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Introduction générale

Les huiles végétales sont largement utilisées pour l'alimentation, tant humaine
qu'animale et comme sources de molécules variées pour de nombreuses industries
chimiques, voire comme biocarburants. Leur similarité structurale avec les hydro-
carbures d'origine fossile en fait une réelle alternative pour les produits pétroliers.
De plus, il s'agit d'une ressource renouvelable. Les huiles végétales sont donc un vé-
ritable enjeu économique pour tous les acteurs impliqués dans les di�érentes �lières,
tant pour l'industrie agro-alimentaire que pour des usages non alimentaires (indus-
tries pharmaceutiques, cosmétiques, etc.). Sous nos climats, les graines oléagineuses
sont la principale source d'huile végétale (plus de 2 millions d'hectares de cultures
oléagineuses, colza, tournesol et soja, en 2007 en France). L'intérêt croissant pour
cette ressource nécessite entre autres d'augmenter le rendement �nal en huile pour
augmenter la rentabilité des �lières ou bien de changer la qualité de l'huile pour des
besoins industriels. L'e�ort peut donc porter sur : 1) l'amélioration du rendement en
graines par hectare, 2) l'augmentation de la teneur en huile dans la graine 3) l'amé-
lioration du rendement d'extraction de l'huile 4) la variation en contenu qualitatif
de l'huile dans la graine.

� Teneur en huile : Actuellement, des travaux sont engagés pour mieux com-
prendre les bases génétiques et moléculaires de l'élaboration de la teneur en
huile chez Arabidopsis a�n d'identi�er des marqueurs utilisables en sélection.
Par ailleurs, l'exploration de collections de ressources génétiques devrait per-
mettre d'identi�er des génotypes à forte teneur en huile dans la graine.

� Extraction de l'huile : Il est souhaitable d'améliorer les procédés d'extrac-
tion de l'huile, qui comprennent de nombreuses étapes (e.g. aplatissage, cuis-
son, pressage, extraction par solvant de l'huile résiduelle à partir du tourteau
de pressage, désolvatation et toastage des tourteaux, dégommage des huiles),
pour les rendre moins coûteux en énergie, ne nécessitant plus de solvant et
moins dommageables pour les protéines de réserve tout en préservant, voire
en augmentant, leur e�cacité.

Un des grands objectifs actuels est donc de mieux comprendre la formation des
lipides de réserve et leur stockage a�n, dans un deuxième temps, de le modi�er pour
faciliter l'extractibilité ou le remplissage de l'huile dans la graine.

La quasi totalité des êtres vivants, procaryotes et eucaryotes, stockent leurs ré-
serves lipidiques dans des organelles intracellulaires spécialisés appelés adiposomes,
corps lipidiques ou aussi, chez les plantes, oléosomes. Ces organelles ont une struc-
ture remarquablement conservée c'est-à-dire une matrice de lipides neutres entourée
d'une monocouche de phospholipides (PLs) dans laquelle di�érents types de pro-
téines peuvent être insérés. Si le type de lipides neutres est assez restreint (triacyl-
glycérols (TAGs), stérols, esters de stérol, esters de cires), selon l'organisme le com-
plément protéique est extrêmement varié, tant en nombre qu'en type de protéines
(enzymes, protéines structurales).



2 Introduction générale

Les plantes oléagineuses stockent leur huile essentiellement dans leurs graines
et ces réserves lipidiques serviront de source d'énergie lors de la germination et la
post-germination. Les corps lipidiques des graines matures (Figure 1) sont de petite
taille (0.5 à 3 µm de diamètre), très stables et ne coalescent pas, contrairement
à des préparations de liposomes arti�ciels1 1 formés uniquement de lipides neutres
qui coalescent rapidement [Leptihn 2013]. Il est admis que la stabilité est apportée
par les caractéristiques de la demi-membrane du corps lipidique et, notamment, sa
composition en protéines.

Figure 1 : Structure et composition d'un corps lipidique : Un corps lipidique est
formé d'une matrice de TAGs entourée d'une monocouche de phospholipides dans
laquelle trois types de protéines sont insérées : l'oléosine (la protéine majeure du
corps lipidique), la caléosine et la stéroléosine (D'après [Tzen 2012]).

Vance et Huang [Vance 1987] ont mis en évidence chez le maïs la présence
d'une protéine avec une très longue chaîne hydrophobe d'environ 70 acides ami-
nés (la plus longue chaine hydrophobe identi�ée chez des proteines naturelles
jusqu'à maintenant) associée au corps lipidique. Cette protéine a été nommée
oléosine. Plus tard, d'autres isoformes d'oléosines ont été identi�ées dans les
corps lipidiques de diverses espèces telles que le colza, le soja, le tournesol et
A. thaliana [Murphy 1989a, Murphy 1991, Cummins 1992, Jolivet 2009]. La sé-
quence d'acides aminés des oléosines comprend trois parties : un domaine cen-
tral hydrophobe (ou "knob") et deux domaines N- et C-terminaux amphiphiles
[Tzen 1992b, Huang 1996, Katavic 2006] (Figures 2, 3).

1. Le liposome arti�ciel est une vésicule arti�cielle microscopique, à membrane lipidique, utilisée

comme modèle d'étude des membranes biologiques et faisant l'objet de recherches pour l'introduc-

tion de substances dans les cellules d'un organisme. (D'après le dictionnaire LAROUSSE de la

langue française)
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Figure 2 : Modèle de la conformation d'une oléosine de 18 kDa à la surface du
corps lipidique (D'après [Huang 1996]).

Le domaine central, composé de 71 à 72 acides aminés enchâssés dans la mo-
nocouche de phospholipides [Lacey 1998, Tzen 1992b], est très conservé entre les
di�érents isoformes d'oléosines avec, en particulier au centre, un motif proline très
conservé [Abell 1997, Abell 2004, Peng 2007]. Les extrémités N- et C-terminales
d'une cinquantaine d'acides aminés �otteraient à la surface externe de la demi-
membrane de phosopholipides. Contrairement au domaine central, ces extrémités
sont peu conservées chez les di�érents isoformes d'oléosines et il est communément
admis qu'elles confèrent un e�et d'agent émulsi�ant 2 interfacial à la surface du corps
lipidique [Murphy 2001, Capuano 2007, Shimada 2010].

Si la structure et la composition des corps lipidiques, notamment leur protéome,
est bien connue, les mécanismes sous-jacents à leur biogenèse et à leur dynamique
ne sont pas encore clairement établis. Il est maintenant communément admis que les
TAGs sont synthétisés dans des sous-domaines spéci�ques du réticulum endoplas-
mique (RE) avant d'être libérés dans le cytoplasme [Wanner 1978, Murphy 1999b].
En revanche, il existe di�érentes hypothèses quant au mécanisme de formation
du corps lipidique à la surface du réticulum endoplasmique et à sa dynamique,
notamment au rôle que les protéines insérées dans la monocouche de PLs pour-
raient y jouer. Concernant les oléosomes, une première hypothèse suggère que
la biogenèse du corps lipidique précède l'accumulation des oléosines à sa surface
[Murphy 1989b, Cummins 1993, Beaudoin 2000, Banas 2000]. Une seconde hypo-
thèse tend à montrer que les oléosines, initialement synthétisées dans le réticulum
endoplasmique, di�useraient latéralement à la surface du réticulum endoplasmique
pour venir recouvrir la surface d'un corps lipidique naissant simultanément avec
la synthèse des TAGs [Sarmiento 1997, Murphy 1999a, Lacey 1999]. La di�usion
latérale des oléosines serait assurée par le domaine central hydrophobe de l'oléosine.

2. Les émulsi�ants sont des molécules amphiphiles comprenant une partie hydrophobe et une

partie hydrophile. Selon la grosseur relative des deux parties, l'émulsi�ant sera favorable à la

création et la stabilisation d'émulsions "huile dans eau" ou d'émulsions "eau dans huile" (D'après

le dictionnaire LAROUSSE de la langue française).
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Figure 3 : Modèle de composition en acides aminés d'une oléosine de Maïs de 18-
kDa à la surface du corps lipidique. La zone ombrée représente la monocouche de PLs
avec les têtes polaires orientées vers le cytosol. Les symboles de diamant, cercles, et
les lettres non entourées correspondent respectivement aux résidus amphipathiques,
hydrophobes, et hydrophiles. (D'après [Tzen 1992b]).
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Figure 4 : Modèle de Beisson de synthèse de corps lipidiques de la plante oléagi-
neuse(D'après [Beisson 1999]).

Un modèle descriptif [Beisson 1999] propose un scénario de biogenèse du corps li-
pidique dans la graine basé sur la seconde hypothèse : durant les premières étapes du
développement de l'embryon, les corps lipidiques naissants ne seraient pas entière-
ment recouverts par des oléosines et coalesceraient pour former des corps lipidiques
plus densément recouverts en surface et donc plus résistants à la coalescence. La
vitesse de coalescence diminuerait ensuite progressivement jusqu'à avoir des corps
lipidiques totalement stables (Figure 4).

Il est maintenant clairement établi que la dynamique des corps lipidiques est
a�ectée par les protéines présentes à sa surface [Fei 2011, Cartwright 2012]. Dans la
graine, Siloto et al. [Siloto 2006] ont montré qu'il existe une relation inverse entre
l'accumulation de l'oléosine majeure chez Arabidopsis, S3 ou OLE1 (cf. 2.1), et la
taille du corps lipidique, indiquant un contrôle de sa taille par les oléosines. En
e�et, les oléosines sont dotées de propriétés biophysiques permettant probablement
la répulsion ou la coalescence des corps lipidiques mais dont la compréhension reste
partielle. Il reste toutefois de nombreux aspects de la biogenèse et de la dynamique
des corps lipidiques à élucider car ils mettent en jeu des facteurs génétiques,
physiques et chimiques pouvant intervenir à l'échelle de la membrane du réticulum
endoplasmique, de l'enveloppe du corps lipidique et de leur population dans le
cytoplasme.

L'objectif de cette thèse est de modéliser la formation et la dynamique des corps
lipidiques dans la graine en développement de l'espèce Arabidopsis, en s'appuyant
sur les déterminants que sont le nombre et la variation de volume de ces organelles,
en fonction de la présence de certaines des oléosines, et ce a�n de mieux appréhen-
der les mécanismes responsables de la biogenèse et la dynamique des corps lipidiques.
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Ce travail est organisé comme suit :

• Chapitre 1 : Ce chapitre établit (sur la base d'un projet d'article) l'état de l'art
sur les membranes biologiques, leur formation, ainsi que leurs interactions. Les
modèles biophysiques sous-jacents sont rappelés.

• Chapitre 2 : Ce chapitre détaille l'ensemble des procédures qui nous ont per-
mis d'extraire de l'information quantitative à partir des données d'imagerie
confocale de di�érents génotypes de corps lipidiques d'A. thaliana au cours
du développement. Pour cela, un pipeline de segmentation d'images basé sur
l'algorithme de lignes de partage des eaux a été développé. Di�érents estima-
teurs qui caractérisent la taille et la dispersion spatiale des corps lipidiques
ont été utilisés et validés dans le cadre d'un article accepté avec modi�cations
mineures dans "Plant Physiology".

• Chapitre 3 : Ce chapitre aborde l'analyse statistique e�ectuée sur les don-
nées extraites à partir d'images (c.f Chapitre 2). Cette approche est basée
sur l'analyse de la variance ainsi que l'analyse de quantiles et a été publié
[Trigui 2013].

• Chapitre 4 : Ce chapitre propose un modèle de la dynamique des corps
lipidiques au cours du développement de la graine. Après qu'un modèle
simple ait été proposé (c.f Article de conférence : A.4), le modèle pro-
posé ici est basé sur la théorie de coagulation développée par Smoluchowski
[Von Smoluchowski 1917]. La dynamique de croissance de populations de
corps lipidiques est alors simulée à travers ce modèle s'appuyant sur des hy-
pothèses physiques proposées. Le modèle rend compte de la variabilité gé-
notypique à travers di�érents paramètres qui sont estimés par une approche
de Monte-Carlo par chaînes de Markov (MCMC) à partir des estimateurs
extraits des données expérimentales.

• Chapitre 5 : Ce chapitre discute les principaux résultats de ce travail, leur
adéquation par rapport aux hypothèses de départ, les di�cultés rencontrées,
et énonce des perspectives pour la poursuite de ce travail.



Chapitre 1

État de l'art sur les membranes
biologiques

1.1 Introduction

Les membranes biologiques constituent les éléments de base des structures biolo-
giques de tout organisme vivant. Ces membranes sont composées principalement de
lipides et de protéines qui enveloppent les cellules, les organites ainsi que les compar-
timents cellulaires formant ainsi une barrière sélective. Une description en mosaïque
�uide bidimensionnelle a été proposée par Singer et Nicolson en 1972 [Singer 1972].
Ce modèle suggère l'insertion et la mobilité latérale des protéines à la surface de
la couche lipidique. On retrouve di�érentes formes géométriques d'organisation de
membranes biologiques qui sont acquises en fonction des constituants de la mem-
brane elle-même, ou de son environnement externe. Des modèles biophysiques ont
été proposés, qui expliquent l'acquisition des formes membranaires et ont participé
à la compréhension de divers mécanismes moléculaires comme le bourgeonnement,
la fusion, la �ssion et le transport cellulaire. L'utilisation de ces modèles est éten-
due à des systèmes plus complexes, tels que les membranes multi-composants ou
les radeaux lipidiques, des micro-domaines membranaires riches en cholesterol et
sphingolipides et dont le rôle n'est pas encore clairement établi.
Ce projet initial d'article avait pour ambition de faire l'état de l'art des connais-
sances de point de vue biologique et biophysique sur les membranes biologiques et
adresse les trois questions fondamentales suivantes : (i) comment les membranes se
plient-elles ? comment acquièrent-elles une forme particulière ? et, en�n, comment
interagissent-elles ?
N'étant pas spécialiste du domaine des membranes biologiques, nous pensons que ce
projet était au delà de notre portée mais avons tout de même à coeur de restituer
ce travail qui nous a occupé en début de thèse.
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1.2 Projet d'article

On the concepts of biological membranes remodeling : which model for
which process ?

Authors
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Introduction

Biological membranes are key components in biological structures of almost all li-
ving organisms. These few nanometer thick structures are composed mainly of lipids
and embedded proteins and act as a selective barrier delimiting cells, cell organelles
and compartments from their outer environment. A revolutionarily understanding
of the structure of biological membranes started with Singer and Nicolson's model
[Singer 1972], de�ning a two dimensional mosaic of individual inserted protein mo-
lecules drifting laterally in a lipid bilayer. Knowledge on the structure of biological
membranes have increased over the last decades (Table 1.1). Cells, organelles, or
closed surface vesicles may change shape depending on either membrane con�gura-
tion itself or/and on the external �ow, if its in�uence is signi�cant. For example,
the RBCs (Red Blood Cells) have initially a biconcave shape that can be changed
depending on its external environment [Kaoui 2009]. This con�guration of biologi-
cal membranes has motivated the scienti�c community, particularly physicists, to
assume that membranes are subject to the physical laws, and concepts coming from
soft-matter physics have been applied to study di�erent shapes and transitions for
many organelle's shapes composed of biological membrane. Models describing orga-
nelle's shapes were �rst developed for general �uid-lipid vesicles and then generalized
to more complex systems representing transitional mechanisms such as bending, fu-
sion, and �ssion that occur in vesicle-based intracellular transport. Over the last
few years, the use of vesicle-shaping models became more abundant due to a better
understanding of the molecular mechanisms of cell tra�cking, and was extended to
the description of complex systems such as rafts and multi-components membranes.
This paper explores the state of the art on the understanding of biological membrane
elasticity, and then exposes the knowledge related to the growth of the lipid droplet
as a particular membrane system.

mailto:alain.trubuil@jouy.inra.fr
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Year Finding References

1972 Fluid mosaic model : Random distribution of

proteins in a matrix of lipids.

Singer et Nicolson [Singer 1972]

1974 Cluster organization of membrane lipids. Lee et al. 1974 [Lee 1974],

Wunderlich et al. 1975

[Wunderlich 1975]

1982 Heterogeneity in the composition of mem-

brane lipids : the existence of di�erent phases.

Karnovsky 1982

[Karnovsky 1982]

1997 Microdomains called as rafts : the existence

of the complex sphingolipid-cholesterol with

membrane proteins.

Simons and Ikonen 1997

[Simons 1997], Brown and

London 1998 [Brown 1998],

Fratti et al. 2004 [Fratti 2004]

2001 Raft-like domains : the evidence of the coexis-

tence of liquid ordered and liquid disordered

phases.

Dietrich et al. 2001

[Dietrich 2001], Almeida et

al. 2003 [de Almeida 2003]

Table 1.1 : Principal �ndings on the understanding of biological membrane struc-
ture.

How do membranes self-organize ?

Self assembly and molecular mobility. In nature, lipids exist in di�erent forms
[Lipowsky 1995], but their structure remains the same with two di�erent domains :
a hydrophilic head, and a hydrophobic tail. The hydrophobic tails of amphiphi-
lic molecules are not soluble in water, so that they can make arrangements when
in contact with aqueous solutions. Morphologically, such molecules combine to ag-
gregate, arranging their hydrophobic domain against the water. Many shapes can
be obtained such as spherical micelles, inverted spherical micelles, cylindrical ag-
gregate, and bilayer membranes (Figure 1.1). The physical conditions determining
these morphologies have been detailed by the model of Israelachvili et al. 1976
[Israelachvili 1976].

Two main geometrical constraints should be satis�ed by the emerging shapes.
One of them involves volume, V , and surface area, A, of aggregate, the other one
avoidance of void region on the inside side of membrane. Formally, let v denote
the volume of a amphiphilic molecule and a the area of the amphiphilic molecule
head, then V = Nv and A = Na for an aggregate of N molecules, so V

A = v
a . This

independance with respect to aggregate number of volume to surface area ratio
resumes the �rst constraint. The second constraint is also easily translated when
one evaluates constraints satisfaction for a given shape.

Hence, for a spherical micelle of radius R, satisfying these contraints we should
have

V

A
=
R

3
=
v

a
R ≤ lc

where lc is the characteristic length of the hydrocarbon tail, so P
def
= v

alc
≤ 13. The
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(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G) (H)

Figure 1.1 : Geometric structures of self-assembled molecules for a given molecu-
lar structure of lipids. For each phospholipid structure, a corresponding shape is
obained : the spherical micelles (E), the cylindrical layers (F), the vesicles (G) and
the planar bilayers (H) are obtained respectively by the aggregation of the cone
(p < 1/3) (A),the truncated cone (1/3 < p < 1/2) (B and (1/2 < p < 1) (C) and
the cylinder (D) shapes(p 1).

parameter P , referred to as the packing parameter, is dimensionless and depends
only on molecule characteristics.

In the same way, a cylindrical shape of length L and radius R << L should
satisfy

V

A
=
R

2
=
v

a
R ≤ lc

so, P ≤ 1
2 . For a bilayer �at membrane we would �nd P ≤ 1. Actually, the rule for

aggregates is :

� P ≤ 1
3 (spherical micelles)

� 1
3 ≤ P ≤ 1

2 (cylindrical aggregates)
� 1

2 ≤ P ≤ 1 (planar aggregates)

The packing parameter is related to aspect ratio of amphipilic molecule. This
is illustrated in Figure 1.1 where from left to right ((A)-(D)) the volume of the
molecule increases with more than the product of characteristic length and area,
the head area and characteristic length remaining more or less the same but the
hydrophobic chain occupying more space. For �gure 1.1, the ice-cream cone shape
leads unsurprisingly to spherical aggregates.

Informations related to estimation of volume v, area a and characteristic length
lc are given in [Israelachvili 1976] and associated to results of Tanford [Hippel 1974]



1.2. Projet d'article 11

where the following relations are proposed :

v = (27.4 + 26.9n)Å3 per hydrocarbon chain

lc = (1.5 + 1.265n)Å per hydrocarbon chain

where n is some value close but smaller than the number of carbon atoms per chain.
The estimation of optimal surface area per amphiphile of a spherical micelle leads

to a0 =
√

2πe2D
εγ (cf. [Israelachvili 1976], page 1534) where γ is the interfacial tension

of hydrocarbon-water interface,D,e and ε are related to repulsive electrostatic forces.

How membranes are deformed ?

Endocytosis and vesicle formation. All membranes are composed of lipids,
proteins and carbohydrates, with a di�erent composition ratios from one cell to
another. Membrane proteins have regions of hydrophobic amino acids in alpha-
helices that act as anchors. Some of membrane proteins act as channels that allow
free crossing of selected ions through the membrane. Other proteins actively carry
molecules across the membrane or act as a pump to send a chemical signal to the
other side of the membrane. Another type of proteins is able to change mechanical
characteristics of membrane for speci�c functions. This paragraph describes the
endocytosis process mediated by proteins.

Mechanically, the curvature of a membrane is described by a transition from a
planar structure to a curved one, which can either be positive (concave) or nega-
tive (convex). For a bilayer membrane, the outer monolayer bends positively, and
the inner bends negatively, when looking to the headgroups of membrane lipids
[Zimmerberg 2000].

Before being transported from one cellular compartment to another, cargo, lipids,
trans-membrane proteins and even virus are packed inside vesicles. This function
is carried out by the endocytic machinery. Endocytosis involves the budding of a
membrane by modifying both the membrane tension and local curvature. These two
characteristics are believed to be the most important parameters in the vesicle is
production rate, which may suggest the possible existence of a regulatory feed-back
loop in transport mechanisms [Morris 2001, Keren 2011].

Clathrin is the major constituent of the "coat" of the clathrin coated pits
and coated vesicles formed during endocytosis of materials at the surface of cells.
The assembly of clathrin-coated vesicle is mediated by the recruitment of a coat
component by adaptor proteins (for review see [Doherty 2009]). These proteins
are also called "accessory proteins". They are able to deform the membrane and
bind to the clathrin-coat protein. Concomitantly, they bend around the cargo pro-
teins and sequester them into the clathrin bud. The best known group of acces-
sory proteins is epsin, a family of globular soluble proteins, that act by increasing
the curvature when inserted into the membrane via its amphipathic alpha-helix
[Ford 2002, Stahelin 2003]. The endophilin, also contributes to clathrin-mediated
endocytosis, particularly for the formation of synaptic vesicles. In vitro studies show
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Figure 1.2 : Main dynamical behaviour of lipids molecules within bilayer. (a) la-
teral di�usion, (b) rotational di�usion, (c) �ip-�op, (d) vertical vibration (D'après
[Lipowsky 1995]).

that endophilin induces the generation of high curvatures in membranes and that
the incubation of liposomes in the presence of the endophilin transforms them into
tubes [Farsad 2001]. The CDE (Clathrin Dependent Endocytosis) is then driven
by the growth of the coat domain, which deforms the membrane into a spheri-
cal cap that pinches o� to form a vesicle. It is believed that dynamin, a large
GTPase protein, is strongly implicated in the �ssion reaction of endocytic vesicles
[Damke 1994, Zhang 2001], by creating a coil around the bottom of the vesicle, where
it is still attached to the membrane, until its �ssion when dynamin coil changes
conformation by GTP hydrolysis [Marks 2001].

Another example of protein interactions, which is able to change membrane cur-
vature is that of the BAR (Bin, amphiphysin, Rvs') domain. The BAR domain is
present in a large family of proteins. This proteic domain is rigid, relative to the cel-
lular lipid bilayer and it exhibits a "crescent" shape. Upon binding, the membrane's
curvature is increased by the rigid domain.

The theory of membrane elasticity. Shapes of cells and cell organelles are
found in many biological complex systems [Zimmerberg 2006]. Every shape is de-
signed either to exhibit speci�c physiological function, or to be adapted to speci�c
cellular environment conditions [Scott 2003]. As seen in the previous section, biolo-
gical membranes are dynamic, since their constituents, mainly lipids and proteins,
are interacting permanently and varying quantitatively as well. The balance of forces
created by these non-equal interactions probably modi�es their structure and elastic
properties.

From a molecular point of view, a membrane is de�ned as an isotropic two-
dimensional medium. Molecules constituting the membrane can di�use within the
membrane and thus de�ne several mobility coe�cients. The di�usion coe�cient can
be determined by several techniques like FRAP (Fluorescence Recovery After Pho-
tobleaching) [Lipowsky 1995], Neutron scattering [König 1992], or High-frequency
spectroscopy [Haibel 1998] and estimated to be D = 10−12m2/s. In addition, in
some cases, molecules may also move from one layer to another by a "�ip-�op"
movement, but with a slower di�usion, Df = 10−8 s−1 [Alberts 2000] (Figure 1.2).
These basic phenomena, implied by the microscopic properties of membranes and
their coupling to the environment, such as interactions with proteins constituting the
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Figure 1.3 : Membrane deformation types : (a) stretching, (b) shearing, and (c)
bending. (from [Evans 1987].

membrane, or external membrane environment, are used to give a physical macrosco-
pic description of the membrane based on three types of deformations : stretching,
bending, changing thickness or shearing (Figure 1.3). Following Hooke's law, the
energetic cost Garea of compressing or stretching a membrane is given by :

Garea = χ

(
∆A

A

)
(1.1)

Where χ is the compressibility modulus (in J/m2), and A the area of the mem-
brane. Shearing energy for a �uid membrane is negligible, and can be taken into
account only if membrane is polymerized. The shearing energy Gshear is given by :

Gshear =
1

2
µ(λ

2 − λ
−2 − 2) (1.2)

Where λ is the lateral extension rate and the shearing modulus (in J/m2). The
bending energy Gbend is given by :

Gbend =
1

2
κ(c1 + c2)

2 + κc1c2 (1.3)

Where c1 + c2 is the mean curvature and c1c2 is the Gaussian curvature, with
r1 = 1/c1 and r2 = 1/c2 are the two principal curvatures. κ and κare respectively
the rigidity modulus and the Gaussian curvature modulus (in J). For no topolo-
gical change, the second term in 1.3 is neglected (referring to the Gauss-Bonnet
theorem). For a closed surface representing the membrane, an equilibrium shape is
obtained by minimizing the total energy derived from the four types of deformation
with respect to the constraints of a constant area due to the incompressibility of the
bi-dimensional membrane, and a constant internal volume due to the incompressi-
bility of the �uid enclosed by the membrane. Historically, the simplest description
of the bending energy without topological change was developed by Canham 1970
[Canham 1970], and was given by :

Hmin =
κ

2

∫
s
(c1 + c2)

2 dA (1.4)
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(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G)

Figure 1.4 : Di�erent mechanisms of molecule-induced membrane curvature : (A)
Acyl-chain, (B) Helix insertion, (C) Oligomerization, (D) Head group, (E) Sca�ol-
ding, (F) Shape protein , (G) Actin cytosqueleton.

Helfrich [Helfrich 1973] improved Canham's model by adding the non-null spon-
taneous curvature c0 expressing the possible dissymmetry between the two lea�ets
of membrane bilayers [Helfrich 1973, Deuling 1976] due to the insertion of inclusions
(Figure 1.4). Another possible realization of spontaneous curvature is the exposure
of the two membrane lea�ets to a di�erent chemical medium. The so called Canham-
Helfrich Hamiltonian with the consideration of the spontaneous curvature model is
thus expressed as follows :

HSC =
κ

2

∫
s
(c1 + c2 − c0)

2 dA+
κ

2

∫
s
c1c2 dA (1.5)

Both Canham and Helfrich treated the membrane as a single elastic layer. Ho-
wever, the two layers of the bilayer membrane may have di�erent areas due to the
di�erence in the number of molecules contained by the layers [Sheetz 1974]. This
idea introduced an e�ective non-local spontaneous curvature induced by the relaxed
area di�erence between the layers ∆A0 = Ain

0 −Aout
0 , where Ain

0 and Aout
0 are respec-

tively the area of the inner and the outer layer of the membrane. The ADE model
introducing this constraint has the following energy functional :

HSC =
κ

2

∫
s
(c1 + c2 − c0)

2 dA+
k

2

π

Ad2
(Ain

0 −Aout
0 )2 (1.6)

Note that k = 0 corresponds to the original spontaneous curvature model.
The one-component vesicle constitutes the simplest model to study the di�erent

morphologies of a lipid bilayer. Equilibrium shapes are obtained by minimizing the
bending energy. Several shapes can be obtained by varying di�erent parameters
e.g. volume and surface of the vesicle, the spontaneous curvature of the membrane
or the temperature. The most widely used method for the minimization of vesicle



1.2. Projet d'article 15

Biological system
Model deriva-
tion

Numerical me-
thod

Topological
changes

References

MM SC ADE EL PF LS yes no

General �uid-
lipid bilayer ve-
sicles

• • • [Helfrich 1973]
• • • • • [Seifert 1991, Miao 1991]
• • • [Du 2004]

• • • [Du 2006, Wang 2006]

RBCs
• • • • [Cottet 2004, Cottet 2006]

• • [Svetina 1989]

Experimental
multi-phase
bio-membranes

• • • • [Du 2006]

Golgi citernae • • [Derganc 2007]

BAR dimer in-
teraction

• • • [Campelo 2008]

Table 1.2 : A summary of some biological systems modeled using the Canham-
Helfrich theory and its derivations, the numerical method used (if developed), either
the model supports topological changes or not. Abbreviations used for the model
derivations refer respectively to : General Model (GM) , Minimal Model (MM),
Spontaneous Curvature (SC) and Area Di�erence Elasticity (ADE) . Those used for
numerical methods refer to : EL , PF , and LS.
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energy relies on the Euler-Lagrange method. Other implicit methods like Phase-
Field and Level-sets have also been used for membrane shape optimization.The use
of membrane curvature models for many biological applications and within the cited
methods are summarized in Table 1.2 . General concepts dealing with these methods
will be discussed below, but more detailed exposition about these topics will be found
in references. For the general case of constraints to be imposed on a functional to
be minimized, terms involving Lagrange multipliers are added to the functional.
The shape of a vesicle must respect certain constraints such as the conservation of
vesicle volume or conservation of vesicle surface area. Using Lagrange multipliers
under the constraints of �xed enclosed volume and membrane area, the free energy
is expressed as :

F =
κ

2

∫
s
(c1 + c2 − c0)

2 dA+
κ

2

∫
s
c1c2 dA+ λ

∫
s
dA+∆P

∫
s
dV (1.7)

Where λ and ∆P are the Lagrangian multipliers, corresponding respectively to
the surface tension of the lipid vesicles, and the pressure di�erence between the outer
and inner sides of the vesicles. The �rst order variation gives the shape equation of
lipid vesicles [Zhong-can 1987] :

F = 2κ∆H + κ(2H + c0)(2H
2 − c0H − 2H)− 2λH + p = 0 (1.8)

Where ∆ is the Laplace-Beltrami operator on the surface S. The energetic phase
�eld method is used for the treatment of interfacial problems, including topological
changes. It has been �rstly applied on vesicle dynamics to compute the equilibrium
con�guration of vesicle membrane under elastic energy and including spontaneous
curvature e�ect [Du 2006]. The phase �eld approach is designed for a �ow of a
viscous incompressible �uid enclosed by a membrane limiting another incompressible
exterior �uid. A phase variable ϕ(x) is de�ned in a domain Ω ∈ R3 as the zero level
sets function {x : ϕ(x) = 0} when x ∈ Ω, which is the compact surface representing

the membrane. The phase �eld function is given by : ϕ(x) = tanh
(
d(x)√
xε

)
Eϕ =

∫
Ω

1

ε

(
ε∆ϕ+ (

1

ε
ϕ+ c0)(1− ϕ2)

)2

dx (1.9)

Aϕ =

∫
Ω
(
1

2
ϕ+ 1)dx (1.10)

Minimizing the energy leads to the so-called phase diagram of the model. The
phase diagram shows families, or branches, of shapes in di�erent regions of the pa-
rameter space [Seifert 1991]. Limiting to closed membrane con�guration, i.e vesicle,
Seifert et al. [Seifert 1991] get the phase diagram of the minimum energy under
constraints of �xed volume and area added to the curvature energy :

Fk =
κ

2

∮
dA(2Cm) (1.11)
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Figure 1.5 : The shapes of lowest energy are prolate for v ≥ 0.65, oblate for
0.65 ≥ v ≥ 0.59, and stomatocyte for v ≤ 0.59 (from [Seifert 1991]).

This equation is given by the integral of equation 1.3 over its closed surface, where
Cm is the mean curvature (Cm = (c1 + c2)/2), and A the surface area of the closed
membrane. Then, using the Gauss-Bonnet theorem, the integral of the second term
of equation 1.3 depends only on the topology (i.e The genus g) of a vesicle, i.e∮
CgdA = 4π(1 − g). This term can be discarded when using a �xed topology

vesicle.
These constraints are added with Lagrange multipliers Σ and P toFk, so :

F = Fk +ΣA+ PV (1.12)

Shapes are obtained with a simpli�cation limiting to only axisymmetric geometries.
In addition, the chemical composition and environment of both monolayers is sup-
posed identical. The stationary shapes (Figure 1.5) depend only on one parameter
which is the reduced volume v = V

(4π/3)(A/4π)3/2
.

The life of lipid droplets

After giving an overview of the theory associated with membrane formation and
elasticity, our interest will now focus on a particular membrane system, the lipid
droplets. These organelles have long been considered as a simple container of lipids
on the cell of almost all living organisms. Since recently, lipid droplets were shown
to be involved in lipid �ux control and mobilization, as well as interacting with
several cell compartments (Endoplasm Reticulum, Golgi apparatus, etc.). Indeed,
from their birth to their degradation, lipid droplets are subject to several changes
induced by particular events including fusion, �ssion, etc. Despite the development
of techniques allowing the direct observation of cellular events, there is not much
knowledge about the life of lipid droplets among plants, animals and bacteria. This
has anyway not prevented building models and drawing hypotheses from indirect
observations.
The literature on the process of birth of lipid droplets is not clear, even for the
same organism and no clear description has been con�rmed. Actually, the existence
of a wide range of enzymes, and proteins co-localized both on the surface of lipid
droplets and the surface of ER leads to believe their possible involvement in the
birth process. Thus, many possible models describing the lipid droplet detachement



18 Chapitre 1. État de l'art sur les membranes biologiques

Figure 1.6 : Models of lipid-droplet biogenesis (D'après [Walther 2009]).

and formation have been proposed [Walther 2009] and can be summarized in the
four following models :

� Model 1 : Neutral lipids accumulate within the bilayer that drives budding
of a nascent droplet from the cytosolic lea�et of the membrane. A family of
proteins called PAT proteins (perilipin, adipophilin, and the tail-interacting
protein of 47 kDa (TIP47)), is believed to mediate budding [Goodman 2008].
It has been shown [Wil�ing 2013] that GPAT4 relocalizes from the ER to
LD and this property is conserved for mammalian cells. In plants, in vitro

studies with ER microsomes from sun�ower (Helianthus annuus) have shown
formation of small liquid lenses of 60-nm diameter in the ER bilayer that,
similarly to LDs, contain freely mobile TG and recruit oleosins [Lacey 1999].

� Model 2 : Lipid droplets are excised from both lea�ets of the ER membrane
bilayer as a bicelle [Ploegh 2007] (Fig. 1.6), Model 2)

� Model 3 : In vesicular budding (1.6, Model 3), droplets are initially formed
within small bilayer vesicles. In this scenario, a nascent vesicle is formed and
remains tethered in close apposition to the ER membrane. Neutral lipids could
�ll the vesicle while it is still continuous with the ER membrane or after vesicle
budding [Ploegh 2007].

� Model 4 : An "eggcup" model in which a LD grows within a concave depression
of the endoplasmic reticulum (ER) through transport of neutral lipids from
the ER [Robenek 2004]. The latter transfer process resembles a model for
prokaryotes (28). All models posit LDs forming toward the cytosolic face of
the ER membrane.

Chapman et al. [Chapman 2012] related recently to biogenesis and functions
of LD in plants LD biogenesis in plants may combine several mechanisms. From
biophysics arguments Zanghellini et al [Zanghellini 2010] proposed the budding of
small (12 nm) droplets from the ER surface that fuse in the cytosol. In this system,
the protein machinery may not have been taken enough into account, Chapman
said. According to Chapman et al., alternatives models predict lipid droplets
biogenesis from coatomer transport vesicles [Kalantari 2010] remaining integral
part of the ER, growing or shrinking, depending on the needs [Goodman 2008].

In conclusion, it seems that the recent paper of Win�ing et al. put on the fore-
ground a model of growth of LD with or without fusion. We certainly should also
examine more data considering possible growth of LD without fusion. Details on
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the process could be gained with combination of inducible systems with super high
light resolution microscopy. Characterizing a system for in vitro LD formation from
ER membranes might allow molecular dissection of di�erent steps of formation.

The storage of fat was described by two mechanisms namely hypertrophy (in-
creasing the size), and/or the hyperplasia (increasing the number) of adipose cells
[Jo 2009]. While the need of the cell regarding the use of hypertrophy is that larger
lipid droplets raise storage e�ciency, its use of hyperplasia is favorable for lipolysis
(the maximum surface of exchange is obtained by maximizing the surface to volume
ratio) [Paar 2012, Yamaguchi 2007].

A range of lipid droplets-associated proteins have been identi�ed. In white adi-
pose tissue, the Cide (Cell death-inducing DFF45-like e�ector) and Fsp27 (Fat-
speci�c protein, 27 kDa ) families are suggested to be involved in neutral li-
pids exchange. These proteins accumulate in the contact sites between two li-
pid droplets and create a bridge allowing the transfer of lipids from heavy to
small droplets [Gong 2011] [Jambunathan 2011]. In addition, it has been demons-
trated that the overexpression of these proteins establishes large lipid droplets
while knockdown of FSP27 result in very small droplets in mammal adipose tis-
sue [Keller 2008, Zhou 2012].

Another droplet-associated protein which deserves consideration is the so-
called Perilipin, the most abundant lipid protein of white adipose tissue proteins
[Londos 1999]) associated with lipid droplets. This protein is a lipase storage re-
gulator and belived to be a key component in the lipolysis of TAGs by facilitating
access to HSL (Hormone-sensitive lipase) [Brasaemle 2000]. Last, another study sho-
wed an e�ect of decrease of lipid droplets when overexpressing perilipin. Perilipin
acts by reducing the expression of Fsp27 in white adipose tissue of 3T3-L1 stain
[Sawada 2010].

In seeds, a family of proteins called oleosins was identi�ed on the surface of lipid
droplets called also oil bodies or oleosoms [Vance 1987, Jolivet 2009]. These proteins
seem to play an important role in the dynamics of oil bodies, and are suggested to
act as "stabilizers" preventing oil bodies coalescence. Studies of oil bodies of A.
thaliana embryos of oleosin mutants showed altered lipid and protein accumulation,
accompanied with a delay of germination. In addition, abnormal over-sized OBs are
observed [Siloto 2006]. On the other hand, a more recent study has demonstrated
the formation of OBs of 50 nm diameter visible by electron microscopy on the
surface of ER of cells of 24 kDa oleosin de�cient transgenic soybean. These "micro"
oil bodies coalesce with adjacent OBs forming a heterogeneous sized population
regularly dispersed in cellular pool in such a manner that increased size oil bodies
are held far away from the ER [Schmidt 2008].

Conclusion We reported some biophysical models based on the Helfrich theory
of membrane curvature. These studies are the basis for investigating more complex
systems such as raft domains, fusion and �ssion of vesicles, and lipid and proteins
mixtures systems. These systems were not been investigated in this literature. Many
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applications with more detailed modelling of biological systems require simplifying
assumptions. These more complex models contain more parameters making a com-
prehensive study more di�cult and often not even desirable. A quantitative mo-
delling of such topological changes will require more microscopic experiments and
some other higher-scale modeling approaches like statistical, or population dynamics
modeling in order to collect more information about shapes dynamics.



1.3. Conclusion 21

1.3 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons reporté l'état de l'art sur les connaissances des
membranes biologiques appuyées par des modèles biophysiques. Ces modèles dé-
crivent le changement de formes des membranes biologiques en fonction des forces
appliquées à leur surface. Les modèles à deux échelles (microscopique d'auto-
assemblage de membranes et macroscopique de déformation locale) sont discutés. De
point de vue expérimental, l'investigation des dynamiques membranaires à ces deux
échelles est délicate. D'un coté, il est di�cile d'étudier des organismes in vivo à cause
des modi�cations apportées par l'extraction et la préparation d'échantillons de cel-
lules qui peuvent endommager les mécanismes qu'on désire étudier. D'un autre coté,
les approches arti�cielles, tel que les préparations basées sur des vésicules géantes
(GUVs), nécessitent un support matériel de pointe (aspiration par micro-pipettes,
instruments de mesures de déformations à petite échelle (c.f )). Par ailleurs, l'explo-
ration à une échelle plus grande, notamment celle des populations cellulaires, pourra
être adoptée pour comprendre certains aspects dynamiques de vésicules formées de
membranes.





Chapitre 2

Traitement des données,
extraction et analyse de

l'information

2.1 Introduction

La microscopie confocale est une technique courante dans l'observation des pro-
cessus cellulaires à une échelle subcellulaire. Elle permet de sélectionner l'information
en provenance d'une région cible autour d'un plan focal contrairement à la micro-
scopie de �uorescence conventionnelle. Par ailleurs, l'évolution des ordinateurs et
du traitement numérique rapide des données permet la reconstruction 3D de sous-
volumes d'intérêt à partir d'une série de coupes optiques. L'imagerie des objets
cellulaires observés en microscopie confocale donne accès à leurs caractéristiques
spatiales et spatio-temporelles. Pour pouvoir extraire ces caractéristiques les objets
d'intérêt doivent être séparés (segmentés) dans les images a�n de pouvoir analyser
leurs propriétés individuelles et leur organisation. La méthode de segmentation la
plus simple est le seuillage 1. Néanmoins, il se peut que deux objets voisins soient en
contact, ou encore que la limite de résolution de microscope fait que l'on ne distingue

1. Segmentation d'images par seuillage : Le seuillage consiste à tester pour chaque pixel de

l'image si sa valeur est supérieure ou inférieure à un certain seuil, et produit une image binaire

regroupant les résultats. Il est aussi possible d'utiliser plusieurs seuils, voire de sélectionner les

pixels appartenant à une plage spéci�que de niveaux de gris.

• Détection automatique du seuil : Il existe plusieurs méthodes pour calculer de manière

automatique la valeur du seuil à appliquer. L'une des plus répandue est la méthode d'Otsu.

Elle consiste à faire l'hypothèse que l'image contient deux classes, décrites chacune par une

partie de l'histogramme de l'image. La qualité du seuillage est quanti�ée en mesurant la

variance des niveaux de gris de chaque classe. On cherche la valeur de seuil qui minimise

les variances des deux classes.

• Seuillage à hystéresis : Le seuillage à hystéresis est une méthode un peu plus perfectionnée,

qui permet d'améliorer la détection des contours des zones contrastées, tout en évitant

de détecter des zones du fond. Le principe est d'utiliser deux seuils : un seuil "haut" et

un seuil "bas". On sélectionne d'abord l'ensemble des pixels au dessus du seuil haut, puis

l'ensemble des pixels au-dessus du seuil bas. On ne garde ensuite que les composantes

connexes du seuil bas qui contiennent au moins un pixel au dessus du seuil haut. En

pratique, cette détection peut se faire soit par reconstruction géodésique, soit par étiquetage

des composantes connexes de l'image des seuils bas et détection des étiquettes présentes

dans l'image des seuils hauts. (source : Site web de la Plateforme logicielle Cépia de l'INRA,

http://www.pfl-cepia.inra.fr/)

http://www.pfl-cepia.inra.fr/
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pas l'espace de séparation de deux objets. Dans ces deux cas, les deux objets sont
considérés comme une seule entité. Ce problème été couramment rencontré dans les
données d'images de corps lipidiques acquises dans le cadre de ce travail. L'approche
de segmentation utilisée pour surmonter ce problème est détaillée dans ce chapitre.

Dans ce chapitre, nous présentons dans 2.3.1 les matériels utilisés pour acquérir
les données d'imagerie des corps lipidiques de l'embryon d'A. thaliana. Nous dé-
taillons ensuite la procédure de traitement et d'extraction des informations à partir
de ces données dans 2.3.2. L'analyse et l'interprétation de ces informations sont
présentées dans 2.4.

2.2 Objectif

L'objectif de ce chapitre est de décrire l'évolution de di�érents estimateurs qui
caractérisent le volume et la dispersion spatiale de corps lipidiques.

2.3 Méthodologie

2.3.1 Acquisition des données

Matériel biologique. Les graines d'Arabidopsis thaliana, écotype sauvage Co-
lumbia (Col 0) proviennent de la collection de Versailles (INRA). Les graines des
mutants proviennent de di�érentes collections internationales. Les mutants ont été
croisés a�n d'obtenir les di�érentes combinaisons de simple, double et triples mu-
tants qui ont été véri�ées par génotypages Elles sont semées en serre dans des pots
de 5,5 x 5,5 x 6 cm contenant un substrat de pH 5,8 composé majoritairement de
tourbe de sphaigne brune et blonde, à 10 % de sable volcanique et enrichi d'engrais
N17-P10-K14 à hauteur de 1 kg/m3. Elles ont été exposées à 16 heures d'éclairage
arti�ciel d'appoint, commandé par une cellule photoélectrique qui se déclenche dès
que la lumière extérieure descend en dessous le seuil programmé à 6500 lux. L'in-
tensité de 150 micromoles photon par m2 par seconde est délivrée par des lampes
haute pression à halogénure métallique d'une puissance de 400 W . Les plantes sont
arrosées en moyenne deux à trois fois par semaine, à l'eau en début de culture, jus-
qu'au stade début de �oraison, puis à la solution fertilisante (N : 140 mg/L, P2O5 :
76 mg/L, K2O : 231 mg/L, CaO : 146 mg/L, MgO : 15 mg/L, pH 6,5) jusqu'à la
récolte des graines. La température de consigne est de 23 °C le jour de 6h à 22h et
17 °C la nuit de 22h à 6h et l'hygrométrie est de 35 % le jour et 50 % d'humidité re-
lative la nuit. Pour l'échantillonnage, seule la hampe �orale principale est conservée
(montée à �eur après 10 jours de culture). Les �eurs sont étiquetées tous les jours
a�n de pouvoir identi�er les stades de développements nécessaires, en jours après
fécondation. Le jour du prélèvement les siliques correspondantes sont prélevées, les
embryons disséqués et mis à colorer dans une solution de Rouge de Nil à 2 g/L
(solution stock à 1 g/mL dans l'acétone, dilution extemporanée 1000 x) dans du
glycérol 50 % (vol/vol).
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Figure 2.1 : Matériel végétal utilisé. Les plantes d'Arabidopsis thaliana ont été
cultivées en serre (a). Les graines se développent après que la fécondation ait eu
lieu dans des gousses (siliques - b), en s'organisant en 2 �les d'une vingtaine de
graines retenues au séparateur central par le funicule (c). Une fois sèches, les siliques
sont déhiscentes et les graines sortent seules de la silique pour tomber au sol (d).
L'embryon est entouré par les téguments de la graine qui lui assurent sa protection.
Les stades de développements utilisés dans ce travail correspondent à des embryons
(içi décortiqués de leurs téguments) aux stades c÷ur (e) torpille (f) et U-retourné
(g) à respectivement 7, 9 et 11 jours après fécondation. Le carré rouge indique la
zone utilisée pour réaliser les observations au microscope confocal.
Bar = 1 mm b, 500 µm c,d, 30 µm e, f, g.
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Figure 2.2 : Schéma du microscope confocal. Seuls les photons provenant de la
zone excitée par le LASER sont détectés grâce aux pinholes. (Source : http://
www.olympusconfocal.com/theory/).

Microscopie. Les acquisitions ont été e�ectuées par Bertrand Dubreucq et Mar-
tine Miquel sur la plateforme de cytologie et d'imagerie végétale 2 localisée sur le
centre INRA de Versailles. Cette plateforme est adossée aux unités de recherche de
l'IJPB (Institut Jean-Pierre Bourgin) mais a également vocation à accueillir d'autres
équipes. Les activités de la plateforme couvrent la cytologie classique, l'hybridation
in situ, l'immunolocalisation, la cytogénétique et la microscopie, en fond clair, en
�uorescence ou confocale. Les images ont été majoritairement acquises sur un mi-
croscope confocal LEICA SP2 AOBS. Cette modalité permet d'obtenir des images
de tranches optiques très �nes d'un échantillon biologique grâce à sa forte réso-
lution. Les éléments matériels de base d'un microscope confocal sont : l'optique,
le LASER (Light Ampli�cation by Stimulated Emission of Radiation), les pinhole
(petit trou réglable en diamètre) et les photomultiplicateurs (Figure 2.2). Comme
pour la microscopie à �uorescence conventionnelle, les éléments biologiques d'inté-
rêt de l'échantillon à imager doivent être marqués par un ou plusieurs �uorophore
(voir 2.3.1). Le �uorophore est alors excité par le rayon LASER de longueur d'onde
convenable. Le faisceau du rayon LASER est balayé sur l'ensemble des points du
plan confocal de l'échantillon. L'émission du �uorophore, résultant de l'excitation,
est captée par le photomultiplicateur 2.3.1. Grâce au pinhole, seule la �uorescence
provenant du plan focal est détectée. La quantité de photons recueillie est trans-
formée ensuite en un signal numérique constituant un point de l'image. L'ensemble
de l'image est reconstitué point par point sur l'écran. L'acquisition de plusieurs
images dans le plan vertical z permet d'obtenir une reconstruction 3D des éléments
marqués.

2. Site web de la plateforme : http://www6.versailles-grignon.inra.fr/pciv

http://www.olympusconfocal.com/theory/
http://www.olympusconfocal.com/theory/
http://www6.versailles-grignon.inra.fr/pciv
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Certains défauts dans les images peuvent résulter de l'utilisation de la microsco-
pie confocale et parmis lesquels, nous pouvons citer :

� L'atténuation du signal en profondeur : les échantillons biologiques di�usent
et absorbent des photons en provoquant ainsi une atténuation progressive du
signal au fur et à mesure de la progression en profondeur selon l'axe z.

� Les aberrations sphériques : les indices de réfraction du milieu d'immersion et
de l'échantillon lui même devraient se correspondre parfaitement, ce qui n'est
pas le cas en pratique. En e�et, l'échantillon possède souvent un indice de
réfraction inhomogène. Les rayons réfractés peuvent subir des déviations. Les
objets imagés peuvent ainsi subir des distorsions de formes dans les images.
Des objets de morphologie sphériques sont transformés pour devenir compres-
sés ou allongés le long de l'axe z de l'image par exemple.

Ces défauts sont dans certains cas incontournables, mais des corrections en post-
traitement peuvent être envisagées. Le traitement par déconvolution est le plus
souvent utilisé (cf. A.4).

Figure 2.3 : Spectres d'émission de la GFP et le Rouge de Nil utilisés pour l'imagerie
des corps lipidiques sur le microscope Leica SP2 AOBS. Les barres représentent les
bornes de la zone de �uorescence de chaque photomultiplicateurs.

Matériel cytologique. Les organelles, ou les molécules d'intérêt, peuvent donc
être marquées par un marqueur �uorescent a�n de les visualiser par microscopie
photonique. La �uorescence se produit suite à une absorption de photons. Elle est
caractérisée par l'émission de photons qui se produit lors des transitions électro-
niques d'une molécule entre un état excité vers un état de relaxation. Les molé-
cules �uorescentes sont caractérisées par leurs spectres d'absorption et d'émission
et peuvent être classées par leurs spéci�cités aux organelles d'intérêt à marquer,
par exemple, les marqueurs nucléaires (DAPI , Sytox, TOPRO), les marqueurs des
mitochondries (MitoTracker), ou les marqueurs du Réticulum Endoplasmique (ER
Tracker). Parmi les marqueurs spéci�ques aux organelles riches en lipides, tel que
les corps lipidiques, on distingue le Rouge de Nil [Greenspan 1985]. Cette sonde
�uorescente hydrophobe 3 produit une coloration rouge. Toutefois, dans un milieu

3. Est quenchée en milieu aqueux et �uoresce en milieu hydrophobe
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très riche en lipides, la coloration devient plus intense avec des variations entre le
rouge foncé et le jaune argenté. Le Rouge de Nil est excité à 485 nm et émet à 525
nm (Figure 2.3). D'autres sondes spéci�ques aux milieux lipidiques existent. Un des
marqueurs récemment mis sur le marché est le LipidTox [Yang 2013]. Cette sonde
est connue pour être plus avantageuse que le Rouge de Nil notamment par une plus
forte intensité du signal et un moindre bruit de fond, ainsi qu'un spectre d'émission
plus large. Elle est cependant plus coûteuse et nécessite des rayes laser dans le rouge,
mais accessibles.

(A)

Figure 2.4 : Acquisition des piles d'images à partir de di�érents échantillons. Une pile

d'images correspond à un génotype donné acquis à stade du développement donné dans

une région de l'embryon donnée.

Par ailleurs, depuis la découverte de la protéine �uorescente verte, la GFP (Green
Fluorescent Protein), au début des années 1960, il est devenu possible de fusionner
le gène de la GFP au gène d'une protéine que l'on souhaite étudier [Chal�e 1994].
Le gène recombinant est réintroduit, sous contrôle du promoteur adéquat, dans
les cellules, qui vont alors transcrire le gène et traduire l'ARNm pour produire
la protéine �uorescente. On pourra ensuite l'observer, à l'aide d'un microscope à
�uorescence dans les cellules vivantes. La longueur d'onde d'excitation de la GFP
est entre 475 et 495 nm et celle d'émission est entre 520 et 560nm (Figure 2.3). Cette
technique a permis le marquage de la membrane de corps lipidiques par fusion à un
gène codant une oléosine. Il est à noter que le double marquage (oléosines et lipides
neutres) permet de visualiser à la fois le contenu (lipides neutres) et le contenant
(membrane du corps lipidique) sans que les deux �uorescences se mélangent (Figure
2.5). Cela valide la précision de la position des bords de corps lipidiques marqués
dans le cas de l'utilisation de l'une ou l'autre technique de �uorescence.
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Figure 2.5 : Visualisation de corps lipidiques en microscopie confocale en double
marquage : (A) GFP, (B) marquage au Rouge de Nil, (C) superposition.

2.3.2 Traitement des données

2.3.2.1 Segmentation d'images

La segmentation d'une image peut être dé�nie par sa partition en di�érentes ré-
gions qui possèdent certaines propriétés communes (couleur, texture, homogénéité,
etc.). L'unité élémentaire de référence d'une image segmentée n'est plus le pixel (ou
voxel 4), mais plutôt un ensemble de pixels (ou voxels) regroupés. A partir d'une
image segmentée, les régions adjacentes, ainsi que les liens entre régions peuvent
être examinés. La segmentation représente une étape cruciale vers l'interprétation

4. Voxel ("volumetric pixel"), est une unité de mesure d'un volume. Il représente une valeur

dans un espace en trois dimensions. Le voxel est à la 3D ce qu'est le pixel à la 2D. Par extension

le voxel est parfois appelé pixel 3D.
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quantitative d'images numériques. D'un point de vue mathématique, la segmenta-
tion d'une image f est la division de son domaine Df en n ensembles E appelés
segments, tels que l'union de tous les segments est égale à Df . Le choix d'un algo-
rithme de segmentation d'une image dépend de plusieurs facteurs tels que la nature
de l'image (nombre de canaux, résolution, dimensions, niveau de bruit, etc.), ainsi
que la nature de l'information à extraire (taille des segments, forme, distance, etc.).
Les approches de segmentation sont nombreuses, et sont classées principalement en
approches basées sur la détection de discontinuités (edge detection) [Canny 1986],
sur la détection de régions [Shih 2005], ainsi que les approches basées sur les contours
actifs [Kass 1988, Xu 1998b, Xu 1998a]. L'idée de la segmentation par lignes de
partage des eaux vient de la géophysique. Une goutte d'eau s'écoule sur un paysage
formé de bassins et de crêtes jusqu'à atteindre le fond d'un bassin, appelé bassin ver-
sant. Les bassins versants sont séparés topographiquement par des lignes d'altitude
maximale. Lorsqu'une goutte d'eau se retrouve sur des lignes d'altitude maximale
elle ne peut pas être attribuée à un bassin versant. Ces points forment un paysage de
lignes appelées lignes de partage des eaux (LPE). Ces dé�nitions permettent de clas-
ser chaque point d'une surface topographique comme appartenant soit à un bassin
versant, soit à une LPE. Une image numérique en échelle de gris peut également être
considérée comme une surface topographique, dans laquelle on attribue une altitude
à chaque pixel en fonction de sa valeur en niveaux de gris obtenant ainsi un relief.
L'étape suivante consiste à immerger la surface. L'eau monte progressivement dans
les bassins jusqu'à ce que les eaux issues de deux bassins versants voisins se ren-
contrent formant une ligne (Figure 2.6). L'ensemble des lignes constitue une frontière
des objets séparés par des pixels qui appartiennent aux LPEs. Le résultat d'une seg-
mentation avec LPE est généralement représenté par une image d'étiquettes, dans
laquelle on attribue à chaque pixel appartenant à un bassin versant une étiquette
(label) unique.

Figure 2.6 : Principe d'immersion des bassins versants en ligne de partage des eaux.

Dans les images à segmenter, on se confronte souvent à des zones du même ni-
veau de gris (sous forme de plateaux en représentation en paysage) dans lesquelles
la direction d'immersion ne peut pas être déterminée. Dans cette situation, les pro-
blèmes de sur-segmentation (le nombre d'étiquettes trop conséquent par rapport au
nombre d'objets réel) sont fréquents [Vincent 1991]. La détermination au préalable
des fonds des bassins versants peut résoudre ce problème. Une méthode de segmen-
tation contrôlée par des marqueurs est bien décrite par Soille [Soille 2003]. Cette
méthode est particulièrement utilisée pour la séparation d'objets quasi-sphériques
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(Blobs) qui se touchent. En e�et, la limite de résolution de l'instrument d'imagerie
fait que l'on ne peut pas distinguer l'espace de séparation de deux objets voisins.
L'idée de la segmentation par LPE contrôlée consiste à dé�nir des marqueurs à par-
tir desquels le processus d'immersion débute. Le paysage dans lequel le processus
d'immersion se déroule est obtenu par la fonction distance de l'image originale bina-
risée. La fonction distance d'une image binaire est obtenue en attribuant à chaque
pixel de l'image une valeur proportionnelle à sa distance au bord le plus proche de
l'objet où il est contenu. Les marqueurs sont obtenus à partir des maxima de l'image
distance (les maxima étendus sont obtenus par l'application d'un �ltre h-maxima
[Soille 2003]).

Les algorithmes de base de la morphologie mathématique permettant d'e�ectuer
la segmentation par LPE sont implémentés dans di�érents logiciels de traitement
d'images multiplateformes. Ces logiciels se distinguent par leur spécialisation pour
chacun des domaines d'application (géophysique, science des matériaux, Imagerie
biologique et médicale, etc.), ainsi que par leur performance en visualisation et
manipulation d'images multidimensionnelles. AvizoFire est un logiciel commercialisé
par la société VSG (Visualization Sciences Group, Mérignac, France). Il permet le
traitement et la visualisation d'images 3D dans di�érents contextes applicatifs et
notamment en sciences de matériaux et en microscopie. L'avantage de ce logiciel
est que les données et les modules peuvent être connectés de façon interactive et
contrôlés par plusieurs paramètres. Cette logique permet la création d'un réseau
d'opérations de traitement dont la sortie est a�chée dans un visualisateur 3D.

Dans le cadre de cette thèse, une licence du logiciel AvizoFire a été acquise. La
procédure de segmentation d'images par LPE, ainsi que l'extraction des données
relatives à l'analyse quantitative avec les opérateurs dé�nis dans cette même
section ont été implémenté sous AvizoFire. Deux modules en langage TCL 5 (Tool
Command Language) ont été développé (voir le script A.1.1.3) :
- WshedBinSeparate (Figure 2.8) : est un module qui permet d'e�ectuer la segmen-
tation des images de corps lipidiques en 3D par la méthode de LPEs (�gure 2.7).
L'entrée est une image 3D en niveaux de gris. La procédure (Figure 2.8) commence
par un �ltrage médian visant à éliminer le bruit impulsionnel tout en conservant
des détails su�samment importants de l'image. Elle est ensuite poursuivie par deux
opérations de seuillages, dont les valeurs seuils sont entrées par l'utilisateur (le
choix s'e�ectuer par un examen visuel du résultat de test pour di�érentes valeurs
de seuil). Le premier seuil (haut), vise à la détection des gros objets sans les sur- ou
sous-estimer, tout en négligeant la résultante élimination ou la sous-estimation des
petits objets (Figure 2.9 - Seuillage haut). Pour le second seuil (bas), l'utilisateur

5. TCL ("Tool Command Language") est un langage de commande interprété, multiplateformes,

conçu pour être facilement étendu dans une application (C, C++, etc.). Ce langage permet la

dé�nition de procédures, de variables globales, locales, etc., et dont la portée peut être accessible

(de manière contrôlée) à des niveaux arbitraires. Il permet également le traitement des exceptions,

la redé�nition (dynamique) des commandes, etc. Sa syntaxe est tirée à la fois du SHELL, du C et

du LISP. L'utilisation de TCL dans AvizoFire est destinée à accéder à des fonctions spéciales de

modules, d'automatiser les tâches de routine, pour résoudre certains problèmes en combinant des

modules et des composants existants, ou pour l'écriture de données méthodes d'entrée/sortie.
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(A) (B) (C)

(D) (E) (F)

Figure 2.7 : Images intermédiaires de la procédure de segmentation par lignes de partage

des eaux. (A) Image binaire, (B) Image distance, (C) Complément de l'image distance, (D)

Image de marqueurs (maxima étendus), (E) Image de lignes de partage des eaux, (F) Image

segmentée.

Figure 2.8 : Chaîne de segmentation d'image 3D de microscopie confocale de corps
lipidiques marqués au Rouge de Nil. Le résultat obtenu à partir d'une image brute
est un set de données de volumes individualisés de corps lipidiques
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Figure 2.9 : Principe du double seuillage pour la détection d'objets : A partir
de l'image originale en niveaux de gris, un seuillage haut permet la détection des
gros objets. Le seuillage bas permet de détecter les petits objets. Le résultat (image
binaire) est obtenu par combinaison des résultats des deux opérations de seuillage.
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Figure 2.10 : Chaîne d'extraction de volumes des fractions locales des distances au
plus proche voisin de chaque étiquette de corps lipidiques donnée en entrée.

s'intéresse à la détection des petits objets sans se soucier de la sur-estimation des
gros objets (�gure 2.9 - Seuillage bas). Il résulte de cette opération l'obtention
des deux images seuillées qui correspondent aux deux valeurs de seuils. L'étape
suivante consiste à l'application de deux �ltres qui visent l'élimination des petits
objets sous-estimés dans l'image de seuillage haut, et les gros objets sur-estimés
dans l'image de seuillage bas. Une suite d'opérations binaires permet de récupérer
le résultat �nal (�gure 2.9 - Résultat). Ce résultat sert comme entrée pour la
procédure de segmentation précédemment décrite dans 2.3.2.1. Le résultat �nal de
segmentation des corps lipidiques est obtenu sous formes d'une image de labels
où chaque label correspond à un objet individualisé. Le volume, la surface et
les coordonnées spatiales de chaque objet sont sauvegardées dans un tableur
(datasheet).
- ImLocalFrac (Figure 2.10) : l'entrée de ce module est une image de label des
objets segmentés obtenue à la sortie du module précédent. Les cellules de Voronoï
(Figure 2.12) sont obtenues pas l'immersion d'un label jusqu'aux frontières de
l'espace qui lui ai plus proche qu'à d'autres objets. L'union du volume du corps
et de l'espace occupé lors de l'opération d'immersion correspond au volume de la
cellule de Voronoï. Cette valeur est ainsi sauvegardée pour chaque objet de l'image.
En�n, la mi-distance au voisin le plus proche (DNN) est calculée à partir de la
valeur minimale obtenue en parcourant l'image de distance sur les frontières des
cellules de Voronoï.
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2.3.2.2 Extraction d'informations

Volumes et histogramme de volumes. L'histogramme est l'outil le plus simple
pour caractériser la distribution d'une variable continue, où on exprime l'e�ectif
d'une population dans chaque classe d'un critère donné pour chaque sous population.
L'analyse d'images de corps lipidiques permet d'extraire un ensemble d'informations
à partir de corps individualisés, à savoir leurs volumes, surfaces, etc. Ces données
permettent d'e�ectuer un comptage de corps lipidiques (e�ectif par classe de volume)
pour chaque classe de taille préalablement �xée. Le volume correspond au nombre de
voxels multiplié par le volume unitaire d'un voxel. De telles données sont présentées
en annexe A.1.

Fraction totale. Le champ photographique imagé dans l'embryon peut ne pas
contenir en totalité le matériel biologique à exploiter, particulièrement quand il se
situe aux bords de l'échantillon. Par ailleurs, nous n'avons pas pu colorer les pa-
rois pour s'emmener à un volume cellulaire moyen. Cette mesure résulte d'une zone
inutile de l'image qui ne doit pas être prise en considération dans l'analyse quantita-
tive. La solution étant de limiter le volume exploité aux zones contenant les objets
cellulaires (dans notre cas, les corps lipidiques). Découper l'image en morceaux de
façon telle à ne garder que les zones utiles est une alternative assez coûteuse en temps
et résulte d'une perte d'information importante. Le découpage altère les objets dans
les plans de coupe. L'enveloppe convexe permet d'extraire un emballage contenant
tous les objets de l'image sans altérer les bords. En e�et, elle permet d'estimer,
avec une bonne précision, le bord de l'embryon qui le sépare du milieu extérieur.
Ce dernier possède, la plupart du temps, une géométrie convexe dans la zone d'ac-
quisition de l'image (Figure 2.1 - f, g). Cette enveloppe est dé�nie comme étant le
plus petit polygone convexe contenant tous les éléments T d'un ensemble �ni E.
Il existe plusieurs algorithmes de détermination de l'enveloppe convexe. Quickhull
[Barber 1996] est un algorithme en dans l'espace à d dimensions Rd. cet algorithme
est rappelé dans A.5.

(A) (B)

Figure 2.11 : Enveloppe convexe d'une image de corps lipidiques en 2D. (A) Image binaire

de corps lipidique. (B) Enveloppe convexe.
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L'enveloppe convexe est aussi utilisée pour caractériser la densité de corps li-
pidiques dans la zone imagée appelée la fraction totale (Figure 2.11). La fraction
totale est dé�nie par l'espace occupé par les corps lipidiques dans un volume donné
tel que :

φtot = Volume total des corps lipidiques / Volume de l'enveloppe convexe (2.1)

Cet estimateur permet également d'estimer la vitesse de remplissage en corps
lipidiques de l'espace cellulaire durant le développement de l'embryon et d'en déduire
ainsi le volume de lipides neutres produit en fonction du temps. Tel que :

Vitesse de remplissage (%) =
φtot(T +∆T )− φtot(T )

∆T
(2.2)

Fraction locale. A�n d'analyser l'encombrement spatial des corps lipidiques, nous
nous sommes basés sur le concept de la cellule de Voronoï. Dans notre contexte, la
cellule de Voronoï d'un corps lipidique correspond à l'espace qui lui est plus proche
que de tout autre corps lipidique. Dans le cas général, on dé�nit un diagramme de
Voronoï par l'ensemble des points les plus proches d'un élément p appartenant à
un ensemble S de l'espace métrique E que de tout autre point. Dans le cas où les
éléments sont des points discrets, on parle de tessellations de Voronoï (connues aussi
sous le nom de tessellations de Dirichlet).

(A)

(B)

Figure 2.12 : Concept de cellules de Voronoï déterminées pour les corps lipidiques (A)

Image 3D de corps lipidiques segmentés et entourés par leurs cellules de Voronoï (B) Extrait

de corps lipidiques voisins entourés par leurs cellules de Voronoï.
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Nous avons implémenté une procédure d'imagerie a�n d'extraire l'information
correspondante à cet estimateur) dans les images de corps lipidiques. Cette pro-
cédure consiste à assimiler l'image à un domaine constitué de deux phases : l'une
associée au corps lipidique et l'autre au cytosol du milieu externe. On calcule alors
une carte de distance de chaque point du domaine à la phase "corps lipidiques"
(Figure 2.7-B). La valeur de chaque voxel de la phase "cytosol" est alors remplacée
par sa distance au corps lipidique le plus proche. La topologie obtenue contient les
bassins versants dont le fond correspond à la phase "corps lipidiques" et les crêtes
ou les LPEs représentés par les points équidistants de la phase "corps lipidiques".
On e�ectue ensuite une immersion à partir des fonds des bassins versants (Figure
2.7-D) jusqu'à atteindre les LPEs (Figure 2.7-E). La fraction locale est dé�nie par :

φloc = Volume du corps lipidique/ Volume de sa cellule de Voronoï (2.3)

2.4 Résultats

Les résultats de ce chapitre sont présentés sous forme d'un article. Cet article
a été publié dans le journal Plant Physiology. Il est à noter que la nomenclature
utilisée pour désigner les di�érentes oléosines est celles données par [Shimada 2008]
selon le tableau 2.1.

Locus Nom selon Kim et al. (2001) Nom selon Shimada et al. (2008)

Atg25140 S3 OLE1

At5g40420 S4 OLE2

At3g27660 S2 OLE3

At3g01570 S1 OLE4

At5g51210 S5 OLE5

Table 2.1 : Nomenclatures des oléosines graine-spéci�ques d'A. thaliana utilisées
dans de précédentes publications.

2.4.1 Résumé

Les corps lipidiques sont les organelles spécialisés dans le stockage des lipides
dans la graine. Ils permettent l'accumulation de lipides neutres nécessaires pour
le développement de la plante après la germination. Le corps lipidique est couvert
par des protéines spéci�ques incorporées dans une monocouche de phospholipides.
Nous avons suivi la dynamique des corps lipidiques sur les embryons d'Arabidopsis
pour di�érents stades de leur développement, utilisant des colorants �uorescents et
la microscopie confocale. Les analyses ont été réalisées avec di�érents génotypes du
type sauvage et en 3 mutants a�ectés dans leur accumulation de divers oléosines
( OLE1 , OLE2 et OLE4 ). L'acquisition des images a été suivie par une analyse
statistique détaillée de la taille et de la distribution des corps lipidiques dans les
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quatre dimensions au cours du développement de la graine ( X , Y , Z , T ). Nos
résultats indiquent que la taille des corps lipidiques augmente fortement au cours de
la maturation des graines, au moins par fusion, puis décroît jusqu'à la �n du pro-
cessus de maturation. La taille ainsi que la distribution spatiale des corps lipidiques
varient en fonction du génotype ce qui suggère des fonctions spéci�ques de l'oléosine
étudiée dans la dynamique et l'accumulation des lipides.
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2.5 Résultats complémentaires

En complément des résultats sur les di�érents estimateurs présentés dans la
section précédente, nous avons exploré la relation entre deux estimateurs qui sont
le volume du corps lipidique (V ) et sa fraction locale (φloc). Cette relation re�ète le
pourcentage d'occupation du corps lipidique dans sa cellule de Voronoï. Une relation
en loi de puissance de la forme :

φloc = θ1V
θ2 , (2.4)

a été mise en évidence. La transformation de l'équation 2.4 en log-log donne la loi
linéaire :

log φloc = log θ1 + θ2 log V, (2.5)

avec θ2 la pente de la loi 2.5 et log θ1 l'ordonnée à l'origine. Nous avons ensuite
exploré cette tendance pour chaque génotype et à chaque jour du développement
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(Figures 2.13, 2.13). La fraction locale φloc augmente linéairement avec le volume du
corps lipidique V jusqu'à une certaine limite inférieure à la valeur maximale que peux
atteindre la fraction locale égale à 1. De plus, la pente θ2 diminue progressivement en
fonction du temps. Nous avons utilisé cette relation dans la construction du modèle
du chapitre 4.
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2.6 Conclusion

La microscopie confocale est une technologie qui a révolutionné la recherche
en biologie cellulaire. En e�et, une reconstruction 3D rapide à partir de coupes
dans le plan focal permet d'obtenir une information assez précise de la structure,
la taille et la position spatiale des organites marqués par un �uorophore. Environ
200 images de microscopie confocale tridimensionnelles des corps lipidiques pour
di�érents génotypes et à di�érents stades du développement d'A. thaliana ont été
traitées. Chaque lot de 3 à 13 images est extrait de la même zone de plusieurs
embryon correspondant à un génotype donné et un jour du développement donné.

Le suivi de l'évolution d'un même embryon durant toute la période de dévelop-
pement considérée n'a pas été possible dans le cadre de cette thèse. En e�et, le suivi
des embryons détachés de leurs tissus nourriciers est limitée, ce qui n'a pas permis
l'obtention de données en time lapse. Néanmoins, quelques évènements de coales-
cence de corps lipidiques sur des fenêtres temporelles restreintes ont pu être observés
(voir 2.4). Le pipeline développé permet d'obtenir les informations extraites d'une
façon semi-automatique (deux paramètres doivent être �xés au préalable par l'uti-
lisateur, voir 2.3.2.1). En perspectives de ce travail, des données en time lapse d'un
même échantillon seraient préférables pour permettre d'un côté, l'évaluation de la
variabilité entre di�érents échantillons et, d'un autre côté, le suivi ainsi que la détec-
tion d'événements dynamiques (fusion, �ssion, naissance, etc. des corps lipidiques).
Une analyse statistique plus élaborée a été développée dans le chapitre 3. Dans ce
chapitre, nous étudions avec plus de détails le changement dans les distributions de
tailles des corps lipidiques par l'analyse de quantiles.





Chapitre 3

Analyse statistique

3.1 Introduction

La quanti�cation des relations liant une variable réponse aux di�érents co-
facteurs associés est fréquemment utilisée en biologie. Parmi les outils statistiques
permettant d'établir cette relation, on trouve di�érents modèles basés sur une ap-
proche du type régression : modèle linéaire, modèle linéaire généralisé, modèle ad-
ditif, etc.
Typiquement, en régression, la variable réponse y est liée aux variables explicatives
X par une relation de la forme y = fθ(X)+ε, où fθ est une fonction, dépendante de
paramètres θ à identi�er et ε un bruit additif d'espérance nulle, indépendant de X.
La variable réponse y est alors vue comme une réalisation d'une variable aléatoire
Y et E(Y |X = x) = f(x). Le plus souvent, la fonction f est identi�ée par maxi-
misation de la vraisemblance dans le cas d'un bruit gaussien iid 1, les paramètres
estimés minimisant l'écart de la variable réponse à l'espérance conditionnelle.

Cela est particulièrement problématique pour les modèles de régression avec des
variances hétérogènes. Se baser uniquement sur le changement moyen d'une distri-
bution hétérogène peut sous-estimer, ou surestimer, des modi�cations non nulles ap-
portées par des zones irrégulières dans la distribution [Cade 1999]. A l'égard de cette
limite, Koenker [Koenker 2005] a proposé une méthode d'ajustement des courbes de
régression sur d'autres parties de la distribution de la variable réponse, à savoir
di�érents quantiles.
Par analogie avec les modèles de régression linéaire basés sur la minimisation de la
somme des carrées des résidus, la régression quantile, quant à elle, utilise la mini-
misation d'un critère asymétrique avec un poids qui varie en fonction du quantile
conditionnel à estimer [Cade 2003]. Contrairement à la régression linéaire, la ré-
gression quantile ne se limite pas à l'e�et d'un changement marginal unique de la
variable explicative par rapport à la moyenne des observations mais s'étend aux
e�ets des co-facteurs dans d'autres endroits de la distribution, tels que le premier
décile (Q10), le premier quartile (Q25) la médiane (Q50), le quantile 80e (Q80) ou
le quantile 95e (Q95).
La régression quantile a d'abord été appliquée à l'économétrie, puis à d'autres do-
maines tels que la biologie et l'écologie (Tableau 3.1). Ce chapitre présente une
analyse statistique des données extraites (cf. Chapitre 2) à partir d'images de corps
lipidiques au cours du développement de l'embryon d'A. thaliana. L'objectif de cette

1. Indépendantes et identiquement distribuées (variables) : ce sont des variables aléatoires qui

ont toutes la même loi de probabilité et sont mutuellement indépendantes.



76 Chapitre 3. Analyse statistique

Etude Références

Etude des relations entre proies et prédateurs d'une population

d'animaux.

[Scharf 1998]

Etude des changements de la composition des espèces végétales. [Allen 2001]

Etude de la relation entre la concentration en oxygène dissous en

eau profonde et la taille des gastéropodes.

[McClain 2001]

Relations entre la teneur en ADN nucléaire de certaines espèces

végétales et les facteurs environnementaux.

[Knight 2002]

Diversité et invasibilité des espèces végétales. [Brown 2003]

Etude des facteurs limitant le potentiel écologique des eaux cou-

rantes.

[Schmidt 2012]

Analyse des facteurs de variabilité du rendement des cultures à

partir de mesures des composantes de rendement.

[Makowski 2007]

Table 3.1 : Exemples d'applications de la regression quantile en biologie et écologie.

étude est présenté dans la section 3.2, la méthodologie adoptée est décrite dans la
section 3.3. Les résultats et la discussion sont présentés dans la section 3.4. Des
analyses complémentaires sont présentées dans la section 3.5. En�n la conclusion de
ce chapitre est présentée dans la section 3.6.

3.2 Objectif

Dans le chapitre précédent, nous avons utilisé le volume comme estimateur pour
caractériser l'évolution de la taille des corps lipidiques chez les di�érents génotypes
d'A. thaliana durant le développement. Dans ce chapitre, nous utilisons cet esti-
mateur comme variable d'intérêt a�n d'étudier statistiquement les facteurs génoty-
piques associés à l'évolution de la taille (volume) des corps lipidiques. Pour cela,
nous nous sommes basés sur une approche de régression quantile.

3.3 Méthodologie

La distribution de taille de corps lipidiques varie en fonction du stade de déve-
loppement ainsi qu'en fonction de sa composition en oléosines. On dé�nit la fonction
quantile conditionnelle de la variable aléatoire Y conditionnellement au vecteur de
variables explicatives x pour le quantile τ comme la plus petite valeur de y telle que
la fonction de distribution de y conditionnellement à x soit au moins égale à τ .

Une variable aléatoire Y est caractérisée par la fonction :

F (y) = Pr(Y 6 y) (3.1)

Pour chaque τ ∈ (0,1), le τeme quantile de Y est dé�ni par :

Q(τ) = inf {y : F (y) > τ} (3.2)

La médiane est alors Q(1/2), le 1er quartile est Q(1/4), le 1er décile est Q(1/10). Les
quantiles d'une variable d'intérêt Y à partir d'un échantillon (Yi)i=1..n de variables
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supposées iid peuvent être estimés en résolvant le problème d'optimisation suivant :
Pour tout τ ∈ (0, 1), on dé�nit la fonction :

ρτ (u) = u(τ − I(u < 0))u (3.3)

Où I(.) est la fonction indicatrice 2. La solution du problème d'optimisation est alors :

α̂τ = argmin
ξ∈R

n∑
i=1

ρτ (yi − ξ) (3.4)

Considérons l'ensemble des variables explicatives xi. Nous pouvons écrire le mo-
dèle de régression suivant :

yi = x′βτ + uτi (3.5)

où uτi désigne le terme d'erreur. Par analogie à l'estimation de la moyenne condi-
tionnelle,

β̂ = argmin
β∈R∗

n∑
i=1

(yi − x′iβ)
2 (3.6)

La fonction du quantile conditionnel donnée par :

Qy(τ |X = x) = x′iβτ (3.7)

Peut être estimée par résolution de :

βτ = argmin
β∈R∗

n∑
i=1

ρτ (yi − x′iβ) (3.8)

Cette estimation peut se faire pour tout quantile d'ordre τ , où τ ∈ [0, 1] . Il
existe, en théorie, une in�nité de régressions quantiles possibles. En pratique, le
nombre de quantiles qu'on estime dépendra de la taille de l'échantillon. Le choix de
modéliser l'ensemble des quantiles ou simplement des quantiles particuliers (déciles,
quartiles) dépend du degré de précision souhaité ainsi que des données disponibles.
L'interprétation des résultats de la régression quantile nécessite le choix d'un quan-
tile et le test de signi�cativité révèle deux situations :

• Les coe�cients de la régression quantile peuvent être signi�cativement di�é-
rents de zéro.

• Les coe�cients de la régression quantile peuvent être signi�cativement di�é-
rents des coe�cients de la régression linéaire pour la variable à expliquer.

Sous R, un package très complet a été développé par R. Koenker : quantreg. La
syntaxe principale s'écrit :
1 l ibrary ( quantreg )
2 rq (y ∼ x1 + x2 , tau = ( vecteur de quan t i l e s ) , data=(table ) ,
3 method=("br" ou " fn" ) )

2. Soit E un ensemble non vide. La fonction indicatrice d'un sous ensemble A de E notée I(.)

est la fonction dé�nie sur E qui vaut 1 sur A et 0 à l'extérieur de A, I(x) =

{
1 si x ∈ A

0 sinon
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3.4 Résultats

Les résultats de ce chapitre sont présentés sous forme d'un article qui a été
présenté dans une conférence internationale avec comité de lecture [Trigui 2013].

3.4.1 Résumé

Pendant le développement de la graine, les lipides sont stockés dans des struc-
tures quasi-sphériques appelées corps lipidiques. La croissance d'un corps lipidique
s'e�ectue par la fusion avec un autre corps (données 4D d'imagerie confocale non
publiées). On estime que la stabilité des corps lipidiques serait liée à leur composi-
tion qui les entoure, en protéines insérées dans la demi-membrane du corps lipidique,
majoritairement des oléosines. Cinq types d'oléosines (S1 à S5) ont été identi�ées
[Jolivet 2009]. Nous étudions donc l'évolution du volume de corps lipidiques pen-
dant le développement de la graine d'A. thaliana en fonction de la composition en
oléosines. Pour cela, nous utilisons une approche modèle linéaire, complémentée par
une analyse en quantile (régression quantile). Les données de volumes individuali-
sées de corps lipidiques sont obtenues à partir d'images de microscopie confocale
tridimensionnelle pour di�érents embryons de di�érents génotypes d'A. thaliana et
en fonction du jour de développement.
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3.4.2 Article

Title

Analysis of factors a�ecting the growth of oil bodies in A. thaliana

seeds : the use of ordinary least squares and quantile regression

Authors

Trigui G.1,2, Miquel M.2, Dubreucq B.2, David O.1 and Trubuil A.1†

1 INRA, MIAJ , centre de Jouy en Josas, 78352 Jouy en Josas CEDEX France..
2 INRA AgroParisTech, IJPB, UMR 1318, INRA centre de Versailles, route de

Saint Cyr, 78026 Versailles CEDEX, France.
† For correspondance (alain.trubuil@jouy.inra.fr).

Abstract

The sub-cellular organelles called oil bodies (OBs) are lipid-�lled quasi spherical
droplets produced from the (ER) and then released into the cytoplasm during seed
development. It is believed that an OB grows by coalescence with other OBs and
that its stability depends on the composition in oleosins, major proteins inserted in
the hemi membrane that covers OBs. Five oleosin proteins, namely S1 to S5, were
discovered. The size of OBs evolves during the �rst steps of seed development, but
is also contingent upon their protein complement. Analysis of OBs volume using or-
dinary least squares is limited to a point estimation of the conditional mean of the
volume and so may fail to describe the evolution of OBs over all classes of volume.
Thus, analysis based on quantiles can be used.
Individualized volumes of OBs were extracted from confocal microscopy images of
embryos from di�erent genotypes of A. thaliana seeds at di�erent days after �owe-
ring (DAF). We used three of the �ve oleosins namely S1, S3, and S4 to generate
null oleosin mutants. Models based on ordinary least squares (OLS) and quantile
regression (QR) estimators were proposed and compared to analyze the factors as-
sociated with the growth of OBs.
Both QR and OLS indicated that the volume of OBs increases in function of time
at a slower rate between 8 and 9 DAF. Whatever the estimator, S1 oleosin showed a
signi�cant e�ect in reducing the volume of OBs while S4 contributed to its increase.
S3 was shown to act by reducing OB volume (p-values < 0.001, OLS) but only in
higher ranges of volume using QR. Over all selected quantiles (in QR) and within
OLS, a signi�cant synergistic interaction between S3 and S4 was shown, while a null
interaction between S1 and S4 was clearly shown within the QR in low and high
(p-value = 0.69, 0.1-quantile and 0.57, 0.75-quantile respectively) volumes of OBs,
as well as in OLS (p-value = 0.99).
QR provides a better understanding of the e�ect of factors in di�erent ranges of data
by selecting more than one quantile while OLS focuses only on the mean rather than
on the tail of the distribution.

mailto:alain.trubuil@jouy.inra.fr
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Introduction

In most eukaryotic organisms, storage lipids are deposited in stable sub-cellular
structures named lipid or oil bodies (OBs). These structures are produced from
the endoplasmic reticulum (ER) and then released into the cytoplasm during seed
development [Murphy 1989b]. OBs di�er from one species to another and between
kingdoms, particularly by their composition in neutral lipids and protein comple-
ments [Huang 1996]. OBs are heterogeneous in size and in number, and exhibit
growth dynamics di�erent from one organism to another and from one cell type
to another. Indeed, according to its energy needs, the cell adopts the con�guration
size and/or number of lipid bodies which optimizes storage capacity, production, and
consumption. However, the growth mechanisms of lipid bodies are still unclear, even
if di�erent hypotheses have been proposed [Yang 2012]. In seeds, a family of proteins
called oleosins have been identi�ed on the surface of OBs [Chen 1999, Jolivet 2004].
These proteins seem to play an important role in the dynamics of OBs, and have
been suggested to act as "stabilizers" preventing OBs coalescence. Studies of OBs
in A. thaliana embryos de�cient in oleosins showed impaired lipid and protein ac-
cumulation accompanied with a delay in germination, and abnormal over-sized OBs
[Siloto 2006]. On the other hand, a more recent study has highlighted, by electron
microscopy, the formation of OBs of 50 nm diameter on the surface of endoplas-
mic reticulum (ER) of transgenic soybean de�cient in the 24 kDa oleosin. These
"micro" OBs coalesce with adjacent OBs forming a population of heterogeneous
size [Schmidt 2008]. To our knowledge, no detailed statistical analysis on the size of
OBs has been carried out in the literature because of di�culties in getting size data
of OB during development.
Statistical tools always utilize a model to describe experimental measurements. The
conditional mean of observations is often estimated by OLS in an analysis of va-
riance. This may not be informative enough, particularly in the case of skewed
distributions, where the few values on the tails of the distribution are neglected.
These values, despite their small number, represent important information when
considering for example the volume of individuals in a population. In this situation,
analysis of quantiles (or percentiles) can be an alternative solution to extract infor-
mation from these values. Quantile regression [Koenker 1978] is a method in which
one or more quantiles are used to express a linear function on a set of independent
variables. The advantage of this method is that we can track the range of data
in which the e�ect of associated covariates is impacting. Originally developed for
econometrics [Levin 2001, Fitzenberger 2002], quantile regression is more and more
used in biostatistics and life science �elds [Makowski 2007, Gebregziabher 2011].
The aim of this paper is to study the factors involved in the growth of OBs through
estimators : ordinary least squares (OLS), and quantile regression (QR).

Methods

Data acquisition Arabidopsis thaliana wild type and oleosin mutant plants
defective for one or several oleosins were grown from seeds on soil in a greenhouse.
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Upon �owering, �owers and subsequent developing siliques were tagged daily
until 12 days after �ower opening. Siliques for each stage of development were
sampled and dissected to remove developing seeds. Seeds were spread on a glass
slide, incubated with Nile Red, a neutral lipid stain at a �nal concentration of
1µg/ml in a 60% glycerol solution. Embryos were removed from the seed teguments
by gently pressing seeds between slide and coverslip and observed after 30 min
of incubation in the dark. Arabidopsis oleosin null mutants are available for 3
oleosins, S1 (At3g01570), S3 (At4g25140) and S4 (At5g40420) (ref. NASC). Double
mutants (s1s3, s1s4, s3s4 ) and a triple mutant (s1s3s4 ) have been generated in the
laboratory.
3D images of dissected Arabidopsis embryos were acquired using a
LEICA SP2(AOBS) confocal microscope with a spatial resolution of
(0.09µm × 0.09µm × 0.16µm) in the (x, y, z) referential. Third dimension
was obtained by scanning the sample through the z axis, providing a sequence of
2D images corresponding to the �uorescence emitted from the focal plane. The
information obtained from one 3D-stack corresponds to the �uorescence emitted
from neutral lipids in a region of the sample corresponding to one genotype
after some number of days after �ower opening. Images were �rst �ltered using
ND-SAFIR, a software for denoising n-dimensional images especially dedicated to
microscopy image sequence analysis [Boulanger 2010], then segmented through a
pipeline we designed using several algorithms from Avizo-Fire (Burlington, USA), a
3D image processing software. The pipeline was based on the topological watershed
method [Beucher 1982].

Statistical analysis A total of 112 three-dimensional images from independent
samples were analyzed. Each image corresponds to one of the 8 genotypes, observed
at one of the 5 development stages namely day 7, 8, 9, 10, and 11 days after �owering
(DAF). Two or three samples for each couple (genotype-day) were used, and from
which individualized volumes of OBs were extracted. Volumes were classi�ed on
subsets of (genotype-day). Totally, 50,379 OB volume were quanti�ed.
In the model we developed, we made the assumption that the volume of OB is
a�ected both by the three oleosin factors (S1, S3 and S4), and the day factor.
Each oleosin factor was labeled by an index, noted i, j, and k for S1, S3, and
S4, respectively. Each index had two levels corresponding to the presence or the
absence of the oleosin. The day factor contained �ve levels, noted by the label t,
corresponding to 7, 8, 9, 10, and 11 DAF. Volumes V of OBs were transformed
to their decimal logarithm Log10(V ) in order to verify normality assumption, and
equality of variance conditions needed for OLS. The model is expressed as :

ynijk,t = intercept +Dayt + S1i + S3j + S4k

+ S1 :S3ij + S1 :S4ik + S3 :S4jk

+ S1 :S3 :S4ijk + εnijk,t
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Where : ynijk,t is the value of Log10(V ) of the nth OB on the population with oleosin
labels (ijk) at day level t. S1i, S3j and S4k are respectively the main e�ects of
factors S1, S3, and S4. S1 :S3ij , S1 :S4ik, and S3 :S4jk are the e�ects of double
interactions between oleosins. S1 :S3 :S4ijk is the e�ect of the triple interaction
between S1, S3 and S4. Last, εnijk,t is the error term which is supposed to follow a
normal distribution with mean 0 and variance σ2.
The OLS estimator uses the minimization of the sum of squares to �t predictions
to observations :

θ̃ = argminθ

[
N∑

n=1

[yn − f(θ, n)]2
]

(3.9)

Where yn denotes the responses for observation n , θ the vector of parameters to be
estimated, and f(θ, n) the model used for each observation n.
Unlike OLS, QR utilizes the minimization of :

θ̃τ = argminθ [
∑

n:yn≥f(θ,n)

τ |yn − f(θ, n)|

+
∑

n:yn<f(θ,n)

(1− τ) |yn − f(θ, n)|] (3.10)

for a given quantile τ . We used QR with �ve selected quantiles denoted τ1, τ2, τ3,
τ4 and τ5 for respectively 0.1, 0.25, 0.5 (the median), 0.75, and 0.9 quantiles.
All analyzes were done using R project. The model was implemented in the function
rq of the quantreg R-package for the QR estimations.
The adjusted parameters and their p-values for both QR quantiles and OLS mean
are given in table 3.2.

Results and discussion

Focusing on oleosin factors using the QR estimator (Table 3.2), the e�ect of
S1 oleosin was statistically signi�cant for all quantiles (p-value < 0.001) and with
negative values of parameters decreasing with the increase of quantile (Figure 3.1).
This re�ects the contribution of S1 oleosin to the reduction of the volume of OB.
Similarly, S3 oleosin factor had a signi�cant e�ect of OB reduction, but only at higher
OBs volume (τ4, τ5) and was not signi�cant for lower volumes (p-value = 0.99, τ1 ;
p-value = 0.64, τ2 and p-value = 0.28, τ3). A signi�cant e�ect of reduction was also
shown for S3 with the OLS. The e�ect of these two oleosins was clearly observed
in the predictions sorted by genotype where the �tted values of OBs volumes were
always higher in genotypes lacking S1 and S3 oleosins (s1s3 and s1s3s4 ) compared
to those where S1 and S3 oleosins were present (Figure 3.2). Unlike S1 and S3, S4
oleosin factor impact was signi�cant with a positive e�ect (increase of OB volume)
in all quantiles and within OLS estimator, except in τ5 (p-value = 0.19). It is
noteworthy that the e�ect of increasing OB volume brought by the presence of S4
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is smaller than the e�ect of reduction due to the presence of S1. This is shown
by the low positive parameters values of S4 factor compared to the high negative
parameters values of S1 factor (Figure 3.1). A signi�cant synergistic e�ect of S3 and
S4 interaction was shown, thus shedding light on the e�ect of interactions that also
participate in determining OB volume. OB volume was reduced even more when
S3 and S4 were both present. This interaction e�ect was visible both with the QR
and the OLS estimators (p-values < 0.01). The other interaction e�ects were less
signi�cant for S1 and S3, except in τ4, and τ5. A null interaction between S1 and
S4 was clearly shown both within the QR in low (p-value = 0.69, τ1) and high
quantiles (p-value = 0.57, τ4) as well as with the OLS (p-value = 0.99). The triple
interaction between S1, S3 and S4 was signi�cant only in middle quantiles, and had
no e�ect for higher volumes (p = 0.89, τ5).
An interesting scenario for the dynamics of OBs can be hypothesized from this study
and the choice of making two models may be essential in order to verify resulting
assumptions. The heterogeneous distribution of OBs requires the use of QR model
instead of OLS model since were able to access more detailed e�ects of factors, while
OLS model only indicated the di�erences on the central portion of the distribution.
Particularly, QR model had the advantage of showing the signi�cance of factors
along quantiles. Our results show that the OB volume changes in function of time
(between 7 and 11 DAF) and in function of the composition in oleosin proteins.
The growth rate of the OB volume is shown to be reduced between 8 and 9 DAF,
then increases between 9 and 10 DAF (Figure 3.2). While S1 and S3 oleosins have
an e�ect on reducing the volume of OBs when they are present on the surface of
OBs, S4 seems to be implicated on the increase of OB volumes except for higher
ranges of volumes. This role of S1 and S3 described by our analysis correlates with
the hypothesis that the main function of oleosins is to prevent the coalescence of
neighboring OBs. One can also hypothesize that S4 could be involved in bringing
OBs close enough so that their coalescence becomes easier. The null e�ect of S4 in
higher volumes may be explained by the fact that an increased density of oleosins at
the surface of OB prevents their coalescence when two OBs get closer. Furthermore,
S1 and S4 do not interact and their e�ects seem to be only additive. Last, S3 and
S4 present a high interaction e�ect of OB reduction. This may re�ect an opposite
action of S3 when S4 acts to increase OB volume.

Conclusion

The population of OBs in the cellular pool of A. thaliana embryos is heteroge-
neous. It is mainly composed of small OBs less than 1 µm3 volume and few large
OB up to 20 µm3 volume. The latter has non- negligible weight regarding the total
triacylglycerols. The growth mechanism of OBs is not fully understood, but many
factors are suggested to be involved. Particularly, membrane composition may act on
the dynamics of OBs including production, storage and mobilization of triacylglyce-
rols. Furthermore, elements constituting the membrane follow themselves dynamical
behaviors e.g. interaction and di�usion. In plant seed cells, electrostatic and/or steric
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Figure 3.1 : OLS and QR coe�cients estimation : Coe�cients estimation showing
the e�ect of day, oleosin, and interactions between oleosins. OLS estimator coe�-
cients (horizontal solid lines) and QR estimator coe�cients (dashed dotted lines)
are presented with their 95% con�dence interval.

interactions may occur between oleosins on the surface of OBs [Tzen 1992a]. Moreo-
ver, the coalescence process causes an increase of the surface density. Following these
facts, one can suggest the probable variable e�ects of oleosins in function of OB size.
Using OLS, we only focus on the e�ect of oleosins on the mean volume of OBs and
disregard their variable e�ect due to the growth of OBs by coalescence. The QR
model provides a better understanding of the e�ect of oleosins in di�erent ranges
of OB volumes. For example, OLS revealed that S3 oleosin reduces signi�cantly the
size of OBs (Table 3.2). However, QR showed that this e�ect is only signi�cant on
large OBs (τ4, τ5) and has no e�ect on small OBs, and this may be explained by the
fact that S3 is only functional when reaching a certain surface coverage. The same
behavior is observed with respect to S1 and S3 interactions (Table 3.2). Understan-
ding the parameters controlling the growth of OBs may open new perspectives on
oil storage and extraction techniques improvements. This statistical study will help
in the design of a mechanistic model of OBs dynamics.
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Figure 3.2 : Predicted values of Log10(V ) by date sorted by genotype for each
estimator (QR and the selected quantiles of OLS) : Predicted values for wt and
null oleosin mutant are deduced from combining the e�ect of each oleosin factor
and their interactions respectively : wt (the e�ect of S1, S3, S4, S1 :S3, S1 :S4, and
S1 :S3 :S4), s1 (the e�ect of S3, S4, and S3 :S4), s3 (the e�ect of S1, S4, and S1 :S4),
s4 (the e�ect of S1, S3, and S1 :S3), s1s3 (the e�ect of S4), s1s4 (the e�ect of S3),
s3s4 (the e�ect of S1) and s1s3s4 (intercept).
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QR OLS

τ1 τ2 τ3 τ4 τ5

Parameter value P value P value P value P value P value P

Intercept
-1.66

(0.01)
0.00

-1.39

(0.01)
0.00

-1.09

(0.01)
0.00

-0.69

(0.01)
0.00

-0.24

(0.02)
0.00

-1.01

(0.01)
0.00

8DAF
0.10

(0.01)
0.00

0.16

(0.01)
0.00

0.24

(0.01)
0.00

0.29

(0.01)
0.00

0.33

(0.01)
0.00

0.23

(0.01)
0.00

9DAF
0.12

(0.01)
0.00

0.20

(0.01)
0.00

0.33

(0.01)
0.00

0.41

(0.01)
0.00

0.46

(0.01)
0.00

0.31

(0.01)
0.00

10DAF
0.25

(0.01)
0.00

0.43

(0.01)
0.00

0.65

(0.01)
0.00

0.82

(0.01)
0.00

0.93

(0.01)
0.00

0.62

(0.01)
0.00

11DAF
0.30

(0.01)
0.00

0.57

(0.01)
0.00

0.88

(0.01)
0.00

1.10

(0.01)
0.00

1.22

(0.01)
0.00

0.83

(0.01)
0.00

S1
-0.06

(0.01)
0.00

-0.13

(0.01)
0.00

-0.13

(0.01)
0.00

-0.17

(0.02)
0.00

-0.25

(0.02)
0.00

-0.15

(0.01)
0.00

S3
0.00

(0.01)
0.99

0.00

(0.01)
0.64

-0.01

(0.01)
0.28

-0.05

(0.02)
0.00

-0.11

(0.02)
0.00

-0.04

(0.01)
0.00

S4
0.04

(0.01)
0.00

0.05

(0.01)
0.00

0.07

(0.01)
0.00

0.07

(0.01)
0.00

-0.02

(0.02)
0.19

0.04

(0.01)
0.00

S1 :S3
0.01

(0.02)
0.63

0.02

(0.02)
0.21

0.04

(0.01)
0.03

0.10

(0.02)
0.00

0.17

(0.03)
0.00

0.05

(0.01)
0.00

S1 :S4
0.00

(0.02)
0.69

0.00

(0.02)
0.69

0.00

(0.01)
0.91

-0.01

(0.02)
0.57

0.04

(0.02)
0.10

0.00

(0.01)
0.99

S3 :S4
-0.07

(0.02)
0.00

-0.14

(0.02)
0.00

-0.18

(0.01)
0.00

-0.22

(0.02)
0.00

-0.20

(0.03)
0.00

-0.15

(0.01)
0.00

S1 :S3 :S4
0.06

(0.03)
0.05

0.09

(0.03)
0.00

0.09

(0.01)
0.00

0.08

(0.03)
0.01

0.00

(0.04)
0.89

0.10

(0.02)
0.00

Table 3.2 : Adjusted parameter estimate value (standard error), and their p-values
P given for each estimator (QR with selected quantiles, and OLS) : QR = quantile
regression, OLS = ordinary least square, τ1 = 0.1 quantile, τ2 = 0.25 quantile, τ3
= 0.5 quantile, τ4 = 0.75 quantile, τ5 = 0.9 quantile.

3.5 Résultats complémentaires

Une approche assez simple, pour caractériser la di�érence génotypique, consiste
à comparer les histogrammes de volume de corps lipidiques deux à deux. Le test de
Kolmogorov-Smirnov à deux échantillons est un test non paramétrique qui permet
de comparer les fonctions de répartitions issues de deux jeux de données di�érents.
En e�et, soit (X1, .., Xn) un échantillon de fonction de répartition F , et (Y1, .., Yn)
un échantillon de fonction de répartition G. On suppose que les deux échantillons
sont indépendants et que F et G sont continues. On veut tester H0 : F = G contre
H1 : F 6= G. Pour se faire, on mesure l'adéquation de F à G par la distance de
Kolmogorov-Smirnov :

Dn,m = sup
x∈R

|Fn(x)−Gm(x)| (3.11)

L'hypothèse H0 est rejetée si Dn,m ≥ dn,m,1−α. Nous avons calculé les p-values du
test de signi�cativité pour chaque couple de génotype-jours à comparer. Chaque
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Figure 3.3 : Test de Kolmogorov-Smirnov de comparaison entre les distributions
de volumes de corps lipidiques.

valeur est convertie en code couleur exprimant le degré de signi�cativité (Figure
3.3). Les zones sombres indiquent que la di�érence entre deux distributions de corps
lipidiques est non-signi�cative. Il est particulièrement remarquable que la di�érence
entre les distributions de corps lipidiques chez les deux génotypes s1 et s3s4 est
non-signi�cative. Par ailleurs, il est évident que les zones claires, qui expriment
la signi�cativité de la di�érence entre di�érentes distributions de corps lipidiques,
dominent ce "paysage".

3.6 Conclusion

La distribution de volume de corps lipidiques possède un aspect hétérogène (�-
gure A.1). Au-delà de la di�érence en e�ectif entre classes de volumes, l'hétéro-
généité concerne la di�érence génotypique et le stade de développement. Se baser
uniquement sur l'évolution du volume moyen introduit une perte d'information sur
le changement de comportement des distributions et peut ainsi conduire à de fausses
conclusions sur l'e�et de chaque oléosine sur le volume des corps lipidiques. Nous
avons étendu notre analyse aux di�érents classes de sous-populations (quantiles).
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Cette approche nous a permis de tirer des conclusions sur l'e�et des cofacteurs
(oléosines) sur le changement de distribution de volumes de corps lipidiques et de
proposer ainsi des hypothèses sur le rôle de chaque oléosine. Ce travail a montré que
les oléosines, bien que structurellement proches, ne jouent pas le même rôle dans la
dynamique du corps lipidique et de con�rmer certaines relations énoncées à la �n
du chapitre 2.



Chapitre 4

Modélisation de la dynamique des
corps lipidiques

La modélisation statistique développée dans les chapitres 2 et 3 ne fait pas d'hy-
pothèse sur les mécanismes sous-jacents à l'observation des populations de corps
lipidiques qui évoluent dans l'espace et le temps pour les di�érents génotypes-stades
de développement étudiés. Elle se contente de supposer de possibles e�ets des géno-
types et des stades et propose un résumé des données (observations) autour d'une
valeur moyenne construite en fonction de la présence, ou non, de l'une ou l'autre
des oléosines. Dans le cas de la régression quantile, ce sont un ou plusieurs quan-
tiles qui sont expliqués. Finalement, beaucoup de l'information présente dans les
données est alors oubliée. A�n d'étudier plus �nement des populations qui évoluent
dans l'espace et le temps, au moins deux approches peuvent être envisagées. Toutes
deux reposent sur une description des mécanismes qui conduisent à l'évolution des
populations. L'approche multi-agents consiste à représenter chaque élément (agent)
de la population par un vecteur de variables d'états et à faire évoluer cette popu-
lation en fonction de processus appliqués à chacun de ces agents. Des statistiques
pourront alors résumer les propriétés essentielles de cette population. Une autre ap-
proche consiste à modéliser directement l'évolution de la distribution d'e�ectifs de
la population éventuellement structurée selon un faible nombre de variables. C'est
le point de vue que nous avons adopté par la suite. Il permet de ne pas prendre en
compte explicitement les variables d'espace.

4.1 Introduction

La modélisation de dynamiques de populations au travers de leur e�ectif est
abondamment utilisée depuis fort longtemps. En 1202, Fibonacci fut le premier à
décrire la croissance d'une population par une suite d'entiers. L'introduction du
taux d'accroissement des fonctions [Euler 1767], ainsi que des bases mathématiques
du calcul di�érentiel [Malthus 1798, Lotka 1925, Volterra 1926] ont ouvert de nou-
veaux horizons pour la dynamique des populations [Hanski 1999], notamment pour
des populations structurées en espèces [Lotka 1925], en âge [Leslie 1945], en état
sanitaire [Hethcote 2000], etc. En physique aussi, de nombreuses situations sont ap-
préhendées sous cet angle, notamment avec l'équation d'agrégation-désagrégation
par fusion-�ssion de Smoluchowski [Von Smoluchowski 1917], qui rend compte de
l'évolution d'une population d'agrégats structurée en taille et pouvant évoluer par
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fusion de deux agrégats ou �ssion. Cette équation est à la base du modèle développé
dans ce chapitre pour rendre compte de la dynamique des corps lipidiques.

Le chapitre commence, en section 4.2, par un résumé des connaissances autour
de l'équation de Smoluchowski. Quelques modèles d'agrégation existants sont alors
présentés en section 2. En Section 3, nous proposons un modèle d'agrégation dans
le cadre de la biogenèse des corps lipidiques. La discrétisation du modèle et son
implémentation numérique sont décrites en section 4. En section 5, nous présen-
tons la méthode d'estimation des paramètres. En�n, l'estimation des paramètres et
l'interprétation des résultats est faite en section 6.

4.2 Equation d'agrégation de Smoluchowski

Les phénomènes d'agrégation sont très abondants dans la nature (cf. 4.3.2). Ils
sont aussi parfois accompagnés de phénomènes de �ssion ainsi que d'autres phéno-
mènes, de croissance par exemple.

L'équation de coagulation de Smoluchowski [Von Smoluchowski 1917] décrit
l'évolution temporelle d'une densité de nombre de particules, de caractéristique
x ∈ Rq, qui s'agrègent au cours du temps. Une caractéristique usuelle est la taille
d'une particule mais parfois la caractéristique englobe plusieurs composantes comme
la taille, la composition chimique, etc. L'équation de coagulation de Smoluchowski,
dans sa version continue, est de la forme :

∂n(x, t)

∂t
=

1

2

∫ x

0
K(x−y, y)n(x−y, t)n(y, t)dy−

∫ ∞
0

K(x, y)n(x, t)n(y, t)dy (4.1)

où n(x, t) = N(x,t)
V et N(x, t) représente le nombre de particules de taille x

contenues dans un volume de référence V au temps t. L'opérateur linéaire de coa-
lescence (ou noyau) K : R× R → R est le taux de coagulation entre des particules
de taille x et y 1. Le noyau K est non négatif, K(x, y) ≥ 0, ∀(x, y) et symétrique,
K(x, y) = K(y, x),∀(x, y).

Le premier terme du membre de droite décrit la formation d'une particule de
taille x à partir de l'agrégation de deux particules de tailles respectives x− y et y.
Le second terme décrit la disparition d'une particule de taille x suite à l'agrégation
avec une particule de taille quelconque, positive. On suppose donc que l'agrégation
de deux particules de taille respective x et y conduit à une particule de taille x+ y.
On s'attend donc à ce que la taille totale de l'ensemble des particules soit conservée
au cours du temps, soit :∫ ∞

0
xn(x, t)dx =

∫ ∞
0

xn(x, t = 0)dx, ∀t ≥ 0 (4.2)

1. n(x, t)V ×n(y, t)V est le nombre de couples de particules de taille x et y qui peuvent s'agréger,

on en retient seulement une fraction K̃ ≤ 1 , ce qui en densité revient à faire varier n(x + y) de
˜K(x,y)n(x,t)V ×n(y,t)V

V
= K̃n(x, t)×n(y, t)V et donc K(x, y) = ˜K(x, y)V . K(x, y) représente donc la

limite, lorsque δt tend vers vers 0 du nombre de particules de taille x et y agrégées dans le volume

V dans le temps ∆t.
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Cependant, il est connu que pour certains noyaux d'agrégation augmentant suf-
�samment vite pour des tailles x et y grandes 2 il peut y avoir des pertes de taille
totale en temps �ni ; ce phénomène est connu sous le nom de gélation 3 ; il a été très
étudié par des physiciens [Dongen 1988] et mathématiciens [Escobedo 2002].

Ce modèle d'agrégation ignore donc la localisation spatiale des particules et les
éventuelles �uctuations spatiales de la densité.

Lorsque les tailles des particules appartiennent à un ensemble discret de tailles
xi, i ∈ N, l'équation de coagulation sous sa forme discrète est :

∂n(xi, t)

∂t
=

1

2

i−1∑
j=1

K(xi − xj , xj)n(xi − xj , t)n(xj , t) (4.3)

−
∞∑
j=1

K(xi, xj)n(xi, t)n(xj , t) (4.4)

Ces équations ont donné, et continuent de donner, lieu à de nombreux travaux re-
latifs à l'existence et l'unicité de solutions, dans un cadre plus ou moins général ainsi
qu'à des travaux relatifs aux propriétés des solutions, ou encore à l'approximation
numérique des solutions. On rappellera ici ces propriétés essentielles.

4.2.1 Existence, unicité de solution pour l'équation continue

On peut trouver des preuves d'existence de solution dans les articles sui-
vants [Ball 1990, Dubovskii 1996].

Dubovskii et al [Dubovskii 1996] considèrent l'équation en variables continues
d'agrégation-fragmentation, soit :

∂n(x, t)

∂t
=

1

2

∫ x

0
K(x− y, y)n(x, t)dy +

∫ ∞
0

K(x, y)n(x, t)n(y, t)dy

− 1

2

∫ x

0
F (x− y, y)n(x− y, t)n(y, t)dy +

∫ ∞
0

F (x, y)n(x+ y, t)dy

(4.5)

n(x, 0) = n0(x) ≥ 0 (4.6)

où F (x, y) est le taux de fragmentation d'une particule de taille x+y en deux parti-
cules de taille respective x et y. Nous rappelerons ici quelques théorèmes essentiels,
d'une façon précise mais renvoyons le lecteur intéressé aux articles cités pour une
meilleure compréhension des hypothèses sous-jacentes.

Théorème 4.2.1. Soient K et F des noyaux continus, non négatifs et symétriques.

Supposons que K véri�e :

K(x, y) ≤ k(1 + x+ y), k > 0

2. K(x, y) ≥ (xy)α avec α > 1
2

3. Le nom vient de la solidi�cation d'un liquide, c'est-à-dire du groupement de toutes les mo-

lécules en un seul bloc de très grande masse.
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et qu'il existe des constantes m, m1 et b telles que

∫ x

0
F (x− y, y)dy ≤ b(1 + xm1), F (x− y′, y) ≤ b(1 + xm)

0 ≤ y ≤ y′ ≤ x, x ∈ [0,∞).

Supposons que la valeur initiale véri�e soit :

1. c0 ∈ Ω+
0,r, r > max{m, 1}, et r ≥ m1 ou

2. c0 ∈ Ω+(0)

Alors le problème 4.5 a respectivement, soit :

� au moins une solution dans Ω+
0,r(T ), ou

� une solution dans Ω+(T )

avec Ωλ(T ) = {f ∈ C0(0,∞), ||f ||λ
Def
= sup

0≤t≤T

∫∞
0 expλx|f(x, t)|dx}, Ω0,r(T ) =

{f ∈ C0(0,∞), ||f ||0,r
def
= sup

0≤t≤T

∫∞
0 xr|f(x, t)|dx}, Ω(T ) = ∪λ>0Ωλ(T ). Ω+

0,r(T )

(resp. Ω+
λ (T ), Ω+(T )) est le cône des fonction non négatives de Ω0,r(T ) (resp.

Ωλ(T ), Ω(T )).

Théorème 4.2.2. [Dubovskii 1996] (conservation de la taille) On suppose que les

conditions du théorème 4.2.1 sont remplies, que r ≥ 2 et qu'en plus :∫ x

0
yF (x− y, y)dy ≤ const.(1 + xr)

alors il y a conservation de la taille totale au cours du temps.

Théorème 4.2.3. [Dubovskii 1996] (unicité) On suppose que les hypothèses du cas

2 du théorème 4.2.1 sont véri�ées et qu'en outre m1 ≤ 1, alors le problème 4.5 a

une solution unique dans Ω(T ).

Pour certains noyaux, il est possible de caractériser davantage la solution du
problème 4.5. Ainsi Fournier et al [Fournier 2005] ont montré l'existence de solutions
autosimilaires,

n(x, t) =
1

s(t)2
ψ[

x

s(t)
]

Les solutions construites dans [Fournier 2005] ont une décroissance rapide en x pour
des temps longs pour trois classes de noyaux d'agrégation :

K1(x, y) = (xα + yα)(x−β + y−β), α ∈ [0, 1), β ∈ [0,∞], λ = α− β ∈ (−∞, 1)

K2(x, y) = (xα + yα)−β , α ∈ [0,∞), β ∈ [0,∞], λ = αβ ∈ [0, 1)

K3(x, y) = xαyβ + xβyα, α ∈ [0, 1), β ∈ [0, 1], λ = α+ β ∈ [0, 1)
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4.2.2 Existence, unicité de solution pour l'équation discrète

On se réfère aux travaux de Ball et Carr [Ball 1990] qui concernent l'équation
discrète d'agrégation-fragmentation :

∂n(xi, t)

∂t
=

1

2

i−1∑
j=1

K(xi − xj , xj)n(xi − xj , t)n(xj , t)−
∞∑
j=1

K(xi, xj)n(xi, t)n(xj , t)

− 1

2

i−1∑
j=1

F (xi − xj , xj)n(xi, t) +

∞∑
j=1

F (xi, xj)n(xi + xj , t) ∀i = 1, 2, . . .

(4.7)

où F est un noyau de fragmentation. Comme dans le cas de l'équation continue, on
s'attend à ce qu'il y ait conservation de la taille, soit :

∞∑
i=1

xin(xi, t) =
∞∑
i=1

xin(xi, 0), ∀t ≥ 0

ou encore

lim
n→∞

∫ t

0

n∑
i=1

∞∑
j=n−i+1

Wi,j(n(s))ds = 0

avec Wi,j(n)
def
= Ki,jninj − Fi,jni+j .

Cependant, pour certains noyaux, la densité de taille totale n'est pas conservée
au cours du temps. Il en va ainsi, y compris pour des modèles sans fragmentation,
avec des noyaux d'agrégation multiplicatifs de la forme K(xi, xj) = (xixj)

α avec
α > 1

2 [Leyvraz 1981, Hendriks 1983].

Théorème 4.2.4. [Ball 1990] (Existence de solution) Supposons que Ki,j ≤
const.(i + j), ∀i, j ≥ 1. Soit n0 ∈ X+. Alors le problème 4.7 admet une solution

telle que n(0) = n0.

avec X
def
= {y = (yr) : ||y|| <∞}, ||y|| def=

∑∞
r=1 r|yr| et X+ def

= {y ∈ X : y ≥ 0}.

Théorème 4.2.5. [Ball 1990] (Conservation de la taille) Sous les hypothèses H1

et H2 :

H1 : Ki,j = ri + rj + αi,j ou (ri) est une suite non négative et αi,j ≥ 0 ∀i, j

et αi,j ≤ const.(i+ j) ∀i, j ≥ k0

H2 :

h(r)∑
i=k0

iFr−i,i ≤ const.r ∀r ≥ 2k0 :

soit n une solution du problème 4.7 sur [0, T ) avec ρ0 =
∑∞

i=1 ini(0) alors

∞∑
i=1

ini(t) = ρ0, ∀t ∈ [0, T )
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Théorème 4.2.6. [Ball 1990] (Unicité) Soit C > 0 et 0 ≤ α ≤ 1
2 et les hypothèses

suivantes :

(i) Ki,j ≤ C(ij)α ∀i, j

(ii)

h(r)∑
i=1

i1−αFr−i,i ≤ Cr1−α ∀r ≥ 2

Soit n0 ∈ X+ et T > 0, alors il existe une unique solution du problème 4.7 sur [0, T )

Par ailleurs, des théorèmes relatifs à la régularité des solutions sont énoncés en
annexe A.2.

4.2.3 Approximation des solutions de l'équation continue

On se place sous les hypothèses (cf. Théorème 4.2.1) qui permettent d'a�rmer
que le problème 4.5 admet au moins une solution conservant la taille. Pour tout
entier k ≥ 1, on dé�nit alors [Filbet 2004] :

nk0(x) = n0(x)1I[0,k](x), K
k(x, y) = K(x, y)1I[0,k](x+ y)

et on considère le problème approché :

∂n̄(x, t)

∂t
=

1

2

∫ x

0
K(x− y, y)n̄(x− y, t)n̄(y, t)dy (4.8)

−
∫ k−x

0
K(x, y)n̄(x, t)n̄(y, t)dy(x, t) ∈ (0, k)× IR+

n̄0(., 0) = nk0

On peut alors montrer [Filbet 2004] que la taille totale des particules de taille
maximale égale à k est conservée, soit :

∫ k

0
xn̄(x, t)dx =

∫ k

0
xn0(x, t)dx, , t ≥ 0

et aussi une convergence faible de cette suite d'approximations vers la solution du
problème.

4.3 Modèles d'agrégation existants

4.3.1 Modèles simples et solutions exactes

Les solutions exactes de l'équation de Smoluchowski sont connues pour des condi-
tions initiales ainsi que des formes de noyaux bien particuliers [Aldous 1999]. Dans
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le cas d'une distribution initiale homogène (i.e n(1, t) = 1, n(x, t) = 0 ∀x ≥ 2) et
un noyau constant K(x, y) = 1, la solution est de la forme :

∀x ∈ N∗,∀t > 0, n(x, t) =

(
2

2 + t

)2( t

2 + t

)x−1
(4.9)

Dans le cas d'un noyau additif K(x, y) = x + y respectivement multiplicatif
K(x, y) = xy les solutions sont, respectivement :

∀x ∈ N∗,∀t > 0, n(x, t) =
x(1− e−t)x−1

x !
e−te−x(1−e

−t) (4.10)

et

∀x ∈ N∗, n(x, t) =

{
1
x
(nt)x−1

x ! e−nt si t ∈ [0, 1]
1
t
xx−2

x ! e
−x si t > 1.

(4.11)

pour la condition initiale mentionnée ci-dessus. Ces expressions analytiques sont
utiles pour valider et comparer les schémas d'approximation numériques détermi-
nistes, ou stochastiques.

4.3.2 Applications de l'équation de Smoluchowski

Les principales applications de l'équation de Smoluchowski concernent notam-
ment la production d'aérosols [Drake 1972], l'astrophysique, la formation et la crois-
sance des planètes [Lee 2000], la biologie (polymérisation [Lushnikov 1976], la fusion
des globules rouges [Samsel 1984]). L'équation de Smoluchowski a été également
utilisée, avec des modi�cations de sa formulation générale, pour inclure d'autres
phénomènes tels que la fragmentation, ainsi que l'apport ou le prélèvement continu
de matière [Hendriks 1984, Davies 1999]. Certaines de ces applications [Vanni 2000]
sont basées sur des modèles d'agrégation dans un contexte de mouvement brownien,
laminaire, etc. (cf. Tableau 4.1).

Noyau K Auteur

Mouvement brow-

nien

Ki,j =
2kT
3µ

(ai+aj)
2

aiaj
[Von Smoluchowski 1917]

Mouvement lami-

naire

Ki,j =
4
3G(ai + aj)

3 [Von Smoluchowski 1917]

Mouvement de tur-

bulence isotropique

Ki,j =
4
3 (

3π
10 )

2
√

ε
v (ai + aj)

3 [Sa�man 1956],

[Adachi ]

Sédimentation dif-

férentielle

Ki,j = ( 2πg9µ )(ρs − ρ)(ai + aj)
4 [Schumann 1940]

Table 4.1 : Expressions des noyaux de coalescence pour di�érents mécanismes.

4.4 Modéle de coalescence des corps lipidiques

Nous faisons donc l'hypothèse que la fusion est l'un des principaux processus en
÷uvre lors de l'évolution des tailles des corps lipidiques (cf. Chapitre Introduction



96 Chapitre 4. Modélisation de la dynamique des corps lipidiques

générale). A notre connaissance, la biogenèse des corps lipidiques chez la plante n'a
jamais été étudiée sous l'angle d'une dynamique de populations dans un contexte
d'agrégation. Nous proposons donc un modèle d'agrégation selon la formulation de
Smoluchowski. Ce modèle sera dé�ni au travers d'un noyau d'agrégation, K, et d'un
taux de production 4, P , de corps lipidiques au cours du temps, soit :

∂n(x, t)

∂t
=

1

2

∫ x

0
K(x− y, y)n(x− y, t)n(y, t)dy (4.12)

−
∫ ∞
0

K(x, y)n(x, t)n(y, t)dy + P (x, t) (4.13)

n(x, 0) = n0(x) (4.14)

Le taux de production ne sera pas modélisé, mais estimé à partir des données.
Le taux d'agrégation sera basé sur la densité de charge de la demi-membrane. Nous
partons pour cela d'observations et de connaissances bibliographiques que nous re-
constrivons sous forme d'hypothèses de travail argumentées. Nous avons alors essayé
de conserver des formulations simples et parcimonieuses en paramètres. Nous note-
rons respectivement V ol(CL), A(CL), Q(CL) et σ(CL) = Q(CL)

A(CL) , le volume, l'aire
de la membrane, la charge totale de la membrane et la densité de charge du corps
lipidique CL.

Nous listons donc tout d'abord un certain nombre d'hypothèses relatives au corps
lipidique et à son environnement :

H1 : Les corps lipidiques sont sphériques. Par conséquent, nous supposons que
deux corps qui s'agrègent reforment un corps sphérique une fois l'agrégation termi-
née. On rappelle que la sphère est la surface d'aire minimale englobant un volume
donné quelconque. En réalité, on observe bien des corps lipidiques sphériques comme
indiqué sur la �gure 4.1 représentant les distributions des coe�cients de sphéricité,
CS = 36π V ol(CL)2

A(CL)3
.

H2 : La distribution de charge est uniforme sur la membrane. On sait que la
charge globale à la surface du corps lipidique est négative [Tzen 1992a]. Un champ
électrique de symétrie radiale et donc d'amplitude constante est alors engendré par
le corps lipidique. Du point de vue de l'agrégation, dans l'environnement spatial
immédiat du corps lipidique, il n'y a pas de région privilégiée par le corps lipidique.

H3 : Le contenu du corps lipidique est électriquement neutre. On suppose que le
corps lipidique est rempli de lipides neutres.

H4 : L'agrégation est binaire. On suppose qu'à un même instant et pour un
corps lipidique en cours d'agrégation, l'agrégation se fait avec un seul autre corps
lipidique.

H5 : Il y a conservation du volume des CL lors de l'agrégation, soit V ol(CL1 ∪
CL2) = V ol(CL1) + V ol(CL2).

H6 : Il y a conservation de la charge des CL lors de l'agrégation, soit Q(CL1 ∪
CL2) = Q(CL1) +Q(CL2).

4. Dans le volume élémentaire V considéré.
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Figure 4.1 : Coe�cients de sphéricités moyens des corps lipidiques pour di�érents
génotypes à di�érents stades du développement.

H7 : Le pH du cytoplasme est constant durant le développement. Le pH du
cytoplasme pourrait cependant jouer un rôle car certaines protéines de la membrane
peuvent être ionisées et sensibles au pH.

Nous faisons alors les hypothèses de modélisation suivantes :
HMOD1 : Le taux d'agrégation est inversement proportionnel à la densité de

charge. Plus la densité de charge est faible et plus la fréquence d'agrégation est forte.
HMOD2 : Le taux d'agrégation est multiplicatif. Ce sont donc les agrégations

"faible densité de charge"-"faible densité de charge" qui dominent contrairement à
un taux d'agrégation additif où les interactions "faible densité de charge"-"faible
densité de charge" sont du même ordre de fréquence que les interactions "faible
densité de charge"-"forte densité de charge" (�gure 4.2).

Le taux d'agrégation prend alors la forme suivante :

K(CL1, CL2) ∝
1

σ(CL1)
× 1

σ(CL2)
(4.15)

En raison de l'hypothèse H1, on a aussi :

K(CL1, CL2) ∝
V ol(CL1)

2/3

Q(CL1)
× V ol(CL2)

2/3

Q(CL2)
(4.16)

A�n de pouvoir s'a�ranchir de la variable Q, nous émettons une autre hypothèse
(HMOD3) sur le processus de production des corps lipidiques. Cette hypothèse va
nous permettre d'exprimer Q en fonction du volume du corps lipidique.
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Figure 4.2 : Valeurs du taux d'agrégation pour des noyaux multiplicatifs et additifs.

HMOD3 : Le processus de production au niveau du RE produit une population
de CL homogène dans le rapport Q(CL)

V ol(CL) . En d'autres termes, soit sont produits
des corps lipidiques tous identiques en volume et charge, soit sont produites des
populations hétérogènes en volume et charge mais, dans ce cas, un corps lipidique
de volume p fois plus important qu'un autre a aussi une charge p fois plus importante.

En s'appuyant sur H5 et H6, on en déduit alors que :

Q(CL) = Const.× V ol(CL) (4.17)

et

K(CL1, CL2) = K(V ol(CL1), V ol(CL2)) ∝ V ol(CL1)2/3

V ol(CL1)
× V ol(CL2)2/3

V ol(CL2)
(4.18)

∝ (V ol(CL1)V ol(CL2))
−1/3(4.19)

Ainsi lorsque les corps lipidiques deviennent gros, leur densité de charge est forte
et leur agrégation avec des gros corps lipidiques est peu fréquente. Pour éviter de
faire l'hypothèse HMOD3, nous aurions pu considérer la charge comme une va-
riable, comme dans le contexte d'aérosols avec des compositions chimiques variable
[Dergaoui 2013]. Cependant, cela complique cependant le calcul des solutions numé-
riques car il faut discrétiser l'espace produit des volumes et des charges.

Le noyau 4.18 ne prend en compte ni les aspects spatiaux ni les aspects gé-
nétiques. On voit cependant clairement que les oléosines (cf. chapitres Introduction
générale et 3) in�uent les distributions de volumes au cours du développement ; nous
pouvons alors faire l'hypothèse qu'elles in�uent sur le processus d'agrégation. Nous
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ferons aussi l'hypothèse qu'elles n'in�uent pas sur le processus de production 5.
Pour prendre en compte le facteur génétique, nous supposons qu'au delà de la

charge intervient aussi un facteur abstrait d'e�cacité de la charge et que cette e�-
cacité peut dépendre de la présence des di�érentes oléosines qui auront une in�uence
positive ou négative sur le taux d'agrégation. Ce facteur d'e�cacité pondère alors
la charge et nous dé�nissons le taux d'agrégation par :

K(CL1, CL2) ∝
1

e(G)σ(CL1)
× 1

e(G)σ(CL2)
(4.20)

où l'e�cacité 0 < e(G) ≤ 1 est reliée au génotype G par un modèle linéaire qualitatif
et ne dépend pas du volume, soit :

e(G) = γ + α11I{S1=1}(G) + α21I{S3=1}(G) + α31I{S4=1}(G)

+α1,21I{S1=1,S3=1}(G) + α1,31I{S1=1,S4=1}(G) + α2,31I{S3=1,S4=1}(G)

+α1,2,31I{S1=1,S3=1,S4=1}(G)

Ici, S1 = 1 (resp. S3 = 1, S4 = 1), signi�e que l'oléosine S1 (resp. S3, S4) est présente
dans le génotype G.

Nous avons choisi un modèle linéaire pour sa simplicité fonctionnelle et sa facilité
d'interprétation. Les paramètres αi, i = 1, . . . , 3 sont les e�ets principaux associés à
la présence des di�érentes oléosines, les paramètres αi,j , 1 ≤ i < j ≤ 3 sont les e�ets
d'interaction de paire et α1,2,3 est un e�et d'interaction de triplet. Le paramètre γ
est un e�et moyen, ici il sera associé au triple mutant qui sera, en quelque sorte,
notre référence pour interpréter les paramètres du modèle. En dé�nitive, le noyau
d'agrégation aura donc la forme suivante :

KG(CL1, CL2) ∝
(V ol(CL1)V ol(CL2))

−1/3

(γ +
∑3

i=1 αi1I{Si=1}(G) +
∑3

1≤i<j
αi,j1I{Si=1,Sj=1}(G) + α1,2,31I{S1=1,S2=1,S3=1}(G))2

(4.21)

Remarque : Le modèle est basé ici seulement sur la présence/absence des oléo-
sines et pas sur leur disponibilité en plus ou moins grande quantité. On pourra
cependant examiner l'in�uence de ces quantités au travers des paramètres du mo-
dèle grâce à l'utilisation de plantes transgéniques surexprimant certaines oléosines,
puis à la mesure des volumes des corps lipidiques au travers du pipeline d'analyse.
Si le processus de fusion est sensible à la quantité d'une oléosine particulière, on
s'attend à ce que les coe�cients relatifs à cette oléosine varient dans notre modèle.

Au chapitre 2 nous avons mis en évidence une relation entre la proximité spatiale
des corps lipidiques d'une part et le génotype, stade de développement et volume
d'autre part. Cette relation est alors approximée par :

lnφ(V, t,G) = θ2(t, G) lnV + log θ1(t, G) (4.22)

5. A notre connaissance, cette information n'est pas disponible dans la littérature, et la micro-

scopie électronique semble révéler une population de petits corps lipidiques de volumes (de l'ordre

de de 50 nm) assez homogènes au voisinage du RE [Schmidt 2008].
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où φ désigne la fraction locale.
Il est alors tentant de proposer un noyau qui combine les aspects de charge, les

facteurs génétiques et une information de proximité en fonction du volume. Nous
proposons d'opter pour un produit du noyau précédent (cf. 4.21) et d'un noyau
multiplicatif portant sur la fraction locale, soit :

KGS(CL1, CL2) ∝ KG(CL1, CL2)× (φ(V ol(CL1))× φ(V ol(CL2))) (4.23)

∝ KG(CL1, CL2)× ((V ol(CL1))
θ2 × (V ol(CL2))

θ2) (4.24)

où θ2 est un paramètre supplémentaire du modèle.
Si on développe KGS en fonction du volume, on s'aperçoit que le noyau est de

la forme (V ol(CL1)
θ2− 1

3V ol(CL2)
θ2− 1

3 ), soit :

KGS =
θ1(t, G)

2(V ol(CL1)V ol(CL2))(−
1
3
+θ2(t,G))

e(G)2
(4.25)

4.5 Méthode d'estimation des paramètres

Nous serons amenés à considérer plusieurs modèles avec un nombre variable de
paramètres (1 à 9). Nous avons opté pour une méthode d'estimation bayésienne de
ces paramètres : la méthode DRAM [Haario 2006], que nous décrivons en 4.5.1 et
expliciterons dans le cadre de notre application en 4.5.2. La di�culté dans notre cas
vient de l'équation d'état de notre modèle, qui une fois discrétisée, consiste en un
système di�érentiel de taille N > 100.

4.5.1 Principe de l'estimation bayésienne

On se place dans un cadre général pour lequel un ensemble de paramètres θ ∈ IRp

est associé à un modèle de données M(x, θ) où x désigne un ensemble de variables
explicatives, soit alors :

y = M(x, θ) + ε

où y est un vecteur de variables aléatoires dont on peut observer des réalisations
et ε un vecteur aléatoire de même dimension représentant les erreurs au modèle.
D'après la formule de Bayes, on a alors :

1P(θ/y) ∝ 1P(y/θ)× 1P(θ)

où 1P(θ/y) désigne la distribution a posteriori des paramètres et 1P(θ) la distribution
a priori.

L'estimation des paramètres θ est alors basée sur celle de la loi a posteriori.
L'algorithme standard classique de Metropolis-Hastings [Tierney 1994] pour simuler
une loi, consiste à simuler une chaîne de Markov qui va converger vers cette loi en
évitant le recours à la constante de normalisation de la loi.
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Un estimateur, dit MCMC, de la moyenne selon cette loi d'une fonction f sera
alors aisément calculé en s'appuyant sur une réalisation, X1, . . . , XN , de cette chaîne
de Markov, soit : 1

N f(Xi).
L'algorithme DRAM est une amélioration de l'algorithme de Metropolis-

Hastings, il combine deux stratégies : le rejet di�éré et le Metropolis adaptatif, pour
augmenter la vitesse de convergence d'estimateurs MCMC obtenus par l'algorithme
classique de Metropolis-Hastings.

La statégie de rejet di�éré [Mira 2002] consiste à di�érer un rejet dans la boucle
MCMC. Ainsi au lieu de conserver en cas de rejet l'état proposé, on propose un
nouvel état que l'on accepte avec une probabilité qui permet de garantir la conver-
gence de l'algorithme vers la distribution visée. Le nouvel état peut dépendre des
états proposés précédemment, ce qui permet d'adapter la distribution instrumentale
à l'intérieur d'une itération de l'algorithme MCMC.

La seconde stratégie du Metropolis adaptatif [Haario 2001] consiste à adapter la
distribution instrumentale 6 au cours des itérations en s'appuyant sur la trajectoire
passée de la chaîne. On choisit alors une distribution instrumentale gaussienne,
centrée sur l'état courant et de matrice de covariance :

Ct = { C0, t ≤ t0
sdCov(X0, . . . , Xt−1) + sdεId, t > t0

avec l'expression suivante pour la covariance empirique :

Cov(X0, . . . , Xk) =
1

k
(

k∑
i=0

XiX
T
i − (k + 1)X̄kX̄k

T
)

Cet algorithme est accessible à partir du site http://helios.fmi.fi/
~lainema/mcmc/

4.5.2 Application aux modèles de dynamique de populations des
corps lipidiques

Dans notre contexte de modélisation, le vecteur des données élaborées est

constitué des quantités ygr (xi, tj)
def
= ngr(xi, tj), i = 1, . . . , N(g, tj), j = 1, . . . , 5,

r = 1, . . . , r(g, tj), g = 1, . . . , 8 représentant les e�ectifs observés, rapportés au vo-
lume élémentaire V lorsque les volumes xi sont répartis dans N(g, tj) classes pour
la répétition r du génotype g au temps tj :

ngr(xi, tj) =
̂ngr(xi, tj) + (εgr)i,j

où ̂ngr(xi, tj) = M(xi, tj , g, r, θ) désigne l'approximation de la solution de l'équation
d'état (cf. 4.12) pour la classe de volume xi, le temps tj , le génotype g et la répétition

6. La distribution instrumentale Q dans la table est la distribution selon laquelle on e�ectue un

nouveau tirage des paramètres lors de la construction de la chaîne de Markov. Idéalement, cette

distribution doit être choisie de façon à limiter le nombre de rejets.

http://helios.fmi.fi/~lainema/mcmc/
http://helios.fmi.fi/~lainema/mcmc/
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r. Sous l'hypothèse d'indépendance des termes d'erreur au modèle, on peut alors
écrire 7 :

1P(y|θ) = 1P(n|θ) =
5∏

j=1

8∏
g=1

r(g)∏
r=1

N∏
i=1

(g, tj)1P((εgr)i,j = ngr(xi, tj)− ̂ngr(xi, tj))

A ce stade, il faut choisir la loi des erreurs et donc évaluer s'il y a lieu ou pas,
étant donné le modèle considéré, d'adopter une loi avec une variance qui dépend du
volume et, éventuellement, du génotype ainsi que la date. En particulier, on peut
se demander si le modèle est moins précis sur certaines classes : les petits volumes
de corps lipidiques, par exemple, du fait de la di�culté à les mesurer, ou les gros
volumes, du fait de leur interception avec le bord de la région échantillonnée.

Ceci conduit cependant à une complexité numérique importante car il faut ef-
fectuer

∑8
g=1

∏5
j=1 r(g, tj) résolutions de l'équation d'état à chaque itération de

l'algorithme DRAM. Nous avons donc opté pour un allègement de l'estimation en
ne retenant qu'une observation moyennée par génotype et par date, soit :

ng(xi, tj) =

∑r(g,tj)
r=1 ngr(xi, tj)

r(g, tj)

Cela permet d'économiser
∑8

g=1

∏5
j=1(r(g, tj) − 1) résolutions de l'équation d'état

à chaque itération de l'algorithme DRAM.
Pour ce qui concerne le terme d'erreur, on peut s'appuyer sur l'image de l'erreur

sur la moyenne pour décider du modèle d'erreur et choisir un modèle gaussien de la
forme (εg)i,j ∼ N (0, σM (xi, g, tj)

2), avec σM (xi, g, tj) =
σ(xi,g,tj)√

r(g,tj)
.

Le terme de vraisemblance aux données devient alors :

1P(d|θ) =
5∏

j=1

N∏
i=1

8∏
g=1

1P((εg)i,j = ng(xi, tj)− ̂ng(xi, tj))

∝ exp−
5∑

j=1

N∑
i=1

8∑
g=1

(ng(xi, tj)− ̂ng(xi, tj))2

σM (i, g, j)2

Il reste à choisir les distributions a priori et les contraintes de bornes pour
procéder à l'estimation.

Contraintes de positivité. Pour le modèle 4.23, nous restreignons l'espace des
paramètres pour satisfaire à certaines contraintes de positivité. On rappelle que
le terme (α1 + α2 + α3 + α12 + α13 + α23 + α123 + γ) présent au dénominateur
du noyau d'agrégation doit être interprété comme une pondération de la "�tness"
d'une membrane pour fusionner. C'est donc un terme positif. Par ailleurs, on veut

7. Les taux de production correspondant aux di�érentes répétitions peuvent changer. Il est alors

a priori légitime de vouloir ajouter toutes les répétitions plutôt que des mesures moyennées.
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pouvoir interpréter les di�érents coe�cients présents dans ce dénominateur comme
des adaptations de cette pondération, suite à la présence de l'une ou plusieurs des
trois oléosines S1, S3 et S4. Ceci conduit aux contraintes suivantes :

γ > 0 [triple mutant S1, S3, S4. (g=1)] (4.26)

γ + α1 > 0 [double mutant S3, S4. (g=2)] (4.27)

γ + α2 > 0 [double mutant S1, S4. (g=3 ] (4.28)

γ + α3 > 0 [double mutant S1, S3. (g=4)] (4.29)

γ + α1 + α2 + α12 > 0 [simple mutant S4. (g=5)] (4.30)

γ + α1 + α3 + α13 > 0 [simple mutant S3. (g=6)] (4.31)

γ + α2 + α3 + α23 > 0 [simple mutant S1. (g=7)] (4.32)

γ + α1 + α2 + α3 + α12 + α13 + α23 + α123 [sauvage (wt) (g=8)] (4.33)

Distributions a priori. Nous allons aussi respecter les contraintes 4.26 et pro�ter
des découplages entre certaines données et certains paramètres pour e�ectuer une
estimation progressive des paramètres. Avec les données relatives au triple mutant
(g=1), nous estimerons le paramètre γ. Nous choisirons alors une distribution a

priori de type Γ(u1, u2), les hyperparamètres u1 et u2 seront �xés : u1 = 1.01, u2 =
2000. On procède exactement de la même façon pour l'estimation des paramètres
γ + αi, i = 1, . . . , 3.

Estimation des paramètres. Pour le modèle 4.23, on e�ectue une estimation
progressive des paramètres. On commence par faire une estimation de γ en s'ap-
puyant uniquement sur la donnée "triple mutant" (aucune des trois oléosines pré-
sente). Il s'agit alors d'optimiser par rapport à γ et, sous la contrainte de positivité,
le critère d'adéquation aux données.

On poursuit l'estimation des paramètres en estimant tout d'abord successive-
ment α1, α2, α3 puis les coe�cients d'interaction simple α1,2, α1,3, α2,3 et, en�n,
le paramètre d'interaction triple α1,2,3 . Ainsi, pour l'estimation du paramètre
α1, on utilisera les jeux de données pour lesquels seule S1 est présente, soient les

doubles mutants de S3 et S4. On obtient donc des estimateurs δ̂1
Def
= γ̂ + α1, (resp.

δ̂2
Def
= γ̂ + α2) et �nalement un estimateur de α1, (resp. α2) par α̂1 = δ̂1 − γ̂, (resp.

α̂2 = δ̂2 − γ̂)
Dans le cadre d'une généralisation du modèle 4.23 (cf. 4.7), il est nécessaire

d'utiliser l'ensemble des données pour l'estimation des di�érents paramètres.

4.6 Discrétisation et implémentation numérique

Nous avons utilisé l'approche déterministe a�n de résoudre numériquement 4.12
sur un domaine �ni Ω = [1, 2, ..N ]. Il est donc nécessaire de tronquer les classes de
volumes sur Ω. Pour cela, on dé�nit vm, vM , et vs respectivement la classe volume
minimale, la classe de volume maximale, et la largeur de classes de volume. Dans
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Constant

N 10 100 1000

MSE 2.00 10−11 1.81 10−17 1.51 10−18

CPU(sec) 0.017 0.025 5.870

Additif

N 10 100 1000

MSE 2.79 10−5 5.77 10−9 1.22 10−10

CPU(sec) 0.018 0.028 2.18

Multiplicatif

N 10 100 1000

MSE 2.29 10−5 3.06 10−8 6.24 10−9

CPU(sec) 0.015 0.033 13.298

Table 4.2 : Erreur quadratique moyenne entre la solution exacte et l'approxima-
tion numérique pour di�érents types de noyaux dont la solution exacte est connue
(constant, additif et multiplicatif), pour di�érentes valeurs de N. La complexité
numérique est évaluée en temps de calcul CPU (en seconde) pour chaque situation.

les simulations e�ectuées nous avons �xé vm et vs à 0.1 µm3. Nous avons ensuite
adopté une méthode classique de résolution des équations di�érentielles (Runge
Kutta d'ordre 4) pour résoudre l'équation discrète 4.4. Pour cela, nous avons utilisé
une procédure C++ appelée depuis Matlab (mex-�le) a�n d'accélérer le temps de
calcul (cf. Annexes A.3). Cette méthode est rapide et possède de bonnes propriétés
de stabilité. Les solutions analytiques de l'équation de Smoluchowski énoncées dans
4.3.1 ont été utilisées a�n de valider notre implémentation numérique. Pour cela,
nous avons comparé, ces solutions à notre approximation numérique (Tableau 4.2)
pour les di�érents noyaux, respectivement, constant (Figure 4.3), additif (Figure
4.4) et multiplicatif (Figure 4.5).
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Figure 4.3 : Comparaison entre solution exacte et approximation numérique pour un noyau

constant (A) Solution exacte (ligne continue en bleu) obtenue pour t de 0 à 2 comparée

à l'approximation numérique (pointillé en rouge) obtenue dans les mêmes conditions. (B)

Moments d'ordre 0 (rouge) et d'ordre 1 (bleu) obtenus pour un noyau constant, par solution

exacte (ligne continue) et approximation numérique (ligne pointillée).
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Figure 4.4 : Comparaison entre solution exacte et approximation numérique pour un noyau

additif (A) Solution exacte (ligne continue en bleu) obtenue pour t de 0 à 2 comparée à

l'approximation numérique (pointillé en rouge) obtenue dans les mêmes conditions. (B)

Moments d'ordre 0 (rouge) et d'ordre 1 (bleu) obtenus pour un noyau additif, par solution

exacte (ligne continue ) et approximation numérique (ligne pointillée).
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Figure 4.5 : Comparaison entre solution exacte et approximation numérique pour un noyau

multiplicatif (A) Solution exacte (ligne continue en bleu) obtenue pour t de 0 à 2 comparée

à l'approximation numérique (pointillé en rouge) obtenue dans les mêmes conditions. (B)

Moments d'ordre 0 (rouge) et d'ordre 1 (bleu) obtenus pour un noyau multiplicatif, par

solution exacte (ligne continue ) et approximation numérique (ligne pointillée).

4.7 Résultats

Nous avons considéré 5 modèles di�érents (cf. Tableau 4.3) pour le noyau d'agré-
gation, le modèle 4.23, une généralisation de ce dernier, mais aussi des modèles plus
simples, et, pour �nir, un modèle englobant le modèle proposé qui s'est avéré sa-
tisfaisant sur plusieurs génotypes. Dans le tableau 4.3 nous distinguons deux types
d'estimations : une estimation génotype par génotype d'une manière indépendante.
Cela concerne les modèles 1 à 4 et une estimation basée sur l'utilisation simultanée
de tous les génotypes pour le modèle 5. Pour les modèles 2 et 4, en principe, les
estimations devraient être très proches (cf. Section 4.5.2). Les résultats présentés
dans cette section comprennent une évaluation des di�érents paramètres des mo-
dèles développés (cf. Tableaux 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 et 4.8) ainsi qu'une évaluation de la
qualité d'ajustements de chaque modèle par rapport aux données expérimentales.
La qualité d'ajustements est mesurée par l'erreur quadratique moyenne :

1

5× 8×N

5∑
j=1

8∑
g=1

N∑
i=1

(F g(xi, tj)− ̂F g(xi, tj))
2

σM (i, g, j)2

avec F g(xi, tj) =
∑

k<i xkn
g(xk, tj) désignant le volume total des corps lipidiques

de volumes < xi au jour tj .

4.7.1 Modèle constant

Le taux de coalescence est maximum en absence d'oléosines (cf. Tableau 4.4), ce
qui se traduit chez le triple mutant avec un taux de 297.05±13.43 : L'ajout de S1, S3
ou S4 réduit signi�cativement le taux de coalescence respectivement chez les mutants
s3s4, s1s4, et s1s3. Le taux de coalescence le plus réduit est celui avec la présence de
S4 chez le mutant s1s3 (136.65±5.07). Par ailleurs, les simples génotypes (s1, s3 et
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No Modèle Expression Mode d'estima-
tion

1 Constant K(v1, v2) = η Indépendant

2 génotypique K(v1, v2) =
(v1v2)

− 1
3

e(G)2
Indépendant

3 Multiplicatif K(v1, v2) = η(v1v2)
β Indépendant

4 génotypique/spatial 4.23 K(v1, v2) = KGS Indépendant

5 génotypique/spatial mo-
dulé

K(v1, v2) = (θ1(G, t))2
(v1v2)

β− 1
3
+θ2(G,t)

(e(G))2
Simultané

Table 4.3 : Di�érents modèles de coalescence développés pour la dynamique des
corps lipidiques, ainsi que le mode d'estimation des paramètres utilisé.

s4 ) présentent un taux de coalescence globalement réduit par rapport aux doubles
génotypes. La réduction est remarquable chez le simple mutant s1 (présence de S3
et S4) qui est de 93.78± 2.03. Cependant, on peut observer sur les �gures 4.6 et 4.7
que ce modèle ne s'ajuste pas toujours très bien, en particulier pour les génotypes
s3, s4, s1s4, et s3s4. L'erreur moyenne de ce modèle est de 0.0165 ± 0.0124. Par
ailleurs, on observe aussi, la plupart de temps, qu'il y à sur-estimation du taux de
fusion puisque la courbe de volume cumulé estimée est souvent au-dessous de la
courbe observée dans la première partie de la distribution.

Génotype Paramètre Erreur
η

wt 166.43± 3.50 0.0253

s1 93.78± 2.03 0.0193

s3 187.16± 1.50 0.0077

s4 145.87± 3.74 0.0032

s1s3 136.65± 5.07 0.0094

s1s4 214.12± 4.10 0.0245

s3s4 210.04± 10.23 0.0384

s1s3s4 297.05± 13.43 0.0046

Table 4.4 : Paramètres d'ajustement du modèle constant (Modèle 1).
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4.7.2 Modèle génotypique

Ce modèle est à la base des hypothèses développées dans 4.4, mais sans la prise
en compte de la composante spatiale (cf. Tableau 4.1). Lors de la simulation de ce
modèle, nous avons directement constaté une surestimation de la fusion pour les
corps lipidiques de petit volume dans les courbes de volume cumulé estimées, et
ce, pratiquement chez tous les génotypes (cf. Figures 4.8 et 4.9). L'erreur moyenne
de l'estimation sur tous les génotypes, par rapport aux données expérimentales,
est de 0.0327 (cf. Tableau 4.5). Nous avons donc décidé de moduler la puissance
du processus de coalescence par un paramètre supplémentaire β, que nous avons
estimé, initialement, pour chacun des génotypes dans 4.7.3.

Paramètres Erreur

α1 α2 α3 α12 α13 α23 α123 γ

0.0004 0.0109 0 -0.0003 0 0.0110 0.1339 2.6223 0.0327

Table 4.5 : Paramètres d'ajustement du modèle génotypique (Modèle 2).
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4.7.3 Modèle multiplicatif

Le paramètre β estimé avec le noyau multiplicatif (cf. Tableau 4.4) est de valeurs
di�érentes en fonction du génotype avec une valeur moyenne de −0.0531 ± 0.0562

globalement négative chez tous les génotypes sauf pour les génotypes s4 et s1s4. Sans
la présence d'un autre processus, cela suggère une décroissance de la fusion propor-
tionnelle aux volumes de corps lipidiques concernés par la fusion. Avec le paramètre
β libre, il n'est donc pas judicieux de comparer les valeurs du paramètre η puisque
β est di�érent d'un génotype à un autre ce qui modi�e le taux de fusion. L'e�et
purement génotypique sur la coalescence n'est plus valable. Il est donc nécessaire
d'estimer le paramètre β avec la même valeur pour tous les génotypes. Par ailleurs,
l'ajout de ce paramètre (β) a permis une amélioration de la qualité d'ajustements
(cf. Figures 4.10 et 4.11), avec une erreur moyenne de 0.0132± 0.0074.

Génotype Paramètre Erreur

η β

wt 345.98± 12.97 −0.142± 0.007 0.0169

s1 150.94± 6.50 −0.037± 0.010 0.0161

s3 88.66± 3.50 −0.105± 0.010 0.0161

s4 131.26± 5.72 0.020± 0.0101 0.0032

s1s3 197.46± 7.85 −0.098± 0.001 0.0069

s1s4 146.76± 15.31 0.087± 0.024 0.0221

s3s4 466.89± 20.90 −0.174± 0.007 0.0203

s1s3s4 471.92± 19.46 −0.104± 0.013 0.0041

Table 4.6 : Paramètres d'ajustement du modèle multiplicatif (Modèle 3).
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4.7.4 Modèle génotypique/spatial

Dans ce modèle, nous avons pris en compte la composante spatiale. Nous avons
donc souhaité tester son in�uence sur la qualité d'estimations. Le nombre de para-
mètres à estimer reste le même que pour le modèle 4.7.2, mais en rajoutant l'in�uence
de la composante spatiale avec les paramètres θ1 et θ2. Ce modèle a permis d'avoir
une amélioration de la qualité d'estimations (cf. Figures 4.12 et 4.13). L'erreur est
diminuée d'environ 30 % par rapport celle du modèle 4.7.2.

Paramètres Erreur

α1 α2 α3 α12 α13 α23 α123 γ θ1 θ2
0.5746 0.8117 0.0002 0.0056 0 0.0096 0.5402 2.6567 θ1 θ2 0.0248

Table 4.7 : Paramètres d'ajustement du modèle génotypique/spatial (Modèle 4).
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4.7.5 Modèle génotypique/spatial modulé

Après avoir estimé d'une part, le paramètre β génotype par génotype (cf. 4.7.3),
puis, d'autre part, analysé l'e�et d'une composante spatio-temporelle dont les pa-
ramètres sont �xés à partir des données (cf. 4.7.4), nous libérons cette fois la partie
�xe β = −1/3 de ce modèle, et estimons un paramètre β unique modulé par une
composante spatio-temporelle �xée (modèle 5). Ce modèle tient compte à la fois
de l'e�cacité de charge (ou "�tness") e(G), de la dispersion spatiale, ainsi que la
modulation de la fusion par le paramètre β estimé sur tous les génotypes. Le critère
d'évaluation par rapport aux données expérimentales est de la forme :

ε =

5∑
j=1

8∑
g=1

N∑
i=1

(F g(xi, tj)− ̂F g(xi, tj))
2

σM (i, g, j)2

avec F g(xi, tj) =
∑

k<i xkn
g(xk, tj) désignant le volume total des corps lipidiques

de volumes < xi au jour tj .
Les paramètres estimés qui re�ètent l'in�uence génotypique (cf. Tableau 4.8)

sont alors discutés pour ce modèle :
� En absence d'oléosines (triple mutant), le taux de coalescence est maximal
(i.e. e�cacité de charge e(G) minimale), soit e(G) = γ = 7.5895

� L'e�cacité de charge en présence de l'oléosine S4 (génotype s1s3 ) est : e(G) =
γ+α3 = 10.7625. Celle-ci est augmentée de 41% par rapport au triple mutant.

� L'e�cacité de charge en présence de l'oléosine S3 (génotype s1s4 ) est : e(G) =
γ+α2 = 8.0335. Celle-ci est augmentée de 5.8% par rapport au triple mutant.

� L'e�cacité de charge en présence de l'oléosine S1 (génotype s3s4) est : e(G) =
γ+α1 = 7.8425. Celle-ci est augmentée de 3.3% par rapport au triple mutant.

� L'e�cacité de charge en présence des oléosines S3 et S4 (génotype s1 ) est :
e(G) = γ +α2 +α3 +α23 = 11.9117. L'ajout de S4 au mutant s1s4 contribue
à une augmentation de l'e�cacité de charge de (α3 + α23)/(γ + α2) = 48.2%.
L'ajout de S3 au mutant s1s3 contribue à une augmentation de l'e�cacité de
charge de 10.6%.

� L'e�cacité de charge en présence des oléosines S1 et S4 (génotype s3) est :
e(G) = γ+α1+α3+α13 = 8.0293. L'ajout de S4 au mutant s3s4 contribue à
une augmentation de l'e�cacité de charge de 2.3%. L'ajout de S1 au mutant
s1s3 contribue à une réduction de l'e�cacité de charge de 34%.

� L'e�cacité de charge en présence des oléosines S1 et S3 (génotype s4) est :
e(G) = γ+α1+α2+α12 = 15.0464. L'ajout de S3 au mutant s3s4 contribue à
une augmentation de l'e�cacité de charge de 91.8%. L'ajout de S1 au mutant
s1s4 contribue à une augmentation de l'e�cacité de charge de 87.3%.

� L'e�cacité de charge quand toutes les oléosines sont présentes (wt) est e(G) =
16.8748.

Il est clairement remarquable que toutes les oléosines contribuent à l'augmen-
tation de l'e�cacité de charge de la membrane du corps lipidique. Globalement,
l'oléosine S4 est celle qui augmente le plus l'e�cacité de charge, mais son e�et
semble être largement diminué par l'interaction avec l'oléosine S1 (α13 = −2.9863
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cf. 4.8). En revanche, l'interaction de S1 et S3 à un e�et signi�catif sur l'augmenta-
tion de l'e�cacité de charge (α12 = 6.7599 cf. 4.8), et donc, la diminution du taux
de coalescence.

L'erreur moyenne de l'ajustement par rapport aux données expérimentales est
diminuée à 0.00041, ce qui fait un rapport d'environ 60 par rapport au modèle
précédent. Visuellement, les ajustements sont acceptables, à l'exception de wt à 10
et 11 jours, s3 à 11 jours, s1s4 à 9 jours, et s3s4 à 10 jours (cf. 4.14 et 4.15).

Paramètres Erreur

α1 α2 α3 α12 α13 α23 α123 γ β

0.253 0.4440 3.1731 6.7599 -2.9863 0.7051 0.9365 7.5895 -0.0344 0.00041

Table 4.8 : Paramètres d'ajustement du modèle génotypique/spatial modulé (Mo-
dèle 5).
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4.8 Conclusion

Dans notre approche de modélisation, nous nous sommes placés à l'échelle de la
population des corps lipidiques. Ce choix a été adopté en fonction des données de mi-
croscopie confocale tridimensionnelle disponibles, ainsi que la variable d'intérêt, qui
est le volume individualisé de corps lipidiques, extraite à partir de l'analyse d'images.
Les deux processus qui ont été modélisés sont la production, et la coalescence de
corps lipidiques. Notre construction du modèle du noyau de coalescence est basée
sur le peu de connaissances disponibles quant à l'e�et de l'insertion des oléosines
aussi nous avons du faire des hypothèses très fortes pour aboutir au modèle proposé.
Ce modèle tient compte, à la fois, de la composante génotypique et la composante
spatiale, sans avoir besoin à un recours explicite à la dimension spatiale dans la
formulation (EDP en temps et volume). La composante spatiale est introduite via
des données de dispersion spatiale de corps lipidiques dans l'espace cellulaire. Nous
avons implémenté un algorithme déterministe pour simuler notre modèle et procéder
à l'estimation des paramètres à l'aide d'un algorithme stochastique (MCMC). Les
paramètres estimés ont montré di�érents e�ets des oléosines dans la contribution à
l'e�cacité de la membrane vis-à-vis de la coalescence. De plus, nous avons montré
la diminution du processus de coalescence en fonction du temps. En conclusion, le
modèle rend assez bien compte d'une assez grande proportion de génotype-date,
même si certains ajustements demeurent mauvais avec parfois une sous-estimation
apparente de la fusion chez le sauvage, et une surestimation de la fusion chez certain
mutants.





Chapitre 5

Conclusion générale et
perspectives

Dans ce travail, nous nous sommes placés à une échelle plus grande que celle
de la déformation de la membrane tant pour des problèmes expérimentaux (limite
de la résolution des microscopes) que conceptuels (mécanismes sous-jacents). Nous
avons cherché à comprendre la dynamique de biogenèse des corps lipidiques chez la
plante A. thaliana, en tenant compte de sa composition membranaire en trois iso-
formes d'oléosines : S1, S3 et S4. Notre démarche s'est e�ectuée autour de trois axes
principaux : le traitement et l'analyse de données issues de microscopie confocale de
corps lipidiques, l'analyse statistique des estimateurs qui les caractérisent et, en�n,
la modélisation mathématique de leur biogenèse et dynamique. Dans la suite de ce
chapitre, nous exposons les principaux résultats de ces trois axes, les limites, ainsi
que les perspectives futures.

5.1 Résumé des principaux résultats produits

5.1.1 Mise en place d'un pipeline de traitement d'images

La visualisation par microscopie confocale des corps lipidiques au cours du déve-
loppement de la graine d'A. thaliana a permis de mettre en évidence l'évolution de
leur volume in vivo. A cet e�et, les données des TAGs des corps lipidiques colorés
au Rouge de Nil, obtenues sous forme de piles d'images 3D pour chaque génotype et
chaque stade de développement étudiés (c.f. 2.3.1). A�n de pouvoir exploiter l'infor-
mation apportée par ces données, nous avons développé un pipeline de traitement
d'images qui exécute un ensemble d'opérations conduisant à l'étiquetage des corps
lipidiques et au calcul de leurs volume et organisation spatiale (cf. 2.3.2.1). La pro-
cédure de segmentation d'images est basée sur l'algorithme de lignes de partage des
eaux. Les principaux problèmes rencontrés concernent, comme souvent en biologie
cellulaire, la proximité des objets à identi�er, la large gamme des volumes des ob-
jets. La procédure est semi-automatique et nécessite la donnée de deux seuils. Les
segmentations ont été validées une à une. Les principaux paramètres extraits à par-
tir de ces segmentations sont : le volume individuel, la fraction locale et la distance
au plus proche voisin. Les objets touchant le bord de la région échantillonnée ne
sont pas pris en compte, le domaine extérieur à l'embryon est approximé à partir de
l'enveloppe convexe des corps lipidiques. Le pipeline pourrait sans doute être appli-
qué à la segmentation d'autres organelles cellulaires (e.g. noyaux des cellules). Il a
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été développé sous Matlab�et AvizoFire�. Les données extraites ont alors été ana-
lysées à l'aide de trois "microscopes mathématiques" opérant à trois "résolutions"
di�érentes comme expliqué ci-dessous :

5.1.2 Analyse exploratoire des données ("Microscope 1")

Nous avons d'abord réalisé une analyse de variance assez classique de données
de volumes et de fraction locale. Pour cela, nous avons considéré un modèle linéaire
comprenant des e�ets principaux pour chaque facteur de présence/absence des trois
oléosines considérées, des e�ets d'interaction de paires, et un e�et d'interaction triple
ainsi qu'un e�et principal sur le stade de développement. Nous avons tenu compte
des disparités d'e�ectifs des corps lipdiques en fonction des génotypes et des stades.
Nous avons considéré une transformation (en log) a�n de stabiliser la variance. Nous
avons mis en évidence des e�ets signi�catifs pour la plupart des facteurs aussi bien
principaux que d'interactions. Cette analyse explique essentiellement la moyenne
des volumes conditionnellement à un modèle linéaire choisi par avance.

5.1.3 Régression quantile ("Microscope 2")

Cette analyse ne rend pas toujours bien compte des données, notamment lorsque
les queues de distributions portent une information importante. Nous avons donc
utilisé une approche de régression quantile qui ne se limite pas à une modélisation
de la moyenne, mais concerne plutôt di�érents quantiles. Nous avons donc estimé
di�érents quantiles conditionnellement au modèle linéaire. Ce modèle linéaire, à
nouveau, prend en compte des e�ets principaux de présence/absence, d'interaction
de paires, de triple interaction ainsi qu'un e�et principal sur la date. En considérant
des quantiles su�samment élevés, on a donc une chance de mettre en évidence des
di�érences dues à la présence ou non de gros corps lipidiques. Nous avons pu observer
des e�ets signi�catifs des facteurs, variables selon les quantiles.

5.1.4 Modélisation de la dynamique de coalescence des corps lipi-
diques ("Microscope 3")

Les hypothèses que nous avons adoptées pour la construction du modèle de
croissance des corps lipidiques (cf. 4.4) étaient principalement basées sur le modèle
proposé par Beisson (cf. Introduction générale).

Nous avons décidé d'essayer d'expliquer non pas la moyenne, ou encore quelques
quantiles de la distribution de volumes, mais la distribution dans sa totalité. Pour
cela, nous avons adopté une approche de modélisation de la dynamique de popula-
tions de corps lipidiques. Nous avons fait l'hypothèse que les deux processus les plus
importants à prendre en compte étaient les processus de production et de coalescence
des corps lipidiques. Nous avons très tôt retenu l'hypothèse de coalescence car elle
était évoquée dans plusieurs articles, sans pour autant avoir été démontrée chez la
plante (c.f Introduction générale). Cette hypothèse s'est avérée exacte comme nous
l'avons montré en 2.4. Nous avons adopté le formalisme de l'équation d'agrégation
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de Smoluchowski et proposé un noyau de coalescence multiplicatif basé sur la densité
de charge sur la demi-membrane. Ce noyau prend en compte des facteurs génétiques
et spatiaux. Nous avons implémenté un algorithme permettant la simulation des
densités en nombres de corps lipidiques par volume de référence, selon le modèle de
coalescence proposé. Nous avons alors estimé les paramètres du modèle proposé et
de di�érentes variantes à partir des données que nous avions extraites (cf. Chapitre
2). Avec le modèle proposé, intégrant à la fois des facteurs génétiques et spatiaux,
nous avons obtenu des ajustements 1 de bonne qualité pour un grand nombre de
génotypes et stades. Si l'on considère uniquement la partie génétique du noyau, on
trouve une dépendance en puissance −0.36 du noyau par rapport au volume. Ce
qui est assez proche de notre construction initiale (cf. 4.3.2) pour laquelle la dépen-
dance est en −1/3. Quand on couple la partie génétique et la partie spatiale, cette
dépendance devient positive, décroissante en fonction du temps.

Toutefois, certains ajustements ne sont pas satisfaisants. Les causes peuvent être
diverses : (i) l'approximation numérique de l'équation d'état (Smoluchowski), (ii) le
choix du noyau, (iii) l'estimation des paramètres, (iv) la variabilité des données, (v)
le modèle de production, (vi) la censure sur les corps lipidiques de petits volumes
et pour �nir (vii) l'oubli d'autres processus. On peut certainement mieux contrôler
l'erreur d'approximation numérique, qui est en partie due à la variabilité du taux de
production au cours du temps (régularisation du taux de production). Pour ce qui
est du choix du noyau et du taux de production, cela sera discuté en section suivante.
Pour l'estimation des paramètres, deux principaux ingrédients entrent en ligne de
compte : le choix de la variable aléatoire sur laquelle on base l'estimation (ici le
volume cumulé) et la prise en compte de la variabilité des données. Davantage d'ob-
servations en microscopie électronique, ou à forte résolution devrait permettre d'en
savoir plus sur les corps lipidiques de faible volume. En�n, la possibilité d'existence
d'autres processus est discutée en section suivante.

5.2 Qu'aurions pu nous changer pendant la thèse ?

Dans les données acquises, nous avons eu peu de répétitions sur certains géno-
types, et il aurait donc fallu acquérir plus de données sur ces derniers. Par ailleurs,
à l'acquisition d'un nouveau microscope confocal intervenu au cours de ce projet,
nous avons pu visualiser des fusions de corps lipidiques et nous aurions pu essayer
d'acquérir des données time-lapse avec un pas temporel su�samment faible. Plus
tôt, quelques données temporelles avaient été acquises avec le matériel disponible en
début de thèse, mais avec un pas d'échantillonnage trop long. Nous aurions pu alors
observer des événements de fusion non pas au cours des derniers mois mais un peu
plus tôt dans le déroulement de la thèse. Ceci reste à faire et sera développé dans
la section suivante. Il n'est pas inutile de rappeler que notre étude est basée sur des
données acquises sur des échantillons di�érents et cela complique clairement l'ana-
lyse qui peut être faite de la biogenèse. Aussi, il n'est pas exclu que, notamment, dès

1. des données simulées aux données observées.
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le jour 10 du développement, il puisse y avoir des évènements de �ssion des corps
lipidiques. Nous n'avons pas encore observé ces évènements mais nous aurions pu
ajouter un processus de �ssion dans notre modèle sans di�culté particulière hormis
que cela complexi�e le modèle et donc l'estimation des paramètres.

Nous aurions pu essayer d'évaluer l'e�et quantitatif des di�érentes oléosines en
considérant des plantes surexprimant une ou plusieurs oléosines. Nous avons produit
ces plantes et tout cela est une question de temps et de moyens d'acquisition.

Avec les données dont nous disposions, nous pensons avoir choisi la bonne échelle
pour étudier la dynamique. Nous avons fait le choix d'un modèle de population basé
sur l'équation de Smoluchowski, nous aurions pu adopter un formalisme multi-agent
spatio-temporel pour lequel chaque corps lipidique aurait été un agent soumis à
di�érents processus de naissance, de fusion, de coalescence, de mouvement, etc.
Néanmoins, la durée de simulation pourrait être assez lourde dans une approche
d'estimation de paramètres.

5.3 Que faudrait-il faire après ce travail (perspectives) ?

5.3.1 Etude des caractéristiques biophysiques de la membrane des
corps lipidiques

Dans le but de comprendre les aspects théoriques de la déformation de la
membrane du corps lipidique lors du processus de biogenèse, nous avons commencé
dans ce travail par explorer l'état de l'art des mécanismes de déformation des
membranes biologiques, ainsi que les modèles biophysiques développés pour divers
systèmes biologiques. Ces modèles sont particulièrement développés pour des
vésicules formées de deux demi-membranes de phospholipides et dont le contenu
est supposé être un �uide incompressible. L'application de ces modèles pour un
système vésiculaire formé d'une demi-membranes requiert une certaine connais-
sance des caractéristiques mécaniques de la demi-membranes. En ce qui concerne
l'application au corps lipidique de la plante, ces connaissances comprennent l'étude
de la tension de surface induite par les protéines caractéristiques, notamment les
oléosines. L'accès à ces paramètres permettra de déterminer le volume maximal
que peut atteindre un corps lipidique avant la rupture de sa membrane du RE,
les conditions de bourgeonnement des corps lipidiques, etc. Parmi les expériences
qui peuvent être envisagées dans le cadre de l'étude de la demi-membrane du
corps lipidique, nous pouvons citer l'analyse de la tension de surfaces et le module
d'élasticité des vésicules géantes arti�cielles dont la surface serait couverte par
di�érentes combinaisons d'oléosines. Les protocoles expérimentaux pour l'étude de
cette caractéristique sont assez courants dans le domaine de la biophysique des
membranes biologiques et parmi lesquels on peut citer la technique d'aspiration par
micropipette (cf. Annexes A.5).
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5.3.2 Validation du modèle de la dynamique de coalescence des
corps lipidiques

Un peu tard dans ce projet, des évènements de coalescence binaire (deux à deux)
on été observées en microscopie confocale à balayage rapide et en "time-lapse" (cf.
2.4). Ces observations sont liées à l'utilisation d'un microscope de toute dernière
génération permettant des acquisitions très rapides en x, y, z et t et disponible de-
puis peu au laboratoire. En e�et, les nouvelles techniques de marquage, d'imagerie
rapide et à haute résolution sont de plus en plus maîtrisées à l'IJPB dans le contexte
du développement de la plante et de l'imagerie des corps lipidiques en particulier.
Des acquisitions en "time-lapse" de l'embryon des di�érents génotypes d'A. thaliana
sur de longues périodes (2 à 3 jours du développement) sont envisagées. Une fois
disponibles, ces données pourraient être traitées par une procédure de segmentation
d'images capable de détecter et quanti�er les évènements de coalescence. En e�et, la
procédure que nous avons développée en 2.3.2.1 pourrait être améliorée et adaptée
à cette �n. Ainsi, le taux de fusion du modèle 4.4 pourrait être déduit à partir des
données réelles et pourrait servir comme moyen de validation 2 des simulations nu-
mériques. Ces approches reposent cependant sur l'hypothèse que les mécanismes de
fusion mis en oeuvre dans l'embryon restent actifs dans des embryons isolés pendant
de longues périodes ce qui n'a jamais été observé à ce jour. En outre, les données de
surexpresseurs sont un autre moyen de validation. Hormis la coalescence, il existe
plusieurs hypothèses concernant la dynamique de croissance des corps lipidiques (cf.
Chapitre 1). Ces hypothèses comprennent notamment la croissance par synthèse
locale, par remplissage et/ou par le processus dit de "mûrissement d'Ostwald". En
outre, la décroissance par �ssion de corps lipidiques est aussi évoquée, à un instant
avancé du développement, dans la littérature et beaucoup plus tôt selon nos don-
nées. Un ensemble de modèles tenant compte de l'un ou plusieurs de ces processus
peut être évalué.

En outre, plusieurs approches expérimentales, notamment génétique et d'image-
rie du vivant, peuvent être envisagées dans le cadre de l'étude de la dynamique du
corps lipidiques, à savoir :

� Les gènes qui codent pour une oléosine donnée, peuvent être surexprimés in
vivo de façon à augmenter le niveau intracellulaire de cette protéine modi-
�ée. Cette méthode permettra d'étudier l'e�et sur l'accumulation des lipides,
ainsi que sur la taille des corps lipidiques dont la composition membranaire
en termes de densité de l'oéosine surexprimée, est modi�ée par rapport au
type sauvage. D'un autre coté, il est possible, toujours par des techniques gé-
nétiques, d'inter-changer les domaines N, C terminaux, et le domaine central
(Knob) entre oléosines et de créer ainsi des oléosines chimériques. Par exemple

2. Généralement, la validation d'un modèle se repose sur des données expérimentales di�érentes

de celles utilisées pour la construction ou l'identi�cation des paramètres du modèle. Les données

de validation comprennent une série d'expérience avec des systèmes particuliers tel des données

soumises à des perturbations, des composantes biologiques sur- ou sousexprimées, etc. Si le modèle

simulé avec les données d'apprentissage reproduit correctement ces données de validation, le modèle

est considéré comme valide.
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nous pouvons imaginer des couplages pour les oléosines S3 et S4 du genre :
4N-3K-3C, 3N-4K-3C, 3N-3K-4C, 4N-4K-3C, etc., où N et C représentent les
parties N- et C- terminales, et K la partie centrale des oléosines. Il sera ainsi
possible d'observer l'e�et distinct des parties constituant les oléosines sur l'ac-
cumulation des lipides et la taille des corps lipidiques.

� Il est possible de suivre, à l'échelle de la demi-membrane, les éventuels chan-
gements de courbures lors d'un événement de fusion. En e�et, les oléosines
peuvent être fusionnées à un marqueur �uorescent (e.g. GFP) traçant plus
�nement la surface des corps lipidiques et permettant ainsi le suivi les confor-
mations de la demi-membrane aux voisinages des sites de fusion entre deux
corps lipidiques. Le choix a été fait de ne pas introduire de marqueurs �uo-
rescents de la demi-membrane dans le cadre de ce travail, mais le matériel
biologique est disponible.

� L'utilisation du double marquage peut être envisagée pour étudier la façon
par laquelle les oléosines sont distribuées sur la membrane. On pourra, par
exemple, utiliser deux marqueurs di�érents pour deux types d'oléosines dans
le même génotype. Diverses questions peuvent ainsi être posées : (i) Est-ce
que les oléosines sont distribuées de la même façon à la surface des corps
lipidiques ?, (ii) Est-ce que cette distribution peut changer lors, ou après un
événement de fusion de deux corps lipidiques ? (iii) Est-ce qu'il existe une
relation entre la taille du corps lipidique et la distribution d'oléosines ?, etc.

� Avec un marqueur �uorescent photoactivable, il est possible d'étudier la mobi-
lité des oléosines. On peut photoactiver des oléosines avant fusion et regarder
si, après fusion, les oléosines sont très mobiles ou restent globalement au point
ou autour du point de fusion. Dans la même optique, il est possible de faire
des analyses FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) (cf. A.4)
pour photoinactiver le marqueur �uorescent et regarder à quelle vitesse la �uo-
rescence revient, là, aussi à des �ns d'analyse de �uidité des protéines dans
la demi-membrane et d'estimation de leur di�usion latérale. Il est aussi pos-
sible d'investiguer d'éventuelles interactions entre oléosines par FRET (Förs-
ter Resonance Energy Transfer) (cf. A.4). En�n, l'utilisation de la microscopie
super-résolution de type STED (stimulated-emission-depletion ou déplétion
par émission stimulée) permettrait d'obtenir un gain de l'ordre de x4 dans
la résolution des images et, de là avoir plus de �nesse dans l'observation des
mécanismes de fusion/�ssion.

Les connaissances sur la biogenèse et la dynamique du corps lipidique n'ont cessé de
croître ces dernières années. Il est aussi évident que les approches théoriques de la
déformation des membranes biologiques, ainsi que les études expérimentales sur des
systèmes arti�ciels, ont dévoilé plusieurs réalités sur les propriétés biophysiques des
corps lipidiques. Il faut cependant noter que les tentatives de modélisation restent
limitées.
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5.3.3 Faire de nouvelles hypothèses biologiques sur la base du mo-
dèle

Nous avons évoqué en 5.3.2 di�érents autres processus notamment la synthèse
locale et le � mûrissement d'Ostwald �. S'il s'avère que ces processus pourraient être
observés dans les données, nous pourrions les intégrer dans le modèle de population.
Ainsi, la prise en compte d'un processus de croissance consiste à modi�er l'équation
de Smoluchowski (Équation 4.8) dans laquelle apparaît un taux de croissance qu'il
faudrait modéliser en tenant compte de composante spatiale et génotypique. Le
modèle pourrait alors avoir la forme suivante :

∂tn(x, t) + ∂sG(v)n(x, t) =
1

2

∫ x

0
K(x− y, y)n(x− y, t)n(y, t)dy

−
∫ ∞
0

K(x, y)n(x, t)n(y, t)dy

où, ici, G(v) désigne le taux de croissance qui ne dépend que du volume v à l'instant
t.

5.4 Conclusion générale

Les corps lipidiques ont longtemps été considérés comme de simples réservoirs
inertes de stockage et de mobilisation des réserves. Les nouvelles technologies de mar-
quage et d'imagerie cellulaire ont récemment été utilisées dans le but d'étudier ces
structures. Grâce à notre analyse quantile, de nouveaux aspects du corps lipidique
ont été révélés et ont mis en évidence la richesse de sa composition et l'organisation
de sa structure.

Chez la plante, les corps lipidiques fournissent des molécules, dont les oléosines,
dotées de propriétés physiques activement recherchées par di�érentes industries. Les
connaissances du fonctionnement de ces molécules dans leur milieu naturel (la cel-
lule vivante) est l'un des éléments clé dans la recherche de nouvelles applications et
l'approche de modélisation de cette dynamique que nous avons mise en place, per-
mettra sans doute, une fois complétée et certains paramètres estimés, de contribuer
à une meilleure compréhension des phénomènes sous-jacents.
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Annexe A

Annexes

A.1 Scripts et algorithmes

A.1.1 Implémentation R pour les procédures d'analyse de données

A.1.1.1 Script R du modèle de regression quantile

1 # Ordinary Least Squares model applied on OB data
2 # Loading data
3 DataOleo = read . c s v (" . . /DataOleoOB.csv" )
4 DataOleo$Volume = log10 ( DataOleo$Volume) # Log-transformed data
5 # Setting covariates
6 DataOleo$Day = a s . f a c t o r ( DataOleo$Day)
7 S1 ← factor ( DataOleo$Genotype == 1 | DataOleo$Genotype ==3 | DataOleo$

Genotype == 4 | DataOleo$Genotype == 7)
8 S3 ← factor ( DataOleo$Genotype == 1 | DataOleo$Genotype ==2 | DataOleo$

Genotype == 4 | DataOleo$Genotype == 6)
9 S4 ← factor ( DataOleo$Genotype == 1 | DataOleo$Genotype ==2 | DataOleo$

Genotype == 3 | DataOleo$Genotype == 5)
10 # Ordinary Linear Regression Model on log-transformed data
11 DataOleo.lm ←lm(Volume ∼ Day + (S1* S3 * S4 ) , DataOleo )
12 drop1 ( DataOleo.lm , scope=DataOleo.lm$cal l , t e s t="F" )
13 summary( DataOleo.lm ) # Summary of the predicted parameters
14 # Predicted values of Log10(V) sorted by Genotype and day
15 newdat ← with (DataOleo , expand.gr id (Day = levels (Day ) , S1= levels ( S1 ) , S3=

levels ( S3 ) , S4= levels ( S4 ) ) )
16 ( newdat ← cbind ( newdat , predict ( DataOleo.lm , newdat , se = TRUE) ) )
17 colnames ( newdat ) ← c ("Day" ,"S1" ,"S3" ,"S4" ," f i t " )
18 gen ← rep ( 1 : 8 , rep ( 5 , 8 ) )
19 gen ← a s . f a c t o r ( gen )
20 ord ← c (" s1 s3 s4" ," s1 s3 s4" ," s1 s3 s4" ," s1 s3 s4" ," s1 s3 s4" ," s3s4" ," s3s4" ," s3s4" ,

" s3s4" ," s3s4" ," s1s4" ," s1s4" ," s1s4" ," s1s4" ," s1s4" ," s4" ," s4" ," s4" ," s4" ,"
s4" ," s1s3" ," s1s3" ," s1s3" ," s1s3" ," s1s3" ," s3" ," s3" ," s3" ," s3" ," s3" ," s1" ,"
s1" ," s1" ," s1" ," s1" ,"wt" ,"wt" ,"wt" ,"wt" ,"wt" )

21 ord ← a s . f a c t o r ( ord )
22 newdata ← data . f rame ( newdat , gen )
23 newdata ← data . f rame ( newdata , ord )

Listing A.1: Implémentation sous R du modèle de regression lineaire

A.1.1.2 Script R du test de comparaison d'histogrammes

1 # compare distributions
2 rm( l i s t=l s ( a l l=TRUE) )
3 setwd (" . . /KS−test/" )
4
5 # Charger les édonnes
6 DataOleo = read . c s v (" . . /DataOleoSpec ia l . c sv" )
7
8 #Test de KS
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9 pvalues ← matrix (100 ,40 ,40 , dimnames = l i s t (
10 c ("wt_7" ,"wt_8" ,"wt_9" ,"wt_10" ,"wt_11" ,
11 "s1_7" ,"s1_8" ,"s1_9" ,"s1_10" ,"s1_11" ,
12 "s3_7" ,"s3_8" ,"s3_9" ,"s3_10" ,"s3_11" ,
13 "s4_7" ,"s4_8" ,"s4_9" ,"s4_10" ,"s4_11" ,
14 "s1s3_7" ,"s1s3_8" ,"s1s3_9" ,"s1s3_10" ,"s1s3_11" ,
15 "s1s4_7" ,"s1s4_8" ,"s1s4_9" ,"s1s4_10" ,"NO DATA" ,
16 "s3s4_7" ,"s3s4_8" ,"s3s4_9" ,"s3s4_10" ,"s3s4_11" ,
17 "s1s3s4_7" ,"s1s3s4_8" ,"s1s3s4_9" ,"s1s3s4_10" ,"s1s3s4_11" ) ,
18 c ("wt_7" ,"wt_8" ,"wt_9" ,"wt_10" ,"wt_11" ,
19 "s1_7" ,"s1_8" ,"s1_9" ,"s1_10" ,"s1_11" ,
20 "s3_7" ,"s3_8" ,"s3_9" ,"s3_10" ,"s3_11" ,
21 "s4_7" ,"s4_8" ,"s4_9" ,"s4_10" ,"s4_11" ,
22 "s1s3_7" ,"s1s3_8" ,"s1s3_9" ,"s1s3_10" ,"s1s3_11" ,
23 "s1s4_7" ,"s1s4_8" ,"s1s4_9" ,"s1s4_10" ,"NO DATA" ,
24 "s3s4_7" ,"s3s4_8" ,"s3s4_9" ,"s3s4_10" ,"s3s4_11" ,
25 "s1s3s4_7" ,"s1s3s4_8" ,"s1s3s4_9" ,"s1s3s4_10" ,"s1s3s4_11" ) )
26 ) ;
27 for ( i in 1 : 8 ) {
28 for ( j in 1 : 5 ) {
29 for ( k in 1 : 8 ) {
30 for ( l in 1 : 5 ) {
31 x ← subset ( DataOleo , DataOleo$Genotype == i & DataOleo$Day == j )

[ , 4 ]
32 y ← subset ( DataOleo , DataOleo$Genotype == k & DataOleo$Day == l )

[ , 4 ]
33 A ← k s . t e s t (x , y )
34 A$p .va lue
35 pvalues [ 5*i−5+j , 5*k−5+l ] ← A$p .va lue
36 }
37 }
38 }
39 }
40 rm( i )
41 rm( j )
42 for ( i in 1 : 40 ) {
43 for ( j in 1 : 40 ) {
44 i f ( ( pva lues [ i , j ] ≥ 0)&&( pva lues [ i , j ] < 0 .001 ) ) {
45 pvalues [ i , j ] ← 10}
46 }
47 }
48 rm( i )
49 rm( j )
50 for ( i in 1 : 40 ) {
51 for ( j in 1 : 40 ) {
52 i f ( ( pva lues [ i , j ] ≥ 0 .001 )&&( pva lues [ i , j ] < 0 .01 ) ) {
53 pvalues [ i , j ] ← 20}
54 }
55 }
56 rm( i )
57 rm( j )
58 for ( i in 1 : 40 ) {
59 for ( j in 1 : 40 ) {
60 i f ( ( pva lues [ i , j ] ≥ 0 .01 )&&( pva lues [ i , j ] < 0 .05 ) ) {
61 pvalues [ i , j ] ← 30}
62 }
63 }
64 rm( i )
65 rm( j )
66 for ( i in 1 : 40 ) {
67 for ( j in 1 : 40 ) {
68 i f ( ( pva lues [ i , j ] ≥ 0 .05 )&&( pva lues [ i , j ] < 0 . 1 ) ) {
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69 pvalues [ i , j ] ← 50}
70 }
71 }
72 rm( i )
73 rm( j )
74 for ( i in 1 : 40 ) {
75 for ( j in 1 : 40 ) {
76 i f ( ( pva lues [ i , j ] ≥ 0 . 1 )&&( pva lues [ i , j ] ≤ 1) ) {
77 pvalues [ i , j ] ← 50}
78 }
79 }
80 png ( f i l ename="KStest" )
81 l ibrary ( gp l o t s )
82
83 #Build the matrix data to look like a correlation matrix
84 x ← pvalues
85 x ← ( x − min( x ) )/ (max( x ) − min( x ) ) #Scale the data to be between 0 and 1
86 for ( i in 1 : 8 ) x [ i , i ] ← 1 . 0 #Make the diagonal all 1’s
87 myCol ← c ("Al iceBlue" ,"Stee lB lue1" ,"Stee lB lue2" ,"Stee lB lue3" ,"Stee lB lue4"

)
88
89 #Format the data for the plot
90 xval ← ?formatC(x , format=" f" , d i g i t s =2)
91 pal ← colorRampPalette ( c (rgb (0 .96 , 0 .96 , 1 ) , rgb (0 .1 , 0 .01 , 0 . 9 ) ) , space = "

rgb" )
92 mypal = rgb (0 .1 , 0 .01 , 0 . 9 )
93
94 #Plot the matrix
95 x_hm ← heatmap.2 (x , Rowv=FALSE, Colv=FALSE, dendrogram="none" , x lab="

Genotypes" ,
96 ylab="Genotypes" , key=FALSE, col=myCol , t r a c e c o l="#303030", trace="none",

keysize = 1.5,
97 margins=c (5 , 5) )
98 legend (0 , 0 .5 , cex=0.6 , f i l l = myCol ,
99 legend = c ("0 to .001" , " . 001 to .01" , " . 01 to 0 .05" , "0 .05 to 0 . 1" ,"0 . 1

to 1" ) )
100 d e v . o f f ( )
101 g r a p h i c s . o f f ( )

Listing A.2: Implémentation sous R du modèle de regression lineaire

A.1.1.3 Scripts TCL du module AVIZO pour la segmentation d'images
de corps lipidiques

1 # AVIZO-Script for OB image processing
2 # Trigui G, Trubuil A
3 # December 2012
4
5 # constructor is called when scro is instantiated
6 $ t h i s proc con s t ruc to r {} {
7
8 remove Quant i f i c a t i on
9
10 #define ports
11
12 #Low threshold
13 $ t h i s newPortFloatTextN thresho ldL 1
14 $ t h i s thresho ldL se tLabe l "Low thre sho ld value"
15 $ t h i s thresho ldL setVa lues 1
16
17 # High threshold
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18 $ t h i s newPortFloatTextN thresholdH 1
19 $ t h i s thresholdH se tLabe l "High thre sho ld value"
20 $ t h i s thresholdH setVa lues 40
21
22 # Processing button
23 $ t h i s newPortButtonList action 1
24 $ t h i s action s e tLabe l 0 "Executer ! "
25 $ t h i s action setCmd 0 {$ t h i s computeDoIt}
26 }
27
28
29 # destructor is called when scro is removed
30 $ t h i s proc de s t ru c t o r {} {
31
32 }
33
34 $ t h i s proc computeDoIt {} {
35
36 viewer redraw
37
38 set data [$ t h i s data source ]
39
40 i f {$data == ""} {return}
41
42 # Create a Visilog Quantification module
43 i f { ! [ exists Quant i f i c a t i on ] } {
44 create HxVis i log { Quant i f i c a t i on }
45 # Quantification module could be hidden:
46 Quant i f i c a t i on h ide Icon
47 Quant i f i c a t i on Execution setValue 0
48 # Make sure colormaps are available
49 Quant i f i c a t i on createColormaps
50 }
51
52
53 # Median filter
54 echo Applying median f i l t e r
55 set LineCmd "cmd=med ian f i l t e r 3d input=$data param=3 output=ImMed3D"
56
57 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
58 ImMed3D f i r e
59
60 # Low thresholding
61 echo Applying low th r e sho ld ing
62 set th r e sho ld [$ t h i s thresho ldL getValue ]
63 set LineCmd "cmd=thre sho ld input=ImMed3D param={$ thresho ld ,255} output=

ImThreshL"
64 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
65 ImThreshL f i r e
66
67
68 # High thresholding
69 echo Applying high th r e sho ld ing
70 set th r e sho ld [$ t h i s thresholdH getValue ]
71 set LineCmd "cmd=thre sho ld input=ImMed3D param=\{$ thresho ld ,255\} output=

ImThreshH"
72 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
73 ImThreshH f i r e
74
75
76 # filtrage ≤0.05
77 echo Creat ing f i l t e r ≤0 .05
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78 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=c r e a t e f i l t e r param=(Volume3d≤0 .05 ) o u t f l r=
f i l t e rVo l 3D }

79 echo Applying f i l t e r ≤0 .05
80 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=I_f i l t e r_image input=ImThreshL input=

ImThreshL param=f i l t e rVo l 3D param=adjus t output=ImFitlL1 }
81 ImFitlL1 f i r e
82
83 # filtrage >0.05
84 echo Creat ing f i l t e r >0.05
85 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=c r e a t e f i l t e r param=(Volume3d>0.05 ) o u t f l r=

f i l t e rVo l 3D2 }
86 echo Applying f i l t e r >0.05
87 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=I_f i l t e r_image input=ImThreshL input=

ImThreshL param=f i l t e rVo l 3D2 param=adjus t output=ImFitlL2 }
88 ImFitlL2 f i r e
89
90 # Reconstruct
91 echo r e c on s t ru c t
92 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=re con s t ru c t input=ImFitlL2 input=ImThreshH

output=ImReconst }
93 ImReconst f i r e
94
95 # Reconstruct inverse
96 echo r e c on s t ru c t inverse
97 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=log i ca l_not input=ImReconst output=

ImReconstInv }
98 ImReconstInv f i r e
99
100 # Merge reconstructed and filtered
101 echo Meging r e cons t ruc t ed and f i l t e r e d
102 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=log ica l_and input=ImFitlL2 input=

ImReconstInv output=ImMerged }
103 ImMerged f i r e
104
105 # Recupere detected
106 echo Recupere detec ted
107 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=log i c a l_o r input=ImThreshH input=ImMerged

output=ImRecupered }
108 ImRecupered f i r e
109
110 # Recupere all
111 echo Recupere a l l binary
112 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=log i c a l_o r input=ImFitlL1 input=ImRecupered

output=ImBinAll }
113 ImBinAll f i r e
114
115 # save memory
116 remove ImRecupered
117 remove ImThreshH
118 remove ImThreshL
119 remove ImMed3D
120 remove ImMerged
121 remove ImReconstInv
122 remove ImReconst
123 remove ImFitlL2
124 remove ImFitlL1
125
126
127 # Image distance
128 echo Applying Image distance
129 set LineCmd "cmd=dis txxx input=ImBinAll param= 1 .00 param= 1 .41 param= 2

.45 output=ImDist"
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130 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
131 ImDist f i r e
132
133
134 # Matlab Module
135 echo Applying Image distance
136 create HxCalculus "CalculusMatlab"
137 # "CalculusMatlab" hideIcon
138 "CalculusMatlab" A connect "ImDist"
139 "CalculusMatlab" MatlabBuffer s e tS t a t e {%% Matlab s c r i p t example for

HxLattice3 i npu t .
140 i f e x i s t (’field’ ) == 1 && length ( s i z e ( f i e l d . d a t a ) )==3,
141 % colormap (gray ) ;
142 Result = imextendedmax ( f i e l d . d a t a , 0 . 2 ) ;
143 U=uint8 ( Result ) ;
144 ImExtMax.data=U;
145 ImExtMax.bbox=f i e l d . b b o x ;
146 ImExtMax.type=f i e l d . t y p e ;
147 ImExtMax.coordsType=f i e l d . c o o rd sType ;
148 % imagesc (U( : , : , 1 ) ) ;
149 c l e a r A f i e l d Result U;
150 end ;
151 }
152 "CalculusMatlab" Options setValue 1 1
153 "CalculusMatlab" Options s e tTogg l eV i s i b l e 1 1
154 "CalculusMatlab" Apply snap 0 1
155 "CalculusMatlab" applyTransformToResult 1
156 "CalculusMatlab" f i r e
157 "CalculusMatlab" setViewerMask 65535
158 "CalculusMatlab" s e l e c t
159 "CalculusMatlab" s e tP i ckab l e 1
160
161 set hideNewModules 0
162 "ImExtMax" s e t I c onPo s i t i o n 20 213
163 "ImExtMax" master connect "CalculusMatlab" 1
164 "ImExtMax" f i r e
165
166
167 # Binary
168 echo Applying binary
169 set LineCmd "cmd=convert input=ImExtMax param=binary output=ImExtMaxBin"
170 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
171 ImExtMaxBin f i r e
172
173
174 # Label on markers
175 echo Making labels on markers
176 set LineCmd "cmd=l a b e l input=ImExtMaxBin output=ImMarkers"
177 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
178 ImMarkers f i r e
179
180 # inverse of Distance
181 echo Inve r s e o f distance image
182 set LineCmd "cmd=log i ca l_not input=ImDist output=ImDistInv"
183 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
184 ImDistInv f i r e
185
186 # watershed
187 echo Applying watershed
188 set LineCmd "cmd=fas twate r shed input=ImDistInv input=ImMarkers output=

ImWatershed"
189 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
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190 ImWatershed f i r e
191
192 # Logical sub
193 echo Applying Log i ca l sub
194 set LineCmd "cmd=log i ca l_sub input=ImBinAll input=ImWatershed output=

ImObjE"
195 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
196 ImObjE f i r e
197
198 # filtrage >0.013
199 echo F i l t e r i n g 10 voxe l s objects
200 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=c r e a t e f i l t e r param=(Volume3d>0.013 ) o u t f l r=

f i l t e rVo l 3D2 }
201 echo Applying f i l t e r >0.013
202 Quant i f i c a t i on exeCommand {cmd=I_f i l t e r_image input=ImObjE input=ImObjE

param=f i l t e rVo l 3D2 param=adjus t output=ImObj }
203 ImObj f i r e
204
205 # label
206 echo Applying Label
207 set LineCmd "cmd=l a b e l input=ImObj output=ImLabels"
208 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
209 ImLabels f i r e
210
211 # Border kill
212 echo Border k i l l
213 set LineCmd "cmd=borde r_k i l l input=ImLabels output=ImLabelsK"
214 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
215 ImLabelsK f i r e
216
217
218
219 # save memory
220 remove ImObj
221 remove ImDist
222 remove ImExtMaxBin
223 remove ImDistInv
224 remove ImLabels
225 remove ImWatershed
226 remove ImMarkers
227 remove ImExtMaxBin
228 remove ImExtMax
229 remove ImBinAll
230 remove ImObjE
231
232 # binary
233 echo binary
234 set LineCmd "cmd=convert input=ImLabelsK param=binary output=BinIm"
235 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
236 BinIm f i r e
237
238
239 # distance
240 echo Applying Image distance
241 set LineCmd "cmd=dis txxx input=BinIm param= 1 .00 param= 1 .41 param= 2 .45

output=DistIm"
242 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
243 DistIm f i r e
244
245 # inverse of Distance
246 echo Inve r s e o f distance image
247 set LineCmd "cmd=log i ca l_not input=DistIm output=DistImInv"
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248 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
249 DistImInv f i r e
250
251 # labels
252 echo labels
253 set LineCmd "cmd=l a b e l input=BinIm output=LabIm"
254 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
255 LabIm f i r e
256
257 # Basin catchement
258 echo Basin catchement
259 set LineCmd "cmd=catchbas in input=DistImInv input=LabIm output=BasinIm"
260 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
261 BasinIm f i r e
262
263
264 set hideNewModules 0
265 create HxGMC "Generate Sur face"
266 "Generate Sur face" s e t I c onPo s i t i o n 160 139
267 "Generate Sur face" data connect "LabIm"
268 "Generate Sur face" f i r e
269 "Generate Sur face" smoothing se t Index 0 0
270 "Generate Sur face" options setValue 0 1
271 "Generate Sur face" options s e tTogg l eV i s i b l e 0 1
272 "Generate Sur face" options setValue 1 0
273 "Generate Sur face" options s e tTogg l eV i s i b l e 1 1
274 "Generate Sur face" border setValue 0 1
275 "Generate Sur face" border s e tTogg l eV i s i b l e 0 1
276 "Generate Sur face" border setValue 1 0
277 "Generate Sur face" border s e tTogg l eV i s i b l e 1 1
278 "Generate Sur face" minEdgeLength setMinMax 0 0 0 .800000011920929
279 "Generate Sur face" minEdgeLength setValue 0 0
280 "Generate Sur face" mat e r i a lL i s t se t Index 0 0
281 "Generate Sur face" action snap 0 1
282 "Generate Sur face" applyTransformToResult 1
283 "Generate Sur face" f i r e
284 "Generate Sur face" setViewerMask 65535
285 "Generate Sur face" s e tP i ckab l e 1
286
287 set hideNewModules 0
288 [ "Generate Sur face" create "LabIm.surf"
289 ] s e tLabe l "LabIm.surf"
290 "LabIm.surf" s e t I c onPo s i t i o n 20 200
291 "LabIm.surf" master connect "Generate Sur face"
292 "LabIm.surf" f i r e
293 "LabIm.surf" Leve lOfDeta i l setMinMax −1 −1
294 "LabIm.surf" Leve lOfDeta i l setButtons 1
295 "LabIm.surf" Leve lOfDeta i l setEditButton 1
296 "LabIm.surf" Leve lOfDeta i l se t Increment 1
297 "LabIm.surf" Leve lOfDeta i l setValue −1
298 "LabIm.surf" Leve lOfDeta i l setSubMinMax −1 −1
299 "LabIm.surf" setTransform 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
300 "LabIm.surf" f i r e
301 "LabIm.surf" setViewerMask 65535
302
303 set hideNewModules 0
304 create HxConvexHull "Convex Hul l"
305 "Convex Hul l" s e t I c onPo s i t i o n 160 200
306 "Convex Hul l" data connect "LabIm.surf"
307 "Convex Hul l" f i r e
308 "Convex Hul l" MaxHullPoints setMinMax 0 −2147483648 2147483648
309 "Convex Hul l" MaxHullPoints setValue 0 4096
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310 "Convex Hul l" Eps i lon setMinMax 0 −3.40282346638529e+038 3 .40282346638529e
+038

311 "Convex Hul l" Eps i lon setValue 0 0 .00100000004749745
312 "Convex Hul l" UseSkinWidth s e tS t a t e item 0 0 item 1 0 .01
313 "Convex Hul l" action snap 0 1
314 "Convex Hul l" applyTransformToResult 1
315 "Convex Hul l" f i r e
316 "Convex Hul l" setViewerMask 65535
317 "Convex Hul l" s e tP i ckab l e 1
318
319 # Get input image characteristics
320 set DimsIm [ LabIm getDims ]
321 set Dims0 [ l i ndex $DimsIm 0 ]
322 set Dims1 [ l i ndex $DimsIm 1 ]
323 set Dims2 [ l i ndex $DimsIm 2 ]
324 set BboxIm [ LabIm getBoundingBox ]
325 set Bbox0 [ l i ndex $BboxIm 0 ]
326 set Bbox1 [ l i ndex $BboxIm 1 ]
327 set Bbox2 [ l i ndex $BboxIm 2 ]
328 set Bbox3 [ l i ndex $BboxIm 3 ]
329 set Bbox4 [ l i ndex $BboxIm 4 ]
330 set Bbox5 [ l i ndex $BboxIm 5 ]
331
332 set hideNewModules 0
333 create HxScanConvertSurface "Scan Sur face To Volume"
334 "Scan Sur face To Volume" s e t I c onPo s i t i o n 160 235
335 "Scan Sur face To Volume" data connect "LabIm−convexHull"
336 "Scan Sur face To Volume" f i r e
337 "Scan Sur face To Volume" bbox setMinMax 0 −3.40282346638529e+038 3

.40282346638529e+038
338 "Scan Sur face To Volume" bbox setValue 0 $Bbox0
339 "Scan Sur face To Volume" bbox setMinMax 1 −3.40282346638529e+038 3

.40282346638529e+038
340 "Scan Sur face To Volume" bbox setValue 1 $Bbox1
341 "Scan Sur face To Volume" bbox setMinMax 2 −3.40282346638529e+038 3

.40282346638529e+038
342 "Scan Sur face To Volume" bbox setValue 2 $Bbox2
343 "Scan Sur face To Volume" bbox setMinMax 3 −3.40282346638529e+038 3

.40282346638529e+038
344 "Scan Sur face To Volume" bbox setValue 3 $Bbox3
345 "Scan Sur face To Volume" bbox setMinMax 4 −3.40282346638529e+038 3

.40282346638529e+038
346 "Scan Sur face To Volume" bbox setValue 4 $Bbox4
347 "Scan Sur face To Volume" bbox setMinMax 5 −3.40282346638529e+038 3

.40282346638529e+038
348 "Scan Sur face To Volume" bbox setValue 5 $Bbox5
349 "Scan Sur face To Volume" dimensions setMinMax 0 −2147483648 2147483648
350 "Scan Sur face To Volume" dimensions setValue 0 $Dims0
351 "Scan Sur face To Volume" dimensions setMinMax 1 −2147483648 2147483648
352 "Scan Sur face To Volume" dimensions setValue 1 $Dims1
353 "Scan Sur face To Volume" dimensions setMinMax 2 −2147483648 2147483648
354 "Scan Sur face To Volume" dimensions setValue 2 $Dims2
355 "Scan Sur face To Volume" mate r i a l s s e t Index 0 0
356 "Scan Sur face To Volume" options setValue 0 0
357 "Scan Sur face To Volume" options s e tTogg l eV i s i b l e 0 1
358 "Scan Sur face To Volume" action snap 0 1
359 "Scan Sur face To Volume" applyTransformToResult 1
360 "Scan Sur face To Volume" f i r e
361 "Scan Sur face To Volume" setViewerMask 65535
362 "Scan Sur face To Volume" s e tP i ckab l e 1
363
364 # Basin catchement
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365 echo Basin catchement
366 set LineCmd "cmd=mask input=BasinIm input=LabIm−convexHull.scanConverted

output=BasinImMask"
367 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
368 BasinImMask f i r e
369
370 # Volume extraction
371 echo Volume ex t r a c t i on
372 set LineCmd "cmd=I_analyze input=LabIm input=LabIm param=adjus t param=

Basic outanl=anl1"
373 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
374
375 # cells Volume extraction
376 echo Volume ex t r a c t i on
377 set LineCmd "cmd=I_analyze input=BasinImMask input=BasinImMask param=

adjus t param=Basic outanl=anl2"
378 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
379
380 # binary
381 echo binary
382 set LineCmd "cmd=convert input=LabIm param=binary output=LabImB"
383 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
384 LabImB f i r e
385
386 # binary
387 echo binary
388 set LineCmd "cmd=convert input=BasinImMask param=binary output=

BasinImMaskB"
389 Quant i f i c a t i on exeCommand $LineCmd
390 BasinImMaskB f i r e
391
392 # save data
393 # Labels: OB labels image
394 set OutputN $data
395 set pattern " . t i f "
396 regsub $pattern $OutputN "_Labe l s . t i f" OutputN
397 LabImB save "3D T i f f " $OutputN
398
399 # save data
400 # LabelsCells: voronoi cell labels image
401 set OutputN $data
402 set pattern " . t i f "
403 regsub $pattern $OutputN "_Lab e l sC e l l s . t i f " OutputN
404 BasinImMaskB save "3D T i f f " $OutputN
405 }

Listing A.3: Implémentation sous R du modèle de regression lineaire

A.1.2 Algorithme de lignes de partage des eaux par immersion

1 ENTREE # IMAGE DE MARQUEURS (LISTE DE MARQUEURS "Region") ET GRAPHE DE
NIVEAUX (LISTE DES NIVEAUX "Level")

2 SORTIE # IMAGE DE LIGNE DE PARTAGE DES EAUX
3 POUR{ # "Level" de 0 à "LevelMax"}
4 POUR{ # "Region" DANS LA LISTE "RegionList"}
5 FAIRE # FAIRE CROITRE "Region" JUSQU’A L’ALTITUDE "Level"
6 FINPOUR
7 POUR{ # "Pixel" A L’ALTITUDE "Level"}
8 SI { # "Pixel" N’EST PAS ASSOCIE A UNE REGION}
9 FAIRE # CREER UNE NOUVELLE REGION "Region" DANS LA LISTE "RegionList

"
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10 FAIRE # AJOUTER "Pixel" A LA REGION "Region"
11 FAIRE # FAIRE CROITRE "Region" JUSQU’A L’ALTITUDE "Level"
12 FINSI
13 FINPOUR
14 FINPOUR

Listing A.4: Algorithme simpli�é de lignes de partage des eaux par immersion

A.1.3 Algorithme de la méthode d'extraction de l'enveloppe
convexe

1 ENTREE # ENSEMBLE DE POINTS DANS L’ESPACE
2 SORTIE # POLYGONE D’ENVELOPPE CONVEXE
3 FAIRE # CREER UN SIMPLEX d+1 POINTS
4 POUR{ # POUR CHAQYE FACETTE F}
5 POUR{ # CHAQUE POINT p NON AFFECTE}
6 SI { # p EST AU DESSUS DE F }
7 FAIRE # AFFECTER p A L’ENSEMBLE DES POINTS EXTERIEURS A F
8 FINSI
9 FINPOUR
10 FINPOUR
11 POUR{# POUR CHAQUE FACETTE F AVEC UN ENSEMBLE DE POINTS EXTERIEURS NON

NULS}
12 FAIRE # SELECTIONNER p EXTERIEUR A F LE PLUS PROCHE
13 FAIRE # INITIALISER UN ENSEMBLE V A F
14 FINPOUR
15 POUR{ # POUR TOUT LES VOISINS N AU-DESSUS DES FACETTES EN V}
16 FAIRE # AJOUTER N A V
17 FAIRE # LES BORDS DE V EST L’ENSEMBLE D’ARRETES H
18 POUR{ # POUR CHAQUE ARRETE R DE H}
19 FAIRE # CREER UNE NOUVELLE FACETTE FORMEE DE R ET p
20 FAIRE # LIER LA NOUVELLE FACETTE A SES VOISINS
21 FINPOUR
22 FINPOUR
23 POUR{ # POUR CHAQUE NOUVELLE FACETTE F’}
24 POUR{ # POUR CHAQUE POINT q NON AFFECTE A L’ENSEMBLE DE POINTS

EXTERIEURES A F’}
25 FAIRE # AFFECTER q A L’ENSEMBLE DES POINTS EXTERIEURES A F’
26 FINPOUR
27 FINPOUR

Listing A.5: Algorithme de la méthode d'extraction de l'enveloppe convexe

(QUICKHULL)

A.2 Régularité des solution de l'équation de Smolu-

chowski

Theorem 1. [Ball 1990] (Continuité des solutions) Soit n une solution, conservant

la taille, du problème 4.7 sur [0, T ), alors n : [0, T ) → X+ est continue et les séries∑
i=1 ini(t) sont uniformément convergentes sur les intervalles compacts de [0, T ).

Theorem 2. [Ball 1990] (Di�érentiabilité des solutions) Soit n une solution,

conservant la taille, du problème 4.7 sur [0, T ). Si on suppose en outre que Ki,j ≤
C.(i+ j), Fi,j ≤ C.ij alors ni est continûment di�érentiable sur [0, T ).
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A.3 Figures
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Figure A.2 : Histogrammes des distances des corps lipidiques au plus proche voisin
selon le génotype et le temps. En abscisses, la distance (en µm3) et en ordonnées
l'e�ectif.
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Figure A.3 : Comparaison entre la durée de simulation du modèle de Smoluchowski
utilisant des fonctions Matlab et celle utilisant C-Mex respectivement avec un noyau
constant (�gure à gauche) et un noyau multiplicatif (�gure à droite).
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Figure A.4 : Méthodes d'imagerie en microscopie confocale
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Figure A.5 : Thechnique d'aspiration par micropipette
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A.4 Article de conférence

Publié dans : Proceedings of World Academy of Science, Engineering and
Technology, International Conference on Mathematical Biology, April 25-26 ; 2012,
Paris, issue 64 p 763-768.
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Dynamique des corps lipidiques dans la graine d'Arabidopsis

thaliana

Résumé : Chez les végétaux, les lipides de réserve sont stockés dans des structures
subcellulaires, les corps lipidiques (CL). Ces organelles quasi-sphériques sont
constituées d'un coeur de triacylglyceérols (TAGs), entourés d'une monocouche
de phospholipides (PLs) et sont produites à partir du réticulum endoplasmique
avant d'être libérés dans le cytoplasme cellulaire. Les oléosines, dont il existe 5
isoformes graine spéci�ques (S1 à S5) chez Arabidopsis thaliana, sont des protéines
majeures du CL, insérées à la surface de sa demi-membrane. La dynamique du CL
(chargement/déchargement en huile) est complexe et reste largement mal comprise.
L'objectif de ce travail est de modéliser la formation et la dynamique des corps
lipidiques dans la graine en développement de l'espèce Arabidopsis thaliana, a�n de
mieux appréhender les mécanismes responsables de la biogenèse et la dynamique
des CLs. L'utilisation de colorants des lipides neutres constituant les CLs, couplée à
la microscopie confocale, a permis l'obtention de piles d'images de CLs d'embryons
à di�érents jours du développement, en contexte sauvage et en contexte déplétif
pour une, deux ou trois oléosines (S1, S3 et S4).
- Un pipeline de segmentation d'images a tout d'abord été développé pour extraire
di�érents estimateurs caractérisant la taille et la dispersion spatiale des corps
lipidiques. Les estimateurs ont permis d'analyser l'évolution de la taille et de la
dispersion spatiale des corps lipidiques en fonction du temps du développement, et
de mettre en évidence la variabilité entre génotypes.
- Ces données ont ensuite été analysées et étudiées statistiquement par des
approches utilisant des modèles linéaires et des modèle quantile qui ont permis
de conclure sur l'e�et de chacune des oléosines étudiées, ainsi que celui de leurs
interactions, sur la distribution des corps lipidiques.
- En�n, un modèle décrivant la dynamique de coalescence de la population des corps
lipidiques a été proposé, simulé numériquement, puis comparé aux données expé-
rimentales. Ce modèle a permis de tester di�érentes hypothèses de la dynamique
de biogenèse et de croissance par coalescence du corps lipidique formalisées dans
le modèle mathématique. Di�érents e�ets de la composition du corps lipidique en
oléosines sur la vitesse de coalescence des corps lipidiques ont été mis en évidence.
Les résultats de ces trois axes ont permis de proposer et discuter des rôles associés
à chacune oléosine dans une perspective de compréhension des mécanismes mis en
oeuvre dans la dynamique du corps lipidique.

Mots clés : Corps lipidiques, oléosine, dynamique, images, modélisation



The dynamics of oil bodies in Arabidopsis thaliana seed

Abstract : In plants, lipid reserves are stored in subcellular structures called lipid
bodies (LB). These virtually spherical organelles consist of a core of triacylglycerols
(TAG), surrounded by a monolayer of phospholipids (PLs), are produced from
the endoplasmic reticulum and then released into the cell cytoplasm. Oleosins,
composed of �ve seed-speci�c isoforms (S1 to S5) in Arabidopsis thaliana, are major
proteins of the LB, inserted on the surface of the half-membrane. The dynamics of
LB (charging / uncharging oil) is complex and remains largely misunderstood. The
objective of this work is to model the formation and dynamics of lipid bodies in
the developing seed of Arabidopsis thaliana, to better understand the mechanisms
responsible for the biogenesis and dynamics of LBs . The use of dyes staining
neutral lipids constituting the LD, coupled with confocal microscopy, allowed
obtaining image stacks of LB from embryos at di�erent days of development, in a
wild-type or depleted (mutant) context for one, two or three oleosins (S1, S3 and
S4).
- An image segmentation pipeline has been �rst developed, enabling extraction of
various estimators for characterizing the size and spatial dispersion of the lipid
bodies. Estimators were used to analyse the evolution of the size and spatial
dispersion of lipid bodies as a function of stage of development, and to highlight
the variability between genotypes.
- These data were then processed and statistically analysed by approaches using
linear as well as quantile model that concluded on the e�ect of each of oleosins
investigated as well as their interactions on the distribution of lipid bodies.
- Last, a model describing the coalescence dynamics of LB populations has been
proposed, digitally simulated and compared to experimental data sets. This model
was used to test various hypotheses on the dynamics of biogenesis and coalescence-
based growth of lipid bodies as formalized according to the mathematical model.
Several e�ects of oleosin composition on LB coalescence rate have been highlighted.
The results of these three axes allowed to propose and discuss the roles associated
with each oleosin in the broader perspective of understanding the mechanisms
involved in the lipid bodies dynamics.

Keywords : Lipid body, oleosin, dynamics, imaging, modeling
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