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Avant-propos… 
 

 

Les organismes vivants sont sensibles aux variations de leur environnement et 

développent des réponses adaptatives plus ou moins rapides pour répondre au mieux 

à ces changements. Les plantes étant des organismes fixes, elles sont soumises à de 

nombreuses contraintes environnementales biotiques et abiotiques, pouvant avoir de 

fortes répercussions sur leur développement. Il existe différentes voies de signalisation 

contrôlant des processus biologiques variés pour répondre le plus finement possible 

aux modifications environnementales. Ces voies de signalisation souvent très 

conservées chez les eucaryotes sont majoritairement étudiées chez des organismes 

modèles comme la levure ou certains mammifères, mais moins chez les organismes 

photosynthétiques. Mon projet de thèse avait pour objectif d’étudier l’une de ces voies 

de signalisation essentielle au développement des eucaryotes, la voie de signalisation 

TOR (Target Of Rapamycin), chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, plus 

communément appelée Arabette des dames. Le but est d’étudier les relations entre 

cette voie et le métabolisme azoté chez les plantes mais aussi de découvrir de 

nouveaux acteurs de la voie TOR. Étudier chez les plantes cette voie de signalisation 

conservée chez les eucaryotes, qui est liée à de nombreuses pathologies humaines 

lorsqu’elle est dérégulée, permet de trouver de potentielles nouvelles cibles 

thérapeutiques et de valoriser le modèle végétal. Les plantes ont encore beaucoup de 

choses à nous apprendre ! 
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I- Introduction 
La voie de signalisation TOR (Target Of Rapamycin) est une voie importante chez les 

eucaryotes, contrôlant différents processus biologiques au sein des organismes, qu’ils 

soient uni ou multicellulaires. De nombreuses études sur cette voie ont été réalisées 

chez la Levure (premier organisme chez lequel la protéine kinase TOR a été mise en 

évidence) ainsi que chez les mammifères. Cette voie de signalisation a peu été étudiée 

chez les organismes photosynthétiques, mais de plus en plus d’études sont menées 

chez ces organismes. Dans ce chapitre, je vais présenter la voie TOR chez les eucaryotes, 

en abordant les régulations principales en amont et en aval de de cette voie chez les 

mammifères et en détaillant davantage la voie TOR chez les organismes 

photosynthétiques. Je détaillerai ensuite les relations entre TOR et l’azote chez les 

eucaryotes, en présentant l’importance du métabolisme azoté chez les plantes et les 

régulations déjà connues entre la voie TOR et l’azote puis j’aborderai les régulations 

entre TOR et les V-ATPases chez les eucaryotes. Ces trois grandes parties fourniront les 

éléments nécessaires à la compréhension des problématiques et objectifs de ma thèse.  

 

A. La voie TOR chez les Eucaryotes 

La protéine TOR est une protéine kinase de grande taille (environ 280 KDa), 

appartenant à la famille des Phosphatidylinositol Kinase-related Kinases (PIKK) (Adami 

et al. 2007). Cette protéine kinase TOR peut phosphoryler des protéines au niveau de 

résidus Ser/Thr. L’ajout de groupements phosphate chargés négativement permet ainsi 

de moduler l’activité de ces protéines, de manière positive ou négative. 

La protéine TOR a été mise en évidence pour la première fois chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae (Heitman et al. 1991). En souhaitant mieux comprendre la 

perception de l’environnement par les cellules, Heitman et al. ont réalisé un crible 

génétique utilisant des composés immunosuppresseurs naturels, issus de micro-

organismes du sol (Heitman et al. 1991; Heitman 2015). Trois molécules différentes ont 

été appliquées sur des levures mutées, à savoir soit la cyclosporine, le FK506 ou la 

rapamycine. La rapamycine est un métabolite secondaire produit par la bactérie 

Streptomyces hygroscopicus et ayant une activité antifongique. Pour entrer dans 

quelques détails historiques qui font les grandes anecdotes, cette bactérie a été 

trouvée dans des échantillons de sols prélevés dans les années 1960, provenant de l’île 

de Pâques (Sehgal, Baker, and Vézina 1975). Également appelée Rapa Nui par les 

autochtones, l’île donna ultérieurement son nom à la Rapamycine. Grâce à ce crible, les 

auteurs ont isolé des souches résistantes à la rapamycine, donnant à deux des mutants, 



Figure 1: Organisation des différents domaines composants mTOR

En N-terminal, TOR est composée de répétitions HEAT (Huntingtin, facteur d’Elongation 3, sous-

unité A de la protéine PP2A et TOR1), suivi du domaine FAT (FRAP, ATM, TRRAP), du domaine

FRB (FKBP12 Rapamycin Binding) où se fixe le complexe Rapamycine-FKBP12, inhibant l’activité

de la kinase TOR. Ce domaine est suivi du domaine kinase PI3K et en C-terminal le FATC (FRAP,

ATM, TRRAP C-terminal). Adapté d’après Tafur et al., 2020

Mammifères Levure

Complexe 
TORC1

Complexe 
TORC2

mTOR

RAPTOR

LST8

TOR1 ou TOR2

KOG1

LST8

mTOR

LST8

mSIN1

PROTOR

RICTOR

TOR2

LST8

AVO1

AVO2

AVO3

Figure 2: Représentation schématique des protéines composant les

complexes TORC1 et TORC2 chez les Mammifères et la Levure

Tableau 1: Composants des complexes TORC1 et TORC2 chez S. cerevisiae et l'Homme

D'après Tafur et al., 2020

HEAT FAT FRB PI3K FATCN-ter C-ter
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TOR1 et TOR2, leur nom de « Target Of Rapamycin », tandis que le troisième mutant 

identifié correspond à la protéine FKBP12, qui était déjà connue. 

 

1. Les complexes TOR chez la levure et les mammifères 

a) Présentation de la protéine TOR et de ses partenaires 

i. La protéine kinase TOR 

Malgré quelques nuances structurales, la kinase TOR est très conservée chez tous les 

eucaryotes. Cette protéine possède cinq grands domaines (Figure 1). En N-terminal, on 

retrouve un domaine de répétitions HEAT (Huntingtin, facteur d’Elongation 3, sous-

unité A de la protéine PP2A et TOR1) dont le nombre de motifs peut varier suivant les 

espèces et qui permet des interactions protéines-protéines. Ce domaine est suivi du 

domaine FAT (FRAP, ATM, TRRAP) qui, avec le domaine C-terminal FATC (FRAP, ATM, 

TRRAP C-terminal), sont des domaines conservés chez les protéines appartenant à la 

famille des PIKK, FRAP, ATM et TRAPP. Le domaine suivant le domaine FAT est le 

domaine FRB (FKBP12 Rapamycin Binding) auquel le complexe Rapamycine-FKBP12 va 

se fixer pour inhiber l’activité de la kinase TOR. Nous détaillerons le mécanisme de cette 

inhibition ultérieurement. Enfin, le cinquième domaine composant la protéine TOR est 

le domaine responsable de son activité kinase et correspond au domaine PI3K (Adami 

et al. 2007). Ce domaine kinase de TOR présente des homologies de séquence avec le 

domaine kinase de lipides kinases telles que les phosphatidylinositol kinases de type 

PI3 Kinase (PI3K), appartenant elles aussi à la famille des PIKK. 

Chez la levure, et contrairement aux autres eucaryotes, il existe deux gènes TOR codant 

deux protéines TOR, appelées TOR1 et TOR2 (Lorenz and Heitman 1995; Crespo and 

Hall 2002). Ces protéines peuvent interagir avec différents partenaires protéiques pour 

former deux complexes distincts, TORC1 et TORC2 (Figure 2). Le complexe TORC1 peut-

être composé indifféremment des protéines TOR1 ou TOR2, de KOG1 (Kontroller Of 

Growth protein 1) et LST8 (Lethal with Sec Thirteen 8). Le complexe TORC2 correspond 

quant à lui à l’association des protéines TOR2, AVO3 (Adheres Voraciously to TOR2 

protein 3) et LST8 (Loewith et al. 2002). Les protéines AVO1 et AVO2 (respectivement 

mSIN1 et PROTOR chez les animaux) interagissent également avec les composants du 

complexe TORC2 (Figure 2), jouant principalement un rôle régulateur (Loewith et al. 

2002; Pearce et al. 2007). 

Chez les mammifères, une seule protéine mTOR a été identifiée. Cette protéine peut 

également former deux complexes, mTORC1 et mTORC2 (Figure 2), en interagissant 

soit avec RAPTOR (Regulatory-Associated Protein of TOR) et LST8 pour former 

mTORC1, soit avec RICTOR et LST8 pour former mTORC2 (Tableau 1) (Yang et al. 2016) 



Figure 4: Séquence FDIDL du motif TOS (TOR Signaling) de la protéine kinase S6K

et sa conservation au sein des espèces

D’après l’étude de Schalm and Blenis, 2002

Figure 3 Structure du dimère mTORC1

D'après Tafur et al., 2020.

Les noms entre parenthèses correspondent à la nomenclature chez la Levure.
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(Scaiola et al. 2020). Comme mentionné ci-dessus, les protéines mSIN1 et PROTOR 

interagissent également avec le complexe TORC2 (Figure 2). 

Comme chez la Levure, le complexe mTORC1 est actif sous forme dimérisé (Figure 3). 

Cette dimérisation est médiée par le complexe Tel2-Tti1-Tti2(TTT)-RUVBL qui est 

assemblé lorsque le niveau énergétique cellulaire est suffisant. Cependant, en cas de 

stress énergétique, le complexe TTT-RUVBL est désassemblé. Ceci empêche la 

dimérisation du complexe mTORC1 et inhibe son activité, en réduisant fortement sa 

localisation lysosomale et son association aux Rag GTPases (voir partie B.1.b) (Kim et 

al. 2013). 

 

ii. LST8 

Cette petite protéine d’environ 35kDa est uniquement composée de domaines WD40 

(Yang et al. 2013) qui permettent des interactions protéines-protéines. C’est la seule 

protéine commune aux deux complexes TORC1 et TORC2. LST8 interagit avec TOR au 

niveau de son domaine kinase (Adami et al. 2007). Sa fonction exacte n’est pas encore 

très bien connue. Toutefois, en permettant des interactions protéines-protéines, le rôle 

de LST8 au sein des complexes TOR pourrait être de favoriser le recrutement de 

substrats mais aussi de régulateurs de ces complexes, favorisant à la fois l’activité de la 

kinase TOR et la stabilité des complexes TOR.  

 

iii. RAPTOR/ KOG1 

Spécifique du complexe TORC1, la protéine RAPTOR/ KOG1 est très conservée chez les 

eucaryotes. D’un poids moléculaire d’environ 180 kDa, cette protéine est composée 

d’un domaine RNC (Raptor N-terminal Conserved) en position N-terminale, de 

répétitions HEAT, permettant des interactions protéines-protéines, et de motifs WD40, 

qui permettent la formation réversible de complexes protéiques (Loewith et al. 2002). 

RAPTOR interagit avec la protéine TOR au niveau des répétitions HEAT de la kinase 

(Kim et al. 2002). Il a été démontré chez les animaux qu’au sein du complexe TORC1, la 

protéine RAPTOR permet le recrutement des différents substrats de mTORC1 via des 

motifs « TOS » (TOR Signaling), composés de cinq acides aminés présents sur ses cibles 

(Schalm and Blenis 2002; Nojima et al. 2003). Ainsi, pour la protéine S6K (S6 Kinase), 

une cible directe de TOR impliquée dans la régulation positive de la traduction, ce motif 

assez bien conservé correspond à la séquence FDIDL située en partie N-terminale 

(acides aminés 5 à 9, Figure 4) (Schalm and Blenis 2002). La délétion de ce motif abolit 

l’activité de la protéine S6K, celle-ci n’étant plus activée par TOR. La protéine 4EBP-1 

(eIF4E Binding Protein), autre cible directe de TOR impliquée dans la régulation 



HEAT FAT FRB PI3K FATCN-ter C-ter

FKBP12

Rapamycine

Figure 5: Fixation du complexe Rapamycine-protéine FKBP12 (FK506-Binding Protein)

au niveau du domaine FRB de TOR, inhibant l’activité kinase de TOR

La structure chimique de la rapamycine est issue de PubChem.
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négative de la traduction, présente également un motif TOS composé des résidus 

FEMDI (Schalm and Blenis 2002). Pour ces deux motifs, la mutation d’un de ces cinq 

résidus peut inhiber la phosphorylation de S6K ou 4EBP-1 par la kinase TOR. C’est 

notamment le cas pour la mutation du résidu phénylalanine en alanine, qui empêche 

l’interaction avec RAPTOR, inhibant la phosphorylation de ces substrats par TOR 

(Schalm and Blenis 2002). 

 

iv. RICTOR/AVO3 

Cette protéine est un composant spécifique du complexe TORC2 chez la Levure et les 

mammifères (Loewith et al. 2002). Contrairement aux protéines LST8 et RAPTOR, sa 

séquence est moins conservée au sein des eucaryotes. Le complexe TORC2 n’a pas été 

mis en évidence chez les organismes photosynthétiques et cette protéine semble 

absente chez les végétaux (voir partie A.2.). La diminution d’expression de RICTOR 

entraîne une diminution de la phosphorylation de PKCα (Protein Kinase C α) au niveau 

de la Ser657, diminuant son activité et impactant le cytosquelette d’actine (Sarbassov 

et al. 2004).  

 

b) Inhibition de la voie TORC1 par la rapamycine 

Comme évoqué précédemment, la rapamycine a permis de découvrir la protéine TOR 

chez la Levure grâce à un crible pharmacologique. Cette molécule antifongique est un 

inhibiteur spécifique du complexe TORC1, mais qui n’a pas d’effet sur l’activité du 

complexe TORC2 (Loewith et al. 2002). Son mécanisme d’action est le suivant : la 

rapamycine se lie à une petite protéine de 12kDa, FKBP12 (FK506-Binding Protein, 

Figure 5), formant un complexe qui va se fixer au domaine FRB de la protéine TOR 

(Lorenz and Heitman 1995), inhibant ainsi son activité kinase (Weisman and Choder 

2001). Plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer cette inhibition par le 

complexe rapamycine-FKBP12 : i) La fixation du complexe rapamycine-FKBP12 

entraînerait un changement de conformation qui déstabiliserait l’interaction entre 

RAPTOR et TOR (Kim et al. 2002; Yip et al. 2010) ; ii) la fixation du complexe rapamycine-

FKBP12 pourrait gêner l’accès au site catalytique de TOR, limitant la phosphorylation 

de ses cibles, surtout lorsque celles-ci sont de taille importante (Yip et al. 2010) ; iii) la 

fixation de plusieurs complexes rapamycine-FKBP12 conduirait à la dissociation du 

complexe TORC1 (Yip et al. 2011). Toutefois, on notera que la mutation des résidus 

Ser1972 de TOR1 chez la Levure ou Ser2035 de mTOR chez les animaux empêche cette 

interaction avec la rapamycine. 

L’insensibilité du complexe TORC2 à la rapamycine s’explique quant à elle par le fait 

que le complexe FKBP12-Rapamycine ne se fixe pas au complexe TORC2 (Loewith et 
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al. 2002). Ceci est dû à la protéine RICTOR qui, de par sa position dans le complexe 

TORC2, bloque l’accès du complexe FKBP12-rapamycine au domaine FRB de la 

protéine TOR (Scaiola et al. 2020). 

Depuis, comme pour de nombreuses kinases, différents inhibiteurs de TOR ont été 

découverts par différentes sociétés pharmaceutiques. En effet, TOR a un rôle important 

dans plusieurs maladies humaines dont le cancer (voir A.1.c)ii. Les processus régulés 

par la voie mTOR). Contrairement à la rapamycine, ces molécules bloquent la poche de 

fixation de l’ATP de la kinase TOR, inhibant son activité. On notera principalement le 

LY294002 (inhibiteur bloquant l’ensemble des PI3K), la TORIN1/2 ou l’AZD-8055 

(inhibiteurs spécifiques de TOR) (Chresta et al. 2010; Montané and Menand 2013).  

 

c) Principales régulations des voies TOR 

Les voies TOR ont été très largement étudiées dans de nombreuses publications chez 

la Levure et les mammifères. Ainsi, de nombreux acteurs de ces voies TOR sont 

largement conservés chez les Eucaryotes (Tatebe and Shiozaki 2017). J’ai choisi de 

présenter dans cette partie les principaux éléments intervenant dans les régulations de 

la voie mTORC1. Le complexe TORC2 n’ayant pas été identifié chez les organismes 

photosynthétiques, seuls certains points de la voie mTORC2 seront mentionnés.  

 

i. Les facteurs régulant la voie mTOR 

Percevoir les facteurs environnants est essentiel pour la cellule et pour l’organisme. La 

kinase TOR intervient dans la perception de certains de ces facteurs pour permettre 

une réponse appropriée de l’organisme. 

 

Les nutriments 

Les nutriments carbonés et azotés sont perçus par la voie TOR et permettent son 

activation chez S.cerevisiae (Kuruvilla et al. 2001; Crespo et al. 2002) et chez les 

mammifères (Dyachok et al. 2016; Orozco et al. 2020). Pour déterminer l’état 

d’activation de mTOR, il est possible de suivre par western-blot, à l’aide d’anticorps 

phospho-spécifiques, l’état de phosphorylation de certaines de ses cibles, telles que 

S6K au niveau du résidu Ser389 (Shaw et al. 2004a) ou 4EBP-1 au niveau du résidu 

Thr70, (DeYoung et al. 2008; Takahara and Maeda 2012). Plus mTOR est actif, plus ces 

protéines sont phosphorylées (Fingar 2002). Les sucres sont des activateurs majeurs de 

la voie TOR.  Le glucose est le principal sucre activateur de la voie mTOR bien que 

d’autres sucres comme le mannose par exemple peuvent activer cette voie (Orozco et 

al. 2020). Ainsi, une carence en glucose diminue la phosphorylation de S6K1, cible 

directe de TOR, démontrant l’inhibition de l’activité de la kinase dans ces conditions 



PIP2

TSC1/TSC2

(complexe TSC)

Energie cellulaire

(Ratio AMP/ATP faible)

P
mTORC2

Sucre

P

P

P

P

P

P P

Figure 6: Signalisation dépendante des facteurs de croissance de type Insuline

conduisant à l’activation de mTORC1 par la voie PI3K/AKT/TSC

Les facteurs de croissance stimulent la voie mTORC1 grâce à différents acteurs, notamment

PI3K, PDK1, AKT qui permettent de lever l’inhibition du complexe TSC sur Rheb qui peut alors

activer mTORC1. Les P dans des ronds verts correspondent à des phosphorylations

activatrices, tandis que les rouges correspondent à des phosphorylations inhibitrices.
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(Orozco et al. 2020). Les composés azotés de type acides aminés sont également des 

éléments activateurs de TOR chez la Levure et les mammifères. Les acides aminés 

activent des Rag-GTPases, qui permettent alors le recrutement et l’activation de mTOR 

à la surface du lysosome ou de la vacuole chez la Levure (Sancak et al. 2008). Les détails 

de ces régulations seront décrits dans la partie B. de cette introduction.  

 

Les facteurs de croissance 

Chez les mammifères, les facteurs de croissance sont également un autre type de signal 

régulant la voie mTORC1. Des facteurs de croissance, tels que l’insuline ou les Insulin-

like Growth Factors (IGF), participent à la croissance de l’organisme notamment à 

travers la régulation de la division cellulaire. Compte tenu du fait que mTORC1 est 

impliqué dans la stimulation de la prolifération des cellules, de nombreuses études 

portant sur les régulations de la voie mTORC1 par ces facteurs de croissance ont été 

publiées. Ces régulations se font principalement par la voie PI3K/AKT/TSC1-TSC2 

(Figure 6). La fixation de ces facteurs de croissance à leur récepteur permet le 

recrutement d’IRS (Insulin Receptor Substrate) et la fixation de PI3K 

(PhosphatidylInositol 3-Kinase) de classe I à IRS. La PI3K va alors phosphoryler du PIP2 

(PhosphatidylInositol-4,5-Phosphate), le convertissant en PIP3 (PhosphatidylInositol-

3,4,5-Phosphate), tandis que la lipide phosphatase PTEN catalyse la réaction inverse. 

L’accumulation de PIP3 favorise le recrutement de PDK1 et AKT à la membrane, 

permettant alors à PDK1 d’activer AKT par phosphorylation (Wullschleger et al. 2006). 

Une fois activée, AKT va inhiber le complexe TSC (Tuberous Sclerosis Complex) qui est 

impliqué dans l’inactivation de mTORC1. Ce complexe TSC est composé de deux 

protéines : TSC1, qui joue davantage un rôle régulateur, et TSC2, qui porte l’activité de 

ce complexe (Inoki et al. 2003b). TSC2 stimule l’hydrolyse du GTP associé à la GTPase 

Rheb, qui se retrouve alors sous sa forme inactive liée au GDP (Inoki et al. 2003b). Or, 

il a été montré que la S6K est phosphorylée lorsque Rheb est sous sa forme active GTP, 

indiquant que Rheb est un activateur de mTOR (Inoki et al. 2003b; Long et al. 2005a; 

Long et al. 2005b). Ainsi TSC2, en inhibant Rheb, conduit à la diminution de la 

phosphorylation de S6K mais aussi de 4EBP-1, deux cibles connues de mTORC1. Ces 

résultats démontrent que Rheb-GTP agit en amont de mTOR et régule positivement 

son activité. Ainsi, l’insuline, à travers cette cascade de signalisation, conduit à la 

dissociation du complexe TSC suite à l’inhibition de TSC par AKT (Menon et al. 2014), 

ce qui permet de lever l’inactivation de Rheb, qui active alors la voie mTORC1. 

Concernant le mécanisme d’activation de mTORC1 par Rheb, l’étude de Long et al. de 

2005 a mis en évidence que Rheb se fixe directement sur mTOR, à cheval au niveau de 

son domaine FRB et de son domaine kinase. On notera que Rheb co-immunoprécipite 
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également avec RAPTOR et TSC2. De plus, Inoki et al., 2003 ont démontré que Rheb 

permettait la phosphorylation de mTOR au niveau de son résidu Ser2448, prouvant que 

Rheb se fixe et active mTOR lorsqu’il est sous sa forme active GTP. Ainsi, on obtient un 

modèle où les facteurs de croissance permettent l’activation de mTOR. mTOR 

phosphoryle à son tour différentes cibles, notamment la S6K pour l’activer et 4EBP-1 

pour l’inhiber favorisant ainsi la traduction et in fine, la croissance cellulaire. Il est à 

noter que mTORC2 intervient également dans cette voie d’activation de mTORC1 par 

les facteurs de croissance. Il a été démontré que mTORC2 permet l’activation des 

récepteurs à l’insuline ou les récepteurs Insulin-like par phosphorylation (Y. Yin et al. 

2016) et active également AKT (Sarbassov et al. 2006; Wullschleger et al. 2006). 

 

Médiation du stress par la kinase AMPK 

La présence de nutriments et de facteurs de croissance correspond à des conditions 

favorables au développement et donc à l’activation de la voie mTOR. Toutefois, en cas 

de stress comme des carences nutritionnelles, l’organisme doit pouvoir réguler 

finement la voie mTORC1 pour limiter les processus cellulaires coûteux en énergie tels 

que la traduction et la croissance cellulaire. La Ser/Thr kinase Snf1 (Sucrose non-

fermenting 1 kinase) chez la Levure ou AMPK (AMP-activated Kinase) chez les animaux 

sont des kinases antagonistes de TOR, qui inhibent son activité (Inoki et al. 2003a). 

Chez les mammifères, AMPK est capable de percevoir les changements de niveaux 

énergétiques de la cellule à travers le ratio AMP/ATP. Ainsi, lorsque le niveau 

énergétique cellulaire est faible, correspondant à un ratio AMP/ATP élevé, la kinase 

AMPK est activée par le suppresseur de tumeur LKB1 (Inoki et al. 2003a; Shaw et al. 

2004a; Shaw et al. 2004b). Cette activation passe par la phosphorylation du résidu 

Thr172 d’AMPK. Une fois activée, AMPK va inhiber mTORC1 de deux manières 

différentes. La première, par la phosphorylation de la protéine RAPTOR sur les résidus 

Ser722 et Ser792, inhibant complètement l’activité du complexe TORC1 (Gwinn et al. 

2008). La seconde, par l’activation du complexe TSC (Figure 6). En effet, AMPK peut 

interagir avec TSC2 lorsque les conditions énergétiques de la cellule sont défavorables. 

Cette interaction permet l’activation de TSC2 via notamment la phosphorylation de 

deux sites principaux, Thr1227 et Ser1345, ce qui empêche in fine l’activation de 

mTORC1 (Inoki et al. 2003a). Ainsi, lorsque TSC2 est actif dans ces conditions de stress 

énergétique, mais également de carence en glucose, on constate que les cellules sont 

de taille réduite (Inoki et al. 2003a). 

L’hypoxie est également un type de stress auquel la voie mTORC1 est sensible, des 

conditions hypoxiques entraînant une diminution de la phosphorylation de différentes 

cibles de mTORC1 (Liu et al. 2006). Dans ces conditions, AMPK peut être activée, 



Figure 7: Régulation de la traduction par la voie mTORC1

Les P dans des ronds verts correspondent à des phosphorylations activatrices, tandis que les

rouges correspondent à des phosphorylations inhibitrices. Les protéines en fond vert sont

activées, celles en rouge sont inhibées.
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inhibant mTORC1 par les mécanismes mentionnés précédemment. Les protéines 

REDD1 et REDD2, des protéines induites par le stress, peuvent également être activées 

et inhiber la voie mTOR en agissant en amont de TSC2 (Corradetti et al. 2005; DeYoung 

et al. 2008). En conditions favorables, le complexe TSC est associé à la protéine 14-3-3 

qui limite son activité. En conditions de faible O2, REDD1 est activée et va se fixer à la 

14-3-3, libérant le complexe TSC qui va alors inhiber mTORC1 (DeYoung et al. 2008). 

 

ii. Les processus biologiques régulés par les voies TOR 

La Traduction  

La traduction des protéines est un processus cellulaire extrêmement coûteux en 

énergie pour les cellules, qui est régulé par la voie de signalisation mTORC1 par 

l’intermédiaire de la phosphorylation activatrice de S6K et inhibitrice de 4EBP-1 (Figure 

7), S6K favorisant la traduction à l’inverse de 4EBP-1.  

Chez les eucaryotes, l’initiation de la traduction se fait par la fixation de la petite sous-

unité 40S du ribosome au niveau de l’extrémité 5’ de l’ARNm à traduire. Cet ARNm 

possède une coiffe qui va être reconnue par le facteur d’initiation eIF4E, composant du 

complexe d’initiation de la traduction eIF4F avec eIF4G. D’autres facteurs eIF 

(eukaryotic translation Initiation Factor) s’associent avec ce complexe eIF4F, permettant 

l’initiation de la traduction au niveau de l’extrémité 5’ de l’ARN. L’ensemble va se 

déplacer avec le ribosome le long du brin pour permettre sa traduction. 

La S6K est une protéine kinase qui modifie notamment la protéine ribosomale RPS6 

présente au niveau de la petite sous-unité 40S du ribosome, par phosphorylation sur 

les résidus Ser235/236 (Ferrari et al. 1991; Shaw et al. 2004a). Bien que les 

conséquences de cette phosphorylation ne soient pas clairement établies, RPS6 

interviendrait dans la biosynthèse des ribosomes ( Liu and Sabatini 2020). La kinase S6K 

phosphoryle et active également eIF4B, un régulateur positif du complexe d’initiation 

5’cap, eIF4F (Holz et al. 2005; Csibi et al. 2014). D’après le modèle de Holz et al. de 

2005, S6K pourrait être associée au complexe eIF3. Les auteurs ont démontré une 

interaction entre ce complexe, mTOR et RAPTOR, permettant le recrutement du 

complexe TORC1. En phosphorylant S6K, mTOR entrainerait sa dissociation de eIF3, 

permettant à S6K d’être phosphorylée par une seconde kinase, PDK1. Suite à ces 

différentes phosphorylations, S6K peut ensuite activer eIF4B. En parallèle, S6K 

phosphoryle également un suppresseur de tumeur nommé PDCD4 (Programmed Cell 

Death Protein 4), qui est un inhibiteur du facteur d’initiation eIF4A. La phosphorylation 

de PDCD4 entraîne sa dégradation, levant son inhibition sur eIF4A et son activité 

hélicase (Figure 7) (Dorrello et al. 2006). 
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Dans les conditions où mTORC1 est inactif, 4EBP-1 séquestre eIF4E, (d’où son nom, 

eIF4E Binding Protein), empêchant la formation du complexe d’initiation eIF4F et donc 

l’initiation de la traduction des ARN 5’cap-dépendante. Lorsque mTORC1 est actif, la 

phosphorylation de 4EBP-1 par mTORC1 permet la libération d’eIF4E (Brunn et al. 1997; 

Fingar 2002) et par conséquent, la traduction des ARNm 5’cap-dépendante. Toutefois, 

il semblerait qu’un autre acteur soit nécessaire en plus de mTORC1 pour permettre 

cette complète dissociation d’eIF4E-4EBP-1 (Gingras et al. 1999). 

En conclusion, lorsqu’il est actif, le complexe mTORC1 est impliqué dans la régulation 

positive de la traduction (Figure 7) et intervient ainsi dans la régulation de différents 

processus biologiques. Son inhibition par un traitement à la rapamycine provoque une 

réduction de la taille des cellules, démontrant l’implication de la voie mTORC1 dans la 

régulation de la taille cellulaire. Ceci se fait au travers des voies S6K et 4EBP1, qui 

régulent la traduction et in fine la croissance cellulaire (Fingar 2002). 

 

La division cellulaire  

La division cellulaire est un processus qui doit être finement contrôlé. L’étude de Fingar 

et al. (2003) a montré qu’un traitement à la rapamycine retarde l’entrée en phase S de 

cellules U2OS (cellules d’ostéosarcome humain) de plusieurs heures par rapport aux 

cellules en condition contrôle, démontrant l’implication de la voie mTORC1 dans cette 

régulation. La diminution de l’expression de S6K1 par l’utilisation d’une lignée RNAi 

limite grandement la progression en phase G1 du cycle cellulaire. Toutefois, cela ne 

semble pas bloquer complètement l’entrée en phase S, ce qui suggère que d’autres 

voies, pouvant être régulées par mTOR, interviendraient dans cette régulation du cycle. 

Nous avons vu précédemment que mTOR, inactive 4EBP-1 par phosphorylation. La 

surexpression de cette protéine 4EBP-1 inhibe partiellement la progression en phase 

G1 des cellules. Toutefois, la surexpression de eIF4E permet de réduire partiellement 

l’inhibition de la progression du cycle observée suite à l’inhibition de mTORC1. La 

division cellulaire fait intervenir principalement trois grandes familles d’acteurs : les 

cyclines, les CDK et les inhibiteurs de CDK. mTOR intervient à différentes étapes du 

cycle cellulaire, en régulant notamment la synthèse protéique de certains de ces acteurs 

à travers la phosphorylation de S6K et 4EBP-1, telle que la cycline B chez l’oursin 

(Chassé et al. 2016) ou la synthèse de CDK1 (Hassanian et al. 2016). 

Ainsi, il semble que la voie mTORC1 jouerait davantage un rôle temporel dans le 

contrôle de la division. 

Le complexe mTORC2 interviendrait quant à lui dans le contrôle spatial, en agissant sur 

le cytosquelette d’actine. En effet, le complexe TORC2, via RICTOR, régule l’organisation 



Figure 8: Implication métabolique de la voie mTORC1

Les P dans des ronds verts correspondent à des phosphorylations activatrices, tandis que les

rouges correspondent à des phosphorylations inhibitrices. D’après Düvel et al., 2010
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du cytosquelette d’actine, à travers la phosphorylation de la PKCα (Protéine Kinase C 

de type α). Cette kinase est impliquée dans la régulation de nombreux processus 

cellulaires tels que la prolifération et la mobilité cellulaire et la diminution de son 

activité dans une lignée siRNA provoque notamment une augmentation de l’épaisseur 

des fibres d’actine. Un mutant knock-down (KD) rictor présente également des fibres 

d’actine plus épaisses et désorganisées (Sarbassov et al. 2004). 

 

Le métabolisme cellulaire 

Une analyse multi-omique (transcriptomique et métabolique) a été réalisée par Düvel 

et al. en 2010 pour étudier les classes de gènes induits ou réprimés par la voie mTORC1. 

Cette étude a permis de mettre en évidence que mTORC1 régule positivement 

l’expression de gènes codant pour des enzymes impliquées dans différentes voies 

métaboliques telles que la voie des pentoses phosphates, la glycolyse ou encore la 

biosynthèse des acides gras (Figure 8). Différents facteurs de transcription interviennent 

en aval de mTORC1 pour réguler ces voies métaboliques, tels que HIFα (Hypoxia-

Inducible Factor) ou SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein) (Düvel et al. 

2010). HIFα, impliqué dans la régulation de l’expression de différents gènes de la 

glycolyse (Hu et al. 2003), est davantage traduit lorsque mTORC1 est actif, grâce à 

l’inhibition de 4EBP-1 par mTORC1 (Düvel et al. 2010).  SREBP (Sterol Regulatory 

Element-Binding Protein), stimule la voie des pentoses-phosphates et la biosynthèse 

lipidique. Cette activation de SREBP1 en aval de mTORC1 se fait par S6K1, qui permet 

de le stabiliser. SREBP1 est moins actif dans les cellules KO pour S6K1, ce qui entraîne 

la réduction de l’expression de ses cibles et donc une diminution générale de la voie 

des pentoses-phosphates et de la biosynthèse lipidique (Düvel et al. 2010). 

De plus, mTORC2 est impliqué dans la régulation du métabolisme lipidique et du 

glucose, par la voie AKT induite par les facteurs de croissance tels que l’insuline 

(Hagiwara et al. 2012). Ainsi, une déficience en mTORC2 au niveau hépatique chez la 

souris conduit à des désordres métaboliques comme l’hyperglycémie ou 

l’hypolipidémie. 

 

L’autophagie  

L’autophagie est un mécanisme important, conservé au sein des êtres vivants 

eucaryotes. Elle permet le recyclage de composants cytoplasmiques, tels que les 

protéines, lors de la sénescence ou de stress environnementaux. Le processus 

d’autophagie débute par la formation dans le cytosol de vésicules à double membrane, 

appelées autophagosomes, qui se forment autour des molécules ou structures 
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cellulaires à recycler, appelées cargos.  Ces cargos vont être libérés dans la vacuole 

(chez la Levure ou les plantes) ou le lysosome (pour les animaux) après fusion 

membranaire entre autophagosome et vacuole/lysosome. C’est dans ces organites que 

les cargos vont être dégradés par des hydrolases (Soto-Burgos et al. 2018). Les gènes 

ATG (Autophagy-related genes) sont impliqués dans le déclenchement de l’autophagie 

et certains sont régulés négativement par TOR. Chez la Levure, l’activité kinase de la 

protéine APG1 (ATG1), impliquée dans la formation des autophagosomes, augmente 

lorsque les cellules sont traitées à la rapamycine (Kamada et al. 2000). En revanche, 

l’utilisation d’un mutant TOR1 résistant à la rapamycine abolit cette activité. Par 

conséquent, l’induction de l’autophagie par ATG1 est contrôlée par la voie TORC1. Les 

auteurs ont montré que ce contrôle d’ATG1 par TOR passait par un intermédiaire, 

ATG13, lui-même phosphorylé par TOR. Comme pour la Levure, ATG13 est également 

phosphorylé par mTOR chez les mammifères au niveau du résidu Ser258. ATG13 peut 

également être phosphorylée par la voie AMPK sur le résidu Ser224 (Puente et al. 2016), 

notamment lors d’une carence en glucose. Ceci démontre que la régulation de 

l’autophagie dépend d’une balance entre les voies mTOR et AMPK.  

 

mTOR et les pathologies humaines 

Du fait de son rôle central dans la régulation de processus biologiques essentiels pour 

les organismes vivants, des anomalies de la voie mTOR peuvent conduire à différentes 

pathologies chez les mammifères dont la principale est le développement de cancers 

(pour revue, (Zoncu et al. 2011)). Nous avons vu précédemment que la kinase mTOR 

intervenait dans la régulation temporelle (mTORC1) et spatiale (mTORC2) de la 

croissance et des divisions cellulaires. Dans l’étude de Sato et al., 2010, les auteurs ont 

analysé les mutations mTOR présentes dans certains cas de cancers humains. Ils ont 

déterminé que les mutations S2215Y et R2505P provoquent une activation constitutive 

de mTORC1. Dans cet état d’hyperactivation, mTORC1 est insensible à la carence 

nutritionnelle et les cellules présentent une perturbation importante du cycle cellulaire, 

avec une augmentation de cellules en phase S (Sato et al. 2010). Toutefois, d’autres 

acteurs intervenant dans les voies mTOR peuvent également être mutés et 

potentiellement favoriser l’apparition de cancer, principalement lorsque cela conduit à 

une hyperactivation de la voie mTORC1. C’est le cas notamment de REDD1 qui permet 

de limiter la prolifération cellulaire en favorisant l’inhibition de mTORC1 par TSC. Ainsi, 

la perte de REDD1 conduit à un développement tumoral chez les cellules murines 

(DeYoung et al. 2008). Des mutations au niveau des protéines RICTOR, Rag-C, GATOR1, 

HIF1-α ou du complexe TSC peuvent également conduire à des évènements pro-

tumoraux (Bar-Peled et al. 2013; Cheng et al. 2015; Dill et al. 2015; Okosun et al. 2016; 
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Ho et al. 2017). La voie mTORC1 intervient également sur la viabilité et la longévité des 

organismes. Des souris déficientes en protéines S6K ont une forte réduction de leur 

viabilité (Pende et al. 2004). 

La voie mTOR régulant différents aspects métaboliques, elle peut également être 

associée à des maladies métaboliques telles que l’obésité (Chang et al. 2009) ou le 

diabète de type 2, qui sont des pathologies observées lors de défaut de réponse à 

l’insuline (pour revue (Zoncu et al. 2011)). Une revue récente suggère que chez les 

personnes souffrant d’obésité, la voie mTOR pourrait être impliquée dans la sensibilité 

accrue au virus SARS-Cov-2. L’hypothèse avancée est que pour de forts apports 

nutritionnels favorisant l’obésité, la voie mTOR serait hyperactivée. Compte tenu du fait 

que les coronavirus, dont le SARS-Cov-2, détournent la machinerie traductionnelle 

cellulaire, une suractivation de mTOR favoriserait la réplication du virus chez les 

personnes souffrant d’obésité (Bolourian and Mojtahedi 2020). 

Différentes études ont montré que la voie mTOR est également impliquée dans les 

phénomènes d’épilepsie. Il ressort que l’hyperactivation de la voie mTORC1 conduirait 

à l’apparition de crises épileptiques. L’inactivation de PTEN, lipide phosphatase 

inhibant l’accumulation de PIP3 à la membrane (voir partie A.1.c.i, facteurs de 

croissance), conduit à la suractivation de mTORC1 et induit des crises d’épilepsie (Pun 

et al. 2012). De la même manière, la perte de fonction de DEPDC5, une GTPase activant 

GATOR1, un inhibiteur de mTORC1 (voir partie B.1.b), provoque également une 

suractivation de mTORC1. Chez les embryons de souris, cela se caractérise par des 

défauts de migration des cellules neuronales, qui peuvent être empêchés par l’injection 

de rapamycine. C’est à l’âge adulte que les souris KO DEPDC5 souffrent de ces crises 

(Ribierre et al. 2018). 

Ainsi, de nombreuses études sont menées dans le domaine de la recherche médicale 

pour comprendre les régulations de la voie mTOR, afin d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques potentielles et de nouveaux inhibiteurs de mTOR. La rapamycine a 

démontré son activité anti-tumorale (Eng et al. 1984) en inhibant la voie TOR mais elle 

est également utilisée pour limiter les rejets de greffes grâce à son rôle 

immunosuppresseur. Pour perfectionner les propriétés pharmacocinétiques de la 

rapamycine, des rapalogues (analogues de la rapamycine) sont également étudiés 

(Schreiber et al. 2019). Ces molécules pourraient ainsi servir de traitement pour 

différentes pathologies humaines.  

 



HEAT FAT FRB PI3K FATCNter Cter

TOR, ≈280 kDa

Figure 9: Représentation des 5 grands domaines conservés de la protéine TOR chez

Arabidopsis thaliana

En N-terminal, la protéine TOR est composée de 12 répétitions HEAT (Huntingtin, facteur

d’Elongation 3, sous-unité A de la protéine PP2A et TOR1), suivi du domaine FAT (FRAP,

ATM, TRRAP), du domaine FRB (FKBP12 Rapamycin Binding) suivi du domaine kinase PI3K

et en C-terminal le FATC (FRAP, ATM, TRRAP C-terminal).

Figure 10: Comparaison des séquences protéiques de TOR chez Arabidopsis

thaliana (At), Homo sapiens (Hs), Drosophila melanogaster (Dm) et

Saccharomyces Cerevisiae (Sc). Issu de Menand et al., 2002

Les chiffres entre parenthèses correspondent au nombre d’acides aminés constituant la

protéine TOR pour chaque espèce. Les chiffres correspondent aux pourcentages

d’identité par domaine entre la protéine AtTOR et les protéines TOR des autres espèces.

Sc1 et Sc2 correspondent aux protéines TOR1 et TOR2 présentent chez S.cerevisiae.
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2. Le complexe TORC1 chez les organismes photosynthétiques 

a) Présentation du complexe TORC1 chez les plantes 

Chez les organismes photosynthétiques, seul le complexe TORC1 a été mis en évidence 

à ce jour. Comme chez les mammifères, ce complexe TORC1 végétal est composé des 

protéines TOR, RAPTOR et LST8, que je vais décrire dans les différentes sous-parties 

suivantes. Il est à noter que comme chez les mammifères et la Levure, le complexe 

TORC1 est actif sous forme dimérisée chez les plantes (Brunkard et al. 2020). 

 

i. AtTOR 

Gène et structure de la protéine AtTOR 

Chez Arabidopsis, comme chez les mammifères, on retrouve une seule protéine TOR 

(AtTOR), codée par un unique gène TOR (At1G50030). Cette protéine AtTOR constituée 

de 2481 acides-aminés, a une masse moléculaire de 279kDa (Menand et al. 2002). Par 

conséquent, la kinase TOR est une protéine de grande taille. Les cinq grands domaines 

protéiques décrits dans la partie A.1. pour les protéines TOR de Levure et de 

mammifères sont également présents chez AtTOR (Figure 9). On notera que le nombre 

de motifs HEAT en partie N-terminale s’élève à 12 pour cette espèce. Par ailleurs, ce 

domaine contient un motif Leucine Zipper qui permet à la protéine de se lier à l’ADN 

(Ren et al. 2011). 

D’après l’étude de Menand et al. (2002), la séquence protéique de AtTOR présente une 

plus grande homologie de séquence avec mTOR avec laquelle elle partage 40% 

d’identité de séquence (Figure 10). D’autre part, AtTOR est plus proche de ScTOR2 (39% 

d’identité) que de ScTOR1 (37% d’identité). 

 

Profil d’expression et localisation de la protéine 

L’analyse de la collection du laboratoire a permis d’identifier un mutant d’ADN-T avec 

une séquence uidA, codant la protéine GUS, au niveau de l’ADN-T inséré dans le gène 

AtTOR. Ceci a permis de mettre en évidence le profil d’expression du gène AtTOR. Ce 

gène est exprimé principalement dans les zones riches en divisions cellulaires, telles 

que dans l’embryon et l’albumen dans la graine, au niveau des méristèmes primaires 

caulinaires, des méristèmes primaires et secondaires racinaires, ainsi qu’au niveau du 

centre quiescent du méristème racinaire (Figure 11,1 et 2) (Menand et al. 2002; Barrada 

et al. 2015). On retrouve également une expression de TOR au niveau des boutons 

floraux et de cals. Chez le haricot, les transcrits TOR sont retrouvés dans la plupart des 

tissus mais le niveau maximal d’expression est retrouvé dans la zone méristématique, 

suggérant que l’activité de TOR est tissu-spécifique (Nanjareddy et al. 2016). Au niveau 



A

B

Figure 12: AtTOR régule positivement le développement général de la plante

Issu de Deprost et al., 2007

(A) Partie aérienne de plantes cultivées en serre pendant 36 jours.

(B) Partie racinaire de plantes cultivées en hydroponie pendant 49 jours.

Les lignées 35-7 et 65-1 correspondent à des lignées TOR RNAi.

Les lignées G548 et G166 correspondent à des lignées RNAi surexprimant AtTOR.

1. 2.

Figure 11: Expression du rapporteur TOR:GUS chez Arabidopsis thaliana

1. Localisation de la fusion TOR::GUS à différents stades du développement embryonnaire (A-

D), au niveau de l’émergence des racines latérales (E-G), dans les feuilles (H), les feuilles

primordiales (I), les boutons floraux (J) et un cal de 1 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. Issu de Menand et al., 2002

2. Plantules de 4 jours. Au niveau racinaire, AtTOR est exprimé au niveau du méristème et du

centre quiescent. Les deux flèches noires délimitent le méristème racinaire. Le centre quiescent

est entouré en rouge. Échelle: 50µm. Issu de Barrada et al., 2015

Centre quiescent

2.
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cellulaire, une protéine fusion TOR-GFP a permis de montrer que la protéine TOR est 

localisée au niveau du cytoplasme et du noyau. L’adressage au noyau dépend d’une 

séquence NLS6 présente au niveau du domaine kinase de TOR (Ren et al. 2011). 

 

Les conséquences des mutations dans le gène AtTOR 

Pour mieux comprendre les implications de cette protéine dans le développement de 

la plante, différentes approches ont été utilisées, comme l’inhibition totale de 

l’expression de TOR par l’insertion d’ADN-T (Menand et al. 2002), l’inactivation 

contrôlée de son expression par ARN interférant (RNAi) (Deprost et al. 2007) ou encore 

par une approche de surexpression sous contrôle d’un promoteur p35S.  

Compte tenu de sa localisation, il apparait que la kinase TOR est essentielle pour le 

développement de la plante. Dans l’étude de Menand et al. (2002), la mutation du gène 

TOR par l’insertion d’un ADN-T, proche du domaine FRB, est létale au stade précoce 

du développement embryonnaire. Afin de pouvoir étudier l’influence du niveau 

d’expression de AtTOR sur le développement de la plante, Deprost et al. ont étudié en 

2007 des plantes (lignées 35-7 et 65-1, Figure 12) dans lesquelles l’expression du gène 

TOR était partiellement éteinte grâce à une construction RNAi. Ils ont ainsi démontré 

que la diminution d’expression de TOR limite le développement des plantes au niveau 

de la partie aérienne et racinaire. Cette inhibition du développement a été confirmée 

par différentes approches, notamment par l’utilisation de lignées à microARN artificiels 

inductibles à l’éthanol, pour diminuer les transcrits TOR (Deprost et al. 2007; Caldana 

et al. 2013). Dans ces conditions, la croissance des feuilles en cours de développement 

est totalement arrêtée, malgré une diminution de la quantité d’ARNm AtTOR estimée 

de 20%, démontrant l’importance de TOR dans le développement de la plante. A 

l’inverse, la surexpression de TOR stimule quant à elle le développement des plantes 

(lignées G548 et G166 en Figure 12) car les racines et les feuilles de rosettes de ces 

plantes sont plus grandes, tout comme la taille des cellules épidermiques. Pour 

déterminer si TOR pouvait aussi jouer un rôle dans l’élongation cellulaire, les auteurs 

ont cultivé les lignées G548 et G166 à l’obscurité. Chez les plantes étiolées, la croissance 

de l’hypocotyle dépend de l’élongation cellulaire. Toutefois, les résultats montrent que 

le niveau d’expression de TOR ne semble pas affecter la croissance des hypocotyles, 

suggérant que TOR n’est pas impliquée dans les processus d’élongation cellulaire. 

L’inactivation de l’expression de TOR dans les lignées inductibles à l’éthanol conduit 

aussi à un phénotype de sénescence précoce, marquée notamment par l’augmentation 

des sucres solubles dans les feuilles ou une augmentation des activités GS (Glutamine 

Synthétase) et GDH (Glutamate Déshydrogénase). Ces résultats témoignent d’une 

certaine remobilisation nutritionnelle qui peut être en lien avec l’activation de 



Nter Cter

RAPTOR, ≈150 kDa

Figure 13: Représentation des 3 grands domaines conservés de la protéine RAPTOR

chez Arabidopsis thaliana

En N-terminal, la protéine RAPTOR est composée du domaine RNC/C (Raptor N-terminal

Conserved/Caspase), suivi de trois répétitions HEAT (Huntingtin, facteur d’Elongation 3,

sous-unité A de la protéine PP2A et TOR1), et de sept motifs WD40 en C-terminal,

permettant des interactions protéine-protéine.

Figure 14: Arbre phylogénétique représentant l’homologie des séquences

protéiques de RAPTOR au sein des eucaryotes

Alignement de séquence réalisé avec le programme ClustalW et l’analyse d’homologie de

séquence avec le pagkage Phylip et le programme Drawtree.

KOG1 correspond à la protéine RAPTOR chez S.cerevisiae, Mip1 chez S.pombe. Os= Oryza

sativa (riz). Les séquences de RAPTOR sont très conservées entre les plantes supérieures.

Issu de Deprost et al., 2005.
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l’autophagie induite par l’inhibition de TOR (Deprost et al. 2007; Moreau et al. 2012; 

Caldana et al. 2013). Par ailleurs, un autre point phénotypique à noter est que des 

variations du niveau d’expression de TOR provoque également des variations au niveau 

de la quantité de graines produites, la surexpression de TOR augmentant la production 

de graines (Deprost et al. 2007). Par conséquent, la kinase TOR semble être impliquée 

dans le rendement des plantes, ce qui pourrait avoir des applications futures en 

agronomie. 

Pour déterminer si tous les domaines protéiques de la kinase TOR sont impliqués dans 

cette régulation du développement, Ren et al., (2011) ont étudié les conséquences de 

la suppression de certains domaines sur le développement de la plante. En tronquant 

la protéine au niveau du domaine FATC (domaine en C-terminal), les mutants 

présentent un développement embryonnaire normal, indiquant que la protéine TOR 

reste fonctionnelle sans ce domaine. Il est intéressant de noter que chez les 

mammifères ou la Levure, ce domaine est essentiel pour que TOR soit fonctionnelle 

(Takahashi et al. 2000; Dames 2010), laissant supposer qu’il y a eu une divergence 

fonctionnelle entre les espèces au niveau du domaine FATC. En revanche, des insertions 

au niveau du domaine HEAT entraîne une létalité embryonnaire tout comme les 

insertions au niveau des domaines FAT et FRB. Du fait de l’importance de la fonction 

catalytique du domaine kinase, une insertion au niveau de ce domaine provoque l’arrêt 

complet du développement.  

 

ii. RAPTOR 

Gènes et structure de RAPTOR 

Chez Arabidopsis, deux gènes RAPTOR ont été mis en évidence, AtRaptor1 (At3G08850) 

et AtRaptor2 (At5G01770) (Anderson et al. 2005; Deprost et al. 2005). Chez 

Cyanidioschyzon merolae, une algue rouge unicellulaire, seul un gène RAPTOR a été 

identifié, suggérant une duplication du gène ancestral chez les plantes vasculaires 

supérieures (Deprost et al. 2005). 

Chez Arabidopsis, les deux gènes RAPTOR codent tous deux des protéines d’environ 

150kDa qui partagent une séquence protéique commune de 76% (Deprost et al. 2005). 

Ces deux protéines sont composées de différents domaines (Figure 13), avec en N-

terminal un motif conservé RNC/C (Raptor N-terminal Conserved / Caspase), proche 

d’un domaine caspase. Ce domaine est suivi de trois répétitions HEAT, impliquées dans 

les interactions protéines-protéines, notamment avec les motifs HEAT de la protéine 

TOR, ce qui participe à la formation du complexe TORC1 (Mahfouz 2006). En C-

terminal, on compte sept motifs WD40, permettant la formation réversible de 



raptor WT

Figure 15: Phénotype du mutant raptor chez Arabidopsis thaliana

Plantes cultivées en serre pendant 50 jours. Photo personnelle

Figure 16: Phénotype du mutant raptor au niveau de la partie aérienne et

racinaire

Le mutant raptor présente un développement ralenti. (1) Racine du mutant raptor après

8 jours de culture sur milieu in vitro. Col= WT, A-= mutant raptor.5g (RAPTOR2) B-=

mutant raptor.3g (RAPTOR1), (2) Plantes cultivées en serre pendant 15 jours.

Issu de Anderson et al., 2005

1. 2.

Figure 17: La mutation de RAPTOR impacte le méristème racinaire, expliquant la

réduction de sa racine primaire

Plantules de 12 jours (A) Taille du méristème racinaire, (B) Nombre de cellules du

méristème. Mutants rb10 et rb22= mutants du gène RAPTOR1. Issu de Salem et al., 2018

A B
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complexes protéiques (Anderson et al. 2005). Les séquences protéiques des deux 

protéines RAPTOR sont très conservées entre les plantes supérieures (Figure 14). 

 

Profil d’expression 

Les deux gènes RAPTOR, présentent les mêmes profils d’expression. Ils sont exprimés 

dans différents tissus de la plante comme les racines, les rosettes, les cals et les graines. 

Toutefois le gène AtRAPTOR1 est davantage exprimé par rapport à AtRAPTOR2. Par 

ailleurs, le niveau d’expression de AtRAPTOR1 est assez proche à celui de AtTOR 

(Deprost et al. 2005).  

 

Les mutants raptor 

L’insertion d’un ADN-T dans le gène TOR étant létale au stade précoce du 

développement de l’embryon (Menand et al. 2002), l’étude en laboratoire de mutants 

tor s’avère délicate. Toutefois, il est possible d’utiliser des mutants des deux partenaires 

protéiques de TOR, RAPTOR et LST8, pour mener à bien ces études et comprendre les 

rôles du complexe TORC1 chez les plantes. Nous allons nous intéresser dans cette 

partie aux phénotypes des mutants raptor.  

Dans la littérature, les premières études décrivant les deux gènes RAPTOR, Deprost et 

al. en 2005 et Anderson et al. en 2005, ont été publiés dans un court laps de temps. Par 

conséquent, la nomenclature des deux gènes RAPTOR n’est pas la même suivant 

l’article. Pour faciliter la compréhension, j’harmoniserai la nomenclature de la façon 

suivante : 

Accession du gène Nomenclature Article Nomenclature harmonisée 

At3G08850 AtRaptor1 (Deprost et al., 2005) 

AtRaptor1B (Anderson et al., 2005) 

RAPTOR1 

At5G01770 AtRaptor2 (Deprost et al., 2005) 

AtRaptor1A (Anderson et al., 2005) 

RAPTOR2 

D’après ces deux études, le mutant du gène RAPTOR2 n’a pas de phénotype particulier, 

contrairement au mutant du gène RAPTOR1. Celui-ci présente un développement 

ralenti et diminué par rapport au WT (Figure 15), aussi bien au niveau de la partie 

aérienne qu’au niveau racinaire (Figure 16). En effet, ce mutant raptor1 possède des 

racines plus petites et plus fines, du fait d’une réduction du nombre de cellules 

méristématiques et de la croissance du méristème racinaire apical (Figure 17) 

(Anderson et al. 2005; Salem et al. 2018) et présentant moins de poils racinaires (Salem 

et al. 2018). Du fait de ce retard général de croissance, la floraison de ce mutant se 

retrouve également impactée (Anderson et al. 2005). Le mutant raptor2 n’ayant pas de 



Figure 18: Phénotype de la mutation raptor au niveau de la graine

Silique hétérozygote du mutant raptor1. La mutation raptor peut stopper le

développement embryonnaire. Issu de Deprost et al., 2004

Figure 19: La mutation raptor entraîne des désordres métaboliques

Heat map montrant les modifications des teneurs en acides aminés, sucres, famille du

raffinose et oligosaccharides (RFO) et des polyamines au sein de mutants raptor1 (rb10 et

rb22) par rapport au WT. ED= End of the day, EN= End of the night, MD= middle of the day,

MN= middle of the night. Issu de Salem et al., 2018
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phénotype contrairement au mutant raptor1, seul le mutant raptor1 sera étudié dans 

la suite de ce manuscrit. L’appellation « les mutants raptor » fera référence aux mutants 

alléliques du gène RAPTOR1. 

D’autre part, Deprost et al. ont montré en 2005 que dans des siliques de plantes 

hétérozygotes, les graines homozygotes raptor avaient un développement fortement 

impacté comparé aux graines sauvages (Figure 18). Par ailleurs, les graines raptor 

présentent une perte de coloration par rapport aux graines WT, phénotype expliqué 

par la diminution du taux de flavonoïdes colorés de type proanthocyanidines chez le 

mutant (Salem et al. 2017). Ces graines sécrètent également moins de mucilage et 

présentent un retard de germination dû à des modifications hormonales au sein de la 

graine, notamment une augmentation du taux d’acide abscissique (ABA). Enfin, la 

viabilité des graines raptor est diminuée d’environ 20% par rapport aux graines WT, 

démontrant l’implication importante de RAPTOR dans le développement de la graine 

à la plante. 

A ces perturbations développementales s’ajoutent également des perturbations 

métaboliques, caractérisées par une accumulation des acides-aminés et une 

diminution des oligosaccharides (Figure 19) (Salem et al. 2018). Ces dérégulations 

métaboliques seront traitées plus en détails dans la partie A.2.c)ii. La régulation des 

métabolismes primaire et secondaire. 

 

iii. LST8 

Gènes et Structure de LST8 

Deux gènes LST8 ont été mis en évidence chez Arabidopsis à savoir LST8-1 (At3G18140) 

et LST8-2 (At2G22040). Ces deux gènes sont composés de 10 exons et 9 introns. Le 

gène LST8-1 code pour une petite protéine de 305 acides-aminés correspondant à un 

poids moléculaire de 34kDa tandis que le gène LST8-2 code pour une protéine de 312 

acides-aminés (35 kDa) (Moreau et al. 2012).  

Ces petites protéines LST8 présentent un seul type de domaine comportant sept motifs 

WD40 (Figure 20) qui permettent des interactions protéines-protéines, notamment 

avec la kinase TOR au niveau de ses domaines FRB et kinase comme cela a été 

démontré par une approche de double-hybride (Moreau et al. 2012).  

D’après l’article de Moreau et al., 2012, les deux gènes LST8 partagent 75% d’identité 

commune. Par ailleurs, ces protéines partagent davantage d’identité commune avec la 

protéine LST8 de la levure que la protéine animale, avec des identités communes 

respectivement de 51 et 45%. Il est à noter que le mutant lst8 chez la levure peut être 



Nter Cter

LST8, ≈34 kDa

Figure 20: Représentation du domaine WD40 conservé de la protéine LST8 chez

Arabidopsis thaliana

Ce domaine contient sept motifs WD40 permettant des interactions protéines-protéines.

Figure 21: Localisation de l’expression de LST8 par la construction pLST8::GUS

(A) Plantule entière, (B) pointe racinaire, (C) émergence des racines secondaires, (D) partie

aérienne, (E) cellules de garde, (F) feuilles et stipules, (G,H) fleurs. Issu de Moreau et al., 2012

Figure 22: Phénotype du mutant lst8

(A) Plantes cultivées 4 semaines en jour court en chambre de culture, (B) Plantes cultivées 4

semaines en jour court puis 1 semaine en jour long en chambre de culture. (A-B) Le WT est

à gauche, le mutant lst8 à droite, (C-D) culture du mutant lst8 en serre, en jour long. (C)

Multiples méristèmes apicaux (flèches rouges), (D) Multiples tiges. Issu de Moreau et al.,

2012

B

C D

A
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complémenté par le gène LST8-1 d’Arabidopsis, confirmant une certaine conservation 

de la fonction de cette protéine au sein des Eucaryotes.  

 

Profil d’expression 

Chez Arabidopsis, seul le gène LST8-1 semble être significativement exprimé. Une 

fusion transcriptionnelle pLST8 ::GUS a permis de visualiser l’expression du gène LST8-

1 dans différents organes de la plante (Figure 21 ; Moreau et al. 2012). Dans la racine, 

LST8 est exprimé au niveau du cylindre central, des racines latérales émergeantes et de 

la pointe racinaire. Concernant la partie aérienne de la plante, l’expression de LST8-1 

est retrouvée au niveau de la vasculature des cotylédons, au niveau des stomates et 

des stipules des feuilles. Enfin on retrouve également une expression de LST8-1 au 

niveau des fleurs, notamment dans les anthères et le pollen. 

Dans l’étude de Moreau et al. (2012), la fusion traductionnelle de LST8 ::GFP a permis 

d’identifier la localisation cellulaire de la protéine LST8. Celle-ci est associée aux 

endosomes. 

 

Les mutants lst8 

Le phénotype du mutant lst8 a été très largement étudié dans la publication de Moreau 

et al. 2012. Compte tenu du fait que le gène LST8-2 n’est pas exprimé, les auteurs ont 

porté leur analyse sur deux mutants nuls du gène LST8-1. Les insertions d’ADN-T sont 

localisées soit au niveau du 4ème exon (lst8-1-1, Salk_02459), soit au niveau du 5ème 

intron (lst8-1-2, Sail_641D10) mais ces deux mutants présentent des phénotypes 

similaires. Tout comme les mutants raptor, les mutants lst8 ont des défauts de 

développement importants. Ces mutants présentent une diminution de leur croissance 

en jour court (culture avec 8h de jour), avec une réduction de leur partie aérienne et 

racinaire. Une culture en jour court empêche la floraison de ces mutants. Pour une 

culture en jour long, c’est-à-dire pour 16h de jour, leur phénotype est aggravé, pouvant 

aller jusqu’à l’arrêt complet du développement, avec un jaunissement des feuilles, 

indiquant la sénescence des tissus. Pour les plantes survivant à ces conditions, elles 

présentent un aspect « buissonnant », avec de nombreuses tiges, et elles développent 

de nombreux méristèmes apicaux (Figure 22). Certaines plantes parviennent à la 

floraison dans ces conditions mais les siliques de ces plantes sont très petites. 

De plus, ces mutants lst8 présentent également des désordres métaboliques accentués 

par la transition en jour long, au niveau azoté et carboné. On notera notamment une 

forte accumulation de glutamine et autres acides-aminés tels que la proline, une 

augmentation en amidon et sucres de type glucose et fructose, ou encore une 



Figure 23: La mutation lst8 provoque des désordres métaboliques de type azoté et

carboné, notamment lors du passage en jour long

Le mutant lst8 présente une accumulation de métabolites tels que la glutamine ou la proline

mais pas de raffinose lors de la transition jours courts/ jours longs. Les valeurs sont dérivées

des zones normalisées de pics spécifiques après une analyse GC-MS. SD= jour court (8h de

lumière), LD= jour long (16h de lumière). LDn, nombre de jours en conditions LD.

Issu de Moreau et al., 2012

Figure 24: Arbre phylogénétique représentant la proximité entre les protéines FKBP12

au sein des eucaryotes

La protéine FKBP12 de C.reinhardtii est plus proche de celle de l’Homme que des plantes

supérieures, expliquant la différence de sensibilité à la rapamycine par rapport aux plantes.

Issu de Crespo et al., 2005
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diminution importante des teneurs en osmoprotecteurs tels que le raffinose, galactinol 

et tréhalose, démontrant l’incapacité de ces mutants à s’adapter au passage en jour 

long (Figure 23) (Moreau et al. 2012). Ces dérégulations métaboliques seront traitées 

plus en détails dans la partie A.2.c)ii. La régulation des métabolismes primaire et 

secondaire. 

 

b) Les outils pour l’étude de la voie de signalisation TOR 

i. Les inhibiteurs de TOR, des outils d’étude du complexe TORC1 

Nous avons vu au tout début de ce chapitre que la protéine kinase TOR a été 

découverte grâce à un crible sur rapamycine, considérée depuis comme l’Inhibiteur 

historique de TOR chez la Levure et les animaux. Toutefois chez les plantes, on observe 

une certaine insensibilité à cet inhibiteur, notamment chez Arabidopsis thaliana, Oryza 

sativa ou Zea mays (Menand et al. 2002; Crespo et al. 2005). Rappelons que pour se 

fixer à TOR et ainsi l’inhiber, la rapamycine doit se lier à la protéine FKBP12. Par une 

analyse double hybride, aucune interaction n’a été observée entre AtFKBP12, le 

domaine FRB de AtTOR et la rapamycine (Mahfouz et al. 2006; Sormani et al. 2007). 

Cependant, la protéine humaine HsFKBP12 peut se lier au domaine FRB d’AtTOR 

(Mahfouz et al. 2006). De même, la protéine de levure ScFKBP12 est également capable 

de fixer le domaine FRB de TOR en présence de rapamycine chez Arabidopsis (Menand 

et al. 2002; Sormani et al. 2007) et l’expression de ScFKPB12 chez Arabidopsis rend ces 

plantes transgéniques sensibles à cet inhibiteur (Sormani et al. 2007; Ren et al. 2012). 

L’hypothèse principale avancée dans ces études pour expliquer cette perte de 

sensibilité à la rapamycine chez les plantes est une différence importante de la 

séquence en acides-aminés de FKBP12 par rapport à celle de la Levure ou des 

mammifères (Mahfouz et al. 2006; Sormani et al. 2007). Ainsi, la croissance de l’algue 

unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii est sensible à la rapamycine car la séquence 

protéique de FKBP12 chez Chlamydomonas est plus proche de la HsFKBP12 que des 

FKBP12 végétales (Figure 24) (Crespo et al. 2005). 

Cependant, une étude réalisée sur une suspension de cellules végétales de type 

protoplastes a montré qu’à des concentrations nettement plus importantes (entre 1 et 

10µM) que celles utilisées chez la Levure ou les mammifères (entre 10 et 50nm), la 

rapamycine pouvait avoir un effet sur la voie TOR de cellules végétales, nuançant cette 

insensibilité constatée chez les plantes (Xiong and Sheen 2012). 

De par l’importance de la voie mTOR chez les mammifères et son implication dans 

plusieurs pathologies humaines, cette protéine est devenue une cible thérapeutique 

d’intérêt en recherche médicale, occasionnant l’étude et la création de plusieurs 

molécules inhibitrices. Bien que les plantes soient relativement insensibles à la 
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Figure 25: L’AZD-8055 (AZD) est un inhibiteur de TOR chez les plantes

(A) La kinase TOR, lorsqu’elle est active, phosphoryle S6K (S6 Kinase) qui phosphoryle à

son tour la protéine ribosomale RPS6. En suivant l’état de phosphorylation de S6K ou

RPS6 avec des anticorps spécifiques, il est possible de suivre l’activité du complexe

TORC1. (B) Western-Blot réalisé chez Arabidopsis thaliana démontrant une baisse de la

phosphorylation de RPS6 en présence d’AZD-8055 (AZD), de manière dose-dépendante.

L’AZD est donc un inhibiteur de TOR. La structure chimique de l’AZD provient de

PubChem. D’après Céline Forzani et Dobrenel et al., 2016

1cm

Figure 26: Effet de différents inhibiteurs de TOR sur le développement d’Arabidopsis

Cotylédons à 10 jours de culture en présence d’inhibiteurs de TOR. L’AZD inhibe davantage le

développement par rapport à la TORIN1 ou au KU. Issu de Dong et al., 2015

A. B.
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rapamycine, il existe d’autres inhibiteurs pharmacologiques ciblant TOR auxquelles les 

plantes sont sensibles. On distingue ainsi des molécules ciblant les PI3K, telles que le 

LY294002, puisque AtTOR possède un domaine kinase PI3K-like, des molécules ciblant 

spécifiquement TOR. C’est notamment le cas de l’AZD-8055 (Figure 25, B), les 

TORIN1/2, le KU ou le WYE-132. Ces molécules sont des inhibiteurs compétitifs de la 

fixation de l’ATP au niveau du domaine kinase de TOR. Toutefois, l’AZD est celui qui 

impacte le plus le développement des plantes (Figure 26) (Montané and Menand 2013; 

Dong et al. 2015). On notera que les mutants du complexe TORC1 sont hypersensibles 

à ces inhibiteurs, chez Arabidopsis comme chez Chlamydomonas (Forzani et al. 2019; 

Couso et al. 2020). 

 

ii. Mesure de l’activité de TOR chez les plantes  

Pour déterminer les acteurs ou signaux pouvant réguler l’activité de la kinase TOR, il 

est important d’avoir des outils permettant de suivre cette activité. Il est décrit dans la 

littérature que la kinase TOR phosphoryle la protéine kinase S6K y compris chez les 

organismes photosynthétiques, notamment au niveau du résidu Thr449 (Xiong and 

Sheen 2012; Xiong et al. 2013; O’Leary et al. 2020). La protéine RAPTOR est impliquée 

dans ce processus d’activation de la S6K, une interaction entre ces deux protéines ayant 

été mise en évidence. Ceci permet que S6K soit présentée à la kinase TOR, entraînant 

donc sa phosphorylation et activation. Une fois activée, la S6K phosphoryle à son tour 

d’autres cibles dont la protéine ribosomale S6 (RPS6), notamment sur un résidu Ser240 

chez les plantes (Figure 25, A) (Mahfouz et al. 2006; Dobrenel et al. 2016). En laboratoire, 

il est donc possible d’estimer l’activité de TOR en mesurant l’état de phosphorylation 

par western blot soit de S6K, comme cible directe, soit de RPS6, comme cible indirecte, 

au niveau des résidus connus pour être phosphorylés par TOR. Ainsi, il est possible par 

exemple de confirmer l’effet d’inhibiteurs de TOR tels que l’AZD chez les plantes, 

démontré par la baisse de phosphorylation de RPS6 (Figure 25, B). 

 

c) Rôles et implications du complexe TORC1 chez les organismes 

photosynthétiques 

Nous allons nous intéresser dans cette partie aux différents rôles du complexe TORC1 

chez les plantes et l’algue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii. Les régulations 

TOR-Azote seront abordées quant-à-elles dans une partie spécifique, en B.3.  

 

i. Les facteurs régulant la voie TOR en amont 

Le sucre, produit de la photosynthèse 



Figure 27: Le glucose active TOR chez Arabidopsis thaliana

Western blot montrant une augmentation de la phosphorylation de S6K sur le résidu T449

en présence de glucose alors que la quantité de protéine S6K est la même, démontrant une

augmentation de l’activité de TOR dans ces conditions. Issu de Xiong and Sheen, 2012

Figure 28: Le glucose seul peut activer TOR au niveau racinaire mais la lumière est

nécessaire en plus du sucre pour cette activation au niveau de la partie aérienne

Augmentation de la phosphorylation de S6K sur le résidu T449, démontrant une

augmentation de l’activité de TOR dans ces conditions. Rap=rapamycine, un inhibiteur de

TOR tout comme Torin2. Glc= glucose, L= lumière. Issu de Xiong and Sheen, 2012

Figure 29: Le complexe R2TP/TTT-HSP90 permet la dimérisation du complexe TORC1

en présence de sucre

TTT= Tel2-Tti1-Tti2, R2TP= Pontin/RuvBL1-Reptin/RuvBL2-Spaghetti/Tah1-Pih1

Synthèse de sucres
Photosynthèse

ATP

Tel2-Tti1-Tti2 
(TTT)

R2TP

TOR

RAPTOR

LST8
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Tout comme chez la Levure et les mammifères, de nombreuses études ont montré une 

activation de la voie TOR par les sucres chez les plantes principalement sous forme de 

saccharose ou de glucose (Figure 27) (Xiong and Sheen 2012; Xiong et al. 2013; 

Dobrenel et al. 2016). La lumière, au travers de la photosynthèse, permet la synthèse 

de sucre et d’autres métabolites carbonés chez les plantes. Ces composés carbonés 

sont essentiels à leur développement. Chen et al., (2018) ont démontré que la lumière 

permettait aussi l’activation de TOR indépendamment de la photosynthèse. Les détails 

de ce mécanisme régulé par l’auxine seront décrits dans le paragraphe portant sur les 

phytohormones (Partie A.2.c.i.).  Le glucose seul peut activer TOR au niveau de l’apex 

racinaire tandis qu’au niveau de la partie aérienne, la lumière et le glucose ensemble 

sont nécessaires à l’activation de TOR (Figure 28), indiquant que ces deux types de 

signaux sont impliqués dans la régulation de TOR (X. Li et al. 2017). Le sucre intervient 

dans l’activation du complexe TORC1 en permettant sa dimérisation à l’aide d’un 

complexe de protéines chaperonnes composé de R2TP (Reptin-Pontin)-TTT et de 

HSP90 (Sugimoto 2018; Brunkard et al. 2020).  Le sucre, à travers la glycolyse, permet 

la synthèse d’ATP. Le complexe R2TP-TTT/HSP90 est capable de percevoir des 

changements de niveau d’énergie, et plus particulièrement le niveau d’ATP. Ainsi, 

lorsque le niveau d’ATP est suffisant, ce complexe favorise la dimérisation de TORC1 

(Figure 29). A l’inverse, une diminution des teneurs en sucre réduit la glycolyse et donc 

la synthèse d’ATP, ce qui limite l’activité du complexe R2TP-TTT/HSP90 et empêche la 

dimérisation et l’activation de TORC1. Enfin, une carence en sucre inhibe l’activité de 

TOR (Xiong and Sheen 2012) en conduisant notamment à l’activation de SnRK1 (Baena-

Gonzalèz and Lunn 2020). 

 

Les nutriments 

Les plantes ont besoin de carbone et d’azote pour se développer (l’azote sera traité 

dans ce chapitre introductif dans la partie B.3) mais elles utilisent également d’autres 

macronutriments essentiels présents dans le sol, tels que le potassium, le soufre ou 

encore le phosphore. Différentes études ont montré que ces éléments peuvent agir sur 

la voie TOR, qui perçoit ainsi leur disponibilité et permet de réguler en conséquence le 

développement de la plante.  

L’ensemble de ces régulations nutritionnelles sont présentées en détails dans la revue 

(Ingargiola et al. 2020), présente à la fin de ce manuscrit. Seul le rôle de la voie TOR 

dans la perception de la disponibilité en phosphore (P) et soufre (S) seront décrits ci-

dessous. 

Chez Chlamydomonas reinhardtii, le complexe TORC1 est impliqué dans la perception 

du P (Couso et al. 2020). Les auteurs ont montré que chez le WT, une carence en P 



Figure 30: La carence en phosphore inhibe l’activité de TOR chez

C.reinhardtii

Western blot montrant une diminution de la phosphorylation de RPS6, cible

indirecte de TOR, dans le temps, lors d’une carence en phosphore (P). La

quantification du ratio de la forme phosphorylée de RPS6 sur la forme totale

(P-RPS6/RPS6) démontre que cette diminution de phosphorylation est

significative uniquement en absence de P. Issu de Couso et al., 2020

Figure 31: La carence en soufre inhibe l’activité de TOR chez A.thaliana

Western blot montrant une diminution de la phosphorylation de la kinase S6

(S6K), cible directe de TOR, lors d’une carence en soufre (S). Issu de Dong et

al., 2017
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entraîne une diminution de l’abondance de la protéine LST8, ainsi qu’une inhibition de 

la voie TOR (Figure 30) et donc une activation de l’autophagie, démontrée par 

l’augmentation de la protéine ATG8. Ainsi, le mutant lst8 est hypersensible à une 

carence en P et surexprime une phosphatase alcaline nommée PHOX, qui est un 

marqueur de réponse à la carence en phosphore. Ces résultats démontrent donc 

l’implication du complexe TORC1 et plus précisément de LST8 dans la réponse au 

phosphore chez Chlamydomonas.  

Le soufre (S) est également un macronutriment important pour les plantes, puisqu’il 

entre dans la composition de différentes molécules dont les acides aminés Cys et Met. 

Chez Arabidopsis, une étude a montré que le soufre agit également sur la voie TOR, 

une carence en soufre inhibant son activité (Figure 31) (Dong et al. 2017). En effet, 

l’assimilation du soufre requiert notamment l’enzyme Sulfite Réductase (SIR) qui réduit 

les sulfites en sulfides. Une carence en soufre entraîne donc une réduction des sulfides, 

affectant le métabolisme du carbone et la glycolyse. De par la baisse de glucose, 

l’activité du complexe TORC1 s’en retrouve inhibée. L’étude du mutant sir1-1 a permis 

de confirmer cette relation entre le métabolisme du soufre et la voie TORC1, celle-ci 

étant également diminuée dans le mutant sir1-1. Ainsi, une limitation en soufre 

diminue l’activité de TOR de manière indirecte, notamment par la diminution de 

glucose, activateur connu de TOR. Cette inactivation de la voie TOR en condition de 

carence en soufre a ainsi comme conséquences une diminution de l’activité 

méristématique et une activation de l’autophagie (Dong et al. 2017). 

 

SnRK1, l’antagoniste de TOR 

Lors de situations de stress environnemental, comme une carence nutritionnelle, la voie 

TOR est généralement inhibée, permettant des phénomènes de recyclage et 

d’autophagie. L’acteur majoritaire de cette inhibition chez les plantes est la kinase 

SnRK1 (Snf1-Related Kinase 1) (Soto-Burgos and Bassham 2017), un complexe 

hétérotrimérique composée de sous-unités catalytiques α (KIN10, 11 et 12) et 

régulatrices β et γ (pour revue (Wurzinger et al. 2018)). SnRK1 est l’orthologue de la 

kinase AMPK (AMP-activated Kinase) chez les mammifères et de Snf1 (Sucrose non-

fermenting 1 kinase) chez la Levure (pour revue (Crozet et al. 2014)).  Les mutants snrk1 

présentent une augmentation de la phosphorylation de différentes cibles de TOR, 

notamment RPS6 (Nukarinen et al. 2016), prouvant que SnRK1 est un inhibiteur de la 

voie TOR. Par ailleurs, cette même étude a démontré par BiFC (Bimolecular 

Fluorescence Complementation) une interaction entre SnRK1 et RAPTOR. En réalisant 

un test kinase in vitro, les auteurs ont également mis en évidence que la sous-unité 

KIN10 de la kinase SnRK1 phosphoryle la protéine RAPTOR, comme AMPK chez les 



Figure 33: Les mutants du complexe TORC1 sont plus sensibles à l’ABA que le WT

(A) Pourcentage de germination des graines pour différentes concentrations en acide

abscissique (ABA) 3 jours après stratification. (B) Plantules de 12 jours sur 1µM d’ABA. rap22

et rap78 sont deux mutants alléliques du gène RAPTOR1.

Issu de Kravchenko et al., 2015

A.

B.

Figure 32: L’accumulation d’auxine permise par la lumière permet l’activation de

ROP2, qui stimule la voie TOR

COP1=Constitutive Photomorphogenesis est une ubiquitine ligase E3 inhibant

l’accumulation d’auxine. ROP2=Rho-like small GTPAse 2, stimule le complexe TORC1.

D’après l’étude de Cai et al., 2017
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animaux. Cette phosphorylation pourrait entraîner un changement de conformation de 

RAPTOR et donc du complexe TORC1, inhibant ainsi l’activité kinase de TOR. 

Réciproquement, RAPTOR interagit également avec deux sous-unités de SnRK1, KIN10 

et KIN11 (Van Leene et al. 2019, source BioGRID issu de Tair, The Arabidopsis 

Information Resource), témoignant d’une interaction forte entre ces deux voies de 

signalisation.  

 

La lumière et les phytohormones 

Des facteurs endogènes, comme les phytohormones, peuvent également influer sur 

l’activité du complexe TORC1 chez les plantes. D’après la littérature, l’auxine, une 

phytohormone indispensable au développement de la plante, régule positivement la 

voie TOR (Figure 32) (Schepetilnikov et al. 2013; 2017). La lumière, indépendamment 

de la photosynthèse, permet l’activation de la voie TOR chez les plantes (Chen et al. 

2018). La perception de la lumière via les photorécepteurs, phytochromes A et 

cryptochromes, conduit à l’inactivation de COP1 (Constitutive Photomorphogenesis), 

une ubiquitine ligase E3 agissant comme un inhibiteur de la synthèse d’auxine (Cai et 

al. 2017; H. Chen et al. 2018). La lumière favorise donc la biosynthèse et l’accumulation 

d’auxine au niveau de la partie aérienne des plantes. L’auxine permet alors l’activation 

de ROP2 (Rho-like small GTPAse 2), protéine qui co-immunoprécipite avec TOR (X. Li 

et al. 2017), ce qui conduit à l’activation de TOR (X. Li et al. 2017; Schepetilnikov et al. 

2017). 

L’acide abscissique (ABA) est un régulateur négatif de la germination des graines. 

Plusieurs études ont montré que les mutants du complexe TOR présentent une 

hypersensibilité à l’application d’ABA. Ainsi les mutants TOR RNAi présentent une 

sensibilité accrue à l’ABA comparés au WT (Deprost et al. 2007; P. Wang et al. 2018), 

de même que les mutants raptor et lst8 qui présentent une diminution dose-

dépendante du taux de germination des graines ainsi qu’une altération du 

développement (Figure 33) (Kravchenko et al. 2015). On notera que le mutant lst8 

semble plus sensible à ce traitement que le mutant raptor. Toutefois, l’hypersensibilité 

du mutant raptor à l’ABA peut être partiellement compensée par l’application de 

gibbérellines (GA), permettant une amélioration de la germination malgré la présence 

d’ABA (Salem et al. 2017). Selon l’étude de Deprost et al., l’ABA diminuerait l’expression 

de AtTOR ou l’activité de la kinase, inhibant donc la voie TOR. L’ABA est aussi une 

hormone impliquée dans la réponse des plantes à certains stress abiotiques comme 

les stress hydriques et salins. Les plantes confrontées à ces stress vont rapidement 

synthétiser de l’ABA. Wang et al. (2018) ont démontré qu’en condition de stress, la 

perception de l’ABA par son récepteur conduit à l’activation de la kinase SnRK2 (SNF1-



A. B.

Figure 34: Le mutant yak1 supprime le phénotype du mutant lst8

(A) Plantules de 12 jours in vitro, (B) le mutant yak1 est moins sensible à l’AZD que le WT.

yak1 supprime l’hypersensibilité du mutant lst8 à l’AZD. Plantules de 11 jours sur 1µM

d’AZD. Issu de Forzani et al., 2019
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Related Protein Kinase 2), impliquée comme SnRK1 dans la réponse aux stress. Une fois 

activée par l’ABA, SnRK2 phosphoryle la protéine RAPTOR au niveau du site Ser897, 

conduisant à la dissociation de RAPTOR du complexe TORC1 et donc à l’inhibition de 

l’activité de TOR. 

 

ii. Les processus biologiques régulés par la voie TOR 

De manière générale, on considère que lorsque les conditions environnementales sont 

favorables, le complexe TORC1 régule positivement les processus biologiques coûteux 

en énergie (traduction des ARNm, divisions cellulaires et réactions anaboliques) et 

inhibe les phénomènes de recyclage tels que l’autophagie. Nous allons voir plus en 

détails dans cette partie les processus biologiques régulés par la voie TOR chez les 

organismes photosynthétiques. 

 

La régulation générale du développement 

Nous avons vu en partie A.2.a. que l’inhibition de l’activité TOR par des agents 

pharmacologiques ou dans les fonds mutants raptor ou lst8 entraîne un retard de 

développement important des plantes (Moreau et al. 2012; Montané and Menand 

2013; Salem et al. 2018) tout comme une inhibition de la croissance cellulaire chez 

C.reinhardtii (Crespo et al. 2005). Chez le haricot, une lignée TOR RNAi présente une 

biomasse réduite. Ces plantes sont caractérisées notamment par une réduction de la 

partie aérienne et un système racinaire limité, tant au niveau de la longueur de la racine 

primaire que du nombre de racines latérales (Nanjareddy et al. 2016).  La voie TOR est 

donc importante pour le développement général de la plante. 

Ce développement résulte de régulations positives et négatives de différents 

processus. Chez Arabidopsis, TOR intervient dans la stimulation d’acteurs favorisant le 

développement et l’inhibition d’acteurs négatifs pour le développement. En effectuant 

un crible génétique pour sélectionner des suppresseurs du mutant lst8 et ainsi identifier 

de nouveaux composants de la voie TOR, C. Forzani dans notre équipe a isolé le mutant  

yak1 (Figure 34, A) (Forzani et al. 2019). YAK1 (Yet Another Kinase 1) est une protéine 

kinase de la famille DYRK (Dual specificity tyrosine phosphorylation Regulated Kinase). 

YAK1 peut phosphoryler différentes cibles sur des résidus Ser/Thr et Tyr mais elle est 

également capable de s’autophosphoryler, sur le résidu Ser-202 (Kim 2015). Cette 

kinase conservée chez les eucaryotes est impliquée dans la régulation négative du 

développement (Forzani et al. 2019). En effet, le croisement lst8-1-1xyak1-4 (noté par 

la suite lst8xyak1) présente une meilleure croissance et une floraison plus précoce que 

le simple mutant lst8-1-1. De même, la mutation du gène YAK1 entraîne une moindre 
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Figure 35: Organisation du méristème racinaire

Le méristème est composé de différentes zones: la coiffe racinaire, le centre

quiescent, le méristème apical et la zone de transition, la zone d’élongation et la

zone de maturation. La taille de cette représentation schématique n’est pas à

l’échelle, la zone méristématique étant plus réduite par rapport à la zone

d’élongation. Adapté de Barrada et al., 2015
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sensibilité à l’inhibition de TOR par l’AZD que chez la plante sauvage et le double 

mutant lst8xyak1 est moins sensible à la présence d’AZD que le simple mutant lst8 

(Figure 34, B) (Barrada et al. 2019; Forzani et al. 2019).  

Pour déterminer le lien entre la voie TOR et YAK1 et savoir si YAK1 est située en aval 

ou en amont de TOR, Forzani et al. ont suivi l’état de phosphorylation de la protéine 

RPS6 par western blot dans le mutant yak1. L’inhibition de YAK1 ne change pas l’état 

de phosphorylation de RPS6 donc YAK1 n’agit pas sur l’activité de TOR. De plus, une 

approche par BiFC a montré que YAK1 interagit physiquement avec RAPTOR et que 

TOR phosphoryle YAK1 in vitro, entraînant son inactivation et favorisant in fine le 

développement de la plante (Forzani et al. 2019; Van Leene et al. 2019). En conclusion, 

YAK1 est une cible de TOR qui est responsable d’une partie importante des 

perturbations développementales liées à l’inactivation de TOR. 

 

La régulation du cycle cellulaire et des méristèmes 

Les plantes sont des organismes ayant une croissance continue tout au long de leur 

vie. On distingue deux territoires à fortes divisions cellulaires aux extrémités de la 

plante, appelés méristèmes, qui permettent cette croissance : les méristèmes apicaux 

racinaire et caulinaire. L’activité de ces méristèmes est contrôlée notamment par les 

signaux environnementaux et les phytohormones. Le méristème apical racinaire (MAR) 

est constitué de différentes zones (Figure 35, adaptée de Barrada et al. 2015) : le Centre 

Quiescent (CQ) où se situent les cellules pluripotentes à faible taux de division, entouré 

des cellules dites initiales, qui vont être à l’origine des cellules des différents tissus de 

la racine. Ces cellules initiales vont se diviser une à une, entraînant une forte production 

cellulaire au niveau de la zone du Méristème Apical (MA), caractérisée par des divisions 

successives et un doublement du nombre de cellules. Les cellules filles issues de ces 

divisions sont ensuite poussées par les nouvelles cellules en division vers la zone de 

transition (ZT), où elles vont grossir notamment par des phénomènes d’endoréplication 

et de vacuolisation. La MA et la ZT forment ainsi ce qu’on appelle la Zone 

Méristématique (ZM). Les cellules issues de la ZM vont ensuite s’allonger dans le sens 

de la longueur de la racine. On observe ainsi une expansion cellulaire rapide au niveau 

de la Zone d’Elongation cellulaire (ZE), où l’on n’observe plus de division cellulaire. 

Enfin, les cellules une fois allongées vont commencer à se différencier pour acquérir 

leur identité cellulaire au niveau de la Zone de Maturation (ZDM). C’est à partir de cette 

zone que les poils racinaires absorbants commencent à se former.  

De nombreuses études dans la littérature indiquent que TOR intervient dans la 

régulation des méristèmes. Le gène TOR est notamment exprimé dans le CQ (Barrada 

et al. 2015). Ainsi, la taille des cellules de la ZM est réduite en présence d’AZD de 



Figure 36: L’inhibition de TOR diminue la taille de la zone méristématique

Mesures réalisées 2 jours après transfert de plantules de 3 jours sur différentes

concentrations d’AZD. Les deux flèches blanches délimitent la zone méristématique.

Issu de Montané and Menand, 2013
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manière dose-dépendante (Figure 36), du fait de la diminution du nombre de cellules 

en division et à la diminution de leur croissance (Ren et al. 2012; Montané and Menand 

2013). De la même manière, le mutant raptor présente également une réduction du 

méristème racinaire et du nombre de cellules méristématiques (Salem et al. 2018), 

démontrant que l’inactivation du complexe TOR impacte l’activité du méristème 

racinaire.  

La division cellulaire est notamment sous le contrôle de kinases CDK (Cyclin Dependent 

Kinases), elles-mêmes régulées par des Cyclines (CYC). L’expression du marqueur 

CYCB1;1-GUS est ainsi utilisée pour déterminer le taux de cellules en division au niveau 

du méristème apical. L’expression de ce marqueur est réduite au niveau du méristème 

apical dans un contexte où TOR est inhibée, traduisant une diminution de l’activation 

des CDKs et donc une diminution de la capacité proliférative des cellules dans ces 

conditions (Barrada et al. 2015). Des résultats similaires ont également été obtenus 

chez le haricot où l’inhibition de TOR par RNAi conduit à une diminution de la taille du 

méristème racinaire et une réduction des transcrits de différentes cyclines (Nanjareddy 

et al. 2016). Ces résultats suggèrent donc que TOR participe à l’activité du méristème 

racinaire en régulant les processus de divisons cellulaires. De plus, en 2019 Barrada et 

al. ont mis en évidence que le gène YAK1 est exprimé dans le méristème racinaire, 

notamment au niveau de la zone méristématique où TOR est également exprimé. Ceci 

suggère que TOR pourrait y réguler YAK1. Dans cette même étude, les auteurs ont 

montré que l’inhibition de TOR induit l’expression de certains gènes SMR (SiaMese-

Related), codant des inhibiteurs de CDKs. Cette induction des gènes SMR sur AZD est 

abolit par l’ajout de pINDY, un inhibiteur de la kinase YAK1. Ces résultats suggèrent 

que le complexe TORC1, en réprimant l’activité de la kinase YAK1, favorise la division 

cellulaire en empêchant l’expression des gènes SMR (Barrada et al. 2019). En étudiant 

la taille de la zone méristématique après inhibition de TOR, il ressort que celle-ci est 

plus grande dans le mutant yak1 sur AZD comparée au WT. De même, les cellules 

corticales sont plus nombreuses dans le mutant yak1 sur AZD. Ceci indique clairement 

que la kinase YAK1 est un régulateur négatif majeur de la régulation du nombre de 

divisions cellulaires à la fois des cellules méristématiques et différenciées. Montané et 

Menand avaient montré en 2013 que l’inhibition de TOR diminuait l’élongation 

cellulaire. Or, le mutant yak1 sur AZD présente des cellules épidermales plus longues, 

démontrant que YAK1 intervient négativement dans l’élongation cellulaire (Barrada et 

al. 2019). Enfin, dans un contexte où TOR est inhibée, la surexpression de YAK1 

provoque une réduction de la ZM tandis que son inhibition produit l’effet inverse. La 

réduction du méristème racinaire lorsque TOR est inhibée nécessite donc en aval 

l’intervention de YAK1 (Barrada et al. 2019). 
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L’étude de Xiong et al. (2013) a montré que la voie TOR intervient également au niveau 

du méristème racinaire dans la régulation de la phase S du cycle cellulaire, phase 

correspondant à la réplication de l’ADN préalable à la division cellulaire. La régulation 

de l’expression des gènes impliqués dans cette phase S dépend de l’activité du facteur 

de transcription E2Fa, lui-même activé par la cascade de signalisation CYC-CDK-RBR 

(Retinoblastoma-related protein). Ces auteurs ont montré que l’activation par le 

glucose du complexe TOR conduit à l’expression des gènes régulés par E2Fa et permet 

la phosphorylation de la kinase S6K et de E2Fa. Ce dernier, qui co-immunoprécipite 

avec TOR, est une cible directe de TOR qui participe ainsi à sa régulation probablement 

indépendamment de la S6K et de la voie de signalisation CYC-CDK-RBR. Par 

conséquent, TOR intervient également dans la régulation du cycle cellulaire au niveau 

du méristème racinaire par l’intermédiaire de E2Fa. 

Concernant la partie aérienne de la plante, TOR est également impliquée dans le 

contrôle du méristème apical caulinaire (MAC). L’activation du MAC dépend de la 

lumière à la fois comme molécule signal et comme activateur de la photosynthèse 

(Pfeiffer et al. 2016). La lumière et le glucose produit par la photosynthèse sont deux 

signaux qui participent ensemble à l’activation du méristème.  Pfeiffer et al. (2016) ont 

montré que le complexe TORC1 est un intermédiaire majeur de l’activation 

transcriptionnelle de WUS (WUSCHEL) à la fois par la lumière, mais aussi comme 

senseur des produits issus de la photosynthèse. Le gène WUS est un gène 

méristématique exprimé au niveau de la zone centrale du méristème. Ce gène code la 

protéine à homéodomaine WUS, impliquée dans le maintien de l’identité 

méristématique des cellules souches, à l’inverse des protéines CLAVATA (CLV). Il existe 

une balance entre la régulation positive de l’expression de CLV3 par WUS et la 

répression de l’expression de WUS par CLV3, permettant ainsi de maintenir la taille du 

réservoir de cellules souches dans la zone centrale du méristème (pour revue Doerner, 

2000). TOR est également impliquée dans l’élongation cellulaire au niveau de la partie 

aérienne. La croissance des plantules dans l’obscurité permet d’observer ce 

phénomène d’élongation, sans aucune division cellulaire, en mesurant la longueur de 

l’hypocotyle. Lorsque TOR est inhibée, l’élongation cellulaire est diminuée car la 

croissance des hypocotyles est réduite dans ces conditions par rapport au sauvage (Ren 

et al. 2012).  

 

Les régulations de la biogenèse ribosomale et de la traduction 

La traduction est un processus essentiel dans le développement des organismes qui 

nécessite beaucoup d’énergie. Elle doit être finement régulée, notamment en fonction 

des facteurs biotiques et abiotiques auxquels sont soumis les organismes, pour 
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développer une réponse appropriée. Compte tenu de l’importance de la voie TOR dans 

la perception d’une grande variété de signaux et son implication dans les réponses 

biologiques, son rôle dans la régulation de la traduction a été étudié chez les plantes.  

Chez Arabidopsis, l’expression du gène AtEBP1 (ErbB-3 epidermal growth factor 

receptor binding protein, homologue de 4-EBP1 chez l’Homme, régulateur négatif de 

l’assemblage ribosomal et de la traduction) est plus importante lorsque TOR est 

surexprimé. A l’inverse, AtEBP1 est moins exprimé dans un contexte où TOR est inhibé, 

laissant supposer que EBP1 pourrait être une cible de TOR dans la régulation de la 

traduction chez Arabidopsis (Deprost et al. 2007). 

Dans des lignées TOR RNAi induites à l’éthanol, Deprost et al. en 2007 ont observé 

d’une part une diminution des polysomes, c’est-à-dire une diminution de l’abondance 

de ribosomes associés à un ARN messager, et d’autre part, une diminution d’un facteur 

deux de la quantité de protéines solubles. Ces résultats démontrent une régulation de 

la biogenèse ribosomale et donc de la traduction par TOR chez les plantes, comme 

chez les autres eucaryotes.  

Il a ainsi été établi que TOR intervient dans la régulation de l’expression des transcrits 

des ARN ribosomaux (ARNr). En effet, les mutants embryonnaires tor présentent une 

faible expression de différents pré-ARNr 45S (ARNr 18S, petite sous-unité ribosomale, 

5,8S et 25S, grande sous-unité ribosomale), qui ne dépasse pas les 40% par rapport au 

WT (Ren et al. 2011). Au contraire, la surexpression du domaine kinase TOR suffit à 

augmenter de six fois le taux d’expression des pré-ARNr 45S par rapport au WT, tandis 

que la surexpression totale de TOR permet une augmentation huit fois supérieure (Ren 

et al. 2011). TOR participerait à l’activation de l’expression du pré-ARNr 45S grâce à un 

motif de type « Leucine Zipper » présent au niveau de son domaine HEAT, qui permet 

une interaction directe avec la région promotrice du gène (Ren et al. 2011). 

De plus, l’inhibition de TOR par la Torin2 diminue l’expression des ARNm codant les 

protéines ribosomales chloroplastiques (Dobrenel et al. 2016), cytosoliques et 

mitochondriales (Scarpin and al. 2020). Ainsi, le complexe TORC1 intervient dans la 

régulation de la traduction en participant aux processus de biogenèse des ribosomes. 

Comme il a déjà été décrit précédemment (partie A.2.b)ii.), la kinase TOR en 

phosphorylant et activant la kinase S6K, induit la phosphorylation de la protéine RPS6 

(Dobrenel et al. 2016). Le degré de phosphorylation de RPS6 est utilisé comme 

paramètre permettant de quantifier le niveau d’activité de TOR. La fonction de la 

protéine RPS6 et les conséquences de sa phosphorylation ne sont pas encore bien 

connues mais RPS6 étant un composant de la petite sous-unité 40S du ribosome, cela 

suggère que la voie TOR participe à la régulation de l’activité des ribosomes. 
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Enfin, une étude récente a démontré que la protéine LARP1 (La-related protein 1), 

impliquée dans la régulation de la traduction des ARNm en liant un motif poly-

pyrimidines (TOP) en 5’ des ARNm cibles et suivant son état de phosphorylation, est 

une cible de TOR (Scarpin et al. 2020). Certaines des protéines codées par ces ARNm 

participent à la biogenèse des ribosomes. Cette voie TORC1-LARP1-5’TOP est 

également retrouvée chez les mammifères (Tcherkezian et al. 2014). 

 

La régulation des métabolismes primaire et secondaire 

De nombreuses études métabolomiques menées chez Arabidopsis et Chlamydomonas 

ont montré que l’inhibition pharmacologique ou génétique du complexe TORC1 

entraîne d’importantes perturbations du métabolisme primaire et secondaire.  

La diminution de l’expression de TOR dans les lignées amiRtor (lignées à microARNs 

inductibles) provoque une importante accumulation d’acides-aminés tels que la 

glutamine, la proline ou l’histidine (Caldana et al. 2013), observée également suite à un 

traitement inhibiteur de TOR chez Arabidopsis ou Chlamydomonas (Ren et al. 2012; 

Jüppner et al. 2018), pour le mutant lst8 (Moreau et al. 2012; Forzani et al. 2019) ou le 

mutant raptor (Salem et al. 2018). L’inhibition de TOR semble entraîner des défauts du 

métabolisme de l’azote ou de l’utilisation des composés azotés (Caldana et al. 2013). 

On observe également une augmentation des intermédiaires du cycle de Krebs (TCA), 

comme le citrate, l’α-kétoglutarate, le succinate lorsque le complexe TORC1 est inactivé 

(Moreau et al. 2012; Ren et al. 2012; Caldana et al. 2013). L’inhibition de la voie TOR 

entraîne donc des altérations métaboliques au niveau azoté et carboné. L’étude de 

Forzani et al. démontre que l’accumulation d’acides-aminés et des intermédiaires du 

TCA du mutant lst8 sont partiellement supprimés dans le double mutant lst8xyak1, 

suggérant que YAK1 pourrait être activée en absence de TOR et ainsi intervenir dans 

les modifications constatées, au moins dans le mutant lst8. 

En plus des accumulations déjà mentionnées, les analyses montrent également un 

enrichissement des TAGs (Triacylglycérides), après inhibition de TOR que ce soit par 

une approche pharmacologique ou génétique (mutants raptor et lst8), chez 

Arabidopsis comme chez Chlamydomonas, démontrant l’implication du complexe 

TORC1 dans la régulation négative de la synthèse lipidique (Caldana et al. 2013; 

Imamura et al. 2015; Salem et al. 2018; Couso et al. 2020). L’amidon, composé servant 

de stockage comme les TAGs, est également accumulé lorsque TOR est inhibé (Moreau 

et al. 2012; Caldana et al. 2013; Salem et al. 2018).  

Concernant les modifications du métabolisme secondaire, on retiendra principalement 

que l’inhibition de TOR provoque une augmentation des pigments de types 
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anthocyanes et flavonoïdes (Caldana et al. 2013; Salem et al. 2018). L’étude de Salem 

et al. de 2018 montre que le mutant raptor1 présente également une accumulation des 

métabolites secondaires phénoliques et de la lignine. Les voies des polyamines, avec 

notamment une accumulation de putrescine, et des molécules antioxydantes sont 

également impactées par l’inhibition de TOR (Ren et al. 2012; Salem et al. 2018). Cette 

inhibition est accompagnée d’une élévation des composés de type ROS (Reactive 

Oxygen Species), témoignant d’un stress et désordre métabolique (Ren et al. 2012). 

L’ensemble de ces résultats démontrent que le complexe TORC1 est impliqué dans la 

régulation de nombreuses étapes du métabolisme primaire et secondaire. 

 

Les régulations hormonales 

Nous avons vu précédemment que les phytohormones telles que l’auxine et l’ABA 

pouvaient réguler la voie TORC1. La réciproque est également vraie. Au stade graine, 

le mutant raptor présente des modifications hormonales traduites par une 

augmentation des teneurs en ABA, auxine et acide jasmonique, expliquant le retard de 

germination de ces mutants (Salem et al. 2017). Au stade plantule, lorsque le complexe 

TORC1 est inactivé de manière pharmacologique (AZD), ou génétique (mutants raptor 

et lst8), des dosages par HPLC-MS/MS indiquent une forte diminution des teneurs en 

ABA, contrairement à d’autres hormones telles que les auxines ou l’acide salicylique 

(Kravchenko et al. 2015; Salem et al. 2018). On notera que cette diminution d’ABA est 

plus importante pour le mutant lst8 que les mutants raptor. Pour expliquer cette 

diminution des teneurs en ABA et cette différence entre les mutants TORC1, les auteurs 

ont mesuré l’expression de gènes du métabolisme de l’ABA. Chez le WT traité à l’AZD 

et le mutant lst8, l’expression de différents gènes impliqués dans la biosynthèse de 

l’ABA (ZEP, NCED3 et AA03) est diminuée, tandis que seule l’expression du gène AAO3 

semble diminuer significativement pour les mutants raptor. Le gène CYP707A2 

impliqué dans le catabolisme de l’ABA est quant à lui davantage exprimé lorsque TOR 

est inhibée. La voie TOR semble donc intervenir dans la régulation du métabolisme de 

l’ABA, en stimulant l’expression de gènes de biosynthèse et inhibant ceux du 

catabolisme (Kravchenko et al. 2015). De plus, Wang et al. en 2018 ont démontré que 

la kinase TOR phosphoryle la Ser119 des récepteurs à l’ABA, les PYLs, et notamment 

PYL1, cette phosphorylation étant réduite en présence d’inhibiteurs de TOR. La 

phosphorylation de ce résidu, en limitant l’interaction de l’ABA à son récepteur, 

entraîne l’inhibition de la voie de l’ABA et favorise le développement de la plante. Ces 

données suggèrent donc qu’en conditions favorables, le complexe TORC1 inhibe la 

perception de l’ABA, empêchant la mise en place des réponses aux stress de la plante. 
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Par ailleurs, la voie TOR, en lien avec le sucre, favorise également la croissance des 

hypocotyles à l’obscurité, en stimulant la voie des Brassinostéroïdes (BR) (Z. Zhang et 

al. 2016). En effet, en présence de sucre, la voie TOR est active et induit l’élongation 

des hypocotyles. Une analyse transcriptomique réalisée sur des plantules étiolées RNAi 

de TOR, induites à l’éthanol (tor-es), a révélé une diminution de gènes de la biosynthèse 

des BRs mais également de gènes régulés par les Brs, dont certains sont impliqués dans 

l’élongation cellulaire. La voie des BR est donc également impliquée dans cette 

élongation de l’hypocotyle, notamment le facteur de transcription de la voie des BR, 

BZR1. Ce facteur de transcription agit en aval de TOR dans cette stimulation de 

l’élongation cellulaire, le croisement entre les mutants bzr1xtor-es se développant 

mieux que le simple mutant tor-es. De plus, une carence en sucre ou un traitement par 

l’AZD diminue les teneurs de BZR1 contrairement à la surexpression de TOR qui 

entraîne son accumulation. En effet, lorsque la kinase TOR est inhibée, lors d’une 

carence en sucre ou par un traitement à l’AZD, cela active l’autophagie qui va entraîner 

la dégradation de BZR1, limitant de ce fait l’élongation de l’hypocotyle. TOR permet 

donc de stabiliser BZR1, favorisant ainsi l’élongation de l’hypocotyle (Zhang et al. 2016).  

En conclusion de ces régulations hormonales, la voie TOR réprimerait les réponses à 

l’ABA et favoriserait celles à l’auxine et aux BRs, de sorte à promouvoir le 

développement de la plante et inhiber les réponses aux stress lorsque les conditions 

environnementales sont favorables (et inversement en conditions défavorables). On 

notera la possible implication de YAK1 dans la voie de l’ABA, d’après l’identification de 

certaines protéines liées à l’ABA et phosphorylées par cette kinase (Kim et al. 2015). 

YAK1 intervient dans la régulation de l’expression de gènes de réponse à l’ABA (Kim et 

al. 2016) et les mutants yak1 sont hyposensibles à cette hormone. Ainsi, l’introgression 

d’une mutation yak1 dans un fond mutant lst8 diminue-t-elle la sensibilité à l’ABA 

(Forzani et al. 2019). 

 

La régulation de l’autophagie 

L’autophagie est un mécanisme essentiel pour le recyclage de composés cellulaires. Il 

permet à la fois de limiter l’accumulation de composés pouvant être toxiques et de 

recycler des composants qui seront réutilisés pour la synthèse des macromolécules 

nécessaires au développement ou la survie de l’organisme, notamment en cas de 

carences nutritionnelles. Chez Arabidopsis, les gènes ATG (AuTophaGy) sont 

importants pour ce mécanisme d’autophagie et une trentaine de gènes ATG sont 

nécessaires (pour revues (Avila-Ospina et al. 2014; van Rensburg et al. 2019)). La kinase 

ATG1 avec la protéine ATG13 forment un complexe permettant l’induction de 
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l’autophagie. Le suivi par marquage du nombre et de la vitesse de déplacement des 

autophagosomes sont des paramètres renseignant sur l’état d’activation de 

l’autophagie. Il est possible de visualiser les autophagosomes en utilisant comme 

marqueur la protéine ATG8 fusionnée à la GFP, ATG8 participant également à leur 

formation et au recrutement de cargos (pour revue (Yin et al. 2020)). L’introgression de 

la fusion traductionnelle ATG8 ::GFP dans des lignées TOR RNAi, a permis d’observer 

une accumulation d’autophagosomes, traduisant une autophagie activée de manière 

constitutive (Liu and Bassham 2010). De plus, plusieurs gènes ATG tels que ATG18, 

ATG9, sont surexprimés dans ces lignées TOR RNAi. Cette régulation est conservée au 

sein des plantes puisque chez le haricot, les lignées TOR RNAi expriment davantage les 

gènes ATG1, ATG13 et ATG8 (Nanjareddy et al. 2016). Ceci suggère que le complexe 

TORC1 inhibe l’autophagie lorsqu’il est actif (Figure 37). Le gène ATG18 est important 

pour la formation des autophagosomes, leur formation étant fortement impactée dans 

le mutant RNAi-AtATG18 (Liu and Bassham 2010). En croisant cette lignée à une lignée 

TOR-RNAi, les auteurs n’ont plus observé d’accumulation d’autophagosomes, ce qui 

suggère que TOR régule l’autophagie de manière ATG18 dépendante (Liu and Bassham 

2010). 

A l’inverse, on observe davantage d’autophagosomes lorsque la sous-unité KIN10 de 

SnRK1 est surexprimée, donc SnRK1 stimule l’autophagie (Soto-Burgos and Bassham 

2017). Ceci est en accord avec le fait que, comme chez les mammifères, le complexe 

TORC1 inhibe l’autophagie mais lorsque celui-ci est inhibé par SnRK1, qui est activée 

par les carences nutritionnelles, on observe une plus forte activation de l’autophagie. 

 

En conclusion de cette première partie introductive, nous avons pu constater que la voie 

TOR joue véritablement un rôle de carrefour essentiel au développement et la survie de 

l’organisme, lui permettant d’intégrer les conditions environnementales afin d’y adapter 

son métabolisme et son développement. La voie TOR est capable de percevoir différents 

types de signaux (nutriments, facteurs de croissance et phytohormones, stress, lumière…) 

à travers différents acteurs (Rag GTPases, Rheb, AMPK/SnRK, ROP2…) pouvant être plus 

ou moins conservés. En réponse à ces cascades de signalisation, le complexe TORC1 va 

permettre la régulation de nombreux processus biologiques (biogenèse ribosomale et 

traduction, divisions cellulaires, croissance, autophagie, métabolisme) en ciblant des 

cibles variées (S6K et RPS6, EBP1, E2Fa, ATG, YAK1…) de manière très conservée au sein 

des eucaryotes (Figure 38). 
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B. La voie TOR et l’azote chez les eucaryotes 

L’azote est un élément essentiel pour la croissance des organismes vivants puisqu’il 

entre dans la composition de nombreuses molécules telles que les nucléotides, les 

acides aminés ou encore des composants de la paroi cellulaire. Ainsi, la perception de 

sa quantité et de sa qualité au niveau cellulaire est nécessaire pour développer une 

réponse appropriée, aussi bien au niveau cellulaire qu’à l’échelle de l’organisme. Dans 

cette seconde partie, nous allons détailler les régulations existantes entre l’azote et la 

voie TOR. 

 

1. Régulations entre le complexe TOR et l’azote chez la Levure et les 

animaux 

a) Régulations chez la Levure 

i. Régulation du complexe TORC1  

Chez la levure, une carence azotée entraîne une diminution de l’activité de TORC1, 

démontrée par la diminution de la phosphorylation de RPS6 au niveau des résidus 

Ser232/Ser233 (équivalent aux résidus Ser235/Ser236 chez l’Homme). Toutefois, l’ajout 

d’azote dans le milieu suite à cette carence permet la ré-augmentation de la 

phosphorylation de RPS6 (González et al. 2015). En effet, l’azote, sous forme d’acides 

aminés, est capable d’activer la voie TORC1 (Stracka et al. 2014; Reidman et al. 2019). 

En cultivant des S.pombe en milieu carencé, Reidman et al. ont montré dans leur étude 

de 2019 que l’ajout d’acides aminés tels que la glutamine, l’asparagine, ou l’arginine 

induit une augmentation du niveau de phosphorylation de PSK1, un substrat de TOR 

orthologue de la S6K animale, par rapport à la condition carencée. D’autres acides 

aminés ont été testés chez S.pompe ou S.cerevisiae, mais n’induisent qu’une très faible 

activation de TORC1, tels que le glutamate, la leucine ou la méthionine (Stracka et al. 

2014; Reidman et al. 2019). Différentes classes d’acides aminés ont donc été 

déterminées en fonction de leur pouvoir activateur de TORC1 : 

- Les forts activateurs : glutamine, asparagine, arginine, aspartate mais aussi 

l’ammonium 

- Les intermédiaires : la sérine 

- Les faibles activateurs : thréonine, glutamate, proline, les acides aminés 

branchés comme la valine, la leucine et l’isoleucine, les acides aminés 

hydrophobes (alanine, méthionine, phénylalanine et le tryptophane). 

Cultiver des cellules en présence d’une source azotée de faible qualité (c’est-à-dire à 

faible pouvoir activateur, comme la proline), en ajoutant ensuite une source azotée de 

bonne qualité telle que la glutamine, permet d’augmenter significativement et en 
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quelques minutes la phosphorylation de cibles de TORC1, comme Sch9, un orthologue 

de S6K, chez S.cerevisiae (Stracka et al. 2014). Toutefois un traitement par la 

rapamycine, en présence de glutamine, inhibe cette phosphorylation, démontrant que 

Sch9 est bien phosphorylée par TORC1 en réponse à la glutamine. En étudiant l’effet 

de ces différentes sources azotées sur la croissance et la prolifération des cellules, 

Stracka et al. ont mis en évidence qu’une source azotée de bonne qualité permettait 

l’activation de la voie TORC1 et ainsi augmentait la prolifération cellulaire. Chez la 

Levure, comme chez les mammifères, les acides aminés peuvent réguler la voie TORC1 

par l’intermédiaire de petites protéines à activité GTPase (small GTPases). Chez la 

Levure, Gtr1 et Gtr2 forment un hétérodimère, en réponse à certains acides aminés 

(Gtr1 est alors associé au GTP et Gtr2 au GDP). Ainsi activé, cet hétérodimère va pouvoir 

interagir avec KOG1, orthologue de RAPTOR, au niveau de la vacuole, permettant le 

recrutement et l’activation de TORC1 (pour revue, (González and Hall 2017)). 

Toutefois, la glutamine, qui présente un fort pouvoir activateur de TORC1, se démarque 

des autres acides aminés puisque l’activation de TORC1 se fait indépendamment des 

Gtr (Tanigawa and Maeda 2017). Cette activation fait intervenir Vps34 (PI3K chez la 

Levure) et Pib2 (PI-3-phosphate [PI(3)P]-binding FYVE domain-containing vacuolar 

protein). Vps34, en formant du PI3P, permet le recrutement de Pib2 à la surface de la 

vacuole et, en présence de glutamine, Pib2 interagit avec TOR1 et KOG1, activant 

TORC1 (Tanigawa and Maeda 2017). 

La glutamine est synthétisée à partir d’un ammonium et d’un glutamate, et cette 

réaction est catalysée par l’enzyme Glutamine Synthétase (GS). L’ajout de MSX, un 

inhibiteur de l’activité GS, diminue l’activité de TORC1 (Crespo et al. 2002; Stracka et al. 

2014) sauf si de la glutamine est présente dans le milieu (Reidman et al. 2019). En 

revanche, la présence d’autres acides aminés, même s’ils ont un fort pouvoir activateur, 

ne permet pas de ré-induire l’activité de TORC1 en présence de MSX. Plusieurs études 

proposent que ces acides aminés doivent être préalablement convertis en glutamine 

pour activer la voie TORC1 (Stracka et al. 2014; Reidman et al. 2019). Un résultat qui 

conforte cette hypothèse est que le taux de glutamine intracellulaire augmente 

fortement lorsque les cellules sont cultivées en présence d’une source azotée de bonne 

qualité. A l’inverse, des cellules cultivées en présence d’une source azotée de faible 

qualité ne présentent qu’une très faible élévation des teneurs en glutamine 

intracellulaire (Stracka et al. 2014). 

Chez la levure, PP2A est une phosphatase dont les sous-unités catalytiques sont notées 

Pph21 et Pph22. SIT4 est une phosphatase de type 2A, associée aux sous-unités 

catalytiques de PP2A. SIT4, Pph21 et Pph22 interagissent avec TAP42, un partenaire du 

complexe PP2A et une protéine essentielle à la survie de la cellule chez S.cerevisiae (Di 
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Figure 39: Chez la levure, TORC1 régule le facteur de transcription GLN3 en

réponse à l’azote

En présence de glutamine, source d’azote préférentielle de la Levure, TORC1 est

activé. GLN3 est phosphorylé et se retrouve lié à URE2, empêchant sa translocation

nucléaire et l’activation de ses gènes cibles. Lorsque TORC1 est inhibé, l’inhibition sur

la phosphatase SIT4 est levée, permettant la déphosphorylation de GLN3. Libéré

d’URE2, il passe dans le noyau pour activer ses gènes cibles, dont GLN1 permettant la

synthèse de glutamine. D’après les résultats de l’étude de Crespo et al., 2002.
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Como and Arndt 1996). La phosphorylation de TAP42 par TOR entraîne l’interaction 

entre TAP42, SIT4 et Pph21 (Jiang and Broach 1999). Cette interaction s’avère 

importante pour leur fonction au sein de la cellule (Wang et al. 2003). En revanche, 

lorsque la voie TOR est inhibée, notamment lors d’une carence nutritionnelle, cela 

provoque la dissociation et l’activation de SIT4-TAP42 (Di Como and Arndt 1996).  

 

ii. Régulation du métabolisme azoté par le complexe TORC1 

Chez la Levure, la GS est codée par le gène GLN1. Ce gène est notamment régulé par 

le facteur de transcription GLN3. En présence de glutamine, GLN3 est phosphorylé et 

se lie avec la protéine URE2 au niveau du cytoplasme, empêchant l’expression de GLN1. 

Toutefois, un traitement au MSX ou à la rapamycine entraîne la déphosphorylation de 

GLN3 par SIT4 (qui est libérée de TAP42 dans ces conditions), le libérant d’URE2 et 

provoquant sa translocation dans le noyau et donc l’expression du gène GLN1 (Crespo 

et al. 2002; Li et al. 2017). Ainsi, en présence de glutamine, TORC1 est activé et empêche 

la translocation nucléaire de GLN3 en inhibant SIT4 (Figure 39) (Crespo et al. 2002). 

Cela limite donc la synthèse de glutamine puisque celle-ci est disponible en quantité 

suffisante dans la cellule. 

En conclusion, en fonction de l’environnement nutritionnel, le complexe TORC1 va 

pouvoir réguler différentes branches de programmes transcriptionnels pour contrôler 

la réponse adaptative de la cellule. 

 

b) Régulations chez les animaux 

Comme chez la Levure, la voie TORC1 est également activée par les acides aminés chez 

les animaux. Cette activation fait intervenir différents acteurs dans une cascade de 

signalisation aboutissant à la localisation de mTOR au niveau du lysosome (Figure 40) 

comme en témoigne une expérience de co-localisation de mTOR et RAPTOR avec un 

marqueur lysosomal, LAMP2 (Sancak et al. 2010). L’absence d’acides aminés empêche 

cette co-localisation lysosomale. Cette activation fait intervenir les small Rag GTPases. 

Chez les mammifères, on dénombre quatre Rag nommées RagA, RagB, RagC et RagD. 

Ces Rag peuvent former des hétérodimères RagA/B avec RagC/D (pour revue, González 

and Hall, 2017). La présence d’acides aminés modifie le statut GTP/GDP de ces 

hétérodimères et permet leur activation : RagA ou RagB sont couplés au GTP et RagC 

ou RagD sont couplés au GDP. Ceci permet alors le recrutement du complexe mTORC1 

au niveau du lysosome, par une interaction directe avec la protéine RAPTOR. La co-

localisation lysosomale en présence d’acides aminés est inhibée dans les fonds mutants 
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en réponse aux acides aminés

L’activation lysosomale de mTORC1 fait appel à différents acteurs. Les acides aminés

activent les hétérodimères Rag (GTP pour RagA/B et GDP pour RagC/D) qui, avec le

complexe RAGULATOR, permettent le recrutement de mTORC1 au lysosome et son

activation. GATOR1 est un inhibiteur de RagB. En présence d’acides aminés GATOR2

se lie à GATOR1, inactivant ce dernier, ce qui permet l’induction de mTORC1. En

absence d’azote, SESTRIN2 est actif et inhibe GATOR2. GATOR1 ainsi libéré inhibe

RagB et empêche la translocation et l’activation lysosomale de mTORC1. La

glutamine permet également l’activation de mTORC1 par différentes voies,

notamment la synthèse d’ α-cétoglutarate ou par le biais d’ARF1. RHEB, en réponse

aux facteurs de croissance médiée par la voie PI3K/PDK1/AKT, va pouvoir activer

mTORC1 dans ces conditions. L’activité de mTORC1 est donc régulée à plusieurs

niveaux par les acides aminés. Suite à son activation lysosomale, mTORC1 va pouvoir

phosphoryler différentes cibles, impliquées dans des processus essentiels tels que la

traduction, la prolifération cellulaire ou l’autophagie.



43 
 

ragA ou ragB démontrant que la translocation lysosomale de mTORC1 en réponse aux 

acides aminés se fait de manière Rag-dépendante (Sancak et al. 2010).  

Cette même étude démontre qu’un autre élément, le complexe trimérique 

RAGULATOR, est également nécessaire à cette activation lysosomale de mTORC1 en 

présence d’acides aminés (Sancak et al. 2010).  Ce complexe est également localisé au 

niveau de la membrane lysosomale et interagit avec les Rag GTPases. Une mutation 

dans le gène RAGULATOR entraîne une localisation cytoplasmique de mTORC1 malgré 

la présence d’acides aminés. De plus, en présence d’acides aminés, lorsque la protéine 

RagB est chargée en GTP, une co-immunoprécipitation a permis de mettre en évidence 

l’interaction entre RAGULATOR et les protéines mTORC1 et RAPTOR. L’ensemble 

RAGULATOR-RagGTPases(GTP)-mTORC1 forme donc un super-complexe au niveau du 

lysosome pour permettre l’activation de la voie mTORC1 en réponse aux acides aminés 

(Sancak et al. 2010). 

La localisation lysosomale de mTORC1 est également régulée par deux complexes 

pentamériques, GATOR1 et GATOR2. GATOR1 inhibe la localisation lysosomale de 

mTORC1 tandis que GATOR2 favorise cette translocation lysosomale de mTORC1 en 

interagissant et inhibant GATOR1, lorsque les conditions nutritionnelles sont favorables 

(Kim et al. 2015). Les protéines SESTRINs vont quant à elles réguler négativement la 

voie mTORC1, notamment lors de stress, par le biais de deux voies différentes : d’une 

part, par l’activation de la voie AMPK/TSC et d’autre part, en contrôlant l’activité des 

protéines GATORs selon les conditions nutritionnelles (Figures 6 et 40). La protéine 

SESTRIN2 peut spécifiquement se lier à GATOR2, mais pas à GATOR1. Cette fixation 

limite la formation du complexe GATOR1/2 et favorise la libération de GATOR1, qui va 

inhiber RagB en hydrolisant le GTP via son activité GAP (GTPase Activating Protein). En 

résulte l’inhibition de la translocation lysosomale de mTORC1 et de son activité (Kim et 

al. 2015). Toutefois, en présence de leucine, l’interaction SESTRIN2-GATOR2 est inhibée 

par la fixation directe de la leucine sur SESTRIN2, fixation démontrée par l’utilisation de 

leucine radiomarquée (Wolfson et al. 2016). Dans ces conditions, le complexe 

GATOR1/2 reste associé, empêchant l’inhibition de RagB et donc de mTORC1 par 

GATOR1. Ainsi, SESTRIN2, à travers les GATORs, peut réguler la localisation lysosomale 

de mTORC1 et son activité, en fonction de la disponibilité en leucine.  

La carence en acides aminés diminue l’activité de TORC1, comme l’indique la réduction 

de la phosphorylation de S6K (Hara et al. 1998). Toutefois, ce phénomène est réversible, 

l’ajout d’acides aminés dans le milieu stimulant de nouveau la voie TORC1. 

Individuellement, la majorité des acides aminés n’activent que faiblement mTORC1 

(Dyachok et al. 2016). Cependant, en plus de la leucine (Dyachok et al. 2016; Wolfson 
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et al. 2016), deux autres acides aminés sont importants pour l’activation de mTORC1 

chez les mammifères, l’arginine (Hara et al. 1998) et la glutamine (Lingqin Yuan et al. 

2015). Les transporteurs d’acides aminés sont de bons candidats dans la perception de 

la disponibilité en azote et permettent aussi l’activation de mTORC1, notamment par 

les Rag GTPases. SLC38A9, transporteur de l’arginine, est localisé au niveau des 

endosomes tardifs et de la membrane lysosomale (Rebsamen et al. 2015). Des 

expériences de co-immunoprécipitation ont montré que SLC38A9 interagit avec le 

complexe RAGULATOR et les Rag GTPases en fonction de leur statut énergétique 

GTP/GDP (Rebsamen et al. 2015; Wang et al. 2015). L’inhibition de ce transporteur 

limite l’activation de mTORC1 par les acides aminés (Rebsamen et al. 2015; Wang et al. 

2015). Les transporteurs de leucine (SLC7A5-SLC3A2) et de glutamine (SLC1A5, Na+-

dependent transporter) sont également importants pour l’activité de mTORC1 (Nicklin 

et al. 2009).  

La glutamine semble jouer deux rôles distincts dans l’activation de mTORC1. Le premier 

est indépendant des Rags. En effet, alors que la mutation de RagA ou B empêche la 

stimulation de mTORC1 par la leucine ou l’arginine, la glutamine induit tout de même 

une activation de cette kinase dans ces fonds mutants, ainsi que dans des mutants 

ragulator ou des mutants de transporteurs d’acides aminés. La translocation 

lysosomale de mTORC1 par la glutamine est donc indépendante des Rag A et B. 

Toutefois, l’inactivation pharmacologique de la v-ATPase, une ATPase régulant 

l’acidification du lysosome et qui interagit avec les protéines Rags et RAGULATOR pour 

stimuler mTORC1 en réponse aux acides aminés (voir partie C), inhibe l’activation de 

mTORC1 par la glutamine. La glutamine active donc mTORC1, notamment par sa 

translocation lysosomale par la GTPase ARF1. Cette activation nécessite une V-ATPase 

et un lysosome fonctionnels (Jewell et al. 2015). 

Le second rôle de la glutamine dans l’activation de mTORC1 semble être lié à son 

catabolisme. En effet, après déamination de la glutamine par la GLS (Glutaminase) pour 

former du glutamate (réaction de glutaminolyse), celui-ci est transformé en α-

cétoglutarate par une deuxième réaction, catalysée par la GDH (Glutamate 

Déhydrogénase) (Csibi et al. 2014) et nécessite de la leucine comme co-facteur. L’α-

cétoglutarate va ensuite permettre l’activation des Rags et donc de mTORC1 (pour 

revue González and Hall, 2017). L’inhibition de l’activité glutaminase inhibe ainsi mTOR. 

En parallèle de ces différentes activations lysosomales, la voie PI3K/PDK/AKT, activée 

par les facteurs de croissance (voir partie A.1.c.i, facteurs de croissance), permet quant 

à elle l’activation de la protéine RHEB. Cette protéine est présente constitutivement à 

la membrane du lysosome (Menon et al. 2014), et va à son tour interagir avec mTORC1 
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et ainsi l’activer. La présence unique soit des acides aminés soit des facteurs de 

croissance ne suffit pas à stimuler complètement l’activité de mTORC1 (Menon et al. 

2014). Ces deux types de signaux semblent donc nécessaires pour une activation 

complète du complexe. 

 

c) Le cas particulier des relations entre la voie mTORC1 et la glutamine dans les 

cellules cancéreuses  

Selon les données de l’Institut National du Cancer, 382000 nouveaux cas de cancers 

ont été estimés en 2018 en France métropolitaine, les types les plus fréquents étant le 

cancer du sein et de la prostate. 157400 décès ont été recensés pour cette même 

année. La recherche médicale étudie de nombreux acteurs cellulaires impliqués dans 

le développement de ces cancers et pouvant être des cibles thérapeutiques 

potentielles. Compte tenu des différents rôles de la glutamine dans la stimulation de 

la voie mTORC1, son métabolisme est très étudié et devient, avec la voie mTORC1, une 

véritable cible thérapeutique pour lutter contre la prolifération des cellules cancéreuses 

(Tanaka et al. 2015). La glutamine est l'acide aminé libre le plus abondant dans le sang 

et une source importante d'azote dans les cellules de mammifère. Dans des lignées 

cellulaires saines, la consommation de nutriments, sous forme d’azote et de sucre, se 

fait selon une certaine balance équilibrée, pour subvenir aux besoins des cellules. Les 

cellules cancéreuses présentent quant à elles d’importantes perturbations 

métaboliques, et notamment une surconsommation de ces nutriments. Ainsi, le 

métabolisme de la glutamine est fortement dérégulé dans ces cellules cancéreuses qui 

présentent une augmentation du prélèvement de la glutamine (Csibi et al. 2014; Lampa 

et al. 2017) et de son catabolisme (Tanaka et al. 2015) pour former de l’α-cétoglutarate, 

fournissant de l’énergie et des intermédiaires métaboliques nécessaires à leur 

prolifération accrue (Csibi et al. 2014). L’étude de différentes lignées cancéreuses 

ovariennes a montré que la prolifération de ces cellules était stimulée de manière dose-

dépendante par la concentration en glutamine présente dans le milieu. Une carence en 

glutamine arrête le cycle cellulaire en phase G1, tandis que l’ajout de glutamine 

entraîne une augmentation des teneurs protéiques de la cycline D1 et de la CDK4, 

permettant le passage de G1 à la phase S. De plus, la glutamine active la voie mTORC1, 

démontrée par l’augmentation de la phosphorylation de S6K, ce qui stimule la division 

cellulaire. Les conditions les plus optimales pour cette prolifération correspondent à la 

présence combinée de glutamine et de glucose dans le milieu. La présence de 

glutamine augmente le prélèvement de glucose par les cellules et la production d’ATP, 

ce qui favorise leur division. Dans ces lignées, la glutamine stimule la glutaminolyse, 

notamment par l’augmentation de l’activité GDH (Yuan et al. 2015).  



Figure 41: TORC1 inhibe SIRT4, permettant l’induction de GDH et le

catabolisme de la glutamine

mTORC1 intervient dans la régulation du prélèvement de glutamine par les cellules,

et agit également sur l’enzyme GLS (Glutaminase), impliquée dans la formation de

glutamate à partir de glutamine. La suractivation de mTORC1 dans les cellules

cancéreuses conduit également à la répression de SIRT4, un facteur de transcription

inhibant la GDH (Glutamate Déshydrogénase), en favorisant la dégradation de

CREB2 (cAMP response element binding-2), un stabilisateur de SIRT4, par le

protéasome. Levant l’inhibition sur la GDH, le glutamate issu de glutamine forme de

l’α-cétoglutarate, pour alimenter notamment le cycle TCA, stimulant d’autant plus la

prolifération cellulaire. Adapté de l’étude de Csibi et al., 2014
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Nous avons vu précédemment que la glutamine stimule le complexe mTORC1 mais la 

réciproque est également vraie. Lorsque mTORC1 est actif, il stimule notamment le 

prélèvement et la consommation de glutamine par la cellule (Csibi et al. 2014). Dans le 

cas de cellules cancéreuses où mTORC1 peut être suractivé, on observe également une 

surconsommation de glutamine, qui peut être inhibée par un traitement par la 

rapamycine. L’inhibition de mTORC1 qui en découle entraîne une accumulation de 

glutamine et de glutamate mais pas d’α-cétoglutarate (Alfredo Csibi et al. 2014) car 

l’inhibition de mTORC1 diminue l’activité de la GDH (Figure 41). La formation de 

glutamate à partir de glutamine semble être régulée par mTORC1 et correspond à une 

étape limitante dans ce processus (Yuan et al. 2015). L’enzyme GDH peut être régulée 

négativement par le facteur de transcription SIRT4 (Haigis et al. 2006). Ce facteur de 

transcription est régulé par la protéine CREB2 (cAMP response element binding-2), de 

manière TOR-dépendante. En effet, lorsque mTORC1 est inhibé, on observe une 

augmentation l’expression de SIRT4 (Csibi et al. 2013) ainsi qu’une accumulation de 

CREB2 qui se fixe à SIRT4 et le stabilise. Dans ces conditions, la GDH est inhibée et on 

observe une diminution du prélèvement de glutamine ainsi que de la prolifération des 

cellules cancéreuses, témoignant du rôle de SIRT4 comme un suppresseur de tumeur 

(Csibi et al. 2013). En revanche, lorsque mTORC1 est actif, il va permettre l’adressage 

de CREB2 au protéasome via sa fixation à une ligase E3. N’étant plus stabilisé par 

CREB2, SIRT4 est réprimé, levant son inhibition de la GDH, ce qui conduit à l’utilisation 

de la glutamine pour alimenter le cycle TCA.  

Des lignées cellulaires issues d’un cancer du sein ou d’un glioblastome (cancer du 

cerveau touchant les cellules gliales) montrent également une augmentation de 

l’expression de la glutaminase (GLS), enzyme impliquée dans la première étape du 

catabolisme de la glutamine. Ceci témoigne à nouveau d’une perturbation du 

métabolisme de la glutamine dans les lignées cancéreuses (Tanaka et al. 2015; Lampa 

et al. 2017). Un traitement à la rapamycine entraîne une réduction de l’expression de 

GLS (Csibi et al. 2014). Cette inhibition de la GLS provoque une diminution de 

l’alimentation du cycle TCA par le catabolisme de la glutamine ainsi qu’une diminution 

de l’activité mTORC1 et par conséquent, une diminution de la prolifération cellulaire 

(Lampa et al. 2017). Dans cette même étude, les auteurs ont mis en évidence que 

l’inhibition conjointe de la GLS et de mTORC1 permettait une réduction plus 

importante de la prolifération des cellules cancéreuses. Ainsi, différents essais de 

traitements anti-cancéreux ciblent plusieurs acteurs du métabolisme et de la 

signalisation cellulaire pour diminuer plus efficacement la prolifération des cellules et 

pour éviter également les phénomènes de résistance aux traitements (inhibiteurs de 



Figure 42: La concentration en azote dans le milieu impacte l’architecture

racinaire

Système racinaire de plantules WT d’Arabidopsis sur un milieu à faible (1mM) ou

forte (10mM) concentration en nitrate. En conditions faible nitrate, la racinaire

primaire est plus longue, tout comme les racines latérales, qui sont également plus

nombreuses. Développer le système racinaire en conditions faible azote permet

d’agrandir la surface de prélèvement de la plante. Issu de Gaudinier et al., 2018.

Racine latérale

Racine primaire

Transporteurs/Enzymes Gènes Isoformes

NPF (faible affinité) NRT1 (NRT1;1 et NRT1;2) NRT1;1 et NRT1;2

NRT2 (forte affinité) NRT2 (NRT2;1, NRT2;2, 

NRT2;4 et NRT2;5)

NRT2;1, NRT2;2, NRT2;4 et 

NRT2;5

AMTs AMT (AMT1;1 à AMT1;5)

AMT2.1

AMT1 (AMT1;1 à AMT1;5)

AMT2;1

NR NIA1, NIA2 NIA1, NIA2

NiR NII NII

GS GLN1 (GLN1;1 à GLN1;5)

GLN2

GS1 (1;1 à 1;5)

GS2

GOGAT GLU1, GLU2 NADH-GOGAT

Fd-GOGAT

Tableau 2: Acteurs du prélèvement et de l’assimilation de l’azote chez Arabidopsis
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synthèse d’ADN ou de division cellulaire couplés à la rapamycine et/ou des inhibiteurs 

du métabolisme des acides aminés). 

 

2. L’azote et le métabolisme azoté chez les plantes 

Pour les plantes, l’azote est également un élément essentiel. Les plantes, par leur 

système racinaire, peuvent prélever de l’azote inorganique sous deux formes 

majoritaires, le nitrate (NO3
-) ou l’ammonium (NH4

+) (Bloom and Sukrapanna 1992). 

Cet azote provient de différents processus naturels tels que la décomposition de la 

matière organique dans le sol ou la fixation de l’azote atmosphérique. Chez 

Arabidopsis, comme chez de nombreuses plantes de climat tempéré, le nitrate est la 

forme d’azote préférentielle. Compte tenu des variations environnementales et de la 

composition du sol, la concentration en azote est amenée à changer. En conditions 

limitantes d’azote (moins de 2mM Nitrate en sol pour Arabidopsis), le développement 

de la plante est diminué, avec notamment une forte réduction de la masse de la rosette 

et du rendement en graines (Lemaître et al. 2008). La disponibilité en azote dans le sol 

impacte donc le développement général de la plante. Concernant le système racinaire, 

la longueur de la racine primaire est plus longue en conditions limitées (1mM) et les 

racines latérales plus longues et plus nombreuses chez Arabidopsis (Figure 42) 

(Gaudinier et al. 2018). Ce contrôle de l’architecture racinaire en fonction de la 

disponibilité en nutriments azotés correspond à un premier niveau de régulation de 

l’assimilation de l’azote, une plus grande surface racinaire permettant de prélever 

davantage de nutriments dans le sol (Gent and Forde 2017).  

Pour s’adapter à ces variations de concentrations, la plante dispose également de 

différents types de transporteurs. On distingue les transporteurs à forte affinité (HATS, 

High Affinity Transport System), qui prélèvent l’azote lorsqu’il est en faible 

concentration dans le milieu (10 à 100µM), des transporteurs à faible affinité (LATS, 

Low Affinity Transport System), qui prélèvent l’azote lorsqu’il est en forte concentration. 

Ainsi, le nitrate peut être prélevé par les transporteurs NRT1 (appelés également NPF 

pour Nitrate transporter 1/peptide transporter family), transporteurs de type LATS et 

NRT2 (Nitrate transporter 2), transporteurs de type HATS (pour revue (Krapp 2015)). 

L’ammonium est quant à lui prélevé par les transporteurs AMT (Tableau 2) (Yuan et al. 

2007; Kiba and Krapp 2016; Giehl et al. 2017). On notera que les transporteurs AMT1 

sont davantage impliqués dans le prélèvement d’ammonium de type HATS (Yuan et al. 

2007), tandis que le transporteur AMT2;1 serait davantage impliqué dans le 

prélèvement de type LATS (Giehl et al. 2017). Par ailleurs, l’expression de certains 

transporteurs d’azote est régulée par le statut azoté de la plante entière, laissant penser 



Figure 43: Représentation simplifiée du métabolisme azoté chez A.thaliana

L’azote inorganique, sous forme de nitrate (NO3
-) ou d’ammonium (NH4

+) est prélevé par le

système racinaire via des transporteurs à forte ou faible affinité. Il peut être stocké dans la

vacuole ou transporté jusqu’à la partie aérienne pour y être assimilé. Différentes enzymes

sont impliquées dans cette assimilation, permettant la réduction du nitrate en nitrite (NO2
-),

lui-même réduit en ammonium. Cet ammonium, avec un glutamate (Glu), permet la

formation de glutamine (Gln) par la GS. La Fd-GOGAT synthétise ensuite deux glutamates.

NR= Nitrate Réductase, NiR= Nitrite Réductase, GS= Glutamine Synthétase, Fd-GOGAT=

Ferredoxin dependent GOGAT. Les transporteurs NPF (Nitrate transporter 1/peptide

transporter family) et NRT2 (nitrate transporter 2) sont des transporteurs de nitrate à faible et

forte affinité respectivement. Les transporteurs AMT (Ammonium Transporter) permettent

quant à eux le transport d’ammonium. CLCa,b= canal chloride permettant le stockage de

nitrate dans la vacuole. Inspiré de la revue de Krapp, 2015
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que des molécules signal permettent une communication entre la partie aérienne et la 

partie racinaire. 

Une fois prélevé par le système racinaire, cet azote peut être directement assimilé au 

niveau des racines ou être transporté au niveau de la partie aérienne de la plante par 

les vaisseaux xylémiens pour y être soit assimilé, soit stocké dans la vacuole. Ce 

stockage fait notamment intervenir le canal chloride CLCa,b, qui va permettre l’entrée 

d’un NO3
- dans la vacuole contre la sortie d’un proton dans le cytosol (pour revue (Guan 

2017)). 

L’assimilation de l’azote fait intervenir différentes enzymes (Tableau 2). Cette 

assimilation est très bien décrite dans la revue Krapp, 2015. Le nitrate est tout d’abord 

réduit au niveau du cytosol par la Nitrate Réductase (NR) pour former du nitrite, en 

utilisant du NADH comme pouvoir réducteur. Le nitrite est ensuite transporté dans le 

chloroplaste pour y être réduit à son tour en ammonium, par la Nitrite Réductase (NiR), 

qui utilise alors de la ferrédoxine comme pouvoir réducteur. Cet ammonium, avec un 

glutamate, sert ensuite à former de la glutamine. Cette étape est catalysée par la 

Glutamine Synthétase de type 2 dans le chloroplaste (GS2). On notera que la GS1 

correspond à la forme cytosolique de cette enzyme qui peut également assimiler de 

l’ammonium pour son recyclage (Y. Ji et al. 2019), tandis que la GS2 est localisée 

principalement au niveau de la partie aérienne où l’on retrouve de nombreux 

chloroplastes. La construction chimérique GLN2::GFP montre que cette protéine est 

également localisée dans les mitochondries des feuilles (Taira et al. 2004). Pour 

catalyser cette réaction, la GS utilise de l’ATP. Enfin, la glutamine permet la synthèse de 

deux glutamates par transamination de l’α-cétogutarate via la Fd-GOGAT (Ferredoxin 

dependent GOGAT) au niveau de la partie aérienne, ou la NADH-GOGAT, au niveau 

racinaire (Coschigano et al. 1998) (Figure 43). 

Différents isoformes existent pour ces enzymes de l’assimilation de l’azote. Leur 

localisation ou affinité peuvent varier afin de développer des réponses les plus 

adéquates possibles en fonction des conditions environnementales. Par exemple, 

l’expression des gènes GLN1, codant les différentes isoformes de GS1, diffère en 

fonction des conditions en nitrate, GLN1;1 et GLN1;4 étant davantage exprimés pour 

de faibles concentrations en nitrate (Moison et al. 2018) tandis que GLN1;2 est 

davantage exprimé pour de fortes concentrations en nitrate (Lothier et al. 2011). 

L’expression de ces gènes dépend également de l’organe de la plante, GLN1;1 et 

GLN1;2 étant davantage exprimés au niveau de la rosette et de la tige, tandis que 

GLN1;5 est surtout exprimé au niveau des fleurs (Moison et al. 2018). 
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Glutamine 
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B.

GlufosinateContrôle

Figure 44: Effet du glufosinate sur le métabolisme de la glutamine et la

croissance de la plante

(A) Biosynthèse de la glutamine, catalysée par la Glutamine Synthétase (GS),

nécessitant de l’ammonium, l’incorporation de glutamate et de l’ATP. (B) Inhibition de

la GS par le glufosinate, diminuant la biosynthèse de glutamine et entraînant une

accumulation d’ammonium pouvant être phytotoxique. (C) Effet phytotoxique du

glufosinate sur des pieds de Tabac. Les plantes ont été traitées avec 20l/ha de

glufosinate. Les plantes sont observées 10 jours après le traitement. Seules les plantes

contrôles ont survécu. Photo modifiée de l’étude de Block et al., 1987.

C.
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On notera que l’ammonium peut provenir soit directement du sol, soit de l’assimilation 

du nitrate, de la dégradation protéique ou encore de la photorespiration (Masclaux-

Daubresse et al. 2006 ; Thomsen et al. 2014). L’isoforme GS2 est notamment impliquée 

dans l’assimilation de l’ammonium issu de la photorespiration (Ferreira et al. 2019), qui, 

lorsqu’il est présent en excès, peut s’avérer phytotoxique (Jian et al. 2018). Cette 

assimilation permet donc, à la fois de synthétiser de la glutamine et du glutamate, qui 

serviront de précurseurs pour la synthèse d’autres acides aminés, mais la synthèse de 

glutamine sert également d’étape de détoxification de l’ammonium, évitant ainsi son 

accumulation. L’inhibition de la GS, qu’elle soit génétique ou pharmacologique, peut 

donc également participer à cette accumulation d’ammonium (De Block et al. 1987; 

Lothier et al. 2011; Takano et al. 2019). Ainsi, l’inhibition du gène GLN1;2 provoque une 

diminution de l’activité GS et une augmentation des teneurs en ammonium (Lothier et 

al. 2011). Compte tenu du fait que l’ammonium peut être nocif pour la plante lorsqu’il 

est accumulé, différents herbicides reposent sur ce principe et ciblent la GS, provoquant 

une accumulation d’ammonium et l’arrêt de la croissance de la plante (Figure 44) (De 

Block et al. 1987; Abdeen and Miki 2009). Ces molécules inhibant la GS sont des 

analogues de glutamate organo-phosphorés (phosphinothricines, (Logusch et al. 

1991)), comme le glufosinate d’ammonium (composant actif de l’herbicide Basta) 

(Abdeen and Miki 2009). Ces molécules se fixent de manière irréversible au site actif de 

la GS et inhibent ainsi son activité (Logusch et al. 1991). 

Enfin, le nitrate, en plus d’être un nutriment essentiel pour les plantes, joue également 

un rôle de molécule signal, régulant par exemple le développement des racines 

latérales et l’expression de gènes du métabolisme azoté (pour revues (Zhang and Forde 

1999.; Vidal et al. 2020)). Ainsi, en fonction de sa disponibilité, le nitrate va permettre 

la mise en place rapide de tout un programme d’expression de gènes (Vidal et al. 2020), 

en induisant notamment des facteurs de transcription (Marchive et al. 2013), afin 

d’adapter la croissance et le métabolisme de la plante. C’est ce que l’on appelle la 

réponse primaire au nitrate. La famille de facteurs de transcription NLP (Nin-like 

proteins) est impliquée dans cette réponse, particulièrement NLP7 (Castaings et al. 

2009; Marchive et al. 2013). 

 

3. Régulations entre la voie TORC1 et l’azote chez les organismes 

photosynthétiques 

a) Régulations de la voie TOR par l’azote 

Compte tenu des nombreuses étapes composant l’assimilation de l’azote chez les 

organismes photosynthétiques et de leur coût énergétique, différentes régulations 



Figure 45: Le nitrate, l’ammonium et la glutamine activent TOR

Western blot montrant l’état de phosphorylation du résidu Thr449 de la S6K, une

cible directe de la kinase TOR, en fonction des traitements appliqués. La tubuline

(TUB) sert ici de témoin de charge et confirme que la même quantité de protéines a

été déposée pour l’ensemble des conditions. Les plantules 35S::S6K1-HA ont été

traitées 30 minutes. La condition +N correspond à 1mM de nitrate de potassium et

1mM de succinate d’ammonium. NO3
-= potassium nitrate 1mM, NH4

+= succinate

d’ammonium 1mM, Gln= glutamine 1mM. Torin2 est un inhibiteur de TOR. Pré-

traitement d’une heure à 25µM. Issu de Liu et al., 2021
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concertées doivent avoir lieu pour contrôler le bon déroulement de ce processus 

important pour le métabolisme et la croissance de la plante. 

Dans un premier temps, l’organisme doit percevoir la quantité et la qualité de l’azote 

présent dans son environnement. Une étude de phosphoprotéomique réalisée en 

condition de carence azotée chez Chlamydomonas montre que la carence impacte 

l’activité de TOR, modifiant l’état de phosphorylation de différentes cibles telles que le 

facteur d’initiation de la traduction eIF4B. Ainsi, des processus normalement inhibés 

par la voie TOR sont activés lors de cette carence, comme l’autophagie ou 

l’accumulation de lipides et d’amidon (Imamura et al. 2015; Roustan et al. 2017). La 

carence azotée inhibe donc l’activité de TOR chez Chlamydomonas, toutefois ceci ne 

semble se produire qu’en présence de lumière car à l’obscurité, on ne retrouve pas 

cette diminution d’activité (Upadhyaya et al. 2020) 

Chez Arabidopsis, il a été montré qu’en cas de surexpression du gène TOR, dans des 

conditions où le nitrate est présent en excès (100mM), la racine primaire est plus longue 

que pour le WT, dont le développement racinaire est inhibé par l’excès d’azote (Deprost 

et al. 2007). En revanche, en condition de carence, cette surexpression n’impacte pas la 

longueur racinaire. Par conséquent, l’augmentation de l’expression du gène TOR 

permet de lever l’inhibition de la croissance racinaire provoquée par un excès d’azote.  

Chez le maïs, une étude récente a également permis d’associer la stimulation de la 

croissance racinaire en condition faible azote à la voie TOR. Selon cette étude, l’azote 

en conditions limitées entraîne une augmentation du transport de l’auxine de la partie 

aérienne de la plante vers le système racinaire. En s’y accumulant, l’auxine stimule le 

complexe TORC1, qui à son tour participerait au processus de croissance racinaire, 

permettant ainsi de prélever davantage de nutriments présents dans le sol (Sun et al. 

2020). 

Une autre étude récente (Liu et al. 2021) a montré chez Arabidopsis, qu’en condition 

de carence en azote, l’activité du complexe TORC1 ainsi que l’expression de la 

construction pCYCB1::GUS, un marqueur d’activité mitotique, étaient inhibées au 

niveau de la partie aérienne de la plante, impactant grandement le développement des 

feuilles. En revanche, l’apport d’azote inorganique ou d’acides aminés (nitrate, 

ammonium ou glutamine) active TOR. On notera d’ailleurs que l’ammonium et la 

glutamine activent plus fortement TOR que le nitrate (Figure 45). Dans ces conditions, 

l’expression de pCYCB1::GUS au niveau des feuilles est rétablie, témoignant de 

l’importance du complexe TORC1 dans la régulation du développement des feuilles en 

fonction de l’apport en azote (Liu et al. 2021). L’azote pourrait agir comme un signal 

pour stimuler la GTPase ROP2 qui en réponse activerait TOR, permettant ainsi la 



Figure 46: Effet de 20 acides aminés sur l’activité de TOR

Western blot montrant l’état de phosphorylation du résidu Thr449 de la S6K, une

cible directe de la kinase TOR, en fonction des traitements azotés appliqués. La

tubuline (TUB) sert ici de témoin de charge et confirme que la même quantité de

protéines a été déposée pour l’ensemble des conditions. Les plantules 35S::S6K1-

HA ont été traitées 30 minutes avec un type d’acide aminé à 1mM. Les graphiques

représentent la quantification de la phosphorylation du résidu T449 de S6K. On

distingue 4 groupes suivant le pouvoir activateur des acides aminés sur TOR. Issu

de Liu et al., 2021
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croissance de la feuille. En effet, l’activation constitutive de ROP2 permet une activité 

élevée de TOR malgré une carence azotée. L’ajout d’un inhibiteur de TOR dans ces 

conditions inhibe cette activité démontrant que ROP2 agit en amont de TOR (Liu et al. 

2021).  

Nous avons vu précédemment que chez la Levure et les animaux, les acides aminés 

sont des acteurs majeurs de la régulation de l’activité de la voie TORC1. Chez les 

organismes photosynthétiques, le mécanisme de perception des acides aminés est 

encore assez mal connu. Cependant, différentes études ont montré que certains acides 

aminés peuvent activer la voie TORC1 chez les plantes, témoignant d’une certaine 

conservation des régulations de la voie TOR par l’azote au sein des eucaryotes. Ainsi, il 

a récemment été montré chez Arabidopsis que l’apport de glutamine ou d’isoleucine 

active TOR (O’Leary et al. 2020). Des plantules cultivées en condition de carence azotée 

ont permis de déterminer plus précisément le pouvoir activateur des acides aminés sur 

la voie TOR, en testant l’effet de 20 acides aminés différents sur la phosphorylation de 

S6K (Liu et al. 2021). Il ressort de cette expérience que 15 acides aminés peuvent activer 

rapidement TOR, mais qu’ils présentent des pouvoirs activateurs différents, comme 

observé chez la Levure. Ainsi, on distingue 4 grands groupes (Figure 46) : 

- Groupe 1, acides aminés ayant un très fort pouvoir activateur (80-100%): 

Glutamine, Alanine, Glycine, Cystéine 

- Groupe 2, acides aminés ayant un fort pouvoir activateur (60-80%): 

Sérine, Glutamate, Aspartate, Leucine 

- Groupe 3, acides aminés ayant un faible pouvoir activateur (35-60%) : 

Valine, Histidine, Isoleucine, Thréonine, Méthionine, Asparagine et Lysine 

- Groupe 4, acides aminés n’ayant pas de pouvoir activateur : 

Tyrosine, Proline, Arginine, Phénylalanine et Tryptophane 

L’hypothèse avancée par les auteurs pour expliquer la différence de pouvoir activateur 

de ces acides aminés serait l’origine de leur squelette carboné.  

Récemment, une étude a mis en évidence un lien entre la voie TORC1 et une enzyme 

impliquée dans la biosynthèse de leucine, IPMS1 (IsoPropyl Malate Synthase 1). Une 

mutation du gène ROL17 a été identifiée chez Arabidopsis comme un suppresseur de 

lrx1 (leucine-rich repeat extensin 1) qui produit un raccourcissement des racines. Cette 

mutation a été localisée dans un gène qui code pour cette enzyme IPMS1 

(Schaufelberger et al. 2019). La mutation de ce gène entraîne une perte de la sensibilité 

à l’inhibition de TOR par l’AZD. Au niveau métabolique, ce mutant présente une 

accumulation de valine mais pas de modification des teneurs en leucine. Toutefois 

d’autres métabolites comme le galactinol, un oligosaccharide précurseur du raffinose, 



Figure 47: La mutation yak1 corrige partiellement les désordres métaboliques

azotés du mutant lst8

Les plantules ont été cultivées 7 jours in vitro. L’intensité des couleurs bleues et rouges

indique une diminution et une augmentation respectivement des métabolites par

rapport au sauvage. Les * correspondent aux différences significatives entre le mutant

lst8 et le double mutant lst8xyak1. Issu de Forzani et al., 2019
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sont modifiés dans ce mutant (Schaufelberger et al. 2019). Nous avons vu 

précédemment en partie A.2.c.ii que des modifications de la voie TOR peuvent modifier 

les teneurs de ces métabolites (Ren et al. 2012; Caldana et al. 2013). Ceci suggérerait 

une modification de la voie TOR dans le mutant rol17. Ce mutant rol17 permet 

également de réduire la sensibilité de lrx1 à l’AZD, au niveau racinaire (Schaufelberger 

et al. 2019). Dans l’étude de Cao et al. 2019, la perte de fonction d’IPMS1 provoque 

aussi une accumulation de valine et d’isoleucine, stimulant l’activité de TOR dans ce 

fond mutant. En effet, l’étude du mutant eva1 (ER, Vacuole and Actin1), montre que 

celui-ci est également un mutant du gène IPMS1 (Cao et al. 2019). Dans ce fond mutant, 

la perte de fonction d’IPMS1 entraîne des défauts au niveau de la morphologie de la 

vacuole, qui semble être composée de petites vacuoles surnuméraires, accolées à la 

principale. L’appareil de golgi et le réseau du réticulum endoplasmique sont également 

impactés. Ce mutant eva1 présente une diminution des teneurs en leucine, 

contrairement à rol17. L’inhibition de la voie TOR dans le mutant eva1 permet 

d’améliorer partiellement son phénotype tandis qu’un traitement par l’AZD permet de 

diminuer les structures vacuolaires surnuméraires. La phosphorylation de S6K est 

également augmentée dans ce mutant. D’après ces résultats, les défauts observés 

lorsque IPMS1 est non fonctionnel seraient donc dus à une suractivation de TOR (Cao 

et al. 2019). Ceci pourrait s’expliquer par l’élévation des teneurs en acides aminés dans 

ce fond mutant, activant TOR par un mécanisme probablement similaire à celui 

retrouvé chez les animaux et la Levure, c’est-à-dire au niveau d’organites tels que la 

vacuole ou le lysosome. 

 

b) Régulations du métabolisme azoté par la voie TOR 

L’inhibition pharmacologique (AZD-8055) ou génétique (mutants raptor et lst8) de la 

voie TOR entraîne une accumulation d’acides aminés au sein des tissus de la plante, et 

notamment une accumulation de glutamine (Moreau et al. 2012; Salem et al. 2018; 

Forzani et al. 2019). Le mutant yak1 supprime en partie le phénotype du mutant lst8 au 

niveau de son retard de croissance, mais également de l’accumulation des acides 

aminés et principalement de la glutamine (Figure 47) (Forzani et al. 2019). Chez 

Chlamydomonas cette accumulation d’acides aminés est également observée en moins 

d’une heure après l’inhibition de TOR par un traitement à la rapamycine (Jüppner et al. 

2018; Mubeen et al. 2018). La limitation en carbone dans le milieu a tendance à limiter 

cette accumulation d’acides aminés, qui est d’autant plus réduite pour une carence à 

la fois en carbone et en azote (Mubeen et al. 2018). La disponibilité en carbone, en plus 

de l’azote, semble donc importante dans cette accumulation d’acides aminés suite à 

l’inhibition de TOR. L’étude de Mubeen et al. (2018) montre également qu’en présence 
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de nitrate comme seule source d’azote, cette accumulation d’acides aminés est très 

limitée, par rapport à une culture avec de l’ammonium. De plus, dans un contexte où 

TOR est inhibée, le prélèvement d’ammonium est augmenté. Les teneurs en 

ammonium sont en accord avec cette élévation du prélèvement. En utilisant 

l’incorporation d’ammonium marqué (15NH4), davantage d’acides aminés sont marqués 

suite à l’inhibition de TOR, tels que la glutamine et le glutamate, l’alanine, l’asparagine, 

l’arginine et la sérine. Le glutamate présente le marquage le plus important. Il ressort 

donc que l’ammonium est mieux incorporé lorsque TOR est inactivé. La mesure 

d’activités enzymatiques telles que celles de la GS, la GOGAT ou l’Alat 

(Aminotransférase, étape post-assimilation de l’azote) montre que celles-ci 

augmentent significativement suite à l’inhibition de TOR. En conclusion, l’inhibition de 

TOR chez Chlamydomonas provoque une augmentation du prélèvement d’ammonium 

et de son assimilation, entraînant une augmentation des acides aminés. Lorsque la voie 

TOR est activée, elle semble donc limiter cette assimilation d’ammonium, régulant ainsi 

les teneurs en acides aminés. 

Chez Arabidopsis, le mutant lst8 présente une augmentation des activités 

enzymatiques de la NR et NiR, en réponse au transfert en condition de culture « Jour 

long ». En revanche, l’activité de la GS dans ces conditions est diminuée par rapport au 

WT (Moreau et al. 2012). Ainsi, la voie TOR semble intervenir dans la régulation de 

mêmes acteurs entre les organismes photosynthétiques, mais différemment, 

notamment en fonction des conditions environnementales, mais aussi en fonction de 

l’espèce. C’est le cas pour la régulation de l’activité des enzymes impliquées dans 

l’assimilation de l’azote par exemple.  

Comme chez la Levure, les protéines TAP46 (orthologue de TAP42 de S.cerevisiae chez 

les plantes) et PP2A interviendraient dans la voie de signalisation TOR chez les plantes 

pour réguler le métabolisme azoté. Une analyse de double-hybride a mis en évidence 

l’interaction entre TAP46 et PP2A (Ahn et al. 2011). La mutation de TAP46 confère un 

phénotype similaire à celui de l’inhibition de TOR, (diminution des polysomes et de la 

synthèse protéique, accumulation des autophagosomes, accumulation de glutamine et 

remobilisation nutritionnelle). Au niveau du métabolisme azoté ce mutant présente, 

comme la lignée RNAi TOR, une diminution de l’activité NR. A l’inverse, la surexpression 

de TAP46 entraîne l’augmentation des activités NR et NiR (Ahn et al. 2015). Cette 

augmentation de l’assimilation de l’azote lorsque TAP46 est surexprimé est corrélée à 

la stimulation de la croissance de la plante. En étudiant l’expression de gènes du 

métabolisme azoté, il ressort que l’expression de NII, NIA2 et GS2 et GOGAT diminue 

dans une lignée d’extinction RNAi TAP46 mais qu’au contraire, l’expression de GS1 et 

GDH augmente, comme observé pour des lignées RNAi de TOR (Deprost et al. 2007; 



Figure 48: L’azote est perçu par la voie TORC1 qui peut également réguler des

acteurs du métabolisme azoté chez les eucaryotes

Les acteurs en rouge sont réprimés par la voie TORC1. A noter que la voie TORC1

suractivée dans les cellules cancéreuses stimule le prélèvement de glutamine et son

catabolisme, en régulant notamment GDH par la répression de SIRT4.
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Ahn et al. 2011). La répression de TAP46 ou TOR limite l’assimilation de l’azote au 

niveau génétique et enzymatique, mais stimule le recyclage nutritionnel. En fonction 

de temps de culture, l’inhibition de TAP46 ou TOR par lignées RNAi provoque 

également des variations de l’activité de PP2A. Pour une inhibition sur le long terme, 

l’inhibition de TAP46 ou de TOR diminue l’activité de PP2A bien que le taux de transcrits 

et de protéines PP2A restent constants (Ahn et al. 2011). Il a été montré que TAP46 est 

phosphorylée par TOR (Ahn et al. 2011) et agit donc en aval de cette voie. Lorsque 

TAP46 est surexprimé, la protéine S6K est davantage phosphorylée, et inversement 

lorsque TAP46 est inhibée, confirmant que TAP46 est un effecteur positif de la voie 

TOR (Ahn et al. 2015). 

 

En conclusion de cette seconde partie introductive, nous avons vu que la voie TORC1 est 

régulée par les nutriments azotés chez les eucaryotes. L’azote, en fonction de sa nature 

et de sa disponibilité, peut activer cette voie de manière plus ou moins importante. On 

notera que les acides aminés de type leucine et arginine ressortent comme de forts 

activateurs de TORC1. La glutamine apparait également comme un élément activateur 

particulier de TORC1 chez les eucaryotes, passant par différentes voies. Chez les animaux 

et la Levure, ces acides aminés permettent in fine la translocation et l’activation 

lysosomale de mTORC1 par différents acteurs (RagGTPases/Gtr, RAGULATOR/EGO, 

GATOR2/SEACAT…). Le mécanisme exact d’activation chez les organismes 

photosynthétiques reste à déterminer. Finalement, en réponse à ces sources azotées, la 

voie TORC1 va réguler différentes cibles impliquées notamment dans la régulation du 

métabolisme (TAP42/GLN3 chez la Levure, SIRT4 chez les Animaux, TAP46 et YAK1 chez 

les Plantes) (Figure 48). Ceci permet le développement de l’organisme en conséquence 

de la disponibilité et de la nature de la source azotée. Nous retiendrons également le 

dérèglement du métabolisme de la glutamine dans les cellules cancéreuses en lien avec 

la suractivation de mTORC1. 

 

C. TOR et les V-ATPases chez les eucaryotes 

Il a été montré que l’ATPase vacuolaire/lysosomale ou V-ATPase était un élément 

régulateur important de l’activité TOR chez, respectivement, les levures et les animaux. 

Chez les plantes, la relation potentielle entre les V-ATPases et TOR n’a pas encore été 

mise en évidence. Cependant, dans le cadre de ce projet de thèse, la caractérisation du 

mutant d’Arabidopsis loki, issu d’un crible génétique pour découvrir de nouveaux 

acteurs de la voie TOR, semble révéler l’existence d’un tel lien (voir Partie II-B). De ce 

fait, la structure et le rôle de la V-ATPase vont être présentés plus en détails dans cette 

partie de l’introduction. 



Domaine V1:

Hydrolyse de l’ATP

Domaine V0:

Translocation des H+

cytosol

lumen

H+

H+

Pilier périphérique fixe

Figure 49: Représentation de la structure de la V-ATPase

Le domaine V1 correspond au domaine cytosolique de la V-ATPase, responsable de

l’hydrolyse de l’ATP. Il est composé des sous-unités VHA-A à H. Le domaine V0

correspond au domaine membranaire, responsable de la translocation des protons du

cytosol vers le lumen. Il est constitué des sous-unités a, c, c’’, d et e. Les domaines V1 et

V0 sont reliés par un cylindre central composé des sous-unités D, F et d.

Issu de Schumacher and Krebs, 2010
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1. Présentation de la V-ATPase 

a) Structure générale de la V-ATPase  

Différents processus au sein de la cellule nécessitent un pH ou un gradient de pH 

particulier pour se dérouler correctement. C’est notamment le cas pour les transports 

actifs à travers la membrane, les phénomènes d’endocytose ou encore la dégradation 

protéique. 

Les V-ATPases (Vacuolar proton-translocating ATPase), ou H+-ATPases, sont des 

pompes à protons ATP-dépendantes conservées chez les eucaryotes, composées de 

nombreuses sous-unités (Parry et al. 1989; Sze et al. 1992). Leur rôle est d’hydrolyser 

de l’ATP cytosolique pour permettre le transport de protons contre leur gradient de 

concentration à travers la membrane de différents organites tels que le 

lysosome/vacuole, ou le réseau trans-golgien (TGN, comprenant l’appareil de golgi et 

les endosomes). Différentes revues reprennent l’organisation générale de ces 

structures chez la Levure, les animaux et les plantes (Schumacher and Krebs 2010; 

Whitton et al. 2018). Ces V-ATPases sont de gros complexes multi-hétéromériques, 

composées de deux grands domaines, V0 et V1 (Figure 49). Le domaine V1 correspond 

au domaine cytosolique de la V-ATPase, responsable de l’hydrolyse de l’ATP. Il est 

composé d’au moins huit sous-unités différentes notées VHA-A à VHA-H, dont le poids 

moléculaire s’étend de 13 à 70 kDa. Ce domaine V1 est relié au domaine V0 qui se situe 

dans la membrane. V0 peut fixer les protons cytosoliques et permettre leur 

translocation dans le lumen, participant ainsi à l’acidification de l’organite. Ce domaine 

est composé d’un anneau protéolipidique, regroupant différentes sous-unités notées 

VHA-a, c, c’ (chez la Levure), c’’, d et e. Leur poids moléculaire est compris entre 17 et 

100 kDa. Pour résumer l’organisation de ces multiples sous-unités au sein de la V-

ATPase, nous retiendrons que le domaine V1 correspond à un arrangement 

hexamèrique des sous-unités A et B, placées de manière alternée, qui permettent 

l’hydrolyse de l’ATP (Wang et al. 2020). Le domaine V1 est ainsi composé de trois sous-

unités A et trois sous-unités B. Le domaine V0 regroupe l’anneau protéolipidique 

composé de cinq sous-unités c (ce nombre peut varier suivant l’espèce) et c’’, et les 

sous-unités a et e. Ceci permet la translocation des protons à travers la membrane, 

grâce à la rotation de l’anneau (Wang et al. 2020). Les domaines V1 et V0 sont reliés 

par un cylindre central, composé des sous-unités D, F et d. On notera également que 

la partie N-terminale de la sous-unité a permet de lier le domaine V1 en interagissant 

avec les domaines C-terminaux des sous-unités A et H (Landolt-Marticorena et al. 

2000). L’hydrolyse d’ATP au sein du domaine V1 permet la libération d’énergie, 

entraînant la rotation de l’anneau. Ceci permet alors la translocation des protons à 

travers la membrane, établissant un gradient de protons nécessaire pour les transports 

de type secondaires et pour le système sécrétoire. Aussi, pour éviter que la rotation de 
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l’anneau n’entraîne un mouvement général de la V-ATPase, trois piliers périphériques 

fixes permettent de maintenir la pompe en place. Ces piliers sont constitués des sous-

unités E, G, C et H et de la partie N-terminale de la sous-unité a (Figure 49). Chez la 

levure, la sous-unité C formée de deux domaines globulaires appelés « Foot » 

(comprenant les parties N et C-terminales) et « Head » (résidus 166 à 263) interagit 

avec les sous-unités E et G du pilier périphérique via sa partie Head (Oot and Wilkens 

2010). La sous-unité H fixe quant à elle les sous-unités E et G via sa partie N-terminale 

(Oot et al. 2016; Wang et al. 2020) et la partie catalytique de la V-ATPase via sa partie 

C-terminale (Oot et al. 2016). Chez le modèle bovin, la sous-unité H interagit également 

avec le domaine cytosolique de la sous-unité a1 dans le cerveau (Wang et al. 2020). 

Les V-ATPases endosomales animales et les V-ATPases vacuolaires des plantes 

présentent une certaine conservation au niveau de leurs sous-unités et de leur 

organisation (Parry et al. 1989). De même, la séquence protéique de la sous-unité VHA-

a est bien conservée entre la Levure et les plantes, d’autant plus au niveau de la partie 

C-terminale (résidus 402 à 816). Des résidus de la partie C-terminale (L, R, H et E) 

impliqués dans le pompage des protons sont conservés entre ces espèces démontrant 

l’importance de la fonction des V-ATPases au sein des eucaryotes (Kluge et al. 2004). 

Par ailleurs, différentes études démontrent que la localisation de la V-ATPase varie en 

fonction de l’isoforme de la sous-unité a. Ainsi chez Arabidopsis, la fusion 

traductionnelle VHA-a1-GFP est localisée au niveau du TGN tandis que les isoformes 

a2 et a3 sont retrouvés au niveau du tonoplaste, membrane vacuolaire (Dettmer et al. 

2006). Chez la Levure, l’isoforme de la sous-unité a, nommée Vph1p, entraîne une 

localisation vacuolaire de la V-ATPase (Manolson et al. 1992). La seconde isoforme 

notée Stv1p, fusionnée à un tag-HA, permet de conclure à une localisation au niveau 

du Golgi (compartiment tardif) (Kawasaki-Nishi et al. 2001). En revanche, sa 

surexpression conduit à une localisation vacuolaire (Manolson et al. 1994). Enfin, chez 

les mammifères, l’expression des ARNm des différentes isoformes a varie selon les 

tissus étudiés (Peng et al. 1999). L’isoforme de cette sous-unité a est également liée au 

degré d’invasion des cellules cancéreuses, notamment les cellules issues de cancer du 

sein. Les isoformes a3 et a4 semblent être particulièrement impliquées dans cette 

invasion (Hinton et al. 2009; McGuire et al. 2019). De nombreuses études en 

cancérologie ont également mis en évidence la dérégulation et notamment la 

surexpression de certaines sous-unités et de leurs isoformes dans le cas de différents 

cancers, de manière organes-spécifiques (pour revue Whitton et al. 2018). 

 





57 
 

b) Régulations et rôles de la V-ATPase chez les eucaryotes 

i. La sous-unité H 

Un premier acteur de la régulation de la V-ATPase est la sous-unité H du domaine V1. 

Il a été montré chez la levure, que cette sous-unité H fixe la partie catalytique de la V-

ATPase et semble donc être importante pour l’activité de la pompe à protons (Landolt-

Marticorena et al. 2000). La séquence protéique de la sous-unité H est composée d’une 

séquence N-terminale allant des résidus 1 à 348 (5 répétitions HEAT impliquées dans 

les interactions entre protéines) reliée à la partie C-terminale (résidus 353 à 478) par 

quatre acides-aminés. En étudiant l’effet de la délétion de la partie N-terminale ou C-

terminale sur la capacité d’hydrolyse de l’ATP du domaine V1, les auteurs ont pu 

déterminer que la partie N-terminale est suffisante pour activer cette hydrolyse (Liu et 

al. 2005). La délétion des résidus 331 à 353 inhibe l’activité V-ATPase, alors que la 

délétion des résidus 180 à 195 diminue de moitié l’activité ATPase par rapport au WT 

(Flannery and Stevens 2008). Concernant la partie C-terminale de la sous-unité H, elle 

joue davantage un rôle dans le pompage des protons (Liu et al. 2005). De plus, lorsque 

le domaine V1 est libre, la sous-unité H empêche l’hydrolyse d’ATP en interagissant 

avec la sous-unité F, constituant du cylindre central, c’est-à-dire du rotor de cette V-

ATPase (Jefferies and Forgac 2009). 

 

ii. Les nutriments 

Les nutriments peuvent également impacter la V-ATPase. Chez Arabidopsis, l’excès de 

zinc (300µM de ZnSO4) provoque une augmentation du pH vacuolaire des cellules qui 

passe alors d’environ 5,3 à 5,7. Ces résultats témoignent d’un défaut d’activité V-

ATPase conduisant à une alcalinisation du pH vacuolaire (Fukao and Ferjani 2011). Le 

glucose régule également la V-ATPase, en jouant sur l’assemblage/désassemblage des 

domaines V1 et V0. Il a été montré chez la Levure que la V-ATPase se désassemble de 

manière réversible lorsque le glucose est en faible concentration, réduisant de plus de 

50% son activité (Kane 1995). Ceci limite ainsi la dégradation de l’ATP en ADP, ce qui 

permet de conserver de l’énergie en conditions limitantes. En absence de glucose, on 

retrouve davantage de sous-unités V1 dans le cytosol, mais ce phénomène est inversé 

lorsque l’on rajoute du glucose (Kane 1995; Smardon et al. 2002). Ainsi l’ajout de 

glucose dans un milieu carencé permet le réassemblage de la V-ATPase, sans synthèse 

protéique de novo (Kane 1995). Par ailleurs, lorsque la kinase Sch9 (orthologue de S6K) 

est inactivée chez la Levure, l’induction de l’export de proton par l’ajout de glucose est 

inhibée, témoignant d’une V-ATPase non fonctionnelle dans ce fond mutant (Wilms et 

al. 2017). Les auteurs ont démontré une interaction entre Sch9 et la V-ATPase lorsque 

les conditions de culture sont favorables. Toutefois, une carence en glucose diminue 
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cette interaction. Dans un fond mutant sch9 cultivé en absence de glucose, les V-

ATPases sont moins désassemblées, impliquant Sch9 dans le désassemblage de la V-

ATPase en réponse à la carence en glucose (Wilms et al. 2017). Chez les plantes, l’ajout 

de glucose sur des feuilles détachées d’Arabidopsis stimule également l’activité V-

ATPase (Liu et al. 2016). Le rôle régulateur du glucose sur les V-ATPases a également 

été constaté dans une étude menée sur des cellules épithéliales du tubule rénal de porc 

(Sautin et al. 2005), témoignant d’une conservation de cette régulation de l’activité V-

ATPase au sein des eucaryotes. En suivant la fluorescence du DAMP, une sonde à pH 

acide, les auteurs ont observé qu’en absence de glucose, le pH était plus élevé tandis 

qu’en rajoutant du glucose, la fluorescence du DAMP était plus importante, témoignant 

d’un pH acide. Toutefois, cet effet stimulateur du sucre sur la diminution du pH est 

réduit par la présence d’inhibiteurs de V-ATPase (Concanamycine A) ou de PI3K/mTOR 

(LY294002, LY). Le glucose régule donc également l’assemblage/désassemblage de la 

V-ATPase chez les mammifères. Toutefois, l’inhibition de mTOR/PI3K par le LY réduit 

l’assemblage de la V-ATPase induite par le sucre (Sautin et al. 2005). De même, dans le 

processus de maturation de cellules dendritiques, l’utilisation de Wortmannin 

(inhibiteur de PI3K) ou de rapamycine réduit l’assemblage de la V-ATPase, impactant 

son activité. La voie PI3K/mTORC1 régule donc positivement l’assemblage de la V-

ATPase (Liberman et al. 2014). Il a d’ailleurs été montré que le virus Influenza A (virus 

de la grippe) active la voie PI3K-AKT et que PI3K, sous sa forme phosphorylée, interagit 

avec la sous-unité E du domaine V1 dans le cytoplasme des cellules infectées. Lorsque 

la V-ATPase est active, cela acidifie des vésicules où se trouve le virus et permet sa 

sécrétion dans le cytoplasme puis son import dans le noyau pour sa réplication (Marjuki 

et al. 2011). 

  

iii. Le complexe RAVE 

Chez la Levure, il existe un régulateur des V-ATPases vacuolaires et endosomales 

appelé RAVE (Regulator of ATPase of Vacuoles and Endosomes), impliqué dans la 

stabilisation de la V-ATPase et son réassemblage glucose-dépendant. Ce complexe 

RAVE est constitué de trois composants, Rav1p, Rav2p et Skp1p (Seol et al. 2001). Ce 

complexe est capable de se fixer au domaine V1 en interagissant avec les sous-unités 

E et G (Smardon et al. 2002). RAVE, via Rav2p est capable également de fixer la sous-

unité C indépendamment de V1, pour permettre son assemblage à la V-ATPase 

(Smardon and Kane 2007). La perte de fonction RAVE entraîne notamment un défaut 

au niveau de l’assemblage de la V-ATPase qui se retrouve moins stable, du fait d’une 

baisse de la liaison des domaines V1-V0 (Smardon et al. 2002). Après une ré-addition 

de glucose, le mutant rav1 chez la Levure présente un pH vacuolaire élevé à environ 7 



1.

Figure 50: L’inhibition de la V-ATPase impacte la morphologie de l’appareil de

Golgi et provoque une accumulation de vésicules chez les plantes et la Levure

1. Inhibition de la V-ATPase par la concanamycine chez les plantes. (A) à (C)

microscopie électronique de cellules du cortex de la pointe racinaire présentant une

morphologie du golgi et du TGN modifiée par le traitement Concanamycine. (A)

enflement des extrémités des citernes du golgi, (B,C) Fragmentation du golgi et

accumulation de grosses vésicules. g= Golgi, mvb= corps multivésiculaires. Issu de

Dettmer et al., 2006

2. Inhibition de la V-ATPase dans le fond mutant soi3-1 (Rav1p) chez la Levure. (A)

Microscopie électronique sur une cellule WT, (B-D) sur les cellules mutantes soi3-1. Les

flèches oranges indiquent l’accumulation de structures « endosome-like » ovoïdes, les

flèches bleues les structures ovoïdes contiguës semblant fusionner à la vacuole. Les

astérisques pointent les particules lipidiques excessives dans le mutant soi3-1. Issu de

Sipos et al., 2004

*
*

*
*
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alors que le pH vacuolaire du type sauvage s’est acidifié à environ 5,9 (Smardon et al. 

2014). Ceci démontre le défaut d’activité V-ATPase chez le mutant rav1p. De par 

l’impact sur l’activité V-ATPase, cela se répercute sur les processus dépendants du 

gradient de pH tel que le transport entre l’endosome précoce et le compartiment pré-

vacuolaire. Le mutant soi3-1, correspondant à Rav1p, présente ainsi une accumulation 

anormale de structures membranaires ovoïdes proches de l’endosome et de la vacuole 

et une diminution du trafic entre ces deux compartiments cellulaires (Sipos et al. 2004). 

Il est à noter qu’à l’inverse, la surexpression de Rav1p est nocive pour les cellules mais 

que son effet peut être supprimé par la surexpression de Skp1p (Brace et al. 2006).  

 

iv. Les V-ATPases végétales 

Chez les plantes, l’inhibition de la V-ATPase par la concanamycine diminue également 

le transport endosomal. Au bout de 2h, le marqueur du trafic endocytique FM4-64 est 

retrouvé au niveau du tonoplaste chez les cellules contrôles, contrairement aux cellules 

traitées à la concanamycine (Dettmer et al. 2006). La morphologie de l’appareil de Golgi 

est également impactée par l’inhibition de la V-ATPase par la concanamycine, les 

citernes ayant un aspect anormal, avec un renflement des extrémités, et une 

accumulation de vésicules rappelant les structures observées dans l’étude de Sipos et 

al., 2004 (Dettmer et al. 2006) (Figure 50). 

Par ailleurs différentes études recensent les rôles de la V-ATPase chez Arabidopsis. 

Ainsi la sous-unité B du domaine V1, qui possède trois isoformes différentes (AtVAB1, 

AtVAB2 et AtVAB3) présente un motif conservé « profilin-like actin-binding motif ». 

Ces différentes isoformes sont capables de fixer les filaments d’actine et interviennent 

dans leur maintien, AtVAB1 et AtVAB3 inhibant la dépolymérisation de ces filaments 

(Ma et al. 2012). 

Concernant la sous-unité d du domaine V0, deux isoformes existent, nommés AtVHA-

d1 et d2. Une fusion traductionnelle AtVHA-d2-GFP indique que cette sous-unité est 

localisée au niveau vacuolaire (Figure 51). Lorsque la plante est soumise à différents 

stress abiotiques comme les stress salin, oxydatif ou osmotique, l’expression du gène 

AtVHA-d2 augmente significativement contrairement à AtVHA-d1. Cette isoforme d2 

pourrait donc être impliquée dans la réponse à ces différents stress, le mutant Atvha-

d2 y étant en effet plus sensible (Feng et al. 2020). De même que la sous-unité 

vacuolaire d2, la sous-unité endosomale c est également impliquée dans les réponses 

de la plante à des stress abiotiques. Cette sous-unité possède trois isoformes, codées 

par cinq gènes AtVHA-c dont l’expression est augmentée lors de stress. La 

surexpression de VHA-c stimule la croissance de la plante en augmentant l’activité V-



Figure 51: AtVHA-d2-GFP a une localisation vacuolaire chez Arabidopsis

La GFP, fusionnée à la sous-unité VHA-d2, fluorescence en vert. Les flèches rouges

indiquent les vacuoles. Echelle= 10µm. Issu de Feng et al., 2020
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ATPase et en influençant le trafic endosomal dépendant de la V-ATPase (Zhou et al. 

2016). De plus, la surexpression de VHA-c (PutVHA-c) conduit à des hypocotyles plus 

longs lorsque cette lignée est cultivée à l’obscurité. Du fait de sa localisation à travers 

le système sécrétoire (TGN/EE), PutVHA-c permet de stimuler l’expansion cellulaire en 

favorisant le transport de différents composants de la paroi cellulaire (Zhou et al. 2018). 

A l’inverse, le mutant det3, mutant endosomal de la sous-unité C du domaine V1, 

présente un défaut d’assemblage de la V-ATPase, réduisant son activité et conduisant 

notamment à une augmentation du pH dans le TGN/EE (Schumacher et al. 1999; Luo 

et al. 2015). Cette alcalinisation impacte la motilité du Golgi et du TGN/EE, ce qui a été 

mis en évidence par le marqueur GFP-CesA3 (complexe Cellulose synthase assemblé 

dans l’appareil de Golgi). Pour rappel, la cellulose synthase est une enzyme impliquée 

dans la synthèse de cellulose, composant principal de la paroi végétale. Ce mutant det3 

présente donc une perturbation du trafic vésiculaire au niveau du TGN avec des défauts 

de sécrétion et notamment une diminution de l’exocytose de la cellulose synthase (Luo 

et al. 2015). En conséquence, l’hypocotyle du mutant det3 est fortement réduit par 

rapport à la plante sauvage à l’obscurité (Schumacher et al. 1999; Brüx et al. 2008; Luo 

et al. 2015). Enfin le double mutant VHA-a2xVHA-a3, mutant vacuolaire de la sous-

unité a du domaine V0, présente une augmentation du pH vacuolaire. On notera que 

l’activité de la NR est augmentée dans ce mutant, accompagnée d’une accumulation 

de glutamine probablement du fait d’un défaut de stockage du nitrate dans la vacuole 

(Krebs et al. 2010). 

Pour conclure, bien que la structure et les fonctions des V-ATPases soient assez bien 

conservées chez les eucaryotes, les acteurs régulant la V-ATPase chez la Levure tels que 

le complexe RAVE ne sont pas encore bien identifiés chez les plantes. 

 

2. Régulations entre les V-ATPases et la voie TORC1 chez les eucaryotes 

a) La V-ATPase et la voie TORC1 chez les animaux et la Levure 

Chez la Levure, la V-ATPase participe à l’activation de TORC1. Le glucose, qui régule 

l’assemblage de la V-ATPase, stimule à la fois le taux de croissance et la taille des 

cellules de manière dose-dépendante. Il en va de même pour le pH cytosolique. En 

absence de glucose, Sch9 est déphosphorylée, indiquant une inhibition de la voie 

TORC1, mais l’ajout de glucose stimule sa phosphorylation. De même, la délétion de 

VMA2 (équivalent de la sous-unité B1 du domaine V1 chez l’Homme) entraîne une 

baisse de la phosphorylation de Sch9. Gtr1, acteur de l’activation de TORC1 chez la 

Levure à l’instar des Rag GTPases chez les mammifères, interagit avec la V-ATPase. 

Cette interaction n’a aucun effet sur l’activité de la V-ATPase, mais la surexpression de 
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Gtr1 dans un mutant vma2 permet de corriger ses défauts de croissance. Ainsi Gtr1 

agit en aval de la V-ATPase pour activer le complexe TORC1 (Dechant et al. 2014). 

Plusieurs études démontrent également un lien entre l’activité V-ATPase et l’activation 

de mTORC1, notamment en lien avec les acides aminés. L’utilisation d’ARN interférents 

contre des composants de la V-ATPase dans des cellules de drosophile réduit le taux 

de phosphorylation de la protéine S6K malgré la présence d’acides aminés. Ce résultat 

démontre la participation de la V-ATPase dans l’activation de mTORC1 chez les 

animaux (Zoncu et al. 2011).  

Dans l’étude de Takayama et al. (2017), les auteurs ont amputé une nageoire de 

poisson zèbre, un organisme capable de se régénérer, et ont suivi le signal émis par un 

marqueur fluorescent des lysosomes acides, le LysoTracker. Trois heures après 

l’amputation, le marquage fluorescent est important puis diminue, témoignant d’un 

processus d’acidification pendant la régénération de la nageoire. Cette acidification 

lysosomale est impactée par l’utilisation d’inhibiteurs de la V-ATPase tels que la 

concanamycine A (ConA) ou Bafilomycin A1 (BafA1). La V-ATPase est donc impliquée 

dans ce phénomène de régénération (Takayama et al. 2018). L’inhibition de la V-ATPase 

est également accompagnée d’une diminution de la phosphorylation de S6K (Zoncu et 

al. 2011; Takayama et al. 2017). Ainsi, l’acidification du lysosome grâce à la V-ATPase 

est nécessaire à l’activation de TORC1. Nous avons vu en partie B.1.b que l’activation 

de mTORC1 par les acides aminés requiert différents acteurs, à savoir les Rag GTPases, 

le complexe RAGULATOR, le transporteur d’acides aminés SLC38A9 et la V-ATPase, 

formant un méga-complexe à la surface du lysosome. Pour rappel, la glutamine et la 

leucine sont des acides aminés importants dans l’activation de mTORC1. Les auteurs 

ont donc étudié l’effet de ces deux acides aminés au niveau de la partie amputée. 

Appliqués séparément, la leucine ou la glutamine ne permettent pas une activation 

efficace de TORC1 dans cette situation, mais une fois combinés l’intensité du 

LysoTracker est stimulée et TOR est activée. L’injection d’un morpholino (ARN antisens) 

dirigé contre le transporteur d’acides aminés slc (slc7a5-MO) limite l’acidification 

lysosomale. Les transporteurs d’acides-aminés et les acides aminés régulent donc 

positivement mTORC1 en permettant l’acidification du lysosome par la V-ATPase 

(Takayama et al. 2017). Par ailleurs, l’inhibition de la V-ATPase modifie les teneurs en 

métabolites dans le lysosome. De nombreux métabolites sont ainsi accumulés suite à 

la diminution de leur efflux-pH dépendant (Abu-Remaileh et al. 2017). La perte du 

transporteur SLC38A9 ou l’inhibition de mTORC1 diminue également l’efflux de 

certains acides aminés du lysosome. mTORC1 régule donc l’abondance d’acides aminés 

au niveau du lysosome grâce à un mécanisme impliquant le transporteur SLC38A9. 
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Pour comprendre le lien entre les différents acteurs de l’activation lysosomale de 

mTORC1, une expérience de co-immunoprécipitation a permis de mettre en évidence 

que RAGULATOR co-immunoprécipite avec les deux domaines de la V-ATPase tandis 

que les Rag GTPases co-immunoprécipitent avec les sous-unités du domaine V1 

(Zoncu et al. 2011). Ainsi la délétion de la sous-unité V0 de la V-ATPase, qui interagit 

avec RAGULATOR, inhibe l’activité de mTORC1 (Jewell et al. 2015). RAGULATOR permet 

donc une interaction à la fois physique mais également fonctionnelle entre la V-ATPase 

et les Rag GTPases (Zoncu et al. 2011).  

Puisque les protéines RagA/B induisent l’activation de mTORC1, notamment en 

favorisant sa translocation au niveau du lysosome en réponse aux acides aminés, des 

auteurs se sont intéressés à l’induction de mTORC1 dans le fond mutant KO ragA/B. 

L’activité de mTORC1 est diminuée dans ce fond mutant malgré la présence d’acides 

aminés comme la leucine (Jewell et al. 2015). En revanche, la glutamine continue 

d’activer mTORC1 dans ce fond mutant ragA/B. La glutamine permet une translocation 

lysosomale tardive de mTORC1 malgré l’absence de RagA/B. Ainsi, la glutamine active 

mTORC1 indépendamment de RagA/B mais aussi indépendamment des transporteurs 

d’acides aminés ou de RAGULATOR. Toutefois, en inhibant la V-ATPase dans ce mutant 

KO ragA/B, la stimulation de mTORC1 par la glutamine est perdue. La V-ATPase permet 

donc aussi l’induction de mTORC1 par la glutamine (Jewell et al. 2015). 

Enfin, d’autres acteurs protéiques semblent participer à la localisation lysosomale de 

mTORC1 par le biais de la V-ATPase. C’est notamment le cas du facteur de transcription 

E2F1, connu pour être impliqué dans la progression du cycle cellulaire. E2F1 stimule 

l’expression de la sous-unité b du domaine V0 et donc l’activité de la V-ATPase. En 

effet, l’induction de l’expression de E2F1 conduit à une acidification du pH lysosomal 

tandis que la perte de E2F1 par siRNA entraînant une élévation du pH lysosomal. Ainsi, 

en stimulant le recrutement de la V-ATPase, E2F1 permet la régulation du trafic 

lysosomal et l’interaction entre la protéine RagB et le domaine V1 de la V-ATPase, 

induisant l’activation de mTORC1 (Meo-Evoli et al. 2015).  

 

b) La V-ATPase et la voie TORC1 chez les plantes 

Chez les plantes, le lien potentiel entre la V-ATPase et TOR n’est pas encore connu. Une 

étude de 2016 démontre l’activation de la V-ATPase par la PI3K végétale (VPS34) en 

lien avec un traitement au méthyl jasmonate (MeJA), composé induisant la sénescence 

des feuilles (Liu et al. 2016). Chez le riz, l’utilisation de lignées transgéniques KO 

OsVHA-A (sous-unité A de V1) démontre que l’alcalinisation du pH vacuolaire suite à 

la perte de l’activité V-ATPase stimule l’ouverture des stomates (Zhang et al. 2013). Il 
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existe donc une relation entre le pH vacuolaire et l’ouverture stomatale. L’application 

de sucre sur les feuilles augmente l’activité V-ATPase. Cette activation peut être 

supprimée par l’utilisation de LY294002, inhibiteur de PI3K. Des expériences de double-

hybride et de BiFC ont mis en évidence l’interaction entre PI3K et la sous-unité B du 

domaine V1 de la V-ATPase, renforçant l’idée d’une régulation de la V-ATPase par PI3K 

(Liu et al. 2016). Le gène AtVPS34 codant pour la kinase PI3K est induit suite au 

traitement MejA. Dans ce contexte, l’inhibition génétique (mutant pi3k) ou 

pharmacologique (LY294002) de PI3K diminue à la fois l’activité V-ATPase induite par 

le traitement MeJA et donc l’ouverture des stomates (Liu et al. 2016). 

 

Pour conclure sur cette dernière partie introductive, nous avons constaté que les V-

ATPases sont des structures massives conservées au sein des eucaryotes, ayant un rôle 

essentiel dans le maintien de l’homéostasie du pH cellulaire et des organites. La V-ATPase 

participe donc à la régulation de nombreux transports cellulaires pH-dépendants. La V-

ATPase est également impliquée dans l’activation de la voie TORC1 en réponse aux 

nutriments, notamment azotés, chez les animaux et la Levure. Toutefois, les régulations 

potentielles entre la V-ATPase, la voie TORC1 (et autres acteurs régulateurs possibles) 

n’ont pas encore été étudiées chez les organismes photosynthétiques. 

  





64 
 

Mon projet de thèse  
 

Au cours de cette introduction, nous avons pu constater le rôle essentiel de la voie 

TORC1 au sein des eucaryotes dans la perception de l’environnement nutritionnel et 

hormonal, et la régulation fine de nombreux acteurs pour répondre au mieux à 

l’ensemble de ces signaux. La voie TORC1 est particulièrement étudiée chez la Levure, 

organisme chez lequel TOR a été mise en évidence pour la première fois, et chez les 

mammifères, compte tenu du fait que des dérégulations de la voie TORC1 peuvent 

aboutir à de nombreuses pathologies. Chez les organismes photosynthétiques, de plus 

en plus d’études sont menées sur la voie TOR. Les plantes étant des organismes fixes, 

il est d’autant plus pertinent d’étudier comment ces organismes perçoivent et 

répondent aux nombreux signaux biotiques et abiotiques auxquels ils sont soumis pour 

maintenir leur croissance. Dans la deuxième partie de l’introduction, j’ai notamment 

souligné le fait que la voie TORC1 était impliquée dans la perception de 

l’environnement nutritionnel azoté chez la Levure et les animaux mais peu de données 

existent à ce sujet chez les plantes. Compte tenu de l’importance du métabolisme azoté 

chez les plantes, la première partie de mon projet de thèse porte sur les régulations 

entre la voie TORC1 et le métabolisme azoté chez la plante modèle Arabidopsis. J’ai 

notamment étudié l’impact de l’inhibition de TOR sur les différentes étapes du 

métabolisme azoté, et plus particulièrement la synthèse de glutamine, acide aminé 

ayant un rôle prédominant dans l’activation de TORC1 chez les mammifères et la 

Levure. Cette première partie sera présentée sous forme d’un article scientifique qui 

est soumis et en cours de revue dans le journal Plant Physiology. En complément de ce 

premier objectif, une partie de ma thèse s’est déroulée à l’Institut Necker des Enfants 

Malades (INEM), en collaboration avec l’équipe du Dr Ganna Panasyuk et avec le Dr 

Mario Pende. De par l’importance de la glutamine dans les processus cancéreux, 

l’objectif de cette collaboration est d’étudier l’effet sur les voies mTOR d’un composant 

actif d’herbicide ciblant la biosynthèse de glutamine. Nous avons mené cette étude 

dans différentes lignées cancéreuses pour mieux envisager d’éventuelles applications 

médicales. Enfin, le dernier objectif de ma thèse est d’identifier un nouveau composant 

de la voie TOR chez les plantes. Un crible génétique a été réalisé précédemment sur 

des plantes doubles haploïdes ayant subi une mutagenèse de type EMS 

(Méthanesulfonate d’éthyle). Le but de ce crible était d’identifier des plantules ayant 

une différence de sensibilité à l’inhibition de TOR. Plusieurs mutants ont été identifiés 

lors de ce crible et nous avons choisi d’étudier le mutant noté HD305 pour sa sensibilité 

à l’AZD mais également pour son phénotype d’apparition d’amas cellulaires ectopiques 

lors de l’inhibition de TOR. Le gène muté responsable de ce phénotype a été identifié 
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par séquençage et code une protéine dont la fonction n’est pas connue à ce jour mais 

dont l’orthologue chez la Levure pourrait être Rav1p. Mon travail consiste donc en la 

caractérisation de ce mutant que nous avons appelé loki (LOcalised proliferation 

depending on TOR Kinase Inhibition), notamment par des analyses phénotypiques, 

métabolomiques et transcriptomiques. 

  





66 
 

II- Résultats de la thèse 

A. Régulations entre la voie TORC1 et le métabolisme azoté 

1. Article The Arabidopsis Target of Rapamycin (TOR) kinase regulates 

ammonium assimilation and glutamine metabolism 

Cette partie des résultats est présentée sous forme d’un article scientifique, article qui 

a été soumis dans le journal Plant Physiology. 

 

The Arabidopsis Target of Rapamycin (TOR) kinase regulates ammonium 

assimilation and glutamine metabolism 

 

Camille Ingargiola 1, Isabelle Jéhanno 1, Céline Forzani1, Anne Marmagne 1, Justine 

Broutin 1, Gilles Clément 1, Anne-Sophie Leprince 1,2 and Christian Meyer 1,* 
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One sentence summary: The conserved Target of Rapamycin (TOR) kinase is an important 

sensor and regulator of the nitrogen metabolism and we show here that inhibiting this kinase 

affects ammonium uptake and results in Gln accumulation in a glutamine synthetase-dependent 

manner.  
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Abstract 

In Eukaryotes, Target of Rapamycin (TOR) is a well conserved kinase that controls cell 

metabolism and growth in response to nutrients and environmental factors. Nitrogen (N) is an 

essential element for plants and TOR functions as a crucial N and amino acid sensor in animals 

and yeast. However, the knowledge on the connections between TOR and the overall N 

metabolism and assimilation in plants is still limited. In this study, we investigate the regulation 

of TOR in Arabidopsis by the N source and the impact of the TOR signaling pathway on N 

metabolism. Inhibition of TOR globally decreases ammonium uptake while triggering a 

massive accumulation of amino acids such as Gln, but also of polyamines. Coherently, TOR 

complex mutants were found to be hypersensitive to Gln. We also show that the glutamine 

synthetase inhibitor glufosinate abolishes Gln accumulation resulting from TOR inhibition and 

improved the growth of TOR complex mutants. These results suggest that a high level of Gln 

contributes to the reduction in plant growth triggered by TOR inhibition. Glutamine synthetase 

activity was reduced by TOR inhibition while the enzyme amount increased. In conclusion our 

findings show that the TOR pathway is intimately connected to N metabolism and that a 

decrease in TOR activity results in a glutamine synthetase-dependent Gln and amino acids 

accumulation.  

 

INTRODUCTION 

Sensing available nutrients and efficiently assimilating them is a challenge common to all living 

organisms for optimal growth and adaptation to changing environments. The tight control of 

cellular processes involved in nutrients assimilation by different levels of regulatory steps is 

crucial for maintaining metabolic homeostasis within the cells and between organs (Efeyan et 

al., 2015). Indeed, when nutrients are abundant, high levels of protein synthesis can be 

maintained to support cell division and differentiation. By contrast, growth has to stopped in 

nutrient poor conditions to preserve energy while nutrient stores need to be remobilized to 

sustain basic metabolism. Nitrogen (N) is an essential macro-element for plants and its 

availability is important for growth and thus for crop yield (O’Brien et al., 2016; Fichtner et al., 

2021). Plant roots can take up N from the soil and plants mainly use inorganic N sources such 

as nitrate (NO3) or ammonium (NH4) (Bloom et al., 1992, for review see Kiba and Krapp, 

2016). Nitrate can be stored in the vacuole, assimilated directly in the roots or transported to 

the shoots for its assimilation into nitrite, ammonium and finally glutamine (Krapp et al., 2015; 

Vidal et al., 2020). Several enzymes are involved in this assimilation: Nitrate and Nitrite 

Reductases (NR and NiR), Glutamine Synthetase (GS) which converts ammonium and 

glutamate into glutamine, and Glutamine Oxoglutarate Aminotransferase (GOGAT) which 

produces two molecules of glutamate by trans-amination of alpha-ketoglutarate. Consequently, 

GS and GOGAT enzymes are also involved in ammonium detoxification mechanisms (Guan et 

al., 2016). Assimilation of N is also needed for the synthesis of other N-containing molecules, 

like other amino acids, polyamines, nucleotides, secondary metabolites or hormones. 

In Eukaryotes, the TOR (Target Of Rapamycin) protein kinase is a conserved and important 

regulatory element controlling many aspects of C and N metabolism in relation with crucial 

cellular processes like mRNA translation, cell proliferation, and autophagy (Wullschleger et 

al., 2006; Gonzalez and Hall, 2017; Brunkard, 2020; Ingargiola et al., 2020; Liu and Sabatini, 

2020). Belonging to the Phosphatidylinositol Kinase-related Kinase (PIKK) family, this large 
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Ser/Thr kinase is involved in two protein complexes in Yeast and Mammals. In the TORC1 

complex, TOR interacts with LST8 (Lethal with Sec Thirteen 8) and KOG1 (Kontroller of 

Growth protein 1)/RAPTOR (Regulatory-Associated Protein of TOR) (Adami et al., 2007) 

whereas in the TOR complex 2 (TORC2), TOR (TOR2 in Yeast) interacts with LST8 and 

AVO3 (Adheres Voraciously to TOR2 protein3)/RICTOR (Rapamycin-Insensitive Companion 

of mTOR).  

All photosynthetic organisms contain genes coding for TOR, LST8 and RAPTOR proteins but 

there is so far no evidence for the presence of a TORC2 complex (Maegawa et al., 2015; 

Dobrenel et al., 2016a; Perez-Perez et al., 2017). LST8 binds the TOR kinase domain to 

stabilize the complex (Moreau et al., 2012; Aylett et al., 2016) and RAPTOR interacts with the 

HEAT repeats of the Arabidopsis TOR kinase (Mahfouz et al., 2006). Both proteins probably 

regulate the docking and phosphorylation of specific TOR substrates. While tor mutations are 

embryo lethal at an early stage of plant development, lst8 and raptor mutants are viable, but 

present many developmental and metabolic alterations (Menand et al., 2002; Anderson et al., 

2005; Deprost et al., 2005; Moreau et al., 2012; Salem et al., 2018). For example, lst8 mutants 

contain higher concentrations of almost all free amino acids but this is particularly striking for 

glutamine (Gln) which accumulates to high amounts (Moreau et al., 2012; Forzani et al., 2019). 

Similarly, mutations of RAPTOR (Salem et al.; 2018), TOR inhibition by silencing in plants 

(Ren et al., 2012; Caldana et al., 2013) or by rapamycin (TOR inhibitor) treatment in 

Chlamydomonas reinhardtii (Mubeen et al., 2018) also trigger an increase in the accumulation 

of amino acids. This amino acid accumulation could be due to an increased recycling of N-

containing molecules by autophagy, a process that is activated by TOR inhibition and/or to a 

decrease in mRNA translation (Liu and Bassham, 2010; Diaz-Troya et al., 2011; Soto-Burgos 

and Bassham, 2017). In Chlamydomonas this build-up of amino acids has been ascribed to an 

increased assimilation of exogenous N since it was reduced when cells were beforehand starved 

for C or N nutrients but not when treated with inhibitors of translation or proteolysis (Mubeen 

et al., 2018). 

Recently, inactivation of the dual specificity Tyr/Ser YAK1 (Yet Another Kinase 1) kinase was 

identified as a strong suppressor of TOR deficiency in Arabidopsis (Barrada et al., 2019; 

Forzani et al., 2019). The YAK1 kinase interacts with RAPTOR and is a direct TOR substrate 

(Forzani et al., 2019). Interestingly, inhibition of the YAK1 kinase in the lst8 background 

restores growth and strongly decreases glutamine accumulation (Forzani et al., 2019).  YAK1 

was originally found in yeast where it phosphorylates and regulates transcription factors like 

Hsf1 and Msn2/4 involved in the responses to stress and nutrient starvation (Lee et al., 2008). 

In yeast, TOR also has a strong impact on Gln metabolism by repressing the nuclear localization 

of the central Gln3 transcription factor which is the regulator of ammonium assimilation 

(Crespo et al., 2002). Consistently, growth on poor or limited N sources inhibits TOR which 

results in Gln3 activation (Beck and Hall, 1999; Tate et al., 2021). In animals Gln was shown 

to be a strong inducer of TOR activity through glutamine catabolism (Villar et al., 2015; Yuan 

et al., 2015; Tanigawa and Maeda, 2017). Indeed, cancerous cells often have an increased 

glutamine catabolism, which promotes high TOR activity, to fuel their high needs for energy, 

N and C sources (Martinez-Outschoorn et al., 2017).  

More generally, several studies demonstrated in yeast and mammals that TOR activity is 

regulated by nutrient availability and amino acids. As an example, Stracka et al. showed by 

following Sch9 phosphorylation (a direct TOR target), that N source acts on TOR activity in 

yeast. The authors determined two N source categories, one “high-end” (like glutamine, 

ammonium, asparagine) and one “low-end” (serine, branched amino acids and hydrophobic 
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amino acids), the first category inducing TOR activity while poor N sources inhibit TOR 

(Stracka et al., 2014). In the same way, Meng et al., demonstrated that in human embryonic 

kidney HEK293A cells, amino acids activate mTORC1 and promote its localization to the 

lysosome (Meng et al., 2020). Indeed, in animals and yeast, TORC1 is stimulated following 

recruitment to the lysosomal/vacuolar surface by amino acid activated V-ATPase through the 

RagGTPase/RagulaTOR complex (Liu and Sabatini, 2020). As in yeast and mammals, TOR 

activity in plants is also regulated by nutrient availability, especially sugar, sulfur and amino 

acids (for review Ingargiola et al., 2020). In stress conditions or during C starvation, SnRK1 

(Snf1-Related Kinase 1) is activated, phosphorylates the RAPTOR component of the TORC1 

complex and inhibits TOR activity (Nukarinen et al., 2016). In plants, N is important for growth 

but our knowledge about the connections between TOR and N metabolism were hitherto scarce. 

However, several recent reports describe the regulations of TORC1 by amino acids in 

photosynthetic organisms. O’Leary et al. showed that isoleucine or glutamine activate TOR in 

mature leaves of Arabidopsis (O’Leary et al., 2020). Moreover, loss of function of 

isopropylmalate synthase 1 (IPMS1), an enzyme involved in Leu synthesis, resulted in the 

accumulation of Val and to a reduced sensitivity towards TOR inhibitors like AZD-8055 as a 

consequence of TOR activation (Schaufelberger et al., 2019). In another study, mutation of 

IPMS1 was also found to be responsible for the Arabidopsis eva1 mutant phenotype affected in 

vacuole morphogenesis through hyperactivation of TOR (Cao et al., 2019). As in the previous 

study this mutation resulted in the accumulation of Val and other branched-chain amino acids 

(BCAA) and in TOR activation. Finally, it was found that inorganic N and amino acids activate 

TOR through the small GTPase Rho-related protein from plants 2 (ROP2) which was also 

shown to be implicated in auxin induction of TOR activity (Schepetilnikov et al., 2017; Liu et 

al., 2021). Therefore, the stimulation of TOR activity by amino acids, especially glutamine and 

BCAA, seems to be a conserved hallmark of this kinase in eukaryotic organisms. 

To better establish the relation between N metabolism and the TOR kinase in plants, we 

describe here the consequences of variations in TOR activity on N metabolism in Arabidopsis. 

We first investigated the influence of N supply on TOR activity as well as the impact of TOR 

inhibition on inorganic N uptake and amino acid synthesis.  Finally, by using GS inhibitors, we 

showed that the accumulation of Gln and other amino acids observed after TOR inhibition is 

dependent on GS activity. Accordingly, growth of TORC1 mutants was improved by GS 

inhibitors like phosphinothricin. Our results thus provide new evidence of a tight link between 

the TOR signalling pathway and the N metabolism in plants and show that GS is involved in 

the accumulation of amino acids observed after TOR inhibition. 

 

RESULTS 

C/N balance regulates TOR activity 

Nitrogen and Carbon are important elements for plant growth. It is now established that TOR 

is strongly activated by sugar in plants (Xiong et al., 2013; Dobrenel et al., 2016a) and recent 

studies highlight the regulation of TOR activity by different nitrogen sources and amino acids 

such as glutamine (Cao et al., 2019; O’Leary et al., 2020; Liu et al., 2021). Variations in the 

nutritional environment will affect C/N balance. Therefore, it is important for plants to sense 

this balance in order to efficiently adapt their metabolism and growth. We thus tried to 

determine whether the C/N balance could modulate TOR activity in Arabidopsis. In plants, as 



Figure 1: Nitrate is required for the full activation of TOR by sucrose.

Five days old seedlings were grown on solid Arabidopsis medium (1mM KNO3 and 0.3% sucrose) then

transferred for 24h starvation in liquid Arabidopsis media either without sucrose only, or without sucrose

and nitrate. For sucrose starved seedlings (-Suc), 1% Sucrose (+Suc) was then added for 5h with (+AZD)

or without 1µM AZD. For sucrose and nitrogen starved seedlings, 1% sucrose (+/- Suc) and/or 5mM KNO3

(+/-N) were added. The same KCl concentration was maintained under the different conditions tested.

Twenty five µg of total proteins extracted from around 20 seedlings were loaded for each sample and were

used for western blot analysis. Membrane were incubated with phospho-specific antibodies against

ribosomal protein S6 (P-RPS6) Ser240 or against total RPS6. Western blots were revealed using Goat anti-

rabbit IgG-HRP as secondary antibody.

Exposition time: 90sec for P-RPS6, 15 sec for RPS6. Western blot was repeated three times.
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Figure 2: raptor78 and lst8 mutants of the TORC1 complex are hypersensitive to glutamine.

(A) Primary root length and (B) Residual root growth of 10 days old wild type control (Col8), raptor78 and

lst8 mutants on different glutamine concentrations. Nitrate (0.1mM KNO3) was added for all Gln

concentrations to stimulate seed germination. The residual root growth was calculated as a percentage

compared to the 0mM glutamine condition (=100%). Results of one typical experiment are shown. n≥12.

Stars indicate for each genotype significant differences compared to the control 0mM glutamine condition

(Mann and Whitney statistical test, p<0.05).
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in other Eukaryotes, TOR phosphorylates S6 Kinase (S6K) which then phosphorylates 

Ribosomal Protein S6 (RPS6) (Mahfouz et al., 2006; Wullschleger et al., 2006). RPS6 

phosphorylation on Ser240 has thus been used as a robust readout for TOR activity (Dobrenel 

et al., 2016b). Using specific antibodies against RPS6 and P-RPS6 we were able to estimate the 

level of TOR activation by the C/N balance (Figure 1). In the first part of the experiment, 5-

days old Arabidopsis seedlings grown on solid medium were transferred for 24 h into liquid 

medium without sucrose to trigger sugar starvation. The seedlings were then treated for 5h with 

1% sucrose in order to stimulate TOR activity +/- 1µM AZD-8055, a potent and validated TOR 

inhibitor in plants (Montané and Menand, 2013). As expected, the addition of sucrose induces 

approximatively a 4-fold increase of the P-RPS6/RPS6 ratio, reflecting TOR activation, 

whereas this activation is inhibited when AZD-8055 is added to the medium, despite the 

presence of sucrose. These expected results validate the experimental setting used to measure 

the influence of N on TOR activity. In a second experiment, 5-days old Arabidopsis seedlings 

grown on solid medium were transferred for 24 h into liquid medium without sucrose and 

KNO3. Seedlings were then treated for 5h with or without 1% sucrose and/or 5mM KNO3. The 

addition of sucrose alone or KNO3 alone did not induce TOR activity, but when both nutrients 

were added to the medium, a 4-fold induction of TOR activity was observed (Figure 1). We 

also tested 5mM glutamine or ammonium succinate as N sources in combination with sucrose 

to activate TOR (Supplemental Figure S1). In the same way, TOR activity was higher when 

both sucrose and a N source like Gln or ammonium were provided. We can thus conclude that 

the presence of N in the culture medium is necessary for the full TOR activation by sucrose. 

 

TORC1 mutants are more sensitive to glutamine 

We tried to further define the relations between Gln and TOR by first characterizing the effect 

of this amino acid on the root growth of TORC1 mutants. To address this question, we used T-

DNA insertion mutants affected either in the Raptor3g gene (At3g08850, named raptor 78) or 

in the Lst8-1 gene (At3g18140, named lst8). These TORC1 mutants have already been 

extensively validated and studied (Anderson et al., 2005; Deprost et al., 2005; Moreau et al., 

2012; Salem et al. 2018). Mutant plants were grown together with the WT control in vitro on 

increasing Gln concentrations, and primary root growth was measured (Figure 2). The root 

growth of WT seedlings was slightly but significantly increased by low concentration of Gln 

compared to the starvation condition, whereas for higher glutamine concentrations (7 to 10 

mM), root growth was partially inhibited. The root length of both raptor 78 and lst8 mutants 

was always shorter than WT seedlings and both mutants were more sensitive to Gln inhibition 

(Figure 2B). The growth phenotype of lst8 mutants is generally more severe than the one of 

raptor mutants.  Coherently, lst8 mutant seems to be more sensitive to Gln with a significative 

effect on root growth compared to WT and raptor mutant even for low concentrations of Gln. 

This higher sensitivity to Gln could be explained by the fact that both raptor and lst8 mutants 

already contain high levels of this amino acid. 

 

TOR inhibition decreases ammonium uptake by the roots 

Free Gln and other amino acids can be produced by proteolysis, by ammonium recycling or by 

the assimilation of inorganic N after uptake from the soil. To elucidate the origin of the amino 

acid accumulation, and particularly of Gln, when TOR is inhibited, we first examined the first 



Figure 3: TOR inhibition represses low affinity ammonium uptake in Arabidopsis.

Ten days old seedlings were grown on solid Arabidopsis medium (5mM KNO3, 1% sucrose) and treated as

described in Supplemental Figure S2 (see also Material and Methods for details).

(A) Col8 seedlings were pre-treated for 2h with 2µM AZD-8055 before the addition of either 0.2mM 15NH4 (HATS)

or 5mM 15NH4 (LATS). Plant were collected after 5min and dried before measurements of 15N enrichment. n= 18

samples per condition. (B) TORC1 mutants (lst8-1, raptor22, raptor78), and WT seedlings were treated with 2µM

AZD-8055 in the presence of 5mM 15NH4 (LATS). n= 14 to 18 (6 samples for raptor22).

Red bars represent the mean and black dots represent the median. DMSO are the control vehicle conditions.

Stars indicate statistically significant differences compared to WT DMSO condition (non-parametric Kruskal and

Wallis Statistical test, p<0.05). gDM: gram dry matter.
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step of N assimilation, namely the uptake of nitrate and ammonium by the root system. 

Depending on the availability of these N sources in the soil, different transporter families are 

involved in uptake. NPF transporters (Nitrate Transporter 1/ Peptide transporter family) are 

involved in nitrate uptake for high concentrations (LATS, Low Affinity Transporter System) 

and NRT2 (Nitrate Transporter 2) are operating at low concentrations (HATS, High Affinity 

Transporter System) (for review, Kiba and Krapp, 2016). The ammonium transporters’ 

(AMT/MEP/Rh) superfamily is involved in high affinity ammonium uptake and redistribution 

within the plant (HATS, for review, von Wirén et al., 2000, Ludewig et al., 2007, Hao et al., 

2020). Plant roots have also a low-affinity transport system (LATS) for ammonium. HATS 

plays a major role when ammonium in the soil is at µmolar concentration while LATS mainly 

operates at mmolar or higher concentrations (Liu and von Wirén, 2017). 

In Chlamydomonas, it has been shown that TOR is involved in the regulation of ammonium 

uptake, which was found to be higher when cells were treated with rapamycin (Mubeen et al., 

2018). To determine if TOR is also involved in the regulation of inorganic N transport in 

Arabidopsis, we measured 15N labelled nitrate or ammonium uptake after 2h TOR inhibition by 

AZD-8055 (Supplemental Figure S2A). Ten days old seedlings grown on solid medium were 

transferred to liquid Arabidopsis media with or without 2µM of AZD-8055. Uptake was 

measured with two different 15N concentrations, 0.2mM (for HATS) and 5mM (for LATS). 

TOR inhibition by AZD-8055 had no effect on nitrate uptake for both concentrations 

(Supplemental Figure S2B), as observed in Chlamydomonas. However, the LATS component 

of ammonium uptake decreased significantly after TOR inhibition by AZD-8055 but the HATS 

component was unaffected (Figure 3A). We also measured the LATS component of ammonium 

uptake after long term TOR inhibition by AZD-8055 and found that it was reduced in a similar 

way (Supplemental Figure S2C).  To confirm this result, we determined ammonium uptake at 

high concentration (LATS) in lst8 and raptor TORC1 mutants (Figure 3B). As expected, raptor 

mutants showed a 3 times lower ammonium uptake than WT seedlings, but surprisingly 

ammonium uptake in lst8 mutants was at the same level than in WT seedlings. These results 

suggest that in Arabidopsis TOR is not involved in the regulation of high or low affinity nitrate 

uptake, but positively regulates ammonium low affinity uptake. Contrary to Chlamydomonas, 

TOR activity seems to stimulate ammonium uptake in a RAPTOR-dependent manner but 

independently of LST8. This is one of the few examples of a biological process in which 

RAPTOR and LST8 have different roles. 

 

TOR inhibition leads to an ammonium and Gln increase in a GS-dependent manner  

The decrease of ammonium uptake observed after TOR inhibition should trigger a lower 

ammonium and Gln accumulation, whereas it has been extensively documented that TOR 

inhibition results in Gln accumulation. These seemingly conflicting results prompted us to 

address the role of GS, the enzyme responsible for Gln synthesis, in the accumulation and 

growth-inhibitory properties of this amino acid in relation to TOR activity. The GS enzyme 

catalyses the amination of glutamate (Glu) using ammonium to produce Gln. The active 

ingredient of non-selective herbicides like Basta is Glufosinate-Ammonium (GA), also named 

phosphinothricin, which is a potent GS inhibitor (Logusch et al., 1990). GA is a L-glutamate 

analogue that binds the active site of GS. This GS inhibition, in addition to prevent glutamine 

production, leads to ammonium accumulation part of which comes from photorespiration and 

protein degradation (reviewed in Li et al., 2014). To investigate the mechanisms of Gln 



Figure 4: TOR inhibition leads to metabolic changes and Gln accumulation in a GS-dependent manner.

Seedlings were grown 5 days on solid Arabidopsis medium then transferred on solid Arabidopsis media with either

0.25µM AZD-8055, or Glufosinate ammonium (GA) at 2mg/L (GS inhibitor), or both AZD and GA. The seedlings

were harvested after 7 days for metabolomic analysis (n=3). For the experiment with the GS1 triple mutant (B),

seedlings were grown directly on 0.25µM AZD-8055 for 10 days. (A) Ammonium contents in WT seedlings and

TORC1 mutants (raptor78, lst8 and yak1xlst8). Means are the result of 5 independent experiments. (B) Effect of

AZD-8055 treatment on Gln contents in WT and a GS1 triple mutant (gs1.1x1.2x1.3) (n= 4 and 5 repetitions, for

respectively, WT and gs1.1x1.2x1.3 seedlings). (C, D) Effect of AZD-8055 or GA treatments on metabolites contents

in WT seedlings and TORC1 mutants. Stars indicate statistically significant differences compared to the WT control

plants treated with DMSO condition (non-parametric Mann and Whitney Statistical test, p<0.05).
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accumulation after TOR inhibition, we first measured ammonium contents in WT or TORC1 

mutant seedlings (Figure 4A). We also used lst8 mutant suppressed by the introduction of a 

yak1 kinase mutation (yakxlst8, Forzani et al., 2019). For WT seedlings, GA addition in the 

growth medium resulted in a significant increase in ammonium contents compared to DMSO 

control conditions. This suggests that GA is active as expected in our experimental conditions. 

Interestingly, whereas TOR inhibition represses ammonium uptake, we still observe an increase 

in ammonium contents after genetic or pharmacological TOR inactivation (Figure 4A). The 

raptor mutation triggers an increase in ammonium which is not augmented by GA. Conversely, 

the lst8 mutants displayed the highest concentration of ammonium while GA decreased this 

accumulation. We have shown before that inactivating the YAK1 kinase suppresses most of the 

metabolic perturbations brought about by lst8 mutation (Forzani et al., 2019).  However, while 

ammonium concentration decreased by 50% in yakxlst8 seedlings, they still contain more 

ammonium than the WT control. 

We then studied the effect of GS inhibition by GA on the TORC1 mutants. For this purpose, 

we performed metabolomic analyses using seedlings transferred on medium in the presence of 

TOR and/or GS inhibitors. Our results confirmed the global accumulation of free amino acids 

triggered by TOR inhibition that has been observed in earlier reports (Figure 4, B-E; see 

Ingargiola et al., 2020 and references therein). It is interesting to note that lst8 mutants treated 

with AZD-8055 present the strongest accumulation of free Gln compared to control condition 

(0.25±0.1 g Gln mg-1 fresh weight for WT compared to 13.61±1.2 g mg-1 for lst8 seedlings 

on AZD-8055). Without AZD-8055, TORC1 mutants contained more Gln than WT but lst8 

seedlings accumulated two times more Gln than raptor mutants (Figure 4C). This higher Gln 

content in lst8 mutants could explain their higher sensitivity to the supply of Gln (Figure 2).  

The pattern of Asn accumulation mirrored that of Gln but at a much lower concentration (Figure 

4D), except for the effect of AZD-8055 on lst8 mutants which lowered Asn concentration but 

increased Gln. Similarly, TOR deficiency strongly increased the amounts of homoserine 

(HoSer). HoSer is derived from Asp and is an important non proteogenic intermediate amino 

acid for the production of Met, Thr and Ile. Glu is used for the synthesis of amino acids like 

GABA, Pro and Arg. Contrary to Gln, TOR inhibition did not significantly affect the level of 

Glu which often shows a rather constant level in plants. As for the other amino acids, TOR 

inhibition increased the levels of Arg but also the amounts of both agmatine and putrescine, a 

polyamine (Figure 4F and Supplemental Figure S3). In Arabidopsis, putrescine is synthesized 

from Arg via agmatine that is produced by Arg decarboxylase (Hanfrey et al., 2001). Putrescine 

and other polyamines are involved in the regulation of stress responses and growth (Takahashi 

2020). These results show that TOR has a global and strong impact on Gln and Glu 

metabolisms.  

The inhibition of GS activity by GA treatment strikingly abolished the Gln accumulation caused 

by TOR inhibition, either after using AZD-8055 or in raptor and lst8 mutants. The levels of 

other amino acids including Asn, HoSer, agmatine but also of putrescine were also reduced in 

TOR-inhibited plants after GA treatment (Figure 4 and Supplemental Figure S3).  As expected, 

GA also reduced Gln contents in control WT plants. In Arabidopsis, the GS enzymes are 

localized either in the cytosol for the five GS1 isoforms and in the plastids for GS2. To confirm 

our hypothesis, we used the GS1 triple mutant gs1.1x1.2x1.3 (Moison et al., 2018). The 

gs1.1x1.2x1.3 triple mutant also accumulated Gln after TOR inhibition, but to a lesser extent 

than the AZD-treated WT plants (Figure 4B). The decrease in Gln level after TOR inhibition 

was thus lower in the triple gs1 mutant line than after GA treatment of WT plants but the GS2 



Figure 5: TORC1 mutants are more resistant to GS inhibition by Glufosinate ammonium (GA) than WT.

The root length of WT seedlings and TORC1 mutants (raptor78, lst8, yakxlst8) were measured 9 days post-

transfer on Arabidopsis media containing different GA concentrations. This figure shows one representative

experiment among 4 experiments. Stars indicate significant differences compared to the control 0 mg/L

condition for each genotype (n=20, non-parametric Kruskal and Wallis Statistical test, p<0.05).
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isoenzyme is still active in these mutants compared to GA-treated plants. Taken together, these 

data strongly suggest that the Gln accumulation triggered by TOR inhibition is depending on 

GS activity. 

The observation that GA suppressed Gln accumulation after TOR inhibition prompted us to 

determine the effect of GA on the growth of TORC1 mutants. Five days old TORC1 mutant 

seedlings were transferred on medium containing different GA concentrations and the root 

length was measured 9 days post-transfer (Figure 5). As expected for an herbicide, WT 

seedlings presented a significant inhibition of root growth for 2 and 5mg/L of GA. Indeed, the 

highest GA concentration halved WT root length. However, GA improved the root growth of 

TORC1 mutants at low concentrations, especially for lst8 seedlings and globally TORC1 

mutants were less sensitive to GA than WT (Figure 5). Conversely, and as expected, gs1 triple 

mutants were hypersensitive to GA compared to WT (Supplemental Figure S4). Similar 

experiments were performed with Methionine Sulfoximine (MSX), another GS inhibitor, 

confirming the partial resistance of TORC1 mutants to GS inhibition compared to WT seedlings 

(data not shown). The improved root growth of TORC1 mutants after GS inhibition could be 

the result of the diminished accumulation of Gln, or Gln derivatives like putrescine, which are 

toxic at high concentrations. Coherently, the gs1 triple mutant, but also the quadruple amt 

(ammonium transporter) mutant, which both accumulate less Gln, are more resistant to TOR 

inhibition than WT when grown on AZD-8055 (Supplemental Figure S5). 

 

TOR inhibition leads to a deregulation of N metabolism and GS enzymes in Arabidopsis 

To gain more insight into the regulations of Gln metabolism by TOR in Arabidopsis, we asked 

how the inhibition of TOR is affecting the mRNA level of genes involved in ammonium uptake 

and nitrate assimilation. We thus analyzed by quantitative RT-PCR the expression of some 

marker genes either in the presence of nitrate or ammonium (Figure 6A). On nitrate, several 

genes were more expressed after TOR inhibition such as AMT1;1 (ammonium transporter), 

GLN1;1, GLN1;3 (encoding GS1 isoforms) or GLU2 (a Fd-GOGAT mainly expressed in roots 

(Coschigano et al., 1998)). More genes were induced by TOR inhibition when plants were 

grown on ammonium, including AMT1;3, AMT1;5, Nii (nitrite reductase), Nia1 and Nia2 

(nitrate reductase) as well as GLN1;1-1;3 and GLU2. The increase in gene expression was 

higher on ammonium and even more in the lst8 mutant. To focus on Gln metabolism, we also 

determined GS protein levels and activities after TOR inhibition (Figure 6, B-C). Nitrate-grown 

seedlings treated with AZD had a lower GS activity compared to the WT (Figure 6C). 

Accordingly, GS activity was also lower in raptor78 and lst8 mutants whereas the yakxlst8 

suppressor mutant shows a GS activity equivalent to the WT. The fact that pharmacological 

and genetical TORC1 inhibitions decrease GS activity is somewhat counter-intuitive given the 

massive Gln accumulation resulting from the inhibition of this complex. Finally, we analysed 

GS proteins level by immuno-blot in 10 days old seedlings (Figure 6B). The gs1.1x1.2x1.3 

mutant presents an important decrease of GS1 protein level compared to the WT, compensated 

by an increase of GS2 protein, which agrees with the results of Moison et al., 2018. Genetic or 

pharmacologic TOR inhibition leads to an increase of GS1 and GS2 protein levels. The raptor 

and lst8 mutants display a strong increase of GS protein levels which is higher than in seedings 

treated by AZD-8055. These results suggest that the GS protein is less active after TOR 

inhibition and thus that TOR may be required for GS activation.  

 

 



Figure 6: Impact of TOR inhibition on the expression of N metabolism genes and GS activity.

(A) Effects of genetic or pharmacological TOR inhibition on the expression of N assimilation genes, AMT: ammonium

transporters, Nii: nitrite reductase, Nia: nitrate reductase; GLN: Gln synthetase, GLU: Glu synthase. Gene expression levels

were determined by quantitative RT-PCR using 10 days old WT and TORC1 mutants seedlings (raptor78 and lst8) grown on

5mM KNO3 or ammonium succinate. The changes in gene expression were determined as described in Material and

Methods with expression levels in nitrate or ammonium-grown plants treated with DMSO as controls. Mean ratios from three

independent experiments are shown as fold changes. Stars indicate statistical difference (Mann & Whitney statistical test).

(B) GS1 and GS2 amounts were determined using WT seedlings, TORC1 mutants (raptor22, raptor78, lst8, yak1 and

yak1xlst8) and the gs1.1x1.2x1.3 triple mutant grown on Arabidopsis medium with 5mM KNO3 and 1% sucrose. Western Blot

was performed with a total GS antibody (1:1000), 19 to 35 seedlings per sample. GS1: 42kDa, GS2: 38kDa. Western blots

signals were quantified by densitometry. (C) GS activity in 10 days old WT seedlings and TORC1 mutants (raptor78, lst8 and

yak1xlst8) grown as above (the results are the means of 6 independent experiments). Red bars represent the mean and

black dots represent the median. Stars indicate significant differences compared to WT (non-parametric Mann & Whitney

Statistical test, p<0.05).
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DISCUSSION 

 

The intricate connections between the availability of nutrients and the regulations of energy-

demanding cellular processes such as mRNA translation or cell growth must be tightly and 

precisely orchestrated. A wealth of studies in animals and yeast have shown that the conserved 

TOR kinase lies at the heart of these interactions (Efeyan et al., 2015; González and Hall, 2017). 

Several studies have also demonstrated that in algae and plants TOR activity is strongly 

influenced by the N status and the supply of amino acids (Mubeen et al., 2018; Cao et al., 2019; 

O’Leary et al., 2020; Upadhyaya et al., 2020; Liu et al., 2021). The main goal of this study was 

to better describe and understand the large accumulation of free amino acids frequently 

observed in both plants and algae after TOR inhibition (see Ingargiola et al., 2020 and 

references therein). 

The first objective was to determine the effect of different nutrients and N sources on TOR 

activity in Arabidopsis. To estimate TOR activity, we used as a proxy the phosphorylation of 

RPS6 on Ser240 (Dobrenel et al., 2016b). We confirm that, as previously observed, sucrose is 

a very potent inducer of TOR activity in Arabidopsis (Xiong et al., 2013; Dobrenel et al., 

2016b). However, both N and C supplies seem to be required for TOR activation (Figure 1). 

This result is in line with the previous observations that both sugar and nitrate are necessary to 

coordinate the synthesis of the translational machinery, which is largely TOR-dependent 

(Dobrenel et al., 2016b; Scarpin et al. 2020), and that mRNA translation is highly sensitive to 

the C/N status of the plant (Guttiérez et al., 2007). Ammonium and Gln were also found to 

activate TOR in sugar starved Arabidopsis seedlings re-supplied with sucrose (Supplemental 

Figure S1). The induction of TOR activity by Gln was already recently described in several 

reports (for example O’Leary et al., 2020; Liu et al., 2021). 

We focused our study on the accumulation of Gln, which is by far the most affected amino acid 

after TOR inhibition (Moreau et al., 2012; Ren et al., 2012; Caldana et al., 2013; Salem et al., 

2018; Forzani et al., 2019). Indeed, Gln concentration increased by more than 50 times in lst8 

mutants (Figure 4). However, this concerns only free Gln and not total proteins in the plants 

which decrease upon TOR inhibition (Deprost et al., 2007). This Gln accumulation could be 

due to (at least) three mechanisms which are (i) an increase in glutamine biosynthesis from 

ammonium by GS, (ii) a decrease in the use of Gln for protein or amino acid synthesis by 

transaminases like GOGAT and/or (iii) an increase in protein degradation and recycling 

phenomena. For the latter explanation, it is indeed known that TOR inhibition triggers 

autophagic processes leading to protein degradation within the vacuole (Liu and Bassham, 

2010). Similarly, TOR inhibition decreases mRNA translation and thus the use of free amino 

acids (Deprost et al., 2007). Nevertheless, these processes are slow and Gln is accumulated very 

rapidly after TOR inhibition (Mubeen et al., 2018). Moreover, one would expect an 

accumulation of all amino acids and Gln is predominantly accumulated. Most amino acids 

derive, directly or indirectly, from Gln by transamination reactions and would probably not 

accumulate if the use of Gln is diminished. This probably rules out the second hypothesis for 

Gln accumulation.  

The report by Mubeen et al. (2018) showing that 15N incorporation into amino acids was higher 

in cells treated by rapamycin supports the assumption that a higher N assimilation is the cause 

for the build-up of Gln. The authors also found that ammonium uptake was higher after TOR 

inhibition by rapamycin. The fact that Gln is also the amino acid which is used for transport 

between organs in Arabidopsis could also explain the fact that it is accumulated to higher extend 

than other amino acids (Dinkeloo et al., 2018). To further explore this hypothesis of 
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deregulation of Gln synthesis, we first determined the impact of TOR inhibition on nitrate and 

ammonium transport using 15N labelling. Surprisingly, nitrate uptake was not significantly 

affected by TOR inhibition, although its LATS component was reduced by AZD-8055 

treatment (Supplemental Figure S2). Conversely, the low affinity/high-capacity transport 

system of ammonium ions was decreased after either pharmacological or genetic inhibition of 

TOR (Figure 2). AMT transporters are involved in the HATS component of ammonium 

transport (Liu and von Wirén, 2017) and it has been suggested earlier that the LATS ammonium 

transport might occur via the potassium channel (Wang et al., 1994). Interestingly, it was shown 

recently that inhibition of TOR reduces potassium uptake in Arabidopsis (Deng et al., 2020). 

In yeast, TOR regulates potassium homeostasis through the control of the plasma membrane 

(H+)-ATPase (Mahmoud et al., 2017). This decrease in low affinity ammonium uptake was 

also observed after long term TOR inhibition (Supplemental Figure S2). Conversely, 

ammonium concentration increased in the same conditions either after pharmacological or 

genetic inhibition of TOR (Figure 4A). A similar build-up of ammonium was detected in 

Chlamydomonas treated with rapamycin (Mubeen et al., 2018). In yeast, TOR inhibition results 

in the up-regulation of the NPR1 kinase activity and in the subsequent phosphorylation and 

activation of the MEP2 ammonium transporter (Boeckstaens et al., 2014). But yeast uses 

ammonium as a poor N source and activates its transport and assimilation in N starved 

conditions. Interestingly, the tonoplast-localized receptor-like kinase CAP1, mutation of which 

results in higher ammonium concentrations in the cytosol and lower uptake through the 

tonoplast, complemented the yeast npr1 mutants, thus suggesting that TOR may control 

ammonium homeostasis in plants through CAP1 (Bai et al., 2014). The fact that TOR-inhibited 

plants accumulate ammonium and Gln whereas uptake is reduced could suggest that ammonium 

originates from another source than from the growth medium. It could for example be envisaged 

that TOR inhibition stimulates the photorespiratory pathway thereby increasing ammonium 

production by Gly oxidation in mitochondria. Indeed, a large proportion of ammonium is 

coming from photorespiration in C3 plants like Arabidopsis.  

A recent screen for ammonium-insensitive Arabidopsis mutants identified the GS2 gene as a 

causal mutation and the authors suggested that higher GS2 activity in high ammonium 

conditions produced more H+ and resulted in an acid stress response inhibiting growth (Hachiya 

et al., 2021). This could be also the case after TOR inhibition in Arabidopsis since Gln is 

accumulating in a GS-dependent manner (Figure 4). Furthermore, in yeast rapamycin treatment 

has been shown to inhibit the plasma membrane (H+)-ATPase (Mahmoud et al., 2017). If this 

inhibition of H+ efflux also happens in plants, it would further contribute to cytosol 

acidification and growth reduction. Coherently, we discovered that inhibition of total GS 

activity by the herbicide Glufosinate (GA) drastically reduced Gln and other amino acids 

accumulation (Figure 4).  This result shows that Gln is originating from ammonium assimilation 

by GS. Since GA inhibits both cytosolic GS1 and chloroplastic GS2, we cannot conclude on 

the specific contribution of GS isoforms on Gln accumulation (Takano and Dayan, 2020). GA 

is very specific for GS and competes with Glu for the active site. GA is phosphorylated by GS 

into phospho-L-phosphinothricin, but ammonium cannot be later incorporated to produce Gln. 

This leads to an irreversible inactivation of GS and to a strong reduction in the overall enzyme 

activity since GA is readily translocated within the plant (Takano and Dayan, 2020). Therefore, 

the reduction in Gln accumulation is probably the cause for the growth improvement observed 

in TORC1 mutants treated with GA, whereas growth of WT plants was hampered by this 

herbicide as expected (Figure 5). However, lst8 mutants and AZD-treated WT seedlings 

displayed a marked reduction in ammonium accumulation after treatment with GA whereas 
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ammonium levels increased in treated control plants (Figure 4). Indeed, the action of GA as 

herbicide is thought to be through ammonium accumulation resulting from the impairment of 

GS activity but other cellular processes such as photorespiration could be affected and it has 

been shown that GA increases the cellular pool of Leu and Val which are known inducers of 

TOR activity in plants (Wendler et al., 1990; Cao et al., 2019).  

We also showed that TORC1 mutants were hypersensitive to high concentrations of Gln in the 

growth medium compared to WT seedlings, growth of which was also affected for 

concentrations above 5 mM (Figure 2). In consequence, it is probably both ammonium buildup 

and assimilation in addition to Gln accumulation which are toxic when TOR activity is reduced. 

However, at this point it is difficult to conclude that Gln per se, or a molecule derived from 

Gln, is the cause of the growth reduction in TOR-limited plants. For example, Arg is 

synthesized from Gln and Glu and is catabolized into agmatine which then serves as a precursor 

for the synthesis of putrescine, a precursor for longer polyamines like spermidine and spermine. 

In Arabidopsis it seems that most putrescine is synthesized from Arg unlike other plants where 

ornithine is the precursor molecule (Hanfrey et al., 2001). While Arg levels are only modestly 

increased by TOR inhibition, the levels of both agmatine and putrescine were highly augmented 

(Supplemental Figure S3). High levels of putrescine have been shown to inhibit growth but 

putrescine and agmatine amounted to 100 times less than Gln in TOR-inhibited plants (Fuell et 

al., 2010). Very recently, it was suggested that TOR activity regulates polyamine metabolism 

and degradation by controlling the translation of the involved enzymes (Salazar-Diaz et al., 

2021). Similarly, Salem et al. (2018) have also measured increased levels of Gln, agmatine, and 

putrescine in Arabidopsis raptor mutants.  

We have also observed in ammonium-fed lst8 mutants or in plants treated with AZD-8055 an 

increase in the mRNA level of enzymes involved in nitrate assimilation as well as of the AMT 

ammonium transporters (Figure 6). It was shown earlier that excess Gln repress the expression 

of the Amt1;1 transporter but, conversely, we observed an increase in its expression in 

ammonium-grown lst8 mutants or no changes (Rawat et al., 1999). On the contrary, the Nii and 

Nia genes showed the expected repression by the increased Gln levels (Vincentz et al., 1993). 

While GS1 and GS2 mRNA and protein levels generally increased, total GS activity was found 

to decrease following pharmacological or genetic inhibition of TOR (Figure 6). This suggests 

that the higher Gln accumulation could trigger, by a feedback mechanism, a lower GS activity, 

as well as lower ammonium uptake and concomitantly an increase in GS expression to 

compensate for this decrease of enzymatic activity. The fact the decrease in GS activity is 

proportional to Gln levels (i.e. respectively lower and higher for lst8 mutants) would support 

this hypothesis. Alternatively, GS could be activated by TOR through a direct or indirect 

phosphorylation. Indeed, it is known that GS can be regulated by phosphorylation (Ji et al., 

2019). Accordingly, the GOGAT enzyme was found to be phosphorylated in a TOR-dependent 

manner (van Leene et al., 2019).  However, rapamycin treatment of Chlamydomonas cells 

resulted in higher GS activity (Mubeen et al., 2018). These differences may reflect the different 

ways of life between an unicellular alga for which excess Gln can be easily excreted into the 

surrounding water and a pluricellular land plant.  

 

CONCLUSION  

Our data reveal that the Gln and amino acid accumulation caused by TOR inhibition is 

suppressed by genetic or pharmacological inhibition of GS activity. Furthermore, GS inhibitor 
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such as the herbicide GA clearly improves the growth of TORC1 mutants. The study of N fluxes 

within the plant with heavy isotope tracer will be required to obtain a more complete view of 

the metabolic perturbations responsible for the effect of TOR and/or GS inhibition on 

metabolism and growth of plants.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Plant Material 

In this study, we used Arabidopsis thaliana ecotype Columbia 8 as wild-type. The lst8 mutant 

(noted lst8-1, At3g18140, SALK_02459) was obtained from the Nottingham Arabidopsis Stock 

Center (NASC). The raptor mutants (At3g08850) noted raptor78 (SALK_078159) and 

raptor22 (SALK_022096) were obtained from the NASC or the Arabidopsis Biological 

Resource Center (ABRC). The yak1 and yak1xlst8 double mutant were previously describes 

(Forzani et al., 2019). The triple gs1.1x1.2x1.3 mutant was kindly provided by Dr. Céline 

Masclaux-Daubresse. This mutant was previously described in Moison et al., 2018.  

 

Plant Growth Conditions 

Seedlings were grown in vitro on vertical plates containing Arabidopsis medium with 5mM 

KNO3, 1% sucrose, 2.5mM KH2PO4, 2mM MgSO4, 1mMCaCl2, 0.05% 2-(N-Morpholino) 

ethanesulfonic acid sodium salt (MES), 1X microelements (Moreau et al., 2012), 5mM Iron 

Ammoniacal Citrate and 0.5% Phytagel. The seeds were stratified at 4°C for 2 days and then 

transferred in controlled growth chambers at 21°C with a photoperiod of 16h light/8h night.  

For phenotypic analysis, root length was measured with the NeuronJ plugin in the ImageJ 

software. 

 

Protein extraction, Western Blot Analysis and TOR activity measurements 

For TOR activity measurements, 5 days old seedlings were grown on solid Arabidopsis medium 

(1mM KNO3 and 0,3% sucrose) and then transferred for 24h starvation in liquid Arabidopsis 

media either only without sucrose, or without sucrose and nitrate. For sucrose starved seedlings, 

medium supplemented with 1% Sucrose (+Suc) was then added for 5h with or without 1µM 

AZD-8055 (Sellekchem). For sucrose and nitrogen starved seedlings, media supplemented with 

+/- 1% sucrose (+/- Suc) +/- 5mM KNO3 (+/-N) were added. The level of RPS6 

phosphorylation was used as a readout of TOR activity. Total proteins were extracted from 

whole seedlings using 1X Laemmli Buffer (50mM Tris-HCl pH6.8, 2% SDS, 10% Glycerol, 

0.0025% bromophenol blue) and 400mM DTT. Protein extracts were heated 5 min at 95°C and 

then centrifuged to removed cell debris. Protein concentrations were determined using Bradford 

reagent (Bio-Rad) at 595nm. An equal amount of proteins (25µg for TOR activity measurement, 

28µg for GS protein levels) were loaded in 12% acrylamide resolving SDS-PAGE gel and 

separated by migration for 1h at 150V and 2A. Proteins were then transferred on PVDF 

membranes following the Trans-Blot®Turbo™Blotting System protocol. Membranes were 

blocked with 5% milk-PBS solution (13.7mM NaCl, 0.27mM KCl, 1mM Na2HPO4, 0.2mM 

KH2PO4) and 0,05% Tween20. Then, membranes were incubated with rabbit primary 

antibodies directed against either total RPS6, or P-RPS6 (for both dilution 1:5000) as described 

in Dobrenel et al. (2016b), or with anti-GS antibodies (dilution 1/1000) (Lothier et al., 2011). 

Goat anti-rabbit IgG-HRP (Sigma) was used as secondary antibody (dilution 1/5000). 

Immunodetection was performed using the Clarity Western ECL detection kit (Bio-Rad). The 
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equal transfer of proteins on the membrane was evaluated by Ponceau Staining. P-RPS6/RPS6 

ratio and GS protein levels were quantified with the ImageJ software. 

 
15N Uptake Analysis  

Ten days old seedlings were pre-treated in 1mM KNO3 +/- AZD 2µM for 2h (Supplemental 

Figure S2A) and were after washed 1 min in 0.1mM CaSO4 solution, treated 5 min in liquid 

Arabidopsis media containing as N source 0.2mM (for HATS) or 5mM (for LATS) K15NO3 or 

(15NH4)2SO4 (99% labelling). Afterwards the seedlings were washed again 1 min in the CaSO4 

solution. After 48h in oven (70°C), 15N uptake was determined by isotope ratio mass 

spectrometry from 0.6 to 1mg of dry matter. The uptake was then calculated as : 

Uptake (µmolN/gMS/h) =  %Nx(10000/14)x((At%15N/14Nsample – At15N/14Nnatural 

abundance)/99%)x(60(min)/15N incubation time) 

 

 

Metabolomic Analysis 

For metabolomic analysis and ammonium measurements, 5 days old seedlings were transferred 

for 7 days on new media with DMSO as a control, 0,25µM AZD-8055, 2mg/L glufosinate 

ammonium (Sigma) or 0,25µM AZD-8055 + 2mg/L glufosinate ammonium. Glutamine and 

metabolites levels were determined by GC-MS on in vitro grown whole seedlings. For details 

on sample preparations, metabolite quantifications and analyses see Forzani et al. (2019). 

 

Ammonium measurement 

For ammonium measurements, 500µL of 80% ethanol was added to 100mg of fresh material 

then incubated 1hr at 4°C, and centrifuged at 15000 rpm (4°C for 15 min). Supernatants were 

collected and conserved for the analysis. Two 80% ethanol extraction were further performed 

(500µL then 250µL), followed by a 50% ethanol extraction and then water extraction (250µL). 

2mM NH4Cl solution was used for building a reference curve with a range between 0 and 

200nmol. Ammonium was then measured as described by Moison et al. (2018).  

 

RNA extraction and quantitative RT-PCR 

Total RNAs were extracted from 10 days whole seedlings (around 50mg of fresh material) 

using the Trizol® reagent method. Total RNA (1µg) was used for DNAse I Thermos Scientific 

treatment and RT reaction using RevertAid H Minus RT Thermo Scientific. The quantitative 

RT-PCR was performed using pink Sybr from Biorad. The expression of the Actin2 gene 

(AT3G18780) and EF1 gene (AT5G60390) were used as genes reference. The primers used for 

these analyses are listed in Supplemental Table S1. 

 

Glutamine Synthetase activity measurement  

GS activity was evaluated by the measurement of γ-glutamylhydroxamate at 540nm. Enzymes 

were extracted from whole seedlings (150mg of fresh material) with an extraction buffer 

containing 10mM Na-EDTA, 10mM MgCL2 and 250mM pH7,6 Tris-HCl. β-mercaptoethanol 

(13 microM final concentration) and 4 nM leupeptine were added in this buffer before 

extraction. Samples were centrifuged at 12 000 rpm for 10 min at 4°C and the supernatants 

were collected. GS activity was then determined as described previously (Moreau et al., 2012).  
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Supplemental Figure S1: Other sources of N, such as Gln or ammonium, allow full activation of TOR

by sucrose.

Five days old seedlings were grown on solid Arabidopsis medium (1mM KNO3 and 0.3% sucrose) then

transferred for 24h starvation in liquid Arabidopsis media without sucrose. 1%Sucrose (+/- Suc) was then

added for 5h in Arabidopsis media with either 5mM glutamine or ammonium succinate as N sources. The

same KCl concentration was maintained under the different conditions tested. Twenty eight µg of total

proteins extracted from around 30 seedlings were loaded for each sample and were used for western blot

analysis. Membrane were incubated with phospho-specific antibodies against ribosomal protein S6 (P-

RPS6) Ser240 or against total RPS6. Western blots were revealed using Goat anti-rabbit IgG-HRP as

secondary antibody.
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Supplemental Figure S2: 15N influx experiments.

(A) Experimental design for 15N influx experiments. Seedlings were grown on solid Arabidopsis medium for 10 days

(5mM KNO3, 1% sucrose) and, for each conditions, around 5 seedlings were first transferred for 2h to 4mL of

liquid medium for a pre-treatement with 1mM KNO3 +/- 2µM AZD-8055. After washing for 1min with 0.1mM

CaSO4 solution, the seedlings were incubated for 5min with 15N (K15NO3 or (15NH4)2SO4), +/- 2µM AZD-8055) at

either 0.2mM or 5mM 15N to determine, respectively, High Affinity Transport System (HATS) or Low Affinity

Transport System (LATS). Seedlings were again washed in the CaSO4 solution and dried for 48h at 70°C. 15N

amounts were determined by isotope ratio mass spectrometry.

(B) Inactivation of TOR has no impact on HATS and LATS dependent nitrate uptake. n= 19 or 20 per condition.

DMSO are the control vehicle conditions. There were no statistically significant differences compared to WT

DMSO condition (non-parametric Kruskal and Wallis Statistical test, p<0.05). gDM: gram dry matter.

(C)Seedlings were grown on solid Arabidopsis medium for 10 days (5mM KNO3, 1% sucrose) with DMSO or

0.25µM AZD-8055 and then transferred to liquid medium and treated for 5min with 5mM 15NH4 (LATS

component). WT seedlings grown on AZD were treated with 2µM AZD-8055 during the influx experiment. Pool

of 2 experiments, n between 8 to 14 seedlings. Black dots represent the median. Stars indicate statistically

significant differences compared to WT DMSO condition (non-parametric Kruskal and Wallis Statistical test,

p<0.05).
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Supplemental Figure S3: Metabolite levels are affected by TOR inhibition.

The amounts of organic and amino acids were determined by GC-MS analysis (see Material and Methods) and are

highly affected by pharmalogical (AZD-8055) or genetic (raptor and lst8 mutants) TOR inhibition.

Seven days old seedlings were grown in vitro on Arabidopsis media supplemented with 0.3% sucrose under long

day conditions. The intensities of the yellow and blue colors indicate, respectively, a decrease and an increase in

the metabolite levels compared to WT treated with DMSO (control vehicle conditions).

Values indicate log2 fold change.
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Supplemental Figure S4: Root growth of the triple gs1 mutant is hypersensitive to Glufosinate

ammonium (GA) compared to the WT.

Residual root growth of 9 days old WT and triple gs1.1x1.2x1.3 mutant seedlings grown on Arabidopsis

medium with or without 2mg/L GA (n between 18 and 21 seedlings per condition). Stars indicate a

significative effect of GA (Mann and Whitney statistical test, p< 0.05%).
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Supplemental Figure S5: Root growth of GS and ammonium transporters (AMT) mutants is less

sensitive to TOR inhibition.

(A) Five days old WT and gs1.1x1.2x1.3 triple mutant seedlings were transferred on Arabidopsis media

with or without 0.25µM AZD-8055.

Root length was measured 6 days post-transfer (n between 14 and 34 seedlings per condition).

(B) Five days old WT and AMT quadruple mutant (qko AMT) seedlings were transferred on Arabidopsis

media in the presence of either 5mM KNO3 or ammonium succinate (5mM) as N sources, and with or

without AZD 0.25µM AZD-8055. Root length was measured 8 days post-transfer (n between 13 and 20

seedlings per condition). Stars indicate a statistically significative effect of TOR inhibition (Mann and

Whitney statistical test, p< 0.05%).
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Supplemental Table S1: List of the primers used in Figure 6.
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2. Effets de l’inhibition du métabolisme de la glutamine sur les voies mTOR 

de cellules cancéreuses 

Cette étude exploratoire a été menée en collaboration avec l’équipe du Dr G. Panasyuk 

et le Dr M. Pende, à l’Institut Necker des Enfants Malades (Paris) et porte sur 

l’application en recherche biomédicale de l’inhibition de la GS par un composé actif 

d’herbicide, le glufosinate d’ammonium. 

 

Nous avons abordé dans la partie introductive de ce manuscrit le fait que la voie 

mTORC1 pouvait être suractivée lors de mutation affectant la kinase mTOR ou des 

acteurs de la voie mTORC1 (DeYoung et al. 2008; Sato et al. 2010; Bar-Peled et al. 2013; 

Cheng et al. 2015; Okosun et al. 2016; Ho et al. 2017). Cette suractivation est 

notamment en lien avec l’apparition de cancers. Les cancers correspondent entre 

autres à des divisions cellulaires accrues, devenues insensibles aux régulations qui 

tendent normalement à les limiter. Ainsi, ces lignées cellulaires peuvent présenter des 

levées de l’inhibition de contact, conduisant à une prolifération anarchique et 

désorganisée des cellules. Les cellules cancéreuses peuvent également éviter le 

phénomène de mort cellulaire programmée qui, combinée à leur capacité de division 

plus élevée, les rendent parfois « immortelles ». Ces cellules cancéreuses présentent 

des modifications métaboliques, notamment l’effet Warburg qui favorise la glycolyse 

et la fermentation pour produire de l’ATP plutôt que la phosphorylation oxydative, 

limitant ainsi le stress oxydatif et les phénomènes d’apoptose (pour revues 

(Bhattacharya et al. 2016; Pascale et al. 2020)). Les tumeurs se trouvent dans un 

microenvironnement hypoxique (faible O2) et nous avons vu en introduction que la 

voie mTORC1 favorise les divisions cellulaires et active les HIFs (Hypoxia-Inducible 

Factors) (Düvel et al. 2010), qui stimulent notamment la glycolyse (Hu et al. 2003). Enfin, 

ces cellules peuvent stimuler l’angiogenèse, c’est-à-dire la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins, via des facteurs VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Largo 

et al. 2020), sécrétés par les cellules cancéreuses ou leurs cellules voisines. Cette 

angiogenèse permet ainsi l’irrigation et l’apport de nutriments à la tumeur. La 

glutamine est un acide aminé abondant dans le sang qui peut activer mTOR 

indépendamment des Rag GTPases (Tanigawa and Maeda 2017). Des études sur des 

lignées cancéreuses ont démontré une dérégulation du métabolisme de la glutamine 

avec notamment une stimulation de son prélèvement par les cellules (Csibi et al. 2014; 

Lampa et al. 2017) et de son catabolisme (Tanaka et al. 2015), permettant la formation 

d’α-cétoglutarate. Ce composé est lui-même capable d’activer mTOR (revue (González 

and Hall 2017)), et permet également d’alimenter le cycle TCA, qui serviront à la 

synthèse d’acides nucléiques, de protéines et de lipides, éléments essentiels à la 

prolifération des cellules. Ainsi, la présence de glutamine dans le milieu permet de 
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stimuler la voie mTOR et les divisions cellulaires (Yuan et al. 2015). Dans le premier 

chapitre de mon manuscrit, j’ai mis en évidence le fait que le complexe TORC1 

intervenait dans la régulation de différentes étapes du métabolisme azoté chez 

Arabidopsis thaliana, et notamment au niveau du métabolisme de la glutamine. Chez 

les mammifères, la voie mTORC1 participe également à la régulation du métabolisme 

de la glutamine, en favorisant son prélèvement et son catabolisme (Csibi et al. 2014). 

Ainsi, métabolisme de la glutamine et voie mTORC1 semblent connectés et participent 

à la prolifération des cellules cancéreuses. La rapamycine et autres rapalogues ont été 

utilisés pour bloquer la voie mTORC1 et limiter la prolifération de cellules cancéreuses 

(Eng et al. 1984; Schreiber et al. 2019). Toutefois, en fonction des propriétés 

pharmacodynamiques de ces inhibiteurs, des phénomènes de résistance peuvent se 

développer lors des traitements, d’autant plus lorsqu’il s’agit d’une monothérapie. Le 

métabolisme de la glutamine est également étudié comme une cible thérapeutique. La 

glutaminase (GLS) est importante pour la prolifération des cellules cancéreuses. Des 

lignées représentatives du cancer du sein rendues déficientes pour cette enzyme, 

présentent des perturbations du métabolisme de la glutamine, du cycle TCA et une 

réduction de la prolifération cellulaire (Lampa et al. 2017). Toutefois, en ciblant la 

glutaminase (GLS), Davidson et al. ont montré un effet limité sur le développement de 

tumeur du poumon (Davidson et al. 2016). Les cellules cancéreuses semblent répondre 

différemment en fonction de leur origine. L’utilisation d’antagoniste de glutamine 

(DON= 6-diazo-5-oco-L-norleucine ou composés similaires) peut entrainer une 

réduction de la croissance de tumeurs, en bloquant le métabolisme de la glutamine 

mais également le métabolisme de la tumeur, notamment au niveau du métabolisme 

du glucose via le cycle TCA, ou l’effet Warburg (Leone et al. 2019).  

C’est donc dans ce contexte que s’inscrit cette étude exploratoire que j’ai menée à 

l’Institut Necker des Enfants Malades (INEM), à Paris, en collaboration avec le Dr Ganna 

Panasyuk et son équipe, et avec le Dr Mario Pende. Compte tenu des dérégulations 

observées de la voie mTORC1 et du métabolisme de la glutamine dans différentes 

lignées cancéreuses, il nous est apparu pertinent d’étudier l’effet d’un inhibiteur de la 

Glutamine Synthétase (GS) sur les voies mTOR et la croissance de cellules cancéreuses. 

J’ai donc utilisé un inhibiteur de la GS, le Glufosinate d’ammonium (GA), composé actif 

de l’herbicide Basta. Ces herbicides ciblent la GS et sont appelés Phosphinotricines 

(Logusch et al. 1991). Chez la Levure, le GA inhibe la croissance en inhibant 

partiellement la voie TORC1 (Vallejo et al. 2017). La problématique de cette partie en 

lien avec la cancérologie est donc de déterminer l’effet que pourrait avoir le GA sur les 

voies mTOR (mTORC1 et mTORC2) de différentes lignées cancéreuses. 



Figure 52: Représentation schématique des voies mTOR et de leurs principales

cibles suivies par Western-Blot

Les protéines en bleu correspondent à des cibles plus ou moins directes de mTORC1, et

en orange les cibles plus ou moins directes de mTORC2.
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- c-Myc (Myc proto-oncogene protein, facteur de 

transcription)

- Cycline D1

Métabolisme

Métabolisme de la Glutamine: c-Myc

Métabolisme lipidique: ATPCL, ACC (Acetyl-CoA carboxylase)

Synthèse des nucléotides: CAD

Enzyme Glycolytique: HK2 (Hexokinase 2)

Apoptose: MDM2, p53



87 
 

J’ai utilisé trois lignées cellulaires différentes. La lignée HEK293 correspond à des 

cellules embryonnaires rénales humaines, dîtes immortalisées. Les Hepa1.6 sont des 

hépatocytes cancéreux murins. Les HeLa sont des cellules utérines humaines, 

cancéreuses. Ces trois lignées ont été cultivées en présence soit de DMSO, servant de 

contrôle positif, soit d’inhibiteurs de TOR, TORIN2 ou AZD-8055 (100nM), servant de 

contrôles négatifs, soit avec différentes concentrations de GA (1, 5, 10, 25 ou 50 mg/L). 

Enfin, différents temps de traitement ont été testés, à 1 ou 3h (temps court), à 6h (temps 

intermédiaire) et 24h (temps long).  

Pour étudier l’effet général du GA sur ces lignées cellulaires, nous avons récolté et 

extrait les protéines de ces cellules pour réaliser des western blot en utilisant des 

anticorps dirigés contre différents acteurs en amont et en aval des voies mTORC1 et 

mTORC2 animales (Figure 52), impliqués dans différents processus biologiques, afin de 

déterminer si le taux de phosphorylation ou la quantité de ces protéines est impactée 

par la présence de GA dans le milieu. Le signal mesuré est ensuite rapporté à celui 

obtenu pour la tubuline, servant de témoin de charge dans ces expériences. Différents 

types d’anticorps primaires ont été utilisés en fonction de la cible étudiée. Certains 

anticorps sont ainsi dirigés contre la forme phosphorylée des protéines (P-RPS6, P-

mTOR, P-Pras,…), ou permettent de mettre en évidence une différence de migration 

(shift) due à une modification de l’état de phosphorylation (4-EBP). D’autres anticorps 

sont également dirigés contre la forme totale de la protéine, permettant de mettre en 

évidence une variation de la quantité de protéines en fonction du traitement (Cycline 

D1, HK2,…). Concernant la lignée HeLa, elle ne semble pas répondre particulièrement 

à la présence de cet inhibiteur de GS dans le milieu (données non présentées) 

contrairement aux lignées Hek293 et Hepa1.6 dont les résultats sont détaillés ci-après. 

 

a) Lignée Hek293, 6h de traitement 

Les résultats concernant la lignée HEK293 pour 6h de traitement sont présentés en 

Figure 53. On constate que différentes cibles semblent être affectées par la présence 

de GA dans le milieu. Les cibles directes (S6K, 4EBP) ou indirectes (RPS6, CAD) de 

mTORC1 étudiées ne présentent pas de variation de leur phosphorylation en présence 

de GA contrairement aux inhibiteurs de mTOR qui entraînent une forte réduction de 

leur taux de phosphorylation (Figures 53 et 54, A). Ces résultats suggèrent une 

insensibilité de la voie mTORC1 au glufosinate pour cette lignée, au bout de 6h de 

traitement. Concernant la voie mTORC2, les quantifications présentées en Figure 54, B 

démontrent une diminution de la phosphorylation de AKT, une cible directe de 

mTORC2, ainsi qu’une diminution de la phosphorylation de cibles indirectes telles que 



Figure 53: Le Glufosinate d’ammonium impacte davantage la voie mTORC2

chez les cellules HEK293 à 6h de traitement

Les protéines en bleu appartiennent à la voie mTORC1. Les protéines en orange

appartiennent à la voie mTORC2. Les cibles directes sont soulignées. Les flèches

indiquent les cibles affectées par le glufosinate. T= Torin2, un inhibiteur de mTOR,

servant de contrôle avec l’AZD-8055. Inhibiteurs utilisés à une concentration de

100nM. La tubuline sert de témoin de charge. P= phosphorylation, les lettres/chiffres

correspondent aux résidus phosphorylés. Certains anticorps sont dirigés contre la

forme phosphorylée des protéines (P), d’autres la forme totale. Pour 4EBP, on suit l’état

de phosphorylation à travers le changement de migration de la protéine.
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Figure 54: Le Glufosinate d’Ammonium (GA) impacte davantage la voie

mTORC2 chez les cellules HEK293 à 6h de traitement

La première ligne correspond à des cibles directes de mTORC1 ou mTORC2, la

deuxième ligne à des cibles indirectes. (A) Cibles de la voie mTORC1, (B) Cibles de la

voie mTORC2, (C) la cycline D1 est impliquée dans la division cellulaire et ACC dans la

synthèse d’acides-gras, (D) Phosphorylation de mTOR. Les contrôles Torin2 et AZD sont

à 100nM. Quantification des westerns présentés en Figure 53. P=Phosphorylation.

Normalisation par rapport à la tubuline.
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Figure 55: Le Glufosinate d’Ammonium (GA) impacte la prolifération des

cellules HEK293

Torin2 et AZD sont à la concentration de 100nM et servent de contrôles.

Figure 56: Le Glufosinate d’ammonium impacte les voies mTOR chez les cellules

Hepa1.6 à 6h de traitement

Les protéines en bleu appartiennent à la voie mTORC1. Les protéines en orange

appartiennent à la voie mTORC2. Les cibles directes sont soulignées. Les flèches

indiquent les cibles affectées par le glufosinate. Torin2 et AZD sont des inhibiteurs de

mTOR, utilisés à 100nM. La tubuline sert de témoin de charge. P= phosphorylation, les

lettres/chiffres correspondent aux résidus phosphorylés. Certains anticorps sont dirigés

contre la forme phosphorylée des protéines (P), d’autres la forme totale. Pour 4EBP, on

suit l’état de phosphorylation à travers le changement de migration de la protéine.
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MDM2 ou Pras40 (Figure 53). MDM2 est une ubiquitine ligase qui favorise la 

dégradation du suppresseur de tumeur p53. La baisse de 50% de la phosphorylation 

de MDM2 irait donc dans le sens d’une stimulation de l’apoptose par p53 en présence 

de GA. De plus, les diminutions de phosphorylation observées semblent être dose-

dépendantes. Toutefois, on constatera que ces réductions n’atteignent jamais l’état de 

phosphorylation quasi nul observé pour les contrôles négatifs Torin2 ou AZD. Ainsi, la 

voie mTORC2 semble être impactée par le GA au bout de 6h de traitement pour cette 

lignée. Une analyse réalisée au bout d’une heure de traitement démontre également 

une réduction de la voie mTORC2 en réponse au GA mais cette réduction est plus 

marquée au bout de 6h. De plus, la phosphorylation de mTOR est également diminuée 

en présence de GA, de manière dose-dépendante. Pour une concentration de GA à 

50mg/L, la phosphorylation de mTOR est réduite de moitié comparée à la condition 

contrôle sans inhibiteur, témoignant d’une action du GA sur mTOR (Figure 54, D).  

De même, on constate une diminution de la quantité de Cycline D1, impliquée dans la 

division cellulaire et une augmentation de la phosphorylation de l’acétyl-CoA 

carboxylase (ACC), enzyme impliquée dans la première étape de la synthèse des acides 

gras (Figure 54, C). La phosphorylation de ACC a un effet inhibiteur sur son activité et 

résulte de l’action de l’AMP kinase, l’orthologue de SnRK1 chez les animaux, qui est 

activée dans un contexte où TOR est inhibée. Ainsi le GA semble limiter la synthèse 

lipidique et les divisions cellulaires dans ces conditions. J’ai ensuite observé ces cellules 

à la loupe au bout de 6h de traitement pour contrôler l’effet du GA sur la densité 

cellulaire. Ces observations sont présentées en Figure 55. Comme attendu d’après les 

données de la littérature, la prolifération cellulaire est réduite en présence des 

inhibiteurs de mTOR. Pour les concentrations de GA à 1 et 10mg/L, la prolifération 

cellulaire diminue également mais de manière moins importante comparée aux 

inhibiteurs de mTOR. En revanche, à 50mg/L de GA, la prolifération cellulaire est 

davantage impactée qu’en présence de TORIN2 ou d’AZD. Ainsi, la prolifération 

cellulaire semble globalement être impactée par la présence de GA dans le milieu, ce 

qui est en accord avec la baisse de Cycline D1 constatée. 

 

b) Lignée Hepa1.6, traitée pendant 6 ou 24h 

i. Effets du GA sur les cellules Hepa1.6 à 6h de traitement 

Les résultats concernant la lignée Hepa1.6 pour 6h de traitement sont présentés en 

Figure 56. Comme pour la lignée Hek293, différentes cibles sont impactées par la 

présence de GA. Les quantifications de ces western présentées en Figure 57 ont mis en 

évidence une diminution de la phosphorylation de cibles directe (4EBP) et indirecte 

(CAD) de mTORC1. Leur phosphorylation est réduite de moitié pour les concentrations 



Figure 57: Le Glufosinate d’Ammonium (GA) impacte négativement les voies

mTORC1 et mTORC2 chez les cellules Hepa1.6 à 6h de traitement

La première ligne correspond à des cibles directes de mTORC1 ou mTORC2, la

deuxième ligne à des cibles indirectes. (A) Protéines de la voie mTORC1, (B) protéines

de la voie mTORC2, (C) l’hexokinase HK2 est une enzyme glycolytique, informant sur

le métabolisme du glucose. Torin2 et AZD sont à la concentration de 100nM et servent

de contrôles. Quantification des westerns présentés en Figure 56. Normalisation par

rapport à la tubuline.
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de GA à 10 ou 50mg/L, suggérant une diminution de la voie mTORC1 en présence de 

GA, contrairement à ce qui a été observé pour la lignée HEK293. Les lignées cellulaires 

ne semblent donc pas toutes répondre de la même façon au GA. Concernant la voie 

mTORC2, on constate également une diminution de la phosphorylation de AKT, cible 

directe de mTORC2 et de cibles indirectes, notamment ATPCL (ATP Citrate Lyase), 

diminuée de moitié comme en présence de Torin2 ou d’AZD. La voie mTORC2 est donc 

sensible de façon répétable à la présence de GA. Enfin, la quantité d’hexokinase 2 (HK2), 

une enzyme glycolytique phosphorylant le glucose en glucose-6-phosphate, est 

également réduite par la présence de GA et de manière plus importante comparée aux 

inhibiteurs de mTOR. Ceci suggère donc des perturbations métaboliques dans cette 

lignée cellulaire en réponse au GA et plus particulièrement des perturbations affectant 

le métabolisme du glucose. 

 

ii. Effets du GA sur les cellules Hepa1.6 à 24h de traitement 

Les résultats concernant la lignée Hepa1.6 pour 24h de traitement sont présentés en 

Figure 58. De manière surprenante, on observe une tendance inverse à ce qui a été 

observé au bout de 6h de traitement. Au bout de 24h de traitement au GA, on observe 

plutôt une augmentation de la phosphorylation des cibles mTOR, telles que RPS6 et 

CAD, cibles indirectes de mTORC1 ou encore AKT et Pras40 pour des cibles 

respectivement directe et indirecte de mTORC2. On notera que la phosphorylation de 

CAD et Pras40 est d’autant plus stimulée par la présence de GA. Pour 10 et 50mg/L, 

l’état de phosphorylation augmente respectivement de 1,7 ou 2,5 fois par rapport au 

contrôle sans inhibiteur. Ceci irait dans le sens d’une stimulation des voies mTOR dans 

ces conditions. Les inhibiteurs de mTOR démontrent bien quant à eux une inhibition 

de la phosphorylation de ces différentes cibles. Les voies mTORC1 et mTORC2 sont 

donc bien inhibées en présence de Torin2 et AZD au bout de 24h. Ces résultats nous 

permettent de conclure que le GA n’inhibe plus les voies mTOR au bout de 24h de 

traitement et semblerait même les stimuler dans cette lignée cellulaire. La diminution 

de HK2 observée en réponse au GA à 6h n’est pas retrouvée à 24h, suggérant des 

modifications métaboliques en réponse au GA au bout de 24h. 

 

c) Discussion et Perspectives à cette étude exploratoire 

Pour conclure sur cette étude exploratoire menée sur les lignées cancéreuses, il 

apparait que l’inhibition de la GS par le Glufosinate d’ammonium peut impacter les 

voies mTOR de manière plus ou moins importante selon la lignée étudiée. Les résultats 

avec la lignée HeLa, dont les voies mTOR ne semblent pas être affectées par le GA, 

comparée aux lignées Hek293 ou Hepa1.6, illustrent bien cette différence de sensibilité 



Figure 58: Le Glufosinate d’Ammonium (GA) semble stimuler les voies mTORC1

et mTORC2 chez les cellules Hepa1.6 à 24h de traitement

Les cibles de mTORC1 sont représentées en bleu. Les cibles de mTORC2 sont

représentées en orange. Les cibles directes sont soulignées. Les flèches indiquent les

cibles affectées par le glufosinate. Torin2 et AZD sont à la concentration de 100nM et

servent de contrôles. P= phosphorylation, les lettres/chiffres correspondent aux résidus

phosphorylés. Normalisation par rapport à la tubuline.
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entre lignées cellulaires. Des répétitions seront nécessaires pour valider définitivement 

ce résultat. De même, pour la lignée Hek293, seule la voie mTORC2 semble être 

diminuée à 6h (Figures 53 et 54) de traitement tandis que pour la lignée Hepa1.6, les 

voies mTORC1 et mTORC2 sont inhibées (Figures 56 et 57). Enfin, ces premiers résultats 

ont également permis de mettre en évidence une variation de la réponse au GA en 

fonction du temps de traitement. Ainsi, pour 6h de traitement, la lignée Hepa1.6 

présente une diminution de la phosphorylation de cibles des voies mTOR tandis qu’à 

24h de traitement, le GA ne régule plus négativement ces voies mais semblerait même 

les stimuler (Figure 58). Cet effet « stimulateur » observé à 24h de traitement pourrait 

être dû au fait que les cellules contrôles cultivées en absence d’inhibiteur ont continué 

à se diviser, développant ainsi un stress lié à la densité cellulaire importante et à la 

limitation en nutriments alors que les cellules traitées au GA ont vu leur prolifération 

largement diminuée. L’effet du GA pourrait également s’être dissipé au bout de 24h, 

engendrant une reprise de croissance et une réactivation de TOR. Si cette hypothèse 

s’avère être vraie, ceci suggèrerait donc que le GA aurait bien un effet sur la 

prolifération cellulaire mais limité dans le temps et moindre que celui des inhibiteurs 

de mTOR. Dénombrer les cellules dans les différentes conditions testées, par 

cytométrie en flux, et effectuer un test de viabilité cellulaire permettrait de vérifier cette 

hypothèse. Etudier l’effet du GA sur les voies mTOR pour différentes densités cellulaires 

pourrait également apporter des explications quant à cette stimulation des voies mTOR 

observée au bout de 24h de traitement. Par ailleurs, la glutamine active mTORC1 

notamment à travers sa translocation lysosomale et ce, indépendamment des Rag 

GTPases (Jewell et al. 2015). Il serait pertinent d’étudier, par immunofluorescence, la 

localisation subcellulaire de mTOR en présence de GA dans les différentes lignées 

cellulaires testées et à différents temps de traitement. Cette expérience permettrait de 

déterminer si l’inhibition de la GS peut réguler l’activité de mTOR à travers sa 

localisation.  

Nous avons vu précédemment que le glucose est un nutriment essentiel pour les 

cellules cancéreuses puisque le glucose stimule la voie mTORC1 mais parce qu’il 

permet également la synthèse d’ATP par la glycolyse et la fermentation (Effet Warburg). 

Du fait de l’importance du métabolisme du glucose pour ces lignées cancéreuses, des 

inhibiteurs de l’hexokinase, première enzyme de la glycolyse, sont étudiés en 

cancérologie. L’étude de Kwiatkowska et al. démontre ainsi qu’une lignée de cellules 

MDA-MB-231 (cancer du sein) est sensible au 3-Bromopyruvate, un composé inhibant 

HK2 (Kwiatkowska et al. 2016). Ainsi, l’impact du GA sur l’hexokinase 2 au bout de 6h 

de traitement (Figure 57, C) irait dans le sens d’une réduction du métabolisme du 

glucose dans la lignée Hepa1.6. Ce point est donc important à noter puisqu’il 

permettrait de participer à la réduction de la division cellulaire. De même, la réduction 
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de la prolifération cellulaire observée à 6h pour la lignée Hek293 (Figure 55), en accord 

avec la réduction des teneurs en Cycline D1 (Figures 53 et 54), est un résultat 

encourageant pour l’utilisation d’inhibiteurs de la GS tels que le GA dans les études de 

cancérologie. Ces résultats pourraient initier une étude plus importante sur la 

caractérisation complète de l’effet du GA sur différentes lignées cancéreuses. La lignée 

Hepa1.6, lignée de cellules hépatocytes, présentant des réponses plus importantes au 

GA, il serait intéressant de continuer cette analyse en utilisant d’autres lignées 

cellulaires issues de cancer du foie. 

L’impact du GA sur la synthèse lipidique (ACC) et nucléotidique (CAD) pourrait être dû 

à l’effet du GA sur le métabolisme de la glutamine. Pour confirmer ces résultats, il serait 

pertinent d’effectuer des analyses métabolomiques sur les lignées Hek293 et Hepa1.6 

pour déterminer les teneurs en glutamine en fonction des différents temps de 

traitement et les différentes concentrations testées. Ceci permettrait également de 

comparer l’effet du GA, mais également des inhibiteurs de mTOR, entre le modèle 

animal et végétal, notamment avec les données que j’ai obtenues chez Arabidopsis. 

Ces analyses métabolomiques permettraient de confirmer également l’effet du GA sur 

la synthèse lipidique et le métabolisme du glucose. 

Enfin, dans la perspective d’établir de nouveaux traitements anti-cancéreux, des études 

sont menées pour cibler à la fois le métabolisme de la glutamine (en ciblant GLS) et 

mTOR (Lampa et al. 2017). La combinaison de plusieurs thérapies permet de limiter les 

phénomènes de résistance aux traitements (Tanaka et al. 2015). Pour faire suite à mon 

travail réalisé à l’INEM, il serait donc pertinent d’étudier s’il existe un effet synergétique 

entre l’inhibition commune de la GS et de mTOR, en appliquant différentes doses de 

GA et de rapamycine ou d’AZD. Dans ces conditions, il serait intéressant de contrôler à 

la fois l’action combinée de ces inhibiteurs sur les voies mTOR et différentes cibles 

métaboliques telles que p53 (apoptose), ACC (synthèse lipidique), HK2 (glycolyse) par 

western-blot mais aussi sur la prolifération des cellules cancéreuses. Compte-tenu des 

effets du temps de traitement observés lors de mes expériences, ces analyses devront 

être réalisées à différents temps de traitement. 
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B. Caractérisation du mutant Arabidopsis loki présentant une 

prolifération cellulaire ectopique TOR-dépendante 

 

Ce chapitre correspond à la deuxième grande partie de ma thèse qui porte sur la 

caractérisation d’un mutant issu d’un crible génétique de résistance ou hypersensibilité 

à l’inhibiteur de TOR AZD-8055, dont le but était d’identifier de nouveaux acteurs de la 

voie TOR chez Arabidopsis. Ce travail a été initié dans notre équipe par Céline Forzani, 

qui a réalisé le crible sur des lignées issues d’une mutagenèse de type EMS (Capilla-

Perez et al. 2018). Un mutant a particulièrement retenu notre attention par son 

phénotype. Après séquençage, le gène responsable de ce phénotype a été identifié et 

des mutants d’insertion ont été obtenus afin de confirmer que la mutation identifiée 

était bien responsable du phénotype observé. Je commencerai donc ce chapitre en 

présentant les grandes étapes de ce crible et l’identification du gène candidat. Je 

développerai ensuite les différentes analyses que j’ai menées pour caractériser ce 

mutant présentant un phénotype dépendant de l’inhibition de TOR. 

 

1. Crible génétique et identification d’un gène candidat 

a) Détails du crible génétique 

Dans le but d’identifier de nouveaux composants de la voie TOR chez Arabidopsis, un 

crible génétique a été réalisé sur différentes lignées issues d’une population de plantes 

haploïdes doublées (HD), ayant subi une mutagenèse de type EMS (Méthanesulfonate 

d’éthyle) ce qui permet de fixer l’ensemble des mutations à l’état homozygote (Capilla-

Perez et al. 2018). Ce type de mutagenèse permet d’induire des mutations aléatoires 

dans le génome. Elle a été réalisée sur des plantules Col-0 ayant une mutation 

homozygote du gène Glabra-1 (Glb1), entraînant la perte des trichomes sur ces 

plantules. La première génération (M1) a été mutagénisée puis s’est autofécondée pour 

donner ensuite la seconde génération (M2). Chaque plante M2 a été croisée avec une 

lignée mutante tailswap qui permet l’obtention directe de plantes haploïdes 

(génération M3). Les lignées mutantes sont issues d’une diploïdisation spontanée. Ces 

plantes ont ensuite donné la population finale M4 (Capilla-Perez et al. 2018). Ainsi, 

l’utilisation de plantes haploïdes permet de fixer les mutations résultant de la 

mutagenèse EMS. Ces différentes lignées ont ensuite été semées sur un milieu 

contenant des inhibiteurs des voies PI3K ou TOR et les plantules plus sensibles ou plus 

résistantes à ces inhibiteurs par rapport aux plantules sauvages ont été sélectionnées. 

Le premier crible a été effectué sur du LY294002 (LY), un inhibiteur de PI3K et de TOR. 

Le second a été réalisé sur AZD-8055 (AZD), un inhibiteur spécifique de TOR. Différents 

mutants ont été retenus et notamment le mutant HD305, qui présentait une partie 



Figure 60: La partie aérienne du mutant HD305 présente des amas cellulaires

ectopiques en présence d’AZD

Culture sur AZD à 0,25µM. Glb1 correspond au contrôle Glabra-1, génotype sur lequel

a été réalisé la mutagenèse EMS. Expérience réalisée par Céline Forzani. Les flèches

indiquent les amas cellulaires ectopiques.

HD305Glb1

Figure 61: Représentation schématique des domaines de la protéine LOKI

Des domaines WD40 sont retrouvés en parties N-ter et C-ter. LOKI possède également

un domaine Rav1p. 044, 109 et 129 correspondent aux sites d’insertion de l’ADN-T des

lignées mutantes d’insertions loki044, loki109 et loki129.

Figure 59: La croissance de la partie aérienne du mutant HD305 est sensible à

l’AZD

L’AZD est utilisé à la concentration de 0,25µM. Glb1 correspond au contrôle Glabra-1,

génotype sur lequel a été réalisé la mutagenèse EMS. Expérience réalisée par Céline

Forzani.

glb1

DMSO AZD 

glb1HD 305 HD 305
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aérienne réduite en présence d’AZD par rapport au contrôle glb1 (Figure 59). En plus 

de cette sensibilité, ce mutant présentait également des amas cellulaires ectopiques au 

niveau de la partie aérienne des plantules et ce, uniquement lorsque la kinase TOR était 

inhibée (Figure 60), puisque ce phénotype n’est pas observé sur DMSO. Aucune autre 

lignée issue de ce crible ne présentait cette présence d’amas ectopiques sur AZD.  

 

b) Identification d’un gène candidat 

Ce mutant HD305 a ensuite été croisé avec le sauvage Col0 et la génération F2 résultant 

de ce croisement a été séquencée en réalisant une analyse de masse (bulk segregant 

analysis, toutes les plantes F2 présentant le phénotype initial ont été récoltées et 

séquencées ensemble), afin de déterminer les mutations fixées au sein de cette 

population. Après séquençage, le gène muté responsable de ce phénotype a été 

identifié avant mon arrivée par C.Forzani. La mutation causale correspond à l’apparition 

d’un codon stop dans la séquence du gène noté At2G46560 (chromosome 2), qui code 

pour une protéine d’environ 275kDa (2513 résidus aminés), dont la fonction n’était pas 

connue. Compte tenu du phénotype cellulaire observé en absence d’activité TOR, nous 

avons choisi d’appeler ce gène LOKI pour LOcalised Proliferation depending on TOR 

Kinase Inhibition. Ainsi, cette protéine LOKI possède plusieurs domaines WD40, 

domaines retrouvés chez les protéines RAPTOR et LST8, permettant des interactions 

protéines-protéines. Ces domaines WD40 sont situés en parties N et C-terminales. 

Cette protéine présente également un domaine Rav1p (Figure 61). Ce type de domaine 

est retrouvé en partie C-terminale de la protéine RAV1, composant du complexe RAVE, 

chez la Levure (voir Introduction, C.1.b).  

 

2. Effets physiologiques de la mutation loki 

a) Les mutants d’insertion loki 

Pour mieux caractériser l’effet de cette mutation loki, des mutants d’insertion ont été 

obtenus dans les collections d’Arabidopsis disponibles. Il n’existe actuellement aucune 

publication sur ces mutants. Nous disposons ainsi au laboratoire de trois lignées 

d’insertion notées loki044, loki109 et loki129. La localisation de ces insertions est 

représentée sur la figure 61, les insertions loki109 et 129 étant proches l’une de l’autre 

comparées à l’insertion 044. On notera également que l’insertion 044 est localisée entre 

la partie 5’ et le domaine Rav1p tandis que les insertions 109 et 129 se trouvent entre 

le domaine Rav1p et la partie 3’ de la séquence. Dans un premier temps, j’ai étudié le 

phénotype de ces mutants loki sur AZD pour les comparer au mutant HD305 et ainsi 

confirmer que le gène LOKI est bien responsable de ce phénotype. Sur DMSO, la partie 

aérienne des plantules loki est bien développée, comme pour les contrôles Col8 et 



Figure 62: La croissance de la partie aérienne des mutants loki est hypersensible à

l’AZD comme observé pour le mutant HD305

Plantules au stade J+9. Echelle: 1,45cm.

Glb1 loki109 loki129 HD305 Col8 Glb1 loki109 loki129 HD305 Col8

Contrôle DMSO AZD 0,25µM

Figure 63: Les mutants loki présentent des amas cellulaires ectopiques au

niveau de leur partie aérienne en présence d’AZD

Plantules cultivées in vitro pendant 24 jours sur un milieu Arabidopsis 1% sucrose et

en présence de DMSO (contrôle) ou 0,25µM d’AZD. Les flèches indiquent les amas

cellulaires ectopiques. Observations réalisées au microscope stéréoscopique à large

champ (axiozoom).

Col8

loki044

loki129

DMSO AZD
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Glb1. Le mutant HD305 présente une partie aérienne plus petite, pouvant s’expliquer 

par les différentes mutations autres que la mutation loki. Cultivés sur 0,25µM d’AZD, 

les mutants loki présentent une plus forte réduction de la partie aérienne comparée 

aux contrôles Col8 et glb1, confirmant la sensibilité de la partie aérienne de ces mutants 

à l’AZD, comme le mutant HD305 (Figure 62). J’ai voulu ensuite confirmer si ces mutants 

loki présentent bien des amas ectopiques en présence d’AZD. Ces plantules ont donc 

été cultivées in vitro sur un milieu Arabidopsis contenant 1% sucrose, en présence ou 

en absence d’AZD. La figure 63 représente les observations réalisées sur ces plantules 

grâce à un microscope stéréoscopique à large champ (axiozoom Zeiss), après 24 jours 

de culture. Sur DMSO, la partie aérienne du sauvage Col8 et des mutants loki se 

développe correctement, sans anomalie particulière. Sur 0,25µM d’AZD, la partie 

aérienne des différents génotypes est réduite suite à l’inhibition de TOR et les mutants 

loki présentent plusieurs amas cellulaires ectopiques au niveau des feuilles, qui sont 

absents chez le sauvage. J’ai également cultivé ces lignées mutantes sur Torin2, un 

autre inhibiteur de TOR. Des amas ectopiques ont également été observés dans ces 

conditions. Ces résultats démontrent que les mutants d’insertion loki se comportent 

comme le mutant HD305 et que ce phénotype est bien lié spécifiquement à l’inhibition 

de TOR. 

J’ai ensuite caractérisé les mutants loki par RT-PCR afin de déterminer si ces mutants 

présentent une expression résiduelle du gène LOKI ou si celle-ci est complètement 

éteinte. Compte tenu du haut poids moléculaire de LOKI, cette RT-PCR a été réalisée 

avec une Taq Phusion, une ADN polymérase à haute affinité, plus performante pour les 

grands gènes (cette Taq peut être utilisée pour des séquences allant jusqu’à 20kb). En 

utilisant des amorces reconnaissant la séquence de l’ADNc de LOKI aux extrémités 5’ 

et 3’, on constate bien une bande a environ 7000 paires de bases chez les plantules 

sauvages Col8, correspondant à l’ARNm dérivé du gène LOKI (Figure 64). L’absence de 

bande dans le contrôle H20 confirme qu’il n’y a pas eu de contamination lors de 

l’expérience. Pour les trois lignées mutantes loki, l’absence de bande à la taille attendue 

de 7000 paires de bases démontre que le gène LOKI n’est pas exprimé dans ces lignées 

d’insertion (Figure 64). Les mutants loki sont donc des mutants nuls. Par ailleurs aucun 

ADNc n’était encore décrit dans les bases de données pour le gène LOKI, ces résultats 

montrent donc que l’annotation de ce gène était correcte en ce qui concerne la 

prédiction de l’existence et de la taille de l’ARNm. 

 



Figure 65: Les mutants loki présentent une croissance légèrement réduite par

rapport au sauvage

Plantes cultivées en serre, J+64,

Figure 64: Les mutants loki sont des mutants nuls

Gels de RT-PCR réalisés sur des plantules de 18 jours, avec une Taq phusion. Les

échantillons Col8 présentent une bande à la taille attendue (environ 7000 paires de

bases), correspondant à l’ADNc de LOKI. Les mutants loki ne présentent pas cette bande.

L= Ladder 1kb plus. RT-PCR réalisées par C. Ingargiola et I. Jéhanno.
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Figure 66: Les mutants loki sont sensibles à la carence en sucre

Croissance résiduelle racinaire de plantules cultivées in vitro pendant 11 jours sur un milieu

Arabidopsis sur différents ratios Carbone/Azote (C/N). 0,5C/0,05N= 0,05% de saccharose et 0,05mM

KNO3 (carence en sucre et en azote), 0,5C/4N= 0,05% saccharose et 4mM KNO3 (carence en sucre),

15C/0,05N= 1,5% saccharose et 0,05mM KNO3 (carence en azote), 15C/4N= 1,5% saccharose et 4mM

KNO3 (pas de carence). Pool de 3 expériences indépendantes. Effectifs compris entre 17 et 30

plantules. * correspond aux différences significatives, test non paramétrique Kruskal & Wallis (p<0,05).
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b) Le phénotype des mutants loki 

i. Croissance et environnement nutritionnel 

En observant de manière générale les mutants loki cultivés en serre, on constate que 

les plantes sont plus petites comparées au sauvage Col8 (Figure 65). Pour caractériser 

l’effet physiologique de la mutation loki chez Arabidopsis, les mutants ont été cultivés 

in vitro sur boites verticales pour pouvoir quantifier la longueur racinaire en fonction 

de l’environnement nutritionnel, notamment sucré et azoté. Pour rappel, nous avons 

vu en introduction et dans la première partie de ce manuscrit que le sucre et l’azote 

stimulent l’activité du complexe TORC1. Des plantules loki ont donc été cultivées 11 

jours sur différents ratio carbone/azote (C/N), d’après les conditions utilisées dans la 

littérature pour mimer des carences nutritionnelles (Gao et al. 2008). A l’inverse de la 

condition 15C/4N (1,5% saccharose et 4mM KNO3), le ratio 0,5C/0,05N (0,05% 

saccharose et 0,05mM KNO3) correspond à une carence en C et en N, la condition 

0,5C/4N (0,05% saccharose et 4mM KNO3) à une carence en sucre tandis que 

15C/0,05N (1,5% saccharose et 0,05mM KNO3) correspond à une carence en N. La 

longueur des racines primaires a été mesurée en utilisant le logiciel ImageJ, ce qui a 

permis d’établir la croissance racinaire résiduelle des mutants loki par rapport au WT, 

pour chaque condition testée. En comparant ainsi la croissance racinaire résiduelle des 

trois lignées loki par rapport au sauvage, on constate que la croissance racinaire des 

mutants atteint environ 60% de la croissance du WT pour les deux conditions carencées 

en sucre, qu’il y ait ou non de l’azote dans le milieu (Figure 66). Les mutants loki sont 

donc plus sensibles à la carence en sucre par rapport au sauvage. En revanche, la 

carence en N ne semble pas particulièrement affecter la croissance racinaire des 

mutants.  

 

ii. Activité de TOR chez les mutants loki 

Le but initial de cette étude étant d’identifier un potentiel nouvel acteur de la voie TOR 

chez les plantes, j’ai ensuite mesuré l’activité TOR dans les fonds mutants loki afin de 

déterminer si cette mutation agissait en amont ou en aval de TOR. Des plantules de 5 

jours ont été transférées en milieu liquide carencé en sucre pendant 24 heures puis 

traitées pendant 5h avec du sucrose 1%, sans ou avec AZD 1µM. L’ajout de sucre 

permet de stimuler la phosphorylation de RPS6, c’est-à-dire l’activité de TOR, dans les 

différents génotypes (Figure 67) mais cette induction de TOR semble moins prononcée 

pour les mutants loki par rapport au WT. En contrôle, on constate que la stimulation 

induite par le sucre est bien réduite en présence d’AZD. 

 



Figure 67: L’activité de TOR induite par le sucre est plus faible chez les mutants

loki

Plantules cultivées in vitro pendant 5 jours sur milieu Arabidopsis puis transférées en

milieu liquide carencé en sucre pendant 24h. Les plantules ont ensuite été traitées avec

1% sucrose (S) +/- AZD 1µM. Les anticorps primaires et secondaires ont été utilisés au

1/5000. Exposition: 8 sec pour RPS6 totale, 100sec pour P-RPS6. La coloration rouge

Ponceau indique que les mêmes quantités d’échantillons ont été déposées. Les

quantifications des signaux P-RPS6 et RPS6 ont été réalisées avec le logiciel ImageJ.
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iii. Analyses métabolomiques 

L’inhibition de la voie TORC1 conduit à de nombreuses variations métaboliques, 

notamment en acides aminés, en lipides et intermédiaires du cycle TCA ainsi qu’en 

composés de stockage comme les TAGs (Moreau et al. 2012; Ren et al. 2012; Caldana 

et al. 2013; Salem et al. 2018; Forzani et al. 2019). Pour déterminer si la mutation loki 

affecte également le métabolisme général de la plante, des analyses métabolomiques 

ont été réalisées sur les mutants loki044 et loki129, cultivés sur DMSO (condition 

contrôle) ou 0,25µM d’AZD, pendant 6 ou 24 jours (stade auquel les amas sont bien 

développés). Les détails de l’analyse métabolomique et de la classification hiérarchique 

sont présentés dans la partie Matériels et méthodes. A 6 jours de culture, en condition 

DMSO, il ne semble pas y avoir de modifications métaboliques particulières entre les 

mutants loki et le WT (Figure 68, A). On notera cependant une tendance à 

l’augmentation de la teneur en glutamine au sein des mutants loki sur DMSO (Figure 

68, B), teneur augmentant de 0,2µg/mg de matière fraîche chez le sauvage à 

0,45µg/mg de matière fraîche chez les mutants loki. Dans le premier chapitre Résultats 

de ce manuscrit, nous avons vu que l’inhibition de TOR entraînait une accumulation de 

glutamine GS-dépendante. Ces résultats chez les mutants loki pourraient ainsi être mis 

en lien avec la plus faible stimulation par le sucre de l’activité TOR chez loki démontrée 

par le western-blot en Figure 67. A 6 jours de culture dans un contexte où TOR est 

inhibée, il semble y avoir quelques variations métaboliques plus marquées chez loki 

par rapport au WT sur AZD (Figure 68, A), notamment en Ribulose-5-P ou certains 

acides aminés tels que le tryptophane, l’histidine, la leucine ou l’isoleucine dont les 

teneurs semblent augmenter. Au bout de 24 jours de culture, la mutation loki ne 

semble pas provoquer d’importantes modifications au niveau des métabolites par 

rapport au WT (Figure 68, A). Concernant le profil métabolique des mutants loki sur 

AZD, de nombreuses variations métaboliques sont constatées par rapport aux 

plantules WT (Figure 68, A et B) en acides aminés (histidine, leucine, isoleucine), sucres 

(glucose, fructose) ou autres métabolites tels que le gluconate ou la putrescine, 

impliquée dans la réponse aux stress (Alet et al. 2011; Podlešáková et al. 2019). D’après 

l’analyse hiérarchique représentée en Figure 68, A, ces variations propres aux mutants 

loki sur AZD vont majoritairement dans le sens d’une accumulation de ces composés. 

Les intermédiaires du cycle de Krebs ne semblent pas modifiés dans le fond mutant 

loki sur AZD par rapport au WT. Concernant les teneurs en glutamine au bout de 24 

jours, elle semblerait être légèrement supérieures dans le fond mutant loki sur AZD par 

rapport au sauvage. En conclusion de ces analyses, la mutation loki ne semble pas 

particulièrement affecter le métabolisme général de la plante. Cependant, dans un 

contexte où TOR est inhibée, la mutation loki affecte les réponses métaboliques de la 



0

0,004

0,008

0,012

0,016

H
is

ti
d

in
e
 (

µ
g

/m
g

 M
F
)

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

G
lu

co
se

 (
µ

g
/m

g
 M

F
)

0,000

0,005

0,010

0,015

0,020

0,025

WT loki

044

loki

129

WT loki

044

loki

129

DMSO AZD

P
u

tr
e
sc

in
e
 (

µ
g

/m
g

 M
F
)

6 jours 24 jours

W
T
 A

Z
D

W
T
 A

Z
D

lo
k
i

A
Z

D

lo
k
i

A
Z

D

lo
k
i

D
M

S
O

W
T
 D

M
S
O

lo
k
i

D
M

S
O

W
T
 D

M
S
O

lo
k
i

A
Z

D

W
T
 D

M
S
O

lo
k
i

D
M

S
O

0

1

2

3

4

5

6

G
lu

ta
m

in
e
 (

µ
g

/m
g

 M
F
) WT

loki044

loki129

DMSO DMSO AZDAZD

6 jours 24 jours

Figure 68: Les analyses métabolomiques des lignées loki044 et loki129 révèlent

des perturbations à J+24 sur AZD

Plantules cultivées in vitro pendant 6 ou 24 jours sur un milieu Arabidopsis en

présence de DMSO (contrôle) ou 0,25µM d’AZD. (A) Analyse groupée hiérarchique, (B)

Quantifications de quelques métabolites à 6 jours et 24 jours pour la glutamine et à

24 jours pour l’histidine, le glucose et la putrescine.

A. B.



Figure 69: Le sucre stimule l’apparition des amas ectopiques sur AZD

Observations réalisées à J+24 à l’axiozoom. Les flèches indiquent les amas.
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plante de manière TOR-dépendante, et ces variations sont d’autant plus marquées 

pour une longue inhibition de TOR.  

 

3. Caractérisation des amas ectopiques dépendants de l’inhibition de TOR 

a) Le rôle du sucre 

Pour mieux comprendre les facteurs régulant l’apparition de ces amas ectopiques, j’ai 

cultivé les mutants loki sur un milieu Arabidopsis avec AZD et différentes teneurs de 

saccharose à savoir 0/0,3/1/3% (Figure 69). Sur le milieu carencé en sucre, les plantules 

présentent une partie aérienne très réduite et aucun amas n’a été observé. En 

augmentant la teneur en sucre à 0,3%, la partie aérienne se développe davantage 

comparée à la condition carencée et quelques amas sont visibles. Pour 1% de sucre, la 

partie aérienne est plus grande que pour de faibles teneurs en sucre. Les amas sont 

également plus nombreux et plus gros. De même pour 3%, on observe de nombreux 

amas ectopiques sur la partie aérienne des mutants loki, mais ceux-ci sont encore plus 

volumineux pour cette condition. Ainsi, l’ajout de saccharose semble favoriser le 

développement de ces amas ectopiques dans un contexte où la kinase TOR est inhibée. 

La question que nous nous sommes posée ensuite était de savoir si la nature du sucre 

pouvait impacter l’apparition de ces amas. J’ai donc cultivé les mutants loki sur AZD en 

présence de fructose, de glucose ou de saccharose, utilisé ici comme sucre contrôle. 

Des amas ont été observés sur les différentes sources de sucre testées, suggérant le 

fait que la nature du sucre n’influence pas le développement de ces amas, 

contrairement à la concentration. Ainsi, il semble y avoir une perception quantitative 

mais non qualitative du sucre, dans le développement de ces amas ectopiques, 

dépendant de l’inhibition de TOR. 

 

b) L’inhibition de TOR est responsable du phénotype d’amas ectopiques dans le 

fond mutant loki 

Nous avons vu en introduction de ce manuscrit que la kinase TOR est une protéine 

appartenant à la famille des PIKK tout comme les kinases PI3K. Chez les plantes, une 

seule protéine PI3K a été identifiée. Il s’agit de la kinase Vps34. Puisque TOR et la PI3K 

Vps34 sont des PIKKs et compte tenu du lien entre les voies PI3K-mTORC1 chez les 

animaux, nous avons étudié l’effet de différents inhibiteurs de PI3K sur les mutants loki 

pour déterminer si ces amas sont vraiment spécifiques de l’inhibition de TOR, ou plus 

généralement dépendants des PIKK ou même des PI3K. Pour répondre à cette 

question, j’ai cultivé des plantules sur DMSO (milieu contrôle négatif), AZD comme 

inhibiteur de TOR (milieu contrôle positif), LY294002 (LY, inhibiteur de TOR, des PIKK 

et de VPS34, la seule PI3K végétale), Autophinib (inhibiteur de Vps34 et de 
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Figure 70: Les mutants loki ne présentent pas d’amas cellulaires en présence

d’inhibiteurs de PI3K

Plantules cultivées à J+24 in vitro sur 3% sucrose et observées à l’axiozoom. L’AZD est

utilisé comme un inhibiteur spécifique de TOR. LY294002 (LY), Vps34inh et Autophinib

sont des inhibiteurs de PI3K. Le LY semble induire quelques amas chez les mutants loki

pour de fortes concentrations uniquement. Toutes les concentrations indiquées sont en

µM. Les flèches indiquent les amas. Toutes les images ont été acquises au

grossissement x4. AZD et LY30 ont également été acquises x16.



Figure 71: Les lignées résultant du croisement lst8xloki présentent des amas

cellulaires ectopiques au niveau de leur partie aérienne sur DMSO

Plantules cultivées in vitro pendant 16 jours sur un milieu Arabidopsis 3% sucrose et

en présence de DMSO (contrôle) ou 0,25µM d’AZD. Les flèches indiquent les amas

cellulaires ectopiques. Observations réalisées à l’axiozoom.
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l’autophagie) et Vps34inh (un inhibiteur spécifique de VPS34). Autophinib et Vps34inh 

ont été caractérisés chez les animaux mais des travaux préliminaires au laboratoire ont 

montré qu’ils agissaient également chez les plantes (I. Partouche, collaboration G. 

Panasyuk, INEM). Les observations réalisées à J+24 sont présentées en Figure 70. 

Comme attendu, les différents génotypes sur DMSO ont une partie aérienne bien 

développée, avec plusieurs feuilles vertes. Sur AZD, la partie aérienne des différents 

génotypes est réduite, surtout pour les mutants loki. Plusieurs amas volumineux sont 

observés sur les mutants pour cette condition. Sur LY, un inhibiteur également utilisé 

lors du crible initial, on constate également une diminution de la taille de la partie 

aérienne pour les différents génotypes. A 30µM, cette diminution est plus marquée 

qu’à 20µM. Ce qui est intéressant à noter pour cet inhibiteur, c’est que pour 20µM de 

LY les mutants loki ne présentent pas d’amas cellulaires mais à 30µM, quelques amas 

sont visibles. Ceux-ci sont plus petits que les amas observés sur AZD. Le fait que 

quelques amas se développent pour une forte concentration en LY laisse supposer qu’il 

s’agirait davantage d’un effet indirect et non spécifique du LY sur l’activité de TOR. A 

cette concentration, l’activité de TOR pourrait être limitée, ce qui expliquerait la 

présence de petits amas pour cette concentration. Il pourrait également s’agir d’un 

défaut de transport ou de stabilité du LY. Pour les inhibiteurs Vps34inh et Autophinib, 

différentes concentrations ont été testées. Bien que la croissance de la partie aérienne 

des plantes sauvages et mutantes soit limitée par la présence de ces inhibiteurs, aucun 

amas n’est visible dans ces conditions. Par ailleurs, on constate que les inhibiteurs de 

PI3K/VPS34 inhibent moins le développement de la partie aérienne des mutants que 

l’AZD, démontrant une hypersensibilité des mutants à l’inhibition de TOR. L’ensemble 

de ces observations suggèrent donc que le développement de ces amas ectopiques 

est dépendant de l’inhibition spécifique de TOR plutôt que des PIKK ou de PI3K/VPS34. 

Pour valider le fait que ce phénotype est bien dépendant de l’inhibition de TOR et qu’il 

ne s’agisse pas d’un effet collatéral dû au manque de spécificité de l’AZD lors de 

l’inhibition pharmacologique de TOR, les mutants loki ont été croisés avec le mutant 

lst8 (composant du complexe TORC1). J’ai ensuite recherché dans cette descendance 

des doubles homozygotes lokixlst8 par PCR. Les doubles homozygotes ont été mis en 

culture sur milieu Arabidopsis 3% sucrose en présence de DMSO ou d’AZD 0,25µM. 

Ces plantules ont été observées à l’axiozoom au bout de 16 jours de culture. Les 

résultats pour les croisements lst8xloki109 sont présentés en Figure 71. Comme 

attendu, les contrôles sur DMSO correspondant aux plantules WT, lst8 et mutant 

loki109 ne présentent pas d’amas. Sur AZD, les plantules sauvages et lst8 ne présentent 

pas non plus d’amas, contrairement au mutant loki109, servant de contrôle positif dans 

cette expérience. Comme attendu pour un effet spécifique de l’inhibition de TOR sur 



Figure 72: Les amas cellulaires ectopiques du mutant loki sur AZD sont situés

au niveau des tissus vasculaires

Observations réalisées (A) à l’axiozoom, (B) au microscope confocal, à J+24. Les

plantules ont été éclaircies avec une solution de ClearSee puis marquée au Direct Red

23, un marqueur de la paroi cellulaire. L’AZD a été utilisé à la concentration de

0,25µM. * localisent les tissus conducteurs.
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l’apparition des amas cellulaires, les lignées résultant du croisement lst8xloki109 

présentent des massifs ectopiques au niveau de leur partie aérienne sur DMSO. TOR 

est donc bien responsable de ce phénotype chez les mutants loki. Sur AZD, les plantules 

lst8xloki109 ont un développement général fortement réduit, indiquant une 

hypersensibilité à l’AZD, comme pour le mutant lst8. 

 

c) Structure et organisation des amas 

Pour mieux comprendre l’organisation de ces amas au sein des tissus des mutants loki, 

j’ai utilisé un protocole d’éclaircissement des plantules pour pouvoir colorer la paroi et 

visualiser l’agencement des cellules. Les plantules ont été cultivées 6 ou 24 jours sur 

DMSO ou 0,25µM d’AZD puis leurs parties aériennes ont été fixées dans du 

paraformaldéhyde (PFA) à 4%. J’ai ensuite traité les échantillons avec une solution 

d’éclaircissement (Clearsee, (Ursache et al. 2018)) et du Direct Red23, un marqueur de 

la cellulose (composant de la paroi végétale). Les observations réalisées à 6 jours ne 

semblent pas révéler de différence de développement entre le WT et loki sur DMSO ou 

AZD. En observant à l’axiozoom les parties aériennes des plantes cultivées 24 jours sur 

DMSO, on constate que la coloration est homogène sur l’ensemble de la feuille (Figure 

72, A). Les cellules sont bien agencées entre elles et présentent une taille régulière. De 

même pour le WT sur AZD, les cellules sont rondes et organisées. En revanche, le 

mutant loki129 sur AZD présente de grosses structures cellulaires anormales très 

colorées au niveau de sa partie aérienne. Ces structures sont de tailles différentes, 

suggérant des stades de développement différents entre ces amas. De plus, ces amas 

sont localisés au niveau des tissus conducteurs. Ce phénotype fait écho au 

développement des tumeurs chez les animaux, pour lesquels les cellules sécrètent des 

facteurs stimulant l’angiogenèse, pour récupérer davantage de nutriments pour leur 

croissance (Largo et al. 2020). Dans notre cas, les cellules de ces amas pourraient 

également se développer anormalement en prélevant des nutriments grâce aux tissus 

conducteurs. J’ai également observé ces échantillons au microscope confocal pour 

mieux appréhender l’organisation de ces amas (Figure 72, B). Les cellules WT sur DMSO 

et AZD sont de tailles régulières et agencées normalement entre elles et par rapport 

aux vaisseaux conducteurs, reconnaissables par leur structure allongée et annelée. Les 

cellules loki sur DMSO sont bien arrondies et régulières. Sur AZD, les cellules au sein 

de ces structures ectopiques sont de tailles et de formes différentes. Elles semblent être 

gonflées et désorganisées. On constate que la densité des amas est très importante, 

expliquant l’intensité de coloration constatée à l’axiozoom. Les petits amas, qui 

semblent correspondre à des premiers stades de développement, sont localisés au 

niveau des vaisseaux conducteurs et y semblent accrochés, notamment grâce à de 



Figure 74: Les amas cellulaires sur AZD semblent être composés de cellules

indifférenciées

Observation de l’autofluorescence de la chlorophylle à la loupe, avec un filtre longpass

> 550nm. La chlorophylle fluorescence en rouge. Les amas ectopiques observés sur

AZD 0,25µM pour les mutants HD305 et loki ont perdu cette fluorescence de la

chlorophylle, suggérant une perte de différenciation des cellules. Les plantules WT et

Glb1 correspondent aux contrôles négatifs de cette expérience, HD305 est un contrôle

positif. Les colonnes 1 et 3 correspondent à l’autofluorescence de la chlorophylle, les

colonnes 2 et 4 correspondent au visible.

DMSO AZD 0,25µM

WT

Glb1

HD305

loki044

loki129

Figure 73: Amas cellulaires du mutant loki sur AZD de part et d’autre des feuilles

Observations réalisées à l’axiozoom sur la lignée loki044.
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petites cellules. Les amas ayant une taille plus importante sont localisés quant à eux de 

part et d’autre des vaisseaux. Hormis leur localisation au niveau des tissus conducteurs, 

l’organisation de ces amas paraît anarchique. Ces amas se développent donc au sein 

des feuilles et en grossissant, ils semblent ressortir des feuilles, ce qui expliquerait que 

certains gros amas sont visibles des deux côtés de la feuille (Figure 73). L’observation 

à la loupe de l’autofluorescence de la chlorophylle ne révèle pas de différence entre les 

plantules contrôles Col8 et Glb1 ainsi que les plantules mutantes HD305 et loki sur 

DMSO (Figure 74). Les feuilles de ces différents génotypes renvoient de la même 

manière l’autofluorescence de la chlorophylle, reconnaissable par la couleur rouge des 

plantules. Sur AZD, les plantules contrôles présentent une autofluorescence normale, 

comme observée sur DMSO. En revanche, pour les mutants HD305 et les trois lignées 

loki, l’autofluorescence de la chlorophylle est impactée par l’inhibition de TOR. Ces 

plantules ont une perte de l’autofluorescence caractérisée par une décoloration 

localisée au niveau des amas ectopiques (Figure 74). Ces observations pourraient 

suggérer une perte de différenciation des cellules au cours du temps ou l’apparition de 

cellules indifférenciées. Compte tenu de l’ensemble de ces résultats, des analyses 

transcriptomiques ont été réalisées pour déterminer si ces amas présentent une 

identité cellulaire particulière. J’ai donc réalisé des microdissections laser de ces 

structures ectopiques (Sakai et al. 2018). Entre 4 et 10 amas de plantules loki044 et 

loki129 cultivées 24 jours sur 0,25µM d’AZD ont été récoltés, ainsi que des parties de 

feuilles cultivées sur AZD, mais sans amas, servant ici de contrôle. Les ARNs ont été 

extraits à l’aide d’un kit PICOPUR EXCILONE. Les ARNs ainsi obtenus présentaient une 

bonne intégrité et une concentration comprise entre 117 et 799pg/µL. Ces échantillons 

ont été analysés par la plateforme POPS à l’IPS2 Université Paris Saclay, en suivant un 

protocole dédié aux échantillons très peu concentrés. A partir de ces données 

préliminaires de RNAseq, nous avons identifié quelques gènes d’expression spécifique 

ou différentielle dans les amas. Pour le moment, il ne semble pas y avoir d’identité 

tissulaire particulière au niveau de ces gènes différentiels mais nous n’avions que deux 

répétitions assez variables. Il faudra d’autres analyses transcriptomiques tissus-

spécifiques avant de pouvoir conclure avec une analyse statistiquement significative. 

De ce fait, ces résultats ne sont pas décrits plus en détails pour le moment. 

La question qui s’est ensuite posée suite à ces observations était de savoir si ce 

phénotype résulte d’une division cellulaire anormale. Chez les plantes, les fortes 

divisions cellulaires ont majoritairement lieu au niveau des méristèmes et dépendent 

par conséquent de l’expression de gènes méristématiques tels que CLAVATA (CLV) et 

WUSCHEL (WUS). Dans la littérature, il existe des lignées rapportrices de l’expression 

de ces gènes méristématiques comme dans l’étude de Pfeiffer et al., qui ont construit 
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Figure 75: L’AZD semble induire une légère expression ectopique de CLV3 au

niveau des amas

Observations au Microscope Confocal 710 sur les croisements CLV3xWUSxloki129. Les

plantules ont été cultivées 24 jours sur milieu Arabidopsis 3% sucrose, sur une

sélection Kanamycine (50mg/L), Basta (5,25mg/L) +/- AZD-8055 (0,25µM). Emission

mCHERRY entre 550-650nm, YFP entre 470 et 530nm.
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Figure 76: L’AZD inhibe la croissance des hypocotyles des mutants loki

La longueur des hypocotyles a été mesurée à J+14. L’AZD a été utilisé à la

concentration de 0,25µM. Les * représentent les différences significatives par

rapport au WT. Test statistique de Kruskal & Wallis, pValue <0,05.
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les lignées pCLV3::mCHERRY et pWUS::3xYFP et ont observé que l’inhibition de TOR 

réduisait l’expression de ces gènes rapporteurs (Pfeiffer et al. 2016). Nous disposons 

au laboratoire d’une lignée portant ces deux constructions (notée CLV3xWUS), qui a 

été croisée avec le mutant loki 129.  

Une sélection sur Kanamycine (pour la construction pWUS) et Basta (pour la 

construction pCLV3) a permis d’identifier les plantes ayant la double construction 

CLV3xWUS. En les cultivant sur AZD, les plantules présentant des amas ont été 

identifiées comme étant de génotype CLV3xWUSxloki. Ces amas ont été observés au 

microscope confocal pour déterminer si ces amas expriment des gènes 

méristématiques tels que CLV3 ou WUS. Ces gènes sont normalement exprimés au 

niveau du méristème et ne devraient pas être exprimés au niveau des feuilles. En 

étudiant les rapporteurs mCHERRY et YFP, des signaux correspondants sont bien 

observés au niveau du méristème. Les feuilles de la lignée CLV3xWUSxloki cultivée sur 

DMSO ne présentent aucun signal mCHERRY ou YFP (Figure 75). Pour les feuilles 

cultivées sur AZD, un faible signal mCHERRY est parfois observé dans les amas mais un 

fort bruit de fond parasite ce signal, rendant l’interprétation délicate. Ces résultats 

pourraient suggérer une expression de CLV3 au niveau des amas mais cette 

observation devra être établie plus fermement en améliorant le niveau de détection. 

 

4. Perturbation de la paroi cellulaire des mutants loki 

L’analyse des croisements CLV3xWUSxloki n’ayant pas révélé de forte expression 

ectopique de gènes méristématiques pouvant expliquer le phénotype d’amas, une 

seconde hypothèse a été émise. Plutôt qu’une division anormale des cellules, il pourrait 

s’agir d’un défaut pariétal, conduisant à des perturbations de l’élongation cellulaire et 

un gonflement des cellules. La culture de plantules à l’obscurité permet le 

développement des hypocotyles étiolés résultant uniquement des phénomènes 

d’élongation cellulaire et non de division (Gendreau et al. 1997). J’ai donc cultivé les 

mutants loki à l’obscurité pendant 14 jours, en présence ou en absence d’AZD. Les 

résultats sont présentés en Figure 76. Le contrôle lumière permet de vérifier que les 

hypocotyles sont bien de taille réduite au sein des mutants loki et que l’obscurité induit 

la croissance de l’hypocotyle. La culture à l’obscurité stimule l’élongation des 

hypocotyles des plantules sauvages et mutantes de manière assez similaire bien que 

les hypocotyles loki soient un peu plus courts que les sauvages. Par rapport à la 

longueur à la lumière, la croissance des hypocotyles WT à l’obscurité est huit fois 

supérieure tandis que celle des loki est environ 6 fois supérieure. Sur AZD, la croissance 

des hypocotyles est significativement réduite pour le WT et les mutants loki par rapport 

à la condition DMSO. Les mutants loki sont également significativement plus petits sur 



Figure 77: La structure des hypocotyles des mutants loki est désorganisée sur

AZD

Observations au Microscope Electronique à Balayage (MEB) d’hypocotyles de 3 jours.

AZD utilisé à la concentration de 0,25µM. Ordre des génotypes pour les images de la

partie supérieure des hypocotyles: WT – 044 – 109 – 129.
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AZD que le WT. En effet, la longueur des hypocotyles sauvages diminue d’environ 2 cm 

à 1,6 correspondant à une réduction de 20%. Les hypocotyles des mutants loki sont 

quant à eux réduits de 1,7 cm à 0,7 cm, ce qui correspond à une diminution de plus de 

50% par rapport à la condition DMSO. L’AZD a donc un effet inhibiteur plus fort sur 

l’élongation des cellules de l’hypocotyle des mutants loki, ce qui peut sembler 

contradictoire avec un effet stimulateur sur les amas foliaires. On notera que les deux 

mutants loki présentent exactement le même comportement. 

En étudiant ces hypocotyles au microscope électronique à balayage (MEB), on constate 

que les cellules sont bien ordonnées pour les différents génotypes sur DMSO (Figure 

77). Sur AZD, l’épaisseur des hypocotyles est réduite pour les plantules sauvages et 

mutantes. De plus, la morphologie des cellules des hypocotyles loki semble perturbée 

en présence de l’inhibiteur de TOR. Ceci pourrait être dû soit à des défauts pariétaux 

propres au phénotype des mutants loki sur AZD, soit aux contraintes physiques 

exercées par le MEB et notamment au vide nécessaire à faire avant les observations. 

Toutefois, les hypocotyles sauvages sur AZD ne présentant pas ce phénotype, l’idée 

que le MEB serait responsable de cet aspect déformé des cellules serait compatible 

avec un défaut de rigidité de paroi, rendant les hypocotyles loki plus fragiles. 

Dans la littérature, des mutants présentant des défauts au niveau de leur hypocotyle 

ont été décrits. C’est notamment le cas pour les mutants quasimodo. La protéine 

QUASIMODO1 est une glycosyltransférase liée à la membrane. Cette enzyme est 

impliquée dans la biosynthèse de pectine, le mutant quasimodo1 présente 

d’importants défauts d’adhésion cellulaire (Bouton et al. 2002). QUASIMODO2 (QUA2) 

est une pectine méthyltransférase présente au niveau du Golgi, qui est nécessaire à la 

biosynthèse de pectine mais qui interviendrait également dans la biosynthèse de 

cellulose (Mouille et al. 2007; Du et al. 2020). De ce fait, le mutant quasimodo2 présente 

également des hypocotyles réduits et d’importants défauts d’adhésion cellulaire, 

rendant la surface des hypocotyles irrégulière, avec des structures anormales. Le rouge 

de ruthénium est un colorant marquant l’espace intracellulaire en se fixant aux pectines, 

sa pénétration dans les tissus permet ainsi de visualiser de potentiels défauts 

d’adhésion cellulaire. J’ai donc analysé les défauts d’adhésion des mutants loki avec du 

rouge de ruthénium. Les plantules sauvages ne présentent aucune coloration des 

hypocotyles sur DMSO ou AZD, ce qui démontre une bonne intégrité pariétale et 

l’absence de défauts d’adhésion (Figure 78). Sur DMSO, les mutants loki peuvent 

présenter quelques zones légèrement teintées par le rouge de ruthénium au niveau de 

leur hypocotyle. Toutefois, cette coloration est beaucoup plus étendue et prononcée 

sur l’hypocotyle des mutants loki en présence d’AZD. Ces observations démontrent que 

les mutants loki, contrairement au WT, développent des défauts d’adhésion 
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Figure 78: Les mutants loki présentent des défauts d’adhésion aggravés par

l’inhibition de TOR

Observations réalisées à l’axiozoom. Coloration au rouge de ruthénium d’hypocotyles

sauvage ou loki044. Les mutants loki109 et loki129 présentent un phénotype similaire.

L’AZD a été utilisé à la concentration de 0,25µM. Les flèches indiquent les zones

colorées par le rouge de ruthénium.

Figure 79: Analyse de la composition pariétale du mutant loki

Analyse réalisée sur des hypocotyles de 14 jours, correspondant au sauvage Col8 et au

mutant loki129. L’AZD a été utilisé à la concentration de 0,25µM. 2 répétitions par

condition. Les détails de l’analyse pariétale sont décrits dans le matériels et méthodes.

GalA= acide galacturonique.
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dépendants de l’inhibition de TOR. Puisque les mutants quasimodo présentent des 

défauts d’adhésion liés à des perturbations pariétales, une analyse de la paroi a donc 

été réalisée sur les hypocotyles des mutants loki. Les résultats sont présentés en Figure 

79. Les teneurs en xylose ne paraissent pas être modifiées par la mutation loki ou le 

traitement AZD. L’arabinose et le glucose pariétaux semblent être augmentés par le 

traitement AZD aussi bien chez le WT et le mutant loki129. Pour le fucose, les teneurs 

sont doublées par le traitement AZD chez le WT tandis qu’aucune variation n’est 

constatée pour le mutant loki. De plus, le mutant loki accumule moins d’acide 

galacturonique (GalA) que le WT, et notamment sur AZD mais c’est principalement 

pour le glucose cellulosique que l’on observe la plus grande différence entre WT et 

mutant loki. Sur AZD, les teneurs en glucose cellulosique augmentent de 50 à 65µg/mg 

pour le WT, tandis que pour le mutant loki, cette teneur diminue de 48 à environ 32 

µg/mg sur AZD. Cette analyse nous permet donc de conclure que le mutant loki 

présente quelques variations pariétales mineures sur DMSO par rapport au sauvage 

mais ces variations sont amplifiées sur AZD et majoritairement pour le glucose 

cellulosique. Ces résultats confirment donc l’hypothèse de défauts pariétaux 

dépendants de l’inhibition de TOR dans le fond mutant loki. Comme observé pour le 

mutant quasimodo (Du et al. 2020), ces résultats permettent donc d’expliquer la 

réduction de la longueur des hypocotyles des mutants loki sur AZD, leur coloration au 

rouge de ruthénium ainsi que leur fragilité. 

 

5. Etude du lien potentiel entre LOKI et les V-ATPases 

Différents éléments semblent lier la protéine LOKI à la régulation de l’activité des 

pompes à protons vacuolaires, les V-ATPases. Le premier est la présence du domaine 

Rav1p au sein de la protéine LOKI. Chez la levure S.cerevisiae, ce domaine ainsi que 

plusieurs répétitions WD40, sont également retrouvés dans la protéine RAV1. Cette 

protéine possède 30% d’homologie dans le domaine Rav1p avec la protéine LOKI et 

est un composant du complexe RAVE, avec les protéines RAV2 et Skp1p, qui participe 

à la régulation de l’assemblage de la V-ATPase (voir Introduction, C.1.b, complexe RAVE). 

Le sucre semble également jouer un rôle important chez les mutants loki, ce qui a été 

mis en évidence notamment par la sensibilité racinaire à la carence en saccharose in 

vitro et au développement des amas sucre-dépendant. Or, il est connu dans la 

littérature que le sucre régule l’activité des V-ATPases par leur 

assemblage/désassemblage. Enfin, chez les plantes, le mutant det3, un mutant de la 

sous-unité C du domaine V1 de la V-ATPase endosomale (Schumacher et al. 1999) 

présente des défauts pariétaux, notamment pour la biosynthèse de cellulose (Brüx et 

al. 2008) rappelant le phénotype du mutant loki. Compte tenu de ces différents 



DMSO AZD 0,25µM

WT

loki109

loki129

vha.a2xa3

det3

Figure 80: Le mutant det3 présente des amas ectopiques sur AZD contrairement

au double mutant vha.a2xa3

Observations réalisées à l’axiozoom à J+24. Les plantules ont été cultivées sur milieu

Arabidopsis 3% saccharose. AZD utilisé à la concentration de 0,25µM. Les flèches

indiquent les amas ectopiques.
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éléments, j’ai donc posé l’hypothèse que la protéine LOKI pourrait être impliquée dans 

la régulation de la V-ATPase, de manière TOR-dépendante. Pour confirmer un lien 

entre LOKI et les V-ATPases, j’ai réalisé des analyses comparatives entre les mutants 

loki et deux mutants connus de la V-ATPase, det3 et le double mutant vha.a2xvha.a3 

(vha.a2xa3), un mutant vacuolaire des deux isoformes de la sous-unité a du domaine 

V0 (Krebs et al. 2010). 

 

a) Confirmation du phénotype d’amas ectopiques TOR-dépendant chez les 

mutants V-ATPases 

Pour conforter l’hypothèse d’un lien entre LOKI et les V-ATPases, j’ai souhaité vérifier 

dans un premier temps si les mutants det3 et vha.a2xa3 présentaient le phénotype 

d’amas ectopiques sur AZD. J’ai cultivé ces mutants sur milieu Arabidopsis 3% sucrose, 

avec ou sans 0,25µM d’AZD pendant 24 jours. Sur le milieu contrôle DMSO, aucun amas 

n’a été observé pour les différents génotypes (Figure 80). Le mutant det3 présente un 

développement limité, en accord avec la littérature (Schumacher et al. 1999). Comme 

attendu en présence d’AZD, les plantules loki présentent des amas cellulaires 

ectopiques au niveau de leur partie aérienne, contrairement aux plantules sauvages. En 

observant les mutants de V-ATPase connus, on constate que le double mutant 

vha.a2xa3 ne développe pas d’amas malgré l’inhibition de TOR. Il présente donc un 

phénotype similaire aux plantules sauvages sur AZD. En revanche, des amas cellulaires 

semblables à ceux observés sur les mutants loki se développent sur la partie aérienne 

du mutant det3 en présence d’AZD. Ceci conforte l’hypothèse d’un lien entre LOKI et 

les V-ATPases, et plus particulièrement la sous-unité C des V-ATPases du TGN puisque 

le double mutant vha.a2xa3 ne présente pas ces amas. Chez la Levure, cette sous-unité 

C interagit avec le complexe RAVE. 

Pour confirmer que ce phénotype observé chez le mutant det3 est bien dépendant que 

de l’inhibition de TOR, j’ai cultivé ce mutant en présence des différents inhibiteurs de 

TOR et PI3K/VPS34 (LY, Vps34inh et Autophinib). Tout comme pour les mutants loki, le 

mutant det3 ne présente pas d’amas cellulaire au niveau de sa partie aérienne en 

présence de ces inhibiteurs (résultats non montrés). La présence de ces amas dans le 

fond mutant det3 est donc bien spécifique de l’inhibition de TOR. De plus, le 

développement de la partie aérienne de det3 est hypersensible à l’AZD par rapport aux 

autres inhibiteurs utilisés, comme observé pour les mutants loki (Figure 70). 

J’ai ensuite étudié l’organisation cellulaire de ces amas au sein du mutant det3 à 

l’axiozoom et au microscope confocal avec du Direct Red 23 pour confirmer que le 

développement des amas de det3 correspond bien à celui des loki. Les observations 



WT

DMSO AZD 0,25µM

det3

loki 044

loki 109

loki 129

Figure 81: Les amas ectopiques sur AZD sont localisés au niveau des tissus

vasculaires chez le mutant det3 comme les mutants loki

Observations réalisées à l’axiozoom. Les plantules ont été cultivées 24 jours sur milieu

Arabidopsis 3% saccharose puis fixées au paraformaldéhyde (PFA) et incubées au Direct

Red 23, un marqueur de la cellulose. AZD utilisé à la concentration de 0,25µM. Les flèches

indiquent les amas. Grossissement x40 pour l’ensemble des images.
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macroscopiques démontrent que les amas du mutant det3 sur AZD sont localisés au 

niveau des tissus vasculaires comme chez les mutants loki (Figure 81). Au microscope 

confocal, les cellules du mutant det3 sur DMSO sont bien organisées, rondes et de taille 

similaire, comme pour le WT et les mutants loki (Figure 82). Au bout de 24 jours sur 

AZD, les cellules composant les amas de det3 sont désorganisées, de formes diverses 

et gonflées. Ces amas sont denses et localisés au niveau des tissus conducteurs 

témoignant d’un développement similaire à celui des amas des mutants loki. Ces 

observations confirment donc que les amas du mutant det3 correspondent aux amas 

qui se développent sur les mutants loki lorsque la kinase TOR est inhibée. 

 

b) Comparaison phénotypique entre les mutants loki et det3 

Cultivés en serre, les mutants V-ATPases det3 et vha.a2xa3 ont un développement plus 

limité par rapport aux mutants loki, leur hauteur correspond environ à la moitié de la 

hauteur des plantes loki. Ainsi les mutants loki présentent un développement 

intermédiaire entre le WT et les mutants V-ATPases. 

 

i. Etude de la sensibilité au stress salin 

En régulant le pH cellulaire, les V-ATPases permettent l’activité de différents 

transporteurs et le stockage de microéléments, notamment dans la vacuole. C’est le 

cas du sodium (Na+) ou des ions métalliques, qui sont stockés dans la vacuole pour 

limiter leur effet toxique, ou du nitrate (NO3
-), qui peut également être stocké dans la 

vacuole grâce à un échangeur AtCLC, nécessitant un gradient de protons. L’inhibition 

de la V-ATPase va donc limiter ces différents transports et stockages, pouvant 

engendrer une certaine sensibilité à ces microéléments. Ainsi, le double mutant 

vha.a2xa3 est hypersensible à la présence de Zinc (ZnCl2) dans le milieu tandis que le 

mutant det3 est hypersensible à la présence de NaCl (Krebs et al. 2010). Puisque les 

mutants loki et det3 présentent le même phénotype d’amas cellulaire en présence 

d’AZD, j’ai donc comparé la réponse au stress salin de ces mutants. L’ensemble des 

génotypes ont été cultivés 11 jours en boites verticales contenant du milieu 

Arabidopsis et différentes concentrations de NaCl, 0-25-50 et 100mM. Les résultats 

obtenus pour l’ensemble des répétitions montrent une hypersensibilité de la croissance 

racinaire du mutant det3 au stress salin, ce qui correspond aux données de la littérature. 

En revanche, les mutants loki présentent une réduction de la racine similaire à celle du 

sauvage pour les mêmes conditions, nous permettant de conclure que contrairement 

au mutant det3, les mutants loki ne sont pas hypersensibles au stress salin. 
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Figure 82: Les cellules composant les amas du mutant det3 sur AZD sont

désorganisées comme chez les mutants loki

Observations au Microscope Confocal SP5. Les plantules ont été cultivées 24 jours sur

milieu Arabidopsis 3% saccharose puis fixées au PFA et incubées au Direct Red 23, un

marqueur de la cellulose. AZD utilisé à la concentration de 0,25µM.

Grossissement x20, zoom2,5 pour l’ensemble des images.
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Figure 83: Dosage de nitrates au sein des mutants V-ATPase et loki en fonction

de l’inhibition de TOR

Dosage réalisé sur des plantules de 10 jours, provenant de deux expériences distinctes.

Les * représentent les différences significatives par rapport à la condition WT. Test de

Mann & Whitney, pValue <0,05.
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ii. Dosage nitrates 

Il est rapporté dans la littérature que le double mutant vha.a2xa3 présente une 

diminution du stockage des nitrates dans la vacuole liée à son défaut d’activité V-

ATPase (Krebs et al. 2010). En contrepartie, pour limiter l’accumulation de NO3
- dans le 

cytoplasme, son assimilation est stimulée comme en témoigne l’augmentation de 90% 

de l’activité NR et des teneurs en glutamine dans ce double mutant (Krebs et al. 2010). 

Pour rappel, l’azote est également un élément important pour la voie TOR et le mutant 

lst8 accumule du nitrate et de la glutamine (Moreau et al. 2012). J’ai donc mesuré les 

teneurs en nitrates dans les mutants V-ATPases ainsi que les mutants loki. Dans une 

première série d’expériences où les plantules ont été cultivées 10 jours sur un milieu 

Arabidopsis sans AZD, j’ai observé une augmentation significative des teneurs en 

nitrates pour les mutants V-ATPases qui sont doublées par rapport au WT, mais les 

mutants loki ne présentaient aucune différence significative dans ces conditions. Il était 

assez surprenant que le double mutant vha.a2xa3 accumule des nitrates par rapport à 

ce qui est connu dans la littérature. Une explication possible pourrait être liée à des 

conditions de culture différentes et au fait que dans cette expérience je n’ai pas mesuré 

les nitrates stockés dans la vacuole mais leur concentration globale. Il est intéressant 

de noter que les deux mutants V-ATPases utilisés présentent cette accumulation. La 

plupart des expériences réalisées lorsque TOR est inhibée montrent une aggravation 

du phénotype des mutants loki. J’ai donc réalisé deux expériences préliminaires pour 

mesurer les teneurs en nitrates dans ces différents mutants, cette fois dans un contexte 

où la kinase TOR est inhibée. Les résultats sont présentés en Figure 83. Ces premiers 

résultats confirment l’accumulation de nitrates observée chez les mutants det3 et 

vha.a2xa3 par rapport au WT en condition DMSO. Les teneurs en nitrates sont 

respectivement doublées et triplées dans ces mutants par rapport aux plantules 

sauvages. Les mutants loki testés pour cette expérience ne présentent pas de différence 

par rapport au WT DMSO, confirmant les résultats précédemment obtenus. En 

comparant les différents mutants au WT pour la condition AZD, on observe une 

augmentation significative des teneurs en nitrates pour l’ensemble des mutants 

étudiés. Les effectifs étant faibles, il serait nécessaire de refaire une troisième répétition 

pour valider ces résultats. Cependant, il semble que la teneur en nitrate augmente chez 

les mutants loki après inhibition de TOR.  

 

iii. Défauts d’adhésion cellulaire 

Suite aux défauts pariétaux relevés au sein des mutants loki et de ce qui est connu au 

sujet de det3 dans la littérature, j’ai souhaité vérifier si le mutant det3 présente 

également des défauts d’adhésion cellulaire. Les mutants loki, det3 et le WT ont été 



DMSO AZD 0,25µM

WT

loki044

loki109

det3

Figure 84: Les mutants loki et det3 présentent des défauts d’adhésion, aggravés

par l’inhibition de TOR

Observations réalisées à l’axiozoom sur des hypocotyles de 14 jours. Coloration au

rouge de ruthénium d’hypocotyles dans l’ordre sauvage, loki044, loki109, loki129 et

det3. L’AZD a été utilisé à la concentration de 0,25µM.
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cultivés 14 jours à l’obscurité et les hypocotyles ont ensuite été traités au rouge de 

ruthénium. Les résultats sont présentés en Figure 84. Comme observé précédemment 

en Figure 78, les plantules WT ne présentent aucune coloration rouge sur DMSO ou 

AZD et les mutants loki présentent des zones colorées plus étendues et plus intenses 

sur AZD, en lien avec l’aggravation des défauts pariétaux constatée suite à l’inhibition 

de TOR. Le mutant det3 présente un hypocotyle très réduit à l’obscurité, dû à un défaut 

d’élongation cellulaire caractérisé (Schumacher et al. 1999; Brüx et al. 2008). On observe 

également une coloration rouge des hypocotyles det3 sur DMSO, témoignant 

d’importants défauts d’adhésion mentionnés dans l’étude de Schumacher et al. Dans 

cet article, les auteurs montrent en effet que les hypocotyles det3 ont une surface très 

irrégulière, avec des cellules écrasées, ce qui explique la coloration au rouge de 

ruthénium observée dans cette expérience. Cette coloration paraît renforcée sur AZD. 

Ainsi, les mutants loki et det3 semblent présenter des défauts d’adhésion cellulaire 

renforcés par l’inhibition de TOR.  

 

iv. Sensibilité à l’inhibition de la biosynthèse de cellulose 

Certains composants de la paroi cellulaire, ou des acteurs de leur biosynthèse, sont 

transportés à la paroi grâce au trafic cellulaire, nécessitant des V-ATPases 

fonctionnelles. Les aspects phénotypiques communs entre les mutants loki et det3 

suggèrent que LOKI pourrait être impliquée dans la régulation de l’activité des V-

ATPases endosomales/réseau trans-golgien (TGN), affectant le transport de composés 

pariétaux. L’étude de Luo et al. de 2015 a montré que le mutant det3 présente une 

élévation du pH du TGN et de l’endosome. Cette modification du pH entraîne une 

diminution de la motilité du réseau trans-golgien, ce qui se répercute sur le trafic 

intracellulaire. Ainsi, ce mutant det3 présente des défauts de sécrétion pouvant affecter 

son développement. La cellulose est synthétisée par les complexes CesA, qui sont 

assemblés notamment au niveau du Golgi. Le réseau trans-golgien étant impacté dans 

le mutant det3, cela provoque une diminution de l’exocytose de CesA qui conduit à 

une diminution du taux de cellulose et donc aux défauts pariétaux observés. Par 

conséquent, ce mutant det3 est hypersensible à l’inhibition de la biosynthèse de 

cellulose (Luo et al. 2015). Compte tenu du fait que le mutant loki présente une 

diminution des teneurs en glucose cellulosique aggravée par l’inhibition de TOR (Figure 

79), j’ai étudié la sensibilité des mutants loki à l’inhibition de la biosynthèse de cellulose. 

Des plantules WT, loki 044, loki 109, loki 129 et det3 ont donc été cultivées à l’obscurité 

sur milieu Arabidopsis en présence de différentes concentrations d’isoxaben, un 

inhibiteur de la biosynthèse de cellulose. Les résultats correspondant à la longueur de 

l’hypocotyle et la croissance résiduelle par rapport à la condition contrôle méthanol 



Figure 85: L’isoxaben réduit la croissance des hypocotyles des mutants loki et

det3

Mesures des hypocotyles réalisées à 14 jours, sur différentes concentrations (nM)

d’isoxaben, un inhibiteur de la biosynthèse de cellulose. Les * indiquent les différences

significatives entre l’effet de l’isoxaben par rapport au méthanol par génotype. Test

statistique de Kruskal & Wallis, pValue <0,05.

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

Methanol Isoxaben 0,5 Isoxaben 1 Isoxaben 2

L
o

n
g

u
e
u

r 
d

e
 l
'h

y
p

o
co

ty
le

 (
cm

) WT

det3

loki044

loki109

loki129
*

* *

*

*

*

*

* *

0

20

40

60

80

100

Methanol isoxaben 0,5 Isoxaben 1 Isoxaben 2

C
ro

is
sa

n
ce

 r
é
si

d
u

e
ll
e
 d

e
 

l'
h

y
p

o
co

ty
le

 /
m

é
th

a
n

o
l 
(%

)

*

*

* * *

*
* *

*
*

*

Méthanol Isoxaben 0,5 Isoxaben 1 Isoxaben 2

Méthanol Isoxaben 0,5 Isoxaben 1 Isoxaben 2



108 
 

sont présentés en Figure 85. Les mutants, et principalement det3, ayant un 

développement limité par rapport au WT, les croissances résiduelles et les statistiques 

ont été calculées par génotype par rapport à la condition méthanol. Ainsi, on constate 

qu’à 0,5nM d’isoxaben, seule la longueur de l’hypocotyle du mutant det3 est 

significativement réduite de 20%. Pour 1nM, les hypocotyles des trois lignées loki sont 

réduits de 20% par rapport au contrôle méthanol et det3 présente une réduction de 

30%. En augmentant la concentration d’isoxaben à 2nM, la croissance des hypocotyles 

des différents génotypes est significativement diminuée. Le WT présente une 

diminution de 40% à cette concentration, le mutant det3, environ 50% tandis que les 

mutants loki semblent les plus sensibles, avec une réduction de 60%. Le fait que la 

longueur des hypocotyles loki soit significativement diminuée dès 1nM d’isoxaben 

alors que le WT n’y est sensible qu’à partir de 2nM démontre que les mutants loki sont 

plus sensibles à cette inhibition de la biosynthèse de cellulose que le WT. Ces résultats 

permettent donc de confirmer à la fois l’hypersensibilité du mutant det3 à l’inhibition 

de la biosynthèse de cellulose et montrent celle des mutants loki. Ceci laisse supposer 

que LOKI pourrait être impliquée dans la régulation de la V-ATPase endosomale et que 

sa mutation perturberait l’activité V-ATPase et le trafic cellulaire, conduisant à des 

défauts pariétaux.  

 

v. Etude transcriptomique comparative entre les mutants loki et det3 

Afin de comparer plus finement les réponses des mutants loki et det3 à l’inhibition de 

TOR, une analyse transcriptomique par RNAseq a été réalisée sur des plantules 

cultivées 18 jours sur un milieu Arabidopsis contenant 3% de saccharose en présence 

de 0,25µM d’AZD ou DMSO, comme milieu contrôle. 

Le nombre total de gènes analysés lors de cette étude s’élève à 12487 gènes. Les 

représentations en analyse hiérarchique globale (Figure 86) montrent que davantage 

de gènes sont différentiellement exprimés entre le mutant det3 et le WT sur DMSO par 

rapport aux comparaisons loki vs WT. Les mutants loki044 et loki129 ont des profils 

très semblables, malgré le fait que l’insertion d’ADN-T soit située chez ces mutants de 

part et d’autre du domaine Rav1p. La moyenne des niveaux d’expression des gènes 

chez le mutant loki sur DMSO par rapport au WT montre des variations assez faibles 

pour les gènes différentiellement exprimés. En revanche, pour les plantules traitées à 

l’AZD, à la fois le nombre mais aussi les amplitudes de variation d’expression sont 

nettement plus importantes (Figure 86). Il en est de même pour le mutant det3. De plus, 

les profils transcriptomiques de gènes différentiellement exprimés présentent des 

similitudes très nettes et un recouvrement important entre les comparaisons loki vs WT 



Figure 86: Regroupement hiérarchique des gènes différentiellement exprimés

dans l’analyse transcriptomique

Analyse transcriptomique sur des plantules de 18 jours cultivées +/- AZD 0,25µM. Les

gènes pour lesquels l’analyse statistique a montré une expression différentielle

(Log2FoldChange <-0,5 et >0,5, pValue < 0,1) dans la comparaison entre la moyenne

d’expression des deux allèles loki et l’expression chez le contrôle sauvage sur AZD ont

été retenus. Sont représentés en rouge, les gènes stimulés et en vert, les gènes

réprimés. L’intensité des couleurs indiquent des variations plus importantes. Les

niveaux d’expression ont été déterminés en nombre de reads normalisés

Les détails de l’analyse transcriptome se trouvent dans la partie Matériel et Méthodes.
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et det3 vs WT. Ceci suggère une réponse semblable à l’AZD entre les mutants det3 et 

loki.  

J’ai ensuite comparé de manière générale le nombre de gènes différentiellement 

exprimés, et ce de manière significative (pValue≤ 0,05), entre les mutants et le sauvage 

WT sur DMSO. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :  

Génotypes Nombre total de 

gènes 

différentiellement 

exprimés 

Log2FoldChange≥1 

(Stimulation par 

rapport au WT) 

Log2FoldChange≤-1 

(Répression par 

rapport au WT) 

det3 2200 1208 184 

loki044 54 31 19 

loki129 1021 316 95 

En absence d’inhibiteur, la mutation det3 impacte davantage le profil transcriptomique 

que la mutation loki. Par rapport au WT, le mutant loki044 semble d’ailleurs présenter 

des différences transcriptomiques plus modérées que le mutant loki129.  

J’ai ensuite étudié le nombre de gènes dont l’expression est significativement modifiée 

(pValue≤0,05) en présence d’AZD par rapport à la condition DMSO. Les résultats sont 

présentés dans le tableau ci-dessous : 

Génotype Nombre total de 

gènes 

différentiellement 

exprimés 

Log2FoldChange≥1 

(Stimulation par 

l’AZD) 

Log2FoldChange≤-1 

(Répression par 

l’AZD) 

WT 117 43 33 

det3 4338 835 783 

loki044 4437 1244 521 

loki129 3169 794 459 

Seuls 117 gènes sont différentiellement exprimés chez le WT dans nos conditions sur 

AZD. Ces plantules sauvages présentent donc assez peu de variations quant à 

l’expression des gènes sur AZD contrairement aux mutants loki et det3, dont plus de 

3000 gènes sont impactés par le traitement AZD. Ceci est en accord avec les résultats 

de la classification hiérarchique en Figure 86 et démontre donc un fort impact de 

l’inhibition de TOR sur ces mutants. De plus, l’AZD semble davantage stimuler 

l’expression des gènes des mutants loki par rapport à la condition DMSO, puisqu’un 

plus grand nombre de gènes est stimulé plutôt que réprimé en présence d’AZD. 



306 715529

Nombre de gènes 

stimulés par l’AZD

436 395399

815 2320

26 122717

Nombre de gènes 

réprimés par l’AZD

555 293228

578 254205

771 2112

24 5129

28 454532 78311

Figure 87: Diagrammes de Venn

Analyse transcriptomique sur des plantules de 18 jours cultivées +/- AZD 0,25µM. Le

bleu foncé correspond au WT, le bleu clair au mutant det3, le beige au mutant loki044

et l’orange à loki129. Le nombre de gènes correspond aux comparaisons AZD/DMSO

pour les log2FoldChange ≥1 (stimulation sur AZD) et ≤-1 (répression sur AZD).

WT loki044

WT loki129

loki129

loki044

det3 WT

det3

det3
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Pour le WT, le nombre de gènes différentiellement exprimés est plus faible que celui 

constaté dans la littérature (plus de 2500 gènes, Dong et al. 2015) mais nos conditions 

d’inhibition sont modérées (0,25µM d’AZD contre 2µM dans l’étude mentionnée). 

Toutefois, on retrouve des variations d’expression attendues après traitement à l’AZD 

comme une surexpression du gène PRODH (AT3G30775), codant pour une enzyme 

impliquée dans le catabolisme de la proline ou SIP2 (AT3G57520), impliqué dans le 

catabolisme du raffinose. Ces gènes sont bien significativement induits par l’AZD, 

validant le fait que l’AZD impacte bien le sauvage dans nos conditions expérimentales. 

Il est également intéressant de noter que les mutants loki et det3, contrairement au WT 

sur AZD, ne présentent pas d’induction des gènes PRODH et SIP2. Ces mutants 

semblent donc avoir perdu cette régulation.  

En comparant les gènes stimulés par l’AZD entre les différents génotypes étudiés 

(Figure 87), on constate que le WT (en bleu foncé sur les diagrammes de Venn) présente 

peu de gènes en commun avec les mutants loki et det3, ce nombre n’excédant pas 20 

gènes en commun. Les mutants loki et det3 répondent donc de manière différente à 

l’inhibition de TOR par rapport au sauvage. La comparaison entre le mutant det3 et les 

mutants loki permet de mettre en évidence une certaine conservation dans cette 

réponse à l’AZD. 529 et 399 gènes sont respectivement conservés entre det3 et loki044, 

et entre det3 et loki 129, ce qui correspond environ pour chaque mutant à la moitié du 

nombre de gènes stimulés par l’AZD. Concernant les gènes réprimés par l’AZD, moins 

de la moitié des gènes réprimés chez le WT sont en commun avec les mutants. La 

comparaison entre les mutants révèle que plus de 200 gènes sont réprimés en commun 

entre det3 et loki. Toutefois, plus de 550 gènes sont spécifiquement réprimés sur AZD 

dans le fond mutant det3 sur 783.  

Pour étudier l’implication dans les processus biologiques de ces différents gènes 

stimulés sur AZD, j’ai réalisé une analyse ontologique de répartition en classes 

fonctionnelles des gènes différentiellement exprimés pour les différents génotypes 

(Figure 88). Concernant le sauvage (Figure 88, A), les réponses à l’AZD correspondent à 

des réponses cellulaires et métaboliques et des réponses aux stress, impliquant 

notamment des signaux de transduction, des facteurs de transcription et des enzymes, 

pour adapter le développement de la plante. On constate également des modifications 

au niveau des composants cytoplasmiques et de la membrane plasmique. Concernant 

les mutants loki et det3, cette analyse révèle à nouveau un profil très conservé entre les 

mutants (Figure 88, B, C et D). Les gènes induits par la présence d’AZD sont liés à des 

réponses aux stress, des gènes codant pour des récepteurs cellulaires, des facteurs de 

transcription et différentes enzymes. Les mutants loki présentent également une 

stimulation de l’expression de différents transporteurs. Au niveau des composants 



Figure 88: Analyse ontologique des processus biologiques régulés par l’AZD

dans les mutants loki et det3

L’enrichissement dans les classes fonctionnelles pour chaque comparaison

transcriptomique a été réalisé sur le site de l’Université de Toronto (BAR, classification

super-viewer). Le rapport de la fréquence observée de ces classes sur la fréquence

attendue dans le génome complet d’Arabidopsis est indiqué en abscisse. Analyse

transcriptomique sur des plantules de 18 jours cultivées +/- AZD 0,25µM.

(A) WT, (B), mutant det3, (C) mutant loki044, (D) mutant loki129. Analyse réalisée pour

les log2FoldChange ≥1 (stimulation sur AZD) ayant une pValue < 0,05.

A. B.

C. D.
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cellulaires, le profil entre les mutants loki et det3 est également très similaire, avec 

majoritairement une stimulation de l’expression des gènes dont la fonction est associée 

à la paroi cellulaire, ce qui n’est pas retrouvé chez le WT sur AZD. Ce résultat est donc 

à mettre en lien avec les perturbations pariétales mesurées chez les mutants loki et 

det3 et le phénotype d’amas cellulaires ectopiques observés chez ces mutants sur AZD. 

De plus, cette analyse révèle aussi des modifications de l’expression des gènes dont la 

fonction est associée au réticulum endoplasmique et à des composants extracellulaires.  

En détaillant plus précisément l’expression de certains gènes, on se rend compte que 

les mutants loki et det3 présentent des réponses similaires à l’inhibition de TOR par 

rapport au sauvage. De nombreux gènes sont ainsi stimulés ou réprimés par l’AZD dans 

ces fonds mutants contrairement au WT. De même, l’expression de gènes peut être 

induite ou limitée par l’AZD par rapport à la condition contrôle DMSO chez les mutants 

loki et det3, tandis qu’aucune différence significative n’est constatée pour le WT entre 

les conditions DMSO et AZD. Ces résultats confirmeraient donc l’existe d’un lien entre 

les protéines DET3 et LOKI. J’ai ensuite étudié plus en détails certaines catégories de 

gènes. Dans cette analyse, les gènes codant pour des acteurs de la voie TOR tels que 

TOR, RAPTOR, YAK1 ou des sous-unités de SnRK1, ne semblent pas particulièrement 

affectés dans le fond mutant loki que ce soit en absence ou en présence d’AZD.  

Comme l’aspect des amas cellulaires et leur formation pourraient être associés à la 

mise en place de territoires méristématiques caulinaires ectopiques, j’ai étudié 

l’expression de certains gènes méristématiques. Différents gènes homologues à 

CLAVATA3 sont ainsi de deux à onze fois plus exprimés dans les fonds mutants loki et 

det3 sur AZD par rapport au WT sur AZD. Cette stimulation est induite par le traitement 

AZD par rapport au traitement DMSO pour les mutants. Aucune variation n’est 

observée pour ces gènes pour le WT malgré l’ajout d’AZD. Cette induction sur AZD a 

été confirmée par une analyse RT-qPCR, démontrant également une stimulation de 

l’expression de CLV3 par l’AZD, pour les mutants det3 et les trois lignées loki. Ces 

résultats sont donc à mettre en lien avec les observations en microscopie confocale 

réalisées avec les mutants CLV3xWUSxloki129 qui, malgré un fort bruit de fond, 

semblaient montrer une expression ectopique de CLV3 dans les amas de ces lignées 

cultivées sur AZD. De plus, chez les mutants loki et det3, l’AZD induit une stimulation 

de l’expression du gène codant pour WOX4, trois à quatre fois supérieure à celle du 

WT. Le facteur de transcription WOX4 est impliqué dans l’organisation du méristème 

vasculaire et son maintien, avec WOX14. Chez la tomate, la surexpression du gène 

WOX4 conduit à d’importantes perturbations, notamment une réduction de la taille 

des éléments conducteurs et une déformation des cellules non vasculaires composant 

l’épiderme, le parenchyme, qui présentent une modification de leur morphologie et de 





112 
 

leur alignement. De l’ensemble de ces défauts résulte une inhibition importante du 

développement de la plante (Ji et al. 2010a; Ji et al. 2010b). Dans notre analyse, la 

variation de l’expression de ce gène est donc particulièrement intéressante compte 

tenu du phénotype observé sur AZD dans les mutants loki et det3, puisque les amas se 

développent au niveau des tissus vasculaires. Je me suis donc concentrée ensuite sur 

l’expression de gènes en lien avec les tissus vasculaires, aussi bien au niveau du 

développement de la vasculature que des protéines et composés exprimés au niveau 

de ces tissus. Plusieurs gènes de cette catégorie sont dérégulés par l’AZD dans les 

fonds mutants étudiés par rapport au WT. Des facteurs de transcription NAC, exprimés 

au niveau des tissus vasculaires, sont dérégulés par l’AZD dans les mutants. C’est 

également le cas du gène codant pour la spermine synthase ACL5 (At5G19530), 

nécessaire pour le développement vasculaire, qui est deux à trois fois moins exprimé 

dans les mutants sur AZD que le WT. ACL5 est exprimé dans les cellules pro-vasculaires 

et intervient notamment dans l’établissement des limites entre les régions veineuses et 

non veineuses au niveau de la partie aérienne, en lien avec le transport d’auxine (Clay 

and Nelson 2005). Dans cette étude de Clay and Nelson, le mutant tkv (correspondant 

à ACL5) présente des veines plus épaisses, dues à l’augmentation du nombre de 

cellules du xylème, du phloème et des cellules pro-cambiales. Dans les résultats du 

métabolome (Figure 68), nous avons constaté une augmentation de la teneur en 

putrescine dans les mutants loki sur AZD par rapport au WT. La putrescine permet 

notamment la biosynthèse de spermine (Database KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes). Le gène At5G07080, codant pour une enzyme qui convertit la 

putrescine, est deux à quatre fois moins exprimé dans les mutants sur AZD que le 

sauvage. Ainsi, les baisses de conversion de la putrescine, en plus de la spermine 

synthase, observées dans cette analyse transcriptomique peuvent expliquer en partie 

l’accumulation de putrescine observée dans l’analyse métabolomique. 

De plus, le gène At4G32880, qui code pour un facteur de transcription nommé ATHB-

8 appartenant à la famille homeodomain-leucine zippe, est deux fois moins exprimé 

dans les mutants loki et det3 sur AZD par rapport au WT. Ce facteur de transcription 

régule positivement la différenciation des cellules vasculaires (Baima et al. 2001). Ceci 

pourrait être mis en lien avec la perte d’autofluorescence de la chlorophylle observée 

au niveau des amas en Figure 74. L’ensemble de ces modifications géniques au niveau 

des tissus vasculaires sont en accord avec le phénotype observé. 

Les mutants loki et det3 présentant des défauts pariétaux, notamment au niveau des 

teneurs en cellulose (Figure 79), j’ai également analysé plus particulièrement 

l’expression de gènes en lien avec la paroi dont la synthèse et le dépôt de cellulose. 

Plusieurs gènes codant pour des membres de la famille TBL (Trichome Birefringence-
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like) sont stimulés par l’AZD au sein des mutants, contrairement au sauvage. Dans cette 

famille dont les gènes codent tous pour un domaine DUF231, TBR (At5G06700) est 

notamment impliqué dans la synthèse et le dépôt de la cellulose au niveau de la paroi. 

Une perte de TBR entraîne une baisse de cellulose au niveau de la paroi secondaire des 

trichomes (pour revue (Bischoff et al. 2010)). Ce gène-ci a tendance à être environ 1,6 

fois moins exprimé sur AZD au sein des mutants loki par rapport au DMSO, tandis que 

l’expression au sein du WT ne varie pas significativement. Des gènes codant pour des 

protéines appartenant à la famille de la cellulose synthase ou similaires à la cellulose 

synthase sont également perturbés chez les mutants sur AZD. Certains gènes codant 

pour des protéines similaires à la cellulose synthase sont plutôt stimulés, comme 

At4G24000 qui est 17 à 25 fois plus exprimé dans les mutants sur AZD par rapport au 

sauvage. En revanche, d’autres membres de la famille de la cellulose synthase 

(AT4G18780 par exemple), sont plutôt réprimés par l’AZD chez det3 et loki044 par 

rapport au WT et à la condition DMSO. Ces modifications d’expression induite par 

l’AZD sont donc à mettre en lien avec les perturbations pariétales observées sur AZD 

chez les mutants loki et det3.  

Enfin, compte tenu de notre hypothèse que la protéine LOKI pourrait être impliquée 

dans la régulation de la V-ATPase endosomale, j’ai également suivi l’expression de 

certains gènes liés aux V-ATPases. Comme attendu, le gène codant pour la sous-unité 

C de la V-ATPase est moins exprimé dans le mutant det3 sur DMSO par rapport au WT 

mais également par rapport aux mutants loki. Des gènes codant pour différents types 

de pompes à protons sont perturbés sur AZD chez les mutants par rapport au WT, 

certains sont réprimés comme l’H+-ATPase11 (At5G62670), une ATPase de type AAA 

(At5G45720), une ATPase stimulée par le fer (At4G04770), ou encore une protéine 14-

3-3 fixant l’H+-ATPase (At1G347660). L’expression du gène At3G15340, codant pour 

PPI2 (Proton Pump Interactor 2), est quant à elle stimulée par l’AZD dans les mutants.  

 

Discussion et perspectives 

Cette étude a pour but d’analyser un nouveau composant de la voie TOR chez 

Arabidopsis, identifié par un crible génétique. Les mutants ainsi sélectionnés pour leur 

sensibilité à l’AZD pourraient donc potentiellement être impactés dans la voie de 

signalisation de TOR. La mutation loki, non caractérisée dans la littérature jusqu’à 

présent, présente des défauts phénotypiques modérés dans des conditions de culture 

optimales. Cependant, le développement de ce mutant est réduit par rapport au 

sauvage en condition de carence en sucre (Figure 66). Il est connu que le sucre est un 

activateur de TOR. La sensibilité des mutants loki à la carence en sucre pourrait donc 

s’expliquer par une diminution de l’activité du complexe TORC1. En suivant l’activité de 
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TOR par western blot, il apparait que l’induction de l’activité TOR chez ces mutants en 

réponse au sucre serait plus faible que pour le WT (Figure 67). 

Dans un contexte où l’activité du complexe TORC1 est inhibée, soit par un traitement 

AZD-8055, soit dans le croisement lst8xloki, la mutation loki entraîne des fortes 

perturbations phénotypiques au niveau métabolique (Figure 68), pariétal (Figure 79), et 

transcriptomique (Figure 86), résultant notamment en l’apparition d’amas cellulaires 

ectopiques au niveau de la partie aérienne des plantules in vitro. La formation de ces 

amas est dépendante de la concentration en sucre mais pas de la qualité du sucre 

(Figure 69). 

La protéine LOKI est composée de domaines WD40 (Figure 61), domaines retrouvés 

chez les protéines RAPTOR et LST8, permettant des interactions protéines-protéines. 

LOKI possède également un domaine Rav1p (Figure 61), domaine retrouvé au sein de 

la protéine RAV1 chez la Levure. Cette protéine RAV1 est un composant du complexe 

RAVE, régulateur du réassemblage de la V-ATPase chez la Levure, notamment par la 

sous-unité C du domaine V1 (Smardon et al. 2002; Smardon and Kane 2007). Ainsi, le 

mutant rav1 de Levure présente une alcalinisation du pH vacuolaire, résultant d’un 

défaut d’activité V-ATPase (Smardon et al. 2014). En introduction, nous avons vu que 

la V-ATPase intervenait dans l’activation du complexe TORC1 chez les animaux et la 

Levure, notamment en réponse à certains acides aminés (Zoncu et al. 2011; Dechant et 

al. 2014; Takayama et al. 2018). Une étude sur l’interactome de la V-ATPase réalisée 

chez la souris démontre également une interaction entre la kinase S6K (notée RPS6KA3) 

et la sous-unité B du domaine V1 de la V-ATPase (notée ATP6V1B1) (Merkulova et al. 

2015). Cette étude propose que cette kinase pourrait réguler la V-ATPase par 

phosphorylation, ce qui serait intéressant de vérifier expérimentalement. De même, il 

serait intéressant d’étudier si cette kinase pourrait intervenir dans la voie mTORC1. Ces 

différentes études réalisées chez les animaux et la Levure suggèrent/démontrent des 

régulations entre la voie TORC1 et les V-ATPases. Chez les plantes en revanche, aucun 

lien n’a pour le moment été démontré entre les V-ATPases et la voie TOR. En prenant 

en compte ces différents éléments, j’ai donc posé l’hypothèse que les mutants loki 

pourraient intervenir dans la régulation des V-ATPases de manière similaire au 

complexe RAVE chez la Levure, et ce, de manière TOR-dépendante. Un premier test 

préliminaire a été réalisé pour comparer le pH au sein des mutants loki par rapport au 

sauvage et aux mutants de V-ATPases endosomales det3 et vacuolaires vha.a2xvha.a3. 

Du broyat des différents génotypes ont été déposés sur du papier pH. Suivant cette 

méthode, le WT Col8 a un pH de 5,8, les mutants loki présentent un pH compris entre 

6,2 et 6,4 et les mutants det3 et vha.a2xvha.a3 ont des pH compris entre 6,2 et 6,6. Les 

résultats obtenus pour les mutants de V-ATPase connus sont en accord avec les 
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données dans la littérature (Krebs et al. 2010; Kriegel et al. 2015; Luo et al. 2015). Ces 

premiers résultats suggèrent donc que les mutants loki présentent un pH plus basique 

que les plantules sauvages, comme observé chez les mutants V-ATPases. Une mesure 

de pH plus précise permettra de valider ces résultats. Différentes techniques peuvent 

être envisagées, telles que l’utilisation de micro-sondes permettant de mesurer le pH 

dans un organite particulier, l’utilisation de rapporteurs de pH fluorescents 

(LysoSenseur), ou encore par la mesure du pH avec des marqueurs ratiométriques. De 

même, il serait intéressant de mesurer l’activité V-ATPase des mutants loki en présence 

ou en absence d’AZD.  

Le mutant de la V-ATPase endosomale det3 présente le même phénotype d’amas 

ectopiques que le mutant loki sur AZD, contrairement au double mutant vacuolaire 

vha.a2xvha.a3 (Figure 80). Le fait que les mutants loki et det3 se phénocopient dans un 

contexte où la kinase TOR est inhibée suggère que la formation des amas cellulaires 

ectopiques observés sur AZD est dépendante de la perte d’activité des V-ATPases du 

réseau trans-golgien. DET3 correspond à la sous-unité C de la V-ATPase. Ainsi, la 

protéine LOKI pourrait être impliquée dans la régulation des V-ATPases comme 

observé pour le complexe RAVE, mais cette régulation se ferait de manière TOR-

dépendante. Il serait intéressant de croiser les différentes lignées loki avec le mutant 

det3, pour voir si le phénotype d’amas cellulaires est conservé, aggravé ou atténué dans 

ce croisement sur AZD. 

En analysant plus en détails le comportement des mutants loki et det3 en réponse à 

l’inhibition de TOR, les défauts observés chez les mutants loki sont retrouvés chez le 

mutant det3, parfois de manière aggravée, renforçant l’hypothèse d’une régulation de 

la V-ATPase endosomale par LOKI. Ainsi, l’analyse transcriptomique a révélé des profils 

similaires entre les mutants loki et det3 sur AZD, par rapport au WT. Ces mutants sont 

plus impactés par l’inhibition de TOR que les plantules sauvages. Dans la littérature, il 

a été montré que l’inhibition de TOR entraîne d’importantes perturbations 

transcriptomiques (Moreau et al. 2012; Ren et al. 2012; Xiong et al. 2013; Forzani et al. 

2019). Il est d’ailleurs assez surprenant que le WT ne présente que peu de variations 

sur AZD. Cependant, dans les différentes études démontrant ces modifications 

transcriptomiques lorsque TOR est inhibée, les auteurs ont utilisé généralement des 

mutants (mutant lst8, lignée TOR RNAi ou exprimant FKBP12, permettant d’utiliser la 

rapamycine comme inhibiteur). Ainsi, les conditions d’inhibition sont différentes par 

rapport à celles de notre expérience, au niveau du type d’inhibition, du temps 

d’inhibition et de la concentration d’inhibiteur, ce qui pourrait expliquer les résultats 

obtenus pour le WT sur AZD. Toutefois, le fait que l’expression de certains gènes 

connus varie en accord avec ce que l’on trouve dans les études publiées valide le fait 





116 
 

que le WT répond bien à l’AZD dans nos conditions de cultures. Cela nous permet de 

conclure que les mutants loki et det3 sont donc plus fortement impactés par l’inhibition 

de TOR que le WT. 

Parmi les catégories de gènes dont l’expression est modifiée par le traitement à l’AZD, 

de nombreux transcrits correspondant à des gènes de type SAUR (Small Auxin 

Upregulated mRNAs) sont réprimés par l’AZD dans les fonds mutants loki par rapport 

au WT. La voie de l’auxine pourrait ainsi être perturbée dans le fond loki en réponse à 

l’inhibition de TOR. Etudier la réponse de ces mutants à un traitement d’auxine en 

présence ou en absence d’AZD, combiné à un dosage d’auxine dans ces mêmes 

conditions permettrait de déterminer s’il existe des perturbations de cette voie 

hormonale. Si tel est le cas, ceci pourrait faire écho avec la théorie de la croissance 

acide, selon laquelle la paroi des cellules s’étend mieux à un pH acide (Rayle and 

Cleland 1992). Cette acidification passe par différentes protéines et la pompe à proton 

de la membrane plasmique, activée par l’auxine. Une étude récente publiée en 2021 

montre que l’auxine induit l’activation de pompe à protons de la membrane plasmique 

via TMK1 et TMK4, des kinases transmembranaires, stimulant ainsi l’acidification du pH 

apoplastique (Lin et al., 2021). Dans le double mutant tmk1-1xtmk4-1, le pH est plus 

alcalin que dans le contrôle sauvage. Par ailleurs, la longueur des cellules composant 

l’hypocotyle de ce double mutant est réduite, phénotype corrélé au pH au sein de ce 

double mutant puisqu’à l’inverse, une acidification du pH augmente la longueur de ces 

cellules. Ainsi, TMK1 interagit et phosphoryle la pompe à protons de la membrane 

plasmique de manière auxine-dépendante, induisant l’acidification de l’apoplasme et 

l’élongation des cellules de l’hypocotyle. Au niveau de la partie aérienne, l’auxine 

stimule donc le développement, ce qui est à mettre en lien avec le fait que l’auxine 

stimule TOR comme nous l’avons vu dans la partie introductive de ce manuscrit (Cai et 

al. 2017; X. Li et al. 2017). A l’inverse, au niveau racinaire, l’auxine inhibe le 

développement des racines par l’alcalinisation du pH apoplastique (Li et al. 2021). Si la 

voie de signalisation de l’auxine est perturbée dans les fonds mutants loki et det3 sur 

AZD, on peut penser que l’activité des pompes à protons de la membrane plasmique, 

en plus des V-ATPases endosomales, serait modifiée, impactant l’élongation cellulaire 

en plus du trafic cellulaire. Ceci pourrait donc conduire à d’importants désordres 

pariétaux, métaboliques et transcriptomiques dans un contexte où la kinase TOR est 

inhibée. 

Cette analyse transcriptomique révèle également des variations de l’expression de 

gènes en lien avec CLAVATA3, un gène méristématique qui, en accord avec 

l’observation du croisement CLV3xWUSxloki129, pourrait suggérer l’existence d’une 

identité méristématique au niveau des parties aériennes de loki et det3 sur AZD. Ainsi, 
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il serait intéressant d’analyser les divisions cellulaires dans les amas, par exemple avec 

des marqueurs de cycline. Différents gènes impliqués dans le développement et 

l’organisation des tissus vasculaires sont également dérégulés sur AZD chez les 

mutants loki et det3, notamment WOX4, impliqué dans l’organisation du méristème 

vasculaire, ou ACL5. Ces résultats sont à mettre en lien avec la localisation des amas 

ectopiques, retrouvés au niveau des tissus vasculaires des feuilles des mutants loki et 

det3 sur AZD. Des gènes codant pour des acteurs intervenant dans la biosynthèse de 

la paroi cellulaire sont également perturbés. Or, les mutants présentent notamment 

des défauts pariétaux, aggravés par l’AZD, qui pourraient intervenir dans le phénotype 

d’amas observés, avec une diminution de l’adhésion cellulaire. Certains composants 

(comme les pectines) ou acteurs de la biosynthèse de la paroi cellulaire sont amenés à 

la paroi via le trafic cellulaire, tels que CesA (biosynthèse de cellulose). Il a été montré 

que le mutant det3 présente des défauts pariétaux dus à des perturbations du trafic 

cellulaire engendrés par la baisse d’activité V-ATPase (Luo et al. 2015). Ainsi, si LOKI 

régule bien l’activité des V-ATPases endosomales, l’inhibition de LOKI pourrait affecter 

le transport et la biosynthèse de composés pariétaux. Au niveau transcriptomique, 

plusieurs gènes codant pour des protéines en lien avec la cellulose synthase sont 

dérégulés par l’AZD dans les mutants loki et det3, illustrés par la baisse de glucose 

cellulosique dans le mutant loki129 (Figure 79). Pour confirmer cette hypothèse, il serait 

pertinent d’étudier l’intégrité de l’appareil de Golgi et de suivre le trafic cellulaire dans 

les mutants loki, avec ou sans AZD, en contrôlant la localisation d’une cible passant par 

le TGN, telle que CesA, fusionnée à la GFP. Une rétention au niveau du TGN permettrait 

de confirmer un défaut de trafic au sein des mutants loki résultant d’un défaut de 

l’activité des V-ATPases endosomales. 

L’ensemble de ces résultats permettrait ainsi d’établir une régulation potentiellement 

TOR-dépendante entre la protéine LOKI et la V-ATPase endosomale, montrant un lien 

entre la voie TORC1 et les V-ATPases chez les plantes. 
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Discussion générale et perspectives 
 

La protéine kinase TOR est très conservée au sein des eucaryotes. Sous la forme du 

complexe protéique TORC1, mais également TORC2 chez la Levure et les animaux, elle 

joue un véritable rôle de carrefour signalétique entre différents types de facteurs 

externes ou internes et les réponses de l’organisme, en termes de métabolisme ou de 

développement. Les nutriments, et plus particulièrement le sucre et l’azote, sous forme 

d’acides aminés, sont de bons activateurs de la kinase (m)TOR (Hara et al. 1998; Sancak 

et al. 2010; Orozco et al. 2020), stimulant ainsi la traduction, les divisions cellulaires et 

la croissance des organismes. Différents acteurs interviennent dans cette activation 

lysosomale de mTOR, dont les Rag-GTPases, RAGULATOR et la pompe à proton V-

ATPase. L’hyperactivation de cette voie mTORC1 est impliquée dans des pathologies 

humaines telles que les cancers, le diabète, l’épilepsie ou encore dans des pathologies 

cardiaques, ce qui en fait une cible thérapeutique très étudiée en recherche médicale. 

Chez les plantes, il reste encore beaucoup à découvrir à propos de cette voie et c’est 

donc dans ce cadre que s’inscrit mon projet de thèse. Mon travail, divisé en deux axes, 

consistait d’une part à étudier les relations entre la voie TOR et le métabolisme azoté 

chez Arabidopsis et dans les cellules de mammifères, et d’autre part à identifier et 

caractériser un nouvel acteur potentiel de la voie TOR. 

 

Relations entre la voie TORC1 et le métabolisme azoté chez Arabidopsis 

L’étude concernant la voie TOR et le métabolisme azoté a permis de mettre en évidence 

des régulations du métabolisme azoté par la voie TOR, notamment la régulation 

positive du prélèvement d’ammonium en conditions non limitantes. Toutefois, le 

mutant lst8, contrairement au traitement AZD ou aux mutants raptor, ne présente pas 

de diminution du prélèvement d’ammonium, suggérant un processus LST8-

indépendant. L’augmentation des teneurs en ammonium constatée lorsque l’activité 

du complexe TORC1 est inhibée pourrait être due à des phénomènes de recyclage de 

molécules azotées organiques. L’accumulation importante d’ammonium pouvant être 

toxique pour la plante (Jian et al. 2018), l’inhibition de TOR pourrait permettre de limiter 

le prélèvement d’ammonium par le système racinaire, afin de restreindre cet effet 

cytotoxique. Cette régulation n’étant pas retrouvée dans le mutant lst8, alors qu’il 

accumule de fortes teneurs en ammonium, est à mettre en lien avec le fait que ce 

mutant se développe encore moins bien que les mutants raptor. La forte accumulation 

d’ammonium réprimerait davantage le développement du mutant lst8 comparé au 

mutant raptor, qui accumule moins d’ammonium. Une manière pour la plante de 

détoxiquer l’ammonium est la synthèse de glutamine par la conversion d’un 
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ammonium et d’un glutamate en glutamine, réaction catalysée par la glutamine 

synthétase (GS). J’ai montré que les mutants du complexe TORC1 sont sensibles à la 

glutamine, limitant leur développement racinaire. En accord avec ces résultats, ces 

mutants se développent mieux que le sauvage en présence d’un inhibiteur de GS, le 

Glufosinate d’Ammonium (GA), composé de l’herbicide Basta, qui entraîne une 

accumulation d’ammonium (De Block et al. 1987). La croissance racinaire du mutant 

lst8 semble d’ailleurs stimulée par la présence de GA, qui, de manière surprenante, 

diminue les teneurs en ammonium dans ce mutant, confirmant l’hypothèse que 

l’accumulation d’ammonium chez lst8 participe à son défaut de croissance. Récemment 

une activité glutaminase a été mise en évidence chez Arabidopsis qui, comme chez les 

animaux, catalyse l’hydrolyse de glutamine en glutamate et ammonium (Kambhampati 

et al. 2021). Si le glufosinate inhibe cette activité en forte concentration de glutamine 

chez le mutant lst8, on pourrait s’attendre à une baisse des concentrations en 

ammonium.  

L’inhibition de TOR provoque également l’accumulation d’acides aminés chez les 

organismes photosynthétiques (Moreau et al. 2012; Ren et al. 2012; Caldana et al. 2013; 

Jüppner et al. 2018; Salem et al. 2018; Forzani et al. 2019), particulièrement la 

glutamine, pour laquelle j’ai démontré l’implication de l’enzyme GS dans son 

accumulation TOR-dépendante. Ainsi, la voie TOR intervient dans la régulation de 

différentes étapes du métabolisme azoté et la perte de l’activité TOR induit des 

modifications métaboliques importantes, dont l’accumulation d’ammonium et de 

glutamine, pouvant expliquer en partie le défaut de croissance des mutants raptor et 

lst8. Pour déterminer plus précisément l’origine de ces accumulations, il serait 

intéressant de mesurer les flux de ces composés azotés au sein des tissus ou de réaliser 

des marquages en fonction de l’inhibition de TOR. Des analyses métabolomiques 

réalisées sur des plantules traitées à l’ammonium 15N permettraient de vérifier si cet 

azote marqué est prélevé et incorporé ou non, en glutamine, glutamate et autres acides 

aminés, dans un contexte où le complexe TORC1 est inactif. Si le marquage 15N des 

acides aminés est plus faible en présence d’AZD qu’en présence de DMSO, cela 

permettrait alors de valider l’hypothèse que l’inhibition de TOR réprime le prélèvement 

d’ammonium et que les accumulations de composés azotés observées proviennent du 

recyclage de l’azote organique. De même, comparer ces teneurs d’acides aminés 15N 

entre les plantules sauvages et les mutants du complexe TORC1 pourrait aider à 

déterminer si la régulation du prélèvement d’ammonium est bien un processus LST8-

indépendant, si les résultats entre les mutants raptor et lst8 diffèrent. 
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L’inhibition de la Glutamine synthase par le Glufosinate d’Ammonium, composé 

actif d’un herbicide, agit sur les voies mTOR de lignées cancéreuses 

Compte tenu de l’importance du métabolisme de la glutamine et de la voie mTORC1 

dans les processus cancéreux (Csibi et al. 2014; Yuan et al. 2015; Lampa et al. 2017), j’ai 

mené une étude exploratoire en collaboration avec Mario Pende et Ganna Panasyuk 

de l’Institut Necker des Enfants Malades (INEM) pour étudier l’effet de l’inhibition de la 

biosynthèse de glutamine sur les voies mTOR et la division des cellules cancéreuses. En 

appliquant du Glufosinate d’ammonium sur différentes lignées cancéreuses, il ressort 

que l’inhibition de la GS par le GA impacte les voies mTOR de manière plus ou moins 

marquée selon la lignée étudiée. En effet, le GA ne semble pas affecter la lignée HeLa 

mais diminue la voie mTORC2 au sein de la lignée Hek293 à 6h de traitement et inhibe 

les voies mTORC1 et mTORC2 de la lignée Hepa1.6, ce qui illustre bien une différence 

de sensibilité entre lignées cellulaires. Des répétitions seront nécessaires pour valider 

définitivement ces résultats. De plus, il semble y avoir une variation de la réponse au 

GA au cours du temps. Pour un traitement relativement court (6h), on observe plutôt 

une diminution générale des voies mTOR dans les lignées sensibles au GA, tandis qu’à 

24h de traitement, le GA semblerait les stimuler. Des études complémentaires 

permettraient de déterminer si cet effet « stimulateur » pourrait être dû au fait que les 

cellules contrôles cultivées en absence d’inhibiteur ont continué à se diviser, 

développant un stress lié à la densité cellulaire et à la limitation en nutriments 

contrairement aux cellules traitées dont la prolifération est diminuée. L’effet du GA 

pourrait également s’être dissipé après 24h de traitement, stimulant ainsi une 

réactivation de TOR et donc une reprise de la croissance. Dans ce cas, cela suggèrerait 

que le GA, à travers l’inhibition de la biosynthèse de glutamine, a bien un effet 

inhibiteur sur les voies mTOR et la prolifération cellulaire, mais limité dans le temps. La 

glutamine activant mTORC1 notamment à travers sa translocation lysosomale 

indépendamment des Rag GTPases (Jewell et al. 2015), il serait pertinent d’étudier la 

localisation subcellulaire de mTOR en présence de GA. Ceci permettrait de déterminer 

si l’inhibition de la GS par le GA peut réguler l’activité de mTOR à travers sa localisation 

au sein des cellules. Enfin, de nombreuses études sont menées en recherche 

biomédicale pour développer des thérapies ciblant différents acteurs protéiques, ceci 

afin de lutter contre les phénomènes de résistance aux traitements anti-cancéreux 

(Tanaka et al. 2015; Magaway et al. 2019). Pour faire suite à l’étude exploratoire que j’ai 

réalisée à l’INEM, il serait intéressant d’étudier si les inhibiteurs de mTOR et de la GS 

que j’ai utilisés présentent un effet synergétique sur la division cellulaire. Chez 

Arabidopsis, j’ai transféré des plantules sur un milieu contenant de l’AZD avec ou sans 

Glufosinate. Les résultats préliminaires suggéraient une réduction plus importante de 
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la masse totale des plantules dans le cas où elles étaient cultivées en présence des deux 

inhibiteurs, comparées aux plantules traitées uniquement à l’AZD. Ces résultats seront 

à confirmer et à tester sur les cellules cancéreuses, en appliquant différentes doses de 

GA et de rapamycine ou d’AZD. Ainsi, en contrôlant l’action combinée de ces 

inhibiteurs sur les voies mTOR et différentes cibles métaboliques ainsi que sur la 

division des cellules, nous pourrons conclure si l’inhibition de la GS par le GA combinée 

à l’inhibition de mTOR pourrait réduire d’autant plus la capacité proliférative des 

cellules cancéreuses et peut-être avoir une utilité dans le traitement des maladies 

prolifératives. 

 

La protéine LOKI, un potentiel régulateur des V-ATPases endosomales TOR-

dépendant 

La seconde partie de ma thèse était consacrée à la caractérisation d’un nouvel acteur 

de la voie TOR chez les plantes, issu d’un crible génétique. Le gène muté identifié suite 

à ce crible code pour une protéine dont la fonction n’est pas connue. Une RT-PCR a 

permis d’amplifier une séquence de 7kb avec des amorces conçues d’après la séquence 

prédite de ce gène, validant l’existence de ce transcrit chez Arabidopsis. Le mutant de 

ce gène, nommé loki (LOcalised proliferation depending of TOR Kinase Inhibition) 

présente de légers défauts phénotypiques en condition contrôle, qui sont fortement 

aggravés par l’inhibition du complexe TORC1. Sur glutamine, la croissance racinaire des 

mutants loki décroit de manière dose-dépendante avec la concentration, témoignant 

d’une certaine sensibilité de ces mutants à la glutamine, comme observé pour les 

mutants du complexe TORC1. Ceci est à mettre en lien avec les résultats de l’analyse 

métabolomique révélant une tendance à l’augmentation des teneurs en glutamine 

dans les mutants loki DMSO de 6 jours (Figure 68). Toutefois, ces teneurs restent 

inférieures à celles obtenues chez les mutants raptor et lst8. Cette sensibilité des 

mutants loki à la glutamine est également cohérente avec une plus faible induction de 

l’activité TOR, également observée chez les mutants du complexe TORC1. De même, la 

sensibilité des mutants loki à la carence en sucre peut également être associée à une 

plus faible activité de TOR dans ce fond mutant.  

Ainsi, dans un contexte où le complexe TORC1 est inhibé, d’importantes modifications 

métaboliques, pariétales et transcriptomiques sont constatées dans ce mutant loki sur 

AZD, par rapport au WT. Le mutant loki développe également des amas cellulaires 

ectopiques au niveau de sa partie aérienne, uniquement pour des conditions où la 

kinase TOR est inhibée. Le fait que les amas ectopiques soient localisés au niveau des 

tissus vasculaires, et que ce phénotype soit associé à des dérégulations de l’expression 

de certains gènes méristématiques tels que CLAVATA3, WOX4, ou impliqués dans 
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l’identité des tissus vasculaires tels que WOX4, ACL5, peut faire écho au phénomène 

d’angiogenèse observé notamment dans les processus cancéreux. Les perturbations de 

l’expression de gènes impliqués dans la biosynthèse de la paroi (TBL, certains gènes 

codant pour des protéines de la famille de la cellulose synthase ou similaires à la 

cellulose synthase) peuvent être en lien avec le phénotype de ces amas ectopiques, 

c’est-à-dire des cellules gonflées, avec des défauts d’adhésion et des variations de la 

composition pariétale. La perte d’autofluorescence de la chlorophylle au niveau de ces 

structures cellulaires suggère quant à elle une perte de différenciation des cellules. 

L’analyse transcriptomique réalisée sur des amas microdisséqués au laser n’a pas révélé 

d’identité tissulaire particulière au niveau de ces structures. Toutefois, les quantités 

d’ARN extraites de ces échantillons étaient très faibles (de l’ordre du pg/µL) et ont 

nécessité un protocole d’amplification particulier en cours de développement, nommé 

« 3’seq » et basé sur un séquençage de la partie 3’ des ARNm. Il pourrait être 

intéressant de refaire cette expérience avec davantage d’amas microdisséqués pour 

avoir de meilleures conditions d’amplification.  

La protéine LOKI possède des domaines WD40, permettant des interactions protéines-

protéines, en plus d’un domaine Rav1p, homologue au domaine retrouvé chez la 

protéine RAV1 de la Levure. Cette protéine RAV1 fait partie du complexe RAVE, 

impliqué dans la régulation de l’assemblage/réassemblage de la V-ATPase (Smardon 

et al. 2002; Smardon and Kane, 2007; Smardon et al. 2013). Chez les animaux et la 

Levure, l’activation lysosomale de mTORC1 passe par les acides aminés et par la V-

ATPase mais ce lien entre la voie TOR et les V-ATPases n’est pas encore établi chez les 

plantes. Ainsi la présence de ces différents domaines au sein de la protéine LOKI 

suggérerait la possibilité d’une interaction entre les domaines WD40 de la protéine 

LOKI et la V-ATPase, permettant sa régulation. Le sucre est également un élément 

important pour la régulation de l’activité des V-ATPases. Ainsi, si LOKI est bien un 

régulateur de la V-ATPase, la perte de ce régulateur combinée à une carence en sucre 

devrait d’autant plus perturber l’activité de ces pompes à protons et le développement 

des plantules, ce qui pourrait expliquer la sensibilité des mutants loki à cette carence.  

Dans un contexte où TOR est inhibée, le mutant de la V-ATPase endosomale det3 

présente un phénotype d’amas ectopiques similaire à celui des mutants loki, 

contrairement au double mutant de la V-ATPase vacuolaire vha.a2xa3. Cette 

observation m’a permis d’affiner mon hypothèse. La protéine LOKI pourrait réguler la 

V-ATPase endosomale et ce, de manière TOR-dépendante. Chez la souris, l’interactome 

de la V-ATPase démontre une interaction entre S6K et la sous-unité B de la V-ATPase 

(Merkulova et al. 2015). S6K phosphoryle cette sous-unité, ce qui pourrait intervenir 

dans sa régulation et pourrait potentiellement être dépendant de la voie mTORC1. La 
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détermination de l’interactome de LOKI ou de la V-ATPase chez Arabidopsis comme 

effectuée chez la souris dans l’étude de Merkulova et al. de 2015, pourrait valider une 

interaction entre LOKI, les composants de la voie TOR et des sous-unités de la V-

ATPase endosomale. L’absence ou la présence d’AZD pourrait permettre d’affiner le 

rôle de la voie TOR dans cette potentielle régulation LOKI-V-ATPase chez Arabidopsis. 

Par ailleurs, un test préliminaire réalisé sur les trois lignées mutantes loki suggère une 

alcalinisation du pH comme observé pour les mutants V-ATPase et donc 

potentiellement un défaut d’activité V-ATPase. Il serait pertinent par la suite de valider 

ce premier résultat par une analyse de pH plus précise, par l’utilisation de micro-sondes 

ou de rapporteurs de pH fluorescents. La comparaison du pH dans le fond mutant loki 

avec ou sans AZD, permettrait de déterminer si l’activité des pompes à protons est 

d’autant plus perturbée par l’inhibition de TOR, ce qui renforcerait l’existence d’un lien 

entre TOR et les V-ATPases chez les plantes. Une mesure de l’activité des V-ATPases 

dans le fond mutant loki validerait également l’implication de la protéine LOKI dans la 

régulation de ces V-ATPases. 

L’analyse comparative entre les mutants loki et det3 démontre que le mutant det3 

phénocopie les mutants loki à plusieurs niveaux, mais ce mutant peut parfois présenter 

un phénotype aggravé, renforçant l’hypothèse d’une régulation de la V-ATPase 

endosomale par LOKI. Il serait intéressant d’étudier d’autres mutants de la V-ATPase 

endosomale pour conforter ces résultats, notamment le phénotype d’amas cellulaires 

en présence d’AZD.  

Il existe également des pompes à protons au niveau de la membrane plasmique, qui 

permettent notamment la sortie de protons de la cellule vers l’apoplasme, participant 

ainsi à son acidification et l’élongation cellulaire (selon le principe de croissance acide). 

Des données récentes de la littérature pourraient suggérer un autre rôle de la voie 

TORC1 dans ce phénotype d’amas ectopiques, en lien avec les pompes à protons de la 

membrane plasmique. Chez la Levure, l’inhibition du complexe TORC1 diminue 

l’activité de Pma1, une pompe à protons de la membrane plasmique impliquée dans la 

sortie des protons hors de la cellule. Le complexe TORC1 participe donc à l’activation 

de Pma1 et cette activation passe par la protéine Sit4, le mutant sit4 présentant un pH 

intracellulaire plus acide dû à la diminution de la sortie de protons (Mahmoud et al. 

2017). La voie TORC1 est donc impliquée dans la régulation des pompes à protons 

chez la Levure. Par ailleurs, Pma2, une pompe à protons plasmalemmique de Nicotiana 

plumbaginifolia, peut complémenter un mutant pma1 de Levure (d’Exaerde et al. 1995). 

Ces résultats conforteraient l’idée que chez la Levure et probablement chez les plantes, 

TORC1 pourrait activer les pompes à protons de la membrane plasmique. De plus, une 

étude très récente (Poster présenté lors du congrès EMBO TOR 2021 par Cecilia Primo, 
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Plasma membrane H+-ATPases promote TORC1 activation in tobacco BY-2 suspension 

cells) démontre que dans des suspensions cellulaires végétales, l’inhibition de la pompe 

à protons de la membrane plasmique induit une inhibition de TORC1. L’ensemble de 

ces études vont donc dans le sens d’un lien entre TORC1 et les pompes à protons chez 

la Levure et les plantes. L’emploi d’inhibiteurs de la pompe à protons permettraient de 

déterminer leur influence sur l’activité de TOR, en suivant l’état de phosphorylation de 

RPS6 chez Arabidopsis. 

Ainsi, nous pouvons formuler une nouvelle hypothèse qui serait que la perte de la V-

ATPase endosomale (défaut de régulation dans le mutant loki ou de l’activité dans le 

mutant det3) provoquerait une accumulation de protons dans le cytosol. Les pompes 

à protons de la membrane plasmique étant fonctionnelles, ces protons peuvent être 

évacués vers l’apoplasme pour réguler le pH intracellulaire et l’élongation cellulaire (Lin 

et al. 2021). En revanche, dans un contexte où le complexe TORC1 est inhibé, ces 

pompes à protons plasmalemmiques pourraient être inhibées, comme observé chez la 

Levure. Pour confirmer cette hypothèse, il faudrait mesurer chez les plantes l’activité 

de ces pompes à protons de la membrane plasmique, en présence ou en absence 

d’AZD et dans les fonds mutants raptor et lst8. Si tel est bien le cas, l’inhibition de TOR 

et donc de ces pompes à protons dans les fonds mutant loki et det3 réprimerait 

l’extrusion des protons qui seraient alors accumulés au sein des cellules. En résulterait 

une réduction de l’élongation cellulaire illustrée par la réduction de la croissance des 

hypocotyles (réduits chez les mutants loki et det3) accompagnée potentiellement d’un 

gonflement des cellules et d’une perturbation du trafic trans-golgien lié au pH, 

impactant ainsi la composition de la paroi cellulaire. Cette hypothèse serait en accord 

avec les résultats obtenus pour les croisements lst8xloki, présentant un phénotype 

d’amas sans AZD. Pour valider cette hypothèse, il serait intéressant de croiser des 

mutants connus de la pompe à protons de la membrane plasmique avec les mutants 

det3 ou loki pour voir si ce croisement entraînerait le développement d’amas comme 

le croisement lst8xloki. Il serait également possible de vérifier si l’application d’un 

activateur de la pompe à proton tel que la Fusicoccine, pourrait supprimer le 

phénotype d’amas ectopiques des mutants loki et det3 sur AZD. 

Toutefois, en plus de ces deux hypothèses émises pour relier le rôle de la protéine LOKI 

à la voie TORC1 pour expliquer ce phénotype atypique, il restera encore à déterminer 

pourquoi ces amas cellulaires apparaissent au niveau des tissus vasculaires. 
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Le mot de la fin 

Pour conclure, ces différentes parties de ma thèse m’ont permis d’étudier chez 

Arabidopsis une voie de signalisation bien connue chez la Levure et les animaux, la voie 

TORC1. Ce complexe étant très conservé au sein des eucaryotes, les données acquises 

chez ces organismes permettent de poser des hypothèses de régulations chez les 

plantes et ainsi de mieux comprendre cette voie cruciale au développement des 

organismes. Mais en découvrant de nouveaux acteurs de ces voies chez les plantes, 

cela permet également de découvrir de nouvelles molécules pouvant affecter ces 

acteurs, comme le glufosinate d’ammonium, utilisées chez les plantes, mais qui pourrait 

potentiellement l’être aussi pour des études en recherche biomédicale. De même, 

l’identification de la protéine LOKI chez les plantes et la compréhension de son rôle en 

lien avec les V-ATPases pourrait permettre de trouver des orthologues chez les 

animaux, qui pourraient être impliqués dans la régulation de la voie de signalisation 

TOR. Compte tenu du rôle des V-ATPases dans l’activation de mTORC1, la croissance 

cellulaire et la capacité de certains cancers à métastaser, identifier de nouveaux 

régulateurs des V-ATPases chez les animaux grâce aux études menées chez les plantes 

pourrait permettre d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour de nombreuses 

pathologies, dont les cancers. L’utilisation du modèle végétal comme modèle pour la 

recherche biomédicale n’est donc pas à négliger. Comme je le disais en avant-propos 

de ce manuscrit, les plantes ont encore beaucoup de choses à nous apprendre !  
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Matériels et Méthodes 
 

1. Matériels et Méthodes de la partie Résultats A.2. Effets de l’inhibition du 

métabolisme de la glutamine sur les voies mTOR de cellules cancéreuses  

 

A) Cultures cellulaires 

Différentes lignées cellulaires ont été utilisées, HEK293 (cellules embryonnaires rénales 

humaines immortalisées), Hepa1.6 (cellules hépatocytes murines cancéreuses) et HeLa 

(cellules utérines humaines cancéreuses). Ces cellules sont cultivées dans du milieu 

DMEM complet 1X (D-Glucose 4,5g/L, L-glutamine), sérum fœtal bovin 10%, pénicilline 

+ streptomycine 1%. Différents inhibiteurs ont été appliqués, l’AZD-8055 (100nM), 

TORIN2 (100nM), Glufosinate Ammonium (composé de l’herbicide Basta, 1-5-10-25 et 

50mg/L), pendant 1h (traitement court), 6h (traitement intermédiaire) ou 24h 

(traitement long). 

 

B) Western-Blot 

1) Extraction protéique et dosage 

Après extraction, les protéines totales sont dosées par la méthode de Bradford dont le 

principe repose sur la liaison du bleu de Coomassie avec les aminés aromatiques. Les 

protéines sont dosées par la méthode de Bradford.  L’intensité de la coloration est 

mesurée par spectrophotométrie pour estimer la quantité de protéines totales dans 

l’échantillon. Une gamme étalon est réalisée avec du BSA de 0 à 15µg. Chaque 

échantillon est dosé deux fois, à raison de 1µL d’extrait protéique, 799µL d’H2O et 

200µL de Bradford. La densité optique est mesurée à 595nm. 

 

2) Migration des protéines 

Les protéines extraites sont chauffées 2 minutes à 95°C puis migrées sur un gel de 

polyacrylamide à 8% pour la partie dite de séparation et 5% pour la partie de 

concentration. Le tampon de migration utilisé est du MOPS1X comme décrit 

précédemment (Iershov et al. 2019). 

 

3) Transfert, incubation et révélation 

Après activation de la membrane PVDF avec de l’éthanol 100%, le montage Whatman-

membrane-gel-Whatman est mis à transférer 15 minutes. La membrane est saturée 

dans du lait 3% PBST pendant 15 minutes, lavée avec la solution de TBST puis incubée 

avec l’anticorps primaire (Cell signaling, 1/2000 ou 1/5000 suivant les anticorps utilisés) 

sur une nuit à 4°C. Certains anticorps primaires sont dirigés contre la forme 
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phosphorylée de protéines telles que P-CAD, P-RPS6, d’autres sont dirigés contre la 

forme totale de la protéine, permettant de mettre en évidence une diminution de la 

quantité de protéine telles que la Cycline D1 ou HK2, ou encore permettent de mettre 

en évidence une différence de migration (shift) due à une modification de l’état de 

phosphorylation (4-EBP). La membrane est ensuite rincée trois fois au TBST pendant 5 

minutes puis incubée avec l’anticorps secondaire (anticorps anti-lapin ou anti-souris 

couplé à la peroxydase, dilué au 1/5000) pendant 1h à température ambiante. Le blot 

est révélé avec un kit ECL (BioRad) qui repose sur la réaction d’oxydation permise par 

la peroxydase, ce qui émet de la lumière. Les signaux ont été mesurés par le logiciel 

ImageJ, avec l’option Analyse de gels, puis rapportés aux mesures obtenues pour la 

tubuline, utilisée comme témoin de charge. Cette normalisation permet ainsi d’obtenir 

un ratio normalisé. Deux répétitions pour chaque condition sont déposées par gel sauf 

pour les conditions Torin2 et AZD. 

L’ensemble de ces expériences ont été réalisées à l’INEM (PARIS), en collaboration 

avec le Dr Ganna Panasyuk et le Dr Mario Pende. 

 

2. Matériel et Méthode de la partie Résultats B. Caractérisation du mutant 

Arabidopsis loki présentant une prolifération cellulaire ectopique TOR-

dépendante 

 

A) Matériel végétal 

Différentes lignées ont été utilisées pour cette étude, à savoir l’écotype sauvage 

Columbia Col8, le mutant HD305 issu du crible génétique, les trois mutants d’insertion 

loki 044, 109 et 129 (At2G46560, respectivement SALK_044233, SALK_109847 et 

SALK_129764c), le mutant d’insertion de la V-ATPase endosomale det3 (At1g12840, 

CS61160) et le double mutant de la V-ATPase vacuolaire, vha.a2xvha.a3, issu du 

croisement entre le mutant d’insertion vha.a2 (At2G21410, mutant  SALK_142642) et le 

mutant d’insertion vha.a3 (At4g39080, mutant SALK_029786), réalisé par l’équipe de 

Mélanie Krebs (Krebs et al. 2010). Le double mutant vha.a2xvha.a3 nous a été fourni 

par Sophie Filleur, I2BC (CNRS de Gif-sur-Yvette). D’autres lignées ont également été 

utilisées pour réaliser des croisements avec les mutants loki, tels que le mutant 

d’insertion lst8-1 (At3g18140, SALK_02459) déjà caractérisé (Moreau et al. 2012) et les 

constructions pCLV3::mCHERRY et pWUS::3xYFP (Pfeiffer et al.,2016) qui nous ont 

permis de réaliser le croisement CLVxWUSxloki129.  

Les graines sont stérilisées avec une solution de Bayrochlore et éthanol 96° pendant 10 

minutes puis lavée deux fois à l’éthanol 96°. Les graines sont mises à sécher sous hotte 

sur la nuit avant semis sur boite in vitro. 
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B) Cultures 

Les cultures in vitro ont été réalisées en boite de Petri carrées verticales contenant du 

milieu Arabidopsis composé de 0,05% MES, 2,5 mM KH2PO4, 2mM MgSO4, 5mM KNO3, 

1mM CaCl2, 1X de microéléments, 1% ou 3% saccharose (selon mention particulière). 

Le pH est ajusté entre 5,6-5,7. 0,5% de phytagel est ajouté pour solidifier le milieu. 

Après autoclave à 115°C, 5mM de fer citrate ammoniacal sont ajoutés. 

Différents inhibiteurs de TOR et de PI3K ont été utilisés, l’AZD-8055 (Euromedex, 

S1555) et TORIN2 (Sigma, SML-1224-5MG) à 0,25µM, LY294002 (Selleckchem, S1105) 

à 20µM et 30µM, Vps34in-1 (Euromedex, SE-S7980-25MG) utilisé à 10µM et 15µM, 

Autophinib (Sigma, SML-2632-25MG) utilisé à 1µM et 1,5µM, et l’Isoxaben (Sigma-

Aldrich, 36138) utilisé à 0,5nm, 1nm et 2nM. 

 

C) Conditions de culture in vitro 

Après semis, les graines sont mises à stratifier 48h à 4°C. Elles sont ensuite transférées 

en chambre de culture à une température de 21°C avec une exposition lumineuse de 

80µ Einstein.m-2.s-1 et une photopériode de 16 heures de jour et 8 heures de nuit. Pour 

les expériences sur les amas ectopiques, les observations sont réalisées sur des cultures 

de J+18 après mise en culture (notamment pour les analyses transcriptomiques) ou 

J+24. Les mesures racinaires ont été faites à J+11. 

Pour étudier la croissance de l’hypocotyle, les boîtes verticales sont placées 3h30 à la 

lumière en chambre de culture puis mises à l’obscurité. Les scans sont réalisés à J+14 

sauf mention particulière.  

 

D) Mesure des longueurs racinaires et des hypocotyles 

Les longueurs de la racine primaire ou des hypocotyles des plantules ont été mesurées 

avec le logiciel ImageJ, en utilisant le plugin NeuronJ.  

 

E) Cytologie et Imagerie 

1) Coloration au rouge de ruthénium 

Cette coloration pour visualiser les défauts d’adhésion a été effectuée sur des 

hypocotyles de plantules étiolées cultivées à l’obscurité pendant 14 jours. La solution 

de rouge de ruthénium a été préparée à 0,05% dans de l’eau. L’incubation est réalisée 

pendant une dizaine de minutes à température ambiante sous agitation puis les 

plantules sont rincées une fois à l’eau. L’observation est réalisée à l’axiozoom.  
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2) Eclaircissement des plantules et coloration au direct red23 

Les parties aériennes des plantules cultivées 6 ou 24 jours +/- AZD ont été fixées dans 

du paraformaldéhyde (PFA) 4% puis mise sous vide pendant 1h. Après 3 rinçages de 5 

minutes au PBS (13.7mM NaCl, 0.27mM KCl, 1mM Na2HPO4, 0.2mM KH2PO4) 1X, les 

échantillons ont été incubés à température ambiante avec une solution de ClearSee 

(Ursache et al. 2018) et Direct Red 23 (1% p/v) dilué au 1/100ème. Les observations sont 

réalisées quelques jours après l’incubation. 

 

3) Observations cytologiques 

Les observations morphologiques des amas ont été réalisées en microscopie optique 

avec un stéréomicroscope à large champ de marque Zeiss (axiozoom), connecté à un 

ordinateur.  

Les observations microscopiques (coloration des amas au Direct Red23 et 

constructions CLVxWUSxloki129) ont été réalisées sur des microscopes confocaux 

LEICA SP5 et 710. Les plantes issues du croisement CLV3xWUSxloki129 ont été cultivées 

24 jours sur un milieu Arabidopsis 3% sucrose, sur une sélection Kanamycine (50mg/L), 

Basta (5,25mg/L) +/- AZD-8055 (0,25µM) avant observations au microscope confocal. 

Emission mCHERRY entre 550-650nm et YFP entre 470 et 530nm. 

L’ensemble de ces observations ont été réalisées sur la plateforme Observatoire du 

Végétal-Cytologie/imagerie de l’IJPB, à l’INRAE de Versailles. 

 

F) Mesure de l’activité de TOR par Western-Blot 

L’activité de la kinase TOR est estimée par western-blot où l’on suit l’état de 

phosphorylation de la protéine ribosomale RPS6, une cible indirecte de TOR (Dobrenel 

et al. 2016) . Pour chaque génotype et condition, une vingtaine de plantules de 5 jours, 

cultivées sur milieu Arabidopsis à 1mM KNO3 et 0,3% sucrose, ont été transférées en 

milieu liquide Arabidopsis carencé en sucre. Après 24h, du milieu contenant 1% de 

sucre est ajouté, +/- 1µM d’AZD. Les plantules sont récoltées en début d’après-midi, 

au bout de 5h de traitement. 

 

1) Extraction protéique 

Les plantules sont broyées à sec et 400 mM de dithiothreitol (DTT) sont ajoutés 

extemporanément à du tampon Laemmli 1X (50mM Tris-HCl pH6.8, 2% SDS, 10% 

Glycérol, 0.0025% bleu de bromophénol). En fonction de la quantité de poudre 

obtenue lors du broyage des plantules, on ajoute entre 50 et 150 µL de cette solution. 

Les extraits protéiques sont mis à bouillir pendant 5 minutes puis centrifugés 5 minutes 

à 10000 rpm/min. Le surnageant est ensuite récupéré. 
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2) Dosage des protéines 

Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford comme décrit précédemment.   

 

3) Western-blot 

Migration des échantillons protéiques : Les protéines sont mises à migrer dans un gel 

d’acrylamide composé d’un gel de concentration à 5%, et d’un gel de séparation à 12%. 

Les échantillons sont préparés de sorte à faire migrer 20µg de protéines par puits. Ces 

échantillons sont incubés 5 minutes à 95°C avant dépôt dans les puits. La migration est 

effectuée à voltage constant (150 V) pendant environ 1h10 dans un tampon de 

migration 1X (25mM Tris, 192mM Glycine, 0,1% SDS). 

Transfert, Incubation et révélation : Après migration, les protéines sont transférées sur 

une membrane PVDF. Le tampon de transfert (1x Trans-blot®buffer de Biorad®, 20% 

éthanol) est préparé extemporanément. La membrane PVDF est activée par un bain 

d’éthanol absolu puis celle-ci est trempée dans le tampon de transfert. On effectue 

ensuite le montage avec du papier Whatman imbibé de tampon de transfert, la 

membrane PVDF, le gel migré et une nouvelle couche de papier Whatman imbibé. Ce 

montage est mis à transférer à voltage croissant jusqu’à 25V et ampérage constant à 

2,5 A pendant 12 minutes. Après transfert, les membranes sont saturées dans une 

solution de PBS (13.7mM NaCl, 0.27mM KCl, 1mM Na2HPO4, 0.2mM KH2PO4) contenant 

0,05% de Tween 20 et 5% de lait écrémé, sous agitation, pendant une heure à 

température ambiante.  

Les membranes sont ensuite incubées sur la nuit avec les anticorps primaires anti-RPS6 

phosphorylée (P-RPS6) ou anti-RPS6 totale (1/5000 dans la solution 5% Lait-PBS-T-

0,05%) à 4°C et sous agitation.  

Le lendemain, les membranes sont rincées quatre fois 15 minutes avec la solution 5% 

Lait-PBS-T-0,05% à température ambiante puis incubées 1h avec l’anticorps secondaire 

couplé à la peroxydase (Anticorps anti-lapin Sigma® A0545 produit chez la chèvre, 

1/5000 dans la solution 5% Lait-PBS-T-0,05%). Les membranes sont lavées quatre fois 

avec la solution PBS-T-0,05%. La révélation est effectuée avec un kit de détection 

Biorad ® Clarity western ECL. Le principe de révélation repose sur une réaction 

d’oxydation. La solution du kit de détection contient du luminol, que la peroxydase 

oxyde, émettant de la lumière qui sera détectée par une caméra CCD (LAS 4000). Les 

western-blot ont été quantifiés sur ImageJ, avec l’option Analyse de gels.  

Étape de coloration : Les membranes sont colorées avec une solution commerciale de 

rouge Ponceau pendant 20 minutes pour s’assurer que les mêmes quantités de 

protéines ont été déposées dans chaque puits et transférées correctement. Elles sont 

ensuite rincées pour éliminer le surplus et scannées. 
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G) Analyses métabolomiques 

Les analyses métabolomiques ont été réalisées sur des plantules cultivées in vitro sur 

milieu Arabidopsis, récoltées en début de journée à J+6 et J+24. Quatre réplicats 

biologiques ont été analysés pour chaque lignée et condition. Les niveaux de 

métabolites ont été déterminés par une analyse globale après dérivatisation et 

injection dans un GC-MS comme décrit par Forzani et al. (2019). 40 à 50 mg 

d’échantillons congelés et broyés ont été remis en suspension dans 1 mL d’un mélange 

de Eau:Acétonitrile:Isopropanol (2:3:3) contenant du Ribitol à 4 mg/mL et extrait 

pendant 10 minutes à 4° C avec agitation à 1400 rpm dans un Thermomixer Eppendorf. 

La matière insoluble a été éliminée par centrifugation à 20 000 g pendant 5 minutes. 

50 mL ont été prélevés et mis à sécher sur la nuit à 35°C dans un Speed-Vac. Les 

échantillons ont été conservés à 80°C ou immédiatement injectés. Trois tubes vierges 

ont subi les mêmes étapes que les échantillons. Un contrôle qualité a été effectué en 

mettant en commun un volume égal de chaque condition. Des échantillons ont été 

prélevés à -80°C, réchauffés 15 minutes avant ouverture et séchés au speed-vac à 

nouveau pendant 1,5 heure à 35°C avant d'ajouter 10 mL de 20 mg/mL de 

méthoxyamine dans la pyridine aux échantillons et la réaction a été effectuée pendant 

90 min à 28°C sous agitation continue dans un thermomixeur Eppendorf. 90 mL de N-

méthyl-N-triméthylsilyl-trifluoroacétamide (MSTFA) (Aldrich 394866-10x1mL) ont 

ensuite été ajoutés et la réaction continuée pendant 30 minutes à 37°C. Après 

refroidissement, 45 mL ont été transférés dans un flacon Agilent pour injection. Quatre 

heures après la dérivatisation, 1 mL de l'échantillon a été injecté en modes splitless et 

split (1:30) sur un chromatographe en phase gazeuse Agilent 7890A couplé à une 

masse Agilent 5977B spectromètre. La colonne était une Rxi-5SilMS de Restek (30 m 

avec une colonne integraguard de 10 m). Le paquebot (Restek # 20994) a été changé 

avant chaque série de 24 analyses d'échantillons. La température de l’étuve était de 

70°C pendant 7 minutes puis de 10°C/min à 330°C pendant 5 minutes (durée du 

parcours 38 min). Le débit constant d'hélium était de 0,7mL/minutes. Les températures 

étaient les suivantes : injecteur : 250°C, ligne de transfert : 290°C, source : 250°C et 

quadripôle 150°C. Cinq scans par seconde ont été acquis sur une plage de 50 à 600 Da. 

L'instrument a été réglé avec PFTBA avec les 69 m/z et 219 m/z d'intensités égales. Les 

échantillons ont été randomisés. Quatre contrôles de qualité différents ont été injectés 

au début et à la fin de l'analyse pour le suivi de la stabilité de la dérivatisation. Un 

mélange d'alcanes (C10, C12, C15, C19, C22, C28, C32, C36) a été injecté pour 

l'étalonnage RI externe. Cinq scans par seconde ont été acquis. L'injection en mode 

split avec un ratio de 1:30 a été systématiquement réalisée avec les conditions suivantes 

: 70°C pendant 2 minutes puis 30°C par min à 330°C pendant 5 minutes. Hélium débit 
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constant 1 mL/minute. Trois dérivations indépendantes du contrôle qualité ont été 

injectées au début, au milieu et à la fin de la série. 

Ces analyses ont été réalisées sur la plateforme de l’OV-Chimie/Métabolisme de l’IJPB, 

INRAE de Versailles, en collaboration avec Gilles Clément. 

 

H) Dosage de nitrates 

1) L’extraction 

Par échantillon, 30mg de plantules de 10 jours ont été récoltés. 300µL d’eau miliQ sont 

ajoutés et le tout est agité 4 minutes. Les échantillons sont laissés 15 minutes sur glace 

puis centrifugés à 8°C 10 minutes, à 10 000 rpm. Le surnageant est ensuite déposé dans 

une plaque 96 puits à fond plat et directement dosé. 

 

2) Dosage des nitrates  

Le dosage est réalisé selon le principe de Miranda. Dans chaque puits d’une plaque 96 

puits, 20µL d’échantillon + 80µL d’eau et 100µL de réactif de Miranda (Pour 200mL, 

HCL 12N 8,3 mL, Chlorure de vanadium 0,5 g, N-1-naphtylethylenediamine 0,01 g, 

Sulfanilamide 0,2 g) sont déposés. La plaque est mise à l’étuve 1h30 à 60°. La réaction 

colorimétrique est ensuite mesurée par spectrophotométrie à 540 mm. 

Une gamme de NaNO3 est réalisée pour une quantité allant de 0 à 16nmol/puits, 

répartie en 12 points.  

Le principe du dosage d’ammonium et la mesure de transport est décrit dans l’article 

soumis pour publication. 

 

I) Analyse pariétale 

L’analyse de la composition pariétale a été effectuée par spectrométrie sur des 

hypocotyles de 14 jours.  

800µL d’éthanol 96° sont ajoutés à 100 hypocotyles broyés. Les échantillons sont 

chauffés 10 minutes à 80°C, centrifugés 8 minutes à 12000 rpm et 800µL d’éthanol 96° 

sont ajoutés au culot. Les échantillons sont à nouveau chauffés 10 minutes à 80°C puis 

incubés 10 minutes à température ambiante avec 800µL d’acétone. Après 

centrifugation, cette même étape est répétée. Après la dernière centrifugation, le culot 

est mis à sécher sur la nuit. 400µL de TFA 2mM sont ajoutés à 1,5mg de poudre sèche. 

Les échantillons sont chauffés 1h puis centrifugés 5 minutes à 13000 rpm. 200 µL sont 

récupérés pour analyse (Echantillons TFA). 800µL d’éthanol 70° sont ajoutés au reste 

des échantillons. Après 5 minutes de centrifugation à 10000 rpm, 800µL d’éthanol 70° 

sont ajoutés au culot et une nouvelle centrifugation de 5 minutes à 13000 permet de 
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récupérer un culot auquel on rajoute de l’acétone. Après une incubation à température 

ambiante pendant 10 minutes, une centrifugation de 10 minutes à 13000 rpm, cette 

étape est répétée puis le surnageant est éliminé et le culot laissé à sécher sur la nuit. 

63µL d’acide sulfurique à 72% sont ajoutés aux échantillons laissés ensuite sous 

agitation forte pendant 1h à 23°C. 690µL d’H20 sont ajoutés et les échantillons sont à 

nouveau laissés sous agitation forte pendant 3h à 100°C. Après une centrifugation de 

4 minutes à 10000 rpm, le surnageant est récupéré pour analyse. Ceux-ci sont d’abord 

dilués au 100ème, puis au 5ème et 640µL de la seconde dilution sont ensuite analysés. 

Pour les Tubes TFA, 64µL sont mis à sécher pendant 1h. 640µL d’eau sont ajoutés puis 

640µL sont prélevés puis analysés.  

Ces analyses ont été réalisées sur la plateforme de l’OV-Chimie/Métabolisme de l’IJPB, 

INRAE de Versailles, en collaboration avec Grégory Mouille. 

 

J) Analyse RT-qPCR 

1) Extraction d’ARN 

L’extraction des ARN totaux est réalisée avec la méthode au Trizol®Reagent. Après 

broyage des échantillons végétaux, 1mL de Trizol® sont ajoutés à 50-100 mg de 

poudre végétale. Les échantillons sont incubés 5 minutes à température ambiante puis 

200µl de chloroforme sont ajoutés. Après 15 secondes d’incubation, les échantillons 

sont incubés 3 min à température ambiante et centrifugés à 4°C pendant 15 min à 12 

000g. La phase aqueuse supérieure contenant les ARNs totaux est ensuite récupérée 

et les ARNs sont précipités avec 0,5 ml d’isopropanol. Les échantillons sont incubés à 

4°C 15 minutes à température ambiante puis centrifugés 15 min à 12 000g. Le culot 

d’ARN est lavé une fois avec 1mL d’éthanol 75%- RNase-free- froid pour 1mL de 

Trizol®. Après mélange, les échantillons sont centrifugés 5 minutes à 7500 g et à 4°C. 

Le culot est à nouveau reprécipité dans 500 µL d’eau RNase-free. 1/10ème de volume 

d‘acétate de sodium RNase-free 3M – pH5.2 est ajouté ainsi que 2 volumes d’éthanol 

100% froid. Les ARNs sont laissés 1h30 à -80°C pour précipitation puis une 

centrifugation de 15 minutes à 12000g et à 4°C est effectuée pour récupérer le culot 

qui est séché à température ambianre 1 à 2h. Le culot est repris dans 20µL d’eau RNase-

free et conservé à - 80°C. 

Les ARNs sont dosés au Nanodrop à 260 et 280nm et l’intégrité des ARNs est vérifiée 

sur gel d’agarose 1% TAE 0,5X.  

 

2) Reverse Transcription 

Un traitement DNAse a été effectué pour éliminer toute trace d’ADN génomique dans 

les échantillons. La reverse transcription est ensuite effectuée sur 11µL d’échantillon, 
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pour lequel on ajoute 1µL d’Oligo DT et 0,5µL d’H2O. Après une incubation de 5 

minutes à 65°C, 4 µL de tampon de réaction 5X, 0,5 µL de Ribolock (inhibiteur de 

RNase), 2 µL de dNTPs 10mM et 1 µL de l’enzyme Reverse Transcriptase sont ajoutés 

aux échantillons, qui sont ensuite incubés 1 heure à 42 °C. Les ADNc ainsi obtenus sont 

ensuite dilués au 1/20ème. 

 

3) qPCR 

2,5µL de la dilution d’ADN sont utilisés pour cette analyse qPCR, avec 2,35µL de Sybr 

Biorad et 0,15µL d’un mix d’amorces (20 µL Forward (10 µM) + 20 µL Reverse (10 µM) 

+ 160 µL H2O). Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau ci-dessous, Actine 

et EF1 étant les gènes référents: 

 

Gènes Amorce sens (Forward) 5’->3’ Amorce antisens (Reverse) 5’->3’ 

CLAVATA3 

(AT2G27250) 

ATGGAAAGTGAATGGGTTGGAGCAA TTCTTGGCTGTCTTGGTGGGTTC 

Actine 

(AT3G18780) 

GCCATCCAAGCTGTTCTCTC CCCTCGTAGATTGGCACAGT 

EF1 

(AT5G60390) 

CTGGAGGTTTTGAGGCGGTA CAAAGGGTGAAAGCAAGAAGA 

La séquence des autres amorces est fournie dans le papier soumis pour publication. 

 

4) RT-PCR 

Pour contrôler l’expression du gène LOKI dans les plantes WT et les mutants loki, une 

RT-PCR a été effectuée sur les échantillons ayant servi pour les analyses RT-qPCR et 

transcriptomiques. L’amorce sens utilisée pour la partie Start de l’ADN c de LOKI a pour 

séquence 5’-CCTCTCCGGCAACTCAGATC-3’, l’amorce antisens pour la fin de la partie 

3’ de l’ADNc de LOKI a pour séquence 5’-GAGCTAGAGTATCCCACACAACG-3’. Le gène 

LOKI ayant une grande taille (7kb), une DNA polymérase plus processive (Taq phusion) 

a été utilisée pour cette RT-PCR a une concentration finale de 0,02U/µL, un Tampon 

Phusion HF à 1X, les amorces sens et antisens chacune à 0,625µM et les dNTPs (25mM) 

utilisés à 200µM. 1,5µL d’ADNc dilué au 1/20ème a été utilisé pour cette réaction. Le 

programme pour amplifier le gène LOKI est le suivant :  

98°C pendant 30sec- [98°C pendant 10sec-Tm62°C pendant 30sec- 72°C pendant 

3min]x35 cycles – 72°C pendant 8min puis fin de réaction à 4°C. 

Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel d’agarose 1% TAE 0,5X contenant du 

bromure d’éthidium (BET) et migrés 20 minutes à 100 Volts. La révélation se fait sous 

lampe UV. 
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K) Analyse transcriptomique 

Les analyses transcriptomiques ont été réalisées par séquençage de type ARN-seq et 

d'ARN extraits de trois réplicats biologiques indépendants, correspondant à des 

plantules cultivées 18 jours in vitro sur milieu Arabidopsis 3% sucrose, +/- AZD 0,25µM. 

Les ARNs totaux ont été extraits avec la méthode du Trizol® Reagent incluant un 

traitement à la DNase. La technologie de séquençage a utilisé un Illumina NexSeq500 

(plateforme POPS, IPS2, Université Paris Saclay). La qualité des ARNs est contrôlée avec 

le kit « RNA clean and concentrator Zymo Research ». Les bibliothèques RNA-seq ont 

été réalisées par un protocole TruSeq Stranded (Illumina, Californie, États-Unis). Les 

échantillons d'ARN-seq ont été séquencés en single-end (SE) avec un 

dimensionnement de 260 pb et une longueur de lecture de 75 bases. Le nombre de 

reads par échantillon est fixé à 20M. l’obtention et l’analyse statistique des résultats de 

séquençage sont réalisées comme décrit précédemment (Forzani et al. 2019). Les 

données sont incorporées dans la base CATdb (Gagnot et al., Nucleic Acids Res. 2008 ; 

Zaag et al. NAR 2015) et transmises à la base de données Geomnibus (GEO) du NCBI. 
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Abstract: Living organisms possess many mechanisms to sense nutrients and favorable conditions,
which allow them to grow and develop. Photosynthetic organisms are very diverse, from green
unicellular algae to multicellular flowering plants, but most of them are sessile and thus unable to
escape from the biotic and abiotic stresses they experience. The Target of Rapamycin (TOR) signaling
pathway is conserved in all eukaryotes and acts as a central regulatory hub between growth and
extrinsic factors, such as nutrients or stress. However, relatively little is known about the regulations
and roles of this pathway in plants and algae. Although some features of the TOR pathway seem to
have been highly conserved throughout evolution, others clearly differ in plants, perhaps reflecting
adaptations to different lifestyles and the rewiring of this primordial signaling module to adapt to
specific requirements. Indeed, TOR is involved in plant responses to a vast array of signals including
nutrients, hormones, light, stresses or pathogens. In this review, we will summarize recent studies
that address the regulations of TOR by nutrients in photosynthetic organisms, and the roles of
TOR in controlling important metabolic pathways, highlighting similarities and differences with the
other eukaryotes.

Keywords: target of rapamycin (TOR); plant; metabolism; photosynthetic organisms; nutrition;
sugars; carbon; nitrogen; sulfur

1. Introduction

As early as 1826, the French physiologist Henri Dutrochet stated that biology is one and that there
is not a clear demarcation line between animal and plant physiology. Therefore, in these early days
he thought that one could learn a lot from plant physiology when studying animals (and vice versa).
He was indeed right, but the animal and plant field have diverged in their approaches when studying
physiology and cell biology [1].

During their evolution from the Last Eukaryotic Common Ancestor (LECA), plants have diverged
from animals and other eukaryotes in many ways. They acquired multicellularity and the ability to
live outside water independently from animals but their most prominent feature is probably their
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ability to synthesize organic C molecules like sugars from light energy. This was made possible after
the symbiotic acquisition of photosynthetic cyanobacteria that evolved into chloroplasts. Like yeasts,
but unlike animals, plants are also able to synthesize organic N (for example amino acids, nucleotides or
specialized metabolites) and S molecules from inorganic sources, which are found in their environment.

Finally, plants can produce new organs (for example leaves, roots or flowers) throughout their life
due to continuous cell divisions in meristems that are located at the growing tips of roots and shoots,
and from which most postembryonic structures are derived.

These characteristics allow plants to adapt to changing or adverse conditions from which they
cannot escape. Nutrients availability, phytohormones, light intensity, pathogens, water or thermic
stress are some of the numerous signals or constraints to which photosynthetic organisms are subjected.
Therefore, plants and algae need to sense these different external or internal cues for adjusting their
metabolism, growth and development to survive these sometimes harsh conditions (for a review see [2,3]).

In all eukaryotes since the LECA, conserved and ancient regulatory bricks allow the coupling
of cell and tissue growth to the availability of nutrients and energy. These connections are essential
to maintain cell homeostasis in between the assimilation and the use of nutrients, and must rely
on efficient sensing mechanisms. One of the most central and conserved nutrient sensing pathway
involves the Target of Rapamycin (TOR) kinase signaling cascade [4]. TOR is a central regulator of
metabolism and growth processes in all eukaryotic cells, promoting anabolism in favorable conditions
while inhibiting catabolism and protein degradation by autophagy and the proteasome pathway [5–8].
Furthermore, plant life depends on a close coupling of many environmental inputs (light and nutrients,
but also abiotic or biotic stresses) with complex adaptive growth responses like root development
or the switch from vegetative to reproductive growth. Given its roles in other eukaryotes, the TOR
kinase appears as a good candidate to perform these connections between environmental cues and
developmental processes.

In animals and yeast a wealth of studies have identified in the recent years multiple upstream
regulators controlling TOR activity [6,9]. This interest in TOR was motivated by the fact that
modifications of this kinase activity can cause cancers or metabolic diseases [5,10]. The TOR inducing
or repressing factors include nutrients like sugars or amino acids, hormones like insulin or other
signaling pathways.

The following review will emphasize how plant nutrients signaling affects the regulation of the
TOR kinase and how TOR in turn controls many arms of plant metabolism. The plant and algae
TOR signaling network has been recently reviewed in several excellent papers (for algae see [11,12];
for multicellular plants see for example [13–17]). Therefore, we will focus on the control of TOR activity
in plants by nutrients, and the role of this kinase in regulating metabolic pathways, concentrating on C
and N metabolisms.

2. The TOR Complex in Plants and Algae

TOR is a large Ser/Thr kinase protein, belonging to the Phosphatidylinositol Kinase-related
Kinase (PIKK) family that also comprises of the conserved ATM and ATR kinases (see [18,19]
for reviews). In yeast and mammals, the TOR kinase is involved in two different complexes, TORC1
and TORC2, which differ by the partners of the TOR kinase [5,6]. In plants and green algae,
only the TORC1 complex seems to be present, where TOR interacts with two protein partners,
RAPTOR and LST8, which are well conserved among eukaryotes [4]. TOR and other PIKKinases
need the TTT (Tel2-Tti1-Tti2) complex for their maturation and dimerization together with the
R2TP (Pontin/RuvBL1-Reptin/RuvBL2-Spaghetti/Tah1-Pih1) complex and the HSP90 chaperone.
Pontin-Reptin is an AAA+ ATPase-containing complex. In animals, it has been shown that deprivation
of C and N nutrients lead to a decrease in ATP concentration and to an inhibition of the R2TP
complex, which in turn will reduce the dimerization of the TORC1 complex and its kinase activity [20].
This mechanism thus provides a link between the sensing of energy supply and the regulation
of the TORC1 activity. In the model plant Arabidopsis, all three components of the TTT complex
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were found to interact with the LST8 protein together with Reptin-Pontin homologs [21] (Figure 1).
Brunkard et al. [22] identified in Arabidopsis a reptin mutant that displays a higher transport of molecules
through plasmodesmata, pores that allow communication between adjacent plant cells, together with a
decreased TOR activity. Accordingly, it was observed by the same authors that TOR repress transport
of macromolecules through plasmodesmata in Arabidopsis. Lower TOR activity was found in reptin,
but also sphaghetti and telo2 Arabidopsis mutants. Similarly, tti2 (telo2 interacting protein2) mutants in
maize have very reduced TOR activity [23].
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Figure 1. Regulations and outputs of the TOR signaling pathway in photosynthetic organisms:
TOR is a conduc TOR of nutritional and metabolic processes. Legend: The TOR (Target of
Rapamycin) protein kinase is a central regulatory hub connecting various environmental and
internal signals with the plant and algal metabolic and growth processes. This kinase is the
heart of the evolutionary conserved TORC1 complex in which it interacts with LST8 (Lethal with
Sec Thirteen protein 8) and RAPTOR (Regulatory-Associated Protein of TOR). The association of
R2TP (Pontin/RuvBL1-Reptin/RuvBL2-Spaghetti/Tah1-Pih1), TTT (Tel2-Tti1-Tti2) complex and HSP90
chaperone allow the dimerization and stabilization of the TORC1 complex depending on ATP levels.
Light and photosynthesis produce sugars, which, through the ETC (Electron Transport Chain),
are known to stimulate TOR activity and to inhibit SnRK1 (Snf1-Related Kinase 1), the antagonist
kinase of TOR. SnRK1 is activated by low energy and nutrient conditions and phosphorylates RAPTOR,
inhibiting TOR activity. Phosphorus, sulfur, nitrogen and amino acids also stimulate TOR activity.
In response to these signals, TOR acts on different targets like S6K (ribosomal protein S6 kinase),
YAK1 (Yet another Kinase 1) or TAP46 (PP2A regulatory subunit TAP46) to regulate mRNA translation,
nutritional and metabolic processes and in fine plant growth.
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So far, only the TORC1 protein partners were identified in plants, and many other components
of the animal TOR signaling pathways seem to be missing [24]. In Arabidopsis, tor mutants are
lethal at an early stage of development [25], indicating that the TOR kinase plays an essential role
in the embryo development. The TOR partners RAPTOR and LST8 are both encoded by two genes
in Arabidopsis, respectively RAPTOR1, RAPTOR2 and LST8-1, LST8-2 [26–28]. Mutations in single
RAPTOR or LST8 genes, and even in the two RAPTOR genes, are viable but the mutants display
development defects and an altered TOR signaling [26–30]. Structural and interaction studies have
shown that LST8 binds the TOR kinase domain [27,31]. This binding is necessary to stabilize and fully
activate TOR. Indeed, TOR activity in Arabidopsis lst8 mutants does not respond any longer to sugar
activation [32]. It has been shown in animals and yeast that RAPTOR interacts with the HEAT repeats
of TOR and presents substrates to the kinase domain [31,33]. In yeast, the KOG1 (RAPTOR in yeast)
protein is involved in the oligomerization of inactive TORC1 complexes in hollow helices after glucose
removal [34].

Contrary to yeast and mammals, Arabidopsis is relatively insensitive in most growth conditions to
rapamycin, the first discovered TOR inhibitor [25,35]. However, rapamycin seems to inhibit growth of
Arabidopsis plantlets [36] or cells [21] in liquid culture, maybe because hypoxia enhances the action of
rapamycin in plants [37].

Other mTOR inhibitors like AZD-8055 (AZD) or TORIN2, which interfere with ATP binding, can
inactivate TOR activity in plants [35,38]. Unlike plants, the unicellular green alga Chlamydomonas is
sensitive to rapamycin, which has a strong effect on growth and metabolism [39,40].

Recently phosphoproteomic and interactomic analyses in Arabidopsis [21] or Chlamydomonas [40,41]
have identified both plant-specific and conserved TOR targets and interactors. These studies provide
further evidence that there is no clear phosphorylation consensus motif for the TOR kinase, except
maybe for a Pro at position +1 and possibly a Gly at position −1 relative to the phosphorylated
Ser/Thr residue. TOR is known to be a major regulator of the different steps of mRNA translation
in eukaryotes [4,8]. Accordingly, many of the identified TOR targets are related to the control of
translation, including LARP1 (La-Related Protein 1), components of the translation initiation complex
and RPS6 (Ribosomal Protein S6). It was already known that Arabidopsis RPS6 was phosphorylated
by S6 kinase (S6K) on C-terminal Ser residues [33] and RPS6 phosphorylation was later shown to be
induced by sugar in a TOR-dependent manner after a phosphoproteomic analysis of the ribosomal
fraction in Arabidopsis [42]. Interestingly, the decrease in C-terminal RPS6 phosphorylation is always
among the most robust output of TOR inactivation, and this dephosphorylation is conserved among
eukaryotes [21,40,43,44]. As a consequence, RPS6 phosphorylation is an excellent output for TOR
activity in plants that can be monitored by a specific phosphoantibody like in other eukaryotes [42,43].

The dual specificity Tyr/Ser YAK1 kinase, an ortholog of the yeast YAK1 (Yet Another Kinase1)
and of the animal DYRK1a, has recently been identified as a strong suppressor of the lst8 mutation and
as a direct TOR substrate in Arabidopsis [21,32]. Mutations in YAK1 were also identified in a screen
for resistance to TOR inhibitors, and shown to control the SIAMESE-related cyclin-dependent kinase
inhibitors [45]. These convergent results suggest that activation of YAK1 is a major contributor to the
effects of TOR inhibition on growth and metabolism.

3. SnRK1 and TOR in Plants: An Intricate Reciprocal Interaction

The regulations and roles of TOR are less known in plants compared to yeast or animals. Generally,
when the environmental conditions are favorable, the TORC1 complex is activated and stimulates
anabolic reactions like mRNA translation, cellular growth and plant development (for a summary
see [46] and Figure 1) and inhibits catabolic process like autophagy [47]. Moreover, TOR seems to
participate to the responses to biotic and abiotic stresses like the regulation of cold acclimation [4].
Indeed, mutation of the THADA conserved gene involved in cold acclimation results in a low TOR
activity [48]. In response to stress, TORC1 is often inhibited, which leads to stimulated autophagy [49].
In plants, this TOR inactivation partly depends on the activation of SnRK1 (Snf1-related kinase 1),
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an antagonist kinase of TOR [49,50]. SnRK1 is the ortholog of the AMP-activated kinase (AMPK)
in animals and of the sucrose non-fermenting 1 kinase (Snf1) in yeast. SnRK1 interacts with the
Arabidopsis TORC1 complex and inhibits its activity by phosphorylating the RAPTOR protein like
in other eukaryotes [44]. In line with these findings, it was recently observed that the two SnRK1
catalytic subunits interact with the RAPTOR protein [21]. Furthermore, the reciprocal regulation was
finally identified in fission yeast and animals. It was indeed recently shown that TOR phosphorylates
a conserved residue on AMPK to inhibit its activity [51]. Interestingly this Ser residue is conserved in
all eukaryotes including Arabidopsis (Ser283 in SnRK1/Kin11 catalytic subunit).

Even if plant components of both the SnRK1 and TOR complexes differ from the ones found
in animals and yeast, the overall organization and interactions between these two mega complexes
seem to have been conserved throughout evolution. A very recent paper describes a dual role for
the SnRK2 kinases, plant specific members of the SnRK kinase family, in both inactivating SnRK1 in
optimal growth conditions (and hence activating TOR) while activating SnRK1 in response to ABA [52].
Finally, it is tempting to hypothesize that all these complex kinase complexes could be tethered together
to allow reciprocal and intertwined cross-regulations, which would limit their activation and maintain
equilibrium within the cell.

4. The Sweet Side of TOR: Sugars as Regulatory Factors and Outputs

With the advent of methods allowing one to measure TOR activity in plants, it became possible
to explore the regulations of this kinase by nutrient signals. These methods are the same as the
ones used in the animal or yeast fields, and are mainly based on the detection of S6K activation
by a TOR-dependent phosphorylation. This phosphorylation can be monitored directly by using a
phospho-specific S6K antibody [36] or by a shift in electrophoretic mobility following phosphorylation
of a HA-tagged S6K expressed in plants [21]. The S6K activation can also be detected by measuring
RPS6 phosphorylation using a specific phospho-antibody [42,43]. The higher level of the ribosomal
protein RPS6, together with the robustness, linearity and amplitude of its phosphorylation by TOR/S6K,
facilitates the detection of phosphoRPS6 in plant extracts. Conversely, S6K is expressed at lower levels
but has the advantage of being a direct TOR substrate.

It then became quickly obvious that, like in other eukaryotes, plant TOR activity is strongly and
robustly induced by sugars (sucrose, glucose or fructose) and, consistently, highly repressed by sugar
starvation [36,42,53]. In lst8 mutants, TOR activity is reduced but also insensitive to the addition of
sucrose to starved Arabidopsis seedlings. Surprisingly, the suppression by mutations of the YAK1
kinase of most of the phenotypic and metabolic defects in the lst8 mutant does not restore induction of
TOR activity by sugars [32]. When activated by sugars, TOR promotes the synthesis of proteins and
nucleotides needed for cell growth and division [5,8,16]. Thus, TOR serves as an intermediate for the
regulation of organismal growth by sugars.

Sugars are not only nutrients but are also signaling molecules in plants [54–56]. They could act
on TOR activity through new or already identified sugar signaling routes, which include hexokinase,
Trehalose-6 Phosphate (Tre6P) or the production of ATP in mitochondria (Figure 1). In animal cells
hexokinase II binds to mTORC1 upon glucose starvation to inhibit its downstream signaling and thus
promote autophagy [57]. In plants, it was also shown that hexokinase participates in the sensing
of glucose [58]. Another important signaling route involves the production of Tre6P that signals
sucrose levels and inhibits the activity of SnRK1, possibly by repressing the activation of this kinase by
upstream SNAK kinases [59]. Inhibition of SnRK1 would thus result in TOR activation in response to
sucrose and Tre6P. Similarly, the rise in ATP levels triggered by glycolysis and mitochondrial respiration
could result in an increase of TOR activity through the activation of the ATPase Reptin/Pontin complex
as described above [19]. Xiong et al. [60] suggested that glucose activates TOR through glycolysis and
mitochondria but independently from hexokinase or hormone signaling. However, in the Arabidopsis
sugar-starved cell, the simultaneous addition of sucrose and of the auxin antagonist PEO-IAA repressed
the induction of TOR activity as measured by S6K phosphorylation [21]. Finally, it is known in animals
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that the Rag GTPases pathway is involved in signaling glucose availability (and amino acid, see below)
to mTORC1 by recruiting and activating the TORC1 complex at the lysosomal surface [5,9].

The relative contribution of these signaling elements to the sugar-dependent TOR activation in
plants and algae remains to be precisely determined. These different signaling pathways could act
independently but it is plausible that they act together and in a coordinated way to strengthen and
stabilize the TOR activation signal, or in some instances to adapt sugar induction to the needs of
specific tissues. Indeed, the activation of TOR by sugars may have different targets and roles in source
leaves exporting sucrose or in sink tissues like roots or actively dividing meristems. The former are
autotrophic for C whereas the latter need exogenous sugars for metabolism, cell division and growth.
As mentioned earlier, TOR controls the communication between plant cells via plasmodesmata (PD),
which are involved in the transport of macromolecules and nutrients [22]. Coherently, sugar-activated
TOR seems to repress the functioning of PD to allow active phloem loading of sucrose in the phloem
of photosynthetic source leaves against the gradient of sugar concentration. This process will allow
sucrose transport from source to sink tissues. Conversely, TOR is less active in young sink leaves to
allow a free circulation of sugars through active PD. The previous observation that phloem transport is
faster in lst8 mutants is in favor of this model [27].

In plants, the meristems are structured cell proliferation zones that persist through the life of plants
and produce new organs. The activation of TOR seems to be a major effector of the stimulation of both
shoot and root meristems by sugars [60–63]. In sugar-fed Arabidopsis roots TOR phosphorylates the
transcription factor E2F, which activates cell cycling [60]. The WUSCHEL protein is needed to activate
and maintain the stem cell niche in the shoot apical meristem and its expression is induced by light but
also by sugars in the dark [61]. These two pathways of meristem activation are not completely similar
but both seem to require TOR activity since WUSCHEL expression is no longer light- or sugar-inducible
after treatment with TOR inhibitors. Growth in the apical shoot meristems is stopped in the dark
but cell proliferation can be reactivated by exogenous sugars in a TOR-dependent manner [61,64].
Similarly, sugar induces callus proliferation through the activation of TOR [65]. The ErbB-3 Binding
Protein 1 (EBP1) is a regulator of cell proliferation in meristems that is to some extent controlled by
TOR in Arabidopsis [66,67]. A recent paper analyzed in more depth the mechanism by which sugars
control EBP1 of the EBP1 control by TOR and demonstrated that EBP1 is induced by sugar partly
through the activation of TOR [68]. This sugar–TOR regulatory axis seems to control other important
biological outputs. Indeed, it was recently shown that glucose activated TOR regulates the circadian
clock by shortening its period [69] and the alternative splicing of the splicing factor AtRS31 [70].

TOR also regulates the expression of many genes involved in sugar metabolism as exemplified
by the transcriptomic analysis of Arabidopsis treated by TOR inhibitors [38,71], silenced for TOR
expression [42,60,67,72] or of TORC1 mutants [27,30,32]. Conditional silencing of the Arabidopsis
TOR gene generally leads to an accumulation of soluble sugars, amino acids, tri-acyl glycerol
(TAG) and starch [67,71,72]. Similarly, inhibition of TOR in algae results in higher levels of TAG
and starch, which are molecules of interest for the production of biofuels [39,73] (and see [11,12]
for reviews). Interestingly, beta-amylase, which is involved in starch degradation, was identified as a
TOR substrate [21].

In summary the stimulation of TOR by sugars seems to be a major signaling channel for the
regulation of a vast array of diverse biological processes. It is plausible that sugars were among the
primeval nutrients used by the first living cells, but also ancient signaling molecules that can convey
information through TOR activation allowing cell growth and division. During the evolution of
multicellular plants and animals, and with the appearance of developmental transitions and connected
organs, this simple primordial regulatory loop could have been enriched by building connections to
hormonal and tissue-specific signaling pathways.
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5. Nitrogen Regulations of TORC1

A wealth of data on the regulations of TORC1 activity by inorganic and organic nitrogen sources
is already available in yeast or animals [74–77]. For example in yeast TOR controls the transcriptional
response to the nitrogen (N) source, and the activity of TOR is modulated by the quality and quantity
of N supply [74,75]. However, despite the important roles of N nutrients and of their metabolism in
plants, much less is known in photosynthetic organisms [15] (Figure 1).

In plants, N is an essential macroelement. Different indispensable molecules, such as nucleic acids,
proteins, phytohormones and some components of the cellular wall, contain N that is therefore a limiting
factor for plant growth [78,79]. Deprost et al. [67] studied the effect of TOR expression on root growth
in the function of the nitrate environment. At standard nitrate concentration, root and shoot growth
were positively correlated to the level of TOR expression in silenced or overexpressing Arabidopsis
plants. Moreover at high nitrate concentrations, plants overexpressing TOR also displayed longer roots
compared to wild-type plants. Since at the same time TOR overexpression conferred resistance to high
KCl concentration, it was concluded that TOR is involved in resistance to osmotic stress.

In higher plants, N is taken by the root system and assimilated in the shoot and/or the root
depending on the species. Different enzymes are involved in this process: Nitrate (NR) and
Nitrite (NiR) Reductases, Glutamine Synthetase (GS) and Glutamine Oxoglutarate Aminotransferase
(GOGAT) [79,80]. N assimilation is important for the plant, but it is also expensive in energy and
therefore subject to regulations at different levels [81].

In yeast cells, TORC1 regulates the activity of the PP2A phosphatase complexes by controlling
their association with the inhibitory beta-type subunit TAP42. The inactivation of TOR by N starvation
or poor-quality sources triggers the disassociation of TAP42, the dephosphorylation of sequestering
proteins and the subsequent release of transcription factors activating N assimilation [74,75,82].
TAP46 is the plant ortholog of the yeast TAP42 protein and a component of the PP2A complex that
has also been shown to be a target of TOR in plants. Overexpression of TAP46 led to increased
activity of NR and NiR [83], demonstrating the implication of TAP46 and TORC1 in the regulation
of plant NR and NiR activities. Moreover, mutation in LST8 increased NR and NiR, but repressed
GS activities in response to long days when compared to the wild type controls [27]. Conversely,
in Chlamydomonas TOR inhibition led to higher GS and GOGAT activities [84]. These authors also
studied the link between TOR, N uptake and assimilation in Chlamydomonas by supplying a 15N labeled
N source [84]. This allowed one to estimate the contribution of external N to the accumulation of
amino acids observed after TOR inhibition, and which origin was debated. 15N incorporation into
amino acids was found to be higher in cells treated by rapamycin. Therefore, a higher N assimilation
seems to be the cause for the build-up of amino acids. The authors also found that ammonium uptake
was higher after TOR inhibition by rapamycin. Furthermore, a phosphoproteomic study revealed that
TOR activity is repressed by N starvation in Chlamydomonas, which may explain why N starvation
induces the accumulation of TAG in algae [73,85]. Similarly, a recent study highlighted a link between
low N conditions, auxin, TOR and root elongation in maize [86]. The authors suggested that low N
conditions trigger an increase of shoot to root auxin transport, resulting in its accumulation in the root
tip and in the upregulation of the TOR pathway. As a consequence, cell proliferation and root growth
are increased, which allow the root to forage for more N in the soil.

In conclusion, it appears that in N autotrophic organisms like plants, algae and yeasts, the TORC1
complex is involved in the regulation of N metabolism. Inorganic N sources like nitrate or ammonium
are first assimilated in Gln and Glu, which are subsequently used as organic N donors by transaminases
for the synthesis of most other amino acids [87–89]. As stated above, a genetic or pharmacologic
inhibition of TOR leads to the accumulation of amino acids like Gln and Asn, which are typically
used for transport and storage of N in photosynthetic organisms [27,30,32,38,71,90]. In Chlamydomonas
this amino acid accumulation is dampened by C limitation [84]. Interestingly, mutations in the YAK1
kinase, which partially suppress the decreased growth of lst8 mutants, also strongly reduce Gln
accumulation [32]. This amino acid accumulation observed after TOR inhibition could be the result
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of a decreased level of mRNA translation [91,92] or of an increase in autophagy, which degrades
proteins [11,30,49,93]. However, as described above, Mubeen et al. [84] showed that this increase
in amino acid is, for some part, the result of an increased assimilation of exogenous N since amino
acid accumulation was reduced when cells were starved for nutrients and was insensitive to either
inhibitors of translation or proteolysis [84].

Little information is available about the sensing of amino acids in plants [89,94], although they
are known to be potent inducers of TOR in yeast and animals [10,77]. However, recently several
studies reported regulations of TORC1 by amino acids in photosynthetic organisms. O’Leary et al. [95]
demonstrated that Ile or Gln activate TOR in mature leaves of Arabidopsis. Activated TOR then
diminishes night respiration and stimulates plant growth by promoting protein synthesis. Furthermore,
two serendipitous approaches showed that in plants, like in other eukaryotes, branched chain amino
acids activate the TOR kinase. First, it was already known that inhibition of TOR suppresses the
lrx1 (leucine-rich repeat extensin 1) mutation, which affects the development of root hairs [96].
Another suppressor of lrx1 was recently identified as isopropylmalate synthase 1 (IPMS1), an enzyme
involved in Leu biosynthesis, mutation of which resulted in the accumulation of Val and to a reduced
sensitivity towards TOR inhibitors like AZD8055 [97]. In another study, the causal mutation of the
Arabidopsis eva1 mutant (ER, vacuole and actin 1) affected in vacuole morphogenesis, was also identified
as an Asp/Asn change in the IPMS1 sequence [98]. As in the previous study this resulted in the
build-up of Val and other branched-chain amino acids (BCAA) and in TOR activation. Accordingly,
TOR inhibitors also suppressed the consequences of the eva1 mutation on vacuolar morphogenesis.
Therefore, the stimulation of TOR activity by amino acid seems to be a conserved hallmark of this
kinase in eukaryotic organisms. In animals and yeast, TORC1 is recruited to the lysosomal/vacuolar
surface by activated RagGTPases and the RagulaTOR complex [8,10,77]. Given the recent results,
which now provide clear and independent evidence for the activation of plant TOR by BCAA, it can
be anticipated that a similar mechanism may be operating in plants. However, this should now be
demonstrated in future studies.

6. TOR Sulfur, Phosphate and Potassium

The first studies on plant nutrition showed that they need a source of C and N to grow and develop,
but also of other macronutrients like sulfur, phosphate and potassium. Therefore, a consequence of
one nutrient being in limited amount is a reduction of growth, but also of the assimilation of other
nutrients [4]. The TOR pathway is well positioned to integrate the different nutrient availabilities
signals, and to regulate the nutrient-specific metabolic arms.

In yeast, TOR regulates potassium homeostasis through the control of the plasma membrane
proton pump [99], and the proton influx into the cells that is coupled to nutrient uptake was identified as
a TORC1 activation signal [100]. The control of the potassium uptake by TOR was recently illustrated in
Arabidopsis where it was shown that inhibition of TOR reduces potassium uptake in a TAP46-dependent
manner [101].

In Chlamydomonas, an original study showed that P starvation induced autophagy and decreased
TOR activity, which was measured by following RPS6 phosphorylation [102]. This drop in TOR
activity seems to be linked to a decrease in LST8 protein abundance caused by P limitation.
Therefore, P availability also regulates the TORC1 signaling pathway and the PSR1 (Pi Starvation
Response 1) transcription factor was shown to be involved in this process. In an attempt to identify
new components of the TOR signaling pathway in Chlamydomonas, Couso et al. [103] performed a
screen for hypersensitivity to rapamycin. By this approach, they identified sensitive mutants carrying
defects in VIP1 a conserved inositol hexakisphosphate (InsP6) kinase that produces InsP7 and InsP8.
These mutants displayed an accumulation of storage lipids, a hallmark of the response of algae to
nutrient starvation. Interestingly, VIP1 was also identified as a TOR substrate in Arabidopsis [21].
These findings uncover an interaction between TOR, InsP signaling and the storage of carbon reserves.
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Like for the other plant macronutrient, and as expected to maintain cellular homeostasis, S
availability also regulates the TOR signaling pathway. Indeed, S is an essential macronutrient for plants,
which is taken up from the soil as sulfate and is needed for the synthesis of sulfur-containing molecules
like Cys, Met or glucosinolates, defense-linked compounds. Inorganic S is ultimately incorporated in
Cys that is used to synthesize the other S-containing molecules [104]. Recent data have provided good
evidence that the availability of S is sensed through the activity of sulfite reductase (SiR), a chloroplastic
enzyme reducing sulfite into sulfide [105]. Indeed, sir mutants have diminished levels of glucose/sucrose
and consistently of TOR activity. Glucosinolates are S-containing defense metabolites derived from
amino acids that, after conversion upon cell damage, give rise to an array of active compounds against
pests and attackers. Malinovsky et al. [106] found that 3-hydroxypropylglucosinolate (3-OHPGSL)
inhibits root development in Arabidopsis, but also in other plants. Interestingly this glucosinolate also
affected yeast growth, which can explain why these compounds protect plants against various pests,
and overexpression of TOR activity or mutations in the Raptor2/5g gene interfered with Arabidopsis
responses toward 3-OHPGSL. Therefore, the biological effects of this class of compounds could be
partly explained by an inhibition of the conserved TOR signaling pathway.

7. Conclusions and Future Prospects

The analysis of the recent findings on the cross-talks between the TOR and nutrient signaling
pathways thus clearly suggests that this kinase is a central and crucial integraTOR of trophic information
that controls many facets of S, N, C, P and K metabolism. Indeed, in recent years, the plant and algal
TOR fields have been blooming and have borne splendid fruits. It is now clear that TOR is activated in
favorable conditions by nutrients like sugars or BCAA, and that this activation results in the stimulation
of growth and anabolic metabolism. Conversely, nutrient or energy limitation activates the antagonist
SnRK1 kinase that inhibits TOR to promote energy saving and nutrient remobilization. It will now be
of interest to determine if the regulation triggered by other nutrients like P in Chlamydomonas [102]
are also conserved in multicellular photosynthetic organisms. In plants, which produce new organs
throughout their lives, the sensing of nutrients is a strong driver of topical organ growth and of
developmental plasticity through morphological adaptations. For example, N starvation reduces the
shoot and stimulates root growth [86] but this adaptation is often nutrient specific: for example P
limitation results in different adaptations in root morphology than N [107]. Similarly, leaf growth
allows the plants to acquire more (or less when needed) light, and thus energy, and to avoid shade.

In the future, it will be uttermost interesting to determine if and how TOR is involved in these
adaptive growth patterns, and genetic screens will be invaluable tools to gain further knowledge.
Interestingly, a very recent report showed that the sea anemone Nematostella vectensis also produces new
tentacles throughout its life cycle in a nutrient-regulated manner and under the control of TOR [108].
This could suggest a convergent evolution during the independent acquisition of multicellularity by
plants and early animals, which rewired the primordial TOR signaling pathway to promote organ
inception in a nutrient-driven manner.

The molecular determinants involved in the activation of TORC1 by amino acids, like Rag
GTPases and the LAMTOR/Ragulator complex start to be quite well understood in animal and yeast
cells [10,77,109]. On the contrary, the mechanisms by which sugars activate TORC1 are less clear.
The molecular actors of the TOR-linked nutrient signaling pathways will have to be better identified in
plants and algae. This goal could be better achieved due to a wider use of genetic screens and other
genetic approaches, like genome wide association mapping, which could target the TOR signaling
pathway and activity. Similarly, the control by TOR of nutrient and energy metabolism need to be
better understood in photosynthetic organisms. Combinatory and integrated multi-omics analyses
may help in further unveiling the entangled relations between TOR and metabolism. One difficulty
is that TOR is both controlled by nutrients and a controller of many metabolic pathways utilizing
these nutrients. These finely tuned regulations and equilibriums with antagonistic kinases are clearly
needed to maintain homeostatic regulations of nutrients within the cell. Indeed, deregulation of TOR
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activity levels has a profound impact on the accumulation of either C or N compounds (for examples
see [27,29,30,71,72,97,110]).

Finally, it is clear that a better understanding of the precise mechanisms linking nutrient assimilation
or metabolism and plant growth, through the ancient TOR signaling pathway, would certainly help in
the design of more nutrient-efficient and stress-resilient crops.
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Titre : Étude de la voie de signalisation de la kinase TOR (Target Of Rapamycin) chez Arabidopsis thaliana et 

applications médicales 

Mots clés : Plantes, Kinase TOR, Azote, Glutamine, Métabolisme, Cancer 

Résumé : La protéine kinase TOR (Target Of 

Rapamycin) est conservée au sein des eucaryotes. Elle 

forme deux complexes, TORC1 et TORC2 chez les 

animaux et la Levure mais seul le complexe TORC1 a 

été identifié chez les organismes photosynthétiques. 

La voie TORC1 est essentielle au développement des 

organismes puisqu’elle permet de réguler finement 

de nombreux processus biologiques (traductions des 

ARNm, divisions cellulaires, métabolisme) en 

fonction de facteurs endogènes ou exogènes variés 

(nutriments, hormones, stress). La voie TORC1 est 

notamment impliquée dans la perception de 

l’environnement nutritionnel azoté chez la Levure et 

les animaux mais cet aspect est peu étudié chez les 

organismes photosynthétiques. Compte tenu de 

l’importance du métabolisme azoté chez les plantes, 

la première partie de mon projet de thèse a porté sur 

les régulations du métabolisme azoté par le 

complexe TORC1 chez la plante modèle Arabidopsis 

thaliana. J’ai ainsi montré que l’activité de TOR 

répond aux variations de l’alimentation azotée. 

L’inhibition de TOR diminue le prélèvement 

d’ammonium par la plante pour des conditions non 

limitantes, suggérant que la voie TORC1 régulerait les 

transporteurs d’ammonium à faible affinité. Chez la 

Levure et les mammifères, la glutamine a un rôle 

prédominant dans l’activation de TORC1. J’ai ensuite 

étudié les connexions entre TORC1 et le métabolisme 

de la glutamine, en utilisant du Glufosinate 

d’Ammonium (GA), composant actif d’herbicide 

ciblant la Glutamine Synthétase (GS). Il en ressort que 

les mutants du complexe TORC1 (lst8 et raptor) sont 

résistants à l’inhibition de la GS au niveau racinaire. 

Des analyses métabolomiques ont montré que 

l’inhibition de TOR conduit à une accumulation de 

glutamine dans les tissus de la plante, qui semble être 

GS-dépendante. En complément de cette première 

partie, j’ai mené une étude à l’Institut Necker des 

Enfants Malades (INEM), en collaboration avec le Dr 

Ganna Panasyuk et le Dr Mario Pende. Lors de cancer,  

le métabolisme de la glutamine peut être dérégulé. 

L’objectif de cette collaboration était d’étudier 

l’effet du GA sur les voies TOR dans différentes 

lignées cancéreuses. Le GA semble avoir un effet 

sur la voie mTORC2 pour certaines lignées 

cancéreuses, notamment hépatiques. Le dernier 

objectif de ma thèse consistait à caractériser un 

nouveau composant de la voie TOR chez les 

plantes, qui avait été identifié par un crible 

génétique. Ce mutant a une sensibilité différente à 

l’AZD, un inhibiteur de TOR, et présente des amas 

cellulaires ectopiques au niveau de sa partie 

aérienne. Ces amas sont dépendants de l’inhibition 

de TOR et de la présence de sucre. Le gène muté 

responsable de ce phénotype a été identifié par 

séquençage et code pour une protéine dont la 

fonction n’est pas connue mais dont l’orthologue 

chez la Levure serait impliqué dans la régulation de 

l’ATPase vacuolaire V-ATPase. Mon travail a 

consisté à caractériser ce mutant appelé loki 

(LOcalised proliferation depending on TOR Kinase 

Inhibition) et ses amas. Des observations 

histologiques montrent que ces amas sont denses 

et composés de cellules gonflées et désorganisées. 

Leur localisation au niveau des tissus vasculaires 

suggère que l’apport en nutriment de ces amas 

pourrait être similaire à l’angiogenèse observée 

dans les processus cancéreux. Des analyses 

métabolomiques et transcriptomiques ont été 

réalisées pour comprendre ce phénotype et 

déterminer l’origine précise de ces cellules. Des 

analyses pariétales démontrent également des 

défauts de la composition de la paroi cellulaire, 

notamment en cellulose, conduisant à des défauts 

d’adhésion cellulaire chez ce mutant. En comparant 

loki à des mutants connus, j’ai mis en évidence 

qu’un mutant affecté dans la V-ATPase présente 

aussi des amas ectopiques lorsque TOR est inhibé, 

suggérant donc un lien entre la voie TOR et les V-

ATPases chez les plantes. 

 

 

 

 



 

 

Title :  Study of the TOR (Target Of Rapamycin) kinase signalling pathway in Arabidopsis thaliana and medical 

applications 

Keywords :  Plants, TOR Kinase, Nitrogen, Glutamine, Metabolism, Cancer 

Abstract : The TOR (Target Of Rapamycin) protein 

kinase is conserved in eukaryotes. It forms two 

complexes, TORC1 and TORC2 in animals and yeast, 

but only the TORC1 complex has been identified in 

photosynthetic organisms. The TORC1 pathway is 

essential for the development of organisms because 

it allows a precise regulation of many biological 

processes (mRNA translation, cell divisions, 

metabolism) in response to various endogenous or 

exogenous factors (nutrients, hormones, stress). The 

TORC1 pathway is particularly involved in the 

perception of nitrogen nutrients in yeast and animals, 

but this aspect is poorly studied in photosynthetic 

organisms. Given the importance of nitrogen 

nutrition in plants, the first part of my thesis project 

focused on the regulation of nitrogen metabolism by 

the TORC1 complex in the model plant Arabidopsis 

thaliana. I have shown that the activity of TOR 

responds to variations in the nitrogen supply. 

Inhibition of TOR decreases ammonium uptake by 

the plant in non-limiting conditions, suggesting that 

the TORC1 pathway regulates low affinity ammonium 

transporters. In yeast and mammals, glutamine has a 

predominant role in the activation of TORC1. I then 

studied the connections between TORC1 and 

glutamine metabolism by using Glufosinate-

Ammonium (GA), the active component of herbicides 

targeting Glutamine Synthetase (GS). It appears that 

mutants of the TORC1 complex (lst8 and raptor) are 

resistant to inhibition of GS at the root level. 

Metabolomic analyses have shown that inhibition of 

TOR leads to an accumulation of glutamine in plant 

tissues, which appears to be GS-dependent. In 

addition, I conducted a study at the Institut Necker 

des Enfants Malades (INEM), in collaboration with Dr 

Ganna Panasyuk and Dr Mario Pende. In cancer, the 

glutamine metabolism can be deregulated.  

The goal of this collaboration was to study the 

effect of GA on the TOR pathways in different 

cancer lines. GA appears to have an effect on the 

mTORC2 pathway in particular for hepatic 

cancerous cell lines. The last objective of my thesis 

was to characterize a new component of the TOR 

pathway in plants, which had been identified by a 

genetic screen. This mutant has a different 

sensitivity to AZD, a TOR inhibitor, and exhibits 

ectopic cell clusters on its aerial part. These cell 

clusters are dependent on the inhibition of TOR 

and the presence of sugar. The causal gene 

mutation responsible for this phenotype was 

identified by sequencing. It encodes a protein 

which exact function is not known but an 

orthologous protein in yeast is known to be 

involved in the regulation of the vacuolar V-

ATPase. My work consisted in characterizing this 

mutant called loki (LOcalised proliferation 

depending on TOR Kinase Inhibition) and the 

nature of the ectopic cell clusters. Histological 

observations showed that these clusters are dense 

and composed of swollen and disorganized cells. 

Their localization in vascular tissue suggests that 

the nutrient supply of these cell clusters may be 

similar to the angiogenesis seen in cancerous 

processes. Metabolomic and transcriptomic 

analyses were performed to understand this 

phenotype and determine the precise origin of 

these cells. Further analyses also revealed defects 

in the composition of the cell wall leading to 

defects in cell adhesion. By comparing loki to 

known mutants, I demonstrated that a mutant 

affected in V-ATPase also exhibits ectopic clusters 

when TOR is inhibited, thus suggesting a link 

between the TOR pathway and V-ATPases in plants. 

 

  

 


