emission spectrometry (ICP-OES, Thermo ICAP 6000 SERIES, ThermoFisher Scientific).

2.4. Hormone analysis

Cytokinins (trans-zeatin, tZ, zeatin riboside, ZR and isopentenyl adenine, iP), gibberellins
(GA1, GA4 and GA3), indole-3-acetic acid (IAA), abscisic acid (ABA), salicylic acid (SA),
jasmonic acid (JA) and the ethylene precursor 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC)
were analysed in mature leaves according to Albacete et al. (2008) with some modifications.
Ten pl of extracted sample were injected in a U-HPLC-MS system consisting of an Accela
Series U-HPLC (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) coupled to an Exactive mass
spectrometer (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) using a heated electrospray
ionization (HESI) interface. Mass spectra were obtained using the Xcalibur software version
2.2 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). For quantification of the plant hormones,
calibration curves were constructed for each analysed component (1, 10, 50, and 100 pg 1)
and corrected for 10 pg 1! deuterated internal standards. Recovery percentages ranged

between 92 and 95%.

2.5. Statistics

Analysis of variance and correlation analysis were performed using SPSS for Windows
(version 20.0, SPSS Inc., Chicago IL, USA). Means of different treatments were compared

using the Student-Newman-Keuls or the Tukey test at the 0.05 of confidence level.

3. Results

3.1. Mycorrhizal colonization
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Rhizophagus irregularis successfully colonized roots in the three tomato genotypes evaluated
under control conditions, whereas AM fungal colonization was not detected in NAM plants
(Table 1). The application of 100 mM NaCl to the root medium decreased the percentage of
root colonization by 60% in the Nr and Epi mutants compared to control conditions, but no
effect of salt on AM root colonization was observed in the MT plants (Table 1). Importantly,
AM root colonization significantly decreased in GAj treated MT and Epi plants under both
control and salinity conditions. In contrast, GAs treatment increased AM colonization in the

ET-insensitive Nr mutant, especially under salinity conditions (Table 1).

3.2. Plant growth parameters

Under control conditions, shoot FW increased significantly (30%) by foliar GA3 application
in the three genotypes, MT, Nr and Epi, analyzed, while AMF inoculation provoked an
additional increase in shoot FW only in the Epi mutant (2-fold increase compared to non-
treated plants, Figure 1A, B). Although salinity significantly reduced shoot FW, the
application of GAj3 recovered growth in the three genotypes evaluated, whereas AMF
colonization only had a positive effect in Epi plants (Figure 1A, B). Root FW was
significantly increased by the exogenous GAj3 application or by the inoculation with AM in
the three genotypes tested under both control and salinity conditions (Figure 1C, D). Total
FW showed similar trend to that of shoot FW (Figure 1E, F). Spraying with GA3 was found to
enhance total FW in the three genotypes evaluated, but AMF colonization only increased total

FW in interaction with GA3 application in the ET-overproducer Epi mutant (Figure 1E, F).

Interestingly, the application of GAjincreased significantly the leaf area in the MT and
the Epi mutant under control conditions, while the inoculation with AM increased leaf area in
the same genotypes, especially in the Epi mutant treated with GA3 (Figure 2A, B). Salinity

caused a reduction in the leaf area of the three genotypes analyzed, although the low ET-
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sensitive (Nr) mutant was not significantly affected in the NAM plants. Importantly, as under
control conditions, foliar GA3 application or AM inoculation increased leaf area especially in

Epi plants (Figure 2A, B).

3.3. Cation accumulation

Under control conditions, the exogenous GAj3 application or the inoculation with AM
increased K concentration in MT and ET-overproducer Epi plants, but decreased it in ET-
insensitive Nr mutant (Table 2). K/Na was also increased only in MT plants treated with GA3
or inoculated with AM. Further, Ca and Fe concentrations were increased by AM inoculation
in ET-insensitive Nr plants, but they showed a decrease in ET-overproducer Epi plants. P and
Mg decreased also by foliar GA3 application or by the AM inoculation as compared to non
treated plants. Importantly, sparying with GA3 was found to increase Na concentration in ET-
sensitive Nr mutant and ET-overproducer Epi mutant, while AM inoculation provoked an

additional increase in Na concentration in both mutants (Nr and Epi).

Althought salinity decreased leaf K concentration in the three genotypes analysed,
foliar GA3 application or AM inoculation provoked an increase in K content in MT and Epi
plants, while in Nr plants K concentration increased with exogenous GA3 application but
decreased with AM inoculation as compared to non-treated plants (Table 2). Interestingly,
K/Na increased with foliar GA3 application or by AM inoculation in MT plants under salinity
conditions. Spraying with GA3 was found to decrease Mg as well Fe concentrations, while
AM inoculation provoked an additional decrease of those cations in MT plants. Importantly,
Na concentration increased significantly by foliar GA3z application in the three genotypes
analysed, while the AM inoculation decreased leaf Na concentration in MT and ET-

insensitive Nr mutant, but increased it in Epi plants (Table 2).
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3.4. Hormonal profiling

Gibberelins

The endogenous concentration of GAsz, but also GA; and total GAs (calculated as
GA1+GA3+GA4) increased with the foliar GA3 application in the three genotypes under both
control and salinity conditions as compared to non-treated plants (Figure 3A, B, G and H).
Additionally, under control conditions, the inoculation with AMF decreased GA3 as well as
total GA concentration in MT and Nr plants but increased it in ET-overproducer Epi mutant.
However, under salinity conditions, AM inoculation increased GA3 as well as total GA
content in the MT and Epi plants (Figure 3A, B, G and H). Likewise, under control
conditions, AM inoculation decreased GA; concentration in the Nr mutant but increased its
concentration in the Epi mutant, while under salinity conditions, AM inoculation increased
GA; in MT and in Nr plants but decreased GA in Epi mutant (Figure 3C, D). Furthermore,
under control conditions, GA4 concentration decreased with exogenous GAj3 application in
MT plants non-inoculated with AM, but increased in the Nr NAM-plants. Importantly, the
inoculation with AM had a negative effect on GA4 concentration in the low ET-insensitive Nr
mutant under control and salinity conditions, but increased GA4 concentration in MT plants

under salinity conditions (Figure 3E, F).

Cytokinins

Under control conditions, tZ as well as CKs (calculated as tZ+iP) were significantly increased
by foliar GA3 application in the Nr and Epi NAM-plants (Figure 4A, C). The inoculation with
AMF increased tZ and total CK content in MT and ET-overproducer Epi mutant, while the
GA3 application had an additional possitive effect in this two genotypes, specially in the MT
plants (3-fold higher than non-treated plants). In contrast, both AMF inoculation and GA3

application decreased the tZ and total CK concentrations in ET-insensitive Nr mutant.
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Surprisingly, salinity provoked an increse tZ and total CKs in the three genotypes analyzed in
both NAM and AM plants, except for the Nr AMF-inoculated plants , while GA3 application
decreased tZ and total CK concentration, except for the Nr mutant inoculated with AMF
(Figure 4A, B, E and F). The other active CK, iP, increased dramatically with salinity in the

MT plants (Figure 4C, D).

1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid

Although it was expected that, under control conditions, the concentration of the ET
precursor, ACC, increased in the ET-overproducer Epi mutant, it was rather fournd that ACC
decreased in this mutant with respect to the MT plants independently of AMF colonization
(Figure 5A, B). Interestingly, ACC was dramatically decreased by AM conolization in the Nr
mutant. Additionally, GA3 application increased ACC concentration in the three genotypes
evaluated under control conditions. Salinity stress increased ACC concentration, while GA3
application decreased ACC in the MT and Nr mutant. Imporantly, Epi plants inoculated with
AMF and treated with GA3 showed the highest ACC concentration (4-fold respect to non-

treated MT plants under control conditions) (Figure 5 A, B).

Indoleactic acid

Under control conditions, the application of GA3 increased IAA concentration in the Nr
and Epi mutants (Figure 5C, D). AMF inoculation only affected IAA in the Nr mutant
plants growing under salinity conditions, where IAA concentration increased significantly

with respect to the non-inoculated plants.

Abscisic acid

Under optimal growing conditions, ABA concentration was significantly increased by the

exogenous GAj3 application in three genotypes studied, whereas the colonization of the root
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system with AMF had an additional positive effect especially in MT and in ET-insensitive Nr
mutant (Figure 5E, F). Salinity increased ABA concentration in the three genotypes, and
foliar GA3 application provoked an additional increase in ABA concentration. However, AMF
effect on ABA was only significant for the Nr mutant which, in fact, showed the highest ABA

concentrations (Figure 5F).

Jasmonic acid

Under control conditions, exogenous GAj3 application increased JA concentration in the three
genotypes evaluated. AM inoculation provoked an additional increase particularly in MT but
a decrease in ET-overproducer Epi plants (Figure 5G, H). Salinity provoked a general
decrease in JA concentration, while foliar GA3 application increased JA concentration in

NAM plants, specially in the Epi mutant.

Salicylic acid

Under control conditions, the application of GA3 by spraying increased SA concentration in
the three genotypes, while the colonization of the roots with AM increased the concentration
of this hormone in MT plants and in the low ET-insensitive Nr mutant but decreased SA
concentration in the ET-overproducer Epi mutant (Figure 51, J). Furthermore, GA3 treatment
in salinized plants did not had a significant effect on SA concentration, except for ET-

insensitive Nr AM-plants.

3.5. Principal component analysis

In order to emphasize variation and bring out patterns within this complex dataset, we
perform a PCA for each genotype evaluated, MT, Nr and Epi, with all the variables
determined in this study. The prevailing patterns of the physiological variables covariation are

shown in the Figure 6, where Eigen vectors represent the strength (given by the length of the
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vector) and direction of the trait relative to the first two principal components (PCs).
Importantly, those PCs accounted for 100% of the total variance in the three genotypes and
the pattern of variable distribution in the PCA was different in the three genotypes. In the MT
plants, ACC was associated to the growth parameters shoot FW and total FW within the PC2,
while CKs, IAA and SA were associated to leaf area in the PC1 (Figure 6A). However, in the
Nr mutant, the productivity parameters shoot FW, total FW and leaf area were significantly
explained by the main PC1, and associated to ACC, GAs and JA (Figure 6B). Interestingly,
most ionic traits and ABA of the Nr mutant were negatively associated to the productivity
parameters. In the ET-overproducer Epi mutant, shoot FW and total FW were orthogonal to
the leaf area and explained by the PC1 and PC2, respectively. CKs, SA and JA were
positively associated to leaf area in the PCI1, while ionic parameters K and K/Na, and the
hormone parameters ACC and GAs were negatively associated the shoot FW and total FW in
the PC2 (Figure 6C).

4. Discussion

The involvement of plant hormones in the AM-plant symbiosis under control conditions
stress has been stated by analysis of the endogenous levels of plant hormones and/or
exogenous application (Bothe et al., 1994; Hause et al., 2007). We have previously
demonstrated that the interaction between AMF inoculation and GAj3 application improved
growth in salinized tomato plants, by modifying the hormonal balance (Khalloufi et al., 2017).
Although ET was not considered the primary factor controlling growth, these authors found
that the AMF-GA interplay increased the ET precursor ACC under salinity conditions,
suggesting that ET could interact with GAs to control AMF colonization under stress. In fact,
the ET is a stress hormone that has been negatively correlated to mycorrhiza colonization
(Kloppholz et al., 2011; Foo et al., 2013) and salinity tolerance (Barnawal et al., 2014). In the

present study, we have found that the application of 100 mM NaCl to the root medium
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decreased the percentage of root colonization in the ET Nr and Epi mutants compared to
control conditions, but no effect of salt on AM root colonization was observed in the MT
plants (Table 1). This indicates that ET imbalaces in tomato have significant effects on AM
colonization, as previously suggested by Zsogon et al. (2008): In Epi and Nr tomato mutants
inoculated with Glomus clarum, these authors found that ET plays an important role in
controlling intraradical arbuscular mycorhizal fungal growth (Zs6gon et al., 2008). Therefore,
the reduction of AM colonization observed in different ET contexts (low sensitivity and high
production) is consistent with other early reports demonstrating that although ET is highly
inhibitory for colonization (Geil et al., 2001), but, at low concentrations, it may also reduce
the fungal growth (Ishii et al., 1996). Furthermore, Torres de los Santos et al. (2011) found
that the RIN mutant, with a deletion in MADS-ripening inhibitor which fails to trigger
climateric respiration and ripening-related ET biosynthesis, increased AMF colonization,
while decreased in the ET insensitive Nr mutant. Importantly, AM root colonization
significantly decreased in GAs-treated MT and Epi plants under both control and salinity
conditions. In contrast, GA3 application increased AM colonization in the ET-insensitive Nr
mutant, especially under salinity conditions (Table 1). This suggests that there is a negative

crosstalk effect between ET and GAs on AM colonization under salinity conditions.

We have found that spraying with GA3 enhanced the shoot FW and thus total FW in
the three genotypes evaluated under salinity conditions, while AMF colonization increased
shoot FW and thus total FW only in ET-overproducer Epi mutant (Figure 1). Khalloufi et al.
(2017) suggested that ET is not a primary factor controlling growth under salinity conditions
in salinized AMF tomato plants treated with GA3 subjected to salinity but other previous
studies encountered that exogenous application of ethylene or ACC could improve growth

and plant tolerance to high salinity (Cao et al., 2007). Nevertheless, our data indicated that ET
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does not interact with GAs in growth improvement under salinity, but seems to have a

positive crosstalk effect with AMF to recovered growth in salinized tomato plants.

ET, has been involved in ion homoeostasis under salinity stress by regulating the H*-ATPase
gene expression (Lockhart et al., 2013; Amjad et al., 2014), which catalyzes the only pump
that generates a proton gradient and removes Na from the cell, thus enhanced ET
concentration is important in determining salt tolerance (Cao et al., 2006, 2007). We have
found that GAs application increased K and Na concentrations in the three genotypes
evaluated under salinity stress, while AM inoculation decreased K in the ET-insensitive Nr
mutant and increased Na in the ET-overproducer Epi mutant, and both ions were inversely
associated to the productivity parameters in the PCA (Table 2, Figure 6). This suggests that
GAs does not interact with ET for ion homeostasis under salinity but ET signaling is
important for the ionic balance in AMF plants under salinity. Jiang et al. (2013) and Yang et
al. (2013) illustrated a key role for ET in salt tolerance by relating its ability to retain K rather
than decreasing Na in roots and shoots of Arabidopsis thaliana. Although this founding

observed, the crosstalk effect of ethylene on K in AM-plants require further investigation.

In addition, Besmer and Koide, (1999) showed that mycorrhizal colonization can
decrease ethylene concentration in flowers in two hybrid snapdragons differing in sensitivity
to ethylene. snapdragons (Antirrhinum majus L.), which might explain the increased vase-life
of cut flowers. In the present study, we found that salinity stress increased ACC
concentration, while GA3 application decreased ACC in the MT and Nr mutant. In this regard,
some previous reports have shown that ACC concentration increased with the inoculation
with AMF, or with the exogenous GAj3 application but notably by their interplay in salinized
tomato plants under salinity conditions (Khalloufi et al., 2017). Importantly, the combination
between AMF inoculation and GA3 application increased the ACC concentration notably in

Epi plants inoculated with AMF and treated with GA3 which showed the highest ACC
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concentration (Figure 5 A, B). Cruz et al, 2000 showed that both ACC and ethylene levels
were lower in AM than in non-AM roots of papaya plants under water stress, suggesting that
AM colonization may act as an inhibitor of ethylene biosynthesis by influencing ACC
conversion to ethylene. Also we found in the MT plants that ACC was associated to the
growth parameters within the PC2 (Figure 6A), however, in the Nr mutant, both productivity
parameters total FW (TFW) and leaf area (LA) were significantly explained by the main PC1,
and associated to ACC, GAs and JA (Figure 6B). Taken together, the crosstalk positive effect
between ET and GAs on the ACC level was found at the high production of ethylene (Epi
mutant), which in fact present the highest shoot FW and thus total FW under salinity
conditions (Figure 1). This suggests that the improvement of growth of tomato plants require

a positive crosstalk effect between GAs and ET under salinity conditions.

Exogenous application of ET and GA has been related to salt tolerance in plants, but
whether they act independently or are dependent on each other is matter of debate (Igbal et
al., 2012). In fact, a negative interaction between both hormones on growth in Arabidopsis
plants was shown (Achard et al., 2003), and at least part of the inhibitory effect of ET on
growth and its interaction with GAs was demonstrated to be mediated by DELLA proteins.
However, De Grauwe et al. (2008) reported that a functional GA response pathway is required
for the increased ET biosynthesis, since the double mutant eto2-1/gai (ET-overproducing/GA-
insensitive) in Arabidopsis did not overproduce ET, showing dependence of ET on GAs. In
the present study, the endogenous concentration of GAjz, but also GA; and total GAs
increased with the foliar GA3 application in the three genotypes evaluated under salinity
conditions while AM inoculation increased GA3 as well as total GA content in the MT and
Epi plants (Figure 3), suggesting a positive interaction between ET content and AMF on the

endogenous levels of GAs in tomato plants grown under salinity conditions.
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Another interaction between the ET precursor ACC with other hormones like CKs and
ABA also seems involved in salt tolerance response in tomato (Albacete et al., 2009). In the
present study, salinity provoked an increase in tZ and total CKs in the three genotypes
analyzed in both NAM and AM plants, except for the Nr AMF-inoculated plants, while GA3
application decreased tZ and total CKs concentrations, except for the Nr mutant inoculated
with AMF (Figure 4A, B, E and F). Recently, Khalloufi et al. (2017) have shown that
inoculation with AMF or the exogenous GA3 application increased the concentration of tZ
and total CKs concentration in tomato plants, suggesting that GAs could interact with CKs to
recover growth under salinity conditions, and AMF inoculation has an additional positive
effect on growth. This suggests that there is a crosstalk negative effect between ET and GAs
on the CKs levels in the growth improvement in salinizd tomato plants, since the CKs was

inversely associated to leaf area (LA) in the PC1, PC3 (Figure 6A).

Ethylene and auxin synergistically regulate plant growth and developmental processes
(Wang et al., 2013). Indeed, Kamil et al. (2007) reported that one ethylene-auxin interaction
mode occurs at the hormone biosynthesis level: auxin induces ethylene biosynthesis by
upregulation of ACC synthase, the key enzyme in ethylene production (Abel et al., 1995). By
contrast, ethylene might influence auxin levels because ethylene has been shown to regulate
the expression of two WEAK ETHYLENE INSENSITIVE (WEI2 and WEI7) genes that encode
subunits of anthranilate synthase, a rate-limiting enzyme in Trp biosynthesis (Stepanova et al.,
2005), from which pathway auxin is at least partially derived (Woodward and Bartel, 2005).
In the present study, the application of GA3 increased IAA concentration in the Nr and Epi
mutants under control conditions (Figure 5C, D). In this regard, Khalloufi et al. (2017)
reported that GA3 application with spraying increased the IAA concentration in tomato plants
under control and salinity conditions. We have found also that AMF inoculation increased

IAA concentration only in the Nr mutant plants growing under salinity conditions. This data
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indicated that ET seems to have a positive crosstalk effect with AMF on IAA content to

recovered growth in salinized tomato plants only at the low concentration of ethylene.

Recent studies have indicated that ABA mediates root growth by promoting ethylene
biosynthesis in Arabidopsis (Luo et al., 2014), while early studies reported that endogenous
ABA limits ethylene production (Tal, 1979; Rakitina et al., 1994; LeNoble et al., 2004) and
ethylene can inhibit ABA biosynthesis (Hoffmann-Benning and Kende, 1992). In our study
salinity increased leaf ABA concentration in the three genotypes analysed, while foliar GA3
application provoked an additional increase in ABA concentration. In this regard, Yin et al.
(2015) reported that ethylene and ABA seem to act synergistically or antagonistically to
control plant growth and development. In Arabidopsis thaliana, the etrl-1 and ein2 roots are
resistant to both ethylene and ABA, whereas the roots of the ABA resistant mutant abil-1 and
the ABA-deficient mutant aba2 have normal ethylene responses. They suggested that the
ABA inhibition of root growth requires a functional ethylene signaling pathway but that the
ethylene inhibition of root growth is ABA independent (Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et
al., 2000; Cheng et al., 2009). The results of the present data suggest that GAs does not
interact with ET on ABA concentration under salinity but ABA level is important for the
improvement of growth of salinized tomato plants. The AMF effect on ABA was only
significant for the Nr mutant which, in fact, showed the highest ABA concentrations (Figure
5F). We found also that most ionic traits and ABA of the Nr mutant were negatively
associated to the productivity parameters. This suggests that there is a crosstalk positive effect
between ET and AM on ABA content under salinity conditions at the low concentration of
ethylene. Khalloufi et al. (2017) found that ABA concentration increased under salinity
conditions, particularly in the plants inoculated with AMF and treated with GA3z, which

significantly recovered growth respect to the non-treated plants, they suggested that GA

152



481

482

483

484

485

486

487

488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

application could act by modifying leaf ABA levels in AMF plants, leading to improved

growth tomato under stress conditions.

Ethylene in combination with other phytohormones such as JA and SA often acts
cooperatively. These are considered the main players involved in regulating plant defense
against pests and pathogens (Kazan et al., 2015). In our study, salinity provoked a general
decrease in JA concentration, while foliar GA3 application increased leaf JA concentration in
NAM plants, specially in the Epi mutant. This suggests that there is a crosstalk positive effect
between ET and GAs on JA concentration under salinity conditions, since the productivity
parameters leaf area (LA) and total FW in the ET-overproducer Epi mutant were orthogonal
and explained by the PC1 and PC2, respectively. Recently, Khalloufi et al. (2017) showed
that JA was found to be correlated with the growth parameters in the tomato plants treated
with GA3, suggesting that GA interacts with JA in the control of plant growth under salinity
conditions. According also to Heinrich et al. (2013) increased levels of JA repress the
biosynthesis of GA by inhibiting the transcription of several GA biosynthetic genes, including
GA20ox, which encodes a key enzyme catalyzing the formation of bioactive GAs. Indeed, a
recent report indicated the synergistic as well the antagonistic cross-talks between GA and JA
depending of the process in which these hormones are involved, and that cross-talks can differ
dramatically between different plants organs (Wasternack and Hause, 2013; Song et al.,

2014).

Recently, it has been demonstrated that exogenous SA application improved osmotic
adjustment in salinized tomato plants but did not increase plant growth (Gharbi et al., 2016).
While Khalloufi et al. 2017, reported that AMF inoculated tomato plants treated with GA3
showed the highest SA concentrations under salinity conditions, but no correlation was found

between SA and the growth-related parameters. Our results showed that GAj3 treatment in
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salinized tomato plants did not had a significant effect on SA concentration, except for ET-

insensitive Nr AM-plants (Figure I, J).

5. Conclusions

This study shows that spraying with GA3 enhanced the shoot FW and thus total FW in
the three genotypes evaluated under salinity conditions, while AMF colonization increased
growth only in ET-overproducer Epi mutant, indicating that the growth improvement
observed was related to the positive crosstalk effect between ET and AMF, and that ionic
balance of salinized AMF-plants depend on the ET signaling under salinity conditions. Our
data revealed also that ET and GA act independtently on each other for the improvement of
growth of tomato plants under salinity conditions, but there are a crosstalk positive effect
between both hormones on the ACC level notably in Epi mutant and on JA concentration.
However, ET seems interact negatively with GA on CKs levels does not interact with GAs on
ABA concentration in the growth improvement under salinity. Furthermore, there is a
crosstalk positive effect between ET content and AM on the endogenous levels of GAs; and
IAA and ABA concentrations to recovered growth in salinized tomato plants only at the low
concentration of ethylene. Hence this work is an important step towards to understand the role

of ET in improvement of growth of tomato plants under salinity conditions.
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Figure 1. Shoot FW (A), root FW (B) and total FW (C) in three genotypes of tomato
inoculated (AM Plants) or not (NAM Plants) with Rhizophagus irregularis: Micro-Tom
(MT), Never ripe (Nr) with low ethylene sensitivity and Epinastic (Epi) overproduces of
ethylene after 4 weeks of treatment with: 0 M GAsz+ 0 mM NaCl, 10° M GAs+ 0 mM NaCl, 0
M GAs+ 100 mM NaCl and 10° M GA3+100 mM NaCl. Data are means of six plants +
standard error. Different letters and asterisks indicate that difference between genotype &
treatment are significant according to Tukey’s test at P<0.05 respectively.

Figure 2. Leaf area per plant (cm?) in three genotypes of tomato inoculated (AM Plants) or
not (NAM Plants) with Rhizophagus irregularis: Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr) with low
ethylene sensitivity and Epinastic (Epi) overproduces of ethylene after 4 weeks of treatment
with: OM GAs+ 0 mM NaCl, 10° M GAs+ OmM NaCl, 0 M GAs+ 100 mM NaCl and 10° M
GA3+100 mM NaCl. Different letters and asterisks indicate that difference between genotype

& treatment are significant according to Tukey’s test at P<0.05 respectively.

Figure 3. Concentration of gibberellin A3 (GA3) (A), gibberellin A1 (GA1) (B), gibberellin
A4 (GAs) (C) and total GAs (GA1+ GAs+ GA4) (D) in leaves of three genotypes of tomato
inoculated (AM Plants) or not (NAM Plants) with Rhizophagus irregularis: Micro-Tom
(MT), Never ripe (Nr) with low ethylene sensitivity and Epinastic (Epi) overproduces of
ethylene after four weeks of treatment with: OM GAs+ 0 mM NaCl, 10° M GAs+ 0 mM
NaCl, 0 M GA3+ 100 mM NaCl and 10® M GA3+100 mM NaCl. Different letters and
asterisks indicate that difference between genotype & treatment are significant according to

Tukey’s test at P<(.05 respectively.

Figure 4. Concentration of trans-Zeatin (tZ) (A), isopentenyladenine (iP) (B) and total CKs
(tZ+iP) (C) in leaves of three genotypes of tomato inoculated (AM Plants) or not (NAM
Plants) with Rhizophagus irregularis: Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr) with low ethylene

sensitivity and Epinastic (Epi) overproduces of ethylene after four weeks of treatment with:
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OM GAs+ 0 mM NaCl, 10° M GA3+ 0 mM NaCl, 0 M GA3+ 100 mM NaCl and 10° M
GA;3+100 mM NaCl. Different letters and asterisks indicate that difference between genotype

& treatment are significant according to Tukey’s test at P<0.05 respectively.

Figure 5. Concentration of of indole-3-acetic acid (IAA) (A), abscisic acid (ABA) (B), 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) (C), jasmonic acid (JA) (D) and salicylic acid
(SA) (E) in leaves of three genotypes of tomato inoculated (AM Plants) or not (NAM Plants)
with Rhizophagus irregularis: Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr) with low ethylene
sensitivity and Epinastic (Epi) overproduces of ethylene after four weeks of treatment with:
OM GAs+ 0 mM NaCl, 10° M GAs+ 0 mM NaCl, 0 M GAs+ 100 mM NaCl and 10° M
GA3+100 mM NaCl. Different letters and asterisks indicate that difference between genotype

& treatment are significant according to Tukey’s test at P<0.05 respectively.

Figure 6. Two axes of a principal component analysis PCA for each genotype evaluated, MT,
Nr and Epi, with all the variables determined, the eigen vectors represent the strength (given
by the length of the vector) and direction of the trait correlation relative to the first two
principal components (PCs). The circles enclose those variables that fall into the same cluster
(75% confidence level). Abbreviations for the variables are given thus: SFW: shoot fresh
weight, RFW: root fresh weight, TFW: total fresh weight, LA: leaf area; t-Z, trans-zeatin; iP,
isopentenyladenine, CKs; total cytokinins; ACC, 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid;
ABA, abscisic acid; SA, salicylic acid; JA, jasmonic acid; GAl, gibberellin Al; GAA4,
gibberellin A4; GAs, total gibberellins; K, potassium in the leaf; Na, sodium in the leaf; P,
phosphorus in the leaf; Mg, magnesium in the leaf; Ca, calcium in the leaf, Na/K ratio; Fe,

iron in the leaf and PM, percent AM colonization.
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Table 1. The arbuscular mycorrhizal (AM) root colonization (in percentage) in three
genotypes of tomato inoculated (AM Plants) or not (NAM Plants) with Rhizophagus
irregularis: Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr) with low ethylene sensitivity and Epinastic
(Epi) overproduces of ethylene after 4 weeks of treatment with: 0 M GA3+ 0 mM NaCl, 10
M GAs+ 0 mM NaCl, 0 M GAs+ 100 mM NaCl and 10° M GA3+100 mM NaCl. Data are
means of three plants tstandard error. Different letters indicate statistical differences between

genotype & treatments according to Tukey’s test at P<0.05.

% AM colonization 0 M GA3;+ 0 mM NaCl 10° M GA3 + 0 mM NaCl 0 M GA3+ 100 mM NaCl 10° M GA3+ 100 mM NaCl
NAM 0 0 0 0
MT 16£0.10a 9£0.51c¢ 15£0.39a 12 £0.28b
AM Nr 14 £0.88 ab 16+1.21a 6+0.44c 12£0.21b
Epi 33+£0.00a 25+£0.76 b 13+£0.00 ¢ 10£0.39 d

Table 2. Concentration of potassium (K), phosphorus (P) calcium (Ca), magnesium (Mg),
iron (Fe), sodium (Na) and K/Na ratio in leaves of three genotypes of tomato inoculated (AM
Plants) or not (NAM Plants) with Rhizophagus irregularis: Micro-Tom (MT), Never ripe (Nr)
with low ethylene sensitivity and Epinastic (Epi) overproduces of ethylene after four weeks of
treatment with: OM GAsz+ 0 mM NaCl, 10°® M GAsz+ 0 mM NaCl, 0 M GAs+ 100 mM NaCl
and 10° M GA3+100 mM NaCl. Different letters and asterisks indicate that difference
between genotype & treatment are significant according to Tukey’s test at P<0.05

respectively.
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807

808

K P Ca Mg Fe Na
(mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g") (mg.g™") K/Na
0M GAs+ 0 mM NaCl MT  NAM _ 28.02%0.13¢f  2038+0.14bc _ 17.7220.69b 1670 £0.62 0.07£000cd 12072002 d 232001 f
AM  3845+059d  5.05+£046def  2042+001b*  21.55+099b*  021+000cd  975+005d*  3.94+005c*
Nt NAM 3175+£003d  1638+023d 1530 £0.15 ¢ 17.80 £0.15def ~ 0.18£001bc 632 +0.34h 5.05£027b
AM 31312003 ef  439+0.05efg  21.07+034b%  1444+027d*  026£000a*  7.11£006e*  440+003c
Epi  NAM  3653+02lc  27.86+0.69a 22270282 1897 +0.53 cde  0.26+0.01a 6.49 £0.04h 562+003a
AM  55451036b  8.69+0.06a*  1843+036de  1657+0.02c*  020+000d* 699 £048e*  8.00+0.53a*
MT NAM  3240+079d  16.14+0.07d 18.02 £0.07 b 21.57+0.86b 0.19%0.00 b 1273 044cd  2.55+0.13 def
10-6 M GA3+0 mM NaCl AM 83:136c  471£030ef*  17.30£0.14ef  1294£007d*  011£00l1g* 921£045d*  4.68+032bc*
s *
Nt NAM  2678+064f  1591+052d 18.80£0.43 b 19.26 +034 cd 0.16+000d  9.63 £022f 278 +0.00 od
AM 4147£024c  419+0.18fg*  2301£033a*  17.0720.54c* 0.21£000cd  7.60£0.02¢* 545+0.03b*
* *
Epi  NAM  4529+0.3a  2052+0.1lbc  21.66+0.13a 16.87 +0.08 ef 0.24+0.01a 753 €001 g 6.02+0.02a
AM 586240052 540£006de*  20.11£005bc  17.31+023¢c 023+£000b  7.81+024e¢ 75140202
0 M GA3+ 100 mM NaCl MT NAM 2051+ 009g 1598 0.01d  1473+0.15cd 2549 +0.50a 0.16£0.00cd  12.73+0.07b 1242001 g
AM
3049£017f  5864040cd*  1574£029g*  22.66£001b*  0.14£000ef  1229£003c*  248002d*
Nt NAM  2945+0.2e  11.79+0.08 f 12224035 ¢ 17.09 +0.34 ef 0.12+0.00 f 1060 £0.07¢  2.78+0.03 cd
AM 95314007g  351£006g*  17.78+004e*  22.19£0.19b*  022£000bc  9.80£0.00d 2.58£0.01d*
Epi  NAM  27.89+ 0.00ef  21.44+0.12b 15.63 +0.09 ¢ 21.56+0.13b 0.16£0.00cd  11.94 +0.03d  2.3420.01 f
AM  3810+027d 752 £0.03b*  1522£027¢g 2479+046a%  0.13+000f*  1346+0.13abc  2.83 +0.05d *
s *
10-6 M GA3+100mMNaCl ~ MT  NAM  41.05£071b 14054083 ¢ 14124001 cd  20.01 +0.23 be 0.13£0.00ef  19.57+0.07a 2.10 £0.04 f
AM
33.52+0.17e  468+009ef*  1543+£0.07g*  18.05+£051c*  0.11+£000g* 1426+034a%  235+0.07d
Nr NAM  3518£025¢  10.02£0.19f 13.55£0.04de  15.80 +0.06 f 0.15£0.00 13.53 £0.09 ¢ 2.60 £0.03 cde
AM 31 04022ef 5354011de*  1926+017cd  20.62£0.02b%  020£000d*  13.05 £005bc  2.41£0.02d*
Epi  NAM  4040+007b  19.05+0.02¢c 1517 £034 ¢ 20.02 +0.20 be 0.19%0.00 b 1346 +0.08c  3.00+0.01 ¢
AM  4115£015c 687 +0.14be 2148+£020b*  0.15£000e*  14.19£009ab  2.90%004d

16.33 £0.15 fg
b

*

168



AM Plants

A5 &

NAM Plants

00 M GA;+0mM NaCl
B10°M GA;+ 0 mM NaCl
80 180 M GA,+ 100 mM NaCl

Nr

B10°M GA;+ 100 mM NaCl
a
MT

Figure 1

(3) A J00Yys (3) A\ 100y 3) A\ 18I0

169

809
810



Figure 2

NAM Plants
00 M GA,+ 0 mM NaCl
800 | 5106M GA,+ 0 mM NaCl
B0 M GA,+ 100 mM NaCl
B10M GA, + 100 mM NaCl
7~
«a 3
£ 600
N2
s
:
S 400 b
s
Y
-
200 t
0
811
812

A 800

600

400

200

170

AM Plants

Epi



813

GA, (ng-g' FW) GA, (ng-g' FW) GA; (ng-g' FW)

Total GAs (ng-g' FW)

Figure 3 NAM Plants

00M GA;+ 0 mM NaCl
810°M GA,+ 0 mM NaCl
80 M GA,+ 100 mM NaCl

B 10°M GA,+ 100 mM NaCl
400 a

500

300

200

100

1.00

0.75

0.50

0.25

A

500

400

300

200

100

171

500

400

300

1.00

0.75

0.50

0.25

500

400

300

200

100

AM Plants

F
*
* * k %
*
cded ded g dged
ek BER ( mamm] =Znn




AM Plants

NAM Plants

Figure 4

& -

-
— Oa. M M mm ©
Qz 2z M
TEF
STEY
t < + <
fO L0
M = % =
=T=¢
(\J ;3-3u) 73 (A ;-8-3u) g1 (A 13-8u) $3[D @],

Epi

Nr

MT

Epi

Nr

MT

814

815

172



Figure 5 NAM Plants AM Plants

00M GA;+0mM NaCl
810°M GA,+ 0 mM NaCl A B
20 M GA;+ 100 mM NaCl

B 105M GA,+ 100 mM NaCl
a
E 02 02
g
S ol 0.1
0 0
E 120 o 120
; %0 90
9 60
Q a 60
) a a a a a
30 % a . 30
a 8
o |[] B cim
300 200
E
=
w20 200
§ 150 150
2 100 100
50 5
0 i : : .
80
80 a G
60 60
3
w40 40
g
< 20 20
0 . 0
250 [ 250
200
Z 200
150 150
g 100 a 100
“ 50
50 bbbb bbb bbbb
0 Lmfll C i 0
MT Nr Epi
816
817

173



Figure 6

PC2 (36%)

PC2 (33%)

PC1 (67%)

ABA

PC2 (37%)

PC1(63%)

818

174



Chapitre VI

GENERAL CONCLUSIONS
&
PERSPECTIVES

The research work, the subject of this thesis, is the first to investigate the combined effects of
phytohormones and salt on tomato plants (Solanum lycopersicum L.) inoculated or not with
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). It has been proposed in the third chapter which had
focused on the hybrid TT-115, to study the effect of the interaction between the foliar
gibberellic acid (GA3) application and the inoculation with AMF on the growth of tomato
plants (Solanum lycopersicum cv. TT-115) treated with salt. In this chapter, we focused on the
study of growth and hormonal balance changes. Our results showed that the inoculation with
AMF, or the foliar GAj3 application alone, but especially their interaction, improved the
growth of tomato plants grown under salinity conditions. Our results also showed that the
growth improvement observed in plants inoculated with AMF, under salinity conditions, was
mainly associated with ionic factors (higher K concentration and K/Na ratio), while the
alleviating effect of GA3 application and its interaction with AMF appears to be due to the
changes in the hormonal balance. In fact, the spraying of tomato plants with GA3 increased
the endogenous levels of GAs. Similarly, the inoculation with AMF, or the application of GA3
by spraying, but notably their combination increased the total cytokinins (CKs), auxin (IAA)
and abscisic acid (ABA) in tomato plants treated with 100 mM NaCl.

In the fourth chapter, our work was focused on the fixed variety Rio Grande. Since
few data are available on the effect of the exogenous GAj3 application and/or the inoculation
with AMF on the photosynthetic capacity of the tomato plants, several parameters, such as
gas exchange and chlorophyll fluorescence, as well phytohormones concentrations were
determined in the leaves of tomato plants grown under high salinity level (200 mM NaCl).

The results revealed that under high salinity 200 mM NaCl, the inoculation with AMF
improved the total FW of tomato plants, whereas foliar GA3 application decreased it as
compared to non-traited plants. The results of this study also showed that spraying with GA3
or the inoculation with AMF increased the K concentration in leaves of plants at high salinity
200 mM NaCl. However, plants inoculated or both sprayed with GAs and inoculated
decreased Na content. Similarly, the inoculation with AM and/or foliar GA3 application, but
notably their interaction decreased Mg and Ca concentrations as compared to non-traited

plants.
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On the other hand, it was found in this study that saline decreased all photosynthetic
parameters except the transpiration in the leaves of tomato plants compared to control plants.
However, the inoculation with AMF or its interaction with the exogenous GAj3 application
increased Pn (net assimilation rate of CO>) and WUE (water use efficiency) of tomato plants
compared to non-traited plants, under high salinity level. Besides, the analysis of chlorophyll
fluorescence showed that treatment with 200 mM NacCl resulted in a decrease in the PSII
quantum yield whereas the inoculation with AM or the foliar GAs application, but notably

their interaction increased this parameter as compared to non-traited plants.

In the present study, we found also that foliar GAj3 application increased the
endogenous GA3 concentration under 200 mM NaCl. In addition, our results showed that high
salinity (200 mM NaCl) resulted in a reduction of tZ and total CKs concentrations in plant as
compared to control plants ; however, the inoculation with AMF or the exogenous GA3
application increased these concentrations as compared to non-traited plants. The levels of
IAA have been reduced by the AM inoculation, or by the exogenous GA3 application, but
especially their interaction as compared to non-traited plants. We also found that the AM
inoculation alone or its interaction with GA3 application increased ACC (1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid) concontration under salt stress (200 mM NaCl). We
also found that foliar GAj3 application alone decreased the ABA concentration under salt
stress, whereas the inoculation with AMF, or the exogenous GAj; application, but their
interaction increased the AJ content. In addition, plants sprayed with GAj3 alone showed the
highest values of AS (salicylic acid) levels under salinity conditions. In conclusion, the results
of this study underlined that the effect of the exogenous GAj application could not play its
role in attenuating the negatifs effects of salt stress, and only the AMF could improve the

growth under high salinity level.

The fifth chapter examined the role of ethylene in the interaction between foliar GA3
application and the AMF inoculation in three genotypes (WT, Nr and Epi) grown under salt
stress (100 mM NaCl). In this chapter we focused on the role of ethylene in the interaction
between GA3 and the AMF and its influence on hormonal balance under salt stress. The
results showed that spraying with GAs improved shoot FW and thus total FW of the three
genotypes (MT, Nr and Epi), while the AMF colonization increased shoot FW and therefore
total FW only in the ethylene-sensitive mutant (Epi) under salinity conditions (100 mM
NaCl). It was also found that the foliar GA3 application increased the endogenous total GAs
concentrations in the three genotypes (MT, Nr and Epi) and JA content only in the éthylene-
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sensitive (Epi) mutant, but decreased tZ as well total CKs in the three genotypes studied with
the exception of ethylene-sensitive AM-plants (Epi). While the inoculation with AMF
provoqued an increase in GAj3 only in éthyléne-sensitive plants (Epi) and MT plants. IAA and
ACC were not affected by the application of GA3 in the three genotypes evaluated, whereas
the AM inoculation resulted in an additional positive effect on ACC, in particular in éthylene-

sensitive AM-plants (Epi) grown under salinity conditions (100 mM NaCl).

In perspective, it would be interesting:

» To study this work in order to better characterize the physiological behavior of the
tomato under salinity conditions, by varying the concentration of NaCl in the culture
medium and in different plant development stade, or by the inoculation with other
mycorrhizae and/or varying the amounts.

» To deepen the results of hormonal interactions by using other tomato mutants with
different mutations.

» To elucidate the relationships between the various hormones and their roles on tomato
growth.

» It will be interesting to study and compare on the molecular and genetic scale the role
of GA3 in halophytes as tolerant plants to high salinity, in order to compare them with
glycophytes.

» Verify the validity of the results obtained under control conditions, by carrying out
large scale tests (field cropping), a mandatory stage to confirm the agronomic potential

of tomato plants.
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Chapitre VI

CONCLUSIONES GENERALES
&
PERSPECTIVAS

El trabajo de investigacion, objeto de esta tesis, es el primero que se interesd en estudiar los
efectos combinados de las fitohormonas y de la sal sobre las plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) inoculadas o no por unas micorrizas arbusculares (AMF). Nos hemos
propuesto en el tercer capitulo, que trata de la variedad hibrida TT-115, estudiar el efecto de
la interaccion entre la aplicacion foliar del 4dcido giberélico (AGs) y la inoculacién por la
AMF sobre el crecimiento de las plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. TT-115)
tratadas por el NaCl. En este capitulo, nos hemos concentrado en el crecimiento y el estudio
de la modificacion del equilibrio hormonal. Nuestros resultados han demostrado que la
inoculacién por la AMF o la aplicacion foliar del AGs solo, y sobre todo su interaccion,
mejoraron el crecimiento de las plantas de tomate cultivadas en presencia de NaCl. Nuestros
resultados han demostrado también que la mejoria del crecimiento observada en las plantas
inoculadas por la AMF en condiciones de salinidad estaba asociada principalmente a los
factores i6nicos (contenidos més elevados en K y una buena relaciéon K/Na), mientras que el
efecto aliviador de la aplicacion del AGsy de su interaccion con la AMF parece que se debe a
unos cambios en el equilibrio hormonal. En efecto, la pulverizacion de las plantas de tomate
con el AGs aument6 los contenidos foliares en GAs. Igualmente, la inoculacién con la AMF o
la pulverizacién por el AGso su combinacién aumentaron los contenidos foliares en
citoquininas totales (CKs), en auxina (AIA) y en &cido abscisico (ABA) en las plantas de

tomate tratadas por 100 mM NaCl.

En el cuarto capitulo, nuestro trabajo trata de la variedad fijada Rio Grande. Como hay
pocos datos disponibles sobre el efecto de la aplicacion exdgena del AGs y/o la inoculacién
con la AMF sobre la capacidad fotosintética del tomate, varios parametros, tales como los
intercambios gaseosos y la fluorescencia clorofilico, asi que las fitohormonas han sido
determinados en las hojas de las plantas de tomate con una fuerza de salinidad de 200 mM
NaCl. El analisis de los resultados ha descubierto que la fuerte salinidad 200 mM NaCl, la

inoculacién con la AMF de las plantas de tomate mejor6 la biomasa fresca total, mientas que

178



Chapitre VI

la aplicacién foliar del AGs la disminuy6 en comparacion con las plantas no inoculadas y no
pulverizadas por medio del AGs. Los resultados de este estudio han mostrado también que la
pulverizacion por medio del AGs o la inoculacion con la AMF aumento las contenidos foliares
en K en las partes aéreas en la fuerte salinidad 200 mM NaCl. Sin embargo, las plantas
inoculadas o pulverizadas e inoculadas a la vez disminuyeron los contenidos foliares en Na.
Igualmente, la inoculacién por medio de la AM y/o la aplicacién foliar de la AGs, y su
interaccion disminuyeron los contenidos en Mg y en Ca con respecto a las plantas no

inoculadas y no pulverizadas por medio de la AGs.

En este estudio, hemos constatado que la salinidad disminuyé todos los parametros
fotosintéticos excepto la transcripcion en las hojas de las plantas de tomate con respecto a las
plantas testigo sin sal. Sin embargo, la inoculacién por medio de la AM o su interaccion con
la aplicacion exdgena del AGs3 aument6 el Pn (porcentaje neto de asimilacion del CO») y el
WUE (la eficacia de la utilizacién del agua) de las plantas de tomate con respecto a las plantas
no inoculadas y no pulverizadas por el AGs a la fuerte salinidad. El andlisis de la
fluorescencia calorifica ha mostrado que el tratamiento por 200 mM NaCl provocd una
disminucion del rendimiento cudntico del PSII mientras que la inoculacién por la AM o la
aplicacion foliar del AGs, o sus interacciones aumentaron ese parametro con respecto a las
plantas no inoculadas y no pulverizadas por el AGs. El andlisis de la fluorescencia calorifica
ha mostrado que el tratamiento por 200 mM NaCl provocé una disminucion del rendimiento
cudntico del PSII mientras que la inoculaciéon por medio de la AM o la aplicacion foliar
delAGs, o sus interacciones aumentaron ese pardmetro con respecto a las plantas no

inoculadas y no pulverizadas por el AGs.

En el presente estudio, hemos constatado también que la aplicacion foliar de AGs3
auméntalos contenidos endégenos en AG3 a 200 mM NaCl. Ademds, nuestros resultados han
mostrado que la fuerte salinidad (200 mM NaCl) provocé una reduccién de los contenidos en
tZ y en CKs totales en las hojas de las plantas en comparacion con las de las plantas testigos
no tratadas por la sal; sin embargo, la inoculacién por la AMF o aplicacién exdgena de AG3
aumentaron estos contenidos con respecto a las plantas no inoculadas y no pulverizadas por el
AGs. Los contenidos foliares en AIA sufrieron una disminucién por la inoculacién por de la
AM, o la aplicacién exdgena del AGs o su interaccion con respecto a las plantas no inoculadas
y no pulverizadas por el AGs. Hemos constatado también que la inoculacién por la AM sola o

su interaccion con la aplicacion de AGs aumentaron los contenidos en ACC (4cido 1-
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aminociclopropano 1 carboxilico), en presencia de 200 mM NaCl. Hemos encontrado también
que la aplicacién foliar de AGs disminuyd los tenores foliares en ABA bajo restriccion,
mientras que la inoculacién por la AMF o la aplicacion foliar de AGs, o su interaccion
aument6 los contenidos en AJ. Por otra parte, las plantas pulverizadas con el AGs sola
mostraron los valores mas elevados de los contenidos en As (acido salicilico) en condiciones
de salinidad. En conclusion, los resultados de este estudio subrayaron que el efecto de la
aplicacion exdgena de AGs a la fuerte salinidad no podria jugar su papel de mitigacion de los
efectos nefastos de estrés salino, mientras que la inoculacién por la AMF mejoré el

crecimiento a la fuerte salinidad.

El quinto capitulo se interes6 en estudiar el papel del etileno en la interaccion entre la
aplicacion foliar del AGsy la inoculacion por la AMF en las plantas de tomate mutadas o no
cultivadas en presencia de la sal (100 mM NaCl). En este capitulo, nos hemos concentrado en
el papel del etileno en la interaccién entre el AGs y la AMF y su influencia en el equilibrio
hormonal bajo restriccién salina. Los resultados revelaron que la pulverizacién con el AG3
mejord la biomasa fresca de las partes aéreas y entonces la biomasa total en los tres genotipos
(MT, Nr y Epi), mientras que la colonizaciéon por la AM aument6 la biomasa fresca de las
partes aéreas y, por consiguiente, la biomasa total inicamente en el mutante etileno-sensible
(Epi), en condiciones de salinidad (100 mM NaCl). Hemos constatado también que la
aplicacion foliar de AGs aumenté los contenidos enddgenos en GAs totales en los tres
genotipos (MT, Nr y Epi) y los contenidos en AJ unicamente en el mutante etileno-sensible
(Epi), pero disminy¢ la tZ asi que los CKs totales en los tres genotipos estudiados excepto los
AM-plantas etileno sensible (Epi). Mientras que la inoculacién con la AMF provocé un
aumento de AGs solo en las plantas etileno sensible (Epi) y las plantas MT. Los contenidos en
AIA, en ACC no han sido afectados por la aplicacion de AGs por pulverizacion en los tres
genotipos analizados, mientras que la inoculacién por el AM provocd un efecto positivo
suplementario sobre el ACC, en particular en los AM-plantas etileno sensible (Epi) cultivadas

en condiciones de salinidad (100 mM NaCl).

En perspectiva, seria interesante:

» Estudiar este trabajo con el fin de caracterizar mejor el comportamiento fisiolégico del

tomate en condiciones de salinidad, haciendo variar la concentracién en NaCl en el
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medio de cultivo, y en diferentes estadios de desarrollo de la planta, y haciendo la
inoculacién por otros hongos y en cantidad variable.

» Profundizar los resultados de las interacciones hormonales utilizando otros mutantes
de tomate con diferentes mutaciones.

» Elucidar las relaciones entre las diferentes hormonas y sus papeles sobre el
crecimiento en el tomate.

» Seria interesante estudiar y comparar a escala molecular y genética el papel de AGsen
los haléfitos siendo unas plantas tolerantes a la fuerte salinidad y cuyo objetivo es
compararlas con los glicéfitos.

» Verificar la validez de los resultados obtenidos en condiciones controladas,
procediendo a unos ensayos a escala mds grande (cultivo en campo), una etapa

obligatoria para confirmar el potencial agronémico de las plantas del tomate.
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CONCLUSIONS GENERALES
&

PERSPECTIVES

Le travail de recherche, objet de cette thése, est le premier qui s’est intéress¢ a 1’étude des
effets combinés des phytohormones et du sel sur des plantes de tomate (Solanum
lycopersicum L.) inoculées ou non par des mycorhizes a arbuscules (AMF). On s’est proposé
dans le troisieme chapitre qui a porté sur la variété hybride TT-115, d’étudier 'effet de
l'interaction entre l'application foliaire de I’acide gibbérellique (AGs) et l'inoculation par
I'AMF sur la croissance des plantes de tomate (Solanum lycopersicum cv. TT-115) traitées par
le NaCl. Dans ce chapitre, nous nous sommes concentrés sur la croissance et 1'étude de la
modification de 1'équilibre hormonal. Nos résultats ont montré que l'inoculation par I’AMF ou
l'application foliaire de 1’AGs3 seule, et surtout leur interaction, ont amélioré la croissance des
plantes de tomate cultivées en présence de NaCl. Nos résultats ont montré aussi que
I'amélioration de la croissance observée chez les plantes inoculées par I’AMF en conditions
de salinité était principalement associée aux facteurs ioniques (teneurs plus élevées en K et un
bon rapport K/Na), tandis que I'effet allégeant de I'application de I’AGs et de son interaction
avec I’AMF semble étre di a des changements dans 1'équilibre hormonal. En effet, la
pulvérisation des plantes de tomate avec I’AGs a augmenté les teneurs foliaires en GAs. De
méme, I’inoculation avec I’AMF ou la pulvérisation par I’AG3z ou leur combinaison ont
augmenté les teneurs foliaires en cytokinines totales (CKs), en auxine (AIA) et en acide

abscissique (ABA) chez les plantes de tomate traitées par 100 mM NaCl.

Dans le quatrieme chapitre, notre travail a porté sur la variété fixée Rio Grande.
Comme peu des données sont disponibles sur I’effet de 1’application exogene de 1’AG3 et/ou
I’inoculation avec I’AMF sur la capacité photosynthétique de la tomate, plusieurs parametres,
tels que les échanges gazeux et la fluorescence chlorophyllienne, ainsi que les phytohormones
ont été déterminés dans les feuilles des plantes de tomate a une forte salinité 200 mM NaCl.
L’analyse des résultats a révélé qu’a la forte salinit¢ 200 mM NaCl, I’inoculation avec I’AMF
des plantes de tomate a amélioré la biomasse fraiche totale, alors que 1'application foliaire de
I’AG3 I’a diminué par comparaison aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs3.

Les résultats de cette étude ont montré aussi que la pulvérisation par I’AG3 ou I’inoculation
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avec I’AMF ont augmenté les teneurs foliaires en K dans les parties aériennes a la forte
salinité 200 mM NaCl. Cependant, les plantes inoculées ou a la fois pulvérisées et inoculées
ont diminué les teneurs foliaires en Na. De méme, l'inoculation par I’AM et/ou 1'application
foliaire de I’AGs, et leur interaction ont diminué les teneurs en Mg et en Ca par rapport aux

plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’ AGs.

Dans cette étude, on a constaté que la saliné a diminué tous les parametres
photosynthétiques sauf la transpiration dans les feuilles des plantes de tomate par rapport aux
plantes témoins sans sel. Cependant, l'inoculation par I’AM ou son interaction avec
l'application exogene de I’AG3 ont augmenté Pn (taux net d'assimilation du CO») et le WUE
(I'efficacité de l'utilisation de l'eau) des plantes de tomate par rapport aux plantes non-
inoculées et non-pulvérisées par I’AGs; a la forte salinité. L'analyse de la fluorescence
chlorophyllienne a montré que le traitement par 200 mM NaCl a entrainé une diminution du
rendement quantique du PSII alors que l'inoculation par I’AM ou l'application foliaire de
I’AGs, ou leurs interactions ont augmenté ce parametre par rapport aux plantes non-inoculées

et non-pulvérisées par I’AGs.

Dans la présente étude, nous avons constaté aussi que l'application foliaire d’AG3 a
augmenté les teneurs endogenes en AGsz a 200 mM NaCl. De plus, nos résultats ont montré
que la forte salinité (200 mM NaCl) a entrainé une réduction des teneurs en tZ et en CKs
totales dans les feuilles des plantes par comparaison a celles des plantes témoins non-traitées
par le sel ; cependant, l'inoculation par I’AMF ou l'application exogéne d’AG3 ont augmenté
ces teneurs par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par I’AGs. Les teneurs
foliaires en AIA ont subi une diminution par l'inoculation par I’AM, ou l'application exogene
de I’AGs ou leur interaction par rapport aux plantes non-inoculées et non-pulvérisées par
I’AGs. Nous avons constaté aussi que 1'inoculation par I’AM seule ou son interaction avec
l'application d’AG3; ont augmenté les teneurs en ACC (acide 1-aminocyclopropane-1-
carboxylique), en présence de 200 mM NaCl. Nous avons également trouvé que l'application
foliaire d’AGs seule a diminué les teneurs foliaires en ABA sous contrainte saline, tandis que
l'inoculation par I’AMF ou l'application foliaire d’AGs, ou leur interaction ont augmenté les
teneurs en AJ. Par ailleurs, les plantes pulvérisées avec I’AG3 seul ont montré les valeurs les
plus élevées des teneurs en AS (acide salicylique) en conditions de salinité. En conclusion, les
résultats de cette étude ont souligné que 1’effet de ’application exogéne d’AG; a la forte
salinité ne pourrait pas jouer son rdle d’atténuation des effets néfastes du stress salin, alors

que I’inoculation par I’AMF a amélior¢ la croissance a la forte salinité.
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Le cinquiéme chapitre s’est intéressé a 1’é¢tude de role de I'éthyléne dans l'interaction
entre l'application foliaire de 1’AGs et l'inoculation par I’AMF chez des plantes de tomate
mutés ou non cultivées en présence du sel (100 Mm NaCl). Dans ce chapitre, nous nous
sommes concentrés sur le role de 1’éthyléne dans l'interaction entre I’AGs et I’AMF et son
influence sur I'équilibre hormonal sous contrainte saline. Les résultats ont révélé que la
pulvérisation avec I’AG3; a amélioré la biomasse fraiche des parties aériennes et donc la
biomasse totale chez les trois génotypes (MT, Nr et Epi), tandis que la colonisation par I'AM a
augmenté la biomasse fraiche des parties aériennes et par conséquent la biomasse totale
uniquement chez le mutant éthyleéne-sensible (Epi), en conditions de salinité (100 mM NaCl).
On a constaté aussi que l'application foliaire d’AG3 a augmenté les teneurs endogenes en GAs
totales chez les trois génotypes (MT, Nr et Epi) et les teneurs en AJ uniquement chez le
mutant éthylene-sensible (Epi), mais a diminué la tZ ainsi que les CKs totales chez les trois
génotypes étudiés a l'exception des AM-plantes éthylene-sensible (Epi). Alors que
l'inoculation avec I’AMF a provoqué une augmentation d’AGs seulement chez les plantes
éthylene-sensible (Epi) et les plantes MT. Les teneurs en AIA, en ACC n'ont pas été affectées
par l'application d’AGs par pulvérisation chez les trois génotypes analysés, tandis que
I'inoculation par 'AM a provoqué un effet positif supplémentaire sur 'ACC, en particulier
chez les AM-plantes éthylene-sensible (Epi) cultivées en conditions de salinit¢ (100 mM

NaCl).

En perspective, il serait intéressant :

» D’étudier ce travail afin de mieux caractériser le comportement physiologique de la
tomate en conditions de salinité, en faisant varier, la concentration en NaCl dans le
milieu de culture, et a différents de développement de la plante, et en faisant
I’inoculation par d’autres champignons et en quantité variable.

» D’approfondir les résultats des interactions hormonales en utilisant d’autre mutants de
tomate avec différentes mutations.

» D’¢lucider les relations entre les différentes hormones et leurs roles sur la croissance
chez la tomate.

» 1l sera intéressant d’¢tudier et comparer a I’échelle moléculaire et génétique le rdle

d’AGs; chez les halophytes comme étant des plantes tolérantes a la forte salinité et dont

le but de les comparer avec les glycophytes.
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» Vérifier la validité des résultats obtenus en conditions contrdlées, en procédant a des
essais a plus grande échelle (culture en champ), étape obligatoire pour confirmer le

potentiel agronomique des plantes de la tomate.
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