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Introduction 

Les plantes, de par leur immobilité, sont très fortement inféodées aux conditions de 

leur environnement. En effet, elles dépendent directement de la disponibilité en nutriments 

et en eau dans le sol, de l’exposition lumineuse, de la température, de la vitesse du vent, … 

Les plantes ont donc dû s’adapter en mettant en place des mécanismes particuliers pour 

percevoir leur environnement et y répondre. Cette réponse passe en partie par le fait que les 

plantes ont une croissance indéterminée, autrement dit, elles sont capables de produire de 

nouveaux organes tout au long de leur vie alors que la plupart des animaux ont développé, 

dès l’embryogenèse, tous les organes présents dans l’organisme adulte. Néanmoins, un 

grand nombre de processus, cellulaires et moléculaires, sont communs à tous les êtres 

vivants et, plus particulièrement, à tous les eucaryotes. Ainsi, il semble que les mécanismes 

contrôlant la croissance et la division cellulaires soient conservés. 

Une voie de signalisation, conservée chez tous les eucaryotes, a émergé en tant que 

régulateur essentiel de la croissance en réponse aux conditions environnementales 

favorables. Cette voie fait intervenir une kinase, TOR (Target Of Rapamycin), comme 

élément central et, même si elle a d’abord identifiée chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae, elle est maintenant bien décrite entre autres chez les levures, les mammifères et 

la drosophile. Depuis la découverte de TOR chez les plantes, et tout particulièrement chez 

Arabidopsis thaliana (Menand et al., 2002), de nombreuses données ont été acquises et 

permettent, non seulement de mettre en évidence l’importance de cette voie dans la 

croissance des plantes, mais aussi de commencer à comprendre les mécanismes de 

régulation de cette voie chez les végétaux. 

C’est dans ce contexte que s’inscrit ma thèse et je vais donc articuler mon introduction 

autour d’un premier chapitre portant sur la présentation du complexe TOR et les 

mécanismes régulant cette voie de signalisation en amont, chez les eucaryotes en générale 

et chez les végétaux en particulier. Puis, dans un deuxième chapitre, je présenterai les voies 

régulées par TOR en insistant sur la régulation de la synthèse protéique. Enfin, dans un 

dernier chapitre, j’aborderai la question du méristème, structure typiquement végétale, 

foyer des cellules souches et berceau de l’organogenèse chez les plantes. 



Figure 1 : Structure de la rapamycine : La structure, ici en trois dimensions, est une représentation

inspirée de celle proposée par Lorberg et Hall (2004), réalisée avec ChemSketch (gris : carbone, rouge :

oxygène, bleu : azote, cyan : hydrogène). Les domaines de fixation de TOR et FKBP12 proviennent de

Crespo et Hall (2002).

Figure 2 : Effet de la rapamycine sur S. cerevisiae et identification des gènes impliqués dans la sensibilité à

cette drogue : Un traitement à la rapamycine à 0.1 µg/ml entraine un arrêt de croissance chez les cellules de

levure sauvage tandis que les mutants déficients en FKBP présentent une résistance à la rapamycine, y compris

à une concentration de 100 µg/ml (d’après Heitman et al., 1991a)
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I. PRESENTATION DU COMPLEXE TOR 

La découverte de la voie de signalisation de TOR a d’abord été réalisée chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae puis ce domaine d’étude s’est largement étendu grâce aux travaux 

réalisés chez les mammifères. Il a finalement fallu attendre le début des années 2000 pour 

que l’on voie apparaitre les premières études sur la voie de signalisation de TOR chez les 

végétaux. 

Dans ce premier chapitre, je vais donc présenter un aperçu de l’état actuel des 

connaissances sur cette kinase, aussi bien chez la levure que chez les mammifères 

concernant principalement l’organisation en complexes et les régulateurs en amont de la 

kinase TOR. Enfin, je conclurai en présentant ce qui a été publié sur la voie de signalisation 

de cette kinase chez les plantes. 

I.A. Découverte de la rapamycine et de sa cible 

Afin de compléter les connaissances sur la pharmacopée naturelle, une équipe 

canadienne a, dans les années 1960, prélevé des échantillons de sols dans les iles de Pâques 

(Rapa Nui dans la langue locale). L’analyse de ces échantillons a permis de révéler l’existence 

d’une bactérie, Streptomyces hygroscopicus, productrice d’un métabolite secondaire, connu 

depuis sous le nom de rapamycine (figure 1, d’après Lorberg et Hall (2004) et Crespo et Hall 

(2002)). La rapamycine a rapidement révélé des propriétés antifongiques dues à un arrêt du 

cycle cellulaire en phase G1 puis des études postérieures ont permis de mettre en évidence 

le même pouvoir cytostatique chez les cellules mammifères et, notamment, les cellules du 

système immunitaire, comme les cellules T (Houchens et al., 1983; Thomson et al., 2009), 

suggérant ainsi que les cibles moléculaires de la rapamycine seraient conservées chez 

plusieurs eucaryotes et permettant, de ce fait, d’utiliser les cellules fongiques pour mieux 

comprendre le mode d’action de ce composé chimique (Heitman et al., 1991a) (pour revue 

Lorberg and Hall, 2004; Loewith, 2011). 

Une recherche de mutants de levure insensibles à la rapamycine a mis en évidence 

l’importance du gène FPR1 (FK506-binding Proline Rotamase) codant la protéine FKBP12 

(FK506-Binding Protein) (figure 2, d’après Heitman et al. (1991a)). Cette protéine, bien que 

non essentielle à la vie cellulaire, est nécessaire pour la toxicité de la rapamycine (Heitman 



ScTOR1 ScTOR2 SpTOR1 SpTOR2 CnTOR1 CeTOR AtTOR dTOR mTOR

ScTOR1 100 67 42 47 39 28 36 37 38

ScTOR2 100 43 48 40 28 38 38 40

SpTOR1 100 52 42 28 38 40 42

SpTOR2 100 44 29 42 42 44

CnTOR1 100 26 35 38 39

CeTOR 100 28 32 35

AtTOR 100 38 40

dTOR 100 53

mTOR 100

Tableau 1 : Pourcentage d’identité entre les kinases TOR de différents organismes : Sc : Saccharomyces

cerevisiae, Sp : Schizosaccharomyces pombe, Cn : Cryptococcus neoformans, Ce : Caenorhabditis elegans,

At : Arabidopsis thaliana, d : Drosophila melanogaster, m : mammifère (ce qui inclut la souris, le rat et l’être

humain) ; D’après Crespo et Hall (2002).

N CHEAT FAT FRB PI3K

FATC

R

FKBP12

Figure 3 : Structure des protéines TOR : De l’extrémité N-terminale vers l’extrémité C-terminale, on trouve les

répétitions HEAT (Huntingtin, Elongation Factor 3, sous-unité A de PP2A, TOR1), le domaine FAT (FRAP, ATM,

TRRAP), le domaine FRB (FKBP12-Rapamycine Binding domain) qui permet l’interaction avec la protéine FKBP12

(FK506 Binding Protein 12) lorsque la rapamycine (R) est fixée dessus, le domaine catalytique kinase et le

domaine FATC (FRAP, ATM, TRRAP C-terminal) ; D’après Adami et al. (2007)
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et al., 1991a; Heitman et al., 1991b). Etant donnés l’insensibilité à la rapamycine des 

mutants fpr1 et le caractère non essentiel de ce gène pour la viabilité cellulaire, un modèle a 

émergé dans lequel la rapamycine se fixe à FKBP12 et ce complexe peut alors inhiber une 

autre cible qui serait essentiel à la croissance et au bon fonctionnement du cycle cellulaire. 

Parmi les autres mutations mises en évidence par ce crible, trois ont été identifiées 

dans la séquence de la cible du complexe rapamycine-FKBP12 (Bierer et al., 1990; Heitman 

et al., 1991a; Schreiber, 1991; Heitman et al., 1992) : deux de ces mutants étaient affectés 

dans la séquence du gène TOR1 et le dernier dans la séquence du gène TOR2. Contrairement 

aux mutations dans la séquence de FPR1, les mutations dans les séquences de TOR sont des 

mutations de gain de fonction qui confèrent une résistance à la rapamycine, y compris à 

l’état hétérozygote. 

Etant données les données citées précédemment, le modèle qui a émergé et qui reste 

en vigueur pour expliquer le mécanisme moléculaire de l’action de la rapamycine repose 

donc sur la fixation de la rapamycine sur la protéine FKBP12, puis, le complexe FKBP12-

rapamycine se fixe spécifiquement sur un domaine de la protéine TOR, le domaine FRB 

(FKBP12-Rapamycin Binding domaine), et entraine son inactivation (Lorenz and Heitman, 

1995; Choi et al., 1996). 

I.B. La protéine TOR 

I.B.1. Structure moléculaire 

Les protéines TOR sont présentes chez tous les eucaryotes et de manière très 

conservée. Comme nous l’avons vu précédemment, chez S. cerevisiae, il existe deux gènes 

TOR (TOR1 et TOR2) mais chez les autres eucaryotes, une seule copie de ce gène a été 

retrouvée (tableau 1, d’après Crespo et Hall (2002)) (Crespo and Hall, 2002; Crespo et al., 

2005). 

Les protéines TOR sont de très grosses protéines kinases, d’environ 2500 acides 

aminés et d’un poids moléculaire proche de 280 kDa. Cette protéine est organisée en 

plusieurs domaines (figure 3, d’après Adami et al. (2007)) : 
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- Au niveau de la région N-terminale, la protéine TOR contient des motifs répétés 

HEAT (Huntingtin, Elongation Factor3, sous-unité A de PP2A, TOR1) d’environ 40 

acides aminés (Andrade and Bork, 1995). Ces répétitions forment des hélices α 

antiparallèles qui permettent les interactions protéine-protéine. Il a été montré, 

chez plusieurs eucaryotes, que ces répétitions permettent à la protéine TOR de 

former des multimères (pour revue, Zinzalla et al., 2010). 

- Il est suivi d’un domaine FAT (FRAP, ATM et TRRAP) qui pourrait interagir avec le 

domaine C-terminal FATC (FAT C-terminal), permettant ainsi le changement de 

conformation de la protéine et la libération du domaine catalytique (Hay and 

Sonenberg, 2004). 

- Entre les domaines FAT et FATC se trouvent le domaine FRB (FKBP12-Rapamycine 

Binding domain) dont nous avons déjà parlé et qui est spécifique des protéines TOR 

et permet la fixation de la rapamycine et, donc, l’inactivation de TOR. 

- Enfin, avant le domaine FATC se trouve le domaine sérine/thréonine kinase, 

semblable à celui des phosphatidylinositol kinases. Ce domaine est très conservé 

entre la levure et les mammifères et la protéine chimérique formée de l’extrémité 

N-terminale de TOR de S. cerevisiae et de l’extrémité C-terminale de TOR de 

mammifères permet de complémenter les mutants tor1 et tor2 de levure alors que 

c’est impossible avec le protéine mTOR entière (Alarcon et al., 1996). 

I.B.2. Une kinase essentielle au développement 

TOR est présent chez tous les eucaryotes et sa séquence est relativement bien 

conservée. Il a également été montré que cette kinase est essentielle au développement. 

Ainsi, les mutants tor de drosophile présentent un arrêt de développement dès le stade 

larvaire (Zhang et al., 2000), les mutants de C. elegans présentent également un arrêt de 

développement (Long et al., 2002) et les mutants de souris meurent prématurément au 

cours du développement embryonnaire (Hentges et al., 2001). La perte de fonction de la 

kinase TOR chez Arabidopsis entraine également une létalité embryonnaire au stade 

globulaire (voir partieI.E.2.a.ii : Influence du niveau d’expression de TOR, page 17). 

Enfin, chez les levures (que ce soit chez S. cerevisiae ou chez S. pombe), seul le gène 

TOR2 est essentiel à la croissance de la cellule(Kunz et al., 1993; Weisman, 2010). 



S. cerevisiae Mammifères

T
O

R
C

1

TOR1 ou TOR2 mTOR

LST8 mLST8

KOG1 Raptor
TCO89

Figure 4 : Composition des complexes TORC1 et TORC2 chez la levure S. cerevisiae et chez les mammifères,

d’après Zinzalla et al., (2010)
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I.C. Organisation en complexes 

Une approche de purification biochimique des protéines TOR1 et TOR2 de levure a 

permis de mettre en évidence l’existence de deux complexes protéiques de très grosse taille 

TORC1 et TORC2 de composition et de fonction différentes (figure 4, d’après Zinzalla et al. 

(2010)) (Loewith et al., 2002). 

Parmi ces deux complexes, le complexe TORC1 (TOR Complex 1) est composé de la 

protéine TOR1 ou TOR2 ainsi que de KOG1 (Kontroller Of Growth1), LST8 (Lethal with Sec 

Thirteen 8) et TCO89 (TOR Complex One subunit of 89 kDa) (Loewith et al., 2002; Reinke et 

al., 2004). Le complexe TORC1 est, de ces deux complexes, le seul à s’être révélé sensible à la 

rapamycine (Loewith et al., 2002). Le complexe 2, quant à lui, est composé des protéines 

TOR2, AVO1 (Adheres VOraciously to TOR2p), AVO2, AVO3, LST8 et BIT61 (BInding partner of 

TOR2p of 61 kDa) (Loewith et al., 2002; Reinke et al., 2004). Bien que le génome des 

mammifères ne contienne qu’une seule protéine TOR, des études de purification 

biochimique ont également permis de mettre en évidence chez ces organismes des 

complexes de composition et de fonction identiques à ce qui a été mis en évidence chez la 

levure (Hara et al., 2002; Kim et al., 2002; Sarbassov et al., 2004). 

Bien que le deux complexes TOR participent ensemble à la stimulation de la croissance 

cellulaire, ils n’agissent pas sur les mêmes mécanismes. Ainsi, le complexe TORC1 régule la 

traduction et la progression du cycle cellulaire tandis que le complexe TORC2 contrôle 

l’organisation du cytosquelette et l’activité de la kinase AKT. Autrement dit, le complexe 

TORC1 contrôle les aspects temporels de la croissance cellulaire tandis que le complexe 

TORC2 contrôle les aspects spatiaux de la croissance (Barbet et al., 1996; Loewith et al., 

2002). Pour plus de détails sur les cibles des complexes TOR, voir le chapitre II, page 26. 

I.C.1. LST8 / GβL (TORC1 & TORC2) 

La protéine LST8 (Lethal with Sec Thirteen 8)/GβL (G protein β-subunit-Like protein) 

est, avec la protéine TOR, la seule protéine commune aux deux complexes TORC1 et TORC2 

(Chen and Kaiser, 2003; Kim et al., 2003). Il s’agit d’une protéine d’environ 35 kDa composée 

de sept domaines WD40 formant une plateforme d’interaction protéine-protéine, ce qui 
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pourrait lui permettre de recruter des régulateurs ou des substrats des complexes TOR 

(Ochotorena et al., 2001; Díaz-Troya et al., 2008). 

Le gène LST8 est essentiel au développement de la levure S. cerevisiae (Roberg et al., 

1997) et des mammifères (Guertin et al., 2006) et une mutation dans ce gène entraine, chez 

C. elegans, des problèmes de croissance (Kim et al., 2003). 

L’interaction entre TOR et LST8 a été mise en évidence chez plusieurs eucaryotes 

comme S. cerevisiae (Loewith et al., 2002), les mammifères (Kim et al., 2003), 

Chlamydomonas reinhardtii (Díaz-Troya et al., 2008) et Arabidopsis (Moreau et al., 2012). 

Cette interaction entre TOR et LST8 se fait au niveau du domaine kinase de la protéine TOR 

(Kim et al., 2003; Adami et al., 2007). En outre, il a été montré que la diminution de 

l’expression de GβL entraine une diminution de l’association entre TOR et RAPTOR alors que 

cette association est stabilisée lorsque GβL est surexprimé, entrainant ainsi une 

augmentation de l’activité kinase TOR. Ces résultats suggèrent que LST8/GβL serait requis 

pour la formation du complexe RAPTOR-TOR (Kim et al., 2003). 

I.C.2. KOG1 / RAPTOR (TORC1) 

La protéine KOG1 (Kontroller Of Growth1)/Raptor (Regulatory-Associated Protein of 

mTOR), d’une masse moléculaire proche de 160 kDa est très conservée au sein des 

eucaryotes. Elle s’organise en un domaine RNC/C (Raptor N-terminal Conserved, Caspase 

Like) en sa partie N-terminale puis possède quatre répétitions HEAT et, finalement, sept 

répétitions WD40 au niveau de son extrémité C-terminale (Loewith et al., 2002). Cette 

protéine est exprimée de manière similaire à celle de TOR (Kim et al., 2002) et un traitement 

à la rapamycine dissocie le complexe TOR-RAPTOR, ce qui résulte en une diminution de 

l’activité kinase de TOR (Oshiro et al., 2004). 

La protéine RAPTOR est essentielle et il a été montré que la mutation de cette protéine 

est létale chez S. cerevisiae (Loewith et al., 2002), provoque un arrêt du développement au 

stade larvaire chez C. elegans (Hara et al., 2002) et au stade embryonnaire chez la souris 

(Guertin et al., 2006). En effet, une baisse d’expression du gène RAPTOR engendre une 

diminution de l’expression de TOR et RAPTOR contribue au maintien de la stabilité de la 
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protéine TOR (Kim et al., 2002). Par ailleurs, il a été montré que les cellules mutantes kog1 

arrêtent leur croissance après quelques heures de culture (Loewith et al., 2002). 

Cette protéine est également très importante pour le complexe TOR puisqu’il a été 

montré qu’elle intervient dans la reconnaissance des motifs TOS (TOR Signaling) et RAIP qui 

permettent la reconnaissance et la phosphorylation des cibles de TOR par le complexe (Hara 

et al., 2002; Schalm and Blenis, 2002; Beugnet et al., 2003; Choi et al., 2003; Schalm et al., 

2003). 

I.C.3. TOC89 (TORC1) 

La protéine TCO89 (TOR Complex One subunit of 89 kDa), constitutive du complexe 

TORC1, n’est pas une protéine essentielle pour la survie de la cellule. Il a notamment été 

montré que la mutation dans le gène codant cette protéine n’a aucun effet sur l’activité de 

régulation de la transcription du complexe TORC1 (Reinke et al., 2004). Néanmoins, la 

mutation TCO89 conduit à une hypersensibilité à la rapamycine et à des défauts d’intégrité 

de la paroi cellulaire (Reinke et al., 2004). 

I.C.4. AVO1 / mSIN1 (TORC2) 

La protéine AVO1 (Adheres VOraciously to TOR2p)/SIN1 (Stress Activated Protein 

Kinase (SAPK) Interacting protein) est une protéine d’une masse moléculaire prédite proche 

de 130 kDa (bien qu’elle ait une masse moléculaire apparente de 165 kDa (Loewith et al., 

2002)). On la retrouve chez de nombreux eucaryotes (mais pas chez Arabidopsis) et les 

séquences de ces différentes protéines sont assez différentes, aussi bien au niveau de leur 

longueur que de l’identité de séquence (Wang and Roberts, 2005). Toutefois, Wilkinson et al. 

(1999) sont parvenus a complémenter le mutant sin1 de S. pombe avec le gène humain 

hSIN1. 

Cette protéine est une protéine essentielle qui joue un rôle d’activateur au sein du 

complexe TORC2 en maintenant l’interaction entre RICTOR et mTOR (Pearce et al., 2007). 

Les mutants de souris pour ce gène présentent un phénotype de létalité au stade 

embryonnaire (Jacinto et al., 2006) et les mutants de S. pombe sont plus sensibles aux stress 

par rapport au sauvage (Wilkinson et al., 1999). Comme AVO3, cette protéine peut être 

autophosphorylée par le complexe TORC2 (Wullschleger et al., 2005). 
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I.C.5. AVO3 / RICTOR (TORC2) 

La protéine AVO3 (Adheres VOraciously to TOR2p)/RICTOR (Rapamycin Insensitive 

Companion of mTOR) est une protéine d’environ 150 kDa essentielle à la croissance chez 

S. cerevisiae (Loewith et al., 2002; Sarbassov et al., 2004) et au développement 

embryonnaire chez la souris (Guertin et al., 2006). Bien que retrouvée chez plusieurs 

eucaryotes comme la levure, les mammifères, la drosophile et C. elegans, aucune protéine 

RICTOR n’a été identifiée dans le génome d’Arabidopsis et, contrairement aux autres 

protéines des complexes TORC, la séquence de cette protéine est beaucoup moins 

conservée (Sarbassov et al., 2004). Comme AVO1, cette protéine peut être 

autophosphorylée par le complexe TORC2 (Wullschleger et al., 2005). 

I.C.6. AVO2 (TORC2) & BIT61 / PROTOR (TORC2) 

Ces deux protéines, non essentielles au développement de la cellule, sont capables 

d’interagir physiquement avec les protéines SLM1 et SLM2 qui pourraient être des membres 

du complexe TORC2 et dont le niveau de phosphorylation est régulé positivement par TOR2 

(Fadri et al., 2005). Ces protéines SLM1 et SLM2 (Synthetic Lethal with MSS4) sont impliqués 

dans la voie de signalisation des PIP2 qui sont nécessaires à la croissance cellulaire et à la 

polarisation du cytosquelette d’actine. Ainsi, AVO2 et BIT61 pourraient jouer des roles 

d’adaptateur pour les substrats de TOR (et notamment SLM1 et SLM2). 

I.D. Les régulateurs en amont de TOR 

La voie de signalisation de TOR permet d’intégrer de nombreux signaux permettant 

d’ajuster au mieux la croissance et le développement en réponse aux stimuli interne et 

externe à la cellule et/ou à l’organisme. Depuis plusieurs années, la voie de signalisation de 

la kinase TOR en amont de celle-ci a assez bien été décrite, notamment chez les mammifères 

et la levure, et permet aujourd’hui de pouvoir avoir une vue d’ensemble de tous les signaux 

pouvant être intégrés dans cette voie. 

Parmi ces facteurs régulant l’activité de la kinase TOR, on peut citer les nutriments, les 

facteurs de croissance, le niveau d’énergie et les stress (figure 5, d’après Soulard et Hall 

(2007)) (pour revue, Robaglia et al., 2004; Wullschleger et al., 2006). 
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I.D.1. Les signaux perçus 

L’état nutritionnel de la cellule est un facteur important dans la régulation de la kinase 

TOR. Ainsi, il a été montré que, chez les mammifères, un traitement à la rapamycine mime 

une carence en acides aminés et, plus particulièrement, en glutamine et en leucine et des 

expériences de transcriptome ont montré qu’un traitement à la rapamycine mime une 

carence en glucose (Peng et al., 2002). Chez S. cerevisiae, les nutriments carbonés et azotés 

activent la voie de signalisation de TOR (Kuruvilla et al., 2001; Crespo et al., 2002). 

L’apport d’insuline ou de facteurs de croissance semblables à de l’insuline active la 

voie de signalisation de TOR et il a été montré que cet apport entraine une forte 

augmentation du degré de phosphorylation des S6 kinase et 4E-BP. Qui plus est, cette 

phosphorylation est inhibée par l’apport de rapamycine (Chung et al., 1994; von Manteuffel 

et al., 1996) 

La croissance cellulaire nécessite une production abondante de nouvelles protéines et, 

donc, nécessite également des niveaux d’énergie cellulaire élevés. Le complexe mTORC1 

perçoit le niveau énergétique par l’intermédiaire de l’AMPK (AMP-activated kinase) qui est 

activée lorsque le niveau d’énergie cellulaire est faible et que la quantité d’AMP est trop 

élevée par rapport à la quantité d’ATP (Wullschleger et al., 2006). Le suppresseur de tumeur 

LKB1, kinase en amont de l’AMPK, pourrait également jouer un rôle dans cette voie puisque 

les cellules déficientes en LKB1 présentent une hyperactivation de la voie de signalisation de 

TOR (Corradetti and Guan, 2006). 

Les cellules répondent à divers stress environnementaux comme l’hypoxie, les cassures 

de l’ADN, une perturbation de l’état d’oxydo-réduction ou encore le déficit énergétique. Il a 

été montré que TOR joue un rôle important dans la médiation entre la perception de ces 

stress et la réponse de la cellule (Wullschleger et al., 2006). 

I.D.2. Mécanismes moléculaires 

La fixation de l’insuline sur son récepteur entraine le recrutement et la 

phosphorylation de la protéine IRS1 (Insulin Recptor Substrate) qui recrute alors la 

PI3 kinase. Cette enzyme catalyse la conversion du PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-

phosphate) membranaire en PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-phosphate) (la réaction dans le 
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sens inverse est catalysée par la protéine PTEN). L’accumulation de PIP3 dans la membrane 

entraine le recrutement des protéines PDK1 et Akt et la phosphorylation-activation d’Akt par 

PDK1. Akt phosphoryle et inactive alors la protéine TSC2 (Tuberous Sclerosis Protein) qui 

forme un hétérodimère avec TSC1 pour contrôler négativement les petites Rheb GTPases. 

Lorsqu’elles sont actives, les Rheb GTPases se fixent sur le domaine kinase de TOR et active 

le complexe mTORC1 dans une voie faisant intervenir du GTP (Wullschleger et al., 2006; 

Dobashi et al., 2011). 

Le lien entre la perception des nutriments (et particulièrement des acides aminés) et 

l’activation du complexe mTORC1 pourrait également se faire par l’inactivation de TSC1-TSC2 

et/ou l’activation des Rheb GTPases mais le même effet positif de l’apport d’acides aminés 

sur l’activité du complexe mTORC1 a également été rapporté chez S. cerevisiae qui est 

dépourvue d’orthologues fonctionnels des TSC et des Rheb GTPases, suggérant ainsi 

l’existence d’une autre voie qui co-existerait (Wullschleger et al., 2006). Cette autre voie 

pourrait faire intervenir la MAP kinase kinase MAP4K3 qui est réprimée lors d’une carence 

nutritionnelle et stimulée après l’apport d’acides aminés. De plus, la surexpression de 

MAP4K3 entraine une augmentation de la phosphorylation de la S6 kinase et 4E-BP et limite 

l’inactivation du complexe TORC1 en réponse à une carence nutritionnelle (Findlay et al., 

2007; Avruch et al., 2009). 

I.E. Chez les végétaux 

Cette partie s’inspire largement d’articles de revue publiés récemment au sein de 

l’équipe (Moreau et al., 2010; Dobrenel et al., 2011) et des articles qui y sont cités. 

Même si certains membres des voies de signalisation de TOR chez les mammifères ou 

la levure ne sont pas conservés chez les plantes, d’autres en revanche, sont bien conservés 

et semblent jouer des rôles, au moins en partie, similaires à leurs orthologues. Dans cette 

partie, nous allons donc passer en revue les connaissances actuelles sur cette partie 

conservée de la voie de signalisation ainsi que les différences qui existent entre les plantes et 

les autres eucaryotes. 



Figure 6 : Analyse phylogénétique des protéines FKBP12 , d’après Crespo et al. (2005)
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Figure 7 : L’expression ectopique de FKBP12 de S. cerevisiae conduit à une sensibilité à la rapamycine chez

Arabidopsis thaliana : Mesure de l’élongation de la racine primaire de quatre lignées exprimant ScFKBP12

comparé au sauvage, en présence ou en absence de rapamycine à 10 µg/ml. La mesure est réalisée 10 jours

après la germination (Sormani et al., 2007)
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I.E.1. Et la rapamycine ? 

Chez les eucaryotes, la rapamycine agit en formant un complexe ternaire avec la 

protéine FKBP12 et le domaine FRB de TOR, inhibant l’activité de TOR (pour plus de détails, 

voir partie I.A : Découverte de la rapamycine et de sa cible, page 6). Plusieurs études ont 

permis de mettre en évidence une insensibilité des végétaux à la rapamycine, par exemple 

chez Arabidopsis, Nicotiana tabacum, Brassica napus, et Oryza sativa, ainsi que chez la 

mousse Physcomitrella patens (Menand et al., 2002 ; communications personnelles) tandis 

que les algues unicellulaires, comme C. reinhardtii, ont conservé leur sensibilité à la 

rapamycine (Crespo et al., 2005). 

L’hypothèse avancée pour expliquer cette insensibilité à la rapamycine vient d’une 

trop grande divergence de séquence entre la FKBP12 végétale et celle des autres eucaryotes 

(figure 6) (Crespo et al., 2005). Cette hypothèse est étayée par plusieurs expériences de 

double hybride qui montrent que le domaine FRB de la protéine AtTOR n’interagit pas avec 

AtFKBP12 (Menand et al., 2002; Sormani et al., 2007) ni avec AtFKBP15-1, AtFKBP15-2 ou 

AtFKBP62 (qui peuvent être d’autres orthologues de la protéine FKBP12 de S. cerevisiae) 

(Robaglia et al., 2004) en présence de rapamycine. Enfin, il a été montré in vitro que le 

domaine FRB de AtTOR est capable de fixer la protéine FKBP12 de S. cerevisiae en présence 

de rapamycine et ce constat a permis de produire des plantes partiellement sensibles à la 

rapamycine en exprimant la protéine ScFKBP12 de manière ectopique sous le contrôle du 

promoteur constitutif 35S (figure 7) (Sormani et al., 2007). 

Toutefois, ce dogme a récemment été remis en cause, notamment par deux études qui 

montrent que le maïs est sensible à la rapamycine (Agredano-Moreno et al., 2007) alors qu’il 

possède une FKBP12 similaire à celle des autres végétaux (Crespo et al., 2005) et, plus 

récemment, l’équipe de Jen Sheen est parvenue à mettre en évidence une sensibilité à la 

rapamycine chez Arabidopsis (Xiong and Sheen, 2012). Cette étude montre que 30 minutes 

de traitement à la rapamycine (10 µM) sur des plantules est suffisant pour perdre la 

phosphorylation sur la Thr
449

 de la S6K1 (figure 8A) et que cette perte nécessite la présence 

d’une FKBP12 fonctionnelle. Il est également montré que 10 µM de rapamycine est suffisant 

pour inhiber (au moins partiellement) la croissance des plantules (figure 8B). Enfin, ils 

montrent par une expérience de split luciférase que le domaine FRB de la protéine AtTOR 



C RapRap : 0 1 10 µM

P-T449

S6K1

A B

Figure 8 : Effet de la rapamycine sur des plantes d’Arabidopsis

thaliana : A : Inhibition de la phosphorylation de la Thr449 de S6K1thaliana : A : Inhibition de la phosphorylation de la Thr de S6K1

chez des plantules d’Arabidopsis surexprimant la S6K1 traitées à

la rapamycine à 0, 1 ou 10 µM pendant 30 minutes. B : Retard de

croissance induit par un traitement à 10 µM de rapamycine sur

des plantules sauvages d’Arabidopsis (9 jours après germination),

barre d’échelle = 5 mm (Xiong et Sheen, 2012)
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interagit avec AtFKBP12 en présence de rapamycine à des concentrations comprises entre 

1 nM et 1 µM. 

Xiong & Sheen (2012) expliquent cette divergence dans les résultats en évoquant l’idée 

que l’interaction entre AtFKBP12 et AtTOR pourrait être transitoire et faible ou nécessiterait 

des modifications post-traductionnelles qui ne pourraient pas avoir lieu lors des analyses en 

double hybride mais qui se produiraient lorsque les analyses sont réalisées in planta. Ils 

expliquent également la « restauration » de la sensibilité chez Arabidopsis lorsque l’on y 

exprime ScFKBP12 par le fait que cette protéine exogène est placée sous le contrôle d’un 

promoteur constitutif. En effet, ils obtiennent les mêmes résultats en surexprimant la 

protéine endogène. Cependant, ils n’expliquent pas pourquoi ils observent un effet de la 

rapamycine sur la croissance des plantules sauvages là où Sormani et al. (2007) n’en avaient 

pas vu. Ceci peut néanmoins être dû à la différence dans le mode d’administration. En effet, 

Xiong & Sheen appliquent la rapamycine dans un milieu liquide qu’ils changent tous les deux 

jours alors que Sormani et al. appliquent la rapamycine dans un milieu solide en une seule 

fois. Cette différence peut provoquer des perturbations au niveau de la disponibilité de la 

rapamycine pour la plante. 

I.E.2. Les complexes (composition) 

Le génome d’Arabidopsis contient un gène TOR, deux gènes RAPTOR et deux gènes 

LST8. L’interaction physique entre TOR et RAPTOR (Mahfouz et al., 2006) ainsi qu’entre TOR 

et LST8 (Moreau et al., 2012) ont été vérifiés. 

I.E.2.a. La protéine AtTOR 

La protéine TOR chez Arabidopsis a été pour la première fois décrite par Menand et al. 

(2002). Dans cet article, les auteurs décrivent le gène TOR comme étant unique chez 

Arabidopsis et c’est donc sur l’étude de ce gène que va porter cette partie. 

I.E.2.a.i Profil d’expression 

Une fusion traductionnelle de la protéine TOR avec le rapporteur GUS a permis de 

montrer que la protéine chimérique AtTOR-GUS est retrouvée essentiellement dans les 

parties de la plante où les divisions sont actives. Il s’agit notamment de l’embryon, de 

l’albumen et des méristèmes. Ainsi, on retrouve cette expression au niveau des méristèmes 



L A B C D E F G H A B C D E F G H

AtTOR actin8

M

Figure 9 : Localisation de l’expression de TOR chez Arabidopsis thaliana : A-K : Expression de la fusion

traductionnelle AtTOR-GUS sous le contrôle du promoteur TOR (Menand et al., 2002) dans les embryons à

différents stades d’évolution (A-D), lors de l’émergence des racines latérales (E-G), dans les feuilles (H), les

primordia foliaires (I), les boutons floraux (J) et des cals d’un mois (K) (échelle : 50µm (A-D), 20µm (E-H), 500µm (I-

K), ed = albumen, eb = embryon, cpt = chalaze, pr = racine principale, sam = méristème apical caulinaire.

L : Niveau d’expression du gène AtTOR et du gène de contrôle actin8 dans les pointes des feuilles (A), les graines

immatures (B), les feuilles entières (C), les tiges (D), les racintes (E), les fleurs (F) et les cultures cellulaires (G),

(contrôle négatif H) (Robaglia et al., 2004)

M : Profil d’expression de AtTOR au cours du développement par analyses Genevestigator (Moreau et al., 2010).
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apicaux caulinaires et racinaires et, également, au niveau des émergences des racines 

latérales, dès les premières divisions périclines des cellules du péricycle (Menand et al., 

2002). Cette protéine chimérique n’est pas retrouvée dans les tissus différenciés, ni dans les 

tissus conducteurs (figure 9A-K). 

Il semble néanmoins que l’ARN messager de TOR soit exprimé dans tous les tissus à un 

niveau d’expression équivalent. En effet, une étude du niveau d’expression des transcrits de 

AtTOR dans les cultures cellulaires, les tiges, les racines, les feuilles (feuilles entières, ou 

pointe des feuilles), les fleurs ainsi que dans les graines immatures n’a pas permis de révéler 

de différence d’expression de ce gène (figure 9L) (Robaglia et al., 2004). Ces résultats sont 

confirmés par le profil d’expression du gène TOR fourni par Genevestigator qui le montre 

également comme présent tout au long du développement de la plante (figure 9M) (Moreau 

et al., 2010). Robaglia et al. (2004) expliquent cette différence comme pouvant être due à la 

présence d’un uORF (upstream Open Reading Frame) dans le 5’ UTR de l’ARN messager de 

TOR. Cet uORF, de séquence bien conservée chez les différents écotypes d’Arabidopsis, 

pourrait jouer un rôle de régulateur post-transcriptionnel dans l’expression du gène AtTOR. 

I.E.2.a.ii Influence du niveau d’expression de TOR 

Afin de mieux comprendre le rôle de TOR chez Arabidopsis, des études ont été 

réalisées en utilisant différentes lignées totalement déficientes en protéines (lignées T-DNA) 

ou présentant une baisse ou une hausse de l’expression de ce gène. 

(a) Inactivation complète de TOR 

Les premiers travaux portant sur l’impact de l’inactivation de TOR ont utilisés des 

lignées d’insertion T-DNA avec un insert positionné en amont du domaine FRB et ont révélés 

que l’absence d’une protéine TOR fonctionnelle entraine un arrêt du développement 

embryonnaire au stade globulaire (Menand et al., 2002). De manière intéressante, Robaglia 

et al. (2004) pointent du doigt le fait que les embryons avortés contiennent des cellules en 

cours de division et suggèrent que l’on doive mettre en corrélation l’arrêt du développement 

embryonnaire au stade globulaire avec la transition qui s’opère dans ce même stade vers des 

divisions qui deviennent couplées à la croissance alors qu’elles ne l’étaient pas avant. 



tor-1 tor-2

tor-3 tor-4 tor-5

tor-6

tor-7 tor-8 tor-9 tor-10 tor-11

tor-12

tor-13 tor-14

N CHEAT FAT FRB PI3K FATC

200 µm

Figure 10 : Effet de l’inactivation complète de TOR chez Arabidopsis thaliana : A : Localisation des différentes

insertions de T-DNA dans les mutants testés par Menand et al. (2002) (bleu) et Ren et al. (2011) (vert et rouge).

Les mutants tor-1 à -12 (bleu et vert) entrainent une létalité embryonnaire à l’état homozygote tandis que les

A

D

Les mutants tor-1 à -12 (bleu et vert) entrainent une létalité embryonnaire à l’état homozygote tandis que les

mutants tor-13 et tor-14 ne perturbent pas le développement des plantes.

B à D : Aspect des embryons sauvages (B) et tor-1/tor-1 (C) à différents stades de développement. Les embryons

TOR-1/TOR-1 et TOR-1/tor-1 permettent de produire d’obtenir des graines matures tandis que les embryons

mutants tor-1/tor-1 bloquent prématurément le développement de la graine (D) (Menand et al., 2002)

AlcR

Ethanol

AlcR

prom35S TermAlcR

promAlcA FRB FRB

prom35S FRB FRB Term

Figure 11 : Constructions permettant l’inactivation de TOR : A : Construction insérée dans les TOR RNAi

constitutif exprimant une structure tige-boucle utilisant le domaine FRB spécifique de TOR, conduits sous le

contrôle du promoteur constitutifs viral p35S. B : Construction insérée dans les TOR RNAi inductifs exprimant le

RNAi sous le contrôle du système inductible à l’éthanol AlcR-AlcA.

A

B
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Plus récemment, une autre équipe a voulu vérifié ces résultats et a analysé 12 lignées 

d’insertion T-DNA dans la séquence génomique de TOR (Ren et al., 2011). Parmi ces 12 

lignées, neuf confirment les résultats obtenus par Menand et al. (2002) et aboutissent à un 

arrêt du développement embryonnaire aux stades 16 à 32 cellules (figure 10). Toutefois, ils 

sont également parvenus à obtenir 3 lignées T-DNA dont l’insertion à l’état homozygote 

n’entraine aucun défaut sur le développement embryonnaire. Ces trois lignées présentent 

toutes un insert au niveau de la région FATC de la protéine, suggérant que cette région 

pourrait ne pas être nécessaire à tout ou partie des fonctions de TOR, tout du moins chez les 

plantes. 

(b) Impact de la sous-expression de TOR 

Etant donné l’insensibilité d’Arabidopsis à la rapamycine et la létalité embryonnaire 

entrainée par l’extinction totale de TOR, une approche d’extinction partielle et/ou 

conditionnelle a été mise au point au laboratoire ainsi que dans celui de Christophe Robaglia 

(LGBP, Marseille). Elle repose sur l’utilisation d’un ARN interférant (RNAi) dirigé contre le 

domaine FRB de TOR et placé sous le contrôle d’un promoteur constitutif viral ou d’un 

système inductible à l’éthanol (figure 11). 

L’utilisation de telles lignées exprimant un ARN interférant dirigé contre TOR de 

manière constitutive et ectopique a permis de mettre en évidence que le niveau 

d’expression de TOR est bien corrélé avec la taille des plantes et la résistance au stress 

osmotique (Deprost et al., 2007). Ces mêmes lignées ont également permis de montrer que 

l’inactivation de TOR entraine une activation du processus d’autophagie, comme cela a déjà 

été décrit chez d’autres eucaryotes (Liu and Bassham, 2010). 

L’étude des lignées TOR RNAi inductibles a permis de mettre en évidence que 

l’inactivation complète de TOR conduit à un phénotype sévère d’arrêt complet de croissance 

(des parties aériennes comme racinaires), accompagné d’un jaunissement des feuilles dû à la 

dégradation des chlorophylles et à une sénescence prématurée (figure 12). Cet effet visuel 

de l’inactivation de TOR s’accompagne de nombreuses modifications métaboliques telles 

que l’accumulation des grandes quantités de sucres solubles, d’acides aminés et d’amidon, 

ainsi que l’induction des gènes impliqués dans la sénescence foliaire et la remobilisation des 
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Figure 12 : Effet de l’inactivation inductible de TOR : La présence d’éthanol dans le milieu lors de la

germination entraine un arrêt du développement de la racine et des parties aériennes ainsi qu’un non

verdissement des cotylédons dans les lignées TOR RNAi inductibles (A2) alors qu’elle ne provoque aucun effet

sur les plantes contrôles (A1) (Deprost et al., 2007). L’ajout d’éthanol sur des plantules déjà germées entraine

un fort ralentissement du développement des racines et des parties aériennes ainsi qu’un début de sénescence

de manière dose-dépendante (B et C)(Manon Moreau, Dorothée Deprost).

C

0,1
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tor-10/tor-10 tor-3/tor-3 WT P35S:

TOR2031-2350

P35S:TOR

18SrRNA 5.8SrRNA 25SrRNA

Figure 14 : Analyse du niveau d’expression des ARN ribosomaux dans les embryons des plantes sauvages et

des mutants TOR ainsi que dans les lignées transgéniques surexprimant TOR (Ren et al., 2011) : Les niveaux

d’expression sont significativement réduits dans les embryons des mutants tor-3 et tor-10 tandis qu’ils sont

significativement induits dans les plantes surexprimant le domaine kinase de TOR (P35S:TOR2031-2350) et dans

les plantes surexprimants la séquence entière de TOR (P35S:TOR).

Figure 13 : Effet de la surexpression de TOR (Ren et al., 2011) : La surexpression du domaine kinase de TOR

entraine la tubérisation des racines (A) par rapport au sauvage (B) et la surexpression de la protéine entière

conduit à une large gamme de phénotype proportionnel au niveau d’expression allant du développement quasi

normal (C3) à l’arrêt très prématuré de développement des plantules (C1)
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nutriments tels que la glutamine synthétase ou la glutamate déshydrogénase (Deprost et al., 

2007; Moreau et al., 2010; Dobrenel et al., 2011). 

(a) Impact de la sur-expression de TOR 

Lors du crible visant à obtenir des plantes n’exprimant pas de protéine TOR 

fonctionnelle par la présence d’un T-DNA dans sa région codante, des lignées ont été 

trouvées qui surexpriment TOR, conséquence de l’insertion du T-DNA porteur d’un 

promoteur constitutif dans le région 5’-UTR du gène TOR. L’étude de ces lignées, qui 

présentent donc une légère surexpression de TOR, a permis de confirmer la corrélation entre 

le niveau d’expression de TOR et la taille de la plante entière ainsi que la résistance aux 

stress osmotique et salin (Deprost et al., 2007). 

De nombreuses équipes ont tenté d’obtenir de « vrais » surexpresseurs de TOR mais, 

étant donnée la taille très importante du gène TOR et de sa protéine, ces recherches sont 

restées longtemps sans succès. Il a fallu attendre les travaux de Ren et al. (2011) pour que 

soient publiés les résultats obtenus avec de telles lignées. Dans cette étude, les auteurs 

montrent que la surexpression de TOR entraine d’importantes perturbations physiologiques 

au niveau du nombre ou de la couleur des feuilles, de l’aspect du pétiole, de la structure de 

la racine et de des siliques (figure 13). Ceci s’accompagne également d’un développement 

accéléré des plantes avec une floraison et une sénescence précoces. Pour les plantes plus 

affectées, on constate également un nombre anormalement élevé de files cellulaires dans la 

moelle des racines, entrainant un épaississement de la racine. Dans les cas des plantes les 

plus affectées, la plante arrête de se développer au stade plantule. 

Dans cette même étude, Ren et al. (2011) ont également montré que le niveau 

d’expression de TOR est corrélé au niveau d’expression des ARN ribosomaux (figure 14). 

I.E.2.b. RAPTOR 

Contrairement au génome des autres eucaryotes (même si Deprost et al. (2005) 

suggèrent l’existence de deux gènes RAPTOR dans le génome du riz), le génome 

d’Arabidopsis contient deux gènes RAPTOR. L’étude détaillée de ces deux gènes a fait l’objet 

de deux publications (Anderson et al., 2005; Deprost et al., 2005) dans lesquelles ces deux 



RNC HEAT WD40

Figure 15 : Structure conservée de la protéine RAPTOR : De l’extrémité N- vers l’extrémité C-terminale, on

trouve le domaine RNC/C (RAPTOR N-terminal Conserved / Caspase like), les répétitions HEAT et les motifs

WD40 (Yang et Guan, 2007)
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Figure 16 : Profil d’expression des gènes d’Arabidopsis impliqués dans la formation du complexe TORC1 :

L’expression en fonction des organes (A) et du niveau de développement (B) est indiquée en valeurs

logarithmiques et proviennent des données de puces transcriptomiques fournies par Genevestigator

(https://www.genevestigator.com)
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gènes ne sont pas appelés de la même manière et je propose la nomenclature suivante qui 

sera utilisée tout le long de cette partie : 

AGI Nomenclature commune Autres noms 

At3g08850 RAPTOR.3g 
AtRaptor1

(1)
 

AtRaptor1B
(2)

 

At5g01770 RAPTOR.5g 
AtRaptor2

(1)
 

AtRaptor1A
(2)

 
(1)

 (Deprost et al., 2005) et 
(2)

 (Anderson et al., 2005) 

I.E.2.b.i Structure 

AtRAPTOR.3g et AtRAPTOR.5g sont très conservées et ont une séquence protéique 

présentant environ 76% d’identité. Dans les deux cas, la protéine codée fait environ 150 kDa 

et est organisée en différents domaines (la structure de ces protéines est largement 

identique à celle de leurs homologues chez les autres eucaryotes). 

Ces deux protéines sont composées d’un domaine N-terminal conservé appelé RNC 

(RAPTOR N-terminal Conserved) contenant un domaine semblable à un domaine caspase, 

trois répétitions HEAT et sept motifs WD40 (figure 15, d’après Yang et al. (2007)). 

Les répétitions WD40 pourraient être impliquées dans la formation de complexes 

protéiques réversibles, tout comme les répétitions HEAT (que l’on retrouve également chez 

TOR) et qui pourraient être impliquées dans l’interaction TOR-RAPTOR. 

I.E.2.b.ii Profil d’expression 

Des résultats d’une analyse transcriptomique ont permis de révéler que les gènes 

AtRAPTOR.3g et AtRAPTOR.5g sont tous deux exprimés dans tous les tissus mais à des 

niveaux différents (AtRAPTOR.3g est toujours plus exprimé que AtRAPTOR.5g) (figure 16). Il 

est d’ailleurs à noter que le niveau d’expression de AtRAPTOR.3g est assez similaire à celui 

de AtTOR, comme on pourrait s’y attendre pour des gènes codant des protéines appartenant 

à un même complexe (Yamada et al., 2003). Une analyse en PCR quantitative a par ailleurs 

permis de confirmer que l’expression de AtRAPTOR.5g est très faible et que celle de 

AtRAPTOR.3g est plus forte et à des valeurs similaires dans les racines, les feuilles et les 

inflorescences. 

Deprost et al. (2005) émettent l’hypothèse que le caractère ubiquitaire de l’expression 

de AtRAPTOR.3g, comparé à l’expression plus spécifique de certains tissus de AtRAPTOR.5g 



D

Figure 17 : Phénotype des mutants atraptor : Impact de la mutation atraptor.3g sur des plantules de 15 jours

cultivées sur sol (B) comparé au sauvage (A) et après un mois de culture (Col : sauvage, A- : atraptor.5g, B- :

atraptor.3g) (Anderson et al., 2005). Dans certains cas, la mutation atraptor.3g entraine une létalité

embryonnaire (D) (Deprost et al., 2005)
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pourrait être dû à une spéciation de ces deux protéines qui pourraient, alors, jouer des rôles 

différents. 

I.E.2.b.iii Mutants 

Afin de mieux comprendre le rôle des protéines AtRAPTOR, une analyse de mutants 

d’insertion T-DNA a été réalisée. Cette analyse a permis de mettre en évidence que les 

plantules et plantes des mutants homozygotes ne présentant plus d’expression de 

atraptor.5g ne présentent aucun défaut de croissance, que ce soit en serre ou in vitro, à la 

lumière ou à l’obscurité, suggérant ainsi que la protéine AtRAPTOR.5g ne pourrait intervenir 

dans la cellule que dans des conditions particulières, comme en cas de stress par exemple. 

En revanche, les mutants nuls atraptor.3g présentent un phénotype beaucoup plus 

fort. Les plantules des mutants atraptor.3g, en effet, sont plus petites que le sauvage, aussi 

bien au niveau de la racine que des parties aériennes, ce qui semble dû à un défaut de 

division cellulaire et de production de cellules depuis le méristème apical plutôt qu’à un 

défaut d’élongation cellulaire puisque la croissance des hypocotyles des plantules de 

atraptor.3g est affectée dans une moindre mesure. En serre, les plantes des mutants 

atraptor.3g sont également largement affectées et sont plus petites et retardée dans leur 

floraison. Elles ont également un phénotype buissonnant ce qui est dû à un arrêt prématuré 

de l’apex caulinaire primaire, entrainant un développement des bourgeons axillaires et, 

donc, une forte augmentation du nombre de tiges. Il semble toutefois que, dans certaines 

conditions, l’effet de la mutation dans le gène AtRAPTOR.3g provoque des effets encore plus 

forts puisque Deprost et al. (2005) décrivent qu’une telle mutation entraine un arrêt du 

développement embryonnaire à un stade très précoce (décrit comme stade pré-globulaire) 

(figure 17). 

Ainsi il semble que AtRAPTOR soit impliqué dans la croissance et la division cellulaire 

post-embryonnaire mais les facteurs influençant le rôle de AtRAPTOR dans les divisions au 

cours du développement embryonnaire restent à éclaircir. 

I.E.2.c. Les protéines AtLST8 et, plus particulièrement, 

AtLST8-1 

Cette partie s’inspire largement des travaux publiés par Moreau et al. (2012). 



Figure 18 : Structure en plateforme des protéines

LST8 : Le modèle a été créé avec le Swiss-Model et

l’image a été préparée avec le logiciel MOLMOL à partir

de la séquence de CrLST8 (Diaz-Troya et al., 2008)

Figure 19 : Complémentation des mutants lst8

de levure avec l’ADN complémentaire LST8-1

d’Arabidopsis : La souche de levure utilisée

exprime le gène LST8 endogène sous le contrôle

d’un promoteur inductible au galactose et est

complémenté par l’expression de l’ADN

complémentaire de LST8-1 d’Arabidopsis (A). En

absence de galactose, seules les souches

exprimant le gène d’Arabidopsis est capable de

cultiver (Moreau et al., 2012). C : Arbre

phylogénétique représentant la proximité entre

les protéines LST8 de plantes avec les protéines

LST8 des autres eucaryotes (Diaz-Troya et al.,

2008).

C
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I.E.2.c.i Structure, conservation de fonction et localisation 

Comme décrit précédemment, le génome d’Arabidopsis contient deux gènes LST8 dont 

l’un d’eux seulement semble être exprimé. En effet, seul le gène LST8-1 (At3g18140) est 

transcrit tandis qu’aucun EST n’a été ou ADNc complet n’a été identifié pour le gène LST8-2 

(At2g22040). Pour cette raison, c’est principalement le gène LST8-1 qui a été étudié. 

Ce gène, composé de 10 exons, code une protéine d’environ 34 kDa. Elle est organisée 

en feuillets β, eux-mêmes répartis en sept répétitions WD40, capables de former une 

plateforme semblable à une hélice, comme chez les autres organismes (Loewith et al., 2002; 

Díaz-Troya et al., 2008). Cette structure en « propeller-like platform » est décrite comme 

permettant l’interaction avec d’autres partenaires protéiques (figure 18) (Smith et al., 1999) 

et la conservation de cette structure chez Arabidopsis suggère la conservation de la capacité 

de AtLST8-1 à interagir avec d’autres partenaires. 

La protéine AtLST8-1 a une séquence légèrement plus similaire à la protéine LST8 de 

levure qu’à celle de souris (51% et 45% d’identité de séquence respectivement). Un test de 

complémentation du mutant lst8 de levure avec la protéine AtLST8-1 a permis de mettre en 

évidence que cette dernière est un homologue fonctionnel de la protéine LST8 de levure 

(figure 19). Qui plus est, un test d’interaction par une approche de double-hybride et par 

une approche in planta (split-luciférase) a permis de mettre en évidence une interaction 

entre AtLST8-1 et le domaine FRB-K (FKBP12 Rapamycin Binding Domain + Kinase Domain) 

de AtTOR, comme c’est le cas chez la levure et les mammifères (pour revues Crespo and Hall, 

2002; Wullschleger et al., 2006). 

AtLST8-1 est exprimé tout au long du développement de la plante et dans tous les 

organes et à des taux plus élevés dans le micropyle et la chalaze. Il est à noter que 

l’expression semble légèrement plus forte dans les parties aériennes que dans les racines 

(analyse Genevestigator). Le promoteur de AtLST8-1 est particulièrement actif dans la 

plantule (au niveau du cylindre central de la racine, de la pointe racinaire, des émergences 

de racines latérales et dans le système vasculaire des cotylédons) ainsi que dans les 

stomates, les stipules foliaires, dans les étamines (filet, anthères, grains de pollen) et dans le 

système vasculaire des pétales et sépales (fusion transcriptionnelle du promoteur de AtLST8-

1 avec le gène codant la glucuronidase) (figure 20). Enfin, dans la cellule, AtLST8-1 a été 



Figure 20 : Profil d’expression du gène LST8-1 : Coloration GUS sur des plantes exprimant une construction

promLST8-1(1000pb):GUS. LST8-1 est principalement exprimé dans le système vasculaire (A, B et D), dans les

émergences des racines latérales (C), les cellules de garde des stomates (E) et les stipules (F) (Moreau et al.,

2012)

Figure 21 : Phénotype des mutants lst8-1 : Les mutants présentent un défaut de croissance lorsqu’ils sont

cultivés en chambre de culture en jours courts pendant 4 semaines (A) ou in vitro pendant 1 semaine (B). En

revanche, lorsque les plantes sont cultivées en jours longs, les mutants lst8-1, les plantes sont plus sévèrement

affectées (en hiver) (c) et présentent même une sénescence accélérée conduisant parfois à la mort (en été) (D)

(Moreau et al., 2012)
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retrouvé sous forme de points mobiles colocalisant avec RabC1, un marqueur spécifique des 

endosomes, ainsi que dans la membrane plasmique (expression transitoire dans les 

cotylédons d’une fusion traductionnelle AtLST8-1-GFP sous le contrôle du promoteur 35S). 

I.E.2.c.ii Analyse des mutants 

Afin d’élucider le rôle de LST8 chez Arabidopsis, Moreau et al. ont étudié le phénotype 

de deux mutants nuls atlst8-1 possédant tous deux un ADN-T dans un intron (n’entrainant 

aucune surexpression de AtLST8-2) et fournissant des résultats similaires. 

Les deux mutants présentent tous deux des défauts de croissance et de 

développement (figure 21). En effet, lorsqu’ils sont cultivés en jours courts (8h de jour), les 

mutants présentent une croissance réduite comparée au sauvage et ne fleurissent pas. En 

revanche, les défauts de croissance des plantes transférées en jours longs (16h de jour) sont 

beaucoup plus importants et peuvent aller jusqu’à un arrêt complet de croissance et la mort 

de la plantes en deux semaines après le transfert dans les cas les plus sévères. En jours longs, 

dans les cas les moins sévères, les mutants atlst8-1 finissent par former une rosette 

buissonnante et développent plusieurs méristèmes caulinaires. Certaines plantes 

parviennent à fleurir et produisent des tiges en nombre beaucoup plus élevé que chez le 

sauvage. La structure de la tige et de la fleur est également affectée par la mutation. Bien 

que les mutants soient généralement stériles, quelques graines peuvent parfois être 

obtenues et leur capacité germinative n’est pas affectée par la mutation. 

Toutes ces perturbations développementales s’accompagnent de modifications 

métaboliques aussi bien au niveau du métabolisme azoté que tu métabolisme carboné. En 

effet, on constate que, en jours courts, les perturbations métaboliques sont assez 

modérées : accumulation de nitrates (d’un facteur proche de 2), de glucose (principalement 

en fin de journée) ainsi que de quelques acides aminés (glycine, proline, glutamine, 

asparagine et alanine). En revanche, il semble que les mutants soient incapables d’ajuster 

convenablement leur métabolisme en réponse à une transition brutale des jours courts vers 

les jours longs et les perturbations métaboliques en sont d’autant plus fortes : la teneur en 

nitrates ne diminue pas suffisamment comparée au sauvage, tous les acides aminés 

s’accumulent, les glucose, fructose et amidon s’accumulent tandis que la teneur en 

saccharose reste stable (alors qu’elle augmente chez le sauvage) (figure 22). 



Figure 22 : Phénotype du métabolisme azoté et carboné des mutants lst8-1 : En jours courts, les mutants

accumulent des nitrates et un peu d’amidon en début de journée mais, après la transition en jours longs, la

teneur en nitrates, qui diminue dans les sauvages, semble peu affectée dans les mutants lst8-1 (A) et la teneur

en amidon est plus élevée dans les mutants que dans le sauvage, en début et en fin de journée (B) : SD : jours

courts, LD+n (nombre de jours après la transition jours courts – jours longs), SDm : début de jour court, SDn : fin

de jour court, LD2m ; début du 2ème jour de jour long, LD2n : fin du 2ème jour de jour long.

A B

Figure 23 : Les mutants lst8-1 présentent les mêmes défauts que les lignées

TOR RNAi et les mutants de myo-inositol 1 phosphate synthase : Profil

d’expression des gènes différentiellement exprimés dans les plantes lst8-1

cultivées en jours longs (par rapport au sauvage) dans les mutants mips1

cultivés en jours longs et dans les plantes exprimant un ARN interférant

inductible dirigé contre TOR et induites pendant 24h.
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Enfin, les perturbations métabolomiques observées lorsque les plantes sont en jours 

courts et après le transfert en jours longs, couplées aux données de transcriptome 

permettent de mettre en évidence que certaines réponses observées chez les mutants 

atlst8-1 sont également observées chez les lignées exprimant un ARN interférant avec TOR 

ou encore dans les mutants mips affectés dans la myo-inositol 1 phosphate synthase 

(figure 23). Le lien ainsi mis en évidence avec TOR permet d’étayer l’hypothèse d’un rôle de 

LST8 dans la régulation de l’activité de la kinase TOR. Enfin, la corrélation avec le phénotype 

des mutants mips1 suggère qu’une partie importante des conséquences de la mutation dans 

le gène AtLST8-1 pourrait être due à un défaut de synthèse de myo-inositol (dont la teneur 

est largement plus faible dans le mutant atlst8-1 que dans le sauvage après le transfert en 

jours longs). 

I.E.2.d. L’existence d’un complexe TORC2 ? 

A ce jour, aucune trace n’a été rapportée de l’existence d’un complexe TORC2 chez les 

plantes et les partenaires spécifiques de ce complexe, comme AVO1/hSIN1 ou AVO3/RICTOR 

semblent ne pas exister dans les génomes des organismes photosynthétiques (Dobrenel et 

al., 2011). 

I.F. Les régulateurs en amont 

I.F.1. Une voie conservée 

Le génome des plantes, et d’Arabidopsis en particulier, contient des homologues pour 

de nombreuses protéines décrites comme étant des régulateurs en amont de TOR. Ainsi, le 

génome d’Arabidopsis contient une protéine TCTP (Translationnally Controlled Tumour 

Proteins), trois protéines PTEN (AtPTEN1, AtPTEN2 AtPTEN3), une PI3K (PhosphoInositide 3 

Kinase) (nommée AtVPS34 pour Vacuolar Protein Sorting 34), deux homologues de LKB1, 

deux homologues de PDK1 (3-Phosphoinositide Dependent protein Kinase 1). En revanche, 

aucun homologue n’a été trouvé dans le génome d’Arabidopsis pour les protéines du TSC 

(Tuberous Sclerosis Complex), l’Akt kinase ou encore les protéines Rheb (pour le rôle de 

chacun de ces facteurs dans la voie de signalisation de TOR, voir la partie I.D : Les régulateurs 

en amont de TOR, page 12). 



Figure 24 : La voie de signalisation de TOR chez les plantes (Dobrenel et al., 2010)
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Ceci suggère qu’au moins une partie de la voie de signalisation de TOR en amont de ce 

complexe pourrait être conservée chez les végétaux mais l’absence de test d’activité du 

complexe TOR chez les végétaux a, jusqu’à présent, empêché de montrer clairement le lien 

entre ces protéines et l’activité kinase du complexe TOR. 

I.F.2. Qui régule TOR chez les plantes ? 

Etant donné l’absence de test d’activité de TOR chez les végétaux, assez peu 

d’éléments sont connus sur les acteurs de la voie de signalisation de TOR en amont de ce 

complexe kinase. Néanmoins, il a été montré que AtRAPTOR.3g peut intéragir avec les 

répétitions HEAT de la protéine TOR ainsi qu’avec la protéine S6K1 dont l’activité est régulée 

par le stress osmotique et les phytohormones (Turck et al., 2004; Mahfouz et al., 2006). 

Il a également été montré que la voie de signalisation de TOR semble être liée à la 

signalisation des stress et de l’état nutritionnel de la plante. En effet, les plantes exprimant 

un RNAi dirigé contre TOR résistent moins bien au stress salin ou osmotique que les 

sauvages, contrairement aux surexpresseurs qui résistent mieux (Deprost et al., 2007), les 

mutants atraptor.3g sont affectés dans leur développement par la privation de lumière 

(Anderson et al., 2005) et les mutants atlst8-1 sont fortement sensibles aux jours longs et à 

la transition jours courts – jours longs (Moreau et al., 2012). Tous ces résultats suggèrent 

donc un lien entre la voie de signalisation de TOR d’une part et, d’autre part, les stress et 

l’état nutritionnel de la plante (figure 24). Ce dernier point est renforcé par le fait que les 

plantes TOR RNAi ainsi que les mutants atlst8-1 présentent des modifications de teneurs en 

acides aminés totaux, en sucres solubles, en amidon ainsi que des modifications des activités 

des enzymes clés du métabolisme azoté, telles que la glutamate déshydrogénase ou la 

glutamine synthétase (Dobrenel et al., 2011; Moreau et al., 2012). 

En outre, l’inactivation de TOR par l’utilisation des lignées RNAi inductibles entraine 

une induction des gènes impliqués dans la réponse au stress. En revanche, cette même 

inactivation entraine la répression des gènes impliqués dans la voie de signalisation des 

phytohormones, comme les auxines ou les gibbérellines (résultats non publiés). Ceci, couplé 

au fait que l’apport exogène d’auxine entraine une extension de la zone de présence de la 

protéine chimérique TOR-GUS (Robaglia et al., 2004) permet de mettre en avant une 

régulation probable de la voie de signalisation de TOR par les phytohormones. 
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I.F.3. La voie SnRK1 

SnRK1 est l’homologue, chez Arabidopsis des complexes protéiques SNF1 (de levure) et 

AMPK (de mammifères). Comme ses homologues chez les autres eucaryotes, il s’agit d’une 

sérine/thréonine kinase de structure hétérotrimérique composée d’une unité catalytique α 

et de deux sous-unités régulatrices β et γ, chacune codées par différents gènes. 

SnRK1α est impliqué dans la modulation de l’expression de milliers de gènes, 

notamment par la phosphorylation de divers facteurs de transcription, et ce, en réponse à 

l’état de stress et à l’état énergétique de la cellule. SnRK1α est donc un intégrateur central 

de la réponse aux stress et à l’état nutritionnel (Baena-Gonzalez et al., 2007). 

Contrairement au complexe TOR qui est activé lorsque la cellule perçoit un niveau 

suffisant de nutriment et n’est pas soumise à un stress, la kinase SnRK1 est induite lorsqu’un 

stress frappe la cellule, via l’intervention de deux kinases activatrices de SnRK1, les kinases 

AtSnAK (SNF1-Activating Kinases). Cet antagonisme couplé au fait que, chez les mammifères, 

l’AMPK est capable de phosphoryler une sérine conservée de la protéine RAPTOR 

(permettant ainsi un potentiel contrôle direct de l’AMPK sur l’activité du complexe TORC1) 

(Gwinn et al., 2008) suggère fortement une interaction de ces deux voies de signalisation 

chez les plantes (Smeekens et al., 2010; Robaglia et al., 2012). Toutefois, l’interaction et la 

régulation physiques de ces deux voies l’une sur l’autre restent à être montrées et décrites. 

II. LES VOIES REGULEES PAR TOR 

II.A. Les grandes voies régulées par TOR 

Lorsque les conditions environnementales sont favorables, la kinase TOR active les 

voies métaboliques nécessaires à la croissance et à l’expansion cellulaire et, a contrario, 

réprime les voies impliquées dans le recyclage nutritionnel. Ainsi, il a été montré que TOR 

régule positivement la traduction des ARN messagers (pour plus de détails, voir la partie 

II.B.3 : Régulation de la traduction par TOR, page 39) et la progression du cycle cellulaire 

mais réprime l’autophagie (pour revue, Loewith and Hall, 2011). 
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II.A.1. Contrôle du cycle cellulaire 

Le rôle de TOR dans le contrôle du cycle cellulaire est la première fonction à avoir été 

découverte puisque les gènes TOR ont été identifiés lors d’un crible de levures résistant aux 

propriétés cytostatiques de la rapamycine. 

Il semble que la protéine TOR contrôle chaque étape du cycle cellulaire, notamment 

par une régulation de l’activité de plusieurs cyclines, CDK et des inhibiteurs de CDK (comme 

p27
KIP1

 et p21). Le lien moléculaire entre la voie de signalisation de TOR et le contrôle du 

cycle cellulaire reste mal décrit mais il semble néanmoins que l’effet de la rapamycine sur 

l’arrêt du cycle cellulaire serait plutôt indirect et pourrait être dû à l’arrêt de la traduction de 

certains ARN messagers ou à une désorganisation du ribosome décrit comme « stress 

ribosomale » (pour revue, voir Proud, 2010). 

II.A.2. Contrôle de l’activité des protéines phosphatases 

La phosphorylation réversible des protéines est un mécanisme essentiel de régulation 

d’un grand nombre de voies métaboliques. L’activité de déphosphorylation est largement 

due aux Ser/Thr phosphatases, parmi lesquelles les PP2A (Protein Phosphatase 2A) jouent un 

rôle essentiel (pour revue, Janssens and Goris, 2001). Chez la levure, la sous-unité 

catalytique des complexes PP2A est codée par PPH21 et PPH22 mais on trouve également 

d’autres protéines semblables à la phosphatase PP2A. Parmi ces PP2A-like phosphatases, on 

trouve PPH23, PPG1 et SIT4 (protéine essentiel pour la transition G1/S) (Sutton et al., 1991; 

Van Hoof et al., 2005). La sous-unité catalytique des PP2A, tout comme SIT4, est capable de 

se lier à TAP42, connue par ailleurs pour être un substrat de TOR (Di Como and Arndt, 1996). 

L’étude plus approfondie de cette interaction entre TAP42 et SIT4 a révélé que la fixation de 

TAP42 (réversible par l’ajout de rapamycine) entraine une diminution de l’activité 

phosphatase (en empêchant la fixation des sous-unités régulatrices) et est régulée par TIP41 

(TAP42 Interacting Protein) (Jacinto et al., 2001). Des études récentes suggèrent que les 

protéines TAP42 et Sch9 (homologue des S6 kinases) sont les substrats principaux de TOR 

chez la levure (Rohde et al., 2008). 
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II.A.3. Régulation du métabolisme 

Lorsque TOR est actif, il contribue à la séquestration des facteurs de transcription 

GLN3 et GAT1 dans le cytoplasme, inhibant ainsi l’expression des gènes codant les enzymes 

du métabolisme azoté. En revanche, lors d’une carence ou en présence d’une source d’azote 

difficilement métabolisable, TOR est inactivé et GLN3 est transporté rapidement dans le 

noyau, par une voie faisant intervenir TAP42. De plus, TOR agit également sur l’activité des 

perméases en influençant l’entrée dans la cellule de certains nutriments, préférentiellement 

à d’autres lorsque la cellule se trouve en présence d’une grande variété de nutriments. A 

l’inverse, lorsque la cellule est dans un milieu pauvre en nutriment, elle utilise des 

perméases peu spécifiques et à faible affinité. Cette modification dans son profil de 

perméases s’opère par des ubiquitinations et des dégradations qui sont réalisées dans une 

voie faisant intervenir TOR, TAP42 et sa cible, NPR1 (pour revue, Duvel and Broach, 2004; 

Rohde and Cardenas, 2004; Loewith, 2010). 

II.A.4. Contrôle de l’autophagie 

L’autophagie est un mécanisme conservé permettant de recycler les composants 

cellulaires, que ce soit pour limiter une perte d’énergie ou pour éviter l’accumulation de 

composés toxiques. L’autophagie passe par l’invagination non sélective de portions de 

cytoplasme dans une vésicule à double membrane, l’autophagosome. Le contenu de 

l’autophagosome est ensuite libéré dans la vacuole ou les lysosomes où il est dégradé. 

Lorsque TOR est actif, il augmente la phosphrylation de la protéine ATG13, empêchant 

ainsi son association avec la kinase ATG1. L’interaction entre ATG13 et ATG1 est essentielle à 

la formation de la vésicule d’autophagie (Kamada et al., 2000; Cebollero and Reggiori, 2009). 

Il a également été montré par des expériences de transcriptomes chez la levure que TOR 

régulerait transcriptionnellement l’expression des gènes d’autophagie (Cardenas et al., 

1999). 

II.A.5. Les cibles de TOR chez les plantes 

Plusieurs homologues des cibles de TOR chez d’autres eucaryotes existent aussi chez 

les plantes, suggérant une conservation de la partie avale de cette voie de signalisation. On 

peut ainsi citer l’existence de deux protéines S6 Kinases (et de deux protéines ribosomales 
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S6 ou RPS6), d’une protéine TAP46 (homologue de TAP42 chez la levure) et des protéines 

impliquées dans l’autophagie. Néanmoins, la protéine 4E-BP semble ne pas exister chez les 

plantes. 

Chez les mammifères, la S6 kinase est activée par phosphorylation par la kinase TOR. 

Chez les plantes, il a été montré que la protéine AtS6K2 exprimée dans les cellules humaines 

phosphoryle les protéines RPS6 de mammifères et de plantes et un traitement des cellules à 

la phosphatase réduit l’activité de cette protéine AtS6K2 immunoprécipitée, suggérant ainsi 

que son activité nécessite sa phosphorylation (Turck et al., 1998). De plus, un traitement de 

cellules d’Arabidopsis à la wortmanine ou au LY-294002, deux inhibiteurs de PI3 kinases qui 

répriment également l’activité de TOR, entraine une diminution de l’activité des S6 kinases. 

En revanche, un traitement des mêmes cellules en phase stationnaire avec des hormones 

(auxines et cytokinines) ou du milieu de culture frais augmente l’activité des protéines S6 

kinases et l’état de phosphorylation des protéines RPS6 (Turck et al., 2004). Mahfouz et al. 

(2006) ont montré que l’activité de la S6 kinase diminue en présence de stress osmotique 

(ajout de mannitol) et que la kinase PDK1 (pleckstrin-dependent kinase 1) phosphoryle la 

S6K1 in vitro. Cette phosphorylation n’est pas régulée par le mannitol, le sel ou la 

rapamycine. Ils ont également montré que RAPTOR régule la sensibilité de la S6K1 au stress 

osmotique. Enfin, il a été montré que, chez Arabidopsis, TOR active les S6 kinases par 

phosphorylation sur la même thréonine que chez les animaux (T
449

) (Mahfouz et al., 2006; 

Schepetilnikov et al., 2011; Xiong and Sheen, 2012). L’expression ectopique, chez 

Arabidopsis, du gène codant la S6 kinase de lys entraine une stérilité male qui pourrait être 

due à la traduction accrue de certains gènes régulateurs (Tzeng et al., 2009). 

Il a également montré que la répression de l’autophagie par la voie de signalisation de 

TOR est conservée (Liu and Bassham, 2010). 

Enfin, Ahn et al. (2011) ont montré que la protéine TAP46 d’Arabidopsis peut être 

phosphorylée directement par TOR in vitro et que TAP régule la mort cellulaire induite par la 

réaction hypersensible ou les pathogènes ainsi que la croissance et l’expression des gènes 

impliqués dans le métabolisme azoté. 



Figure 25 : Mécanismes moléculaires contrôlant l’initiation de la traduction
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II.B. La traduction protéique 

II.B.1. Mécanisme général de la traduction eucaryote 

La traduction protéique est le mécanisme qui permet la synthèse de protéines à partir 

des ARN messagers. A ce titre, réguler la traduction est essentiel afin de contrôler la 

croissance et la prolifération cellulaire. Qui plus est, cette régulation permet de s’adapter 

rapidement à un nouveau stimulus car, contrairement à la transcription, elle ne nécessite 

pas de synthèse d’ARN messagers ni de transport. Néanmoins, ce mécanisme fait intervenir 

un très grand nombre de protéines et de complexes macromoléculaires et, donc, consomme 

beaucoup d’énergie. Une régulation étroite de la traduction peut donc s’opérer afin de 

« économiser de l’énergie ». En effet, comme nous le verrons plus en détail plus loin, la 

traduction fait intervenir les trois ARN polymérases : l’ARN polymérase I pour la synthèse des 

ARN ribosomaux et l’ARN polymérase II pour la synthèse des protéines ribosomales ; l’ARN 

polymérase II pour la synthèse des protéines impliquées dans la biogenèse du ribosome (ou 

Ribi) ; l’ARN polymérase III pour la synthèse des ARN de transfert nécessaires pour 

l’élongation de la chaine polypeptidique. 

II.B.1.a. Initiation de la traduction eucaryote 

L’initiation de la traduction est un mécanisme complexe faisant intervenir de 

nombreuses protéines (eIF pour eukaryotic translation Initiation Factor). L’initiation à 

proprement parler commence par l’association de la petite sous-unité ribosomale 40S sur un 

complexe de facteurs d’initiation de la traduction (composé de eIF1, eIF1a, eIF3 et eIF5), 

formant un complexe d’initiation 40S actif. Dans le même temps, le facteur eIF2 forme un 

complexe ternaire et stable avec l’ARN de transfert porteur de l’anticodon complémentaire 

du codon d’initiation de la traduction (généralement AUG) et d’une méthionine (noté Met-

tRNAi
Met

) ainsi qu’avec un GTP, permettant la fixation de ce Met-tRNAi
Met

 sur le site P (voir 

partie II.B.1.c) du ribosome (figure 25) (Gingras et al., 2004; pour revue, Jackson et al., 2010). 

Vient ensuite l’étape de fixation du ribosome sur l’ARN messager. Cette étape 

nécessite que l’ARNm soit porteur d’une coiffe au niveau de son extrémité 5’. La coiffe peut 

alors être reconnue par le facteur eIF4E, membre d’un complexe trimérique eIF4F avec les 

autres facteurs eIF4A (une hélicase qui facilite la fixation et le passage du ribosome sur le 

brin d’ARNm) et eIF4G. Le complexe eIF4F, en association avec eIF4B, modifie la structure 



Figure 26 : Aspect des ribosomes procaryote et eucaryote : Les sous-unités du ribosome bactérien sont

présentés en bleu et gris pâles. Les protéines universellement conservées sont en bleu, les protéines communes

aux archées et aux eucaryotes sont en orange et les protéines et ARN exclusivement présents chez les

eucaryotes sont en rouge. Les sous-unités ribosomales procaryotes 30S et 50S proviennent de Thermus

thermophilus et les sous-unités eucaryotes 40S et 60S provienennt de Tetrahymena thermophila. Les motifs

caractéristiques de la petite sous-unité sont la tète (H), le bec (Be), la plateforme (Pt), l’épaule (Sh), le corps

(Bo), le pied gauche (LF) et le pied droit (RF). Les motifs caractéristiques de la grande sous-unité sont la

protubérance centrale (CP) et la boucle sarcine-ricine (SRL). Le tunnel de sortie de la chaine polypeptidique (Exit

tunnel) ainsi que les sites A, P et E sont également indiquées (Klinge et al., 2012)
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secondaire de l’extrémité 5’ UTR (Untranslated Region) de l’ARNm. Le facteur eIF4G peut 

alors fixer le facteur eIF3 et, ainsi, recruter la petite sous-unité ribosomale. La petite sous-

unité, ainsi que tous les facteurs qui l’accompagnent, scanne ensuite l’ARN messager du 5’ 

vers le 3’ jusqu’à arriver au site d’initiation de la traduction qui est reconnu par la présence 

du Met-tRNAi
Met

. A cette étape, eIF5 catalyse la déphosphorylation du GTP en GDP, 

entrainant la libération de la plupart des facteurs d’initiation de la sous-unité 40S. La grosse 

sous-unité ribosomale 60S peut alors se fixer sur la sous-unité 40S associé à l’ARN messager, 

formant le ribosome fonctionnel 80S. L’élongation peptidique peut alors commencer. 

Il existe également des mécanismes d’initiation de la traduction faisant intervenir des 

ARN messagers non coiffés mais ce point ne sera pas développé ici. 

II.B.1.b. Elongation et terminaison de la traduction 

La vitesse de l’élongation est régulée par un ensemble de facteurs d’élongations eEF 

(pour eukaryotic translation Elongation Factor). Cette étape est régulée par un apport 

régulier d’énergie sous forme de GTP. 

L’élongation s’arrête lorsqu’un codon STOP se trouve au niveau du site A du ribosome. 

Des facteurs de libération de la chaine polypeptidique (eRF pour eukaryotic Release Factors) 

sont alors recrutés sur le ribosome pour catalyser la libération de la chaine polypeptidique 

mature. Les sous-unités ribosomales sont, à leur tour, libérées et recyclées pour une autre 

initiation. 

II.B.1.c. Le ribosome eucaryote 

II.B.1.c.i Présentation du ribosome 

Dans tous les règnes du vivant, la traduction protéique fait intervenir un organite 

essentiel, le ribosome. Il s’agit d’une particule d’une taille estimée à 3,3 MDa chez la levure, 

de nature ribonucléoprotéique (constitué d’ARN dits ribosomiques ainsi que de protéines) et 

divisée en deux sous-unités ayant chacune ses fonctions propres. Les informations 

contenues par le brin d’ARN messager sont décodées par la petite sous-unité 40S tandis que 

la formation des liaisons peptidiques est catalysée par la grande sous-unité 60S. Chaque 

ribosome fonctionnel 80S (formé des deux sous-unités 40S et 60S) contient trois sites de 

fixation des ARN de transfert, notés E, P et A (figure 26, d’après Klinge et al. (2012)). Chaque 
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ARN de transfert entre dans le ribosome en A par complémentarité de l’anticodon qu’il 

contient avec le codon en position A de la petite sous-unité. L’ARN de transfert se déplace 

ensuite d’un codon au niveau du site P puis, à nouveau d’un codon, du site P au site E (Klinge 

et al., 2012). 

La petite sous-unité 40S est constituée d’un ARNr 18S et de 33 protéines ribosomales 

tandis que la grande sous-unité 60S est constituée de trois ARNr, 5S, 28S et 5.8S, et de 49 

protéines ribosomales. Chacune des deux sous-unités partage des motifs structuraux 

communs avec son pendant procaryote. Ainsi, la petite sous-unité 40S se compose, comme 

la petite sous-unité 30S, d’une tête, d’un bec, d’une plateforme, d’un corps, d’une épaule, 

d’un pied gauche et d’un pied droit. La grande sous-unité 60S, comme la grande sous-unité 

procaryotique 50S, se compose quant à elle d’une protubérance centrale, de deux crochets 

et d’une sarcin-ricin loop (SRL). 

La structure du ribosome est relativement bien conservée entre le ribosome eucaryote 

et le ribosome procaryote. On retrouve néanmoins un certain nombre de motifs et 

d’extensions spécifiques des eucaryotes qui se trouvent pour la plupart au niveau de la 

surface accessible aux solvants (par opposition à la surface d’interface entre les deux sous-

unités) (Klinge et al., 2011; Rabl et al., 2011). De manière intéressante, Klinge et al. (2012) 

notent que la protéine RPS6 qui joue un rôle important dans la signalisation se trouve au 

niveau du pied droit de la sous-unité 40S avec son extrémité C-terminale (qui portent les 

phosphorylations) au niveau d’une extension spécifique des eucaryotes. En effet, cette 

protéine RPS6 est d’autant plus intéressante qu’elle est phosphorylée par la S6 kinase qui est 

elle-même activée par phosphorylation par la kinase TOR. 

II.B.1.c.ii Biogenèse du ribosome 

La biogenèse du ribosome est un processus nécessitant une grande quantité d’énergie 

et doit, de ce fait, être coordonnée à l’état nutritionnel de l’individu ou de la cellule ainsi 

qu’avec les différents stress qui peuvent survenir. Qui plus est, le ribosome est composé de 

plusieurs ARN ribosomaux codés sous forme de plusieurs précurseurs ainsi que d’un grand 

nombre de protéines et il est important que la cellule trouve l’ensemble des constituants 

dans les proportions nécessaires à la synthèse d’un ribosome fonctionnel. Tous ces facteurs 

imposent donc à la cellule de disposer de voies de régulation afin de coordonner l’ensemble 
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du processus. Ces facteurs protéiques non ribosomaux impliqués dans la biogenèse du 

ribosome sont appelés RiBi et on estime leur nombre à plus de 200 chez la levure. Ces RiBi 

appartiennent à différentes familles d’enzymes nécessitant une grande quantité d’énergie 

pour fonctionner, parmi lesquelles on trouve des ARN hélicases, des ATPases, des GTPases, 

des kinases, … (pour revue, voir Kressler et al., 2010). 

Une approche de purification par affinité en tandem (TAP) a permis de purifier un 

certain nombre de particules pré-ribosomales et de décrire leur composition, révélant ainsi 

une biogenèse très dynamique au cours de laquelle les ARN ribosomaux sont clivés et 

épissés et les protéines ribosomales viennent se fixer progressivement sur la particule pré-

ribosomale, conduite par une ou plusieurs RiBi. Qui plus est, au fur et à mesure des étapes 

de la biogenèse, les particules pré-ribosomales changent de compartiment puisque la 

synthèse commence dans le nucléole, lieu de synthèse des ARNr, se poursuit dans le 

nucléoplasme et s’achève dans le cytoplasme (pour revue, voir Kressler et al., 2010). Ainsi la 

biogenèse du ribosome nécessite, non seulement, la présence des éléments constitutifs du 

ribosome mature dans les proportions stœchiométriques mais elle nécessite également la 

présence de ces RiBi au bon endroit, au bon moment et dans les bonnes proportions afin de 

permettre le bon assemblage du ribosome et son transport de compartiment en 

compartiment. Qui plus est, la biogenèse du ribosome nécessite la présence des trois ARN 

polymérases : l’ARN polymérase I permet de transcrire, dans le nucléole, les ARN 

ribosomaux 18S (constitutif de la petite sous-unité), 5.8S et 28S (constitutifs de la grosse 

sous-unité) sous la forme d’un précurseur unique de 35S ; l’ARN polymérase II permet de 

transcrire les ARN messagers codant les protéines ribosomales, directement constitutives de 

la particule ribosomale mature, et les RiBi ; l’ARN polymérase III permet de transcrire, dans 

le nucléoplasme, l’ARN ribosomale 5S constitutif de la grosse sous-unité ribosomale. 

Le ribosome a d’abord été envisagé comme étant une « machine moléculaire », c'est-

à-dire une machine complexe capable de réaliser en un temps minime et de manière 

coordonnée, une succession d’étapes complexes et précises aboutissant à la synthèse de la 

protéine (Alberts, 1998). Néanmoins, les recherches réalisées plus récemment sur la 

biogenèse du ribosome en lui-même semblent remettre en cause l’hypothèse d’une 

machine qui « subirait » les étapes. En effet, un autre modèle de l’organisation du ribosome 

et, donc, de la traduction, commence à émerger. Ce nouveau modèle repose principalement 





Page 34 

sur la grande complexité de la biogenèse du ribosome qui, dès lors, peut contenir des 

composants qui pourraient réguler de manière divergente la « machine moléculaire » pour 

aboutir non pas au ribosome mais à un ribosome spécifique d’un état cellulaire. Cette 

hypothèse est renforcée par le fait que certaines parties du ribosome peuvent être 

modifiées et/ou activées par de nouvelles étapes de régulation (pour revue, Xue and Barna, 

2012) et que la majeure partie des protéines ribosomales n’est pas nécessaire pour assurer 

la catalyse de formation de liaisons peptidiques et que seuls les ARN ribosomaux (et 

quelques protéines ribosomales) sont nécessaires à cette étape (Noller et al., 1992). Qui plus 

est, certaines protéines ribosomales possèdent des fonctions extra-ribosomales. On peut 

citer comme exemple le cas de la protéine RPL13A qui est capable de former un complexe 

tétramérique qui réprime la traduction des protéines de réponse à l’interféron (Mazumder 

et al., 2003; Kapasi et al., 2007). Par ailleurs, une interaction directe entre les ribosomes et le 

complexe TORC2 a été mise en évidence chez la levure où l’activité du complexe TORC2 

semble régulée par cette interaction (Zinzalla et al., 2011). 

Enfin, le dernier point qui vient appuyer cette théorie est le fait que, contrairement 

aux mammifères qui ne possèdent qu’un seul gène codant chaque protéine ribosomale 

fonctionnelle, un grand nombre de protéines ribosomales de levure, de plante ou de 

mouche est codé par plusieurs gènes. Ainsi, par exemple, sur les 78 protéines ribosomales 

de la levure, on admet que 59 sont codées par au moins deux gènes (Kellis et al., 2004). Dans 

70% des cas de duplication de gènes codant des protéines ribosomales chez la levure, ces 

gènes ne sont pas exprimés de la même manière, suggérant que les différents paralogues ne 

sont pas tout à fait équivalent et pourraient ne pas avoir les mêmes fonctions (Parenteau et 

al., 2011). Xue et Barna (2012) proposent ainsi que la variation de composition du ribosome, 

par l’incorporation de différents paralogues, par exemple, pourrait être un mécanisme 

permettant de fournir au ribosome une activité régulatrice. Afin de confirmer cette 

hypothèse, il faudrait étudier l’impact de la perte de fonction des différents paralogues sur 

le contrôle de la traduction. 
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II.B.2. Cas des plantes 

La traduction est un mécanisme largement conservé chez les eucaryotes qui permet la 

synthèse de protéines à partir des ARN messagers. Dans cette partie, je vais principalement 

m’attarder sur les caractéristiques de la traduction et du ribosome chez les végétaux. 

Chez les plantes, il existe trois types de ribosomes : le ribosome cytoplasmique, le 

ribosome chloroplastique et le ribosome mitochondrial. Le ribosome cytoplasmique contient 

des protéines codées par le génome nucléaire, le ribosome chloroplastique contient des 

protéines codées par les génomes nucléaire et chloroplastique et le ribosome mitochondrial 

contient des protéines codées par les génomes nucléaire et mitochondrial. Les protéines 

constitutives de ces trois ribosomes sont maintenant bien décrites et, récemment, Sormani 

et al. (Sormani et al., 2011) ont publié la liste des protéines potentiellement constitutives de 

ce ribosome en se basant sur les données déjà publiée et sur des recherches d’homologie de 

séquence par bioinformatique. 

II.B.2.a. Structure du ribosome cytoplasmique végétal 

L’organisation du ribosome, très conservée parmi les eucaryotes, n’est pas très 

différente chez les plantes. Ainsi, le ribosome cytosolique (80S) d’Arabidopsis est composé 

de 48 protéines pour la grosse sous-unité et 31 pour la petite sous-unité (nombre de 

protéines équivalent à ce qui a déjà été rapporté chez d’autres eucaryotes). Le ribosome 

cytoplasmique végétal présente néanmoins quelques modifications notables par rapport à 

ses homologues chez les autres eucaryotes. Ainsi, Bailey-Serres et al. (1997) rapportent des 

modifications au niveau du ‘stalk’ de la grosse sous-unité 60S. Ce ‘stalk’ a été décrit comme 

contenant des phosphoprotéines acides interagissant avec les facteurs d’élongation, les ARN 

messagers et les ARN de transfert au cours de la traduction (pour revue, Remacha et al., 

1995). Chez le ribosome cytoplasmique du maïs, ce stalk est formé, non seulement des 

protéines P0, P1 et P2 retrouvée chez les autres eucaryotes, mais aussi d’une quatrième 

famille de protéines, baptisée P3, qui partage avec les protéines P1 et P2 divers propriétés 

structurelles, comme l’extrémité C-terminale conservée, la masse molaire et le point 

isoélectrique (Bailey-Serres et al., 1997; Szick et al., 1998). Une analyse phylogénique des 

phosphoprotéines acides ribosomales de plusieurs organismes eucaryotes a révélé depuis 



Figure 27 : Analyse phyloégénétique des protéines P de 12 kDa constitutive du stalk ribosomal

(Szick et al., 1998)
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que cette famille de protéines n’est retrouvée que parmi les monocotylédones et les 

dicotylédones (figure 27) (Szick et al., 1998). 

Une autre particularité du ribosome cytoplasmique végétal est que toutes les 

protéines qui le composent sont codées par une famille multigénique de 2 à 7 membres. Ce 

n’est pas le seul cas de duplication des gènes codant les protéines ribosomales parmi les 

eucaryotes (seuls les mammifères ne semblent posséder qu’un gène fonctionnel par 

protéine ribosomale, les autres gènes étant des pseudogènes) puisque l’on rapporte, par 

exemple, que 59 des 78 protéines ribosomales de levure sont codées par au moins deux 

gènes (Kellis et al., 2004). Néanmoins, il semble que les végétaux soient les seuls eucaryotes 

à avoir toutes les protéines ribosomales codées par au moins deux gènes. Cet évènement de 

duplication donne lieu à beaucoup d’hypothèses sur le rôle d’une telle conservation ainsi 

que sur son impact sur l’organisation du ribosome et sur la régulation de la traduction (voir 

partie II.B.2.b, page 36). Sur le plan structural, cette duplication entraine également des 

modifications, faisant émerger des sous-familles de protéines ribosomales spécifiques des 

plantes. Ainsi, on peut citer le cas de la famille RPS15a, orthologue à la famille de protéines 

bactériennes S8. Cette famille de protéines S8 peut se fixer sur les ARN ribosomaux 16S de la 

sous-unité 30S et on considère qu’elle est crucial pour l’assemblage du ribosome (Held et al., 

1974; Svensson et al., 1988; Brodersen et al., 2002). Le génome d’Arabidopsis contient 6 

gènes codant une RPS15a et parmi ces 6 gènes, 4 codent une séquence peptidique proche 

de celle du rat (il s’agit des protéines de type I) tandis que les deux autres (RPS15aB et 

RPS15aE) en sont plus éloignés (protéines de type II). Une analyse phylogénétique de grande 

ampleur a révélé que les protéines du type II n’existent que chez les végétaux et qu’elles 

seraient apparues après la divergence des bryophytes puisqu’elles n’existent pas non plus 

chez C. reinhardtii et chez P. patens (Szick-Miranda et al., 2010). 

II.B.2.b. Fonctions des protéines ribosomales végétales 

Récemment, de nombreuses études ont mis en évidence des différences entre le 

transcriptome (quantité d’ARN messagers transcrits) et le traductome (quantité d’ARN 

messagers en cours de traduction et, donc, liés à au moins un ribosome), suggérant l’idée 

d’une reconnaissance spécifique de certaines ARN messagers par le ribosome. Des études 

ont également été menées afin de tenter de comprendre comment l’environnement régule 

la composition du ribosome et quelles sont les conséquences de ce changement de 





Page 37 

composition. En effet, chaque protéine du ribosome cytoplasmique est codée par une 

famille multigénique comptant entre 2 et 7 membres. Plusieurs hypothèses ont été élaboré 

afin d’expliquer la conservation de ces gènes dupliqués codant les protéines ribosomales 

alors que cet évènement est bien moins fréquent chez les autres eucaryotes. Ainsi, Weijers 

et al. (2001) rapportent le cas des gènes RPS5A et B codant tous deux pour la protéine RPS5 

et dont les promoteurs présentent des activités différentes dans le temps et dans l’espace, 

évoquant par là l’idée d’une spéciation consécutive à la duplication. La même hypothèse est 

développée par Sormani et al. (2011) qui ont mis en évidence la présence d’une catégorie de 

gènes codant des protéines ribosomales dont l’expression est directement corrélée à l’état 

de stress tandis que d’autres gènes ont un profil d’expression basal peu régulé. Enfin, il a 

également été rapporté que certains gènes sont capables de compenser la perte de fonction 

d’un des membres de la même famille, comme c’est le cas pour les RPL4 dont l’expression 

de la RPL4D est induite dans les mutants rpl4a et vice-versa, ce qui se caractérise par une 

plus grande abondance des peptides de l’un ou l’autre gène dans le mutant correspondant 

(Rosado et al., 2010). Creff et al. (2010) ont également décrit une redondance de fonction 

dans le cas des protéines ribosomales RPS6A et RPS6B. 

Plusieurs études ont récemment permis de mettre en évidence que l’environnement 

de la plante modifie la composition des ribosomes. Hummel et al. (2012) rapportent que la 

composition du ribosome n’est pas la même dans des feuilles de plantes de 5 jours récoltées 

et incubées pendant 24h en présence ou en absence d’une solution de saccharose à 6%. 

Parmi les principales familles touchées, on peut citer les familles des RPS7, des RPS3a, des 

RPL8, des RPL19 ainsi que les RACK1. Turkina et al. (2011) ont étudié les différences entre le 

ribosome diurne et le ribosome nocturne en comparant l’état de phosphorylation des 

protéines ribosomales dans un ribosome prélevé deux heures avant la fin de la nuit ou 

quatre après le début du jour. Ils ont ainsi pu mettre en évidence une augmentation de l’état 

de phosphorylation de la RPS6 sur trois sites différents, des protéines P1 du stalk ribosomal 

et de la protéine RPL29-1 entre le jour et la nuit. Il est frappant de noter que chacun de ces 

articles discutent sur la corrélation que l’on pourrait établir entre ces modifications de 

composition (phospho)protéomique au sein du ribosome et des différences au niveau de 

traduction ou dans une sélectivité de certaines ARN messagers à traduire ou, au contraire à 

ne plus traduire. Néanmoins, aucune de ces deux études ne présente de résultats 
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permettant de montrer qu’une telle corrélation existe. Ces analyses, réalisées par 

spectrométrie de masse, font suite à d’autres publications réalisées par le passé et qui 

utilisaient une approche biochimique plus « conventionnelle ». Ainsi, il avait déjà été 

montré, par observation de profils électrophorétiques, que les protéines du stalk peuvent 

être phosphorylées, induisant un léger retard au niveau de la vitesse de migration. Utilisant 

ce petit décalage entre la forme phosphorylée et la forme non phosphorylée, Szick-Miranda 

et Bailey-Serres (2001) ont mis en évidence chez le maïs que le niveau de phosphorylation de 

ces protéines n’est pas le même dans tous les organes et qu’une privation d’oxygène 

(pendant 24h) entraine une diminution du niveau de phosphorylation de ces protéines. Une 

fois de plus, le rôle de ces modifications est discuté et les auteurs émettent l’hypothèse 

qu’elles pourraient influencer la traduction de certains ARN messagers spécifiques et que la 

phosphorylation en position C-terminale pourrait réguler l’étape d’élongation de la 

traduction. 

Enfin, plusieurs mutants de protéines ribosomales ont été décrits comme présentant 

de forts retards de développement foliaires. Il s’agit notamment des mutants piggyback 

codant des protéines ribosomales de la grande sous-unité cytoplasmique RPL10a, RPL9 et 

RPL5 (Pinon et al., 2008). Les mutants dans le gène codant la RPS5A, également appelé AML1 

(pour Arabidopsis Minute-Like) sont également affectés très fortement dans leur 

développement (Weijers et al., 2001). 

II.B.2.c. Cas du ribosome plastidial 

Etant donné que mon étude porte principalement sur le ribosome cytoplasmique, ou 

cytoribosome, j’ai volontairement passé sous silence le cas du ribosome chloroplastique et 

du ribosome mitochondrial dans les paragraphes précédents. Il faut toutefois prendre en 

compte que, chez les plantes, un certain nombre de gènes très importants pour assurer la 

photosynthèse, parmi lesquelles la grosse sous-unité de la RubisCO, est codé par des gènes 

chloroplastiques et est donc traduit dans le chloroplaste, par le ribosome chloroplastique. 

Concernant sa structure, il ne diffère par beaucoup du ribosome procaryotique et est donc 

composé d’une grosse sous-unité de 50S et d’une petite de 30S formant un ribosome 

fonctionnel de 70S. Il apparait évident que les régulations concernant l’organisation et la 

biogenèse du ribosome existent également dans le cas du ribosome chloroplastique. Il faut 

toutefois ajouter une étape importante de régulation qui repose sur le fait que certaines 



Figure 28 : Localisation des gènes nucléaires codant des protéines ribosomales chloroplastiques. Les AGI des 

gènes en questions proviennent des données supplémentaires de Sormani et al. (2011) et le positionnement sur 

la carte a été réalisé avec la fonction ViewChromosomes de TAIR.
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protéines ribosomales chloroplastiques sont codées par le génome nucléaire tandis que 

d’autres sont codées par le génome chloroplastiques (figure 28), nécessitant ainsi l’activité 

synchrone de deux ARN polymérases différentes. La perte des protéines ribosomales 

plastidiales chez Arabidopsis peut avoir des conséquences phénotypiques variées allant de la 

létalité embryonnaire à l’absence de phénotype. De manière intéressante, même si le 

ribosome chloroplastique dérive d’une origine procaryotique, le rôle de chaque protéine 

ribosomale ne peut pas être prédit par homologie avec la sévérité du phénotype du mutant 

correspondant chez les procaryotes (Romani et al., 2012). 

II.B.3. Régulation de la traduction par TOR 

Comme nous l’avons vu précédemment, la traduction protéique est un mécanisme qui 

requiert beaucoup d’énergie et une organisation coordonnée, néanmoins, pour se diviser et 

croitre, la cellule a besoin de produire des protéines et, donc, de réaliser cette traduction 

protéique. Etant donnée la grande importance de la voie de signalisation de TOR dans la 

croissance, l’idée d’un contrôle de la traduction par cette voie de signalisation a donc 

émergé rapidement. Ainsi, Barbet et al. (1996) ont montré que, chez S. cerevisiae, 

l’inactivation de TOR conduit à une diminution de l’initiation de la traduction des ARN 

messagers. Depuis cette découverte, de nombreuses études ont été menées et permettent 

maintenant de mieux comprendre le rôle que joue la kinase TOR dans ces régulations. 

Cette régulation se fait à plusieurs niveaux : (i) TOR régule la traduction en elle-même, 

et notamment les étapes d’initiation et d’élongation ; (ii) TOR contrôle la biogenèse du 

ribosome, notamment en régulant la transcription des gènes impliqués dans la machinerie 

de traduction ; (iii) TOR contrôle la traduction des protéines impliquées dans la machinerie 

de traduction. 

II.B.3.a. TOR et le contrôle de la traduction 

La traduction des ARN messagers en protéines est un processus qui s’articule en trois 

étapes (initiation, élongation, terminaison) et qui fait intervenir de nombreux facteurs 

protéiques (voir partie II.B.1, page 30). Les étapes d’initiation et d’élongation de la 

traduction sont régulées par TOR par des mécanismes qui sont maintenant bien décrits. 



Figure 29 : Régulation de la traduction protéique par la kinase TOR
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Cette voie de régulation fait intervenir deux cibles directement phosphorylées par le 

complexe mTORC1, le facteur 4E-BP (eukaryotic initiation factor 4E Binding Protein) et la S6 

Kinase (catalysant la phosphorylation de la protéine ribosomale RPS6). 

La S6 Kinase (ou S6K) a d’abord été décrite par son rôle dans la phosphorylation de la 

protéine ribosomale RPS6 qui est un constituant de la petite sous-unité du ribosome (d’où 

son nom) sur plusieurs sites (Fingar and Blenis, 2004). Toutefois, l’impact biologique de ces 

phosphorylations reste encore un peu flou (Ruvinsky and Meyuhas, 2006). 

La S6K phosphoryle également le facteur d’initiation de la traduction eIF4B sur la Ser
422

 

ce qui entraine son activation (Raught et al., 2004; Proud, 2007) et elle phosphoryle 

également eEF2K (elongation factor 2 kinase) sur la Ser
366

 ce qui l’inactive (figure 29). Dès 

lors, la protéine eEF2 n’est plus phosphorylée, devient active et induit l’élongation de la 

traduction (Wang et al., 2001). Enfin, la S6 kinase, activée par la phosphorylation par TOR 

grâce à son motif TOS (TOR signaling) (Nojima et al., 2003), phosphoryle le facteur 

suppresseur de tumeur PDCD4 entrainant sa dégradation, ce qui augmente l’activité hélicase 

du facteur d’initiation de la traduction eIF4A et facilite le passage de la sous-unité 

ribosomale 40S jusqu’au codon d’initiation de la traduction (Dorrello et al., 2006) 

(concernant l’initiation de la traduction et les facteurs qui y sont associés, voir la partie II.B.1, 

page 30). 

En ce qui concerne le lien entre TOR et la traduction, par l’intermédiaire de 4E-BP, la 

protéine eIF4E-Binding Protein (ou 4E-BP) est phosphorylée par TOR et, de ce fait, inactivée. 

Elle peut alors libérer le facteur d’initiation de la traduction eIF4E qu’elle séquestrait. eIF4E 

peut alors se fixer sur eIF4A et modifier la conformation secondaire de l’extrémité 5’ de 

l’ARN messager afin de faciliter le passage de la petite sous-unité ribosomale. Il est à noter 

que la protéine 4E-BP n’a pas d’homologue clair chez les plantes. 

La traduction est également contrôlée par d’autres voies et d’autres AGC kinases 

notamment , comme Akt et PKC, qui jouent également un rôle dans la traduction. Mais le 

mécanisme par lequel ils interviennent reste flou (Grosso et al., 2008). Il est également à 

noter que l’inactivation de eEF2K se fait par phosphorylation sur trois sites inhibiteurs 

différents, Ser
78

, Ser
359

 et Ser
366

 (Proud, 2007). On sait maintenant la S6 kinase phosphoryle 

la Ser
366

 et Smith et Proud (2008) ont montré que la phosphorylation de la Ser
359

 est due à 
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l’activité kinase du cdc2/cyclin B (cdc2 parfois appelé CDK1). Cependant, le rôle de cdc2 dans 

la voie de signalisation de TOR reste peu clair, étant donné qu’un traitement à la rapamycine 

ne modifie pas grandement l’activité cdc2 alors que la privation d’acide aminé et l’ablation 

du TSC2 (respectivement inactivant et activant le complexe mTORC1) ont un effet sur 

l’activité kinase de cdc2 (Smith and Proud, 2008). 

En plus du contrôle de la traduction par TOR, il est également à noter que TOR pourrait 

jouer un rôle dans la réinitiation de la traduction après un micro ORF. En effet, certains ARN 

messagers possèdent, en 5’, plusieurs ORF (Open Reading Frame) de courte taille appelés 

µORF, uORF (upstream ORF) ou sORF (small ORF). Ces µORF permettent une régulation de la 

traduction puisqu’ils nécessitent une réinitiation de la traduction sur le même ARN messager 

juste après un site de terminaison. Chez les mammifères, il a été mis en évidence que 

plusieurs eIF (eIF3, eIF4F et eIF4A) sont importants pour promouvoir la réinitiation de la 

traduction après ces sORF (Pöyry et al., 2004). Toutefois le mécanisme de réinitiation 

permettant la traduction des ARN messagers polycistronique est encore mal connu. 

Schepetilnikov et al. (2011) montrent que, chez Arabidopsis, TOR et S6K1 jouent un rôle 

crucial dans la formation des complexes ribosomaux de réinitiation après un site de 

terminaison. En effet, ces auteurs ont montré que la protéine virale TAV du CaMV 

(Cauliflower Mosaic Virus) est nécessaire à la réinitiation traductionnelle sur l’ARN viral 

polycistronique par son rôle de recrutement et d’activation de TOR. Cette protéine induit 

également un enrichissement de TOR dans la fraction polysomale. 

II.B.3.b. TOR contrôle la biogenèse du ribosome 

Une croissance rapide nécessite une synthèse protéique abondante. Une telle 

synthèse implique la production abondante de ribosomes et d’ARN de transfert, ce qui 

requiert la synthèse d’un certain nombre de facteurs impliqué dans la biogenèse et 

l’assemblage du ribosome. Ces facteurs sont appelés RiBi. Une croissance rapide nécessite 

donc une synthèse bien régulée et coordonnée des protéines ribosomales, des ARN 

ribosomaux, des ARN de transfert et des RiBi. 

La transcription des gènes codant ces différents facteurs fait intervenir les trois ARN 

polymérases nucléaires : l’ARN polymérase I régule la transcription des ARN ribosomaux ; 

l’ARN polymérase II régule la transcription des gènes codant des protéines, c'est-à-dire les 



Figure 30 : Régulation des ARN polymérases I et III par le complexe TORC1
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protéines ribosomales et les RiBi ; l’ARN polymérase III régule la transcription de l’ARN 

ribosomal 5S et des ARN de transfert. Etant donné que ces mécanismes consomment une 

grande quantité d’énergie, la cellule a développé des mécanismes de contrôle afin de réguler 

étroitement et de coordonner l’expression de ces gènes (Warner, 1999; Lempiäinen and 

Shore, 2009). Un grand nombre de ces régulations se fait par l’intermédiaire de signaux 

dépendant du complexe TORC1. 

II.B.3.b.i Contrôle de l’expression des ARN ribosomaux (ARN 

polymérase I) 

L’expression des gènes ribosomaux codant les ARN ribosomaux se fait par la mise en 

place d’un complexe d’initiation de la transcription faisant intervenir plusieurs facteurs de 

transcriptions, parmi lesquels on peut citer RRN3/TIF1A (RRN3 chez la levure, TIF1A chez les 

mammifères), SL1 et UBF (Upstream Binding Factor). Ce complexe peut ensuite recruter 

l’ARN polymérase I qui commence à transcrire l’ADN ribosomal en ARN ribosomal.  

Lorsque TOR est actif, il inhibe PP2A qui, lorsqu’elle est active, déphosphoryle TIF1A, 

ce qui empêche sa fixation au complexe d’initiation de la transcription par translocation du 

noyau vers le cytoplasme (Claypool et al., 2004; Mayer et al., 2004). TOR contrôle également 

l’activité de l’ARN polymérase I en régulant l’état de phosphorylation du facteur UBF, par 

l’intermédiaire de la S6 kinase (Hannan et al., 2003). Enfin, TOR pourrait également agir sur 

la localisation de l’ARN polymérase I en modifiant la chromatine et la structure du nucléole 

(Tsang et al., 2003). Huber et al. (2011) ont également mis en évidence une voie de 

régulation de l’activité des ARN polymérases I et III dans une voie indépendante de RRN3 et 

qui fait intervenir les facteurs de transcription STB3, DOT6 et TOD6. En effet, SCH9 

phosphoryle directement ces facteurs qui sont, alors, inactivés. Tout comme ils sont 

parvenus à faire un lien entre SCH9, ces facteurs de transcription, le complexe d’histone 

déactétylase RPD3 et l’activité de l’ARN polymérase II, ils ont montré qu’une mutation dans 

STB3, DOT6, TOD6 et/ou RPD3 permet d’abolir la diminution d’activité des ARN polymérases 

I et III en réponse à l’inactivation de SCH9 (figure 30). Une partie de cette voie pourrait être 

conservée chez les plantes puisque Ren et al. (Ren et al., 2011) ont mis en évidence un lien 

entre TOR et l’ARN polymérase I chez Arabidopsis. 



Figure 31 : Régulation de l’ARN polymérase II par le complexe TORC1
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II.B.3.b.ii Contrôle de l’expression de l’ARN ribosomal 5S et 

des ARN de trasfert (ARN polymérase III) 

L’ARN polymérase III permet, entre autres, la transcription des ARN ribosomaux 5S, 

constitutifs de la grosse sous-unité ribosomale, et des ARN de transfert et régule, donc, non 

seulement la biogenèse du ribosome, mais aussi l’activité traductionnelle elle-même. 

Le mécanisme par lequel le complexe TORC1 régule l’activité de l’ARN polymérase III 

n’est pas encore bien élucidé (figure 30) mais il semble que la phosphorylation de MAF1, un 

répresseur conservé de l’ARN polymérase III, par SCH9 joue un rôle important dans cette 

régulation. En effet, la délétion de MAF1 bloque complètement la diminution de la 

production des ARN de transfert en réponse à l’addition de rapamycine (Michels, 2011). 

Néanmoins, il se pourrait que SCH9 agisse sur un autre membre de la voie MAF1 – ARN 

polymérase III, qui pourrait être un membre du complexe d’initiation TF III B de l’ARN 

polymérase III (Willis and Moir, 2007). Qui plus est, Huber et al. (2011) ont mis en évidence 

une voie de régulation de l’activité de l’ARN polymérase III par l’intermédiaire des facteurs 

de transcription STB3, DOT6 et TOD6 et du complexe d’histone déacétylase RPD3 (pour le 

mécanisme, voir la partieII.B.3.b.i, page 42). 

II.B.3.b.iii Contrôle de l’expression des RiBi et des protéines 

ribosomales (ARN polymérase II) 

(c) Contrôle transcriptionnel de l’expression des RiBi 

Les RiBi sont des protéines non ribosomales qui permettent d’accélérer la capacité 

traductionnelle de la cellule en modulant l’expression, l’assemblage et le transport du 

ribosome du noyau vers le cytoplasme, ainsi que des ARN de transfert. On estime, chez la 

levure, que les RiBi seraient au nombre approximatif de 200 (Jorgensen et al., 2004; 

Lempiäinen and Shore, 2009). L’expression de ces gènes est largement régulée par le 

complexe TORC1, par l’intermédiaire de SCH9 et SFP1 (figure 31) (Jorgensen et al., 2004; 

Urban et al., 2007). 

Les gènes RiBi présentent, dans leur promoteur, deux séquences caractéristiques RRPE 

et/ou PAC. Le facteur de transcription STB3 est capable de se fixer sur les éléments RRPE et 

les facteurs de transcription DOT6 et TOD6 (de la famille des protéines myb) sont capables 

de se fixer sur les éléments PAC. Huber et al. (2011) ont montré que SCH9 phosphoryle 
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directement les facteurs de transcription STB3, DOT6 et TOD6, in vitro et in vivo. Lorsqu’ils 

sont actifs, ces facteurs de transcription agissent en recrutant le complexe histone 

déacetylase RPD3 qui éteint l’expression des gènes adjacents (Humphrey et al., 2004; 

Lippman and Broach, 2009; Huber et al., 2011). De plus Huber et al. (2011) ont également 

montré que les RiBi et les gènes codant les protéines ribosomales dont l’expression est 

fortement diminuée dans les mutants SCH9, ont un niveau d’expression proche de celle 

observée chez le sauvage lorsque STB3 et/ou DOT6 et/ou TOD6 et/ou RPD3 sont également 

mutés. RPD3 semble donc nécessaire à l’extinction de l’expression des gènes impliqués dans 

la biogenèse des ribosomes en réponse à une mutation dans SCH9. 

Enfin, SFP1, un facteur de transcription directement phosphorylé par le complexe 

TORC1 (Lempiäinen et al., 2009), est capable de stimuler l’expression des RiBi dans les 

cellules en croissance active (sa localisation est alors principalement nucléaire) (Cipollina et 

al., 2008b; Cipollina et al., 2008a). Le mécanisme d’action de SFP1 sur la régulation des gènes 

transcrits par l’ARN polymérase II, et plus particulièrement sur l’espression des RiBi reste 

peu clair étant donné que SFP1 n’est pas immunoprécipité avec les promoteurs des gènes 

codant les RiBi (Lempiäinen and Shore, 2009). 

(d) Contrôle transcriptionnel de l’expression des gènes 

codant les protéines ribosomales 

Il semble que FHL1 soit constitutivement fixé au promoteur des gènes codant les 

protéines ribosomales et que cette fixation soit, dans certains cas, facilitée par la protéine 

HMO1 ainsi que RAP1, une protéine essentielle (De Virgilio and Loewith, 2006). Lorsque le 

complexe TORC1 est actif, IFH1 se fixe sur FHL1 et l’active alors que, lorsque TORC1 est 

inactif, CRF1 remplace IFH1 et réprime FHL1. Les mécanismes qui permettent de réguler 

CRF1 et IFH1 restent à déterminer. On sait que ces deux facteurs sont phosphorylables, IFH1 

vraisemblablement par la caséine kinase 2 et CRF1 par la protéine YAK1 mais le lien entre 

l’activité du complexe TORC1 et la phosphorylation de CRF1 et IFH1 sont peu clairs (Martin 

et al., 2004; Zhao et al., 2006; Rudra et al., 2007). 

Il semble que la répression de l’expression des gènes codant les protéines ribosomales 

en réponse à la fixation de CRF1 sur FHL1 se fasse par l’intermédiaire du complexe histone 

déacétylase RPD3. Le facteur de transcription SFP1 est également capable de se fixer au 



Nom du gène Fonction de la protéine codée Phosphorylation (P), Localisation 

(L) modifiée par la rapamycine

FAP7 Synthèse de la petite sous-unité P

SRP40 Transport et assemblage du préribosome P

RRP14 Constituant de la particule pré-ribosomale 66S P

RRN3 Facteur d’initiation de l’ARN polymérase I P, L

NOP9 Préribosome 90S / Ssu processome L

NHP2 Modifications de l’ARNr L

NSR1 Modifications de l’ARNr L

CBF5 Préribosome 90S / Ssu processome L

UTP4 Préribosome 90S / Ssu processome L

UTP5 Préribosome 90S / Ssu processome L

UTP18 Préribosome 90S / Ssu processome L

UTP22 Préribosome 90S / Ssu processome L

UTP25 Préribosome 90S / Ssu processome L

PWP2 Préribosome 90S / Ssu processome L

BFR2 Préribosome 90S / Ssu processome L

NOP58 Préribosome 90S / Ssu processome L

NOP56 Préribosome 90S / Ssu processome L

RRP5 Préribosome 90S / Ssu processome L

RPC10 Sous-unité des ARN polymérases I, II et III L

RPA12 Sous-unité de l’ARN polymérase I L

RPA135 Sous-unité de l’ARN polymérase I L

RPA34 Sous-unité de l’ARN polymérase I L

RPA43 Sous-unité de l’ARN polymérase I L

RPA49 Sous-unité de l’ARN polymérase I L

RPA190 Sous-unité de l’ARN polymérase I L

MRT4 Synthèse de la grosse sous-unité L

NOG1 Synthèse de la petite sous-unité L

NAF1 Modifications de l’ARNr L

SHQ1 Modifications de l’ARNr L

Tableau 2 : Facteurs impliqués dans la biogenèse du ribosome dont la phosphorylation et/ou la localisation

sont altérées par un traitement à la rapamycine (Loewith, 2010)
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promoteur des gènes codant les protéines ribosomales et plusieurs études suggèrent que 

SFP1 régulerait la transcription de ces gènes par l’intermédiaire de la voie FHL1-IFH1 (Marion 

et al., 2004). Enfin, SCH9 pourrait également jouer un rôle dans la transcription de ces gènes 

mais utiliserait une voie parallèle, encore peu caractérisée (Urban et al., 2007). 

(e) Contrôle post-traductionnel des RiBi 

En plus du contrôle transcriptionnel de l’expression des RiBi, TOR régule également 

leur activité d’une manière plus directe et plus rapide, en les modifiant de manière post-

traductionnelle (tableau 2). Ainsi, il a été montré récemment qu’une brève exposition à la 

rapamycine entraine, chez la levure, des changements au niveau de l’état de 

phosphorylation et/ou de localisation d’un certain nombre de RiBi (Honma et al., 2006; 

Loewith, 2010). 

II.B.3.c. TOR contrôle la traduction des gènes impliqués 

dans la machinerie de la traduction. 

Certains ARN messagers possèdent, en leur extrémité 5’, une cytosine (à la place d’une 

adénine) suivie par une suite de 4 à 14 bases pyrimidiques (cytosine ou uracile). Ces ARN 

sont appelés TOP mRNA (5’ terminal oligopyrimidine tract mRNA) et sont particulièrement 

abondants dans les ARN messagers codant les protéines nécessaires à la traduction. Ils ont 

été décrits comme ayant une traduction fortement activée lorsque les conditions 

environnementales et nutritionnelles sont favorables (pour revue, Meyuhas, 2000). 

L’ajout de rapamycine abolit cette hausse de traduction, impliquant ainsi le complexe 

TORC1 dans la régulation de ce phénomène (Jefferies et al., 1994; Terada et al., 1994; 

Hamilton et al., 2006). Le mécanisme permettant de relier TOR à cette activation de la 

traduction est mal connu et certains travaux suggèrent que la S6 kinase pourrait être 

impliqué dans cette voie (Jefferies et al., 1997) mais la délétion des deux gènes codant la S6 

kinase n’altère pas l’activation de la traduction des 5’ TOP mRNA en réponse à l’ajout de 

sérum chez la souris (Pende et al., 2004). Ils en concluent que TOR affecterait 

essentiellement la traduction des TOP mRNA par l’intermédiaire de la phosphorylation de 

4E-BP. 

Plus récemment, Thoreen et al. (2012) ont réalisé une analyse du profil traductionnel 

des fibroblastes embryonnaires de souris traités pendant deux heures à la Torin1 qui a mis 
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en évidence un certain nombre d’ARN messagers régulés traductionnellement par l’ajout de 

Torin1. Parmi ces ARN messagers, les auteurs ont retrouvé des TOP mRNA ainsi que des ARN 

messagers présentant un motif semblable à un motif TOP mais légèrement dégénéré qu’ils 

ont appelé TOP-like.  

III. UNE STRUCTURE TYPIQUEMENT VEGETALE, LE MERISTEME 

Chez les eucaryotes pluricellulaires, la vie commence par la mise en place d’un groupe 

de cellules totipotentes et indifférenciées. Ces cellules, constitutives de l’embryon, vont, 

après plusieurs étapes de divisions et de différenciation, permettre de former ce qui 

deviendra l’organisme adulte. Néanmoins, ces « adultes »contiennent également des foyers 

de cellules encore non différenciées qui assurent la survie et le maintien de l’organisme. 

Dans le cas des plantes, ces cellules souches, présentes dans des structures spécialisées, les 

méristèmes, permettent de créer de nouveaux organes, totalement absents dans l’embryon. 

Cette croissance est dite indéterminée et permet une croissance plastique et la création de 

nouveaux organes afin de répondre au mieux aux exigences environnementales. 

La plante possède plusieurs types de méristèmes. On trouve tout d’abord les 

méristèmes primaires qui se trouvent aux extrémités de la tige (méristème apical caulinaire) 

et de la racine (méristème apical racinaire). Ils sont formés dès l’embryogenèse et 

permettent la croissance en longueur par la formation de feuilles, de tiges ainsi que de fleurs 

(après transformation du méristème végétatif en méristème floral) dans le cas du méristème 

caulinaire et du système racinaire dans le cas du méristème racinaire. 

D’autres méristèmes se forment à l’aisselle des feuilles et permettent l’émergence de 

nouvelles tiges aboutissant à la formation des tiges, des feuilles et des fleurs. On observe 

également la formation d’autres méristèmes le long de la racine et qui permettent la 

formation des racines latérales. Ces dernières dérivent de la différentiation des cellules du 

péricycle racinaire qui créent un nouveau méristème qui, par des divisions successives, 

formera les racines latérales (Benková and Bielach, 2010). 



Figure 32 : Organisation des différents tissus constitutifs du méristème apical caulinaire : C.Z. : Zone centrale, 

O.C. ; Centre organisateur, Periph.Z. ; Zone périphérique, L.P. : Primordium foliaire (face abaxiale (ab.) et face 

adaxiale (ad.)). D’après Fletcher, 2002

Figure 33 : Les types cellulaires dans le méristème racinaire d’Arabidopsis: Section longitudinale de la pointe 

racinaire d’Arabidopsis séparant les différents types cellulaires selon un code couleur.  A droite, schéma 

représentant les deux divisions asymétriques de l’initiale cortex/endoderme et le devenir des cellules filles

(Scheres et al., 2002)
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Enfin, d’autres méristèmes encore, dits méristèmes secondaires, se développent à 

partir du cambium et de l’assise subérophéllodermique pour permettre l’épaississement des 

tiges et des racines. 

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons tout particulièrement aux méristèmes 

primaires et, notamment, aux méristèmes apicaux en s’appuyant principalement sur 

l’exemple d’Arabidopsis. 

III.A. Organisation tissulaire et cellulaire 

III.A.1. Le méristème apical caulinaire 

Une analyse cytologique et histologique de la composition du méristème permet de 

distinguer trois zones de structure et de fonction différentes (Fletcher, 2002) : 

- Les cellules de la zone centrale forment un petit groupe de cellules élargies, 

hautement vacuolisées qui se trouvent à l’extrémité du méristème. Ces cellules 

forment un réservoir de cellules souches pluripotentes qui se divisent peu 

(comparé aux autres cellules du méristème), 

- Les cellules de la zone périphérique qui sont petites et denses et qui se divisent 

fréquemment, 

- Dans les couches plus internes du méristème se trouvent les cellules de la zone 

médullaire en forme de colonnes et possédant une large vacuole. 

Au fur et à mesure que les cellules autour de la zone centrale se divisent, les cellules 

qui en dérivent se déplacent progressivement vers les flancs du méristème, dans la zone 

périphérique. Les cellules de la zone périphérique sont incorporées aux primordia foliaires 

ou permettent la formation de la région interne (figure 32). 

Il existe également un autre niveau d’organisation du méristème qui permet de 

distinguer une couche de cellules épidermiques L1 et une couche de cellules sub-

épidermiques L2 qui, ensemble forment la tunique. Chacune de ces couches n’est épaisse 

que d’une cellule qui se divise de manière anticlinale, perpendiculairement au plan du 

méristème. Sous ces épaisseurs de cellules se trouvent les cellules du corpus L3 qui se 

divisent dans tous les plans (Fletcher, 2002; Besnard et al., 2011). 



Figure 34 : Expansion cellulaire dans la racine. Dans la zone méristématique, les cellules sont généralement 

isodiamétriques. L’expansion radiale se termine et l’expansion longitudinale a lieu dans la zone d’élongation 

(Scheres et al., 2002).
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III.A.2. Le méristème apical racinaire 

D’un point de vue développemental, la racine d’Arabidopsis est un exemple de 

simplicité. Au niveau de l’extrémité de la pointe racinaire se trouve un petit groupe de 

cellules souches à l’origine de tous les types cellulaires racinaires qui se mettent en place par 

des divisions organisées suivies de phases de différentiation et d’expansion. On peut diviser 

les cellules qui composent ce petit groupe de cellules souches (ou initiales) en quatre types : 

(i) les initiales de l’épiderme de la coiffe racinaire latérale, (ii) les initiales de la columelle, (iii) 

les initiales du cortex et de l’endoderme et (iv) les initiales des tissus vasculaires et du 

péricycle. Entre toutes ces cellules initiales se trouvent un très petit groupe de cellules qui ne 

se divisent pas et sont décrites comme centre quiescent (figure 33) (Scheres et al., 2002). 

La formation de la racine à partir de ces initiales se fait par une série de divisions 

cellulaires. Dans certains cas, les divisions cellulaires n’ont lieu que de manière anticlinales 

produisant une unique file de cellules clones de l’initiale (c’est notamment le cas de la 

columelle). Dans d’autres cas, on a tout d’abord une division anticlinale suivie d’une division 

périclinale, résultant en la formation de deux files cellulaires, voire plus (Scheres et al., 

2002). 

Ainsi, les cellules de la racine dérivent toutes d’un groupe de quelques cellules initiales 

qui doivent se diviser, d’allonger et se différencier pour produire les tissus fonctionnels de la 

racine. Ces différentes étapes se font selon une zonation très précise le long de la racine 

(figure 34). Au niveau de la pointe racinaire, les cellules sont produites par divisions 

cellulaires puis, lorsqu’elles sont à une certaine distance des initiales (cette distance dépend 

de l’âge de la racine et des conditions de culture), poussées par les autres cellules dérivant 

de la même initiale et produites après, les cellules commencent à subir une expansion 

anisotrope caractérisée par un allongement dans le sens de la racine. Enfin, lorsque la cellule 

est suffisamment allongée, on observe une différentiation qui permet à la cellule d’acquérir 

les fonctions qui sont nécessaires à sa bonne intégration dans un tissu fonctionnel. C’est à ce 

niveau qu’apparaissent les poils racinaires dans certaines files de cellules épidermiques dites 

trichoblastes (Tominaga-Wada et al., 2011). 
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III.B. Régulation moléculaire 

La régulation moléculaire de l’organisation des méristèmes, bien mieux décrite dans le 

méristème apical caulinaire que dans le méristème racinaire, semble faire intervenir les 

mêmes familles de facteurs et des régulations similaires (Sablowski, 2011). Pour plus de 

clarté, je vais ici m’attarder à décrire le cas du méristème caulinaire. 

Parmi les gènes les plus importants pour la mise en place et le maintien du méristème 

apical caulinaire, on trouve les gènes STM (Shoot Meristemless), CLV3 (Clavata3) et WUS 

(Wuschel). Les études des mutants et des profils d’expression de ces différents gènes ont 

progressivement permis de comprendre le rôle qu’ils jouent dans l’organisation du 

méristème. Ceci a permis de proposer un modèle moléculaire du fonctionnement de cette 

voie. 

Les trois gènes CLAVATA (CLV1, CLV2 et CLV3) sont nécessaires pour réguler la taille du 

réservoir de cellules souches dans le méristème. Les mutants de perte de fonction de ces 

gènes forment des méristèmes élargis dès l’embryogenèse et cet élargissement est dû à un 

accroissement du nombre de cellules dans le méristème. Ainsi, les gènes CLAVATA sont 

impliqués dans la régulation du niveau auquel les cellules de la zone centrale opèrent leur 

transition du méristème en primordium foliaire (Fletcher, 2002). Au contraire, les gènes 

WUSCHEL (WUS), SHOOT MERISTEM-LESS (STM) et ZWILLE (ZLL) agissent en maintenant 

l’identité des cellules souches (Doerner, 2000). 

WUS code une protéine à homéodomaine de la famille des WOX (Wuschel Homeobox) 

(van der Graaff et al., 2009) et est exprimé uniquement dans les cellules de la zone centrale. 

CLV1 code un récepteur kinase et CLV2 code un récepteur nécessaire pour stabiliser CLV1. 

CLV3 code un petit peptide et est exprimé dans les cellules des couches cellulaires 

superficielles de la zone centrale. CLV3 est secrété depuis les cellules de l’extrémité et 

diffuse vers les cellules proches exprimant CLV, ce qui permet à CLV3 de se fixer sur le 

récepteur CLV1-CLV2. Cette fixation entraine la répression de l’expression de WUS. Il existe 

également une boucle de rétro-contrôle qui permet de maintenir une population stable de 

cellules souches et dans laquelle l’expression de WUS active l’expression de CLV3 (Doerner, 

2000). 



Gene Famille protéique Fonction

CLV1 Récepteur kinase Promotion de la différentiation

CLV2 Protéine « receptor-like » Promotion de la différentiation ; d’autres fonctions

CLV3 Ligand sécrété Promotion de la différentiation

WUS
Facteur de transcription à 

homéodomaine
Maintien et établissement des cellules souches

STM
Facteur de transcription à 

homéodomaine

Impliqué dans l’identité du méristème et la 

séparation des organes

KAPP FHA/phosphatase Régule négativement CLV1

ROP Rho/Rac-GTPase Composant potentiel du complexe CLV1 actif

PAN Facteur de transcription B-zip Régule le nombre d’organes dans la fleur

CUC1 Inconnu Promotion de la séparation des organes

CUC2 Facteur de transcription NAC Promotion de la séparation des organes

PHAN Facteur de transcription MYB Etabli la polarité dans les primordia foliaire

RS2 Facteur de transcription MYB
Promotion de la différentiation des primordia 

foliairesfoliaires

AGO1 -
Impliqué dans la polarité des organes. D’autres 

fonctions

ZLL -
Impliqué dans la polarité des organes. D’autres 

fonctions

CRC Facteur de transcription YABBY Polarité des carpelles

FIL Facteur de transcription YABBY Polarité des organes ; développement de la fleur

REV HD-zip de classe III
Polarité des organes ; développement des 

méristèmes latéraux et du système vasculaire

Tableau 3 : Gènes impliqués dans la signalisation au niveau du méristème (Clark, 2001b)
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La perte de l’expression de STM entraine l’apparition ectopique de feuilles dans toutes 

les régions du méristème, y compris au niveau des cellules souches. La surexpression de STM 

provoque l’apparition de méristèmes ectopiques sur la face adaxiale des feuilles. Tout ceci 

suggère que STM pourrait agir dans le maintien des cellules à un état non différencié. Le 

double mutant clv-stm présente un phénotype additif, montrant ainsi que ces gènes agissent 

dans des voies différentes mais le rôle précis de STM reste flou, ce qui est largement 

compliqué par les multiples rôles de STM (Clark, 2001b). 

De manière intéressante, il est à noter que la régulation de WUS et STM fait intervenir 

des facteurs de remodelage chromatinien. Ainsi, la répression de l’expression de WUS en 

dehors de son domaine normal d’expression est régulée par le facteur d’assemblage 

chromatinien CAF-1 (Ono et al., 2006). 

Je n’ai présenté ici qu’un aperçu sommaire des principaux facteurs influençant 

l’organisation et le maintien des cellules souches dans le méristème apical caulinaire mais 

bien d’autres facteurs (tableau 3) ont maintenant été décrits comme intervenant dans cette 

voie. Leur rôle n’est pas toujours très clair et leur régulation reste parfois à élucider (Clark, 

2001a). 

III.C. Rôle des hormones dans la structure et l’identité 

cellulaire au sein du méristème 

L’identité des cellules au sein du méristème dépend, d’une part, de son profil 

d’expression et, d’autre part, de la présence de certaines hormones. En effet, les hormones 

ne sont pas réparties de manière homogène à l’intérieur du méristème et interviennent dans 

la régulation de l’expression de certains gènes importants pour l’identité des cellules du 

méristème. Ces mêmes gènes interviennent également dans la régulation de la voie de 

biosynthèse et/ou de dégradation de ces mêmes hormones. 

Les hormones les plus importantes au sein du méristème sont les auxines, les 

cytokinines et les gibbérellines.  



Figure 35 : Interaction entre les hormones et les facteurs de transcription au niveau du méristème apical

caulinaire: en haut : profil d’expression des gènes STM, CUC et WUS ; au milieu, distribution des auxines,

gibbérellines et cytokinines au sein du méristème ; en bas : modèle de la régulation croisée entre les

phytohormones et les gènes d’identité méristématique (Shani et al., 2006)
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III.C.1. Répartition hétérogène des hormones dans le 

méristème 

Les cytokinines sont des régulateurs positifs de la division cellulaire. En tant que tel, on 

les retrouve en abondance dans toutes les cellules en division active et elles permettent de 

maintenir une population stable de cellules en cours de division (Shani et al., 2006). La 

réduction des quantités de cytokinines au sein du méristème par des approches de biologie 

moléculaire réduit la taille du méristème et cause même, parfois, des avortements du 

méristème (Werner et al., 2003) (figure 35). 

Les gibbérellines influencent de nombreux processus développementaux chez les 

plantes, ce qui incluse la morphogenèse et l’initiation foliaire. La restriction spatiale de 

l’accumulation des gibbérellines est essentielle pour la délimitation de la frontière entre le 

méristème et les primordia foliaires (Shani et al., 2006). D’une certaine manière, la 

régulation spatiale des gibbérellines peut être liée à celle des auxines avec des niveaux 

élevés dans les feuilles en développement où elles contribuent à l’expansion polaire associée 

à la croissance. En revanche, on en retrouve beaucoup moins dans les régions plus centrales 

du méristème (Veit, 2009). La localisation exacte des auxines au sein du méristème reste 

néanmoins peu claire étant donné que les activités DR5:GFP et DR5:GUS sont très faibles au 

niveau de la zone centrale, ce qui pourrait expliquer l’absence de formation d’organes à 

partir de cette zone. Néanmoins, la distribution presque aléatoire des protéines PIN dans le 

méristème suggère que les auxines devraient être présentes aussi bien dans les zones 

périphérique que dans la zone centrale. Ceci suggère donc que les auxines pourraient être 

présentes dans la zone centrale mais ne seraient pas capables d’induire l’initiation foliaire, ni 

d’activer le promoteur DR5 ; cette hypothèse est renforcée par le fait que l’apport exogène 

d’auxine directement sur la zone centrale n’entraine aucune réponse alors que l’application 

sur la zone périphérique adjacente entraine une forte organogenèse (pour revue, Veit, 

2009). 

III.C.2. Les phytohormones : des acteurs majeurs de 

l’organisation du méristème 

Les phytohormones sont connues pour leur rôle dans la régulation de l’organogenèse, 

de la détermination de l’identité cellulaire et de la différentiation ainsi que dans les divisions 
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cellulaires. Ceci, couplé au fait que leur répartition n’est pas homogène au sein du 

méristème, suggère la présence de mécanismes permettant une étroite régulation de leur 

biosynthèse et/ou de leur dégradation et/ou de leur inactivation. 

Plusieurs études ont permis de mettre en évidence ces mécanismes et de montrer 

l’importance des hormones dans la régulation de l’expression des gènes d’identité 

méristématique et, inversement, de montrer l’importance de ces gènes d’identité 

méristématique dans la localisation des phytohormones par la régulation des gènes de 

biosynthèse et de dégradation. Ainsi, Jasinski et al. (2005) ont montré que, en plus du rôle 

qu’ils jouent dans la répression de la biosynthèse des gibbérellines (Sakamoto et al., 2001; 

Chen et al., 2004), les facteurs de transcription KNOX de classe I (donc STM) agissent 

également en activant l’expression des gènes de biosynthèse des cytokinines. Il a également 

été montré que WUS intervient directement dans la répression de l’expression des gènes 

ARR (Arabidopsis Response Regulateur) de type A, connus pour être induits 

transcriptionnellement en réponse à l’apport de cytokinines (Leibfried et al., 2005; 

Sablowski, 2009). L’auxine est également impliquée dans la régulation de l’organisation du 

méristème et il a été montré que le gène MP (Monopteros), qui est activé par les auxines, 

réprime directement les facteurs de réponse aux cytokinines ARR7 et ARR15 ce qui, en 

retour, active au moins partiellement CLV3 (Zhao et al., 2010; Sablowski, 2011). 

IV. MON PROJET DE THESE 

Comme nous l’avons vu au cours des chapitres précédents, nos connaissances sur la 

voie de signalisation de TOR chez les végétaux se sont largement étendues ces dernières 

années. Néanmoins, de nombreux points d’interrogation subsistent concernant la régulation 

de TOR et les voies régulées par TOR chez les plantes (figure 24). C’est dans ce contexte que 

s’inscrit ma thèse qui vise à mieux comprendre les mécanismes qui se trouvent en aval de 

TOR. 

Au cours de l’introduction, j’ai insisté sur l’importance de la traduction protéique et de 

se régulation par TOR. Ce contrôle de la traduction semble bien conservé et il a également 

été observé des différences dans le profil de polysomes lors de l’inactivation de TOR 

(Deprost et al., 2007; Sormani et al., 2007) et ce, malgré l’absence de la protéine 4E-BP. Une 
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partie de mon travail a donc porté sur l’étude de l’impact de l’inactivation de TOR sur la 

composition et la phosphorylation du ribosome afin de mettre en évidence de nouvelles 

cibles de TOR dans ce compartiment. En effet, le ribosome est une particule facile à purifier 

du fait de sa masse élevée et de sa grande abondance et on peut s’attendre à trouver des 

cibles de TOR dans les protéines qui le constituent. 

Par ailleurs, nous avons vu au cours du chapitre III que le méristème est une structure 

extrêmement importante dans l’organogenèse chez les plantes. Ainsi, les méristèmes sont à 

l’origine de l’apparition de nouveaux organes par un contrôle étroit de la prolifération, de 

l’élongation et de la différentiation cellulaires. Etant donné le rôle central de cette structure 

et le rôle central de la protéine TOR, une hypothèse a émergé dans laquelle TOR pourrait 

être impliqué, au moins indirectement, dans l’organisation du méristème. La deuxième 

partie de ma thèse a donc porté sur l’élucidation de ce lien entre TOR et le méristème. Etant 

donné que le méristème est une structure purement végétale, la mise en évidence de 

l’existence d’un tel lien permettrait de révéler des cibles de TOR qui seraient spécifiques des 

plantes. 
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Résultats 

I. TOR ET LE CONTROLE DE LA COMPOSITION DU RIBOSOME 

L’objectif de cette partie de ma thèse était de chercher de nouvelles cibles de TOR 

dans un compartiment cellulaire nécessaire à la traduction, le ribosome, par une approche 

protéomique d’identification des protéines et des phosphorylations qu’elles contiennent par 

LC-MS/MS sur des ribosomes purifiés. En effet, il a été montré chez les mammifères, que 

TOR contrôle la synthèse et le fonctionnement des ribosomes. Le but de cette partie est 

donc d’identifier des cibles spécifiques de TOR chez les plantes au sein de cette fraction 

cellulaire, abondante dans la cellule et facile à purifier en raison de sa taille importante. 

I.A. Préambule 

Chez les plantes, assez peu de choses sont connues sur la voie de signalisation de TOR 

et on manque notamment d’informations sur les cibles moléculaires de la kinase TOR et de 

ses protéines partenaires. En effet, depuis plusieurs années, des efforts ont été fournis dans 

le but de mettre en évidence les grandes voies métaboliques régulées par TOR mais les 

cibles moléculaires de cette régulation n’ont pas encore été élucidées. Cependant, deux 

cibles majeures et directes du complexe TOR ont été décrites chez les plantes : les protéines 

S6 kinases (Mahfouz et al., 2006; Otterhag et al., 2006) et la protéine TAP46 (Ahn et al., 

2011). Ainsi, il a été montré l’existence d’un lien entre la voie de signalisation de TOR et la 

croissance des plantes, le rendement et la résistance au stress osmotique (Deprost et al., 

2007), la sénescence et la régulation des gènes impliqués dans la sénescence foliaire et la 

remobilisation des nutriments, comme la glutamine synthétase ou la glutamate 

déshydrogénase (Deprost et al., 2007; Dobrenel et al., 2011), le développement de la paroi 

cellulaire (Leiber et al., 2010), l’autophagie (Liu and Bassham, 2010), l’accumulation des 

sucres solubles, des acides aminés et de l’amidon (Dobrenel et al., 2011), des perturbations 

au niveau du profil transcriptomique avec, notamment, une induction des gènes impliqués 

dans la réponse aux stress et une répression des gènes liés aux modifications de la paroi 

cellulaire et de la voie de signalisation des phytohormones comme les auxines et les 

gibbérellines (Dobrenel et al., 2011). Enfin, il a également été montré qu’une diminution de 





Page 55 

l’activité TOR chez les plantes entraine un défaut d’accumulation de polysomes (Deprost et 

al., 2007; Sormani et al., 2007) et de réinitiation traductionnelle sur l’ARN du CaMV 

(Schepetilnikov et al., 2011). 

Afin de mieux décrire les cibles moléculaires impliquées dans la voie de signalisation de 

TOR, nous avons mis en place une approche de protéomique et de phosphoprotéomique, ce 

qui permet, par ailleurs, de compléter les données de transcriptomique, traductomique et 

métabolomique déjà obtenues au préalable au sein du laboratoire. Néanmoins, afin de 

simplifier l’analyse des données, nous avons préféré travailler sur des organites purifiés 

plutôt que sur des plantules entières. Etant donnée l’importance de la régulation de la 

traduction dans la voie de signalisation de TOR chez les mammifères et le défaut 

d’accumulation des polysomes en réponse à l’inactivation de TOR chez les plantes, nous 

avons choisi de travailler sur cette particule. Qui plus est, il a déjà été rapporté chez les 

plantes que la S6 kinase, cible directe de TOR, est capable de phosphoryler in vitro et in vivo 

la protéine ribosomale RPS6 (Turck et al., 1998). Ce dernier élément constitue un point de 

départ important puisque le premier enjeu de l’approche que nous avons utilisé était de 

confirmer le lien entre TOR et le niveau de phosphorylation de la RPS6 in planta. 

Néanmoins, une telle approche de purification des ribosomes n’ayant pas encore été 

réalisée au sein du laboratoire, elle a demandé une étape de mise au point avant de pouvoir 

réaliser les analyses elles-mêmes. 

I.B. Mise au point du protocole 

Plusieurs articles ont déjà décrit des protocoles de purification du ribosome utilisant, 

pour la plupart, la grande densité des particules ribosomales. Ces protocoles séparent les 

ribosomes des autres protéines végétales en procédant à une ultracentrifugation sur un 

coussin de saccharose mais, pour permettre un enrichissement convenable, nécessitent une 

grande quantité de matière fraiche. Ainsi, Giavalisco et al. (2005) procèdent à partir de 500 g 

de feuilles de rosettes d’Arabidopsis, Carroll et al. (2008) de 100 g de cultures cellulaires 

d’Arabidopsis, Chang et al. (2005) de 10 g de matière fraiche, Hummel et al. (2012) de 

plusieurs feuilles de rosettes d’Arabidopsis et Szick-Miranda et Bailey-Serres (2001) de 1 à 

10 g de tissue de maïs. Quelques protocoles, en revanche, permettent une extraction à 



500 – 1000 mg MF

10 ml Tampon d’Extraction
[Tris 0.2M, KCl 0.4M, EGTA 0.025M, 

MgCl2 0.035M, saccharose 0.2M, 

Sodium Deoxycholate 1%, Triton X-100 

2%, Tween20 2%, NP40 2%, pH 9]

Filtration sur Miracloth

Homogénéisation

Incubation sur glace – 10 minutes

Débris végétaux

Filtrat

Centrifugation

4000 RPM – 4°C – 10 mn Culot de débris4000 RPM – 4°C – 10 mn Culot de débris

Surnageant

Ultracentrifugation sur coussin 

de saccharose (35000 RPM 

(220 000 g) – 4°C – o/n)
Surnageant

Culot

Dénaturation dans 200 µl de 

Laemmli 1X

Coussin de saccharose
[Tris 0.04M, KCl 0.2M, EGTA 0.005M, 

MgCl2 0.03M, saccharose 1.75M, pH 9]

Figure 36 : Protocole d’extraction et purification des ribosomes tel qu’il a été utilisé sur les plantules 
d’Arabidopsis
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partir de quelques grammes de racines de plantules de maïs (Bailey-Serres and Freeling, 

1990; Williams et al., 2003) et c’est à partir de ces articles que j’ai basé la mise au point de 

mon protocole. 

Dans ces deux protocoles, l’extraction se fait par incubation de la poudre obtenue par 

broyage des tissus à l’azote liquide dans un tampon neutre ou basique contenant une grande 

quantité de sels et de détergents non-ioniques. Ensuite les débris cellulaires sont éliminés 

par filtration et centrifugation pendant un temps court. Les ribosomes sont alors séparés des 

autres protéines au cours d’une étape d’ultracentrifugation longue sur un coussin fortement 

concentrée en saccharose (1.75 M et 1.3 M respectivement). En fin d’ultracentrifugation, 

après élimination du surnageant et du coussin, les protéines du culot sont récupérées dans 

un tampon de resuspension de composition différente. 

I.B.1. Essai sur des rosettes 

Afin de mettre au point les premières étapes de purification des ribosomes ainsi que 

les étapes de visualisation sur gel, j’ai préféré commencer en utilisant du matériel disponible 

en grande quantité. Ainsi, j’ai utilisé des rosettes de plantes sauvages de l’accession 

Columbia cultivées sur sable pendant 50 jours. Ces rosettes ont été fournies par Fabien 

Chardon et Rodnay Sormani. 

Une rosette de plante cultivée sur 10 mM de nitrates et 6 rosettes de plantes cultivées 

sur 2 mM de nitrates ont d’abord été broyées dans l’azote liquide au mortier et au pilon puis 

homogénéisées dans un tampon d’extraction salin contenant divers détergents non ioniques 

comme le désoxycholate de sodium, le triton, le tween et le nonidet (figure 36) (voir Partie 

Matériel et Méthodes). Après filtration et centrifugation pendant 10 minutes à 4000 RPM et 

4°C, les échantillons sont déposés sur un coussin de saccharose contenant près de 60 % 

(m/v) de saccharose. J’ai d’abord tenté de mener l’ultracentrifugation à 32 300 RPM pendant 

3h30. Pour la suite de cette partie, nous appellerons « fraction ribosomale » la fraction 

obtenue après ultracentrifugation et élimination du coussin de saccharose. Cette fraction 

ribosomale a donc été resuspendue dans 1ml de tampon de resuspension (voir composition 

dans le Matériel et Méthodes). 



Figure 37 : Concentration protéique dans les différentes fractions obtenues lors de la purification de
ribosomes de rosettes d’Arabidopsis : Les ribosomes sont purifiés à partir de rosettes de plantes cultivées sur

deux nutritions azotées (2 mM et 10 mM de nitrates) à travers une ultracentrifugation de 3h30 sur un coussin

de saccharose (voir Matériel et Méthodes). Les différentes fractions sont l’extrait brut obtenu avant

ultracentrifugation (EB), le surnageant obtenu après ultracentrifugation (SN) et la faction ribosomale (Ribo)

passée à travers le coussin de saccharose. La teneur en protéines est déterminée par la méthode de Bradford.
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Figure 38 : Concentration protéique dans les différentes fractions obtenues lors de la purification de
ribosomes de rosettes d’Arabidopsis après une ultracentrifugation de toute une nuit : Les ribosomes sont

purifiés à partir de rosettes de plantes cultivées sur deux nutritions azotées (2 mM et 10 mM de nitrates) à

travers une ultracentrifugation de 14h sur un coussin de saccharose (voir Matériel et Méthodes). Les différentes

fractions sont l’extrait brut obtenu avant ultracentrifugation (EB), le surnageant obtenu après centrifugation

(SN), le surnageant obtenu après ultracentrifugation (SN.UC), le contenu du coussin de saccharose (Suc) et la

faction ribosomale (Ribo) passée à travers le coussin de saccharose. La teneur en protéines est déterminée par

la méthode de Bradford.
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Malheureusement, un tel protocole n’a pas permis de mettre en évidence la présence 

de protéines par migration des protéines de la fraction ribosomale sur un gel de SDS-PAGE. 

La quantification des protéines dans les différentes fractions par la méthode de Bradford 

révèle en effet que la fraction ribosomale contient peu de protéines (figure 37). 

J’ai donc choisi d’incuber les échantillons pendant 10 minutes dans le tampon 

d’extraction refroidi sur la glace avant l’élimination des débris cellulaires et de prolonger 

l’ultracentrifugation sur la nuit. Au cours de ces étapes de mise au point, j’ai pu voir, comme 

précédemment, que la quantité de protéines après l’étape d’ultracentrifugation est très 

faible par rapport à la quantité de protéines présentes dans le tampon d’extraction (figure 

38). Afin de vérifier le profil des protéines ainsi purifiées, j’ai précipité les protéines 

contenues dans 500µl de tampon de resuspension à l’acide trichloracétique et à l’acétone 

puis j’ai repris ce culot protéique dans 30 µl de tampon de resuspension. J’ai quantifié leur 

teneur en protéines par la méthode de Bradford et la méthode décrite par Turkina et al. 

(2011) (qui repose sur la mesure directe d’absorbance à 260 nm) (tableau 4)  

 2 mM 10 mM 
Méthode de Bradford (µg/ml) 357 100 

Mesure à 260 nm (µg/ml) 546 381 

Tableau 4 : Concentration protéique dans les échantillons de la fraction 
ribosomale déposés sur gel de polyacrylamide 

On constate tout d’abord que les concentrations avant et après la précipitation à 

l’acétone et à l’acide trichloracétique ne concordent pas. Ainsi, alors que la concentration 

avoisine les 300 µg/ml après précipitation, elle devrait être proche de 18 µg/ml avant, étant 

donné le facteur de concentration appliqué. Or nous avions une concentration de comprise 

entre 350 et 400 µg/ml. Ceci suggère que, soit nous avons perdu beaucoup de protéines lors 

de la précipitation, soit la première quantification avant précipitation était surévaluée (par 

exemple à cause de la présence de molécules interagissant avec le réactif de Bradford). Afin 

de vérifier que cet écart n’est pas dû à la précipitation, j’ai quantifié les protéines de la 

fraction ribosomale avant précipitation par la méthode à 260 nm. J’ai alors trouvé une 

concentration de 40.32 µg/ml pour l’échantillon cultivé sur 10 mM de nitrates et 

46.80 µg/ml pour celui cultivé sur 2 mM. Ces derniers résultats montrent certes qu’une 

partie des protéines a été perdu au cours de la précipitation mais montrent surtout que la 
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Figure 39 : Profil des protéines ribosomales de plantes cultivées sur 2 et 10 mM de nitrates : (A) Les

ribosomes sont purifiés à partir de rosettes de plantes d’Arabidopsis de type sauvage Col-0 de 50 jours cultivées

sur du sable en jours courts et alimentées avec deux nutritions azotées différentes (une nutrition limitante

(2 mM de nitrates) et une nutrition pléthorique (10 mM de nitrates)). Après purification, les particules

ribosomales ont été dénaturées dans du Laemmli à 100°C pendant 10 minutes puis déposées sur un gel de SDS-

PAGE (5% gel de concentration – 15% gel de séparation). La révélation est réalisée par coloration au bleu de

Coomassie. Les plantes ont été fournies par Fabien Chardon et l’analyse a été réalisée avec Rodnay Sormani.

(B)¨Profil des protéines ribosomales purifiées par Carroll et al. (2008) à partir de suspensions cellulaires

d’Arabidopsis par une succession de centrifugations et d’ultracentrifugations sur des coussins de saccharose.
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méthode de Bradford avait fortement surévalué la teneur en protéines dans les échantillons 

de la fraction ribosomale. 

J’ai alors fait migrer les protéines obtenues après précipitation sur un gel de 

polyacrylamide en conditions dénaturantes (figure 39). Je suis alors parvenu à révéler le 

profil des protéines contenues dans cette fraction. Le profil obtenu montre, comme chez 

Carroll et al. (2008) et Chang et al. (2005), que les fractions ribosomales sont composées de 

protéines de moyenne et de petite taille (inférieure à 70 kDa). 

I.B.2. Mise au point sur plantules 

I.B.2.a. Protocole de culture 

Toutes ces analyses ont mis en évidence l’importance de disposer d’une grande 

quantité de matière fraiche de plantes afin de pouvoir visualiser les protéines sur gel. 

Néanmoins, le protocole d’inactivation de TOR que j’ai utilisé pour ces analyses est le même 

que celui utilisé et décrit précédemment au sein du laboratoire et pour lequel un grand 

nombre de données a déjà été obtenu (Deprost et al., 2007; Moreau, 2009). J’ai donc utilisé 

deux lignées (5.2 et 6.3) exprimant un ARN interférant dirigé contre TOR et placé sous le 

contrôle du système fongique inductible à l’éthanol faisant intervenir le facteur de 

transcription AlcR (actif en présence d’éthanol) et le promoteur AlcA (activé par l’action du 

facteur AlcR) (figure 11B). Etant donné que la présence de ces deux constructions (p35S:AlcR 

d’une part et pAlcA:TOR RNAi d’autre part), j’ai utilisé, comme contrôle, des plantes 

exprimant également le facteur AlcR et exprimant le gène rapporteur GUS sous le contrôle 

du promoteur AlcA (voir Matériel et Méthodes pour plus de détails). Ces plantes sont 

appelées « Contrôle GUS » dans la suite de ce chapitre. Puisque plusieurs données ont déjà 

été obtenues avec ce matériel, je me suis placé dans les mêmes conditions que celles 

utilisées précédemment par Dorothée Deprost et/ou Manon Moreau (ibid.) c'est-à-dire sur 

des plantules in vitro cultivées pendant 7 jours en absence d’éthanol puis l’induction a été 

faite par ajout d’éthanol dans le milieu à une concentration finale de 100 mM et une culture 

sur ce milieu pendant 3 jours. En effet, Manon Moreau a montré dans sa thèse que, en 

milieu solide, une telle concentration et une telle durée permettent une inactivation 

irréversible de TOR. 



M1 M2 M3 M4

Milieu de culture

MS1/5 + sac 0.3% MS1/5 – sac 0%
MS1/5 + sac 0.3%

Agar 0.7%

MS1/5 + sac 0.3%

Agar 0.7%

liquide liquide solide solide

Conditions de 

culture

Jour : 10h/14h

20°C cst

Rotation 75 RPM

HR = 75%

Jour : 10h/14h

20°C cst

Rotation 75 RPM

HR = 75%

Jour : 16h/8h

25°C cst

80-90 µE

Jour : 16h/8h

25°C cst

80-90 µE

Précipitation à 

l’acétone / TCA
oui oui oui oui

Tableau 5 : Résumé des conditions de culture des expériences M1, M2, M3 et M4 : MS = Murashige & Skoog,

Sac = saccharose, cst = constant, HR = humidité relative, TCA = acide trichloracétique, µE = microeinstein.
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Description Sequence Modifs
AT3G09260.1 SVAVGTADHNR

AT3G09260.1 CSSYVNAK C1:+57.025 

AT1G52400.1 QGPVCGAGLPDKFSR C5:+57.025 - Q1:-17.0265 

DKYANPEIMIMENGYGDK M11:+15.99 

AT3G09260.1 YANPEIMIMENGYGEELGASDSVAVGTADHNR M7:+15.99 - M9:+15.99 

AT3G09260.1 CNNDNGDVAVDFFHR

AT3G09260.1 NAQNYAIGSKPLTAALNVYS S20:+79.98 - Y19:+79.98 

AT3G09260.1 MIMENGYGEELGASDSVAVGTADHNR M1:+15.99 - M3:+15.99 

DKYANPEIMIMENGYGDK

AT3G09260.1 IGIAHSPAWFEAHDLADSQDGASIDR

AT3G09260.1 DKYANPEIMIMENGYGEELGASDSVAVGTADHNR

Description Sequence Modifs
AT3G09260.1 NAQNYAIGSKPLTAALNVYS S20:+79.98 - Y19:+79.98 

Proteome

Phosphoproteome

Figure 40 : Principe de l’identification en protéomique par une approche de LC-MS/MS : La fraction

ribosomale est d’abord soumise à une migration courte de 1 à 2 mm à travers un gel de SDS-PAGE puis l’unique

bande est découpé et soumise à une digestion trypsique (ou trypsinolyse), une réduction au dithiothréitol et

une alkylation à l’iodoacétamide. Les peptides ainsi obtenus (phosphorylés ou non) sont séparés par

chromatographie liquide puis les peptides élués sont analysés par deux évènements de spectrométrie de masse

successifs. On obtient alors, pour chaque échantillon, une liste des peptides présents dans l’échantillon avec

leurs modifications post-traductionnelles.
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Etant données les conditions expérimentales choisies et la nécessité de disposer d’une 

grande quantité de matière fraiche, j’ai donc décidé de procéder à des cultures de plantules 

en fioles d’Erlenmeyer dans un milieu liquide. Ce système permet en effet d’obtenir 

rapidement une grande quantité de biomasse végétale. Malheureusement, des problèmes 

de contamination fongique à répétition dans mes fioles d’Erlenmeyer ne m’ont pas permis 

de répéter cette expérience et j’ai dû poursuivre les expériences en milieu solide (voir partie 

I.D.1 : Caractéristiques de ces expériences, page 63). 

La culture est menée sur du milieu Murashige & Skoog 20 % complémenté de 

saccharose à une concentration finale de 0,3 % (m/v) et additionné ou non d’agar à une 

concentration finale de 0,7 % (voir Matériel et Méthodes). L’induction est menée, dans le cas 

des cultures liquide, par ajout d’éthanol dans le milieu de culture à une concentration finale 

de 100 mM et, dans le cas des cultures solides, par ajout de trois bouchons dans la boite 

contenant chacun 200 µl d’éthanol 5 % (tableau 5). 

I.B.2.b. Purification des ribosomes 

Les ribosomes sont ensuite purifiés selon le protocole mis au point pour les rosettes et 

décrit précédemment (figure 36). Après l’ultracentrifugation et l’élimination du surnageant 

et du coussin de saccharose, les protéines ainsi culotées sont reprises dans un tampon de 

resuspension (voir Matériel et Méthodes). Les protéines ont ensuite été précipitées par 

ajout d’acide trichloracétique et d’acétone puis les culots secs de protéines ont été 

conservés à -80°C. Le contenu de ces culots protéiques a alors été analysé par l’équipe de 

Michel Zivy à la plateforme de protéomique PAPPSO (Plateforme d’Analyse Protéomique de 

Paris Sud-Ouest) du Moulon en collaboration avec Benoit Valot et Marlène Davanture. 

I.B.2.c. Analyse par la plateforme de protéomique 

Le protocole utilisé pour ces analyses est développé dans la partie Matériel et 

Méthodes. Néanmoins, il faut préciser que, en amont, quelques mises au point ont été 

réalisées afin de s’assurer que les conditions analytiques permettaient d’obtenir la meilleure 

profondeur possible étant donnée la qualité et le contenu des échantillons (figure 40). 

Afin de mettre au point le protocole analytique utilisé pour l’identification du contenu 

protéique de nos échantillons, nous avons comparé différentes conditions avec les 
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Figure 41 : Comparaison du nombre de peptides uniques identifiés par LC-MS/MS lors d’une séparation par 
chromatographie liquide de 37 minutes ou de 90 minutes sur les échantillons de la première répétition.

37’ sans (15) 37’ IMAC (16)

90’ sans (97)
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2
1 0

94

Figure 42 : Comparaison du nombre de peptides uniques phosphorylés identifiés par LC-MS/MS lors d’une 
séparation par chromatographie liquide de 37 minutes sans enrichissement IMAC (37’ sans) ou après un 

enrichissement IMAC (37’ IMAC) ou de 90 minutes (90’ sans) sur les échantillons de la première répétition.
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échantillons de la première répétition (ci-après dénommée M1). Une de ces comparaisons 

portait sur la durée de la séparation en chromatographie liquide avant l’analyse en 

spectrométrie de masse. Nous avons procédé à une migration de 37 minutes et une autre de 

90 minutes (figure 41). On constate ainsi qu’une séparation par chromatographie liquide de 

90 minutes permet d’identifier près de deux fois plus de peptides et que 75% des peptides 

identifiés au cours d’une séparation de 37 minutes le sont également après 90 minutes de 

séparation. Nous avons donc choisi de procéder à une séparation de 90 minutes pour le 

reste des analyses. 

Lorsque le nombre de peptides phosphorylés est élevé dans un échantillon, il est 

conseillé de procéder à un enrichissement de ceux-ci par séparation sur une colonne IMAC 

(Immobilized metal affinity chromatography) qui retient les formes phosphorylées. Nous 

avons donc utilisé une colonne IMAC au fer (qui retient principalement les formes 

monophosphates) et les peptides trypsiques ont été repris, après la réduction et l’alkylation, 

dans un tampon IMAC pH3 (acide acétique 250 mM, acétonitrile 30%). La comparaison a 

porté sur une séparation de 37 minutes après un enrichissement par séparation sur colonne 

IMAC ou non et sur une séparation de 90 minutes sans enrichissement (figure 42). Cette 

analyse montre que l’analyse de 90 minutes permet de mettre en évidence un plus grand 

nombre de peptides phosphorylés qu’une séparation de 37 minutes. En outre, étant donné 

que l’on ne s’attend pas à avoir une quantité importante de peptides phosphorylés et le 

faible gain apporté par l’utilisation de l’IMAC, cette étape supplémentaire a été retirée du 

protocole pour les analyses suivantes. 

I.C. Le fichier de résultats 

I.C.1. Identification des peptides et notion de spectres 

Après analyse des échantillons en LC-MS/MS, j’ai obtenu les fichiers contenant, pour 

chaque échantillon donné, les peptides identifiés et séquencés. L’analyse en spéctrométrie 

de masse est réalisée au fur et à mesure de la séparation des peptides par la 

chromatographie liquide, sans a priori sur les peptides déjà identifiés. Ainsi, un même 

peptide peut être identifié plusieurs fois et le nombre de spectres lus par peptide dépend de 

l’abondance du peptide (et donc de la protéine correspondante) dans l’échantillon (tableau 



Group Description Sample Scan Rt Sequence Modifs

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 52M6 2974 13,40 MVAAHSSQQIYTR M1:+15.99491

35 AT2G21580.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25B) 52M6 3078 13,78 MVSAHSSQQIYTR M1:+15.99491

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 52M6 3434 14,96 MVAAHSSQQIYTR

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 52M6 6342 23,96 VNNMVLFDQATYDK M4:+15.99491

35 52M6 7016 26,03 LITPSILSDR

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 52M6 7408 27,30 VNNMVLFDQATYDK

35 52M6 9044 33,46 PPPSSKPAKSGGGK S10:+79.96633 - P1:+42.01056

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 52M7 2770 13,66 MVAAHSSQQIYTR M1:+15.99491

35 AT2G21580.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25B) 52M7 2884 14,10 MVSAHSSQQIYTR M1:+15.99491

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 52M7 3200 15,20 MVAAHSSQQIYTR

35 AT2G21580.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25B) 52M7 5620 23,61 VNNMVLFDQGTYDK M4:+15.99491

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 52M7 5783 24,16 VNNMVLFDQATYDK M4:+15.99491

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 52M7 6753 27,51 VNNMVLFDQATYDK

35 52M7 8263 33,48 PPPSSKPAKSGGGK S10:+79.96633 - P1:+42.01056

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 63M6 3053 13,48 MVAAHSSQQIYTR M1:+15.99491

35 AT2G21580.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25B) 63M6 3164 13,88 MVSAHSSQQIYTR M1:+15.99491

35 AT2G21580.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25B) 63M6 3175 13,91 MVSAHSSQQIYTR M1:+15.99491

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 63M6 3485 14,96 MVAAHSSQQIYTR

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 63M6 3492 15,00 MVAAHSSQQIYTR

35 63M6 3567 15,26 MVAAHSSQQIYTR M1:+15.99491

35 AT2G21580.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25B) 63M6 6229 23,46 VNNMVLFDQGTYDK M4:+15.99491

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 63M6 6390 23,96 VNNMVLFDQATYDK M4:+15.99491

35 63M6 7096 26,13 LITPSILSDR

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 63M6 7483 27,38 VNNMVLFDQATYDK

35 AT4G39200.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 63M7 2925 13,73 MVAAHSSQQIYTR M1:+15.99491

35 AT2G21580.1 : 40S ribosomal protein S25 (RPS25B) 63M7 3012 14,06 MVSAHSSQQIYTR M1:+15.99491

Tableau 6 : Extrait d’une feuille du fichier de résultats tel que fourni par la plateforme PAPPSO après une
analyse en identification : Les séquences ainsi que les modifications post-traductionnelles sont déterminées en

fonction du profil obtenu lors de la deuxième spectrométrie de masse (colonnes Sequence et Modifs). Chaquefonction du profil obtenu lors de la deuxième spectrométrie de masse (colonnes Sequence et Modifs). Chaque

spectre est caractérisé par son temps de rétention en chomatographie (colonne Rt). Pour chaque peptide, une

comparaison de séquence avec les séquences protéiques d’Arabidopsis (TAIR10) a été réalisée et permet

d’associer chaque peptide à une protéine ou un groupe de protéines (colonne Description ; lorsqu’une cellule

de cette colonne est vide, cela signifie que le peptide en question peut appartenir à plusieurs membres de la

même famille). Enfin, en fonction de la spécificité des peptides pour une protéine donnée ou, au contraire, de

sa non spécificité, les peptides sont rassemblés par groupes qui correspondent, plus ou moins, aux familles

protéiques (colonne Group).

Pour chaque modification post-traductionnelle (colonne Modifs), le numéro du résidu concerné est cité ainsi

que l’évènement de modification qui lui est associé en se basant sur la différence de masse de l’ion provoquée

par la présence de cette modification (+15 : oxydation des méthionines, +42 : acétylation de l’extrémité N-

terminale de la protéine, +79 : phosphorylation des Serine, Thréonine et Tyrosine)

Ici, il s’agit d’un extrait des peptides identifiés dans les échantillons provenant des plantules des lignées 5.2 et

6.3 dans les expériences M6 et M7 (colonne Sample).
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6). On peut donc classer les peptides et les protéines en fonction de leur abondance dans 

l’échantillon. 

I.C.2. Les modifications post-traductionnelles 

La présence de modifications post-traductionnelles sur les peptides entraine une 

différence de masse et de charge de ce peptide qui est mesurable lors de la fragmentation 

des ions au cours des évènements de spectrométrie de masse. Ainsi, l’analyse par 

spectrométrie de masse permet de révéler les modifications post-traductionnelles et les 

acides aminés sur lesquels ils sont fixés. Ainsi on peut savoir non seulement le peptide qui a 

subi cette modification mais aussi l’acide aminé au sein de ce peptide. 

Parmi les modifications post-traductionnelles recherchées dans ces analyses, on peut 

citer l’oxydation des méthionines (M : +15.99) et la phosphorylation des sérines, thréonines 

et tyrosines (S/T/Y : +79.98). Au cours de mon analyse, je vais surtout m’intéresser aux 

évènements de phosphorylation et déphosphorylation sur les sérines et les thréonines. 

I.C.3. Notion de groupes de protéines 

Les spectres (et les peptides associés) ainsi que les protéines qui en découlent sont 

classés en groupes et ces groupes correspondent plus ou moins aux familles de protéines. 

Cette classification en groupes repose sur le fait que, dans le protéome humain, sauf pour 

les très petits peptides, chaque peptide n’apparait que dans une seule famille de protéines 

et qu’il existe très peu de peptides qui sont partagés par au moins deux familles protéiques 

(Olivier Langella, non publié). 

Les groupes protéiques, classés par ordre d’abondance décroissante dans les 

échantillons, constituent donc une indication précieuse sur les familles protéiques et leur 

abondance dans les échantillons. 

I.C.4. Identification des protéines 

I.C.4.a. Méthode d’identification 

Les données brutes en sortie du spectromètre de masse sont ensuite analysées avec le 

logiciel X !tandem CYCLONE (2011.12.01) (http://www.thegpm.org/tandem/) en s’appuyant 
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sur la base de données TAIR8. Les résultats sont ensuite filtrés et groupés avec X ;tandem 

pipieline v3.3.0 développé par PAPPSO (http://pappso.inra.fr/bioinfo/xtandempipeline/). 

Une fois les peptides annotés dans un groupe protéique, ils sont associés à une ou 

plusieurs protéines du groupe. Cette association repose sur la présence de peptides 

spécifiques dans le set d’échantillons à tester. Ainsi, si aucun peptide spécifique d’une 

protéine donnée n’est trouvé dans l’échantillon, alors on considèrera qu’elle n’est pas 

présente de façon certaine et tous les peptides qu’elle partage avec une autre protéine 

seront considérés comme spécifiques de cette autre protéine. 

I.C.4.b. Problèmes d’annotation 

De manière surprenante, malgré la grande homologie de séquences entre les protéines 

ribosomales et la présence de nombreuse familles multigéniques, presque tous les peptides 

de protéines ribosomales sont annotés comme spécifiques d’une seule protéine. Ainsi, dans 

le fichier d’analyse de la première expérience, sur les 623 peptides notés comme provenant 

de groupes contenant des protéines ribosomales, seuls 86 (13,8 %) correspondent à des 

peptides communs à au moins deux protéines. 

J’ai donc voulu vérifier que les peptides étaient annotés convenablement et, en 

préambule, qu’ils étaient toujours annotés de la même manière. De manière surprenante, 

dans la première expérience, sur les 2142 peptides identifiés au cours de l’analyse, 11 

peptides présentent des annotations protéiques différentes selon l’échantillon dans lequel 

on le trouve, certains sont même annotés dans des groupes différents. Ainsi, par exemple, le 

peptide KKDEPAEESDGDLGFGLFD possède trois annotations différentes : (i) spécifique de la 

protéine At1g01100, dans le groupe 93 ; (ii) commun à au moins deux protéines du groupe 

93 ; (iii) spécifique de la protéine At4g00810, dans le groupe 324. 

Afin de contrecarrer ces annotations incomplètes et afin d’être sûr que les peptides 

dits spécifiques d’une protéine donnée sont bien spécifiques de cette protéine, j’ai choisi de 

procéder à la réannotation de plusieurs peptides. J’ai principalement insisté sur les peptides 

impliqués dans des protéines ribosomales ou présentant des profils potentiellement 

intéressants. Sur les 1583 peptides réannotés (en utilisant la fonction Patmatch de TAIR), 

24 % se sont avérés mal annotés dans la première expérience en identification (dite M1) et 



Figure 43 : L’annotation des peptides du fichier de résultats des expériences en identification présente
quelques difficultés : Répartition des peptides en fonction de l’exactitude de leur annotation dans le premier

fichier correspondant à la M1 (A) et dans le dernier fichier correspondant aux expériences M6 à M9 (B). En

violet, les peptides spécifiques annotés convenablement, en bleu, les peptides non spécifiques annotés

convenablement ; en rouge, les peptides annotés comme spécifiques alors qu’ils ne le sont pas, en rose, les

peptides annotés de plusieurs manières différentes dans des groupes différents, en orange, les peptides

annotés de plusieurs manières différentes au sein du même groupe de protéines.
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M1 M2 M3 M4

Milieu de culture MS1/5 + sac 0.3% MS1/5 – sac
MS1/5 + sac 0.3%

Agar 0.7%

MS1/5 + sac 0.3%

Agar 0.7%

Conditions de 

culture

Jour : 10h/14h

20°C cst

Rotation 75 RPM

HR = 75%

Jour : 10h/14h

20°C cst

Rotation 75 RPM

HR = 75%

Jour : 16h/8h

25°C cst

80-90 µE

Jour : 16h/8h

25°C cst

80-90 µE

Précipitation à 

l’acétone / TCA
oui oui oui oui

Nombre de 

spectres totaux
6687 491 490 734

Nombre de 

peptides uniques
2142 271 307 397

Nombre de 

groupes 

protéiques

395 105 125 130

Nombre de 

phosphopeptides

différents

97 2 2 7

Nb de spectres 

ribosomaux
1375 34 31 137

Nb de peptides 

ribosomaux
438 30 26 94

ribosomaux
438 30 26 94

Nb de groupes 

ribosomaux
79 26 21 47

Tableau 7 : Résumé des conditions de culture des expériences M1, M2, M3 et M4 : MS = Murashige & Skoog,

Sac = saccharose, cst = constant, HR = humidité relative, TCA = acide trichloracétique, µE = microeinstein. Pour

les nombres de spectres, peptides et groupes ribosomaux, seules les protéines du ribosome cytoplasmique sont

comptabilisées

Figure 44 : Recouvrement peptidique entre les répétitions M1, M2, M3 et M4 : Ce diagramme de Venn

représente le nombre total de peptides identifiés dans au moins un échantillon de chaque répétition (en gras)

suivi du nombre de peptides du ribosome cytoplasmique (en italique). Entre parenthèses se trouve le nombre

de peptides identifiés dans une répétition donnée.
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14% pour la dernière expérience (dite M6-M9) (figure 43). Ceci suggère donc qu’il est 

nécessaire de vérifier l’annotation de chaque peptide ribosomal avant d’en tirer des 

conclusions. C’est pour cette raison que j’ai réannoté manuellement au moyen de la fonction 

Patmatch de TAIR tous les peptides présentant un profil intéressants. Ceci a abouti à la 

réannotation de 1583 peptides sur les 3935 identifiés au moins une fois dans au moins une 

expérience. 

I.C.5. Données extrapolées des résultats 

A partir des données de spectres obtenus pour chaque échantillon, on dérive d’autres 

paramètres qui dépendent de l’abondance d’une protéine donnée tel que le nombre de 

spectres, le nombre de peptides uniques (nombre de peptides après avoir retiré les 

doublons), le nombre de peptides spécifiques (nombre de peptides après avoir retiré les 

peptides communs à d’autres protéines) et le PAI (Protein Abundance Index) qui correspond 

au nombre de spectres pour une protéine donnée divisé par le nombre de peptides que l’on 

peut théoriquement obtenir lorsque l’on soumet la séquence peptidique de la protéine à 

une digestion trypsique in silico. 

Toutes ces grandeurs permettent de comparer l’abondance d’une même protéine dans 

plusieurs échantillons mais nécessitent en amont une annotation efficace de tous les 

peptides. 

I.D. Résultats des expériences M1 à M4 

I.D.1. Caractéristiques de ces expériences 

Ces expériences, les premières réalisées, n’ont pas toutes été effectuées dans les 

mêmes conditions expérimentales. Ainsi, étant donnés des problèmes de contamination 

fongique, seules les deux premières expériences M1 et M2 ont été menées en conditions 

liquides. Les expériences suivantes (M3 et M4) ont, quant à elles, été réalisées sur milieu 

solide, en boite de Pétri carrée de 120 × 120 mm (tableau 7). 

Dans toutes les répétitions, les protéines de la fraction ribosomale ont été précipitées 

à l’acide trichloractérique et à l’acétone. La migration des protéines ainsi obtenues sur gel de 

polyacrylamide en conditions dénaturantes ainsi que la quantification par la méthode de 



A

B

Figure 45 : Les protéines co-purifiées avec les particules ribosomales sont principalement liées au
chloroplaste et/ou impliquées dans divers stress abiotiques : A : Diagramme de Venn présentant le

recoupement des protéines non ribosomales co-purifiées dans les fractions ribosomales des expériences M1 à

M4. B : Répartition des 26 protéines non ribosomales retrouvées dans les quatre expériences d’après les

annotations de TAIR et de TIGR au moyen de Virtual Plant 1.3 (seules les catégories largement sur-représentées

avec une p-value inférieure à 10-5 sont présentées).
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Bradford n’ont pas permis de mettre en évidence des protéines en quantité importante. 

Toutefois, étant donnée la grande sensibilité de la technique utilisée pour l’identification des 

protéines contenues dans les échantillons, j’ai choisi de réaliser tout de même l’analyse.* 

Si on compare l’ensemble des peptides identifiés dans chacune des expériences, on 

constate que le recouvrement est relativement faible (figure 44) et seulement 5 peptides 

ribosomaux sont communs aux quatre expériences. Ceci vient principalement du fait que, 

dans le cas des expériences M2, M3 et M4, le nombre de peptides identifiés est très faible. 

I.D.2. Les résultats obtenus 

Pour ces quatre expériences, les résultats obtenus ont permis d’avoir un premier 

aperçu de l’influence que l’inactivation de TOR peut avoir sur la composition protéique des 

particules ribosomales ainsi que sur l’état de phosphorylation de ces protéines. 

I.D.2.a. Des protéines non ribosomales co-purifiés 

Comme Giavalisco et al. (2005) l’ont déjà rapporté, la purification du ribosome 

(nommé « crude ribosome » dans cet article) par séparation sur coussin de saccharose 

entraine la co-purification d’un grand nombre de protéines non ribosomales dont certaines 

sont en quantité importante. Ces protéines sont impliquées dans un grand nombre de voies 

métaboliques différentes. Leur co-purification avec les ribosomes peut s’expliquer par 

plusieurs raisons telles que leur association aux ribosomes ou aux protéines en cours de 

traduction. Une autre raison pouvant entrainer leur co-purification pourrait être leur 

association à des complexes ou à des particules d’une densité telle qu’ils sont co-purifiés 

avec les ribosomes. 

J’ai également constaté, au cours de mes analyses, que la fraction ribosomale contient 

des protéines non ribosomales. Une analyse globale de ces protéines au moyen de 

VirtualPlant 1.3 (Katari et al., 2010) révèle qu’elles sont majoritairement impliquées dans le 

chloroplaste et dans divers stress abiotiques (figure 45). Parmi les groupes de protéines non 

ribosomales particulièrement abondantes dans ces quatre expériences, on retrouve 

notamment les protéines PYK10 (avec une activité d’hydrolyse des groupements glycosyl) et 

PBP (PYK10 Binding Protein), des lectines et des jacalines. La protéine PYK10 est retrouvée 

dans des corps dérivant du réticulum endoplasmique appelés ER bodies. Ces corps 
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1 at3g09260 (PYK10) NAQNYAIGSKPLTAALNVYS 1

WDTPQDLEDEYGGFLSER 1 1

YVNAKCQDGRSGYEAYLVTHNLLISHAEAVEAYR 1 1

YVNAKCQDGRSGYEAYLVTHNLLISHAEAVEAYR 1

at3g21370 (BGLU19) TPADLEDEYGGFLSER 1

TVFHWDTPADLEDEYGGFLSER 1 1

3 at3g16460 (Mannose-binding lectin superfamily protein) AQGNSTGGTSWDDGSDYDGVTK 1 1 1

EGAGSEAGTLWDDGAFDGVR 1

SSTTPVPSTPLK 1

SVGQAQDGIGAVSFVYDK 1

5 at3g16470 (JR1) VYVGQGDSGVVY 1 1

6 at1g54000 (GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein) GANDYLNFTKNNPTADASAQQAFVTSVTNK 1

at1g54010 (GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein) FFDGRHNTEKAQEMFGHLLFGADTNVIQPMNIR 1

9 at1g20620 (CAT3) PSSAYNAPFYTTNGGAPVSNNISSLTIGER 1 1

11 at1g48920 (nucleolin like 1) GDSSGGGGFGR 1

12 at3g16450 (Mannose-binding lectin superfamily protein) VYVGQGQDGISAV 1 1

17 At4g31700 (RPS6A) SRLSSAAAKPSVTA 1

At5g10360 (RPS6B) SRLSSAPAKPVAA 1

21 At5g20290 (RPS8A) TGNYSWGSEATTR 1

22
at3g25520 (RPL5A),
at5g39740 (RPL5B)

AYAHELPQYGLTVGLTNYAAAYCTGLLLAR 1 1 1

45 at2g40010 (RPP0A) HADKTGNQAFLSLLPLLQGNVGLIFTK 1

at2g40010 (RPP0A),
at3g09200 (RPP0B),
at3g11250 (RPP0C)

KGLRGDSVVLMGKNTMMKRS 1

54 at4g25500 (arginine/serine-rich splicing factor 35) GASPVAAYR 1

59 at4g36700 (RmlC-like cupins superfamily protein) MTRFAVLPLSVLLLVLL 1

71 at1g52000 (Mannose-binding lectin superfamily protein) AGGSKPSSGSAGTNPGASAGGNGETEK 1

AGGSKPSSGSAGTNPGASAGGNGETEK 1

NAGGSKPSSGSAGTNPGASAGGN 1

82 at2g27720 (RPP2A) GGGGGVAVASATSGGGGGGGAPAAESK 1

91
At1g01100 (RPP1A),
At5g47700 (RPP1C),
At4g00810 (RPP1B)

KKDEPAEESDGDLGFGLFD 2 2 1

94 at4g31880 SKMDNSSAKKGSGAGSSK 1

99 at3g49430 (SER/ARG-rich protein 34A) GYGGGGSGYGGGGGGGGSAR 1 1 1

Tableau 8 : Effet de l’inactivation de TOR sur l’état de phosphorylation des protéines : Répartition des

peptides (avec leurs sites de phosphorylation) dans les différents échantillons des expériences M1 à M4.

Chaque peptide a été ré-annoté au moyen de Patmatch et les AGI correspondants sont renseignés dans la

deuxième colonne. Pour l’expérience M1, les résultats de la séparation de 37 minutes sans enrichissement par

IMAC (37’), de la séparation de 90 minutes sans enrichissement par IMAC (90’) et de la séparation de 37

minutes après enrichissement par IMAC (IMAC) sont présentés dans des colonnes différentes. Les lignes

surlignées en jaune correspondent à des peptides de protéines ribosomales. Pour chaque expérience, nous

avons analysé deux lignées indépendantes permettant une extinction inductible à l’éthanol de l’expression de

TOR (TOR RNAi 5.2 et 6.3). La lignée témoin exprime le gène GUS sous contrôle du même promoteur alcA

inductible par l'éthanol (voir Matériel et Méthodes). Pour chaque expérience, le nombre de fois où le peptide a

été détecté est indiqué pour chacune des lignées TOR RNAi ainsi que pour le contrôle GUS traités à l'éthanol (+)

pendant 72 heures.

99 at3g49430 (SER/ARG-rich protein 34A) GYGGGGSGYGGGGGGGGSAR 1 1 1

RGGYGGGGSGYGGGGGGGGSARFGV 1

RGGYGGGGSGYGGGGGGGGSARFGVSR 1

100 at4g39680 (SAP domain-containing protein) VPEAQITNSATPTTTPR 1 1

103 at1g61730 (DNA-binding storekeeper protein-related transcriptional regulator) IKSPSATTAAAPPAK 1 1 2 1 1

113 at2g27710 (RPP2B) VASATSGGGGGGGASAAESK 1

150 at3g03920 (H/ACA ribonucleoprotein complex, subunit Gar1/Naf1 protein) LPQPKGQSTGGRGGAGRGRGDSR 1

152 at4g17620 (glycine-rich protein) LELLQAQSCPDAITNHVHLLQNPASPPPPPQ 1

NASSSSSSSSSSSSSSSAAG 1

158 at4g26600 (S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase) YMLQSASSFLPVMALAPREK 1

164 at1g29270 EYEDLKITK 1

168 at2g44730 (Alcohol dehydrogenase transcription factor Myb/SANT-like) IPDPSPLAPLPPPLSSS 1

178 at3g61860 (RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein) RRPSPDYGR 1

184 at5g52490 (Fibrillarin family protein) GLARGGEGSAVRGSGRGGESGRG 1

198 at2g37340 ( arginine/serine-rich zinc knuckle-containing protein 33) NSVVSPVVGAGGDSSK 1 1

200 at3g13120 (RPS10) VSLLPSSSTHGGLSSCVL 1

202 at3g28730 (SSRP1) MADGHSFNNISLSGRGGKN 1

254 at1g11940 (Core-2/I-branching beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase) MSPVIPEEK 1

255 at1g33940 RQGVISSNVPDENSSANEIPTSGEAR 1

258 at5g16860 (Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein) CGMMDEANTVFSNMSVK 1

259 at5g19040 (IPT5) DKVVFVMGATGTGK 1

261 at1g19400 (Erythronate-4-phosphate dehydrogenase family protein) MGMYSEGGSSQLRR 1

262 at5g13310 FNTSASQPSESK 1

263 at3g60240 (EIF4G) SQGEPGVGGPTNPTESFNR 1
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s’accumulent principalement dans l’épiderme des plantules en condition de stress et au 

niveau des blessures (Yamada et al., 2009). Ces ER bodies seraient impliqués dans le 

métabolisme des glycosides, supposés produire des molécules repoussant les insectes et les 

champignons (Yamada et al., 2011). Il a également été montré que, lorsque les cellules sont 

cassées, PYK10 forme un complexe de taille importante contenant également les protéines 

JAL (jacalin-related lectin) et des GLL (GDSL-lipase-like protein) (Nagano et al., 2008). 

I.D.2.b. Analyse du phosphoprotéome 

En rassemblant ces quatre premières expériences, on retrouve un grand nombre de 

phosphopeptides (provenant principalement de l’analyse de la 1
ère

 répétition) (tableau 8). 

Dans tous ces phosphopeptides, on constate qu’un grand nombre de phosphosites sont des 

sérines. Ainsi, sur tous ces phosphosites, on retrouve 53 sérines phosphorylées, 22 

thréonines phosphorylées et 15 tyrosines phosphorylées. Comme cela a déjà été montré 

(Luan, 2002), les tyrosines phosphorylées sont des évènements plus rares que ce que l’on 

observe pour les thréonines ou les sérines, même si elles pourraient être plus abondantes 

que ce qui était prédit et qu’elles seraient impliquées dans des fonctions importantes de la 

vie végétale (de la Fuente van Bentem and Hirt, 2009). 

Parmi les phosphopeptides retrouvés dans ces expériences, un grand nombre de sites 

n’avaient pas encore été décrits. Ceci est souvent le cas dans les expériences d’analyse de 

phosphoprotéome végétal et ce faible recouvrement avec les bases de données suggère 

qu’un grand nombre de sites de phosphorylation reste à découvrir. 

Un certain nombre de peptides ne sont retrouvés phosphorylés que lorsque TOR est 

actif ou, inversement, lorsque TOR est inactivé. Ceci suggère donc que certains de ces sites 

pourraient être des cibles plus ou moins directes de TOR (même si elles ne sont pas 

retrouvées dans toutes les expériences). Néanmoins, dans la plupart des cas, ces peptides 

phosphorylés ne sont retrouvés que dans un seul échantillon, ne permettant pas d’affirmer, 

avec une confiance suffisante, qu’il pourrait s’agir de cibles de TOR. 

Trois phosphopeptides présentent un profil intéressant et ont été identifiés dans au 

moins deux échantillons : il s’agit des peptides NSVVpSPVVGAGGDSSK (spécifique de 

At2g37340, une protéine de la famille des arginine/serine-rich zinc knuckle-containing-



RPS6A :

Figure 46 : La phosphorylation des RPS6A et B observée dans nos échantillons se produit sur l’unique sérine
conservée de l’extrémité C-terminale des protéines RPS6A parmi les eucaryotes : Alignement des séquences

protéiques des protéines ribosomales RPS6 de l’homme (H. sapiens), de la drosophile (D. melanogaster (A) et D.

melanogaster (B), de la levure (S. cerevisiae) et d’Arabidopsis (At4g31700 et At5g10360). Le site de

phosphorylation identifié et quantifié et noté par une flèche violette et les résidues déjà décrits comme

phosphorylés dans la littérature sont encerclés en orange.

La numérotation repose sur la séquence de la protéine RPS6A d’Arabidopsis, incluant les délétions.

A

RPS6A :

SRLpSSAAAKPSVTA

SRLSSAAAKPSVTA

RPS6B :

SRLpSSAPAKPVAA

GVSDLPGLTDTEKPR

Figure 47 : L’inactivation de TOR chez Arabidopsis entraine une diminution du niveau de phosphorylation des
protéines ribosomales RPS6A et RPS6B : (A) La quantification des peptides C-terminaux phosphorylés

normalisés par la quantité de peptides spécifiques de ces protéines RPS6A et RPS6B a été ramenée en

pourcentage du niveau de phosphorylation dans le contrôle GUS correspondant. Nous pouvons voir que la

plupart des échantillons de lignées TOR RNAi présentent une baisse du niveau de phosphorylation des

protéines RPS6A et RPS6B. (B) Alignement des séquences protéiques des RPS6A et RPS6B mettant en évidence

les peptides utilisés pour la quantification : en bleu, les peptides spécifiques de chacune des formes et, en

jaune, les peptides phosphorylés (P noir) utilisés pour quantifier le taux de phosphorylation

P

B

10%

100%

5.2 6.3 5.2 6.3 5.2 6.3 5.2 6.3
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protein) et WDpTPQDLEDEYGGFLSER (spécifique de At3g09260, PYK10) qui ne sont présents 

que lorsque TOR est inactivé et VYVGQGDpSGVVpY (spécifique de At3g16470, une lectine lié 

aux jacalines) qui n’est présent que lorsque TOR est activé. Ces deux derniers peptides 

appartiennent à des protéines en lien avec les ER bodies (PYK10 et JR1 respectivement) et 

suggèrent que TOR pourrait jouer un rôle dans l’organisation et la composition de ces ER 

bodies. 

On constate également que les protéines RPS6A et RPS6B n’ont été retrouvée que 

dans des échantillons dans lesquels TOR est actif. Je me suis intéressé plus particulièrement 

à l’étude de ce cas. 

I.D.2.c. Un cas particulier, celui de la RPS6 

Au cours de ces analyses menées sans a priori, très peu de phosphopeptides ont été 

identifiés (tableau 8). Parmi ces quelques peptides, on note la présence d’un peptide 

spécifique de la protéine RPS6A (At4g31700) et d’un peptide spécifique de la protéine RPS6B 

(At5g10360). Il apparait que ces deux peptides présentent la caractéristique de n’être 

phosphorylés que dans les échantillons des plantes contrôles GUS, suggérant que 

l’inactivation de TOR pourrait entrainer la déphosphorylation de ce résidu. 

La sérine phosphorylée dans ce peptide correspondant à l’extrémité C-terminale de 

ces deux protéines correspond à une sérine conservée identifiée comme phosphorylable 

chez d’autres eucaryotes (Krieg et al., 1988; Radimerski et al., 2000; Ruvinsky and Meyuhas, 

2006) (figure 46). Cette déphosphorylation confirme donc que les lignées que nous avons 

utilisées ainsi que le protocole d’induction permettent effectivement l’inactivation de TOR 

puisque, chez les mammifères, la protéine ribosomale RPS6 est phosphorylée par la protéine 

S6 kinase, elle même activée directement par phosphorylation par TOR. Dans le même 

temps, cette différence de phosphorylation permet de suggérer que, chez Arabidopsis 

également, la phosphorylation de la protéine ribosomale RPS6 dépend de l’activité de TOR. 

Afin de confirmer plus finement la baisse du niveau de phosphorylation des deux 

protéines RPS6A et RPS6B, j’ai réalisé la quantification des peptides C-terminaux 

phosphorylés, notés respectivement S6A-OP et S6B-OP ainsi que d’un peptide permettant de 

normaliser la quantification en tenant compte de l’effet de l’injection et de la concentration 



Séquence peptidique Exp. Protéines

ELLAQGVSQSR M1, M3 At3g56150 (eIF3C)

SLEGLQTNVQR M1, M4 At3g49010 (RPL13B) C

TLLFGEKPVTVFGIR M1, M4 At1g13440 (GAPC1), At3g04120 (GAPC2) : Glycéraldéhyde-3-P déshydrogénase

VSCLSIVDPGDSDIIK M1, M4 At3g18740 (RPL30C) C, At1g77940 (RPL30B) C, At1g36240 (RPL30A) C

VTGGEVGAASSLAPK M2, M4 At2g37190 (RPL12A) C, At5g60670 (RPL12C) C, At3g53430 (RPL12B) C

VTVVPSAAALVIK M3, M4 At2g37190 (RPL12A) C, At5g60670 (RPL12C), C At3g53430 (RPL12B) C

FAMLGAAGAIAPEILGK M1, M3 At1g61520 (LHCA3)

GILAADESTGTIGK M1, M3 At2g36460 (Aldolase), At3g52930 (Aldolase), At4g26530 (Aldolase),  At5g03690 (Aldolase)

LASIGLENTEANR M1, M3 At2g21330 (FBA1, fructose-bisphosphate aldolase 1)

TIDNFFNETEQLAFNPGLVVPGIYYSDDK M1, M3 At1g20620 (CAT3)

YAAISQDSGLVPIVEPEILLDGEHDIDR M1, M3 At4g38970 (FBA2, fructose-bisphosphate aldolase 2)

EITFNFPTIDK M2, M3 Atcg00490 (RBCL, RubisCO)

ALSMYLGLNVNEIFRPYEK M1, M4 At3g20370 (TRAF-like family protein)

A B

C

ALSMYLGLNVNEIFRPYEK M1, M4 At3g20370 (TRAF-like family protein)

DKYANPEIMIMENGYGEELGASDSV M1, M4 At3g09260 (PYK10)

AVGTADHNR M1, M4 At3g09260 (PYK10)

FETLSYLPDLTDVELAK M1, M4 At5g38430 (RubisCO (small chain))

FTLPPNLTLK M1, M4 At3g14415 (Aldolase-type), At3g14420 (Aldolase-type)

HNDVNFGTQDHNR M1, M4 At1g52400 (beta glucosidase 18)

IDMTTTVLGFK M1, M4 At3g14420 (Aldolase-type)

KVYVGQGQDGVAAVK M1, M4 At3g16460 (Mannose-binding lectin superfamily protein)

KYFTIQDTDVWK M1, M4 At3g20370 (TRAF-like family protein)

TWLTSLGYR M1, M4 At5g44020 (HAD superfamily, subfamily IIIB acid phosphatase)

VSIPFGIGAGTAFEFKK M2, M4 At3g16460 (Mannose-binding lectin superfamily protein)

ALDFILGWHLDTTTFGDYPQIMK M3, M4 At3g09260 (PYK10)

SIWISYWSQADK M3, M4 At1g20630 (CAT1), at4g35090 (CAT2)

SYLFFDGR M3, M4 At1g54010 (GDSL-like Lipase)

TGALLLDGNTLNYFGK M1, M3, M4 At4g10340 (LHCB5)

VLPADPFVINHPDEHLVSVEGWYSPEGIIQGIK M2, M3, M4 At3g16420 (JAL30, PYK10-binding protein 1)

Figure 48 : Les premières expériences suggèrent l’existence de cibles potentielles de l’inactivation de la
kinase TOR : Les diagrammes de Venn représentent les peptides uniquement présents dans les échantillons des

TOR RNAi (A) ou des contrôles GUS (B). La liste (C) présente les protéines dont l’abondance pourrait être

régulée par TOR : les protéines surlignées en violet ne sont présentes que dans les échantillons des lignées

contrôles GUS et sont donc potentiellement réprimées lors de l’inactivation de TOR et les protéines surlignées

en orange ne sont présentes que dans les échantillons des lignées TOR RNAi et sont donc potentiellement

induites lors de l’inactivation de TOR. La colonne « exp. » indique les numéros des expériences dans lesquelles

ce peptide a été identifié. C Ribosome cytosolique
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protéique dans les échantillons. J’ai donc quantifié le peptide C-terminal non phosphorylé de 

la RPS6A (noté S6A-OH) (pour des raisons techniques, le peptide spécifique de la RPS6A non 

phosphorylable n’a pas pu être quantifié) et un peptide spécifique de la RPS6B non 

phosphorylable (noté S6B-spé). Les quantifications ont été effectuées par une approche de 

SRM (Selected Reaction Monitoring) qui permet la quantification spécifique d’un peptide en 

se basant sur son temps de rétention au cours de la chromatographie liquide, de son rapport 

m/z au cours du premier évènement de spectrométrie de masse et du rapport m/z de deux 

ions fils au cours du deuxième évènement de spectrométrie de masse. Cette approche SRM 

met en évidence que le niveau de phosphorylation des protéines RPS6A et RPS6B est 

globalement réprimé lorsque TOR est inactivé (figure 47). 

I.D.2.d. Recherche de cibles putatives de TOR dans le 

protéome 

Avant le travail de vérification des annotations des peptides, j’ai cherché à mettre en 

évidence des cibles de l’inactivation de TOR dans la fraction ribosomale. Pour ce faire, j’ai 

considéré chaque lignée RNAi et chaque expérience comme une répétition biologique 

indépendante, parvenant ainsi à un groupe de huit répétitions indépendantes. Dans chacune 

de ces huit répétitions, j’ai recherché les protéines induites (présente dans l’échantillon de 

TOR RNAi et non dans le contrôle GUS) ou réprimés (présente dans le contrôle GUS et non 

dans les plantes du TOR RNAi) par l’inactivation de TOR. De manière intéressante, certaines 

de ces protéines ont été retrouvées dans plusieurs de ces huit répétitions (jusqu’à cinq fois). 

La liste de ces cibles potentielles est fournies en Annexe 1. Le contenu de ces listes, mis en 

perspective avec d’autres résultats, sera discuté plus loin dans ce chapitre. 

Comme nous l’avons vu précédemment (figure 44), le contenu peptidique des 

échantillons présente un recouvrement faible, ce qui ne permet pas de mettre en évidence 

des cibles de l’inactivation de TOR qui seraient communes aux quatre répétitions (figure 48 

A et B). Cependant, on constate que, si on s’attarde sur les peptides induits ou réprimés 

dans au moins deux expériences indépendantes, l’inactivation de TOR entraine 

vraisemblablement des modifications au niveau de l’abondance de certaines protéines 

ribosomales ou en lien avec la traduction (qui sont induites) et réprime plusieurs peptides de 

la protéine PYK10 et une β-glucosidase ainsi que des jacalines, des lectines et une GDSL-like 

lipase. Il est également à noter que, parmi les protéines qui semblent être réprimées, on 



MATVTASSNFVSRTSLFNNHGASSCSDVAQITLKGQSLTHCGLRSFNMVDNLQRRSQAKPVSAKSSKRSSKVKTAGKIVCEKGMSVI

FIGAEVGPWSKTGGLGDVLGGLPPALAARGHRVMTICPRYDQYKDAWDTCVVVQIKVGDKVENVRFFHCYKRGVDRVFVDHPIFL

AKVVGKTGSKIYGPITGVDYNDNQLRFSLLCQAALEAPQVLNLNSSKYFSGPYGEDVVFVANDWHTALLPCYLKSMYQSRGVYMNA

KVVFCIHNIAYQGRFAFDDYSLLNLPISFKSSFDFMDGYEKPVKGRKINWMKAAILEAHRVLTVSPYYAQELISGVDRGVELHKYLRMK

TVSGIINGMDVQEWNPSTDKYIDIKYDITTVTDAKPLIKEALQAAVGLPVDRDVPVIGFIGRLEEQKGSDILVEAISKFMGLNVQMVIL

GTGKKKMEAQILELEEKFPGKAVGVAKFNVPLAHMITAGADFIIVPSRFEPCGLIQLHAMRYGTVPIVASTGGLVDTVKDGYTGFHIG

RFNVKCEVVDPDDVIATAKAVTRAVAVYGTSAMQEMVKNCMDQDFSWKGPARLWEKVLLSLNVAGSEAGTEGEEIAPLAKENVA

TP 

Figure 49 : L’inactivation de TOR semble réprimer l’accumulation de l’amidon synthase : Séquence peptidique

de l’amidon synthase (At1g32900) présentant les différents peptides tels qu’ils ont été retrouvés dans les

expériences M1 à M4. Les peptides soulignés d’un rectangle bleu ont été trouvés uniquement dans l’échantillon

du contrôle GUS de l’expérience M1 et le peptide souligné d’un rectangle rouge a été retrouvé uniquement

dans le contrôle GUS de l’expérience M4. Les flèches bleues symbolisent les sites de clivage trypsinolytique.

M1 GUS

M1 5.2

M1 6.3

M4 GUS

M4 5.2

M4 6.3

M1 GUS

M1 5.2

M1 6.3

M4 GUS

M4 5.2

M4 6.3

dans le contrôle GUS de l’expérience M4. Les flèches bleues symbolisent les sites de clivage trypsinolytique.

Figure 50 : L’inactivation de TOR semble réprimer l’accumulation de la RPS5B mais pas de la RPS5A: Séquence

peptidique des protéines ribosomales RPS5A (At3g11940) et RPS5B (At2g37270) présentant les différents

peptides tels qu’ils ont été retrouvés dans les expériences M1 à M4. Les rectangles représentent les différents

peptides, leur couleur représente leur spécificité (bleu: non spécifique, rouge: spécifique de RPS5A, vert:

spécifique de RPS5B) et leur position indique l’échantillon dans lequel ils ont été identifiés. Les flèches bleues

symbolisent les sites de clivage trypsinolytique.
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Figure 51 : Régulation de l’expression des gènes impliqués dans quelques voies du métabolisme carboné au
niveau transcriptomique et traductomique : Les plantes des lignées TOR RNAi inductibles à l’éthanol 5.2 et 6.3

sont cultivées pendant 7 jours en absence d’éthanol puis transférées sur un milieu contenant de l’éthanol

pendant 7h ou 24h. Les ARN messagers totaux ainsi que les ARN messagers contenus dans la fraction

polysomales des TOR RNAi sont quantifiés par analyse sur puces CATMA et comparés à ceux des contrôles GUS

traités dans les mêmes conditions. L’annotation des voies a été réalisée au moyen d’Aracyc (PMN). Les deux

flèches vertes désignent la starch synthase At1g32900, les bleues et rouges désignent les fructose-bisphosphate

aldolase plastidiales (At2g21330 et At4g38970 respectivement) et les noires désignent les fructose-

bisphosphate aldolase cytosolique. Les données brutes ont été obtenus par Manon Moreau durant sa thèse.

Dégradation du saccharose III
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trouve des aldolases (notamment des fructose-bisphosphate aldolases) et plusieurs 

protéines impliquées dans la photosynthèse telles que des protéines liées aux 

photosystèmes (LHCA) et plusieurs sous-unités de la RubisCO. 

Enfin, d’autres protéines présentent également des profils intéressants, suggérant une 

régulation potentielle par la voie de TOR. On peut notamment citer le cas d’une enzyme 

impliquée dans la synthèse d’amidon (At1g32900) dont plusieurs peptides spécifiques ont 

été retrouvés dans plusieurs expériences différentes mais jamais dans les échantillons des 

lignées TOR RNAi (figure 49). Ceci suggère que cette enzyme pourrait être réprimée lors de 

l’inactivation de TOR ou qu’elle pourrait être moins abondante dans la fraction des protéines 

ribosomales ou liées à des particules de forte densité comme les grains d’amidon en 

formation qui seraient éliminés par la première centrifugation.. 

Une autre famille de protéines qui présente un profil intéressant est la famille des 

RPS5 (constitutive de la petite sous-unité 40S du ribosome cytoplasmique) dont le peptide 

spécifique de la RPS5B n’est retrouvé que dans les contrôles GUS, suggérant que TOR 

pourrait réguler l’abondance de la RPS5B et non la RPS5A (figure 50). De manière 

intéressante, il a été publié que ces deux protéines ne présentent pas le même profil 

d’expression : la RPS5A est principalement exprimée dans les cellules en divisions actives 

tandis que la RPS5B est exprimée dans les cellules en cours de différentiation (Weijers et al., 

2001). 

I.D.2.e. TOR pourrait contrôler le métabolisme carboné 

Plusieurs enzymes impliquées dans le métabolisme carboné (des fructose-

bisphosphate aldolases et une amidon synthase notamment) semblent être réprimées au 

niveau protéomique en réponse à l’inactivation de TOR. Ceci suggère donc que l’inactivation 

de TOR pourrait entrainer une réorientation du métabolisme carboné. Afin de vérifier si 

cette différence de profil d’expression est propre à ces enzymes et uniquement à un niveau 

protéomique ou si, au contraire, l’ensemble du métabolisme carboné est impliqué dans 

cette réorientation, j’ai vérifié dans les résultats de transcriptomique et traductomique que 

Manon Moreau avait obtenus le profil d’expression de ces gènes et, plus généralement, des 

gènes impliqués dans plusieurs voies du métabolisme carbonés dont la glycolyse, la synthèse 

et la dégradation de l’amidon (figure 51). En effet, le transcriptome qui quantifie 



GUS 5.2 6.3

Figure 52 : L’inactivation de TOR entraine l’accumulation d’amidon dans les plantules : Des graines des lignées

TOR RNAi inductible 5.2 et 6.3 ainsi que de la lignée contrôle GUS ont été germés sur un milieu contenant de

l’éthanol puis cultivés pendant 10 jours. La révélation de l’amidon a été menée par coloration au lugol.
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l’abondance des ARN messagers totaux pour un gène donné nous renseigne sur le niveau de 

transcription de ce gène tandis que le traductome qui quantifie l’abondance des ARN 

messagers présents dans les ribosomes nous renseigne sur le niveau de traduction de ce 

gène. Ainsi, la comparaison du transcriptome, du traductome et du protéome permet d’avoir 

une vue d’ensemble de l’expression d’un gène. 

On y voit notamment que la diminution de la quantité de la protéine de l’amidon 

synthase peut s’expliquer par une diminution de sa transcription dans les 7h qui suivent 

l’inactivation de TOR et au niveau traductionnel dans les 24h qui suivent l’inactivation de 

TOR. En outre, on constate également que plusieurs fructose-bisphosphate aldolase sont 

également réprimées au moins au niveau traductionnel dans les 24h qui suivent 

l’inactivation de TOR. 

On constate également que les gènes impliqués dans la glycolyse semblent 

globalement induits par l’inactivation de TOR, à l’exception des gènes en commun avec le 

cycle de Calvin qui sont globalement réprimés (comme les autres gènes du cycle de Calvin, 

ce qui est à mettre en relation avec la diminution observée au niveau protéomique de 

l’abondance en plusieurs sous-unités de la RubisCO et des protéines liées aux 

photosystèmes). De manière intéressante, on peut également noter que les voies de 

biosynthèse et de dégradation de l’amidon semblent globalement réprimées lorsque TOR est 

inactivé. 

Cette dérégulation des voies de biosynthèse et de dégradation de l’amidon ainsi que 

celle de l’amidon synthase au cours de l’inactivation de TOR suggère que TOR pourrait être 

impliqué dans la synthèse d’amidon. Afin de vérifier ces hypothèses, j’ai suivi l’accumulation 

d’amidon par coloration au lugol dans les plantules de TOR RNAi lorsque TOR est inactivé. 

Une telle expérience a montré que l’inactivation de TOR au cours de la germination entraine 

une accumulation d’amidon dans l’ensemble des parties aériennes (figure 52). En outre, 

Manon Moreau a montré dans sa thèse (2009) que l’inactivation de TOR sur des plantules 

déjà germées entraine également une accumulation d’amidon. 
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I.D.3. Des données avec un faible recouvrement 

Nous l’avons déjà vu, il existe une très grande hétérogénéité au niveau du nombre de 

spectres, de peptides et de groupes (ribosomaux ou non) dans les quatre expériences 

considérées ici (figure 44). Une des conséquences de cette hétérogénéité est  que très peu 

de peptides sont communs aux quatre répétitions : seul 91 peptides sont communs aux 

quatre répétitions, ce qui représente 33,6 % des peptides de la M2 et seulement 4,2 % des 

peptides de la M1. Ce faible recouvrement empêche une identification convenable des  

cibles potentielles de l’inactivation de TOR. 

Afin de permettre une meilleure analyse des échantillons, j’ai préféré, avant de 

poursuivre les expériences, faire à nouveau quelques étapes de mises au point afin (i) de 

vérifier et d’améliorer le rendement de la purification, (ii) d’obtenir des échantillons plus 

concentrés en protéines et plus homogènes et (iii) de vérifier les concentrations et les profils 

des protéines ainsi obtenues. 

I.E. Suite des mises au point 

Etant donnée le recouvrement incomplet des premières expériences, j’ai réalisé 

quelques mises au point avant de préparer de nouveaux échantillons. En outre, étant 

donnée la faible concentration de nos échantillons, il s’est avéré qu’il serait désormais plus 

judicieux d’utiliser la Q-Exactive plutôt que le LTQ-XL, équipé d’une trappe linéaire. Ce 

changement de machine devrait nous permettre de gagner en résolution et en précision 

grâce à la présence d’une orbitrappe qui déduit le rapport m/z des ions par calcul de 

transformée de Fourrier à partir de la fréquence axiale des ions autour de la trappe. Nous 

avons également choisi de réaliser l’analyse des différentes répétitions de façon simultanée 

afin de limiter au maximum les perturbations qui pourraient survenir à cause des paramètres 

non contrôlables durant l’analyse LC-MS/MS (telles que la température ambiante, la 

présence de solvants dans l’air, …). 

Dans un premier temps, on a réalisé une purification sur des plantules de l’accession 

Columbia-8 cultivée en boite de Pétri selon le même protocole que les expériences M3 et 

M4. J’ai mené la culture pendant 10 jours avant de réaliser la purification des ribosomes 

selon le protocole déjà utilisé auparavant. Toutefois, afin de limiter la perte de protéines qui 
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Figure 53 : Détermination du rendement de purification des protéines ribosomales dans la fraction
ribosomale : Western blot utilisant un anticorps dirigé contre la protéine ribosomale RPL13 après migration de

40 µl de l’extrait brut et de 5 µl de la fraction ribosomale sur deux expériences successives. Les quantités de

matière fraiche sont calculées en utilisant la quantité de matière fraiche utilisée pour la purification et le

volume total de chacune des deux fractions.

Volume dépôt (µl) 40 5 40 5

Matière fraiche (mg) 10.56 93.5 3.52 31.17

Intensité de la RPL13 (UA) 18138 7818 12828 5962

Concentration RPL13 (UA/µl) 453 1594 320.7 1192.4

Rendement 4.87 % 5.25 %

Enrichissement 352% 372%
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semblent déjà trop peu abondantes, je choisi de ne pas précipiter les protéines à l’acétone 

et acide trichloracétique mais de reprendre directement le culot de protéines, en sortie 

d’ultracentrifugation, dans un tampon de dénaturation contenant du SDS et du β-

mercaptoéthanol (type Laemmli). La teneur en protéines dans les différentes fractions (y 

compris la fraction ribosomale) est ensuite déterminée au moyen du kit RC DC Protein Assay 

(Biorad) selon les instructions du kit. Ce kit permet la quantification des protéines peu 

abondantes dans un tampon présentant des quantités assez élevées de détergents et 

d’agents réducteurs. Cette quantification révèle une concentration voisine de 1 µg/µl pour 

un volume total de 300 µl, soit une quantité de protéines inférieure à la quantité optimale 

pour une analyse en identification mais encore tolérable pour une analyse convenable. Afin 

de vérifier le rendement de la purification, j’ai réalisé un western blot sur l’extrait brut et la 

fraction ribosomale en utilisant un anticorps dirigé contre la protéine ribosomale RPL13 de 

colza et généreusement donnée par Julio Saez-Vasquez (Sáez-Vásquez et al., 2000). Cette 

analyse a mis en évidence que seuls 5 % de la RPL13 est purifié (figure 53), suggérant ainsi 

une perte importante de ribosomes au cours des différentes étapes de la purification. 

Néanmoins, ces étapes de purifications ont permis d’enrichir environ trois fois la 

concentration en ribosomes. 

Pour la suite des expériences, il faudra sans doute réaliser un suivi plus fin de chacune 

des étapes de la purification afin d’identifier l’étape la plus critique entrainant la perte 

massive des ribosomes et tenter d’y remédier. Un autre point limitant la quantité de 

protéines ribosomales obtenues pourrait être la quantité de matière fraiche initiale qui 

serait trop faible. Cependant, étant donné que je parviens tout de même à obtenir une 

quantité de protéines suffisantes pour l’analyse LC-MS/MS et le manque de temps, j’ai choisi 

de ne pas procéder à cette dernière mise au point. 

I.F. Les expériences M6 à M9 

En accord avec les dernières étapes de mise au point, j’ai décidé de ne plus procéder à 

la précipitation des protéines ribosomales à l’acide trichloracétique – acétone. En outre, 

pour chaque expérience, afin de contrôler la qualité de la purification et la concentration des 

protéines ainsi obtenues, j’ai réalisé une quantification des protéines au moyen du kit RC DC 

Protein Assay (Biorad), une migration sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes 



Figure 54 : Phénotypes des lignées TOR RNAi inductibles à l’éthanol utilisées pour les purifications de
ribosomes dans les expériences M6 à M9 : Le contrôle GUS ainsi que les deux lignées de TOR RNAi (5.2 et 6.3)

ont été cultivées in vitro sur du MS 1/5 additionné de saccharose à 0.3% pendant 7 jours en chambre de culture

puis l’induction a été réalisée pendant 3jours par ajout de bouchons contenant de l’éthanol à 5%. Les conditions

de culture était en jours longs, 25°C constant, 80-90 µE (A-B) et en jours longs, 24°C jour / 22°C nuit, 50%

d’humidité (C-D).



M1 M6 M7 M8 M9

Milieu de culture Liquide
MS1/5 + sac 0.3%

Agar 0.7%

MS1/5 + sac 0.3%

Agar 0.7%

MS1/5 + sac 0.3%

Agar 0.7%

MS1/5 + sac 0.3%

Agar 0.7%

Conditions de 

culture
10h/14h

Jour : 16h/8h

25°C cst

80-90 µE

Jour : 16h/8h

25°C cst

80-90 µE

Jour : 16h/8h

24°C J / 22°C N

HR = 50%

Jour : 16h/8h

24°C J / 22°C N

HR = 50%

Précipitation à 

l’acétone / TCA
oui non non non non

Nombre de spectres 

totaux
1656 4580 2515 3464 3131

Nombre de peptides 

uniques
818 1631 1096 1439 1181

Nb de groupes 

protéiques
205 261 217 240 215

Nombre de 

phosphopeptides

différents

7 5 4 3 4

Nb de spectres 

ribosomaux
477 1392 834 1367 1476

Nb de peptides 

ribosomaux
220 489 319 495 510

Nb de groupes 

ribosomaux
56 69 66 69 70

Tableau 9 : Résumé des conditions de culture des expériences M6, M7, M8 et M9 : sac = saccharose,

MS = Murashige & Skoog, cst = constant, J = jour, N = nuit, HR = humidité relative, TCA = acide trichloracétique.

Figure 55 : Profil des protéines ribosomales de plantules de lignées TOR RNAi obtenues au cours de quatre
répétitions indépendantes (M6 à M9) : Les ribosomes sont purifiés à partir de plantules de lignées TOR RNAi

(5.2 ou 6.3) ou de contrôle (GUS) de 7 jours puis induites pendant 3 jours par ajout de trois bouchons d’éthanol

à 5%. Après purification, les particules ribosomales ont été dénaturées dans du Laemmli à 100°C pendant 10

minutes puis déposées sur un gel de SDS-PAGE (5% gel de concentration – 15% gel de séparation). La révélation

est réalisée par coloration au nitrate d’argent (en haut) et par western blot utilisant des anticorps dirigés contre

la RPS6 et la RPL13 ainsi que la RPS14 (pour les expériences M8 et M9) (en bas).

GUS 5.2 6.3 GUS 5.2 6.3

M6 M7

130 kDa
70 kDa
55 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

GUS 5.2 6.3 GUS 5.2 6.3

M8 M9

130 kDa
70 kDa
55 kDa

35 kDa

25 kDa

35 kDa

25 kDa

25 kDa

15 kDa

RPS6

RPL13

RPS14

25 kDa

35 kDa

25 kDa
RPS6

RPL13

MS = Murashige & Skoog, cst = constant, J = jour, N = nuit, HR = humidité relative, TCA = acide trichloracétique.

Les nombres de spectres, peptides, groupes protéiques et phosphopeptides ont été obtenus au cours d’une

analyse sur la Q-Exactive, le même jour et dans les mêmes conditions et les résultats ont été traités dans la

même analyse X!tandem. L’expérience M1 a également été ré-injectée dans les mêmes conditions.
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suivie d’une coloration au nitrate d’argent (plus sensible que le bleu de Coomassie) et des 

western blot utilisant des anticorps dirigés contre la RPS6 de mammifères (Cell Signaling 

Technology #2317S), la RPL13 de colza (Sáez-Vásquez et al., 2000) et la RPS14 d’Arabidopsis 

(Agrisera AS09 477). Une telle approche me permet non seulement de vérifier que la 

purification a été réalisée convenablement, mais aussi de quantifier les protéines 

ribosomales afin de normaliser les échantillons par ajout de Laemmli dans les plus 

concentrés avant l’injection en LC-MS/MS, évitant ainsi des biais trop importants. 

I.F.1. Caractéristiques de ces  expériences 

Contrairement aux expériences précédentes, j’ai choisi de travailler dans des 

conditions les plus homogènes possibles afin d’obtenir plusieurs répétitions d’une même 

expérience. Toutefois, j’ai relevé des problèmes d’induction précoce pour les expériences 

M6 et M7, probablement dues à la présence de solvant dans la chambre de culture, suite au 

déménagement de nos laboratoires dans des locaux neufs (figure 54). J’ai donc réalisé les 

expériences M8 et M9 dans une autre chambre de culture afin de limiter le plus possible les 

risques d’induction prématurée (tableau 9). Etant donnée cette différence dans les 

conditions d’induction, les expériences M8 et M9 seront considérées comme ayant été 

induites pendant 72h tandis que les expériences M6 et M7 seront considérées comme ayant 

été induites pendant un temps plus long appelé « 10 jours ». 

Après migration des protéines sur un gel de polyacrylamide en conditions 

dénaturantes et plusieurs Western blot ciblant des protéines ribosomales (figure 55), j’ai pu 

ajuster les volumes afin que les échantillons d’une même expérience aient 

approximativement la même concentration en protéines ribosomales, pré-requis nécessaire 

pour une analyse quantitative fidèle. 

I.F.2. Des ribosomes purifiés 

Parmi les protéines identifiées au cours de ces expériences, on note, comme 

précédemment, la présence d’un nombre relativement important de protéines non 

ribosomales. Ainsi, sur les 318 groupes protéiques identifiés, près des 2/3 des groupes ne 

comportaient pas de protéines ribosomales (figure 56). Les groupes sont classés par ordre 

d’abondance décroissante. Ainsi, le groupe de protéines sortant en premier est celui pour 
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Figure 56 : Répartition des groupes de protéines identifiées dans les expériences M6 à M9 en fonction de leur
composition en protéines ribosomales : non RP: protéines non ribosomales ; cyto LSU: protéines de la grande

sous-unité du ribosome cytoplasmique ; cyto SSU: protéines de la petite sous-unité cytoplasmique ; plastid:

protéines du ribosome chloroplastique ; mito: protéines du ribosome mitochondrial.

250

#N/A cytosol plastid mitochondrionNon RP

Figure 57 : La répartition des groupes de protéines en fonction de leur composition en protéines ribosomales
montre que les analyses permettent d’obtenir un bon recouvrement du ribosome cytoplasmique et
chloroplastique : Fréquence cumulée des protéines non ribosomales (Non RP), du ribosome cytoplasmique

(cytosol), du ribosome chloroplastique (plastid) et du ribosome mitochondrial (mitochondrion) en fonction du

numéro des groupes (et donc de leur abondance décroissante).
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Tableau 10 : La grande majorité des groupes contenant des protéines ribosomales est retrouvée dans toutes
les expériences : Liste des groupes de protéines ribosomales absents de certaines expériences réparties en

fonction de leur appartenance à la grande ou à la petite sous-unité du ribosome cytoplasmique. Les croix

indiquent les expériences dans lesquelles le groupe est absent.

Sous-unité No. groupe Famille protéique M1 M6 M7 M8 M9

Grande

163 RPL21A-F X

202 RPL31A-C X

204 RPL27aA-aC X

205 RPL36A-C X

Petite

159 RPS15AA-AF X

220 RPS21A-C X X

254 RPS27A-E X X

Figure 58 : Recouvrement peptidique entre les répétitions M6, M7, M8 et M9 : Ce diagramme de Venn

représente le nombre total de peptides identifiés dans au moins un échantillon de chaque répétition (en gras)

suivi du nombre de peptides du ribosome cytoplasmique (en italique). Entre parenthèses se trouve le nombre

de peptides identifiés dans une répétition donnée.
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lequel le plus de spectres ont été obtenues et l’ordre dans lequel les groupes sont classés 

nous donne une indication sur l’abondance du groupe au sein de l’échantillon (même s’il 

dépend également du nombre de membres qui composent le groupe et de la longueur des 

séquences protéiques). Si on regarde attentivement l’ordre d’apparition des différents 

ensembles de protéines, on constate que, sur les 320 groupes, les protéines du ribosome 

cytoplasmique apparaissent dès le 7
ème

 groupe et les protéines du ribosome chloroplastique 

dès le 42
ème

 groupe. Toutefois, il faut attendre le 74
ème

 groupe pour voir le premier des trois 

groupes de protéines du ribosome mitochondrial. Il est également à noter que du 16
ème

 au 

130
ème

 groupe (environ), les groupes qui sont présents contiennent majoritairement des 

protéines du ribosome cytoplasmique et que, à partir de ce point, on constate une 

stagnation du nombre de groupes de protéines du ribosome chloroplastique et une rapide 

progression du nombre de groupes de protéine non ribosomale (figure 57). 

Enfin, pour le ribosome cytoplasmique, on sait que la grande sous-unité contient 

environ 50 protéines pour la grande sous-unité et 30 pour la petite (Chang et al. (2005) 

avancent les chiffres de 44 et 30 respectivement et Barakat et al. (2001) de 48 et 32 

respectivement). Concernant ce ribosome, on parvient, dans cette dernière analyse, à 

obtenir 35 groupes contenant des protéines de la grande sous-unité et 36 groupes 

contenant des protéines de la petite sous-unité. 

Toutes ces données suggèrent un assez bon recouvrement du ribosome cytoplasmique 

dans ces dernières expériences. Il semble également que la composition du ribosome 

plastidial soit représentée convenablement dans nos échantillons et, là aussi, il semble que 

les derniers groupes soient peu abondants en protéines ribosomales, indiquant que la 

grande majorité des protéines abondantes ont déjà été identifiées. En revanche, en ce qui 

concerne le ribosome mitochondrial, le faible nombre de groupes le composant et leur 

répartition montrent qu’il n’était pas présent en quantité suffisante dans les échantillons. 

Dans ces expériences, il est également important de noter que presque tous les 

groupes de protéines du ribosome cytoplasmique ont été identifiés dans toutes les 

expériences. Ainsi, parmi les 71 groupes de protéines du ribosome cytplasmique, seuls sept 

d’entre eux n’ont pas été identifiés dans chacune des cinq expériences (tableau 10). On 

constate également que près de la moitié des peptides du ribosome cytoplasmique identifiés 
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Figure 59 : Vérification de l’inactivation de TOR dans les différents échantillons des expériences M6 à M9 par
suivi de l’état de phosphorylation des protéines ribosomales RPS6A et RPS6B : (A) La quantification des

peptides C-terminaux phosphorylés normalisés par la quantité de peptides spécifiques de ces protéines RPS6A

et RPS6B a été ramenée en pourcentage du niveau de phosphorylation dans le contrôle GUS correspondant.

Nous pouvons voir que la plupart des échantillons de lignées TOR RNAi présentent une baisse du niveau de

phosphorylation des protéines RPS6A et RPS6B. (B) Moyenne ± Ecart-type de ces expériences
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Figure 60 : Suivi de l’effet de l’inactivation de TOR dans les différents échantillons des expériences M6 à M9
sur l’abondance des protéines RPS6A et RPS6B : (A) Alignement des séquences protéiques des RPS6A et RPS6B

mettant en évidence les peptides utilisés pour la quantification : en vert, le peptide commun utilisé pour

normaliser les quantifications au sein de la famille, en bleu, les peptides spécifiques de chacune des formes

utilisés pour quantifier chacune des protéines et pour normaliser au sein des protéines et, en jaune, les

peptides phosphorylés (P noir) utilisés pour quantifier le taux de phosphorylation. (B) La quantification des

peptides spécifiques de ces protéines a été normalisée par la quantité de peptides communs à ces deux

protéines puis ramenée en pourcentage du niveau de phosphorylation dans le contrôle GUS correspondant.
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dans l’expérience M9 (220 sur 510) ont été retrouvés dans l’ensemble des quatre 

expériences (figure 58), ce qui représente près de 70% des peptides du ribosome 

cytoplasmique identifiés dans l’expérience M7. 

I.F.3. Confirmation de l’effet de l’état d’activation de TOR 

sur la phosphorylation de la RPS6 

Avant de pousser plus en avant l’analyse des résultats et étant donné que l’on a vu 

précédemment que l’état de phosphorylation des RPS6A et RPS6B semble être un bon 

marqueur de l’inactivation de TOR dans nos échantillons, j’ai voulu vérifier cette différence 

dans les nouveaux échantillons. Ici, l’analyse n’a pas été réalisée en SRM comme 

précédemment mais directement par mesure des aires sous les pics en utilisant le logiciel 

MassChroQ v1.2 (Valot et al., 2011). Contrairement à l’analyse que l’on avait réalisée en SRM 

au cours de laquelle nous n’avions pas pu identifier et quantifier le peptide spécifique de la 

RPS6A, nous incitant à utiliser le peptide C-terminal non phosphorylé pour normaliser les 

valeurs, cette approche nous a permis d’utiliser ce peptide spécifique. J’ai donc préféré 

utiliser ce dernier pour les normalisations, étant donné que c’est un marqueur plus fidèle de 

l’abondance de la protéine et qui ne dépend aucunement de l’état de phosphorylation de la 

protéine. 

Cette analyse révèle que, comme précédemment, les lignées TOR RNAi inductibles 

présentent une diminution du niveau de phosphorylation des protéines ribosomales RPS6A 

et RPS6B (figure 59). Ceci confirme bien que l’activité de TOR est nécessaire pour maintenir 

le niveau de phosphorylation des protéines ribosomales RPS6A et RPS6B. 

Etant donné que les quantifications des peptides phosphorylés sont normalisées sur 

les quantifications des peptides spécifiques, ceci nous permet de s’affranchir de deux 

variations : l’écart qui pourrait exister au niveau de la quantité de ribosomes dans les 

échantillons ainsi que la différence d’abondance entre la RPS6A et la RPS6B puisque l’on 

cherche ici à quantifier le niveau de phosphorylation de chacune de ces protéines 

indépendamment. Toutefois il est également intéressant de regarder l’abondance de 

chacune de ces deux protéines au sein de la famille et on constate alors que l’inactivation de 

TOR ne semble pas entrainer de modification sur la répartition (figure 60), signifiant ainsi 

que, que TOR soit actif ou non, il y a autant de ribosomes utilisant la RPS6A ou la RPS6B et 
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Figure 61 : Analyse en composante principale (ACP) représentant la dispersion des échantillons en fonction
des résultats du protéome : Les plantules des lignées TOR RNAi (5.2 et 6.3) ainsi que le contrôle GUS sont

représentés en fonction du nombre de spectres obtenus par groupe protéique (A) ou par peptide (B) dans les

différents échantillons des répétitions biologiques (M1, M6, M7, M8 et M9). La couleur des points varie en

fonction de la lignée et les chiffres à côté représentent le numéro de la répétition associée.
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Figure 62 : Les différences de conditions expérimentales entre les expériences M6 et M7 d’un coté et M8 et
M9 d’un autre ne permettent pas de mettre en évidence des cibles communes en réponse à l’inactivation de
TOR : Les diagrammes de Venn représentent les peptides uniquement présents dans les échantillons des TOR

RNAi (A) ou des contrôles GUS (B). Pour la recherche de cibles induites, les peptides présentés ici sont ceux

retrouvés dans les deux lignées TOR RNAi et non dans les plantes contrôle GUS. Pour la recherche de cibles

réprimées, les peptides présentés ici sont ceux retrouvés dans les plantes contrôles GUS mais dans aucune des

deux lignées TOR RNAi
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que c’est effectivement uniquement leur taux de phosphorylation qui répond à l’inactivation 

de TOR. 

I.F.4. Recherche de cibles de TOR dans le protéome du 

ribosome 

Le profil de migration des protéines de la fraction ribosomale ne montre pas de 

différences majeures entre les échantillons contrôle et les échantillons des plantules des 

lignées de TOR RNAi, suggérant que la réponse à l’inactivation de TOR entrainerait plutôt des 

modifications de certaines cibles précises et non une perturbation profonde de l’ensemble 

du protéome (figure 55). Afin de vérifier cette hypothèse, j’ai regardé en détail le profil 

global en nombre de spectres par groupe protéique ou par séquence peptidique de chaque 

échantillon (figure 61). Comme nous pouvons le voir sur ces analyses en composantes 

principales, le profil des plantes contrôles GUS et celui des lignées TOR RNAi semble 

identique et la différence de profil est plus forte entre les expériences qu’au sein des 

expériences. Ceci confirme donc que l’impact de l’inactivation de TOR ne porte pas sur une 

réorientation complète du protéome de la fraction ribosomale. Ces différences fortes entre 

les expériences proviennent probablement des différences de conditions de culture et 

d’induction puisque les expériences M6 et M7 ont été réalisées exactement dans les mêmes 

conditions ainsi que les expériences M8 et M9. 

En outre, ceci suggère également que l’impact des conditions environnementales est 

fort et risque de ne pas permettre de mettre en évidence des cibles de TOR communes à 

toutes les expériences. En effet, aucun peptide induit ou réprimé en réponse à l’inactivation 

de TOR n’est retrouvé dans chacune des quatre expériences (figure 62). Cependant, ces 

mêmes diagrammes mettent en évidence qu’il existe des cibles communes aux expériences 

M6 et M7 d’un coté et M8 et M9 d’un autre et l’étude de ces cibles va nous permettre de 

mieux comprendre l’impact de l’inactivation de TOR sur une période de 72h pour l’étude des 

expériences M8 et M9 et pour des temps plus longs pour les expériences M6 et M7. 

I.F.4.a. Régulation des protéines non ribosomales 

La liste des cibles ainsi obtenus (tableau 11) permet de confirmer un certain nombre 

d’observations qui avaient déjà été faites sur les premières expériences et permet 

également de mettre en évidence des cibles potentielles nouvelles. Ainsi, comme au cours 



Séquence peptidique Exp. Groupe Protéines

KYYLQR M6, M7 1
at1g52400 (BGLU18), at1g54350 (ABC transporter), at1g66270 (BGLU21), at1g66280 

(BGLU22), at3g09260 (PYK10), at3g21370 (BGLU19)

GPALWDIFCK M8, M9 1 at1g66280 (BGLU22)

GEPYESSIFEAAGYK M6, M7 8 at5g26260 (TRAF-like)

GGDVWDDGGAYDNVK M8, M9 10 at3g16470 (JR1)

WIPCVEFELEHGFVYR M8, M9 11
at1g67090 (RBCS1A (RubisCO (small))), at5g38410 (RubisCO (small)), at5g38420 

(RubisCO (small)), at5g38430 (RubisCO (small))

VLAHTQIR M6, M7 12 at1g43170 (RPL3A)C, at1g61580 (RPL3B) C

APGSFTNR M8, M9 13 at4g34670 (RPS3aB) C

KVYVGQGQDGISAVK M8, M9 18 at3g16450 (Mannose-binding lectin superfamily protein)

VDAPVEKPAK M8, M9 20 at1g18540 (RPL6A) C

ASFHNFSYR M8, M9 23 at5g62390 (BCL-2-associated athanogene 7)

ENGEVSHTYIIK M8, M9 23 at5g62390 (BCL-2-associated athanogene 7)

NVVEQLVR M6, M7 29 at3g14420 (Aldolase)

PVVFALAAEGEAGVK M6, M7 29 at3g14415 (Aldolase)

VETVTLGPSVR M8, M9 31 At3g11510 (RPS14B) C

VENVTLGPAVR M8, M9 31 at3g52580 (RPS14C) C

LPHIPRPK M8, M9 33 at1g08360 (RPL10aA) C, at2g27530 (RPL10aB) C

DAGVIAGLNVAR M8, M9 37
at5g28540 (heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein), at5g42020 (Heat shock 

protein 70 (Hsp 70))

EKLEASGCTLTVLPGR M6, M7 42 at3g25920 (RPL15) P

GTVEIITPVELIK M6, M7 45 at2g40010 (RPP0A) C, at3g11250 (RPP0C) C, at3g09200 (RPP0B) C

SFQCELVMAK M8, M9 48 at2g39730 (rubisco activase)

TIASPGHGIMAMDESNATCGK M8, M9 51 at2g21330 (fructose-bisphosphate aldolase 1)

ASDHVNTDKPWFVVDATDK M6, M7 54 at1g78630 (RPL13A)

KIEDNNTLVFIVDIR M6, M7 55 At2g39460 (RPL23aA) C, At3g55280 (RPL23aB) C

EKYETNPALYGELAK M8, M9 58 at3g01500 (carbonic anhydrase 1), at5g14740 (carbonic anhydrase 2)

NVTDLIMNVGAGGGGGGAPVSAAAPAAAGGAAAAAPAKEEK M6, M7 61 at4g00810 (RPP1B) C

DLQQEIQEGEIEIPEN M6, M7 63 at3g53430 (RPL12B) C

AHFTAPSSVR M8, M9 64 at5g67510 (RPL26B)

GILDVCDAPLVSVDFR M6, M7 67 at1g42970 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

PASPGTGVIAGGAVR M6, M7 68 at2g33800 (RPS5) P

YSEGLEEDKK M8, M9 72 atcg00800 (RPS3aN) P

GPIENLADHLADPVNNNAWAFATNFVPGK M8, M9 76 at1g29910 (LHCB1.2), at1g29920 (LHCB1.1), at1g29930 (LHCB1.3)

VCTDLVR M8, M9 91 at3g45030 (RPS20A) C, at3g47370 (RPS20B) C, at5g62300 (RPS20C) C

YLFAGVVDGR M8, M9 95
at3g03780 (methionine synthase 2), at5g17920 (Cobalamin-independent synthase

family protein)

IAPEEHPVLLTEAPLNPK M8, M9 99 at1g49240 (actin 8), at3g18780 (actin 2)

IFTHNSTIVIK M8, M9 100 at5g54600 (RPL24) P

VMDLADYR M8, M9 106 at1g56110 (NOP56), at3g12860 (NOP56-like)

QEEEGKEPVDASVK M8, M9 106 at1g56110 (NOP56)

ALFANDLPSELVEATTFLSDAEVK M8, M9 122 at5g20630 (ATGER3, germin 3)

AGAPADYQPGFR M6, M7 124 at5g41520 (RPS10B) CAGAPADYQPGFR M6, M7 124 at5g41520 (RPS10B) C

DMAEEELIILR M8, M9 126 at5g14320 (RPS13) P

NVGSVVAVDQDPK M8, M9 131
at2g20260 (photosystem I subunit E-2), at4g28750 (Photosystem I reaction centre 

subunit IV)

SFVALPVIAR M8, M9 134 at1g79850 (RPS17) P

KLENNDFAGAVFEGK M8, M9 147 at5g13510 (RPL10) P

VKEEAQQLAMVFQTVGAFK M6, M7 154 At3g44890 (RPL9/ CL9) P

TDAVAATLIQSNIDAR M6, M7 174 at3g21720 (isocitrate lyase)

ILYEMGGVPENIAR M8, M9 175 Atcg00790 (RPL16) P

AIDLIDEAGSR M8, M9 180
at3g48870 (HSP93-III), at5g50920 (ATHSP93-V), at5g51070 (CLPD, ERD1, SAG15, Clp 

ATPase)

TIEAEAAHGTVTR M8, M9 183
at1g54340 (isocitrate dehydrogenase), at1g65930 (cytosolic NADP+-dependent

isocitrate dehydrogenase)

AVSETSDELAK M8, M9 189 at4g10340 (LHCB5)

EGFIENVR M6, M7 196 atcg00770 (RPS8) P

AVFVDLEPTVIDEVR M8, M9 200
at4g14960 (Tubulin/FtsZ family protein), at1g50010 (tubulin alpha-2 chain), at1g04820 

(tubulin alpha-4 chain), at5g19780 (tubulin alpha-5), at5g19770 (tubulin alpha-3)

FGSDAQYVAVGSMDR M8, M9 214 at2g33340 (MOS4-associated complex 3B)

EIEEQCLGNVEK M8, M9 216 At1g15200 (protein-protein interaction regulator family protein)

MGNITPTTGTQGQIR M6, M7 227 at3g49120 (peroxidase CB), at3g49110 (peroxidase CA)

VHACVGGTSVR M8, M9 235 at1g54270 (EIF4A-2), at3g13920 (EIF4A1)

WLAYGEIINGR M8, M9 239 at1g61520 (LHCA3)

SAYELSSVAGNADK M8, M9 270 at1g09770 (AtCDC5)

KYPGGAFDPLGYSK M6, M7 272 at3g54890 (LHCA1)

IIYAGVNASDVNFSSGR M6, M7 274 at1g49670 (NQR, ARP protein (REF))

EALQAAVGLPVDR M6, M7 286 at1g32900 (UDP-Glycosyltransferase)

Tableau 11 : Liste des peptides dont l’abondance varie entre les lignées TOR RNAi et les contrôles GUS : Les

peptides surlignés en violet ne sont présents que dans les échantillons des lignées contrôles GUS tandis que les

peptides surlignés en orange ne sont présents que dans les échantillons des lignées TOR RNAi. La colonne

« Exp. » indique les numéros des expériences dans lesquelles ce peptide a été identifié. C Ribosome cytosolique,
P Ribosome plastidial
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des premières répétitions, on retrouve une répression des protéines impliquées (i) dans la 

machinerie photosynthétique telles que les différentes sous-unités de la RubisCO, des 

protéines liées aux photosytèmes ou encore des RubisCO activases, (ii) dans la composition 

des ER bodies telles que la protéine PYK10, des lectines ou encore des jacalines et (iii) des 

protéines impliquées dans le métabolisme du carbone dont de nombreuses aldolases. 

Parmi les protéines réprimées se trouvent également plusieurs protéines de 

cytosquelette comme les actines et les tubulines. Enfin, on peut également noter que 

certains peptides de protéines en lien avec la germination sont également dérégulés. Ainsi, 

la protéine GER3 (Germin 3) est réprimée et l’isocitrate lyase, impliquée dans la mobilisation 

des réserves carbonées lipidiques durant la germination, est induite. 

Toutefois, les raisons pour lesquelles de telles protéines ont été co-purifiées restent à 

être élucidées. Certaines d’entre elles ont vraisemblablement été co-purifiées avec les 

ribosomes en raison de leur participation à des complexes de grosse taille, comme les ER 

bodies, d’autres en revanche, peuvent être présentes dans les échantillons en raison de leur 

fixation sur le ribosome au cours de la traduction protéique. Afin de vérifier cette dernière 

hypothèse, il faudrait séparer le ribosome des autres complexes macromoléculaires en 

procédant à des centrifugations successives ou en immunoprécipitant les ribosomes en 

utilisant des anticorps dirigés contre des protéines ribosomales. Toutefois, étant donnée la 

faible concentration en protéines dans la fraction ribosomale obtenue ici, j’ai choisi de ne 

pas chercher à être trop stringent dans la préparation des échantillons. 

I.F.4.b. Régulation qualitative des protéines ribosomales 

par TOR 

On constate que, dans ces expériences, de nombreuses protéines ribosomales 

semblent dérégulées, contrairement à ce que l’on avait observé dans les premières 

expériences. On retrouve ainsi des protéines des petites et grandes sous-unités du ribosome 

cytosolique et du ribosome plastidial. De manière intéressante, on constate que tous les 

peptides des protéines du ribosome plastidial (qu’elles soient codées par le génome 

nucléaire ou chloroplastique) qui sont dérégulés montrent une abondance plus faible lors de 

l’inactivation de TOR. Cette diminution peut être partiellement due à une diminution de 

l’abondance de ribosomes chloroplastiques dans l’échantillon puisqu’un des symptômes les 
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Figure 63 : 72h d’inactivation de TOR semble induire l’accumulation de la RPS14C et réprimer l’accumulation
de la RPS14B : Séquence peptidique des protéines ribosomales RPS14A (At2g36160), RPS14B (At3g11510) et

Figure 64 : L’expression des gènes codant la RPS14B (rouge) et codant la RPS14C (bleu) varie beaucoup au
cours de la germination : Données extraites de Genevestigator.

Expériences M1 M6 M7 M8 M9

Échantillons 5.2 6.3 GUS 5.2 6.3 GUS 5.2 6.3 GUS 5.2 6.3 GUS 5.2 6.3 GUS
Spectres non 

ribosomaux
342 389 325 983 949 943 380 448 681 472 368 780 477 364 517

Spectres

ribosomaux
267 161 172 548 470 687 230 297 479 544 558 742 553 589 631

Total général 609 550 497 1531 1419 1630 610 745 1160 1016 926 1522 1030 953 1148

Tableau 12 : Quantification des spectres totaux dans les différents échantillons différentiés selon qu’ils sont
ribosomaux ou non : Le nombre de spectres peut être considéré comme une indication de l’abondance des

protéines et, donc, le nombre de spectres totaux peut être utilisé pour normaliser les échantillons.

de la RPS14B : Séquence peptidique des protéines ribosomales RPS14A (At2g36160), RPS14B (At3g11510) et

RPS14C (At3g52580) présentant les différents peptides tels qu’ils ont été retrouvés dans les expériences M1,

M6, M7, M8 et M9. Les rectangles représentent les différents peptides, leur couleur représente leur spécificité

(bleu: non spécifique, rouge: spécifique de RPS14A, vert: spécifique de RPS14B, orange : spécifique de RPS14C,

violet : commun aux RPS14A et B) et leur position indique l’échantillon dans lequel ils ont été identifiés. Les

numéros dans les rectangles représentent les numéros des expériences dans lesquelles on les a trouvés.
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plus précoces consécutifs à l’inactivation de TOR est l’apparition de chloroses. En revanche, 

concernant les peptides des protéines du ribosome cytosolique, quatre peptides sont induits 

et huit sont réprimés. 

Un cas intéressant est celui de la RPS14. En effet, un peptide spécifique de la RPS14B 

n’a été retrouvé, pour les expériences M8 et M9, que dans les lignées TOR RNAi alors qu’un 

peptide spécifique de la RPS14C n’a été retrouvé que dans les lignées contrôles GUS dans ces 

mêmes expériences. Ceci suggère donc une dérégulation divergente des protéines RPS14B et 

RPS14C en réponse à l’inactivation de TOR (figure 63). Une analyse Genevestigator révèle 

que ces deux gènes sont fortement coexprimés dans les mutants et au cours des stress et 

que At3g11510 (RPS14B) est toujours un peu plus exprimés que At3g52580 (RPS14C) dans 

les différents tissus de la plante. Toutefois, on remarque une grande disparité de réponse au 

cours de la germination (figure 64). 

On note également la présence d’une catégorie de protéines dont la variation n’avait 

pas encore été mise en évidence au cours des premières expériences et qui contient les 

protéines acides du stalk ribosomal RPP0, RPP1, RPP2 et RPP3. Deux peptides (un commun 

aux RPP0A, RPP0B et RPP0C et un spécifique de la RPP1B) apparaissent comme réprimés en 

réponse à l’inactivation de TOR dans les expériences M6 et M7. 

I.F.4.c. Régulation quantitative des protéines ribosomales 

par TOR 

Afin d’aller plus loin dans la caractérisation des dérégulations au sein du ribosome en 

réponse à l’inactivation de TOR, j’ai réalisé une analyse quantitative des différentes 

protéines ribosomales. Etant donné la méthode expérimentale utilisée, la méthode de 

quantification la plus convenable était une méthode non marquée reposant sur le décompte 

des spectres totaux de peptides correspondant à une protéine donnée (Bantscheff et al., 

2007). Cette technique de « comptage des spectres » a été montré comme présentant une 

bonne corrélation avec l’abondance de la protéine correspondante dans les mélanges 

protéique complexes (Old et al., 2005). Toutefois, étant donnée la grande homologie de 

séquences entre les protéines ribosomales d’une même famille et le nombre important de 

peptides pouvant provenir de plusieurs protéines d’une même famille, une telle approche 

était un peu compliquée. Je l’ai donc quelque peu modifiée en ne comptabilisant que les 
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Figure 65 : Comparaison des résultats du transcriptome, du traductome et du protéome des protéines
ribosomales : Seules les protéines identifiées au moins une fois dans une expérience de protéome sont

représentées ici. Les données brutes de transcriptome et de traductome ont été obtenues par Manon Moreau

sur des puces CATMA. La « quantification » des expériences de protéome a été menée en comptant le nombre

de spectres spécifiques pour chaque protéine et en rapportant cette valeur au nombre de spectres ribosomaux

dans l’échantillon : Les chiffres correspondent au nombre d’expériences dans lesquelles cette protéine a été

trouvée induite (positif) ou réprimée (négatif). Les cases noires représentent des absences de données.

L’annotation des colonnes de gauche repose sur les travaux de Sormani et al. (2011).
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Figure 66 : (A) Comparaison des profils transcriptomiques (Ts), traductomiques (Td) et protéomiques

(Prot) des gènes nucléaires et mitochondriaux codant des protéines ribosomiques plastidiales,

mitochondriales et cytosoliques. Seuls les gènes exprimés de façon différentielle dans les expériences

de transcrip/traductomique ont été retenus (250 gènes). Prot: expériences M6 et M7 de protéome.

(B) Gènes exprimés de façon différentielle dans les expériences de transcrip/traductomique et de

protéomique (temps d’induction à l’éthanol : 24h pour les expériences de transcriptomique et

traductomique et 72h ou 10 jours (72h et 10 j) pour les expériences de protéomique).

5, 6: lignée 5-2 et 6-3

24h: temps d’induction par l’éthanol
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spectres correspondant aux peptides spécifiques de chaque protéine. Etant donné que, dans 

plusieurs cas, cette quantification ne repose que sur un seul peptide, elle devra être 

complétée a posteriori d’une quantification des peptides par une autre méthode. Pour 

réaliser cette étude quantitative, j’ai utilisé, pour chaque protéine, le nombre de spectres 

correspondant à des peptides spécifiques et j’ai normalisé en utilisant le nombre de spectres 

totaux des groupes ribosomaux (tableau 12). On constate, comme précédemment, que les 

résultats obtenus pour les expériences M6 et M7 d’une part et M8 et M9 d’autre part ne 

sont pas toujours concordants (figure 65, Annexe 2). 

Lorsque l’on compare ces résultats avec ceux du transcriptome (abondance des ARN 

messagers totaux) et du traductome (abondance des ARN messagers liés aux ribosomes et, 

donc, en cours de traduction) obtenus après 7h et 24h d’inactivation de TOR, on retrouve 

une répression bien conservée de l’abondance des protéines du ribosome choroplastique, 

corrélée à une diminution de la quantité d’ARN messagers transcrits et traduits. Ceci tend 

donc à montrer que le phénomène de chlorose observé lors de l’inactivation de TOR peut 

certes s’expliquer par une dégradation des chloroplastes, mais aussi par une diminution de 

leur synthèse et, notamment, des protéines du ribosome chloroplastique codées par le 

génome nucléaire. 

De manière intéressante, on note que les protéines du ribosome cytosolique sont peu 

dérégulées transcriptionnellement et traductionnellement mais qu’il semble que 

l’inactivation de TOR entraine une induction, certes légère mais globale, de la transcription 

et de la traduction de ces mêmes gènes. Il est également à noter que les protéines du 

ribosome cytosolique sont plus nombreuses à être induites dans les expériences M8 et M9 

qui n’ont eu que 72h d’inactivation que dans les expériences M6 et M7 qui ont été induites 

pendant plus longtemps. Ceci pourrait s’expliquer par une réponse dynamique et cinétique à 

l’inactivation de TOR. Enfin, la comparaison de l’expression des gènes ribosomaux à l’échelle 

transcriptomique, traductomique et protéomique (à différents temps d’induction) met en 

évidence des modifications d’expression (figure 66). 

Lorsque l’on compare les profils de régulation des protéines lors de l’inactivation de 

TOR au sein des familles de protéines ribosomales, on constate que certains membres de ces 

familles montrent des variations d’abondance qui ne vont pas dans le même sens. Il en va 



Familles
protéiques

Protéines 72h (M8-M9) 10 j (M6-M7)

RPL10
RPL10A

RPL10C

RPL13
RPL13B

RPL13D

RPL3
RPL3A

RPL3B

RPL7a
RPL7aA

RPL7aB

RPP1

RPP1A

RPP1B

RPP1C

RPS14A

Tableau 13 : Comparaison des profils d’abondance des protéines du ribosome cytosolique suite à
l’inactivation de TOR : Les protéines sont regroupés en familles protéiques et l’effet de l’inactivation de TOR

sur la régulation de ces protéines est représenté en vert (réprimé), blanc (non dérégulé) ou rouge (induit).

L’intégralité des données brutes est données en Annexe 1.

RPS14 RPS14B

RPS14C

RPS15
RPS15A

RPS15D

RPS5
RPS5A

RPS5B
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ainsi notamment pour les familles de protéines RPL10, RPL13, RPL3, RPL7a, RPP1, RPS14, 

RPS15, RPS5 (tableau 13). 

Afin de vérifier l’exactitude de ces profils, une approche de quantification non 

marquée de certains peptides spécifiques de chacune de ces protéines va être utilisée. 

Cependant ce qui est connu et publié sur ces protéines et leurs familles sera développé au 

cours de la partie Discussion. 

I.F.5. Recherche de cibles au niveau du phosphoprotéome 

De manière très surprenante, cette dernière analyse n’a permis d’identifier que 

quelques rares peptides phosphorylés qui sont, pour la quasi-totalité, des peptides 

appartenant à des protéines ribosomales (figure 67). Il semble que l’inactivation de TOR 

entraine des modifications quantitatives du niveau de la phosphorylation de ces protéines 

mais, principalement du fait qu’un seul spectre ou moins ne soit retrouvé par peptide et par 

échantillon, cette modification quantitative est difficilement appréciable en l’état. 

Parmi ces peptides, on en retrouve plusieurs qui correspondent à l’extrémité C-

terminale des protéines acides constitutives du stalk ribosomal. Qui plus est, ces 

phosphorylations semblent régulées par l’inactivation de TOR. Ainsi, on constate que les 

phosphorylations sur les peptides des protéines RPP2 et RPP3 pourraient être réprimées lors 

de l’inactivation de TOR puisqu’on ne les retrouve que dans les contrôles GUS alors qu’un 

peptide de la RPP1 semble être induit par l’inactivation de TOR. Ainsi, il semble que la 

phosphorylation de l’extrémité C-terminale des protéines acides constitutives du stalk (RPP) 

semble jouer un rôle important. L’importance de la phosphorylation des protéines de cette 

famille sera abordée au cours de la Discussion. La modulation de phosphorylation de ces 

protéines est d’autant plus intéressante que les différentes RPP1 semblent également être 

différentiellement régulés par l’inactivation de TOR au niveau protéomique. 

Afin de pouvoir aller plus loin dans la discussion des résultats de phosphoprotéome, il 

faudrait quantifier chacun de ces peptides et, en l’absence de ces résultats, les 

commentaires seraient trop spéculatifs. 



Sequence Modifs
M1 M6 M7 M8 M9

5.2 6.3 GUS 5.2 6.3 GUS 5.2 6.3 GUS 5.2 6.3 GUS 5.2 6.3 GUS

AAEISTPER T6:+79.96633 1 1

GRSPPPPPPR S3:+79.96633 1

KDEPAEESDGDLGFGLFD S8:+79.96633 1 1

KEEKEESDDDMGFSLFE
M11:+15.99491 - S7:+79.96633 1 1 1

S7:+79.96633 1

KKDEPAEESDGDLGFGLFD S9:+79.96633 1 1 1 1 1 1

KKEESEEEEGDFGFDLFG S5:+79.96633 1

PPPSSKPAKSGGGK S10:+79.96633 - P1:+42.01056 1 1 1

SRLSSAAAKPSVTA
S1:+79.96633 1 1

S4:+79.96633 1 1 1 1 1 1 1

SRLSSAPAKPVAA S4:+79.96633 1 1 1 1 1 1 1 1

VASPENGAVR S3:+79.96633 1

VSSPPKPVSAAPK S3:+79.96633 1 1

Séquences peptidiques Annotations

AAEISTPER At4g31880

GRSPPPPPPR At3g55460 (SCL30)

KDEPAEESDGDLGFGLFD At1g01100 (RPP1A), At4g00810 (RPP1B), At5g47700 (RPP1C)

KEEKEESDDDMGFSLFE At2g27710 (RPP2B), At3g44590 (RPP2D), At2g27720 (RPP2A)

A

B

Figure 67 : L’inactivation de TOR semble modifier le profil phosphoprotéomique au sein de la fraction
ribosomale : A : Le nombre de spectres de chaque peptide phosphorylé est indiqué pour chaque échantillon au

sein des différentes expériences. Les peptides potentiellement induits sont surlignés en orange tandis que les

peptides surlignés en violet sont potentiellement réprimés. B : Annotation des peptides présentant un

phénomène de phosphorylation au moyen de Patmatch.

Les lignes écrites en rouge correspondent aux protéines du stalk ribosomal.

KEEKEESDDDMGFSLFE At2g27710 (RPP2B), At3g44590 (RPP2D), At2g27720 (RPP2A)

KKDEPAEESDGDLGFGLFD At1g01100 (RPP1A), At5g47700 (RPP1C), At4g00810 (RPP1B)

KKEESEEEEGDFGFDLFG At4g25890 (RPP3A), At5g57290 (RPP3B)

PPPSSKPAKSGGGK At4g39200 (RPS25E), At2g21580 (RPS25B), At4g34555 (RPS25F)

SRLSSAAAKPSVTA At4g31700 (RPS6A)

SRLSSAPAKPVAA At5g10360 (RPS6B)

VASPENGAVR At5g52040 (AT-RS41)

VSSPPKPVSAAPK At1g16610 (RNPS1)
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I.G. Conclusion 

L’objectif de ce chapitre était d’identifier des cibles de TOR au sein d’une particule 

subcellulaire abondante et facile à purifier du fait de sa densité et de sa masse élevées. Le 

choix de cette particule repose également sur le fait que le ribosome est une cible clé de 

TOR chez les mammifères. En effet, la protéine ribosomale RPS6 est phosphorylée par la S6 

kinase qui a été activée par une phosphorylation due à la kinase TOR. Qui plus est, il a 

également été montré, chez les plantes, que l’inactivation de TOR entraine une différence 

d’abondance de ces particules. 

L’approche utilisée est une approche de protéomique et phosphoprotéomique par LC-

MS/MS qui permet de suivre la présence et l’abondance des protéines et de leur 

phosphorylation dans une fraction enrichie en ribosomes. Ces résultats viennent compléter 

des résultats déjà obtenus par Manon Moreau durant sa thèse (Moreau, 2009) sur l’effet de 

l’inactivation de TOR sur la transcription et la traduction des gènes. 

Un des résultats les plus intéressants est que nous avons pu mettre en évidence que 

l’inactivation de TOR entraine une diminution de la phosphorylation des protéines 

ribosomales RPS6A et RPS6B. L’enjeu que constitue une telle découverte est largement 

développé dans la partie Discussion. 

Cette étude a permis de mettre en évidence que l’activation de TOR pourrait entrainer 

des modifications à l’intérieur du ribosome. En effet, certaines protéines ribosomales 

présentent des différences d’abondance selon le niveau d’activité de TOR. On peut ainsi citer 

en exemples les protéines suivantes : 

Familles 

protéiques 
RPL10 RPL13 RPL3 RPL7a RPP1 RPS14 RPS15 RPS5 

Protéines 

R
P

L1
0

A
 

R
P
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C
 

R
P

L1
3
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A
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B
 

72h (M1-M4) 
       

            

72h (M8-M9) 
       

            

10 j (M6-M7) 
       

            

Tableau 14 : Impact de l’inactivation de TOR sur l’accumulation des protéines 

ribosomales. Synthèse des résultats les plus marquants des expériences de 

protéomes (rouge : induits, verts : réprimés, blanc : non significatif). 
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En outre, nous avons également pu mettre en évidence que l’inactivation de TOR 

entraine également des différences de phosphorylation qui pourrait influencer la traduction, 

comme par exemple, la phosphorylation sur les protéines RPP1, RPP2 et RPP3 qui 

composent le stalk du ribosome. 

Enfin, nous avons également observé que l’inactivation de TOR entraine également 

une répression globale des protéines du ribosome chloroplastique, aussi bien au niveau de 

leur transcription, que de leur traduction ou concernant l’abondance des protéines elles-

mêmes. 

 

Ces analyses nous ont également permis de mettre en évidence que l’inactivation de 

TOR a des conséquences sur l’abondance de protéines qui ne sont pas ribosomales mais qui 

sont copurifiées avec les ribosomes. Parmi ces protéines, on peut citer les protéines 

constitutives des ER bodies que l’on retrouve réprimées lors de l’inactivation de TOR. On 

constate également que l’inactivation de TOR entraine également une répression de 

l’accumulation de plusieurs protéines liées au métabolisme du carbone. 

 

 

  



Figure 68 : L’inactivation de TOR au cours de la germination entraine des perturbationsFigure 68 : L’inactivation de TOR au cours de la germination entraine des perturbations

d’organisation au sein des méristèmes apicaux caulinaires (a) et racinaires (b) : Les graines des

lignées contrôles pAlcA-GUS ou des lignées TOR RNAi inductibles à l’éthanol ont été semées in vitro

sur un milieu contenant 100 mM d’éthanol. Les plantules ont ensuite été colorées à l’iodure de

propidium et au réactif de Schiff (Truernit et al., 2008). me: méristème, pf: primordium foliaire, xy:

xylème, col: columelle; flèches vertes: désorganisation au niveau des assises cellulaires, flèches

bleues: plan de division anormaux, flèche rouge: accumulation de grains d’amidon. (Moreau, 2009)
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II. TOR ET SON INFLUENCE SUR L’ORGANISATION DU 

MERISTEME. 

Au cours de sa thèse, Manon Moreau (Moreau, 2009) a montré que l’inactivation de 

TOR au cours de la germination entraine des perturbations au niveau de l’organisation 

cellulaire dans les méristèmes apicaux caulinaires et racinaires (figure 68). Ces analyses 

révèlent, entre autres, une augmentation du volume cellulaire et une désorganisation des 

plans de division. 

L’objectif du projet de thèse a donc été de (i) élucider les mécanismes moléculaires 

impliqués dans l’organisation du méristème et qui seraient dérégulées par une inactivation 

de TOR au cours de la germination et (ii) de suivre l’évolution des méristèmes aussi bien sur 

le plan organisationnel que moléculaire au cours d’une cinétique d’inactivation de TOR sur 

des plantules déjà développées. 

II.A. Analyse cytologique de l’inactivation de TOR 

Afin de mieux caractériser l’impact d’une cinétique d’inactivation de TOR sur 

l’organisation des méristèmes racinaires, nous avons réalisé des observations en 

microscopie confocale après coloration à l’iodure de propidium et au réactif de Schiff qui 

permet de mettre en évidence les polymères glucidiques tels que les parois pecto-

cellulosiques et les grains d’amidon (Truernit et al., 2008). Cette technique a été utilisée 

pour suivre les perturbations au cours d’une cinétique d’inactivation de TOR par utilisation 

de plantules exprimant un ARN interférant sous le contrôle d’un promoteur inductible à 

l’éthanol (figure 11B). Pour ce faire, les plantules sont mises à germer et cultivées in vitro 

pendant 7 jours puis sont induites par transfert sur un milieu contenant 100 mM d’éthanol 

pendant le temps indiqué. J’ai choisi de ne réaliser mes observations que sur le méristème 

racinaire dont l’observation est plus accessible et l’organisation plus simple. 

Cette cinétique a permis de mettre en évidence une évolution graduelle dans l’impact 

de l’inactivation de TOR sur l’organisation cellulaire de la racine. Ainsi, après 24h 

d’inactivation de TOR, on remarque que les cellules composant le centre quiescent  

semblent être d’un volume plus important et l’accumulation d’amidon, normalement 

restreinte aux cellules de la columelle, gagne progressivement les cellules du centre 



Contrôle pAlcA-GUS TOR RNAi

24h

48h

72h

Figure 69 : L’inactivation de TOR après la germination entraine des perturbations d’organisation

cellulaire et d’accumulation des grains d’amidon dans la pointe racinaire : Les plantules sont

germées et cultivées pendant 7 jours sur un milieu dépourvu d’éthanol puis transférées sur un milieu

contenant 100 mM d’éthanol pendant le temps indiqué dans la colonne de gauche. La flèche rouge

désigne les perturbations dans le centre quiescent, les flèches vertes, l’accumulation de grains

d’amidon dans le cortex et l’endoderme, les flèches bleues, les perturbations de l’organisation des

initiales des files cellulaires et la flèche violette, l’apparition de files surnuméraires cortico-

endodermiques. Barres = 50 µm
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Figure 70 : L’inactivation de TOR perturbe les divisions cellulaires : Longueur des cellules corticales

dans le méristème racinaire (le numéro en abscisse correspond à la position de la cellule depuis le

centre quiescent) de plantes des lignées TOR RNAi (6.3) et du contrôle pAlcA-GUS (GUS). Les plantes

ont été cultivées pendant 7 jours en absence d’éthanol puis induites pendant 24h.
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quiescent. Après 48h d’inactivation, les différences commencent à être plus marquées et on 

note un début d’accumulation de grains d’amidon au niveau des cellules du cortex et de 

l’endoderme ainsi que, parfois, de l’épiderme. Enfin, après 72h d’inactivation, les 

désorganisations sont beaucoup plus fortes avec notamment l’apparition de files cellulaires 

surnuméraires entre le cortex et l’endoderme. Qui plus est, on note que les cellules initiales 

des files cellulaires semblent totalement désorganisées. Ceci pourrait être dû à une 

différentiation de ces cellules initiales (figure 69). 

Ainsi, il apparait que l’inactivation de TOR au cours de la germination entraine de 

fortes perturbations au niveau de l’organisation cellulaire dans la pointe de la racine, ce qui 

pourrait expliquer l’arrêt de croissance de celle-ci. Cette désorganisation apparait 

graduellement et 72h d’inactivation de TOR semblent suffisantes pour obtenir des racines 

semblables à celles observées lorsque l’inactivation de TOR survient au cours de la 

germination. Ceci corrobore le test de réversibilité qui a montré que, après 48h 

d’inactivation de TOR, la croissance foliaire et racinaire est définitivement arrêtée (Moreau, 

2009). 

Ces observations ont également permis de suivre l’évolution de la taille des cellules au 

cours de l’inactivation de TOR. Ainsi, on constate que, après 24h d’inactivation, alors que la 

lignée contrôle pAlcA-GUS possède des binômes de cellules corticales plus courtes, 

marqueur d’une division cellulaire qui vient d’avoir lieu, les lignées TOR RNAi ont des cellules 

corticales de taille constante (figure 70). Après 72h d’inactivation de TOR, les plantes de la 

lignée TOR RNAi 5.2 possèdent des cellules corticales jusqu’à deux fois plus grandes que 

dans la lignée contrôle. Tous ces résultats suggèrent que l’inactivation de TOR pourrait 

entrainer un arrêt des divisions cellulaires mais n’affecterait pas l’élongation cellulaire, 

préliminaire à ces divisions. 

Les observations des pointes racinaires colorées à l’iodure de propidium et au réactif 

de Schiff ont également révélé que l’inactivation de TOR semble entrainer des interruptions 

au niveau des fils de xylème. Etant donné qu’il s’agit d’un tissu fortement lignifié, nous avons 

voulu étudier, par une coloration au carmin aluné et au vert d’iode, l’effet de l’inactivation 

de TOR sur l’accumulation des lignines le long des files de xylème. Cette coloration permet 

de mettre en évidence les parois cellulaires en distinguant les parois cellulosiques des parois 



Contrôle pAlcA-GUS TOR RNAi

Figure 71 : L’inactivation de TOR au cours de la germination entraine des altérations de

différentiation au sein des files de cellules xylémiennes ainsi qu’une lignification anormale de

certaines cellules situées autour des files de xylème : Coloration au Carmin aluné – Vert d’iode de

racines de plantules de TOR RNAi 6.3 cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant 100 mM

d’éthanol. L’observation a été réalisée au microscope confocal. Les lignines sont excitées à 405 nm et

émettent entre 425 et 570 nm (ici, en vert). La cellulose est excitée à 633 nm et émet entre 678 et

764 nm (ici, en rouge).



ColO raptor3g lst8   

A

Figure 72 : Les mutants lst8-1 et raptor présentent un ralentissement de croissance qui peut être lié

à un raccourcissement du méristème racinaire : (A) Aspect des plantules de 10 jours des mutants

raptor.3g et lst8 comparés au sauvage Col-0. (B et C) Pointes racinaires de plantules cultivées pendant

25 jours in vitro sur un milieu de Murashige and Skoog au ½ additionné de 1% de saccharose en jours

longs. (B) Racine principale d’une plante de mutant homozygote lst8-1. (C) Racine principale d’une

plante du double mutant raptor.3g -/- × raptor.5g -/-. Barres = 1 cm (A) et 0.5 mm (B et C)

B C





Page 84 

lignifiées par des couleurs différentes. En outre, ces colorants possèdent la capacité de 

fluorescer et Olivier Grandjean et Sylvie Dinant ont mis au point une méthode qui permet de 

visualiser ces colorants en microscopie confocale afin de réaliser des observations des 

différents organes sans nécessiter de coupes de tissus (non publiés). Cette coloration des 

lignines a permis de mettre en évidence que l’inactivation de TOR entraine non seulement 

des ponctuations de cellules non xylémiennes au sein des files xylémiennes mais aussi une 

accumulation de lignines dans les parois des cellules qui se trouvent en périphérie des 

cellules du tissu vasculaire (figure 71). Des perturbations dans l’organisation de la paroi en 

conséquence de l’inactivation de TOR ont déjà été rapportées (Leiber et al., 2010) mais de 

tels défauts de différenciation n’avaient jamais été décrits. Ces observations suggèrent non 

seulement un défaut de différenciation dans les cellules xylémiennes, ce qui peut avoir des 

conséquences importantes sur les flux  de sève, mais aussi sur la différenciation des tissus 

adjacents, ce qui permettrait d’expliquer, au moins en partie, l’arrêt de croissance observé 

lors de l’inactivation de TOR. 

Un tel ralentissement de croissance de la pointe racinaire a également été observé 

chez les plantes mutées pour les gènes LST8 et RAPTOR. Les protéines codées par ces gènes 

interagissent physiquement avec TOR chez Arabidopsis et sont les homologues des protéines 

partenaires de TOR dans le complexe TORC1 de mammifère et de levure. Une observation 

de la pointe des racines principales de ces deux mutants montre que l’émergence de poils 

racinaires, normalement restreinte à la zone où les trichoblastes sont clairement 

différenciés, a lieu dans ces mutants jusqu’à l’extrémité de la racine (figure 72). Dans le cas 

des mutants raptor, cette observation est compliquée par le fait que les poils racinaires sont 

presque inexistants, toutefois, il semble que des origines de poils racinaires se trouvent 

également, chez ce mutant, au niveau de l’extrémité de la pointe racinaire. Cette 

observation suggère que ces mutants pourraient présenter une diminution de la taille des 

méristèmes racinaires. 

II.B. Analyse transcriptionnelle de l’impact de 

l’inactivation de TOR sur l’organisation du méristème 

L’observation de l’organisation cellulaire de la pointe racinaire au cours de 

l’inactivation de TOR a révélé que la kinase TOR est essentielle au maintien de l’activité 



Figure 73 : Localisation de la protéine TOR dans les embryons : Les embryons hétérozygotes des

plantes portant le gène uidA codant la β-glucuronidase inséré dans la séquence codante de TOR

montrent que la protéine est présente dans l’ensemble de l’embryon à l’exception d’un petite zone à la

base des cotylédons (flèche rouge). (Image obtenue par Benoit Menand ; Menand et al., 2002)

Figure 74 : Profil d’expression des gènes TOR et RAPTOR dans le méristème : (A) Les protoplastes

provenant de différentes parties du méristème sont obtenus par tri cellulaire en couplant les

promoteurs de gènes spécifiques à des protéines fluorescentes: CLV3 pour la zone centrale (CZ), WUS

pour la zone médulaire (RM) et FIL pour les primordia foliaires (PZ); (B) Expression des gènes RAPTOR

et du gène TOR dans ces différents protoplastes (n=3) (Yadav et al., 2009).

0

500

1000

1500

2000

2500

RAPTOR.3g RAPTOR.5g TOR

M
A

S
5

 n
o

rm
a

li
ze

d
in

te
n

si
ty

v
a

lu
e

s

CLV3p FILp WUSpA B



Page 85 

méristématique, suggérant ainsi que cette kinase pourrait agir sur le maintien de l’identité 

des cellules souches ou sur la différentiation et/ou la prolifération dans les méristèmes. 

Etant donné la zonation très importante de ces évènements dans le méristème et leur 

contrôle par un certain nombre de gènes dits « gènes méristèmatiques » (voir chapitre III de 

l’introduction, page 46), nous avons étudié non seulement le profil d’expression de TOR dans 

le méristème mais aussi le profil d’expression de ces gènes méristématiques lors de 

l’inactivation de TOR. 

I.A.1. Expression de TOR dans le méristème 

Les ARN messagers de TOR ont été retrouvés dans tous les organes de la plante tandis 

que la fusion traductionnelle TOR-GUS n’a été retrouvée que dans les organes présentant 

des cellules en prolifération rapide (Robaglia et al., 2004). Ceci suggère donc l’existence 

potentielle d’une répression traductionnelle de l’expression de TOR dans les cellules 

différenciées. 

Une observation des embryons des plantes possédant la construction TOR-GUS placée 

sous le contrôle du promoteur TOR endogène a permis de mettre en évidence que la 

protéine est présente dans l’ensemble de l’embryon à l’exception d’une zone qui semble 

définir le méristème (figure 73). Cette observation permet de mettre en évidence un lien qui 

existerait entre le profil d’expression de TOR et l’identité des cellules au sein du méristème. 

Afin d’aller plus loin dans la caractérisation de cette variation d’expression, j’ai voulu vérifier 

si, au sein du méristème, il existe des zones dans lesquelles TOR est plus ou moins exprimé. 

Yadav et al. (2009) ont publié des données sur l’expression transcriptionnelle de l’ensemble 

du génome dans des protoplastes exprimant un gène rapporteur fluorescent placé sous le 

contrôle des promoteurs de CLAVATA3 (CLV3), WUSCHEL (WUS) ou FILAMENTOUS FLOWER 

(FIL). Ces gènes présentent des profils d’expression différents dans le méristème caulinaire 

végétatif : CLV3 est principalement exprimé dans la zone centrale, WUS, dans la zone 

médullaire et FIL au niveau des ébauches d’organes, dans la zone périphérique (figure 74A). 

L’analyse de ces résultats a montré que, à l’intérieur du méristème, TOR est d’avantage 

exprimé dans la zone d’expression de CLV3 que dans le reste du méristème. A contrario, les 

gènes RAPTOR semblent légèrement moins exprimés dans la zone d’expression de CLV3 que 
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5.2 6.3

AlcA-GUS AlcA-GUS

Red Green Rat Pval Red Green Rat Pval Red Green Rat Pval Red Green Rat Pval

STM 6,43 6,57 -0,14 1 6,10 6,11 -0,01 1 6,31 6,44 -0,13 1 6,29 6,26 0,03 1

CLV2 7,78 7,53 0,24 1 6,92 6,84 0,08 1 7,90 7,51 0,39 1 7,02 6,83 0,18 1

CLV1 7,14 7,95 -0,81 3,18E-5 6,86 7,33 -0,46 1 7,24 8,05 -0,81 1,16E-2 6,86 7,30 -0,44 1

WUS 6,21 6,35 -0,14 1 6,14 6,25 -0,11 1 6,15 6,30 -0,15 1 6,17 6,11 0,06 1

CLV3 6,15 6,08 0,07 1 6,18 6,12 0,06 1 5,93 5,98 -0,05 1 6,24 6,28 -0,05 1

KNAT1 7,90 7,44 0,46 1 8,50 8,21 0,29 1 7,67 7,37 0,30 1 8,40 8,13 0,28 1

Figure 75 : Profil d’expression des gènes méristématiques en réponse à l’inactivation de TOR : la

transcription des gènes SHOOT-MERISTEMLESS (STM), CLAVATA1 (CLV1), CLAVATA2 (CLV2), CLAVATA3

(CLV3), WUSCHEL (WUS) et BREVIPEDICELLUS (KNAT1) a été quantifiée dans les plantules des lignées

TOR RNAi inductibles 5.2 et 6.3 après 7h et 24h d’inactivation de TOR et comparée au contrôle AlcA-

GUS traité dans les même conditions. Les valeurs de fluorescence sont données dans les colonnes

« Red » et « Green », le logarithme des ratio dans la colonne « Rat » et la significativité de la différence

dans la colonne « Pval ». Les cellules de la colonne « Rat » sur fond noir sont considérées comme non

significativement différentes. Les cellules kaki des colonnes Red et Green représentent une expression

en dessous du seuil de détection. Les données ont été obtenues au moyen de puces CATMA.
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Figure 76 : L’inactivation de TOR entraine la répression de l’expression de CLV1 : Quantification de

l’expression de CLAVATA1 par RT-PCR quantitative dans les lignées TOR RNAi inductibles à l’éthanol au

cours d’une cinétique d’inactivation (A), ou lors d’un traitement au LY294002 à 10 µM final, un

inhibiteur de PI3 kinases, sur des plantes de la lignée sauvage Col-0 ou sur la lignée mutante raptor22

présentant une mutation dans le gène RAPTOR.3g (B). La normalisation est effectuée par

quantification de l’expression du gène APT1. Les résultats sont exprimés en pourcentage du niveau

d’expression dans le contrôle AlcA-GUS traité à l’éthanol pendant le même temps (A), ou en

pourcentage d’expression du gène APT1 (B). Pour chaque expérience, n=3.
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dans celles de FIL et WUS (figure 74B) mais le niveau d’expression de ces deux gènes est à la 

limite du niveau de détection. 

Toutes ces données suggèrent donc une régulation de l’expression de TOR à l’intérieur 

du méristème en fonction de l’identité cellulaire. 

II.B.1. Expression des gènes méristématiques en réponse à 

l’inactivation de TOR 

Afin de suivre l’expression des gènes méristématiques en réponse à l’inactivation de 

TOR, j’ai utilisé des lignées exprimant un ARN interférant spécifiquement avec les ARN 

messagers du gène TOR et placé sous le contrôle d’un promoteur inductible à l’éthanol 

(figure 11B). Ces lignées sont appelées 5.2 et 6.3 ou regroupés sous le vocable TOR RNAi. 

Afin de distinguer l’impact de l’inactivation de TOR de celui du traitement à l’éthanol ou de 

l’expression du facteur de transcription AlcR, les données obtenues sont comparées à celles 

obtenues dans les mêmes conditions pour des plantes possédant les mêmes constructions 

mais où le gène de la β-glucuronidase est placé sous le contrôle du promoteur AlcA. Dans la 

suite de cette partie, ces plantes seront appelées AlcA-GUS. 

II.B.1.a. L’inactivation de TOR dérégule la voie CLV3-WUS 

Afin d’étudier l’impact de l’inactivation de TOR sur l’expression des gènes 

méristématiques, nous avons cherché si ces gènes apparaissaient comme 

transcriptionnellement dérégulés en réponse à des temps courts d’inactivation (7h et 24h) 

dans des expériences de transcriptome sur les lignées TOR RNAi inductibles réalisées sur des 

puces CATMA (collaboration avec Jean-Pierre Renou). Cette étude montre que le gène CLV1 

est réprimé au cours de l’inactivation de TOR (figure 75). La protéine CLAVATA1 est un 

récepteur kinase transmembranaire qui agit en tandem avec CLAVATA2 pour fixer le ligand 

CLAVATA3. Cette fixation entraine la répression transcriptionnelle de l’expression de 

WUSCHEL. Les autres gènes ne semblent pas significativement dérégulés, ce qui peut être dû 

au faible niveau de leur expression. Afin de confirmer ces résultats sur l’influence de 

l’inactivation de TOR sur la dérégulation de l’expression de CLV1, j’ai suivi l’expression de ce 

gène en utilisant plusieurs méthodes d’inactivation de TOR. Ces méthodes sont (i) 

l’utilisation des lignées TOR RNAi inductibles décrites ci-avant, (ii) le traitement au LY294002, 

un inhibiteur de PI3 kinases de classe III (VPS34 chez Arabidopsis) entrainant également une 
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Caractère Nom de l’oligo Séquence

p35S:AlcR
AlcR 3’ GCT TTG GCA AAC GAG TGA AT

AlcR 5’ GAG ACA GGT CCC GAG CAA T

GUS
GUS 3’ CTT CTC TGC CGT TTC CAA ATC G

GUS 5’ AAA GTG TGG GTC AAT AAT CAG GAA GTG

pAlcA:TOR
TOR RNAi 3’ GAC TAG CTT CTT CTA GTG CT

AlcA 5’ ACG CAC CGT TCA AGA GGT ACG

AlcA:FRB (52)

2

Figure 77 : Ségrégation des caractères dans des plantes issues d’un croisement entre les lignées TOR

RNAi inductibles et la lignée pCLV3:GUS : (A) Liste des oligonucléotides utilisés pour vérifier la

présence de chacun des trois caractères ségrégeant dans la population issue de ce croisement. (B et C)

Présence des caractères ségrégeant (les caractères « p35S:AlcR » et « pAlcA:FRB (TOR RNAi) »

proviennent des lignées TOR RNAi et le caractère « GUS » provient de la lignée pCLV3:GUS) dans les 78

plantes testées par PCR. Les nombres entre parenthèses indiquent le nombre de plantes positives

pour chaque caractère.

p35S:AlcR (59) - + - - + - + +

pAlcA:TOR RNAi (52) - - + - - + + +

pCLV3:GUS (59) + + + - - - - +

Nb de plantes 12 11 5 3 2 14 31

Contrôles pCLV3:GUS +/

TOR RNAi +/

C
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inactivation de TOR en raison de son domaine kinase apparentée à celui des PI3 kinases et 

(iii) l’étude des lignées présentant une mutation dans le gène RAPTOR.3g. Ce gène code une 

protéine partenaire de TOR et les mutants dans ce gène, maintenant bien caractérisés 

(Anderson et al., 2005; Deprost et al., 2005, données non publiées), présentent un fort 

retard de croissance. Ainsi, on peut voir que l’inactivation de TOR par l’utilisation des lignées 

TOR RNAi inductibles à l’éthanol entraine une forte répression de l’expression de CLV1 dès 

après 7h d’inactivation. On note également que le traitement des lignées sauvage Col-0 ou 

du mutant raptor.3g avec un inhibiteur de PI3 kinases, le LY294002, entraine également une 

répression de l’expression de CLV1 (figure 76). Ces résultats confortent les précédents et 

suggèrent donc fortement que l’inactivation de TOR entrainerait une répression 

transcriptionnelle de l’expression de CLAVATA1. 

Etant donné le rôle de CLV1 dans la voie de signalisation et la perception de CLV3 et le 

rôle de la fixation du ligand CLV3 sur le récepteur CLV1 dans l’expression de WUS, nous 

avons voulu suivre les variations de l’expression de CLV3 et WUS lors d’une cinétique 

d’inactivation de TOR. Pour cela, dans le cadre d’une collaboration avec Bruce Veit 

(AgResearch, Palmerston North, Nouvelle-Zélande), nous avons réalisé des croisements 

entre les lignées TOR RNAi inductibles à l’éthanol avec des lignées disponibles exprimant le 

gène GUS sous le contrôle du promoteur de WUSCHEL ou CLAVATA3 (Groß-Hardt et al., 

2002). 

Pour l’étude de la localisation de l’expression de CLV3, nous avons travaillé sur des 

plantes en ségrégation issue du croisement entre les lignées TOR RNAi et des lignées 

exprimant le gène uidA sous le contrôle du promoteur de CLV3. Nous avons donc 

sélectionné, en F2, des lignées possédant, au moins à l’état hétérozygote, le gène uidA ainsi 

que les deux composants du système inductible d’inactivation de TOR. Cette sélection a été 

réalisée par PCR ainsi que par vérification sur la descendance de la sensibilité à l’éthanol et 

de la capacité à hydrolyser l’acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronique. Ainsi, sur 

les 78 plantes testées, 59 possédaient la construction p35S:AlcR (75.6%), 59 possédaient le 

gène uidA (75.6%) et 52 possédaient la construction pAlcA:TOR-RNAi (66.7%). Parmi ces 

plantes, 31 (39.7%) étaient positives pour les trois caractères. Ces lignées ont été utilisées 

pour vérifier l’effet de l’inactivation de TOR sur le profil d’expression de CLV3 et le génotype 

des plantes a été confirmé a posteriori par PCR en utilisant des couples d’oligonucléotides 
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Figure 78 : L’inactivation de TOR au cours de la germination entraine l’induction de l’expression de

WUS et de CLV3 : Localisation du gène de la β-glucuronidase fusionné au promoteur du gène WUS (A

et B) ou CLV3 (C et D) dans les plantes des lignées TOR RNAi inductibles à l’éthanol germées in vitro en

présence de 100 mM d’éthanol (B et D). Dans le cas du croisement avec la lignée pWUS:GUS, il s’agit

de plantes de première génération issue du croisement entre la lignée pWUS:GUS et les TOR RNAi

inductibles et le contrôle correspond à des plantes cultivées sans éthanol (A). Concernant la

localisation de CLV3, il s’agit de plantes de deuxième génération ségrégeant les caractères etlocalisation de CLV3, il s’agit de plantes de deuxième génération ségrégeant les caractères et

dépourvus d’une partie du système et le contrôle correspond à des plantes dépourvues d’une partie

du système inductible à l’éthanol et germées sur un milieu contenant de l’éthanol (C)
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Figure 79 : Mise au point des conditions expérimentales permettant de quantifier l’expression de

CLV3 : (A) Représentation graphique de la structure du cDNA de CLV3 et position de différentes

amorces (en bleu, l’amorce est entièrement dans un exon, en violet, elle est à cheval sur un exon et un

intron et en rouge, elle est entièrement dans un intron) ; (B) Séquence des amorces citées en A ; (C)

Test d’amplification d’un fragment de cDNA de CLV3 au moyen de plusieurs couples d’amorces, un

mélange de plusieurs cDNA de plantules est utilisé comme matrice ; (D) Amplification d’un fragment

de cDNA de CLV3 au moyen des amorces Q5-F et Q5-R (T- : témoin négatif) ; (E) Courbes de fusion de

l’amplicon et du dimère d’amorces (tel qu’on le retrouve dans les témoins négatifs ou dans les

échantillons dans lesquels CLV3 n’est pas suffisamment exprimé) obtenues avec le couple Q5-F et

Q5-R ; (F) Validation de l’amplicon par séquençage, les flèches bleues réprésentent la position des

amorces et les flèches vertes la position des introns.

cDNA : ADN complémentaire
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Figure 80 : Mise au point des conditions expérimentales permettant de quantifier l’expression de

WUS: (A) Représentation graphique de la structure du cDNA de WUS et position de différents

amorces ; (B) Séquence des amorces cités en A ; (C) Courbes de fusion de l’amplicon et du dimère

d’amorces (tel qu’on le retrouve dans les témoins négatifs ou dans les échantillons dans lesquels WUS

n’est pas suffisamment exprimé) obtenues avec le couple Q+ et Q- ; (D) Validation de l’amplicon par

séquençage, les flèches bleues réprésentent la position des amorces.
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Figure 81 : Classement geNORM de quatre gènes de référence communément utilisés au laboratoire

afin de déterminer le gène le plus stable qui sera utilisé dans les expériences de Q-PCR : L’analyse a

été réalisée au moyen d’ADN complémentaire obtenue au cours d’une cinétique d’inactivation de TOR

dans les lignées TOR RNAi et les plantes contrôles pAlcA-GUS. Une valeur faible de stabilité

d’expression, tel que calculé par le logiciel geNORM, indique une expression stable.
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amplifiant le gène GUS et les deux composants du système inductible d’inactivation de TOR 

(Figure 77). Enfin, afin de s’assurer que les lignées TOR RNAi ne possèdent pas le gène 

codant la β-glucuronidase, une vérification de ces dernières a été réalisée par PCR et par 

coloration GUS en présence et en absence d’éthanol. 

Grâce à ces croisements, nous avons pu montrer que l’inactivation de TOR au cours de 

la germination entraine une forte surexpression de WUSCHEL principalement localisée au 

niveau du système vasculaire ainsi qu’une forte surexpression de CLAVATA3 localisée au 

niveau du système vasculaire pour les plantes les moins affectées et étendue à l’ensemble 

de la plantule pour les plantes les plus affectées (figure 78). 

Afin de vérifier si les variations du niveau d’expression du gène endogène reflètent et 

valident les résultats obtenus pour ces deux marqueurs, nous avons quantifié l’expression 

transcriptionnelle de ces gènes par PCR quantitative après transcription réverse au cours de 

l’inactivation de TOR. 

Toutefois, de par la petite taille de ces deux gènes, leur appartenance à des familles 

multigéniques et leur faible niveau d’expression, cette quantification a demandé quelques 

étapes de mise au point préalable. J’ai donc, pour ces deux gènes, recherché plusieurs 

couples d’oligonucléotides et j’ai éliminé ceux ne permettant pas d’amplification ou 

présentant plusieurs produits d’amplification. J’ai ensuite vérifié que la taille de l’amplicon 

correspond à celle prédite. Malheureusement, aucun  couple n’a permis d’éviter totalement 

la formation de dimères d’oligonucléotides mais ceux-ci ne se forment que lorsque le niveau 

d’expression est trop faible, d’où la nécessité de valider chaque quantification par une 

migration des produits de Q-PCR. Enfin, j’ai vérifié par séquençage pour le couple 

sélectionné pour chaque gène que le produit d’amplification correspond bien au gène 

amplifié (figures 79 et 80). Un autre paramètre devant être mis au point préalablement à 

l’analyse quantitative, j’ai recherché un gène de ménage ayant une expression stable dans 

mes échantillons. Pour cela, j’ai quantifié l’expression de plusieurs gènes de ménage 

communément utilisés au laboratoire (APT1, UBQ11, TIP41 et EF1) dans une cinétique 

complète d’inactivation de TOR. Au moyen du logiciel GeNorm, j’ai ainsi pu mettre en 

évidence que le gène APT1 est le plus stable dans mes conditions (figure 81) et c’est ce gène 



Figure 82 : L’inactivation de TOR au cours de la germination entraine l’induction de l’expression de

WUS : Quantification de l’expression de WUS par RT-PCR dans les lignées TOR RNAi inductibles à

l’éthanol germées sur un milieu contenant 100 mM d’éthanol.
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Figure 83 : L’inactivation de TOR après la germination entraine une légère induction de l’expression

de CLV3 mais ne permet pas de détecter de surexpression de WUS : Les plantules ont été cultivées in

vitro pendant 7 jours en absence d’éthanol puis ont été induites par ajout d’un bouchon d’éthanol à

5% pendant le temps indiqué dans la colonne de gauche. Les génotypes sont : le contrôle pAlcA-GUS,

les deux lignées TOR RNAi 5.2 et 6.3 et un surexpresseur de WUSCHEL inductible à l’éthanol (Patrick

Laufs). L’expression des gènes WUS (A) CLV3 (B) et d’un gène de référence APT1 (C) a été mesurée par

RT-PCR. (D) Quantification de l’expression de WUSCHEL par RT-PCR quantitative dans les plantes

surexprimant WUS sous le contrôle d’un système inductible à l’éthanol (la quantification est exprimée

en pourcentage d’expression de APT1) (n=3).
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Figure 84 : L’inactivation de TOR entraine la répression de l’expression de ARR7 et ARR5 : (A-C) Les

plantules des lignées TOR RNAi 5.2 et 6.3 ainsi que de la lignée contrôle pAlcA-GUS (notée GUS) et du

surexpresseur inductible à l’éthanol de WUS (noté WUS) ont été cultivées in vitro pendant 7 jours en

absence d’éthanol puis ont été induites par ajout d’un bouchon d’éthanol à 5% pendant le temps

indiqué ou directement mises à germer en présence d’éthanol (colonne « germés »). L’expression

d’ARR7 (A et C) et d’ARR5 (B) a alors été quantifiée (n=3). (D) Profil d’expression de ARR7 et ARR5 dans

le transcriptome des lignées TOR RNAi (voir figure M7 pour les conditions expérimentales). Les

cellules kaki des colonnes Red et Green représentent une expression en dessous du seuil de détection.

Les données ont été obtenues au moyen de puces CATMA.
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que j’ai utilisé comme gène de référence dans les expériences subséquentes de 

quantification des transcrits. 

Grâce à ces étapes de mise au point, nous avons pu étudier l’expression des gènes 

CLV3 et WUS au cours de l’inactivation de TOR. Nous avons ainsi montré que les plantules 

des lignées TOR RNAi inductibles à l’éthanol induites dès la germination, surexpriment 

fortement WUSCHEL (figure 82). Lorsque cette inactivation de TOR est provoquée sur des 

plantules déjà germées, on constate une légère induction de l’expression de CLV3 et on ne 

parvient pas à détecter de surexpression de WUS (figure 83). Nous avons également utilisé 

des lignées exprimant WUS sous le contrôle du même système inductible à l’éthanol que 

celui utilisé pour les lignées TOR RNAi (collaboration avec Patrick Laufs). Cette lignée a été 

utilisée comme témoin positif pour l’expression de WUS et a permis de mettre en évidence 

les conséquences transcriptomiques de la surexpression de WUS dans les nos conditions 

expérimentales. Nous avons effectivement mis en évidence une surexpression de WUS dans 

ces lignées mais nous avons également constaté que, après 48h d’induction à l’éthanol, le 

niveau d’expression de WUS est fortement diminué et, après 72h, il est revenu à la normale. 

De manière intéressante, on constate que cette diminution d’expression est concomitante 

avec l’induction de l’expression de CLV3 qui pourrait alors réprimer post-

transcriptionnellement l’expression de WUS. Etant donné que WUSCHEL est un gène très 

faiblement exprimé, nous avons voulu vérifier si cette absence de détection est 

effectivement due à une absence d’induction de l’expression de WUSCHEL ou si elle est due 

au seuil de détection de la méthode utilisée. Pour ce faire, nous avons suivi l’expression des 

gènes ARR de type A, ARR5 et ARR7, qui sont directement réprimés transcriptionnellement 

par la surexpression de WUSCHEL (Leibfried et al., 2005). Cette expérience a montré que 

l’inactivation de TOR entraine une répression de l’expression des gènes ARR7 et ARR5 (figure 

84), suggérant que, même si on ne parvient pas à la mettre en évidence, la surexpression de 

WUSCHEL a lieu très rapidement après l’inactivation de TOR. 

Nous avons également cherché à savoir si la même dérégulation pouvait être observée 

avec d’autres méthodes d’inactivation de TOR. Pour cela, nous avons utilisé une approche 

génétique avec les mutants raptor.3g et une approche pharmacologique avec un traitement 

au LY-294002, un inhibiteur de PI3 kinases. Ces deux approches ont permis de mettre en 

évidence que l’inactivation de TOR par ces méthodes entraine une augmentation de 
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Figure 85 : L’inactivation de TOR dans les mutants raptor.3g ou par application de LY-294002

entraine une surexpression de CLV3 : (A) Mesure du niveau d’expression de CLV3 dans les plantules de

10 jours du mutant raptor.3g comparé au sauvage Col-0 par RT-PCR en présence ou en absence de

10µM de LY-294002 ; (B) Quantification de l’expression de CLV3 dans les plantules de 10 jours du

mutant raptor.3g cultivé sur un milieu contenant ou non 10µM de LY-294002. (Le gène APT1 a été

utilisé comme gène de référence).
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Figure 86 : L’inactivation de TOR dans les mutants raptor.3g ou par application de LY-294002

entraine une répression de l’expression de ARR7 : (A) Mesure par RT-PCR du niveau d’expression de

ARR7 dans les plantules de 10 jours de l’accession sauvage Col-0 cultivée en présence ou en absence

de 10µM de LY-294002 ; (B) Quantification de l’expression de ARR7 dans les plantules de 10 jours du

mutant raptor.3g ou du sauvage Col-0 cultivé sur un milieu contenant ou non 10µM de

LY-294002. L’expression est données en pourcentage du niveau d’expression d’APT1. Pour chaque

expérience, n=3
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Figure 87 : L’inactivation de TOR après la germination dérégule l’expression des gènes de la famille

des class I knotted1-like homeobox : Quantification de l’expression de STM (A) et KNAT1 (B) dans les

plantules cultivées in vitro pendant 7 jours en absence d’éthanol puis induites par ajout d’un bouchon

d’éthanol à 5% pendant le temps indiqué. La quantification est exprimée en pourcentage du niveau

d’expression dans les plantules du contrôle pAlcA-GUS traité dans les mêmes conditions. Le gène APT1

est utilisé comme gène de référence (n=3).
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Figure 88 : L’inactivation de TOR après la germination induit l’expression de WOX13 : (A et B)

Croisement entre les plantes pWOX13:GUS (WS) et les TOR RNAi (Ler). Les plantules ont été cultivées

in vitro pendant 7 jours en absence d’éthanol (A) puis ont été induites par ajout d’un bouchon

d’éthanol à 5% pendant 48h (B). (C) Quantification de l’expression de WOX13 dans les TOR RNAi au

cours d’une cinétique d’inactivation. Les valeurs sont exprimées en pourcentage de l’expression dans

les contrôles GUS correspondants. Le gène APT1 est utilisé comme gène de référence (n=3).
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l’expression de CLV3 (figure 85), confortant ainsi les résultats précédents. Ces approches 

n’ont pas permis de mettre en évidence d’induction de l’expression de WUSCHEL mais 

l’inactivation de TOR par ces approches révèle également une répression de l’expression de 

ARR7 (figure 86), suggérant que WUSCHEL pourrait également être induit dans ces plantes. 

Tous ces résultats ont permis de mettre en évidence que l’inactivation de TOR entraine 

une dérégulation importante de la transcription de CLV1, CLV3 et WUS, des gènes majeurs 

contrôlant l’organisation du méristème. Une telle dérégulation de l’expression de ces gènes 

pourrait expliquer comment l’inactivation de TOR entraine un arrêt du développement des 

parties aériennes. 

II.B.1.b. L’inactivation de TOR dérégule d’autres gènes 

méristématiques 

Afin d’étudier l’impact de l’inactivation de TOR sur l’ensemble du méristème, nous 

avons choisi de suivre la transcription de quelques gènes clés de cette organisation. Ainsi, 

nous avons pu mettre en évidence que l’inactivation de TOR conduit à une dérégulation des 

gènes de la première classe de la famille des Knotted1-like Homeobox, tels que STM ou 

KNAT1 (figure 87). Ces gènes permettent d’empêcher la différenciation prématurée des 

cellules en les maintenant à un état non différencié. Il apparait que des temps courts 

d’inactivation conduisent à une répression modérée de leur expression. Cependant, pour 

des temps plus longs d’inactivation de TOR, on constate une induction de l’expression de 

STM. 

D’autres gènes présentent également un intérêt tout particulier dans le contrôle et le 

maintien de l’intégrité des méristèmes caulinaires et racinaires. Ainsi, il apparait que les 

protéines CLAVATA3 et WUSCHEL appartiennent à des familles multigéniques : les CLE (ou 

CLV3/ESR-Related), au nombre de 45, pour CLAVATA3 et les WOX (ou WUS Homeobox), au 

nombre de 14, pour WUSCHEL. Il existe également un grand nombre d’autres facteurs 

impliqués dans l’induction ou la répression de la division cellulaire ou de la différentiation. 

Dans le but d’étudier si l’inactivation de TOR entraine le même impact sur l’expression 

des gènes WOX que sur celle de WUS, nous avons réalisé des croisements entre les lignées 

TOR RNAi inductibles et des lignées pWOX13:GUS (collaboration avec Yves Deveaux, IBP, 

Orsay) (Deveaux et al., 2008). Cette étude a montré que l’inactivation de TOR dans les 
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Figure 89 : L’inactivation de TOR dérégule le cycle cellulaire : (A) Quantification de l’expression de

CDKB1;1 dans des plantules de TOR RNAi induites après la germination. Les plantules ont été cultivées

in vitro pendant 7 jours en absence d’éthanol puis ont été induites par ajout d’un bouchon d’éthanol à

5% pendant le temps indiqué. Les valeurs sont exprimées en pourcentage de l’expression dans les

contrôles AlcA-GUS correspondants. Le gène APT1 est utilisé comme gène de référence (n=3). (B et C)

Activité du promoteur CycB1 dans des plantules de 10 jours germées et cultivées in vitro sur du milieu

contenant du TORinhib1 (B) ou du LY-294002 (C) à la concentration précisée. Barres = 1 mm.
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plantes des lignées TOR RNAi induit l’expression de WOX13. Cette expression, normalement 

restreinte aux tissus vasculaires, s’étend à l’ensemble des cellules du parenchyme des 

cotylédons lorsque TOR est inactivé (figure 88). Cependant, il est à noter que le profil 

d’expression de WOX13 au niveau de la pointe racinaire ne semble pas dérégulé par 

l’inactivation de TOR. Ces résultats ont été confirmés par PCR quantitative (figure 88C). 

II.B.1.c. L’inactivation de TOR dérégule le cycle cellulaire 

La régulation des gènes méristématiques joue un rôle crucial dans la régulation 

coordonnée dans le temps et dans l’espace des divisions cellulaires.  

Afin de vérifier si l’impact de l’inactivation de TOR joue également un rôle dans la mise 

en place des divisions cellulaires, nous avons étudié le profil d’expression de la Cycline B1 

(CycB1), une cycline qui intervient dans la transition entre les phases G2 et M du cycle 

cellulaire et qui présente donc un pic d’expression juste avant la mitose. En tant que telle, 

elle est donc un bon marqueur des mitoses. Nous avons utilisé des lignées exprimant le gène 

uidA sous le contrôle du promoteur du gène codant la CycB1. Dans ces expériences, 

l’inactivation de TOR a été réalisée par application d’inhibiteurs chimiques tels que le LY-

294002 (inhibiteur des PI3 kinases) ou un inhibiteur de TOR que nous appellerons TORinhib1 

et dont l’action inhibitrice de la croissance des plantes a été préalablement démontrée lors 

d’un crible réalisé par Marie-Hélène Montané et Benoit Menand (LGBP, Marseille, Manuscrit 

en préparation). Nous avons ainsi montré que l’inactivation de TOR par ces méthodes 

entraine une répression de l’activité du promoteur CycB1 (figure 89B et C).  

Afin de confirmer ces résultats, nous avons suivi l’expression de la Cyclin-Dependent 

Kinase CDKB1 (anciennement nommée Cdc2b) dont l’activité est également maximale 

pendant la transition G2-M. L’inactivation de TOR sur des plantules déjà germées entraine 

d’abord une répression de l’expression de CDKB1 puis son augmentation à partir de 72h 

d’inactivation (figure 89A). Ce profil est semblable au profil d’expression du gène STM et 

pourrait expliquer que la réversibilité de l’inactivation de TOR ne soit plus possible après 48h 

(Moreau, 2009). 
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Figure 90 : L’application exogène de gibbérellines permet de réverter une partie du phénotype dû à

l’inactivation de TOR : (A) Aspect des plantules des lignées TOR RNAi après 26 jours de culture in vitro
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l’inactivation de TOR : (A) Aspect des plantules des lignées TOR RNAi après 26 jours de culture in vitro

sur un milieu solide (Murashige & Skoog 1/5 additionné de 0.3% de saccharose) additionné de GA4/7 à

la concentration indiquée. Chaque boite contient, en haut à gauche, le contrôle GUS, en haut à droite,

le TOR RNAi 6.3 et, en bas, le TOR RNAi 5.2. (B) Aspect des plantules de la lignée sauvage Col-8

cultivées pendant 7 jours in vitro dans un milieu liquide (Murashige & Skoog 1/5 additionné de 1% de

saccharose) et additionné également de GA4/7 à la concentration indiquée et/ou de TORinhib1 à la

concentration indiquée.
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Figure 91 : L’application exogène de paclobutrazol a peu d’effet sur les TOR RNAi : Les plantules des

lignées TOR RNAi ont d’abord été cultivées pendant 7 jours en absence d’éthanol et de paclobutrazol

puis transférées sur un milieu contenant 100 mM d’éthanol et du paclobutrazol (PBZ) à la

concentration indiquée. La mesure de l’élongation racinaire a été mesurée après 3 jours (n=10).
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II.B.2. TOR, les hormones et le méristème 

Les hormones jouent un rôle crucial dans la régulation de l’organisation des 

méristèmes, de concert avec la régulation de l’expression des gènes méristématiques. Il a 

déjà été montré que l’apport exogène d’auxines conduit à une augmentation de la zone 

d’expression de TOR (Menand et al., 2002; Deprost, 2005, Sormani, non publié). Il a 

également été rapporté que l’apport exogène de cytokinines entraine une diminution de 

l’expression de TOR dans la pointe racinaire (Rodnay Sormani, données non publiées). Ces 

données ainsi que l’impact de l’inactivation de TOR sur l’organisation du méristème et sur 

l’expression des gènes méristématiques suggère que TOR pourrait participer à la régulation 

de certaines voies hormonales. 

Afin d’étudier l’impact de l’inactivation de TOR sur la biosynthèse, l’accumulation et la 

signalisation des hormones, nous avons observé l’impact de l’apport exogène de divers 

hormones sur le développement des plantes dans lesquelles TOR est inactivé. L’étude a 

principalement porté sur (i) l’observation visuelle des parties aériennes de plantules de TOR 

RNAi inductibles germées sur un milieu contenant de l’éthanol et additionné ou non 

d’hormones ou sur (ii) l’élongation racinaire de plantules de TOR RNAi cultivées pendant 7 

jours en absence d’éthanol puis transférées sur un milieu contenant de l’éthanol et 

additionné ou non d’hormones. Les hormones testées étaient les gibbérellines (GA4/7 et 

GA3), les auxines (2,4-D et ANA), une cytokinine (BAP), un inhibiteur du transport polaire 

d’auxines (TIBA) et un inhibiteur de la biosynthèse de gibbérellines (paclobutrazol). 

Concernant l’inactivation de TOR au cours de la germination et en présence 

d’hormones, nous n’avons pas observé de différence notable sauf celle due à l’application 

exogène de gibbérellines. En effet, nous avons vu que, en présence de GA4/7, les plantes des 

TOR RNAi inductibles à l’éthanol et germées en présence d’éthanol présentent un meilleur 

développement des parties aériennes (figure 90A). Nous avons voulu confirmer ce résultat 

en utilisant une approche pharmacologique de l’inactivation de TOR par application de 

TORinhib1. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que l’application de gibbérellines 

permet également de réverter une partie du phénotype des plantes cultivées en présence 

d’une telle drogue (figure 90B). Ainsi, les gibbérellines permettent un meilleur 

développement des parties aériennes accompagné d’un verdissement des cotylédons. 



Figure 92 : Quantification de l’acide indole-acétique dans des rosettes de différents mutants de la

voie de TOR : Les plantes ont été cultivées pendant 40 jours en chambre de culture en jours courts

puis ces deux hormones ont été extraites et quantifiées. Les génotypes utilisés sont : un mutant

raptor.3g (R22) et une lignée exprimant de manière constitutive un RNAi dirigé contre TOR (35.7).

Toutes les quantifications sont comparées à celles dans la lignée sauvage Col-0. Les quantités sont

exprimées en picogrammes d’hormone par milligramme de matière sèche (n=3). *** p-value < 0.01
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Figure 93 : L’inactivation de TOR conduit à une extension du domaine d’activité du promoteur

synthétique DR5 : (A) Les plantes issues du croisement entre la lignée TOR RNAi 6.3 et la lignée

rapportrice pDR5:GUS ont été cultivées pendant 7 jours in vitro sur un milieu dépourvu d’éthanol puis

induites par ajout d’un bouchon contenant de l’éthanol à 5% pendant le temps indiqué. (B) Les graines

de la lignée rapportrice pDR5:GUS ont été semés directement sur un milieu de culture liquide

(Murashige & Skoog 1/5 additionné de saccharose à 1%) et additionné dès le semis de TORinhib1 à la

concentration indiquée. Les plantes ont ensuite été cultivées pendant 7 jours avant coloration.
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Toutefois, on constate que l’application de gibbérellines ne permet pas de diminuer 

l’accumulation d’anthocyanes dans les cotylédons et dans l’hypotocotyle, suggérant ainsi 

que la réponse à l’inactivation de TOR pourrait suivre deux voies dont l’une uniquement 

serait dépendante des gibbérellines. 

Concernant l’étude de l’impact sur l’élongation racinaire de plantules déjà germées, 

nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence majeure. Il semble toutefois que les 

plantes des TOR RNAi inductibles à l’éthanol soient moins sensibles à l’application exogène 

de paclobutrazol que les plantes contrôles AlcA-GUS (figure 91). 

 

Ainsi, nous n’avons pas pu observer d’effet de l’apport exogène d’auxines sur le 

développement tant foliaire que racinaire des plantes dans lesquelles TOR est inactivée. 

Cependant, étant donné qu’il s’agit d’une hormone extrêmement importante pour 

l’organisation du méristème et la division cellulaire, nous avons tout de même cherché à 

savoir si la voie des auxines n’est pas altérée dans ces plantes. Dans un premier temps, nous 

avons quantifié les auxines par une approche de chromatographie liquide couplée à un 

spectromètre de masse en réponse à l’inactivation de TOR (collaboration avec Stéphanie 

Boutet, plateforme LC2V, IJPB). Etant donnée la quantité importante de matériel végétal à 

fournir pour une telle analyse (50 mg de matière sèche), je n’ai pas pu la réaliser sur les 

lignées TOR RNAi inductibles. J’ai donc travaillé sur des rosettes de plantes de mutants 

raptor ou sur des plantes exprimant un ARN interférant avec les ARN messagers de TOR et 

exprimé sous le contrôle du promoteur constitutif viral p35S. De manière intéressante, cette 

quantification a mis en évidence une forte accumulation d’auxines lorsque TOR est inactivé 

(figure 92), suggérant que cette hormone pourrait également jouer un rôle important dans 

la voie de signalisation de TOR. 

J’ai voulu confirmer ce résultat en suivant la domaine d’activité du promoteur 

synthétique DR5 dérivant de l’auxine Response Element (AuxRE) provenant du promoteur du 

gène GH3. L’utilisation des lignées pDR5:GUS permet donc de suivre la localisation des 

auxines actives dans la plante. Nous avons ainsi pu montrer que l’inactivation de TOR sur des 

plantules après la germination (figure 93A) ou au cours de la germination (figure 93B), par 

utilisation des lignées TOR RNAi inductibles à l’éthanol ou par application de TORinhib1, 



A B C

D E F

A
lc

A
-G

U
S

R
N

A
i

Racine principale Racine latérale
Méristème apical 

caulinaire

Figure 94 : L’inactivation n’entraine pas de perturbation dans la localisation polaire du transporteur

PIN1 : Immunolocalisation sur des plantules de contrôles GUS (A-C) et de TOR RNAi 5.2 (D-F) mettant

en évidence la localisation des noyaux (marquage au DAPI – bleu), du cytosquelettes

(imunolocalisation des tubulines – rouge) et du transporteur PIN1 (immunolocalisation – vert) dans

des racines principales (A et D), des pointes de racines secondaires (B et E) et des méristèmes

caulinaires (C et F). Les plantes ont été cultivées pendant 7 jours en absences d’éthanol puis induites

pendant 72 heures par ajout d’un bouchon contenant de l’éthanol à 5%. Barres = 50 µm (A et E),

20 µm (B, C et D) et 10 µm (F).
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conduit à une extension du domaine d’activité du promoteur DR5, suggérant également une 

extension de la zone d’accumulation des auxines dans les parties aériennes. 

Cette accumulation d’auxines dans les parties aériennes peut être due à une activation 

de la biosynthèse de cette hormone, à une répression de sa dégradation ou de son stockage 

sous des formes inactives ou à un défaut de son transport polarisée. Afin de tester cette 

dernière hypothèse, nous nous sommes intéressés à la localisation subcellulaire de PIN1, un 

transporteur impliqué dans l’efflux polarisée de l’auxine dans les cellules. Nous avons donc 

vérifié la bonne localisation de ce transporteur dans les cellules lors de l’inactivation de TOR 

sur des plantules de TOR RNAi inductibles induites pendant 72h (collaboration avec Halima 

Morin, plateforme de cytologie, IJPB). Nous avons alors confirmé qu’une telle inactivation 

entraine, au niveau de la pointe de la racine principale, au niveau des pointes des racines 

latérales et au niveau du méristème caulinaire entraine des perturbations d’organisation 

cellulaire comme nous l’avons déjà décrit au début de ce chapitre. Toutefois, il apparait que, 

malgré ces désorganisations cellulaires, les protéines PIN1 semblent convenablement 

localisées (figure 94). En effet, on constate que, dans les racines des plantes TOR RNAi, cette 

protéine est effectivement localisée au niveau de la face basale des cellules et, dans la L1 du 

méristème caulinaire, on la retrouve orientée de façon à favoriser le transport le long de la 

L1. 

II.C. Conclusion 

L’objectif de ce chapitre était de documenter l’impact de l’inactivation de TOR sur 

l’organisation du méristème aussi bien au niveau cytologique que moléculaire ou hormonal. 

Ainsi, nous avons pu voir en utilisant des approches complémentaires d’inactivation de TOR 

par des méthodes génétiques et pharmacologiques que celle-ci entraine d’importante 

dérégulation au sein du méristème. 

Ceci a permis de mettre en évidence que l’inactivation de TOR perturbe l’organisation 

cellulaire des méristèmes de manière graduelle au fur et à mesure de l’inactivation de T0R. 

Nous avons également mis en évidence que l’inactivation de TOR entraine une 

désorganisation importante du profil d’expression des gènes impliqués dans l’organisation 

du méristème : 



Figure 95: Représentation schématique simplifiée du rôle moléculaire des gènes principaux

impliqués dans l’organisation méristématique et des hormones. L’expression de WUS permet

l’expression de CLV3, un oligopeptide qui est excrété et se fixe sur un récepteur transmembranaire

CLV1/CLV2, ce qui entraine une diminution de l’expression de WUS. WUSCHEL, quant à lui, réprime

l’expression des gènes ARR5, ARR6, ARR7 et ARR15, intervenant ainsi dans la transduction du signal en

réponse à la perception des cytokinines. Ces gènes de réponse aux cytokinines sont également régulés

par MONOPTEROS, en réponse à la perception du signal auxine. Cette voie permet de réguler la

division cellulaire. Par ailleurs, le gène STM (qui fait partie de la famille des KNOX) est capable de

réprimer la production de gibbérellines actives en contrôlant l’expression de la GA20 oxydase et de la

GA2 oxydase, ce qui résulte en un contrôle de la différentiation cellulaire. Il est également à noter que

le gène STM intervient également dans le contrôle de l’expression de IPT7, une enzyme clé de la

biosynthèse des cytokinines.
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STM CLV1 CLV3 WUS ARR7 ARR5 WOX13 CDKB1;1 

TOR RNAi inductible à l’éthanol 
 

 
       

 

P35S :AlcR – pAlcA :WUS 
        

Traitement LY et/ou TORinib1 
        

Tableau 15 : Impact de l’inactivation de TOR sur l’expression des gènes STM, 
CLV1, CLV3, WUS, ARR7, ARR5, WOX13 et CDKB1;1. Les méthodes utilisées pour 

inactiver TOR sont l’utilisation des lignées TOR RNAi inductibles à l’éthanol et 

l’application de LY-294002, un inhibiteur des PI3 kinases, ou de TORinhib1, un 

inhibiteur spécifique de TOR. Les résultats obtenus avec des lignées surexprimant 

WUSCHEL sous le contrôle d’un promoteur inductible à l’éthanol sont donnés à 

titre indicatif. Les cases rouges représentent une surexpression tandis que les 

cases vertes représentent une répression. 

Enfin, nous avons pu mettre en évidence que l’application exogène de gibbérellines 

entraine une réversion (au moins) partielle de l’inactivation de TOR et que les plantes dans 

lesquelles TOR est inactivé accumulent les auxines mais que cette accumulation ne semble 

pas due à une dérégulation du transport polarisé des auxines. 

A l’intérieur du méristème, il a été décrit que toutes ces voies interagissent les une 

avec les autres et se contrôlent mutuellement (figure 95). Même s’il serait encore trop 

spéculatif pour l’instant de présenter un modèle expliquant clairement comment TOR 

intervient dans la régulation de ces différentes voies au sein du méristème, nous avons pu 

constater que l’ensemble de ces voies semblent impliqué dans la réponse à l’inactivation de 

TOR suggérant ainsi que TOR contrôle plus ou moins directement ces voies de signalisation 

de TOR. Nous avons également pu mettre en évidence que l’inactivation de TOR entraine 

parfois des variations d’expression qui changent de sens au cours de cette inactivation 

(comme nous l’avons vu pour l’expression de STM ou de CDKB1) suggérant l’existence de 

boucles de rétrocontrôle qui devraient être étudiées et prises en compte dans ce modèle. 

Plusieurs hypothèses permettant d’expliquer, au moins partiellement, les observations 

réalisées dans ce chapitre seront développées dans la partie Discussion. 
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Discussion 

Chez les plantes, comme chez les autres eucaryotes, la kinase TOR intègre un certain 

nombre de stimuli endogènes ou environnementaux tels que la disponibilité en nutriments, 

la présence de phytohormones (et notamment d’auxines), la présence de métaux lourds ou 

de stress salin dans le milieu de culture, … En réponse à ces facteurs, la voie de signalisation 

de cette kinase contrôle positivement la croissance et réprime la sénescence, l’autophagie. 

Depuis quelques années, il a été montré que, chez les plantes, cette kinase peut agir 

en complexe en faisant intervenir les protéines RAPTOR (Anderson et al., 2005; Deprost et 

al., 2005) et LST8 (Díaz-Troya et al., 2008; Moreau et al., 2012). Les cibles moléculaires 

directes de ce complexe pourraient être la S6 kinase (Mahfouz et al., 2006) et TAP46 (Ahn et 

al., 2011) qui ont été montrées comme étant directement phosphorylées par TOR. 

Toutefois, les mécanismes moléculaires permettant de faire le lien entre le niveau 

d’activité de TOR et la croissance chez les plantes restent toujours à élucider. En effet, 

récemment, un effort a été fourni afin d’identifier des voies métaboliques dérégulées en 

réponse à l’inactivation de TOR (pour revue : Moreau, 2009; Dobrenel et al., 2011) mais les 

mécanismes moléculaires en jeu n’ont toujours pas été décrits. C’est dans cet objectif de 

grande envergure que s’inscrit ma thèse. 

Mon travail a donc été de chercher à identifier de nouvelles cibles potentielles de TOR. 

A cette fin, je me suis intéressé à un compartiment subcellulaire abondant et facile à purifier, 

le ribosome. Qui plus est, on sait, chez d’autres organismes, que l’inactivation de TOR 

entraine des modifications au sein du ribosome et que, chez les plantes, une telle 

inactivation entraine également une différence au niveau de l’abondance de ces particules, 

suggérant une conservation de cette voie. Je me suis également intéressé à l’étude d’une 

structure pluricellulaire typique des végétaux, berceau de la croissance végétative et 

reproductive, le méristème. De par la spécificité végétale de cette structure, l’objectif de ce 

chapitre était donc d’identifier des cibles de TOR spécifiques des plantes. 

Chacune de ces deux études a permis de rappeler que TOR joue un rôle central dans 

les voies de signalisation permettant la croissance et c’est sans surprise que nous avons 
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montré que l’inactivation de TOR entraine des conséquences pléiotropes. Ces deux études 

ont également permis de suggérer un certain nombre d’acteurs qui pourraient être des 

cibles potentielles de TOR et permettraient de moduler son effet sur la croissance et le 

développement. Le rôle de ces cibles va être discuté dans ce chapitre. 

I. CONTROLE DE LA COMPOSITION DU RIBOSOME PAR LA KINASE 

TOR 

La vie cellulaire nécessite la synthèse de novo de protéines, que ce soit pour assurer le 

métabolisme de base, la division ou le changement d’identité. Cette synthèse implique 

nécessairement l’intégralité de la machinerie traductionnelle dans laquelle on trouve le 

ribosome, siège de la traduction protéique elle-même. En outre, la synthèse du ribosome 

nécessite elle-même un grand nombre de protéines diverses et de mécanismes très 

énergivores tels que la transcription des ARN ribosomaux et des ARN de transfert. Cette 

synthèse doit donc être parfaitement coordonnée avec l’état énergétique de la cellule. Etant 

donné le lien qui existe entre la voie de signalisation de TOR et la perception de l’état 

énergétique intracellulaire, il apparait comme évident qu’il pourrait y avoir un lien entre la 

voie de signalisation de TOR et la biosynthèse ou l’activité des ribosomes. 

Ce lien a déjà été mis en évidence chez les mammifères et la levure. Ainsi, chez ces 

organismes, il a été montré un lien entre la phosphorylation de la protéine ribosomale RPS6 

et le complexe mTORC1 (via la S6 kinase) et il a également été montré que les mutants sch9 

de levure présentent une répression globale de la transcription des gènes codant les 

protéines ribosomales (Huber et al., 2011). Par ailleurs, TOR régule l’activité des ARN 

polymérases I et III et, donc, la transcription des ARN ribosomaux et des ARN de transferts. 

Ce lien semble également exister chez les plantes dans lesquelles il a été montré que 

l’inactivation de TOR entraine également une modification du profil des polysomes. 

Chez les plantes, il a également été montré que la kinase TOR phosphoryle la S6 kinase 

sur la même thréonine que chez les animaux (Mahfouz et al., 2006; Schepetilnikov et al., 

2011; Xiong and Sheen, 2012). Chez le maïs, les protéines RPS6 présentent cinq sites de 

phosphorylation à l’extrémité C-terminale (S
238

, S
241

, S
247

, T
250

 et S
251

) et l’activation des 

protéines s’effectuerait par phosphorylations séquentielles (Williams et al., 2003). La 
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Figure 96: Recherche des sites de phosphorylation sur la RPS6 d’Arabidopsis. Un extrait brut de

protéines d’Arabidopsis a été soumis à une migration sur un gel de polyacrylamide à 2 dimensions puis

révélé après transfert avec un anticorps dirigé contre la protéine RPS6 humaine. Un agrandissement de

la zone où devrait se trouver la RPS6 montre la présence d’un train de spots, caractéristique de la

présence de plusieurs sites de phosphorylation.
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phosphorylation de la Ser
238

 est réduite en réponse à la privation d’oxygène et les stress 

chauds mais induite en cas de stress froid (Williams et al., 2003) et, chez Arabidopsis, la 

phosphorylation de la RPS6 (dont celle de la Ser241) est plus élevée lorsque la plante est à la 

lumière par rapport à des plantes à l’obscurité (Turkina et al., 2011). 

De manière intéressante, nous avons montré dans cette étude que l’inactivation de 

TOR dans les lignées TOR RNAi inductibles entraine une diminution de la phosphorylation 

des deux RPS6A et RPS6B sur la Ser
241

. Ce résultat suggère donc fortement que, chez les 

plantes, TOR phosphoryle et active la S6 kinase qui, à son tour phosphoryle les protéines 

ribosomales RPS6. La phosphorylation sur le site que nous avons identifié dépend donc du 

niveau d’activité de TOR. Ce résultat suggère fortement que les lignées RNAi présentent bien 

moins d’activité de TOR et a également permis de développer un marqueur robuste de 

l’activité de TOR qui fait encore défaut chez les plantes. Un tel marqueur va nous permettre 

de suivre l’activité de TOR dans différents mutants ou en réponse à des stress par exemple. 

Il est à noter que nous n’avons identifié qu’un seul site de phosphorylation dans la 

RPS6 alors que plusieurs ont déjà été décrits chez les plantes (Williams et al., 2003; Turkina 

et al., 2011). Il est possible que l’approche utilisée n’ait pas été suffisamment sensible pour 

détecter les autres sites de phosphorylation ou que les autres phosphorylations aient été 

perdues dans nos échantillons. En effet, nous avons montré sur des fractions protéiques 

totales de plantules d’Arabidopsis que les RPS6 possèdent vraisemblablement plusieurs sites 

de phosphorylation (figure 96). Il est également possible que le taux de phosphorylation de 

la Ser
241

 soit plus important. L’efficacité de traduction d’ARNm avec une extrémité 5’ TOP est 

souvent corrélée avec l’activité de TOR, l’activation de la S6 kinase et donc la 

phosphorylation de la RPS6 (Wullschleger et al., 2006). Ce modèle est malgré tout remis en 

question (pour revue, Ruvinsky and Meyuhas, 2006). Ainsi des souris exprimant une RPS6 où 

l’ensemble des serines phosphorylables a été remplacé par des résidus non-phosphorylables 

ne montrent aucune différence dans la traduction des ARNm de type 5’ TOP (Ruvinsky et al., 

2005) ce qui va dans le même sens que les résultats obtenus chez les levures où la 

substitution des sérines en C-terminal par des alanines n’a pas d’effet sur la croissance en 

présence de divers substrats carbonés, sur la sporulation ou la sensibilité aux chocs 

thermiques (Johnson and Warner, 1987). 
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Le rôle exact de la phosphorylation de la RPS6 reste donc à établir et il se pourrait que 

ces modifications aient un rôle plus global de régulation du métabolisme et du 

développement. En effet les souris exprimant une version non-phosphorylable de la RPS6 

montrent une taille réduite de certains types cellulaires et des perturbations du 

métabolisme du glucose (Ruvinsky and Meyuhas, 2006). Par contre il est établi que la RPS6 

est phosphorylée de façon plus importante dans les tissus en prolifération. Des hybridations 

in situ avec un anticorps reconnaissant spécifiquement la phospho-RPS6 chez les plantes 

pourraient apporter des informations importantes sur le rôle de ces modifications chez ces 

organismes. 

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence plusieurs conséquences globales 

de l’inactivation de TOR. En premier lieu, nous avons montré que l’inactivation de TOR 

entraine une répression de l’expression des protéines du ribosome chloroplastique en 

réprimant la transcription et la traduction des gènes nucléaires codant ce ribosome. Nous 

avons également montré que ceci résulte en une diminution de l’abondance des protéines 

de ce ribosome. Ce résultat est à mettre en lien avec la diminution que nous avons 

également observée de la quantité de protéines impliquée dans la photosynthèse comme la 

RubisCO, les photosystèmes et les protéines liées aux photosystèmes. Ce résultat suggère 

donc une répression globale des protéines chloroplastiques et nous pouvons penser que ceci 

est lié à la diminution de la quantité de chloroplaste dans les cellules. Cette conséquence de 

l’inactivation de TOR pourrait expliquer pourquoi une telle inactivation entraine l’apparition 

de chloroses sur des plantules déjà développées mais aussi le non verdissement des 

cotylédons dans les plantules dans lesquelles TOR est inactivé dès la germination. 

Concernant le ribosome cytoplasmique, nous avons mis en évidence une réponse 

dynamique à l’inactivation de TOR. Ainsi, il apparait que des temps courts d’inactivation de 

TOR (7h et 24h) entrainent une légère induction transcriptionnelle et traductionnelle de 

l’ensemble des gènes codant des protéines ribosomales. Moreau et al. (2012) ont également 

montré que, après deux jours de jours longs, les mutants atlst8-1 surexpriment plusieurs 

gènes codant des protéines ribosomales. Cette induction de l’expression des gènes en 

réponse à l’inactivation de TOR est relativement surprenante étant données que chez la 

levure, les mutations dans SCH9 (une cible de TOR de la famille des AGC kinases comme la 

S6 kinase) entraine une répression de la transcription de l’ensemble des gènes codant des 
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protéines ribosomales (Huber et al., 2011). Après 72h d’inactivation de TOR (ou une 

inactivation prolongée), nous avons mis en évidence que certaines protéines ribosomales 

sont induites pendant que d’autres sont réprimées suggérant une différence de composition 

du ribosome. De manière intéressante, nous avons constaté que les modifications observées 

après 72h d’inactivation ne sont pas toujours observées pour des temps d’inactivation plus 

longs et que certaines perturbations apparaissent qui n’avaient pas été rapporté après 72h 

d’inactivation. Afin de confirmer ces résultats, il faudrait réaliser suivre quantitativement la 

présence de ces protéines dans les ribosomes et dans un extrait protéique total afin de 

vérifier si la modification d’abondance est due à une différence d’abondance dans la cellule 

ou à une différence d’abondance uniquement dans le ribosome. 

Parmi ces cibles, deux familles de protéines ont attiré notre attention. La première est 

la famille des RPS5 cytosoliques dans laquelle nous avons vu que l’abondance de la RPS5A 

est plus élevée et que celle de la RPS5B est diminuée lors de l’inactivation de TOR. De 

manière intéressante, il a été montré que la RPS5A est exprimé dans les cellules en divisions 

alors que la RPS5B est exprimé dans les cellules en différentiation (Weijers et al., 2001). Ceci 

suggère que l’inactivation de TOR pourrait entrainer des perturbations d’identité cellulaire 

(ce point est développé dans la partie Discussion qui traite du lien entre TOR et le 

méristème, page 103). Des lignées d’Arabidopsis exprimant le gène rapporteur GUS sous 

contrôle des promoteurs des gènes RPS5A et RPS5B sont disponibles (Weijers et al., 2001) et 

pourraient être utilisées pour confirmer le rôle de TOR dans l’expression de ces deux gènes 

RPS5. 

Nous avons également montré que l’inactivation de TOR entraine des modifications 

des protéines constitutives du stalk de la grosse sous-unité ribosomale, à la fois au niveau de 

sa composition protéique et au niveau de l’état de phosphorylation de ces protéines. Cette 

modification est particulièrement importante puisqu’il a été rapporté que ce stalk est 

essentiel pour l’activité du ribosome et qu’il permet l’interaction entre le ribosome et les 

facteurs d’élongation de la traduction (Tchórzewski et al., 2003) et il a également été montré 

que le niveau de phosphorylation de ces protéines peut affecter la traduction (Ballesta et al., 

1999). Toutefois, la phosphorylation de ce peptide n’est pas affectée entre le jour et la nuit 

(Turkina et al., 2011) mais il a été montré que, chez le maïs, une privation d’oxygène 
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pendant 24h entraine un diminution du degrés de phosphorylation de ces protéines (Szick-

Miranda and Bailey-Serres, 2001). 

L’impact de l’inactivation de TOR sur le ribosome mitochondrial n’a pas pu être étudié 

ici puisque très peu des protéines qui le constituent ont été identifiées dans nos 

échantillons. Cette absence de protéines du ribosome mitochondrial peut être due à un 

nombre de mitochondries relativement faible dans les cellules constitutives de nos 

échantillons ou sur une activité ribosomal relativement faible dans les mitochondries de ces 

cellules. 

 

D’autres protéines ont été copurifiées en même temps que les ribosomes. Il s’agit de 

protéines liées à des ribosomes ou en cours de traduction ou encore des protéines 

constitutives de particules de taille importante. De manière surprenante, nous n’avons pas 

retrouvé dans ces protéines de peptides pouvant correspondre à TOR, LST8 ou RAPTOR ou 

encore de peptides des protéines RICTOR et SIN1 humaines dans la fraction ribosomale. Ceci 

suggère que TOR ni aucune des protéines qui lui sont associées n’ont été copurifiées avec les 

ribosomes et que TOR ne serait pas associé aux ribosomes dans nos échantillons. En effet, il 

a été rapporté que le complexe TORC2 interagit physiquement avec le ribosome dans les 

cellules humaines et qu’ils peuvent être copurifiés (Zinzalla et al., 2011) et l’interaction entre 

TOR et le ribosome d’Arabidopsis a également déjà été rapportée (Schepetilnikov et al., 

2011). Malgré tout, le complexe TOR est très peu abondant et il est vraisemblable que sa 

détection soit difficile dans nos échantillons. 

Parmi les protéines qui ont été purifiées avec les particules ribosomales, nous avons 

retrouvé plusieurs protéines liées au métabolisme du carbone comme des enzymes de la 

glycolyse et une amidon synthase. De manière intéressante, l’inactivation de TOR entraine 

une diminution de l’abondance de ces protéines dans la fraction ribosomale. Ces différences 

constatées au niveau protéomique ont également été constatées pour plusieurs autres 

protéines du métabolisme carboné au niveau transcriptomique et traductomique. Qui plus 

est, cette perturbation des enzymes liées au métabolisme carboné ont des répercutions sur 

l’accumulation de certains métabolites. Ainsi, j’ai montré que l’inactivation de TOR entraine 

une accumulation d’amidon et Manon Moreau avait montré (2009) qu’une telle inactivation 
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entraine également une accumulation de saccharose, d’amidon, de glucose, de glucose-6-

phosphate et de fructose-6-phosphate ainsi qu’une diminution de la quantité de 3-phospho-

glycérate. Il est intéressant d’insister sur la hausse de la teneur en Fructose-6-phosphate et 

sur la diminution de la teneur en 3-phosphoglycérate. En effet, nous avons observé dans nos 

échantillons une diminution de l’abondance des Fructose bisphosphate aldolases qui 

catalysent la synthèse glycéraldéhyde-3-phosphate et de dihydroxyacétone phosphate à 

partir de Fructose-1,6-bisphosphate. Ainsi, la diminution de l’abondance de cette enzyme 

entraine l’accumulation du précurseur de son substrat et entraine la diminution de sa teneur 

en un dérivé du produit de la réaction qu’elle catalyse. Tous ces résultats, ensemble, 

suggèrent fortement que l’inactivation de TOR pourrait modifier le métabolisme primaire du 

carbone en induisant la glycolyse et en réprimant le cycle de Calvin. 

Comme nous venons de le voir, nous avons constaté que l’inactivation de TOR entraine 

une diminution de l’accumulation de l’amidon synthase dans les fractions ribosomales mais 

que cette même inactivation entraine une accumulation massive d’amidon dont la synthèse 

nécessite la présence d’amidon synthase. Cette amidon synthase fait partie des enzymes 

liées aux grains d’amidon et, donc, étant donné que les grains d’amidon sont éliminées au 

cours des premières étapes de centrifugation, il est possible que toutes les enzymes liées à 

ces grains aient été éliminées à ce stade. Ainsi l’amidon synthase active et associée aux 

grains d’amidon en cours de synthèse serait présente dans les culots des centrifugations 

préliminaires à l’ultracentrifugation. Il reste à expliquer pourquoi l’enzyme inactive est 

associée aux ribosomes ou se retrouve dans des complexes protéiques de masse élevée. Un 

aperçu du protéome complet des plantules nous permettraient de vérifier cette hypothèse. 

Enfin, nous avons également mis en évidence que l’inactivation de TOR entraine une 

diminution de quantité des protéines impliquées dans l’organisation des ER bodies et 

entraine également des modifications dans leur état de phosphorylation. Ces particules 

s’accumulent principalement en cas de stress et, notamment, en cas de blessures (Yamada 

et al., 2011). La diminution de l’accumulation de ces protéines peut, une fois de plus, être 

due à une dissociation de ces complexes protéiques qui serait due à une diminution de la 

quantité d’ER bodies ou à une diminution de la quantité totale de ces protéines. Toutefois, il 

apparait intéressant de constater que l’inactivation de TOR entraine une diminution de la 
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quantité de ces particules, ce qui indique qu’une telle inactivation ne présente pas les 

mêmes caractéristiques qu’une blessure physique. 

 

Finalement, il est important de préciser que l’analyse des résultats obtenus peut avoir 

été compliquée par le travail sur plusieurs types cellulaires différents, constitutifs de tissus 

différents puisque nous avons travaillé sur des plantules entières. Il serait peut être 

nécessaire, à l’avenir, de travailler séparément sur différentes parties de la plante, telles que 

les parties photosynthétiques d’une part et les racines de l’autre. Une telle séparation 

permettrait de simplifier l’interprétation des résultats et d’obtenir une vision plus complète 

et précise de l’effet de l’inactivation de TOR. D’autre part, il est probable que l’on puisse 

améliorer le recouvrement entre les expériences en augmentant la quantité de protéines 

ribosomales purifiées. 

II. TOR CONTROLE L’ORGANISATION DU MERISTEME 

Le méristème végétatif, qu’il soit racinaire ou caulinaire, est le siège de la croissance et 

est le lieu de l’apparition des nouveaux organes et de la croissance des tissus. Etant donné 

l’impact de l’inactivation de TOR sur la croissance, nous avons donc émis l’hypothèse que 

TOR pourrait moduler l’activité de certaines cellules de cette structure pluricellulaire. Qui 

plus est, ces méristèmes ont l’avantage de contenir un grand nombre de cellules présentant 

des activités totalement différentes (cellules non différenciées ne se divisant pas, cellules en 

divisions actives, cellules en cours de division, cellules en cours de différentiation, cellules 

différenciées, …) et l’étude de cette structure permet d’avoir un aperçu large de l’impact de 

l’inactivation de TOR sur des mécanismes aussi divers que le contrôle de la division et de la 

différentiation. Enfin, du fait de la spécificité végétale du méristème, chercher des cibles 

moléculaires de TOR au sein de ce méristème permet de mettre en évidence de nouvelles 

cibles potentielles de TOR qui, par définition, ne peuvent pas avoir été décrites dans d’autres 

organismes. 

Les premières expériences ont été réalisées sur des lignées exprimant un ARN 

interférant avec TOR et placé sous le contrôle d’un système inductible à l’éthanol. Ce 
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système a déjà largement été utilisé au laboratoire, est facile d’utilisation et permet de 

contrôler dans le temps la survenue de l’inactivation de TOR. En outre, nous disposions, au 

début de ma thèse, d’une grande quantité d’informations sur les effets de l’inactivation de 

TOR pendant la germination et après la germination en utilisant ce système (Deprost et al., 

2007; Moreau, 2009; Moreau et al., 2010). Ces données ont permis d’avoir déjà une vue 

d’ensemble de l’effet d’une telle inactivation. Néanmoins, il s’agit malgré tout d’un système 

d’inactivation indirecte impliquant la présence d’un facteur de transcription fongique (AlcR) 

exprimé sous le contrôle d’un promoteur viral constitutif (p35S) et impliquant également 

l’application d’éthanol. Donc, pour vérifier les informations obtenues avec un tel système, 

nous avons choisi, chaque fois que c’était possible, d’utiliser également d’autres méthodes 

d’inactivation. Il s’agissait de méthodes génétiques (par utilisation de mutants homozygotes 

raptor et lst8 qui n’ont malheureusement été disponible au laboratoire qu’au cours de ma 

dernière année de thèse) et d’une approche pharmacologique par utilisation d’un inhibiteur 

spécifique de TOR que nous avons appelé TORinhib1 et d’un inhibiteur des PI3 kinases 

(inactivant également TOR du fait que le domaine kinase de TOR est un domaine semblable à 

celui des PI3 kinases). Il est nécessaire de garder en mémoire que ces approches sont, certes, 

des méthodes alternatives d’inactiver TOR mais qu’elles n’inactivent pas TOR de la même 

manière. Ainsi, dans les mutants raptor et lst8, on n’agit pas directement sur TOR mais sur 

des protéines partenaires qui pourraient avoir également des fonctions indépendantes du 

complexe TOR et l’approche pharmacologique inhibe l’activité de la kinase mais n’agit pas 

directement sur l’abondance de l’ARN messager ou de la protéine codée par ce gène. 

Au cours de ce travail, j’ai montré que l’inactivation de TOR dérégule l’organisation 

cellulaire du méristème et perturbe également l’expression d’un très grand nombre de 

gènes clés dans l’organisation du méristème. Ainsi, nous avons pu voir que cette inactivation 

réprime l’expression de CLV1 et induit fortement l’expression des gènes CLV3 et WUS en 

étendant grandement leur domaine d’expression. Nous avons également vu que d’autres 

gènes, comme les gènes STM, KNAT1 ou WOX13 sont également fortement dérégulés par 

l’inactivation de TOR. Ces dérégulations suggèrent que l’inactivation de TOR pourrait 

totalement perturber le profil transcriptomique des cellules du méristème et entrainer ainsi 

une perte d’identité cellulaire. 
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Figure 97: Dérégulation de l’expression des gènes induits lors de la surexpression de WUS (A) ou

réprimés lors de cette surexpression (B) au cours de l’inactivation de TOR. La liste des gènes induits

et réprimés en réponse à la surexpression de WUS provient de Leibfried et al. (2005). La réponse

transcriptionnelle de l’expression de ces gènes en réponse à l’inactivation de TOR a été obtenue en

étudiant leur expression après 24h d’inactivation de TOR dans les deux lignées exprimant un ARN

interférant avec TOR sous le contrôle d’un système inductible à l’éthanol (5.2 et 6.3).

gènes légèrement induits

gènes réprimés

gènes légèrement réprimés
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Afin de mieux comprendre comment l’inactivation de TOR peut entrainer de telles 

perturbations, nous nous sommes penchés sur les conséquences des inductions et des 

répressions de l’expression d’un certain nombre de ces marqueurs. En effet, beaucoup de 

ces acteurs ont été maintenant largement étudiés et on connait bien l’impact de la 

répression ou de la surexpression de ces acteurs, tant au niveau de l’organisation de la 

plante et de ses tissus que de son profil transcriptomique. 

Une première hypothèse que j’ai voulu tester portait sur l’impact de la surexpression 

de WUS. En effet, Leibfried et al. (2005) ont publié la liste des gènes dérégulés (induits et 

réprimés transcriptionnellement) en réponse à la surexpression de WUS. De manière 

intéressante, on constate que 12% des gènes induits en réponse à la surexpression de WUS 

sont également induits lors de l’inactivation de TOR et que 23% des gènes réprimés en 

réponse à la surexpression de WUS sont également réprimés lors de l’inactivation de TOR 

(figure 97). J’ai également montré que des lignées surexprimant WUS sous le contrôle du 

même système inductible à l’éthanol que celui utilisé pour générer les lignées TOR RNAi 

inductibles et traitées dans les mêmes conditions présentent une légère surexpression de 

CLV1 alors que les lignées TOR RNAi répriment cette expression. Il semble donc que WUS ne 

soit pas un acteur majeur de la voie de signalisation de TOR mais que sa surexpression soit la 

résultante d’autres facteurs. 

Je me suis alors intéressé à CLV1 qui compose le récepteur transmembranaire sur 

lequel vient se fixer CLV3 qui est un oligopeptide excrété par les cellules. La fixation de ce 

ligand sur ce récepteur entraine la répression transcriptionnelle de l’expression de WUS 

(pour revue : Sablowski, 2011). En se basant donc sur la surexpression combinée de CLV3 et 

WUS, j’ai émis l’hypothèse que la boucle de rétrocontrole permettant la répression de 

l’expression de WUS pourrait être abolie lorsque TOR est inactivé. Etant donnée cette 

hypothèse et le fait que CLV1 est transcriptionnellement réprimé lorsque TOR est inactivé, 

j’ai cherché à confirmer l’impact de la répression de CLV1 lorsque TOR est inactivé en 

étudiant la sensibilité de mutants dans ce gène et en étudiant la localisation subcellulaire 

d’une fusion traductionnelle CLV1-GFP au cours de l’inactivation de TOR. Faute de temps et 

étant donné que les mutants clv1 en présentent pas de défauts de croissance comme ceux 

que l’on observe dans les lignées TOR RNAi, je n’ai pas pu mener cette hypothèse à son 

terme. 



Figure 98: La surexpression de CLV3 entraine une réduction de la taille du méristème apical dans un

fond muté pour CLV1 (E) mais la mutation dans CORYNE (CRN) permet de restaurer l’organisation du

méristème racinaire (F). (Müller et al., 2008)

AlcA-GUS TOR RNAi
TOR RNAi × TOR RNAi ×TOR RNAi ×

AlcA-GUS TOR RNAi
TOR RNAi ×

pWOX13:GUS

TOR RNAi ×

pCLV3:GUS

TOR RNAi ×

pDR5:GUS

Figure 99: Influence de la mutation erecta sur la réponse à l’inactivation de TOR. Les plantes ont été

semées directement sur un milieu contenant de l’éthanol et cultivées pendant 10 jours avant

prélèvement. Les génotypes sont indiqués sur la ligne du haut. Les plantes notées comme issues d’un

croisement sont des plantes de F1.

Les lignées AlcA-GUS, TOR RNAi et pCLV3:GUS sont dans un fond génétique Ler. La lignée

pWOX13:GUS est dans un fond génétique WS et la lignée pDR5:GUS est dans un fond Col-0.
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Un autre élément qui pourrait s’avérer central dans les conséquences de l’inactivation 

de TOR pourrait être la surexpression de CLV3. En effet, il a été montré que la surexpression 

de CLV3 sous le contrôle d’un promoteur constitutif entraine une réduction de la croissance 

racinaire en réduisant la taille du méristème racinaire, ce qui se caractérise par l’émergence 

de poils racinaires au niveau de l’extrémité de la pointe racinaire, comme nous avons pu le 

voir pour les mutants raptor et lst8 (figure 98) (Müller et al., 2008). Ceci suggère donc que la 

surexpression de CLV3 pourrait être suffisante pour entrainer l’arrêt de croissance racinaire 

observé lors de l’inactivation de TOR. Qui plus est, Müller et al. (2008) indiquent également 

que la mutation dans le gène CLV1 ne permet pas de compenser le défaut de croissance 

racinaire dans les plantes surexprimant CLV3 ce qui pourrait expliquer que, dans nos plantes, 

la répression de l’expression de CLV1 ne permette pas de compenser l’effet qu’aurait la 

surexpression de CLV3. Avant d’aller plus avant dans cette hypothèse, il s’avèrerait 

nécessaire de suivre l’expression de CLV3 dans la racine et, plus précisément, dans la pointe 

racinaire, au cours de l’inactivation de TOR. Enfin, étant donné qu’il a été montré que les 

mutations crn (coryne) et clv2 (CRN et CLV2 étant deux autres éléments du récepteur 

transmembranaire de CLV3) permettent de complémenter l’effet de la surexpression de 

CLV3 sur l’organisation de la pointe racinaire, il pourrait être intéressant d’étudier la 

sensibilité de ces deux mutants aux différents inhibiteurs de TOR. 

Cette différence entre CLV1 d’une part et CLV2 et CRN d’autre part avait également 

été rapportée concernant la complémentation de la mutation erecta dans les lignées Ler 

(Landsberg erecta). En effet, les plantes des lignées Ler présentent des pédicelles plus courts 

que les types sauvages LER (Torii et al., 1996), ce qui est du à une mutation ponctuelle dans 

le gène ERECTA qui code un récepteur transmembranaire de type protéine kinase (Rédei, 

1992; Bowman, 1993; Torii et al., 1996). La mutation dans CLV2 ou CRN permet de 

compenser un peu cette diminution de la taille du pédicelle alors que les mutants clv1 

présentent des pédicelles de la même taille que ceux des plantes Ler (Kayes and Clark, 1998; 

Müller et al., 2008). L’effet de ces mutations sur le phénotype des mutants erecta est 

d’autant plus intéressant que nous avons également constaté un potentiel rôle de ce 

récepteur dans la voie de signalisation de TOR. En effet, lorsque j’ai réalisé le croisement des 

lignées TOR RNAi inductibles (fond génétique Ler) avec les lignées exprimant le marqueur 

pWOX13:GUS (fond génétique Wassilewskija) ou avec des plantes exprimant le marqueur 



AlcA-GUS TOR RNAi

Figure 100 : L’inactivation prolongées de TOR entraine l’apparition de nécroses. Des graines du

contrôle AlcA-GUS ou du TOR RNAi ont été mises à germer sur un milieu contenant 100 mM d’éthanol

et cultivées pendant 21 jours sur ce même milieu. La mise en évidence des nécroses a été faite par

une coloration des plantules au bleu trypan. Les photos correspondent aux cotylédons de ces plantes.
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pDR5:GUS (fond génétique Col-0), je suis parvenu à obtenir des plantes ayant un bien 

meilleur développement en présence d’éthanol que les TOR RNAI seuls ou les TOR RNAi 

croisés avec des plantes dans un fond génétique Ler (figure 99). Afin d’élucider le rôle 

potentiel de la mutation erecta dans la voie de signalisation de TOR, il faudrait étudier la 

descendance des croisements entre les lignées TOR RNAi avec des lignées Ler et des mutants 

erecta dans un fond génétique Columbia et de les comparés aux croisements entre les TOR 

RNAi et les lignées LER (également appelées La-0) et avec les sauvages Col-0. En outre, il 

faudrait également vérifier si les mutants erecta présentent une sensibilité accrue aux 

inhibiteurs de TOR. 

Cette étude a également permis de mettre en évidence que l’expression de CDKB1 et 

de STM sont réprimés lors de l’inactivation de TOR pendant des temps courts (inférieurs à 

48h) puis induits pendant des temps longs (supérieurs à 48h). Ceci suggère donc que la 

dérégulation de l’expression de ces gènes n’est pas directement liée à TOR mais serait une 

cible indirecte ou qu’il existe une boucle de rétrocontrole qui finit par compenser l’effet de 

l’inactivation. Quoi qu’il en soit, cette différence pourrait expliquer le fait qu’il soit possible 

de restaurer la croissance des lignées TOR RNAi si elles ne sont pas soumises à plus de 48h 

d’inactivation de TOR. Ces résultats suggèrent donc qu’il est possible que cette transition qui 

s’opère autour de 48h après l’inactivation de TOR soit la résultante de modifications 

transcriptionnelles qui pourraient être mises en évidence en comparant le transcriptome de 

plantes dans lesquelles TOR aurait été inactivé pendant un temps court ou pendant un 

temps plus long. En outre, l’induction de l’expression de CDKB1 après 72h d’inactivation de 

TOR suggère une ré-activation des divisions cellulaires. Ceci permettrait d’expliquer 

l’apparition de prolifération cellulaire après une semaine d’inactivation de TOR (Moreau et 

al., 2010). En revanche, l’absence d’expression de CycB1 dans les plantules germées en 

présence d’inhibiteurs de TOR explique pourquoi nous n’avons jamais observé de 

prolifération cellulaire sur les plantules dans lesquelles TOR a été inactivé au cours de la 

germination. En effet, dans ces plantes, l’inactivation prolongée de TOR conduit à un arrêt 

de croissance qui peut être dû à l’accumulation ectopique de lignines dans les parois 

cellulaires empêchant ainsi non seulement l’expansion mais aussi la division cellulaire. Un 

résultat préliminaire suggère qu’une inactivation de TOR au cours de la germination et 

prolongée pendant un temps long entraine l’apparition de mort cellulaire (figure 100) 
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Concernant le lien qui existe entre TOR et les hormones, les résultats que j’ai obtenus 

suggèrent fortement une interaction entre la voie de signalisation de TOR et les voies de 

signalisation de diverses hormones comme les gibbérellines et les auxines. Il est à noter que 

ces deux hormones jouent un rôle clé dans l’organisation du méristème et que leurs voies de 

biosynthèse et/ou de signalisation sont contrôlées par les gènes méristématiques et les 

gènes méristèmatiques contrôlent la biosynthèse et/ou la signalisation de ces hormones. Il 

semble donc cohérent qu’il existe un lien entre TOR et les hormones étant donné qu’il existe 

un lien entre l’inactivation de TOR et l’expression des gènes méristématiques. Toutefois il 

reste à déterminer laquelle de ces deux cibles est régulée par TOR et laquelle est la 

résultante de l’autre. 

Enfin, afin d’avoir une vue d’ensemble tout à fait exhaustive, il serait bon de vérifier si 

l’inactivation de TOR par des approches génétiques ou pharmacologiques a les mêmes 

conséquences cytologiques que l’inactivation dans les lignées TOR RNAi inductibles. 

III. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

Comme nous l’avons vu dans les deux chapitres précédents, l’inactivation de TOR 

entraine des dérégulations au niveau de l’organisation et de la composition du ribosome 

d’une part et, d’autre part, au niveau de l’expression des gènes impliqués dans l’organisation 

du méristème et de différentes voies hormonales. 

Etant donné que les cibles directes de TOR permettant de contrôler ces deux 

phénomènes n’ont pas été mises en évidence, il serait hasardeux d’émettre l’hypothèse de 

deux voies parallèles n’interagissant pas. Qui plus est, il a déjà été rapporté que plusieurs 

mutants de protéines ribosomales présentent des phénotypes développementaux forts. On 

peut ainsi citer le cas des mutants rps6a et rps6b qui présentent des méristèmes racinaires 

plus courts (Creff et al., 2010) ou encore la mutation rps5a qui entraine une létalité 

embryonnaire à l’état homozygote et des retard de croissance à l’état hétérozygote. 

Plusieurs gènes codant des protéines ribosomales ont également été annotés comme EMB 

(embryo defective gene), c'est-à-dire comme faisant partie des gènes essentiels au 

développement de la graine (Meinke et al., 2008). C’est notamment le cas de la protéine 

RPS6B, également appelée EMB3010. 
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Matériel et méthodes 

I. MATERIEL VEGETAL 

Le travail de cette thèse repose principalement sur l’étude de lignées exprimant un 

ARN interférant dirigé contre TOR et placé sous le contrôle d’un promoteur inductible à 

l’éthanol. Ces lignées (appelées 5.2 et 6.3) contiennent deux constructions : tout d’abord 

une construction p35S:AlcR qui permet l’expression du facteur de transcription fongique 

AlcR de manière constitutive ainsi qu’une construction pAlcA:FRB qui exprime le domaine 

FRB (FKBP12-Rapamycine Binding) spécifique de TOR en sens-antisens sous le contrôle du 

promoteur pAlcA qui est activé lorsque le facteur AlcR est mis en présence d’éthanol (voir 

figure 11). Ces plantes sont dans un fond génétique Landsberg erecta. Le contrôle (appelé 

AlcA-GUS) exprime également la construction p35S:AlcR mais a été transformé avec la 

construction pAlcA:GUS (et non pAlcA:FRB). Ces lignées ont déjà été décrites (Deprost et al., 

2007). 

D’autres lignées ont également été utilisées afin de confirmer les résultats obtenus 

avec les lignées TOR RNAi inductibles. Ces lignées sont les suivantes : 

- La lignée TOR RNAi constitutive (appelée 35.7) qui exprime le domaine FRB en 

sens-antisens sous le contrôle du promoteur constitutif p35S. 

- La lignée mutante raptor.3g qui a déjà été décrite (Anderson et al., 2005; Deprost 

et al., 2005). 

- La lignée mutante atlst8-1-1 qui a déjà été décrite (Moreau et al., 2012). 

II. CONDITIONS DE CULTURE 

II.A. Milieux de culture 

Sauf en cas de précisions particulières, les cultures ont été réalisées en boite de Pétri 

contenant du milieu de Murashige & Skoog dilué au 1/5 et additionné de saccharose à une 

concentration finale de 0.3% et d’agar à 0.7%. 
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D’autres cultures ont été réalisées en conditions liquides. Le milieu alors utilisé est le 

même que celui décrit ci-avant (sauf précision contraire) mais dépourvu d’agar. Les cultures 

liquides en vue de la purification des ribosomes ont été menées en fiole d’Erlenmeyer tandis 

que celles réalisées en vue de réaliser des tests de sensibilité aux inhibiteurs de TOR ont été 

menées dans des microplaques 24 puits. 

II.B. Conditions de culture 

Les cultures ont été réalisées en chambre de culture avec une température de 25°C, 

une longueur du jour de 16h et une intensité lumineuse de 75µE. Tous les prélèvements ont 

été réalisés au milieu de la phase de jour. 

III. ANALYSE DES RIBOSOMES 

III.A. Purification des ribosomes 

Les plantes sont broyées au mortier et au pilon dans de l’azote liquide. La poudre ainsi 

obtenue est alors reprise dans 10 ml de tampon d’extraction (Tris 0.2M, KCl 0.4M, EGTA 

0.025M, MgCl2 0.035M, Saccharose 0.2 M, pH 9) additionné de 1 ml de mix de détergents 

(Triton X-100 20%, Tween-20 20%, NP-40 20%, Désoxycholate de sodium 10%). Les 

échantillons sont incubés dans la glace pendant 10 minutes avant de subir une 

centrifugation à 4000 RPM pendant 15 minutes à 4°C. Le surnageant est alors déposé sur un 

coussin de 4 ml de tampon de saccharose (Tris 0.04M, KCl 0.2M, EGTA 0.005M, MgCl2 

0.03M, saccharose 1.75M, pH 9). Les échantillons sont ainsi soumis à une ultracentrifugation 

d’une nuit à 35000 RPM dans un rotor swinging. 

En sortie d’ultracentrifugation, le surnageant ainsi que le coussin de saccharose sont 

éliminés. Le culot des protéines ribosomales est repris dans 300 µl d’un tampon de 

dénaturation (Tris 80mM, SDS 2%, glycérol 10%, β-mercaptoéthanol 5%, bleu de 

bromophénol 0.04%, pH 6.8). La dénaturation est alors menée par un traitement de 

10 minutes à 100°C suivi par un transfert dans la glace. 
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III.B. Préparation de la fraction ribosomale 

Les protéines ainsi dénaturées sont soumises à une migration sur un gel de 

polyacrylamide (12% pour le gel de séparation et 4% pour le gel de concentration) de 1 à 

2 mm dans le gel de séparation. Après coloration au bleu de Coomassie, la bande ainsi 

obtenue est coupée en 5 fragments. 

Après une étape de fixation à l’éthanol / acide acétique (40% / 10%), les échantillons 

sont lavés à l’acétonitrile et au bicarbonate d’ammonium (25mM). La réduction est menée 

par un traitement de 30 minutes dans du DiThioThréitol 10mM à 56°C puis l’alkylation est 

menée par un traitement de 45 minutes dans de l’iodoacétamide 55mM à température 

ambiante à l’obscurité. Les morceaux de gel sont à nouveau rincés au bicarbonate 

d’ammonium 25mM et à l’acétonitrile. La trypsinolyse est menée dans 120ng de trypsine 

(Proméga) pendant 5h à 37°C. Les peptides sont alors repris dans des bains successifs 

d’acétonitrile / TFA (50% / 0.5%) puis séchés au speed vac avant d’être repris dans le tampon 

d’injection du spectro composé d’acide formique / acide trifluoroacétique / acétonitrile 

(0.05% / 0.05% / 3%). 

III.C. Analyse en LC-MS/MS 

La chromatographie liquide, couplée au spectromètre de masse, est réalisée sur une 

colonne NanoLC-Ultra (Eksigent). L’échantillon (4 µl) est injecté à un débit de 7.5µl/min sur 

une précolonne (phase stationnaire : C18 PepMap100, particules de 5µm, colonne : 100µm 

i.d, 1 cm de long ; Dionex). Le chargement et le dessalage s’effectue en 3 minutes dans un 

tampon eau / acide formique (0.1%). La précolonne est ensuite connectée à la colonne 

analytique PepMapC18 (phase stationnaire : C18 PepMap100, particules de 3µm, colonne : 

75µm i.d, 150mm de long ; Dionex). La séparation des peptides s’effectue en gradient 

linéaire de 5 à 80% de tampon acétonitrile / acide formique (0.1%) pendant 37 minutes. 

Les peptides élués sont analysés en direct avec un Qexactive (Thermo Electron) équipé 

d’une source nano-electrospray. L’ionisation (1.5 kV de potentiel d’ionisation) est réalisée 

avec une jonction liquide et une aiguille non métallique. La mesure des ions via Xcalibur 2.07 

se fait sur l’ensemble des ions ayant un ratio masse sur charge compris entre 300 et 1400 

puis répété pour le huit ions détectés précédemment. 





Page 112 

L’identification des peptides et protéines est réalisée par recherche sur la base de 

données TAIR (version 8) et s’effectue avec le logiciel X!tandem CYCLONE (2011.12.01) 

(http://www.thegpm.org/tandem). La recherche est lancée avec les paramètres : 

trypsinolyse, possibilité d’un misscleavage, carboxyamidométhylation des cystéines (+57), 

oxydation possible des méthionines (+16), phosphorylation possibles des sérines, tyrosines 

et thréonines (+80). 

Les résultats sont filtrés et groupés avec X!tandem pipeline v3.3.0, un outil 

informatique développé par le PAPPSO (http://pappso.inra.fr/bioinfo/xtandempipeline). 

III.D. Analyse des résultats 

Pour l’analyse des protéines non ribosomales, les quantités de chaque protéine sont 

estimées par la méthode du comptage spectral qui repose sur le dénombrement de tous les 

spectres de tous les peptides d’une protéine donnée et qui a été montré comme étant 

proportionnel à la quantité de protéine (Liu et al., 2004). Concernant les protéines 

ribosomales, étant donnée la forte homologie de séquence à l’intérieur des familles, j’ai 

choisi de ne compter que les spectres des peptides spécifiques et de ne pas compter les 

spectres des peptides pouvant être communs à au moins deux protéines. Cette méthode, 

bien que moins quantitative, tient compte de cette homologie de séquence et donne une 

indication sur l’abondance de chaque protéine. 

Pour les protéines ribosomales, afin de limiter l’effet d’enrichissement en ribosomes 

dans les différents échantillons qui peut varier un peu, j’ai normalisé l’abondance de chaque 

protéine par la quantité de spectres ribosomaux dans l’échantillon. 
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IV. BIOCHIMIE 

IV.A. Western Blot 

IV.A.1. Migration des protéines 

En l’absence de précision, les protéines sont migrées sur un gel de polyacrylamide 

additionné de SDS avec des concentrations de 15% pour le gel de séparation et de 5% pour 

le gel de concentration. 

IV.A.2. Transfert, incubation avec l’anticorps et révélation 

Le transfert est réalisé sur une nuit à 4°C en conditions liquides sur une membrane de 

nitrocellulose sous un voltage constant à 36 V. La membrane est bloquée dans du lait à 5% 

puis incubé dans l’anticorps primaire (l’anticorps dirigé contre la RPL13 au 1/5000 dans du 

lait 1% ; l’anticorps dirigé contre la RPS6 au 1/1000 dans du lait 2% ; l’anticorps dirigé contre 

la RPS14 au 1/1000 dans du lait 2%). Après rinçages, les membranes sont incubées dans 

l’anticorps secondaire (anticorps anti-lapin pour la RPL13 et la RPS14 et anticorps anti-souris 

pour la RPS6, tous deux couplés à la peroxydase). La révélation se fait par observation de la 

luminescence. 

IV.A. Western blot sur gel bidimensionnel 

IV.A.1. Gel bidimensionnel 

IV.A.1.a. Préparation des échantillons 

Après broyage des échantillons végétaux dans l’azote liquide, les protéines contenues 

dans 30 mg de matière fraiche sont précipitées pendant 3 heures à -20°C dans une solution 

de précipitation (90% acétone, 10% acide trichloracétique, 0.07% β-mercaptométhanol). 

Après élimination du surnageant, les protéines sont lavées dans un tampon d’acétone 100% 

additionnée de β-mercaptoéthanol à 0.07% durant la nuit à -20°C puis, après élimination du 

surnageant, séchées à l’air libre et à température ambiant pendant 15 minutes. Le culot sec 

ainsi obtenu est ensuite repris dans un tampon de resolubilisation (7M Urée, 2M Thiourée, 

4% CHAPS, 18 mM Trizma HCl, 14 mM Trizma Base, 0.2% Triton X-100, 20 mM DTT, pH 8.5). 
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IV.A.1.b. Première dimension 

Après quantification par la méthode de Bradford des protéines ainsi solubilisées, 60µg 

de celles-ci sont reprises dans un volume final de 200µl de solution de réhydratation (7M 

Urée, 2M Thiourée, 4% CHAPS, 18 mM Trizma HCl, 14 mM Trizma base, 20 mM DTT, 2% 

Triton X-100, 1% Pharmalytes pH3-10 NL. La strip d’isoéléctrofocalisation a été réhydratée 

avec les protéines pendant une nuit à température ambiante puis les protéines ont été 

séparées selon leur point isoélectrique par une isoélectrofocalisation à 18000 VhT et un 

ampérage bloqué à 50 µA. Les strips ainsi obtenues ont été congelées à -20°C et ainsi 

conservées jusqu’à la réalisation de la 2
ème

 dimension. 

IV.A.1.c. Deuxième dimension 

Avant dépôt sur le gel de SDS-PAGE, les strips sont équilibrées, et les protéines qui y 

sont contenues sont réduites et alkylées. Ces étapes sont réalisées par un bain 30 minutes 

dans un tampon d’équilibration (6M Urée, 30% glycérol, 2,5% SDS) et additionné de DTT à 

2% puis, après un rinçage dans le tampon d’équilibration, par une incubation de 20 minutes 

dans le tampon d’équilibration additionné d’iodoacétamide à 4%. 

La strip est ensuite déposé sur un gel de SDS-PAGE concentré à 12% d’acrylamide pour 

le gel de séparation et à 4% pour le gel de concentration et la migration est réalisée à 35V 

pendant 20 minutes dans le gel de concentration et à 120V pendant 2 heures dans le gel de 

concentration. 

IV.A.1. Transfert et révélation 

Le transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose est réalisé en montage 

semi-sec à 200 mA pendant 1 heure. La membrane est ensuite saturée pendant 2h30 dans 

du lait à 5%. Après lavage, la membrane est hybridée au moyen de l’anticorps primaire dirigé 

contre la RPS6 dilué au 1/1000 dans du lait à 5% pendant une nuit à 4°C. La membrane est 

alors lavée puis hybridée avec l’anticorps secondaire dirigé contre les anticorps de souris et 

couplé à la peroxydase et dilué au 1/2000 dans du lait à 5%. Cette dernière hybridation est 

menée à 4°C pendant 4 heures. 

La révélation est réalisée au moyen du kit ECL Advance (GE Healthcare) et menée avec 

le LAS-4000 (Fuji). 



gène oligo séquence 5' -> 3'

APT1 Q2-APT+ GAGACATTTTGCGTGGGATT

APT1 Q2-APT- CGGGGATTTTAAGTGGAACA

ARR5 ARR5-Q-F CATCTTGCCTCGTATCGATAG

ARR5 ARR5-Q-R GTCTCTAGATCAGATCTTTGCGCGT

ARR7 ARR7-Q-F GCATTCAGAGAAGTACCAGTAGTG

ARR7 ARR7-Q-R GCTAAGGTCTTGGCCTCTATAC

CDKB1;1 CDKB1 q F GGTGGTGACATGTGGTCTGTTGG

CDKB1;1 CDKB1 q R CGCAGTGTGGAAACACCCGG

clv1 clv1 q F AGGTGGGTGAGGAACACGGAAGA

clv1 clv1 q R CTCGGGTCAACAATCGCAACAACA

CLV3 CLV3 q5 f ATGGAAAGTGAATGGGTTGGAGCAA

CLV3 CLV3 q5 R TTCTTGGCTGTCTTGGTGGGTTC

EF1 EF1.4F CTGGAGGTTTTGAGGCTGGTAEF1 EF1.4F CTGGAGGTTTTGAGGCTGGTA

EF1 EF1.4R CAAAGGGTGAAAGCAAGAAGA

KNAT1 knat1 q f ATTACGGCGGCACGGCAAGA

KNAT1 knat1 q r TAGAGGAGGCAGAGACAGACGGT

STM stm q3 f TGCTTGATTGGTGGAGCCGTCA

STM stm q3 r TGGTGAGGATGTGTTGCGTCC

TIP41 Q-tip41+ TCCATCAGTCAGAGGCTTCC

TIP41 Q-tip41- GCTCATCGGTACGCTCTTTT

UBQ11 UBI11F GCAGATTTTCGTTAAAACC

UBQ11 UBQ11R CCAAAGTTCTGCCGTCC

WOX13 WOX13-Q-R ACTGCTTATGACTGACTACCAAATCC

WOX13 WOX13-Q-F AAGATGGGACTGGCGGAAA

wus wus_q_plus ATGGAGCCGCCACAGCATCAG

wus wus_q_minus CTCCGTCGTCGGTGTCCACCT

Tabeau 16 : Liste des amorces utilisées pour les expériences de PCR quantitative.
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V. BIOLOGIE MOLECULAIRE 

V.A. Extraction d’ARN 

Les extractions d’ARN ont été réalisées par la méthode au Trizol (Invitrogen) selon le 

protocole fourni par les fabricants. 

V.B. Reverse transcription 

Les ADN complémentaires ont été générés à partir de 750 ng d’ARN messagers en 

utilisant la réverse transcriptase Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV) (Invitrogen) selon 

le protocole fourni par le fabricant. 

V.C. PCR quantitative 

Les expériences de PCR quantitatives ont été réalisées sur le thermocycleur 

MasterCycler®ep realplex de chez Eppendorf en présence de 5 µl d’ADN complémentaires 

dilués au 1/10 au moyen du kit MESA FAST qPCR MasterMix Plus for SYBR Assay 

(Eurogentec) selon le protocole du fournisseur. Les quantifications sont normalisées selon 

l’expression du gène APT1. Les mesures se font en utilisant les amorces citées dans le 

tableau 16. 

Pour chaque couple d’amorce, j’ai vérifié, préalablement à leur utilisation, qu’ils ne 

produisent qu’un seul amplicon et que leur efficacité permet une quantification convenable. 

VI. CYTOLOGIE 

VI.A. Coloration à l’iodure de propidium 

La coloration à l’iodure de propidium et au réactif de Schiff a été réalisée selon le 

protocole décrit par Truernit et al. (2008). 
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VI.B. Coloration GUS 

La localisation in situ de l’activité de la β-glucuronidase a été réalisée par immersion 

des plantules dans la solution de coloration (KH2PO4/K2HPO4 50mM pH7, ferricyanure de 

potassium 2mM, ferrocyanure de potassium 2mM, Triton X-100 0.1%, X-gluc 1mg/ml) puis 

incubée pendant une nuit à 37°C après l’application du vide. Pour l’observation des 

plantules, les chlorophylles sont éliminées par plusieurs bains successifs d’éthanol à 70% 

avant d’être conservées dans un mélange éthanol/glycérol 70%/30%. 
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Annexes 

Annexe 1 : Liste des protéines potentiellement dérégulées par l’inactivation de TOR 
d’après les résultats obtenus dans les répétitions M1 à M4. Pour réaliser cette analyse, 
tous les échantillons des TOR RNAi ont été considérés indépendamment les uns des 
autres. Seules sont présentées ici les protéines identifiées comme dérégulées dans au moins 

trois répétitions sur les huit (colonne Nb). Les annotations de chacune des protéines 

proviennent de Virtual Plant 1.2 (Katari et al., 2010) et les protéines ribosomales sont 

surlignées en bleu. 

Réprimés 
AGI Nb Annotation 

ATCG00680 5  encodes for CP47, subunit of the photosystem II reaction center. 

AT1G32900 4  starch synthase, putative 

AT2G36460 4  fructose-bisphosphate aldolase, putative 

AT2G45960 4  PIP1B (NAMED PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 1B); water channel 

AT4G37930 4  SHM1 (SERINE TRANSHYDROXYMETHYLTRANSFERASE 1); glycine hydroxymethyltransferase/ poly(U) binding 

AT1G01100 3  60S acidic ribosomal protein P1 (RPP1A) 

AT1G13440 3 
 GAPC2 (GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE C2); NAD or NADH binding / binding / catalytic/ glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (phosphorylating)/ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

AT1G29270 3  unknown protein 

AT1G54030 3  GDSL-motif lipase, putative 

AT1G54270 3  EIF4A-2; ATP-dependent helicase/ translation initiation factor 

AT1G55490 3  CPN60B (CHAPERONIN 60 BETA); ATP binding / protein binding 

AT1G58380 3  XW6; structural constituent of ribosome 

AT1G61520 3  LHCA3; chlorophyll binding 

AT2G39310 3  JAL22 (JACALIN-RELATED LECTIN 22) 

AT2G39460 3  RPL23AA (RIBOSOMAL PROTEIN L23AA); RNA binding / nucleotide binding / structural constituent of ribosome 

AT3G08580 3  AAC1 (ADP/ATP CARRIER 1); ATP:ADP antiporter/ binding 

AT3G26520 3  TIP2 (TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN 2); water channel  

AT3G26650 3 
 GAPA (GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE A SUBUNIT); glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase/ protein 

binding 

AT4G10340 3  LHCB5 (LIGHT HARVESTING COMPLEX OF PHOTOSYSTEM II 5); chlorophyll binding 

AT5G62390 3  ATBAG7 (ARABIDOPSIS THALIANA BCL-2-ASSOCIATED ATHANOGENE 7); calmodulin binding 

 

Induites 
AGI Nb Annotation 

AT4G24280 5 cpHsc70-1 (chloroplast heat shock protein 70-1); ATP binding 

AT1G05190 4 emb2394 (embryo defective 2394); structural constituent of ribosome 

AT1G15820 4 LHCB6 (LIGHT HARVESTING COMPLEX PSII SUBUNIT 6); chlorophyll binding 

AT1G53240 4 malate dehydrogenase (NAD), mitochondrial 

AT1G67090 4 RBCS1A (RIBULOSE BISPHOSPHATE CARBOXYLASE SMALL CHAIN 1A); copper ion binding / ribulose-bisphosphate carboxylase 

AT2G18020 4 EMB2296 (embryo defective 2296); structural constituent of ribosome 

AT2G37190 4 60S ribosomal protein L12 (RPL12A) 

AT3G01500 4 CA1 (CARBONIC ANHYDRASE 1); carbonate dehydratase/ zinc ion binding 

AT3G04840 4 40S ribosomal protein S3A (RPS3aA) 

AT5G10360 4 EMB3010 (embryo defective 3010); structural constituent of ribosome 

AT5G19090 4 heavy-metal-associated domain-containing protein 

AT1G26880 3 60S ribosomal protein L34 (RPL34A) 

AT1G27400 3 60S ribosomal protein L17 (RPL17A) 

AT1G43170 3 ARP1 (ARABIDOPSIS RIBOSOMAL PROTEIN 1); structural constituent of ribosomeXAT5G02450: 60S ribosomal protein L36 (RPL36C) 

AT1G61520 3 LHCA3; chlorophyll binding 

AT2G20450 3 60S ribosomal protein L14 (RPL14A) 

AT3G04230 3 40S ribosomal protein S16 (RPS16B) 

AT3G05590 3 RPL18 (RIBOSOMAL PROTEIN L18); structural constituent of ribosome 

AT3G09630 3 60S ribosomal protein L4/L1 (RPL4A) 

AT3G12780 3 PGK1 (PHOSPHOGLYCERATE KINASE 1); phosphoglycerate kinase 

AT3G15190 3 chloroplast 30S ribosomal protein S20, putative 

AT3G22660 3 rRNA processing protein-related 

AT3G25520 3 ATL5 (A. THALIANA RIBOSOMAL PROTEIN L5); 5S rRNA binding / structural constituent of ribosome 
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AT3G60750 3 transketolase, putative 

AT4G20360 3 ATRABE1B (ARABIDOPSIS RAB GTPASE HOMOLOG E1B); GTP binding / GTPase/ translation elongation factor 

AT4G24770 3 RBP31 (31-KDA RNA BINDING PROTEIN); RNA binding / poly(U) binding 

AT4G31700 3 RPS6 (RIBOSOMAL PROTEIN S6); structural constituent of ribosome 

AT5G01530 3 chlorophyll A-B binding protein CP29 (LHCB4) 

AT5G02870 3 60S ribosomal protein L4/L1 (RPL4D) 

AT5G14740 3 CA2 (CARBONIC ANHYDRASE 2); carbonate dehydratase/ zinc ion binding 
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Annexe 2 : Comparaison des résultats du transcriptome, du traductome et du protéome 
des protéines ribosomales : Seules les protéines quantifiées au moins une fois dans une 

expérience des protéome sont représentées ici. Les données brutes de transcriptome et de 

traductome ont été obtenues par Manon Moreau sur des puces CATMA. La 

« quantification » des expériences de protéome a été menée en comptant le nombre de 

spectres spécifiques pour chaque protéine et en rapportant cette valeur au nombre de 

spectres ribosomaux dans l’échantillon : les chiffres correspondent au nombre d’expériences 

dans lesquelles cette protéine a été trouvée induite (positif, orange) ou réprimée (négatif, 

violet). Les cases noires représentent des absences de données. L’annotation des colonnes 

de gauche repose sur les travaux de Sormani et al. (2011). 

   
repet- repet- repet- repet- repet- repet- repet- repet- 

  
   7h 24h 7h 24h 7h 24h 7h 24h   
   total total total total poly poly poly poly Protéomique 

   5.2 5.2 6.3 6.3 5.2 5.2 6.3 6.3 M6-M7 M8-M9 
RPL10A cytosol AT1G14320 0,06 0,07 -0,16 -0,05 -0,07 -0,11 0,00 -0,11 1 1 
RPL10A cytosol AT1G14320 0,30 0,67 0,16 0,61 0,30 0,34 0,22 0,31 1 1 
RPL10aA cytosol AT1G08360 0,05 -0,08 0,04 -0,12 -0,04 0,05 -0,14 0,05 -1 2 
RPL10aA cytosol AT1G08360 

 
0,32 

 
0,33 

 
0,50 

 
0,37 -1 2 

RPL10aA cytosol At1g08360 
 

0,39 
 

0,34 
 

0,39 
 

0,44 -1 2 
RPL10aB cytosol AT2G27530 0,18 0,39 0,35 0,16 0,42 0,39 0,26 0,12 0 2 
RPL10aB cytosol At2g27530  0,25  0,19  0,46  0,31 0 2 
RPL10aC cytosol AT5G22440 0,32 0,07 0,28 0,04 0,05 0,22 0,16 0,06 0 -1 
RPL10C cytosol AT1G66580 0,54 0,28 0,53 0,22 0,27 0,01 0,14 -0,02 -2 1 
RPL12B cytosol AT3G53430 0,30 0,65 0,19 0,36 0,18 0,18 0,21 0,14 -2 0 
RPL12C cytosol AT5G60670 0,61 0,27 0,13 0,27 0,06 0,38 0,37 0,20 -1 0 
RPL13aA cytosol At3g07110 

 
0,42 

 
0,34 

 
0,53 

 
0,17 0 -1 

RPL13aB cytosol AT3G24830 0,15 0,16 -0,03 0,11 -0,04 0,07 0,05 0,08 -1 2 
RPL13aB cytosol At3g24830  0,67  0,61  0,59  0,50 -1 2 
RPL13aB cytosol AT3G24830 

 
0,70 

 
0,55 

 
0,47 

 
0,39 -1 2 

RPL13aD cytosol At5g48760 
 

0,12 
 

0,09 
 

0,15 
 

0,03 0 1 
RPL13B cytosol At3g49010 

 
0,16 

 
0,30 

 
0,43 

 
0,31 1 1 

RPL13D cytosol AT5G23900 0,01 0,33 0,23 0,30 0,14 0,31 -0,06 0,31 -2 0 
RPL14A cytosol AT2G20450 0,49 0,05 -0,35 0,12 0,07 0,38 0,13 0,11 0 -1 
RPL14B cytosol At4g27090  0,27  0,16  0,53  0,15 1 0 
RPL17A cytosol AT1G27400 0,17 0,02 -0,10 0,08 0,18 0,29 -0,06 0,26 2 1 
RPL17B cytosol AT1G67430 0,32 0,22 0,01 0,30 0,20 0,39 0,13 0,36 1 0 
RPL18aB cytosol AT2G34480 0,39 0,34 0,27 0,35 0,23 0,66 0,03 0,21 1 -1 
RPL18aC cytosol AT3G14600 0,33 0,28 0,05 0,27 0,18 0,40 0,02 0,15 0 -1 
RPL18B cytosol AT3G05590 0,72 0,55 0,32 0,58 0,03 0,52 0,22 0,32 -1 2 
RPL18C cytosol AT5G27850 0,54 0,40 0,28 0,36 0,13 0,41 0,37 0,13 0 0 
RPL19A cytosol AT1G02780 0,19 0,41 0,06 0,34 0,31 0,42 0,27 0,24 2 0 
RPL19C cytosol AT4G02230 0,41 0,06 0,22 0,05 0,16 0,47 0,16 0,16 2 0 
RPL26A cytosol At3g49910 

 
0,03 

 
0,05 

 
0,10 

 
0,11 -2 2 

RPL27B cytosol At3g22230 
 

0,39 
 

0,18 
 

0,74 
 

0,20 1 2 
RPL27C cytosol AT4G15000 0,24 0,28 0,43 0,28 -0,11 0,38 -0,04 0,25 1 0 
RPL28A cytosol AT2G19730 0,39 0,18 0,21 0,17 0,02 0,46 0,14 0,22 2 0 
RPL28C cytosol AT4G29410 0,40 0,14 0,01 0,34 0,28 0,73 0,00 0,52 0 1 
RPL30B cytosol AT1G77940 0,54 0,33 0,33 0,25 0,03 0,43 0,28 0,30 -1 2 
RPL32A cytosol AT4G18100 0,05 0,03 -0,09 0,04 -0,11 0,06 -0,02 -0,07 -1 1 
RPL32A cytosol AT4G18100 

 
0,22 

 
0,29 

 
0,46 

 
0,23 -1 1 

RPL32A cytosol At4g18100  0,29  0,30  0,36  0,29 -1 1 
RPL32B cytosol At5g46430  0,24  0,25  0,05  0,03 1 -1 
RPL34A cytosol AT1G26880 0,63 -0,23 0,22 0,05 -0,05 0,04 0,47 -0,04 0 1 
RPL34B cytosol At1g69620 

 
0,27 

 
0,24 

 
0,24 

 
0,10 0 1 

RPL35A cytosol AT3G09500 0,16 0,07 0,01 0,31 -0,07 0,57 0,17 0,43 0 -1 
RPL3A cytosol AT1G43170 0,19 0,57 0,28 0,46 0,44 0,44 0,13 0,28 0 2 
RPL3B cytosol AT1G61580 -0,08 0,05 0,29 0,05 0,07 0,00 0,23 -0,01 0 -2 
RPL4A cytosol AT3G09630 -0,22 0,51 0,25 0,55 0,34 0,37 0,03 0,32 1 0 
RPL4D cytosol AT5G02870 0,09 0,57 0,42 0,48 0,34 0,28 0,01 0,39 1 -1 
RPL5A cytosol At3g25520 

 
0,23 

 
0,17 

 
0,29 

 
0,06 -1 0 

RPL5B cytosol At5g39740 
 

0,38 
 

0,25 
 

0,39 
 

0,41 0 2 
RPL6A cytosol At1g18540 

 
0,25 

 
0,37 

 
0,36 

 
0,44 1 -2 

RPL7aA cytosol AT2G47610 0,27 0,35 0,36 0,36 0,22 0,31 0,01 -0,04 -1 -2 
RPL7aB cytosol AT3G62870 0,12 0,21 0,14 0,31 0,08 0,47 -0,04 0,36 0 2 
RPL7B cytosol AT2G01250 0,21 0,24 0,21 0,22 0,00 0,31 0,19 0,22 0 0 
RPL7C cytosol AT2G44120 -0,03 0,59 0,18 0,49 0,09 0,46 -0,04 0,34 0 1 
RPL7D cytosol AT3G13580 0,37 0,18 0,43 0,16 0,15 0,43 -0,05 0,41 1 1 
RPL7D cytosol At3g13580 

 
0,18 

 
0,11 

 
0,44 

 
0,36 1 1 

RPL8A cytosol At2g18020  0,34  0,21  0,33  0,20 1 1 
RPL8C cytosol AT4G36130 0,13 0,44 0,21 0,36 -0,02 0,04 -0,05 0,22 0 0 
RPP0B cytosol AT3G09200 0,28 0,63 0,42 0,55 0,24 0,37 0,16 0,23 1 0 
RPP0C cytosol AT3G11250 -0,03 0,05 0,20 0,27 -0,08 0,17 0,23 0,22 0 1 
RPP1A cytosol AT1G01100 0,61 

 
0,56 

 
-0,07 

 
0,20 

 
-1 2 

RPP1B cytosol AT4G00810 0,48 0,56 0,16 0,47 0,03 0,52 0,27 0,15 1 1 
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RPP1C cytosol AT5G47700 0,49 0,56 0,25 0,37 -0,01 0,32 0,27 -0,09 0 2 
RPP2A cytosol At2g27720 

 
0,60 

 
0,51 

 
0,61 

 
0,60 2 2 

RPP2B cytosol At2g27710 
 

0,50 
 

0,65 
 

0,42 
 

0,40 0 0 
RPP3A cytosol AT4G25890 0,27 0,42 0,22 0,48 -0,06 0,55 0,26 0,10 0 0 
RPP3B cytosol At5g57290  0,32  0,23  0,40  -0,19 1 1 
RPS10A cytosol AT4G25740 0,08 0,30 0,35 0,26 0,10 0,46 0,04 0,11 1 -1 
RPS10B cytosol AT5G41520 0,18 0,22 0,15 0,28 0,34 0,42 

 
0,28 2 2 

RPS10C cytosol AT5G52650 0,10 0,58 0,11 0,63 0,26 0,51 0,17 0,41 0 1 
RPS11A cytosol AT3G48930 0,33 0,49 0,49 0,41 0,00 0,38 0,11 0,26 0 0 
RPS11B cytosol AT4G30800 0,26 0,14 0,34 0,20 -0,11 0,20 0,04 0,12 0 0 
RPS11C cytosol AT5G23740 0,37 0,17 0,13 0,25 0,19 0,44 0,14 0,02 -1 0 
RPS12A cytosol AT1G15930 0,11 0,55 0,22 0,46 0,08 0,36 0,03 0,14 -1 0 
RPS12C cytosol AT2G32060 0,31 0,58 0,32 0,54 -0,06 0,44 0,12 0,31 -1 0 
RPS13A cytosol AT3G60770 0,30 0,34 0,08 0,23 0,20 0,51 0,25 0,50 1 0 
RPS13B cytosol AT4G00100 0,31 0,37 0,20 0,48 0,28 0,62 0,23 0,33 2 2 
RPS14A cytosol AT2G36160 0,43 0,07 0,01 0,11 0,13 0,64 0,17 0,19 0 2 
RPS14B cytosol AT3G11510 0,45 0,39 -0,02 0,41 0,06 0,59 0,23 0,23 -2 2 
RPS14C cytosol AT3G52580 0,57 0,20 0,07 0,29 0,25 0,55 0,16 0,33 0 1 
RPS15A cytosol AT1G04270 0,42 0,40 0,13 0,19 0,21 0,46 0,11 0,21 0 -1 

RPS15AD cytosol AT3G46040 0,46 0,29 0,31 0,21 -0,01 0,34 0,20 0,24 0 1 
RPS15D cytosol AT5G09510 0,30 0,29 0,24 0,35 0,15 0,61 0,37 0,22 -2 1 
RPS17A cytosol At2g04390  0,19  0,24  0,45  0,25 0 0 
RPS19A cytosol AT3G02080 0,08 0,28 -0,01 0,29 0,01 0,61 0,21 0,38 0 0 
RPS19C cytosol AT5G61170 0,24 0,47 0,27 0,38 0,15 0,51 0,10 0,27 -1 -1 
RPS20B cytosol AT3G47370 0,56 0,38 0,30 0,54 0,09 0,70 0,10 0,56 0 0 
RPS21B cytosol At3g53890 

 
0,29 

 
0,25 

 
0,76 

 
0,51 0 2 

RPS21B cytosol At3g53890 
 

-0,03 
 

0,12 
 

0,57 
 

0,19 0 2 
RPS21C cytosol AT5G27700 0,77 0,16 0,15 0,20 0,03 0,45 0,29 0,14 0 0 
RPS24A cytosol At3g04920  0,19  0,19  0,41  0,38 2 -1 
RPS24B cytosol AT5G28060 0,35 0,26 -0,05 0,13 -0,09 0,35 -0,04 0,34 2 1 
RPS25B cytosol AT2G21580 0,19 0,40 0,13 0,44 0,41 0,41 0,03 0,43 0 2 
RPS25E cytosol AT4G39200 0,06 0,11 0,01 0,03 0,03 0,05 0,03 0,03 1 0 
RPS25E cytosol AT4G39200 0,53 0,19 -0,20 0,27 0,13 0,59 0,20 

 
1 0 

RPS26A cytosol At2g40510  0,39  0,38  0,79  0,78 0 0 
RPS26B cytosol At2g40590  0,27  0,21  0,61  0,51 0 -1 
RPS26C cytosol AT3G56340 0,17 0,26 0,02 0,04 0,10 0,63 0,14 0,10 0 -1 
RPS2C cytosol AT2G41840 -0,19 0,56 0,08 0,33 0,28 0,34 0,23 0,07 0 1 
RPS3A cytosol AT2G31610 -0,27 0,34 -0,53 0,21 -0,55 0,33 -0,12 0,23 0 1 
RPS3aA cytosol AT3G04840 0,28 0,41 0,38 0,42 0,09 0,44 0,19 0,31 2 2 
RPS3aB cytosol AT4G34670 0,15 0,34 0,16 0,31 0,27 0,33 0,10 0,03 2 2 
RPS3B cytosol AT3G53870 0,04 0,67 0,33 0,65 0,18 0,59 0,25 0,70 0 0 
RPS5A cytosol At3g11940 

 
0,05 

 
0,14 

 
0,33 

 
-0,01 1 0 

RPS5B cytosol At2g37270 
 

0,17 
 

0,09 
 

0,28 
 

0,26 -1 0 
RPS6A cytosol AT4G31700 0,22 0,63 0,28 0,46 0,35 0,55 0,21 0,51 0 -1 
RPS6B cytosol AT5G10360 0,02 0,43 0,20 0,40 0,35 0,37 0,07 0,28 0 1 
RPS7A cytosol AT1G48830 0,22 0,42 0,26 0,36 0,10 0,44 0,24 0,43 0 1 
RPS7B cytosol AT3G02560 0,02 0,02 -0,04 0,05 0,04 -0,06 -0,04 -0,12 1 0 
RPS7B cytosol AT3G02560 

 
0,31 

 
0,26 

 
0,54 

 
0,28 1 0 

RPS7B cytosol At3g02560 
 

0,33 
 

0,20 
 

0,48 
 

0,30 1 0 
RPS7C cytosol AT5G16130 0,20 0,30 0,28 0,22 0,03 0,55 -0,02 0,37 0 1 
RPS9B cytosol At5g15200 

 
0,39 

 
0,18 

 
0,00 

 
-0,14 0 0 

RPS9C cytosol At5g39850  0,78  0,61  0,59  0,60 0 1 
RPSAa cytosol AT1G72370 -0,20 0,41 0,36 0,08 0,25 0,43 0,02 0,13 1 0 
RPSAa cytosol AT1G72370 -0,18 0,52 0,22 0,47 0,51 0,55 0,07 0,45 1 0 
RPSAb cytosol AT3G04770 0,21 0,21 0,30 0,03 0,06 0,22 0,02 -0,02 0 1 
RPS17B mitochondrion AT2G05220 0,25 0,24 0,29 0,21 0,21 0,38 0,14 0,11 0 2 
RPS3C nucleus AT5G35530 0,06 0,25 -0,13 0,10 0,40 0,30 0,06 0,15 0 1 
RPS8A nucleus AT5G20290 0,32 0,53 0,21 0,46 0,37 0,37 -0,03 0,30 2 0 
RPL1 plastid AT3G63490 0,01 0,02 0,08 0,13 0,10 -0,11 0,03 -0,05 0 -2 
RPL1 plastid At3g63490 

 
-0,20 

 
-0,37 

 
-0,20 

 
-0,23 0 -2 

RPL1 plastid AT3G63490 -0,15 -0,28 -0,14 -0,15 -0,21 -0,15 -0,41 -0,05 0 -2 
RPL10 plastid AT5G13510 -0,26 -0,36 -0,01 -0,38 -0,28 -0,12 -0,56 -0,16 0 -1 
RPL10 plastid At5g13510 

 
-0,35 

 
-0,34 

 
-0,24 

 
-0,31 0 -1 

RPL11 plastid AT1G32990 -0,13 -0,58 0,00 -0,44 -0,53 -0,40 -0,40 -0,21 -2 -1 
RPL13A plastid AT1G78630 -0,37 -0,55 -0,27 -0,55 -0,06 -0,32 -0,20 -0,21 -2 -2 

RPL14/ HLL plastid ATCG00780 
 

-0,12 
 

-0,04 
 

-0,14 
 

0,15 0 -2 
RPL14/ HLL plastid ATCG00780 

 
0,08 

 
0,12 

 
-0,26 

 
0,05 0 -2 

RPL15 plastid AT3G25920 -0,18 -0,44 0,15 -0,38 -0,29 -0,12 -0,30 -0,10 -1 -2 
RPL16 plastid ATCG00790 

 
-0,15 

 
-0,15 

 
0,45 

 
0,76 -1 -2 

RPL16 plastid ATCG00790  0,04  -0,23  -0,28  0,47 -1 -2 
RPL16 plastid ATCG00790  0,45  0,17  -0,22  0,17 -1 -2 
RPL16 plastid ATCG00790 

 
0,53 

 
0,21 

 
0,27 

 
0,44 -1 -2 

RPL17 plastid AT3G54210 -0,10 -0,19 0,22 -0,18 -0,31 -0,02 -0,09 -0,18 -1 0 
RPL18N plastid AT1G48350 -0,16 -0,33 -0,02 -0,24 -0,15 -0,20 -0,09 -0,34 -1 1 

RPL21/ CL21 plastid AT1G35680 0,02 -0,10 0,12 -0,01 -0,03 -0,16 -0,15 0,08 -1 -1 
RPL21/ CL21 plastid AT1G35680 0,14 -0,01 0,08 0,02 -0,32 0,03 -0,26 -0,28 -1 -1 

RPL22 plastid ATCG00810  -0,46  -0,31  -0,40  0,40 -2 0 
RPL24 plastid AT5G54600 0,06 -0,01 0,05 0,00 -0,28 -0,14 -0,18 -0,08 -1 -2 
RPL29 plastid AT5G65220 -0,08 -0,07 0,04 -0,04 -0,29 0,08 0,10 0,11 0 -2 
RPL31 plastid AT1G75350 0,22 -0,35 0,02 -0,40 -0,45 -0,33 -0,17 -0,38 -1 0 

RPL3related plastid AT2G43030 -0,20 -0,26 0,06 -0,27 -0,19 -0,53 -0,23 -0,56 -2 0 
RPL4 plastid AT1G07320 0,04 0,26 0,35 0,19 -0,12 -0,20 0,05 -0,09 0 -2 
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RPL5 family plastid AT4G01310 -0,19 -0,37 0,04 -0,29 -0,17 -0,10 -0,44 -0,12 -1 0 
RPL6 /emb2394 plastid AT1G05190 0,11 -0,69 -0,08 -0,62 -0,40 -0,36 -0,23 -0,45 -1 -2 

RPL9/ CL9 plastid AT3G44890 -0,01 -0,43 -0,04 -0,32 -0,17 -0,14 -0,26 -0,11 -1 -1 
RPS1 plastid AT5G30510 -0,16 -0,31 0,09 -0,16 -0,29 -0,17 -0,09 -0,10 -1 -1 

RPS12 plastid ATCG00160  -0,12  -0,43  0,19  0,48 0 -2 
RPS12 plastid ATCG00160 

 
0,16 

 
-0,04 

 
0,84 

 
1,24 0 -2 

RPS12 plastid ATCG00160 
 

0,17 
 

-0,11 
 

1,17 
 

1,66 0 -2 
RPS13 plastid AT5G14320 -0,11 -0,28 0,12 -0,38 -0,10 -0,16 -0,13 -0,27 -2 -2 
RPS15 plastid ATCG01120 

 
0,27 

 
0,26 

 
-0,20 

 
-0,11 -1 -1 

RPS15 plastid ATCG01120  0,38  0,38  -0,35  -0,25 -1 -1 
RPS16 plastid AT4G34620 0,36 -0,31 -0,12 -0,32 -0,26 0,04 0,13 -0,54 -1 -1 
RPS17 plastid AT1G79850 -0,18 -0,35 -0,20 -0,30 -0,15 -0,20 0,02 -0,35 -1 0 
RPS18 plastid ATCG00650 

 
-1,29 

 
-1,06 

 
0,06 

 
0,12 1 2 

RPS18 plastid ATCG00650 
 

-0,94 
 

-0,73 
 

0,42 
 

0,21 1 2 
RPS20 plastid AT3G15190 -0,23 -0,44 0,08 -0,41 -0,27 -0,24 -0,25 -0,30 0 -2 
RPS20 plastid At3g15190  0,02  0,14  0,05  -0,30 0 -2 

RPS3aN plastid ATCG00800  -0,54  -0,25  -0,17  0,63 -2 -2 
RPS3aN plastid ATCG00800 

 
-0,50 

 
-0,15 

 
0,34 

 
0,79 -2 -2 

RPS4 plastid ATCG00380 
 

-0,57 
 

0,14 
 

-0,01 
 

0,31 -1 -1 
RPS4 plastid ATCG00380 

 
-0,53 

 
0,04 

 
-0,18 

 
0,23 -1 -1 

RPS5 plastid AT2G33800 -0,33 -0,39 0,20 -0,44 -0,10 -0,36 -0,24 -0,53 -1 1 
RPS8 plastid ATCG00770  -0,25  -0,38  0,22  0,81 -2 0 
RPS9 plastid AT1G74970 -0,43 -0,45 -0,08 -0,31 -0,11 -0,53 -0,23 -0,53 -1 2 

RPL26B unclear At5g67510 
 

0,02 
 

0,11 
 

0,51 
 

-0,18 0 2 
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Abstract
The TOR (target of rapamycin) kinase is present in nearly all eukaryotic organisms and regulates a wealth
of biological processes collectively contributing to cell growth. The genome of the model plant Arabidopsis
contains a single TOR gene and two RAPTOR (regulatory associated protein of TOR)/KOG1 (Kontroller of
growth 1) and GβL/LST8 (G-protein β-subunit-like/lethal with Sec thirteen 8) genes but, in contrast with
other organisms, plants appear to be resistant to rapamycin. Disruption of the RAPTOR1 and TOR genes
in Arabidopsis results in an early arrest of embryo development. Plants that overexpress the TOR mRNA
accumulate more leaf and root biomass, produce more seeds and are more resistant to stress. Conversely, the
down-regulation of TOR by constitutive or inducible RNAi (RNA interference) leads to a reduced organ growth,
to an early senescence and to severe transcriptomic and metabolic perturbations, including accumulation
of sugars and amino acids. It thus seems that plant growth is correlated to the level of TOR expression. We
have also investigated the effect of reduced TOR expression on tissue organization and cell division.
We suggest that, like in other eukaryotes, the plant TOR kinase could be one of the main contributors
to the link between environmental cues and growth processes.

Specificity of plant development and
metabolism
Plant life is profoundly shaped by variations in external
conditions. Indeed, unlike animals, plants are autotrophic
organisms that can use inorganic nutrient and light as
food sources, but cannot move away from unfavourable
environments. Therefore, to maintain cellular homoeostasis,
they have to adapt to a myriad of endogenous and exogenous
cues originating from both biotic and abiotic stresses. Indeed
plants have to cope with shortage of water, mineral nutrients
in the soil and light by expressing and co-ordinating genetic
programmes, which allow them to redirect energy resources
and re-mobilize nutrients to specific metabolic processes
or even organs. For instance, nitrogen starvation stimulates
the production of new roots to forage N-rich soil patches,
whereas phosphate deficiencies result in the appearance of
new specialized roots capable of taking up this nutrient [1].
The rate of growth and development also has to be tightly
adjusted to the availability of nutrients. Therefore growth
and primary metabolism are highly connected in plants [2].

Whereas in animals the body plan is strictly determined
during embryogenesis or larval development, plants have a

Key words: Arabidopsis, lethal with Sec thirteen 8 (LST8), rapamycin, regulatory associated

protein of target of rapamycin (RAPTOR), sugar, target of rapamycin kinase (TOR kinase).

Abbreviations used: AMPK, AMP-activated protein kinase; FKBP12, FK506-binding protein 12;

FRB, FKBP12-rapamycin-binding; HEAT, huntingtin, elongation factor 3, the PR65/A subunit of

protein phosphatase 2A and target of rapamycin; LST8, lethal with Sec thirteen 8; RAPTOR,

regulatory associated protein of target of rapamycin; RNAi, RNA interference; S6K, S6 kinase;

TAP, type 2A phosphatase-associated protein; TOR, target of rapamycin.
1To whom correspondence should be addressed (email cmeyer@versailles.inra.fr).

plastic and often undetermined growth pattern and start as
simple organisms that develop new organs throughout their
life. New roots, leaves and flowers all originate from unique
structures called meristems that contain pluripotent stem cells
[3]. The very flexible plant growth pattern allows them to
adjust their development to variations in nutrition, light or
temperature and implies a continuous production of new
organs and a concomitant loss of older parts such as leaves
through senescence and death. Therefore the way plants
develop new organs during post-embryonic growth is quite
different from animals, where most organs are determined
during embryonic or larval life. Plant nutritional signalling
is also specific since they have to cope with periods of
carbon heterotrophy (in the dark or during germination) and
autotrophy (in the light). Similarly, heterotrophic (sink, roots
or new leaves) and autotrophic (source leaves) organs co-
exist in the same organism. Furthermore, after a short period
of heterotrophic growth supported by the use of starch or
lipids and storage proteins deposited in seed endosperm or
embryonic cotyledons, parts of the young seedlings switch
to (photo)autotrophic growth. These profound metabolic
changes depend on light signalling [4]. As in all other
eukaryotic organisms, glucose plays a role as a central
regulatory molecule in plants but, unlike heterotrophic cells,
accumulation of glucose in actively photosynthesizing plant
cells represses carbon accumulation, switching down many
metabolic pathways [4].

Notwithstanding these profound differences in metabol-
ism and growth mechanisms, plants such as Arabidopsis can
also serve as model organisms for elucidating basic animal
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Figure 1 Phylogenetic tree showing the relationships between TOR protein sequences from photosynthetic organisms, yeast, human,

Drosophila and Caenorhabditis elegans

Multiple sequence alignments were first performed on matching protein sequences and the resulting phylogenetic tree

was obtained using Neighbour-joining methods and then by defining maximum likelihood (tree obtained from the Phylome

database, http://phylomedb.org [31]).

cellular functions and even human diseases. Indeed approx.
70 % of genes implicated in cancers have clear orthologues
in Arabidopsis which is about the same percentage than
Drosophila or Caenorhabiditis [5]. These basic life processes
rely on signalling modules and basic cellular functions that
are largely conserved among eukaryotes from yeasts or algae
to multicellular animals and plants. It is therefore likely
that these common bricks were used by plants during their
evolution from unicellular green algae to multicellular land
plants to suit their specific needs such as adaptation to
light, drought or the development of specific reproductive
mechanisms (flowers, seeds, etc.). One of the major and
central controlling elements that is shared by all eukaryotes
is the TOR (target of rapamycin) signalling pathway (see
[6,7] for reviews). TOR is a large (approx. 280 kDa) protein
kinase that is structurally and functionally conserved. In yeast
and animal cells, the TOR kinase is engaged in at least two
large protein complexes (molecular mass of approx. 2 MDa),
which control a variety of processes contributing to cell
growth. These complexes are probably central and conserved
components of the eukaryotic cell linking the perception of
nutrient availability and of favourable external conditions to
cell anabolic metabolism, growth and division by recruiting
and regulating the diverse TOR kinase substrates.

Plant TOR pathway
The TOR kinase has been found in nearly all eukaryotic
genomes, except in some intracellular pathogens belonging

to microsporidian species [8]. Photosynthetic organisms
such as the model plant Arabidopsis all contain at least
one TOR gene (Figure 1). The Arabidopsis TOR protein
sequence (At1g50030.1) is relatively well conserved with the
sequence from yeast and animals (approx. 40 % of sequence
identity; Figure 1). The kinase and FATC domains are
well conserved (approx. 70 % identity), whereas the FRB
[FKBP12 (FK506-binding protein 12)-rapamycin-binding]
domain is less conserved. The TOR gene appeared to be
expressed in all Arabidopsis tissues, whereas the TOR protein
was mainly found in young growing tissues such as root
tips or emerging leaves, suggesting a post-transcriptional
regulation of TOR expression.

Surprisingly, the growth of most land plants, from mosses
to angiosperms such as Arabidopsis, seems to be unaffected
by the presence of rapamycin, even at high concentrations
[9]. However, the unicellular green alga Chlamydomonas
reinhardtii is highly sensitive to rapamycin [9,10]. The lack of
rapamycin effects in land plants could be due to the inability
of plant FKBP12 homologues to bind rapamycin efficiently
[11], since the TOR FRB domain was shown to be still
capable of engaging in a ternary complex with rapamycin and
either yeast [9] or human [12] FKBP12 protein. Therefore
the plant TOR is clearly a rapamycin target. Accordingly it
was shown that the expression of the yeast FKBP12 protein
in Arabidopsis led to rapamycin sensitivity of root growth or
polysome accumulation [13]. The molecular mechanisms by
which the yeast FKP12–rapamycin complex interferes with
TOR signalling in plants remains to be elucidated.

C©The Authors Journal compilation C©2011 Biochemical Society
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Figure 2 Effect on root and shoot growth of the Arabidopsis TOR gene inactivation by ethanol-inducible RNAi

Arabidopsis plantlets were first sown in vitro without ethanol, subsequently transferred to vertical agar plates and grown for

10 days with increasing ethanol concentrations.

The TOR kinase operates in at least two high molecular
mass complexes named TORC1 and TORC2. Apart from
the TOR genes, plant genomes contain genes coding for
components of TORC1 such as RAPTOR (regulatory asso-
ciated protein of TOR)/KOG1 (Kontroller of growth 1) and
GβL/LST8 (G-protein β-subunit-like/lethal with Sec thir-
teen 8) [6]. An interaction between Arabidopsis RAPTOR and
the TOR HEAT (huntingtin, elongation factor 3, the PR65/A
subunit of protein phosphatase 2A and TOR) repeats was
reported [12] and in Chlamydomonas, the LST8 protein
was shown to interact with the TOR kinase domain [14].
Conversely, there is so far no evidence for the existence of
a plant TORC2 complex since specific components of this
complex, such as AVO1/hSIN1 or AVO3/RICTOR, seem
to be absent from the genomes of photosynthetic organisms.
Nevertheless, these proteins present a low degree of identity,
which could make their identification in plants more difficult.

Many homologues of putative TOR regulators and
substrates are detected in plant genomes. This includes TCTP
(translationally controlled tumour protein [15]), RAG (Ras-
related GTP-binding) proteins, PI3K (phosphoinositide 3-
kinase), AMPK (AMP-activated protein kinase), LKB1 and
PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1). Conversely,
there is so far no proof for the presence of TSC (tuberous
sclerosis complex), Akt kinase or Rheb proteins (see [16] for
a review). Concerning substrates, the Arabidopsis genome
contains two S6K (S6 kinase) genes and two genes coding
respectively for the PP2A phosphatase-interacting proteins
TAP42 (type 2A phosphatase-associated protein 42; TAP46
in plants [17]) and TIP41 (TAP42-interacting protein 41).
The S6K domain is highly conserved between plants and
animals and the regulatory phosphorylation sites identified
in human S6K are also present in the Arabidopsis sequence.
Arabidopsis RAPTOR1 interacts with the HEAT repeats
of TOR and with S6K1, activity of which is regulated in
response to osmotic stress and by plant hormones [12,18].
The phosphorylation of human S6K Thr388/Thr389 is used as
a marker for the TOR kinase activity. This site is conserved
in plants and antibodies specific for phosphorylated human

Thr389 could therefore be used to follow TOR activity in
plants [19].

Role of the plant TOR signalling pathway
In addition to rapamycin resistance, the mutation of the
Arabidopsis TOR gene was shown to be embryo lethal
[9]. This has probably hampered studies on the plant
TOR signalling pathway. Nevertheless, we subsequently
isolated Arabidopsis lines overexpressing the TOR gene as
a consequence of insertion of T-DNA (transferred DNA)
carrying strong promoters in the gene 5′-untranslated region
[20]. In parallel, the ectopic expression of an RNAi (RNA
interference) construct targeting the TOR FRB domain
allowed the recovery of few independent Arabidopsis lines
with a reduced TOR expression. In both cases, the level
of TOR expression was found to be well correlated with
the size of the plants and with resistance to osmotic or
salt stress [20]. This represents one of the few studies
investigating the impact of variations in TOR expression
on the overall size of a multicellular organism. It was
also recently reported that inactivation of TOR expression
by constitutive RNAi activated autophagic processes, as
described in other eukaryotes [21]. Furthermore, the use
of conditional silencing of the Arabidopsis TOR gene led
to much more severe phenotype with a halt in plant leaf
and root growth (Figure 2) accompanied by yellowing
of leaves linked to chlorophyll breakdown and premature
senescence [20]. These plants also accumulated very high
amounts of soluble sugars, amino acids and starch while
showing induction of genes such as glutamine synthetase and
glutamate dehydrogenase involved in leaf senescence
and nutrient remobilization. This suggests that TOR activity
is needed to restrain senescence and nutrient recycling and
that the TOR signalling pathway could play a central regulat-
ory role in the control of these processes. Arabidopsis plants
silenced for TOR expression also displayed a significant
reduction in polysome abundance [20]. Inducible TOR
RNAi lines were then subjected to transcriptome analysis.

C©The Authors Journal compilation C©2011 Biochemical Society
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Figure 3 A tentative model of the plant TOR signalling pathway

SnRK1, Snf1-related kinase 1.

A strong induction of genes involved in stress responses
was observed. Conversely, genes that were repressed upon
TOR inactivation are related to the modification of the cell
wall and to the signalling pathways of plant hormones like
auxin and gibberellic acid. Interestingly, reduction in the
TOR kinase activity was recently linked to modifications
in the Arabidopsis root hair cell wall [22]. Indeed a screen
for suppressors of the Arabidopsis lrx1 mutation affecting
the development of root hairs identified the Rol5 gene that
is homologous to yeast NCS6. This gene has been shown
to be involved in uridine thiolation of some tRNAs and
its mutation confers rapamycin hypersensitivity in yeast
[23]. Accordingly, rapamycin treatment of Arabidopsis plants
expressing the yeast FKBP12 protein also reverted the lrx1
phenotype. Therefore both rol5 mutations and reduction in
TOR activity similarly impacted on cell wall composition and
on plant responses to oxidative stress [22].

Mutations of the most expressed RAPTOR gene in
Arabidopsis (At3g08850) resulted in early embryonic growth
arrest or in slow growth depending on the culture conditions
[24,25]. RAPTOR was shown to be phosphorylated by an
AMPK activity in animal cells on two conserved serine
residues [26]. One of them, Ser792, is conserved in the
Arabidopsis RAPTOR protein sequence. It remains to be
determined whether this serine residue is also a target of
the plant homologues of AMPK (called SnrKs, Snf1-related
kinases), which are known to mediate a large part of stress
responses in Arabidopsis [27].

As stated above, several well-documented TOR substrates
such as the ribosomal S6K, the repressor of RNA polymerase

III transcription MAF1 or the TAP42/TAP46 proteins exist
in higher plants. It was shown that the overexpression of lily
S6K1 resulted in male sterility in transformed Arabidopsis
[28]. Moreover, a decrease in Arabidopsis S6K expression led
to an increase in ploidy, phenotypic instability and alterations
in fertility. It was also found that S6K1 associates with
the RBR1 (retinoblastoma-related 1)-E2FB regulating E2F-
dependent expression of cell-cycle genes [29].

The TOR signalling pathway also seems to be important
for interactions between plants and pathogenic fungi. Indeed
in the vascular wilt fungus Fusarium oxysporum, inactivation
of the TOR kinase by nitrogen deficiency appears to be linked
with virulence and plant infection [30].

Conclusions
The existence of a TOR signalling pathway in all eukaryotic
photosynthetic organisms, from unicellular green algae to
land plants is now indubitable (Figure 3). Whereas the
occurrence of a TORC2 complex in plants remains to be
determined, the presence of a conserved TORC1 complex,
with the TOR, RAPTOR and LST8 proteins, has been
clearly proven in both algae and higher plants such as
Arabidopsis. This TOR complex has important roles in
regulating growth, mRNA translation, autophagy, cell wall
formation and metabolism but it can be expected that most of
the biological outputs, substrates and regulators of the plant
TOR signalling pathway are still to be discovered.
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à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), and M. Moreau was

supported by INRA and Commissariat à l’Énergie Atomique (CEA).
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30 López-Berges, M.S., Rispail, N., Prados-Rosales, R.C. and Di Pietro, A.
(2010) A nitrogen response pathway regulates virulence functions in
Fusarium oxysporum via the protein kinase TOR and the bZIP protein
MeaB. Plant Cell 22, 2459–2475

31 Huerta-Cepas, J., Bueno, A., Dopazo, J. and Gabaldón, T. (2008)
PhylomeDB: a database for genome-wide collections of gene
phylogenies. Nucleic Acids Res. 36, D491–D496

Received 8 November 2010
doi:10.1042/BST0390477

C©The Authors Journal compilation C©2011 Biochemical Society



   

Etude de la voie de signalisation et du complexe TOR (Target Of Rapamycin) 

chez Arabidopsis 

Résumé  

La protéine kinase TOR (Target Of Rapamycin) a été identifiée chez la levure et les 

mammifères comme participant à deux complexes protéiques qui servent de carrefour entre 

la perception des facteurs endogènes et exogènes et la stimulation de la croissance 

cellulaire. Depuis la découverte de la kinase AtTOR chez Arabidopsis thaliana, des études ont 

été menées afin de mieux caractériser son rôle chez les plantes et l’influence de son niveau 

d’expression sur la régulation du métabolisme et du développement. 

Au cours de ce travail, j’ai contribué à l’étude de cette kinase en étudiant l’influence de 

l’inactivation de TOR sur la composition du ribosome au niveau protéique et sur le niveau de 

phosphorylation de ces protéines, ainsi que sur l’organisation du méristème au niveau 

moléculaire et cytologique  

Au cours de cette étude, j’ai montré que certaines protéines constitutives du ribosome 

pourraient être des cibles de l’activité TOR au niveau de leur abondance et/ou de leur état 

de phosphorylation. Ainsi, l’inactivation de TOR entraine une diminution du niveau de 

phosphorylation des protéines RPS6 et pourrait influencer l’abondance des protéines acides 

constitutives du stalk ribosomal, une structure importante dans la régulation de la 

traduction. Les résultats obtenus suggèrent également que l’activité TOR est nécessaire au 

maintien du méristème à l’état fonctionnel en régulant les voies importantes contrôlant la 

division et la différentiation au sein de cette structure. 

 

 

 

 
 

Study of the TOR (Target Of Rapamycin) complex and signaling pathway in 

Arabidopsis 

Summary 

The TOR (Target Of Rapamycin) kinase has first been identified in yeast and mammals as 

being part of two different protein complexes that are implicated in the stimulation of cell 

growth in response to endogenous and exogenous stimuli. Since the discovery of this kinase 

in Arabidopsis, many studies have been conducted to characterize its role in plants and the 

influence of its expression level on the regulation of metabolism and development. 

In this study, I investigated the influence of TOR inactivation on the protein composition of 

the ribosome and on the phosphorylation status of these proteins. The role of TOR in the 

organisation of the meristem at molecular and cellular levels has also been addressed. 

I thus showed that TOR might regulate the abundance and/or the phosphorylation status of 

some ribosomal proteins. Indeed TOR inactivation leads to a decrease in the 

phosphorylation level of RPS6 proteins and could regulate the abundance of the acidic 

proteins involved in the ribosomal stalk, an important structure for the regulation of mRNA 

translation. The results obtained during this work also suggest that TOR activity may be 

necessary to maintain the functions of the meristem by the regulation of the main pathways 

controlling division and differentiation in this structure. 




