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ELECTROPORATION DE PROTOPLASTES POUR L'AMELIORATION DE LEUR
APTITUDE A LA CROISSANCE ET A LA DIFFERENTIATION DE PLANTES

Sergio J. Ochatt, INRA Centre de Recherches d'Angers, Station
d'’Amélioration des Espéces Fruitieres et Ornementales, B.P. 57,
49071 Beaucouzé, FRANCE

RESUME

L'application & des protoplastes de différentes espéces et sources tissulaires d'impulsions électriques de
haut voltage et courte durée (électroporation) a eu un effet prononcé sur leur aptitude a Ia division et formation
de colonies cellulaires. La croissance et la régénération de bourgeons a partir de tissus dérivés de protoplastes
gélectroporés ont aussi été remarquablement améliorées. De plus, une augmentation significative de 1a synthése
de I'ADN a été constatée chez les protoplastes électroporés, par rapport aux protoplastes non-traités, en
mesurant l'incorporation de [méthyl 2H) thymidine dans le matériel acide précipitable aussi bien aprés un régime
de marquage pulsé que continu. Cette amélioration de la synthése d'ADN due & I'électricité s'est averée
indépendante de la régénération de la paroi cellulaire par les protoplastes. L'effet promoteur de I'électroporation
sur la compétence pour la prolifération et la régénération a été maintenu méme pour des tissus derivés de
protoplastes qui avaient été repiqués plusieurs fois.

1. INTRODUCTION

La croissance (résultante de la division cellulaire) et la différentiation (le résuliat de 'asymétrie) sont les
deux processus clés dans le développement de tout organisme. En effet, on sail que la polarité cellulaire et une
différentiation hétérogéne, dérivée d'une organisation irréguliére des constituants cellulaires, précédent la
différentiation (Bunning, 1957). Dans ce cadre, divers agents (e.g. des gradients hormonaux, le pH, la
température et des champs électriques) peuvent perturber des systémes jusque-la homogénes et donc induire
leur hétérogénéité et polarité ultérieures.

Chez les plantes supérieures, il existe des courants électriques transcellulaires (Behrens et al, 1982;
Tanada & Vinten-Johansen, 1980; Weisenseel et al, 1879) dont le controle depend de canaux et pompes
joniques situés dans différentes zones de la membrane cellulaire. L'application artificielle de champs électriques
a induit la polarité morphologique aussi bien aux niveaux cellulaire (Chen & Jaffe, 1679; Lund, 1923; Novak &
Bentrup, 1972) que tissulaire (Rathore & Goldsworthy, 19853, b), et un intérét croissant a donc été porté sur les
effets possibles d'impulsions électriques d'un voltage élevé et d'une courte durée sur la perméabilité de cellules
isolées et de protoplastes. Jusqu'a ce jour, les mécanismes précis de ce processus ne sont toujours pas trés
bien compris. Cependant, des efforts ont été faits pour essayer d'expliquer la possible influence biophysique de
tels champs électriques sur les systémes biologiques, en particulier au niveau de la membrane. Sale &
Hamilton (1968) ont suggéré que l'excessive différence de potentiel & travers la membrane, résultant de
I'application d'un champ électrique fort, peut induire de changements irréversibles au sein des structures
membranaires organisées et, par conséquent, la rupture de la membrane. Crowley (1973) a envisagé la
membrane bimoléculaire lipidique comme un capaciteur élastique qui, soumis a une force électromécanique de
compression comme celle provoquée par les hauts voltages, se comporte comme un capaciteur élastique
capable de résister & des perturbations du potentiel relativement importantes avant sa rupture électrique. Ainsi,
une difussion accrue se produirait au fur et & mesure que la membrane devient plus fine.

Neumann & Rosenheck (1872) ont rapporté I'induction de modifications transitoires de la permeabilité chez
les membranes vésiculaires de cellules adéno-médullaires de boeuf cultivées in vitro, qui provoquaient la
libération de catécholamines & partir des granules de chromaffine, aprés soumission & des champs électriques
exponentiels. De plus, en délivrant des impulsions électriques rectangulaires sur des granules de chromaffine,
Lindner et al (1977) ont trouvé que les perturbations structurales induites dans la membrane étaient non
seulement transitoires mais aussi apparemment réversibles. Kinosita & Tsong (1977a) ont vérifié une
augmentation abrupte de la permgéabilité aux ions (Na* et K*) ou molécules (("“C]saccharose) chez des
suspensions d'érythrocytes humains électropulsés. Des mesures supplémentaires de la cinétique de
perméation des molécules de 10 carbohydrats différents ont montré que la perméabilité des cellules
électropulsées diminuait quand la taille de la molécule augmentait, jusqu'au point de leur impermeéabilité pour
une taille critique. Ces acquis ont suggéré que le courant électrique appliqué (d'environ 2,2 KV/cm) avait généré
un potentiel transmembranaire a travers la membrane de I'érythrocyte, et que ce potentiel ( de l'ordre de 1 V)
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selon 1 = R.C, oU R représente la résistance de I'échantillon, et C la capacitance des capaciteurs de décharge
(10, 20, 30, 40 et 50 nF). R a été déterminée en mesurant la conductivité (£} des tampons avec un
Conductimétre (CM35, WPA Scientific Instruments, Angleterre), calculée comme R =&, Trois impulsions
exponentielles successives (chacune de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 ou 2000 V) ont été appliquées a
chaque échantillon, & des intervalles de 10 secondes. La résistance des échantillons de protoplastes étant de
I'ordre de 1000 , la durée de la constante de réduction de I'mpulsion (définie comme le temps nécessaire pour
que le voltage délivré diminue & 63 % de sa valeur initiale) a donc été de 10, 20, 30, 40 et 50 psec
respectivement pour les 5 capaciteurs testés. Tous les traitements électriques ont été conduits a 23°C, et des
boites avec des protoplastes suspendus dans la solution d'électroporation, mais non soumis aux impulsions
électriques, ont été employées comme témoin.

2.3. Culture de protoplastes électroporés et évaluation des réponses

Immédiatement aprés leur électromanipulation, les protoplastes ont été dilués a la densité initiale de culture
requise avec leurs milieux respectifs et ils ont été cultivés dans les conditions appropriées pour chaque source
(Hammatt et al, 1987; Ochatt et al, 1987; Rech et al, 1887; Ochatt & Power, 1988).

La viabilité des protoplastes a été vérifiée avec du FDA (Widholm, 1872) 24 h apres leur isolement, tandis
que la régénération de la paroi cellulaire a été controlée a l'aide du Calcofluor White (Ochatt et al, 18280).
L'osmolarité du milieu a été réduite par dilution du milieu de protoplastes avec la contrepartie appropriée de
milieu dépourvu d'osmoticum, pour donner des rapports (v/v) de 3:1, 2:1 et 1:1, respectivement, quand les
protoplastes avaient atteint les stades de 10, 20 et 30 cellules par colonie. L'efficience de culure (E.C.,
exprimée en terme du pourcentage de protoplastes en division par rapport au nombre total de protoplastes
initialement mis en culture) et le nombre de cellules par colonie ont été relevés tous les 5 jours pendant les
premiers 30 jours de culture. Toutes les manipulations ont été répétées au moins deux fois, avec 5 répétitions
par traitement.

2.4. Prolifération des colonies cellulaires issues de protoplastes

Aprés 30 jours de culture, et suivant la réduction finale de l'osmolarité des milieux, le nombre de microcals
(1-2 mm diam) produits dans chaque traitement a é1é noté et ils ont €été transiérés (trois fois, toutes les 3
semaines) sur le milieu de callogenése approprié afin d'examiner leur compétence pour la prolifération
ultérieure. Toutes les cultures ont été maintenues & 25°C, sous un éclairement continu de 1000 lux, et avec des
portions de cal de 100 mg poids frais employées comme linoculum initial pour chague repiquage. Leur
croissance a é1é mesurée en terme de lincrément de poids frais (en mg) a la fin de chaque transtent, avec
toutes les expériences répétées deux fois et comprenant au moins 20 répétitions par traitement.

25. Evaluation des réponses de régénération de plantes a partir de cals issus de protoplastes
électroporés de Cerisier Colt et de Solanum dulcamara

Des cals dérivés de protoplastes électroporés, isolés de suspensions cellulaires de cerisier Colt et S.
dulcamara, ont été transtérés sur leurs milieux de régénération respectifs et cultivés dans les mémes conditions
que pour la callogenése. Puis, les bourgeons régénérés ont été prélevés et transférés pour leur croissance et
clonage ultérieurs. Les réponses ont été mesurées en terme de la fréquence (%) de régenération et le nombre
de bourgeons produits par portion de cal. Les réponses de rhizogenése ont été exprimées & travers le
pourcentage de pousses enracinées, le nombre de racines par pousse, la longueur totale des racines et le
rapport tige/racine. Toutes les expériences ont été répétées deux fois avec un minimum de 20 pousses par
traitement.

2.6. Effets de I'électroporation sur la synthése de 'ADN

2.6.1. Isolement. électroporation el culture de protoplastes

Seuls des protoplastes de suspensions cellulaires de cerisier Colt et de Solanum dulcamara ont eté
employés pour cette série d'études. Des échantillons de protoplastes (400 pl), traités comme décrit ci-dessus,
ont été soumis a 3 impulsions exponentielles successives (a des intervalles de 10 secondes), de 250 V/icm en
déchargeant un capaciteur de 30 nF pour le cerisier Colt, mais a 750 V/cm et en déchargeant un capaciteur de
10 nF pour S. dulcamara. Ceci a représenté une durée de la constante de diminution du pulse, , de 30 psec et
10 psec respectivement, quand elle a été mesurée a I'extérieur de la chambre avec un conductimétre standard.
Toutefois, quand la résistance de I'échantillon a été mesurée avec un resistimetre, R a été de 2800 et la durée
de la constante de diminution de pulse a donc été de 87 et 29 psec respectivement. Aprés leur électroporation,
les protoplastes ont été cultivés comme déja décrit.
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2.6.2. Inhibition de la resynthése de la paroi cellulaire et mesurement de la synthése d'’ADN par les

protoplastes électroporés et cultivés

Afin de déterminer précisement les effets de I'électroporation sur la synthése de I'ADN, des expériences
ont été d'abord entrepris pour examiner la relation existante entre la régénération de la paroi cellulaire et la
synthése de I'ADN. Ainsi, un inhibiteur de la synthése de la paroi cellulaire, le 2,4-dichlorobenzonitrile (DBN)
(Galbraith & Shields, 1982) a été rajouté au milieu pour la culture de protoplastes, a une concentration de 11,8
pM, déterminée au préalable comme la concentration capable d'inhiber la régénération de la paroi cellulaire
sans aucun effet associé négatif sur la viabilité des protoplastes cultivés.

La synthése de I'ADN par les protoplastes électroporés a été mesurée par l'incorporation de [méthyl®H]
thymidine dans le matériel acide précipitable, en utilisant soit un régime de marquage pulsé, soit par un
marquage continu. Dans la premiére série d'expériences, concernant le marquage pulsé, la [méthylH]
thymidine (42 Ci‘mmol) a été ajoutée aux protoplastes cultiveés a une concentration finale de 4 pCi/ml, et les
cultures ont été incubées a 27°C et a l'obscurité, pendant 1,5 h. Des aliquotes (2,0 ml}) de la suspension de
protoplastes ont été prélevées aprés 2, 24, 48, 72 et 96 h, et mélangées avec de I'acide trichloroacétique (TCA)
a 20 % (v/v), et elles ont été placées sur de la glace pendant 10 min. Le matériel précipité a été récupéré par
fittration a travers une membrane de microfibres en verre, et rincé deux fois avec une solution de TCA & 10 % et
une fois avec de I'éthanol absolu. Les fiitres ont été séchés a la température ambiante pendant 4 h, et la
radioactivité a été déterminée avec un spectrométre a scintillation liquide, en employant un cocktail de
scintillation "X" (FSA Lab Supplies, Angleterre). Pour le marquage continu, la [méthyl®H] thymidine a été
ajoutée aux protoplastes, dans leur milieu de culture et immeédiatement aprés leur électroporation, pour donner
une concentration finale de 0,05 pCi’/ml. Une solution de DBN a été ajoutée au milieu de protoplastes en méme
temps, a une concentration finale de 11,8 pM. Des échantillons de 300 pl ont été prélevés aprés 2, 24 et 48 h,
et lincorporation de [méthyl®H] thymidine a été déterminée comme pour les expériences de marquage pulsé
ci-dessus.

2.7. Effets dans le long terme de I'électroporation de protoplastes de cerisier Colt sur leur croissance et
leur aptitude a la régénération

Une suspension cellulzire & croissance rapide a été initiée & partir d'un clone de cals a prolifération rapide,
dérivé de protoplastes électroperés (250 V, 30 nF). Cefte suspension. désignée SCE, a eté repiquée tous les 18
jours, et elle a été utilisee comme la source de protoplastes pour tous les essais sur les effets de
I'électroporation sur la croissance a long terme.

Des protoplastes ont été isolés a partir de la suspension SCE pendant 16 repiquages successifs et 14 jours
aprés leur transfert, quand les cellules étzient en croissance exponentielle. Ces protoplastes ont été cultivés
céte a cote avec des protoplastes non-électroporés (NESC) ou récemment électroporés (RESC), isolés & partir
d’'une suspension cellulaire témoin, pendant sa croissance exponentielle (i.e. 21 jours aprés le repiquage), afin
de comparer leurs aptitudes & la croissance et & la régénération de plantes. La suspension cellulaire témoin
avait été initiée a partir de cals de racines, en méme temps que la suspension cellulaire ECS.

Tous les protoplastes ont €té cultivés comme décrit précédemment. Le temps de culture requis avant la
premiére division cellulaire a été rélevé en employant au moins 10 répétitions de chaque source de protoplastes.
L'efficience de culture au jour 10, ainsi que le nombre de cellules par colonie, observés tous les 10 jours
pendant les premiers 30 jours, ont été notés pour les protoplastes de toutes les sources. Le nombre de
microcals (de 1-2 mm diam) dans chaque traitement a €té déterminé aprés 30 jours de culture, et des
échantillons de 25 microcalsiraitement ont été transférés sur le milieu de caliogenése pour évaluer leur
croissance ultérieure.

Aprés trois repiguages (de 2 semaines chacun) sur ce milieu, des expériences de régénération de plantes
ont été initi€es avec ces cals, en suivant le protocole préalablement établi (Ochatt et al, 1987). Les résultats ont
eté évalués a travers la fréquence de régénération (% de cals montrant la production de bourgeons) et le
nombre moyen de bourgeons régénérés par morceau de cal, en utilisant au moins 20 répétitions pour chaque
source de protoplastes.

3. RESULTATS
3.1. Effets de I"électroporation sur la viabilité des protoplastes (Rech et al, 1987)
Pour tous les systémes étudiés, il y a eu une influence notable des paramétres électriques sur la viabilité

des protoplastes, suivant leur électroporation. Le pourcentage de protoplastes viables diminuait avec des
augmentations du voltage et de la capacitance. Un voltage plus faible avec une impulsion plus longue (e.g. 250
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V, 50 psec) était plus nuisible pour la viabilité des prctoplastes que des voltages plus forts d'une durée plus
courte (e.g. 1250 V, 10 psec). Au-dela de 1250 V, on a observé une lyse généralisée de la membrane et
l'effondrement des protoplastes, et ce pour tous les systéemes étudiés. La taille des protoplastes a influencé
aussi leur capacité pour survivre aux impulsions électriques. Ainsi, les protoplastes de Prunus (<20 pm de
diamétre) ont été moins sensibles aux impulsions électriques que les protoplastes de Pyrus, plus grands (>40
pm diam). Quant aux protoplastes de Glycine, Solanum dulcamara et S. viarum, qui étaient intermédiaires en
taille, ils ont aussi été intermédiaires dans leurs réponses de viabilité.

3.2. Effets des traitements électriques sur la réponse en culture des protoplastes (Rech et al, 1987

Les observations de la régénération de la paroi cellulaire ont mentré que les protoplastes électroporés avec
des impulsions allant jusqu'a 1250 V avaient régénére la paroi cellulaire et étaient entré en division aprés 5 jours
de culture, tandis que la régénération de la paroi était meins avancée chez les protoplastes non-traités. Ceci
était particuliérement vrai pour les protoplastes de Prunus, Pyrus et S. viarum, lesquels se caractérisent par des
longues phases de latence, de 15, 8 et 11 jours, respectivement, avant leur premiere division. Ainsi, des
voltages entre 250 et 1750 V (chez Prunus, S. dulcamara et S. viarum), ou entre 250 et 1500 V (chez Pyrus) ont
stimulé la division chez les protoplastes cultivés, mais cette gamme était considérablement réduite (250-750 V)
chez Glycine. La stimulation de la division se produisait a toutes les capacitances testées. pour des voltages
jusqu'a 1250 V chez Prunus. mais seulement pour des voltages en dessous de 1000 V pour les protoplastes plus
grands, donc plus sensibles, issus des cals de Pyrus. Tous les voltages en dehors de cette gamme ont ete soit
incapables de stimuler une division cellulaire plus précoce, soit inhibiteurs de la division.

En géneéral, le début des divisions chez les protoplastes électroporés a été précédé d'une augmentation
remarquable du diamétre cellulaire, en particulier avec les traitements de 750 4 1250 V et des capacitances de
20 4 40 nF. Bien que la fusion de protoplastes ait occasionnellement été observée chez des protoplastes
électroporés, celle-ci n'a pas élé responsable des plus grands diamétres de protoplastes vérifies (de jusqu'a 32
pUm chez Prunus et 61 pm chez Pyrus).

En plus de la stimulation de l'entrée en division des protoplastes, I'électroporation a aussi augmentg
significativenent l'efficience de culture. Comparés aux préparations non-traitées, qui s'étaient divisées
seulement une fois aprés 10 jours de culture, les protoplastes de cerisier Colt électroporés a des voltages
jusqu'a 1750 V pour des durées courtes (de 10 et 20 psec) avaient déja formeé des colonies cellulaires. Pour
tous les systémes, l'efficience de culture a été inversement corrélée avec la durée des impulsions. Les
impulsions longues, fournies par le capaciteur & 50 nF, ont induit des stimulations plus faibles que des
impulsions plus bréves au méme voltage, avec l'inhibition de la croissance de protoplastes a 1500-2000 V pour
les plus longues impulsions testées. Le nombre de cellules par colonie, indicatif du taux de division cellulaire,
était maximum aux voltages plus bas avec les impulsions les plus longues. En effet, les protoplastes de Prunus
électroporés a 250 V et 30 ou 40 nF s'étaient divisés environ 5 fois aprés 10 jours de culture, tandis que les
protoplastes non-traités montraient seules des divisions sporadiques. Pour tous les autres systemes, les
protoplastes électroporés et mis en culture ont eu le méme type de réponses.

Cette amélioration de la division cellulaire a été maintenue tout le long de la culture. Ainsi, aprés 30 jours
de culture, un nombre significativement plus grand de microcals était produit par les protoplastes €électropores
qu’a partir de protoplastes témoin.

3.3. Effets sur la croissance des cals issus de protoplastes

L'observation des protoplastes électromanipulés au-dela du stade de microcal a montré que I'amélioration
de la croissance induite était maintenue aussi pendant le stade de cals (Chand et al, 1988; Ochatt et al, 1988).

Ainsi, des pulses de 250 V ou 500 V favorisaient les plus grands incréments de poids frais pour les cals
issus des protoplastes électroporés du cerisier Colt, et ce indépendamment des durées d'impulsion testées.
Des voltages plus élevés, jusqu'a 1500 V, stimulaient aussi la croissance, mais & mesure que le voltage
augmentait, la durée des impulsions qui stimulait la callogenése diminuait.

Chez les cals issus de protoplastes électroporés de poirier Conférence aussi, des voltages de 250 V ou
500 V étaient les plus favorables. Cependant, cette réponse dépendait plus de la durée de I'impulsion que chez
le cerisier Colt, et la croissance maximale était toujours obtenue pour les plus courtes impulsions testées (10
psec), et seulement avec des voltages jusqu'a 750 V stimulant la callogenése.

3.4. Effet de I'électroporation de protoplastes sur la régénération de plantes
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Un trés net effet du traitement électrique des protoplastes originaux a pu étre observé beaucoup plus tard

lors de leur culture, pendant 'examen des réponses de régénération de plantes. Une fréquence de régénération

significativerment plus élevée a été évidente chez les cals dérivés de protoplastes électroporés par rapport &

ceux issus de protoplastes témoin. De plus, les bourgeons régénérés a partir des cals issus de certains

traitements (i.e. 250 ou 500 V) ont été plus hauts et plus feuillus que les témoins. Par la suite, ceci a permis de

les transférer directement sur le milieu d'enracinement sans qu'une phase de croissance intermédiaire soit
requise pour induire I'élongation des entrenoeuds.

Les réponses d'enracinement de pousses ont aussi été améliorées pour les tiges dérivées de protoplastes
électroporés, avec un maximum (basé sur le nombre de racines par pousse, la longueur totale des racines et un
plus bas rapport tige/racine) & 250 et 500 V. De plus, les systémes racinaires des pousses issues de
protoplastes électro-traités étaient ramifiés, & la différence de ceux des pousses dérivées des protoplastes
témoin.

Toutes les pousses dérivées de protoplastes éleciroporés ont été enracinées, tandis que le taux
d’enracinement était seulement de 75 % chez les régénérants témoins. Il n'y a pas eu de différence discernable
entre les plantes enracinées issues de protoplastes électroporés ou non, ni en terme de leur survie ni de leur
croissance aprés le transfert en serre.

3.6. Effet de I'électroporation sur la synthese de I'ADN chez les protoplastes cultivés (Rech et al, 1588)

Suivant leur électroporation, les protoplastes de §. dulcamara et Prunus se sont divisés pour la premiére fois
aprés 3 et 4 jours, tandis que les protoplastes non-traités ont requis au moins 6 et 15 jours avant d'entrer en
division. Dans ce contexte, les expériences de marquage pulsé ont montré que l'incorporation maximale de
[methyl 3H] thymidine dans le matériel acide précipitable se produisait aprés 24 h chez Prunus. tandis que deux
pics d'incorporation maximale se produisaient chez Solanum, aprés 24 et 72 h, en suggérant une oscillation
sousjacente dans le temps de la synthese d’ADN chez ce dernier. Chez Prunus, Ceci 2 représenté une
augmentation de 8 fois le niveau de [méthyl ®H] thymidine par rapport & la valeur initizle (tamp 0), qui était
réduite a environ 3 fois la valeur initiale aprés 48 h, et restait inchangée ci-apres. jusqu’a 86 h de culture. Par
contre, les protoplastes non-traités ont montré une incorporation de [méthy! ®H] thymidine significativement plus
basse pendant la méme période.

Dans la deuxiéme série d'expériences, concernant le marquage continu pendant 48 h, les protoplastes de
Prunus et Solanum ont montré des réponses similaires, consistant en une augmentation significative du contenu
en [méthyl 3H] thymidine pour les protoplastes électroporés par rapport & ceux non-traités.

Enfin, quand les protoplastes ont €té cultivés dans un milieu contenant du DBN, I'incorporation de [méthyl
2H] thymidine a été réduite brutalement chez les protoplastes témoins, tandis que la réduction induite par cet
inhibiteur a été négligeable pour les protoplastes électroporés.

3.7. Effet dans le long terme de I'électroporation sur I'amélioration de la croissance et de la régénération
de plantes a partir de protoplastes de cerisier Colt

La suspension cellulaire initiée & partir de tissus dérivés de protoplastes SCE a eu une vitesse de
prolifération beaucoup plus rapide que la suspension cellulaire dérivée de cals issus des protoplastes
non-électropulsés (NESC), qui montraient déja une prolifération plus rapide au stade de cal, avec les phases
exponentielles de croissance atteintes aprés 14 et 21 jours de culture, respectivement.

L'observation des cultures de protoplastes de cerisier Colt pendant les premiers 30 jours de culture,
jusqu’au stade de microcal, a montré que I'amélioration de la croissance, résultante de I'électroporation des
protoplastes originaux était soutenue méme pour des protoplastes isolés & partir de tissus dérivés, eux, de
protoplastes électroporés et qui avaient été répiqués pendant un trés long temp avant lisolement (ESC). Ainsi,
les protoplastes ESC se sont divisés plus précocement que les protoplastes non-traités (NESC), mais 3-4 jours
plus tard que les protoplastes réecemment électroporés (RESC).

En ce qui concemne l'efficience de culture, la fréquence de division a aussi été plus élevée pour les
protoplastes ESC, comparée avec celle des protoplastes NESC. La production de cals de 1-2 mm de diamétre
a éte, elle aussi, plus élevée a partir de protoplastes ESC.

Pendant la culture ultérieure, il y a toujours eu un plus grand nombre de bourgeons régénérés par cal et
avec une plus forte fréquence de régénération chez les cals issus de protoplastes ESC, par rapport aux cals
issus de protoplastes NESC.



7

Aucune différence morphologique n'a été constatée entre les plantes enracinées issues de protoplastes

des diverses origines, mais le pourcentage d'enracinement était plus fort chez les pousses dérivées de

protoplastes ESC que chez celles provenantes de protoplastes NESC. Toutes les plantes régénerées ont
survecu au transfert en serre.

DISCUSSION

Les forts voltages et les impulsions longues ont eu un effet significatif de réduction de la viabilité de
protoplastes. Un effet similaire avait déja été observé chez des cellules de mammiféeres (Chu et al, 1987) et de
lévures (Hashimoto et al, 1985), et aussi pour des protoplastes de soja (Cutler & Saleem, 1987) et carotte
(Bates et al, 1988). De plus, ces observations ont été confirmées lors d'expériences postérieures concernant
des protoplastes de Pennisetum (Gupta et al, 1988), tabac (Montané, 1889), chrysanthéme (Sauvadet, 1932) et
orge (Mordhorst & Lorz, 1852).

Sale & Hamilton (1968) et Zimmermann et al (1976) ont rapporté que le champ électrique requis pour
provoquer une rupture diélectrique de la membrane était inversement proportionnel & la taille des protoplastes.
Des observations similaires ont été effectuées dans ces études, en particulier chez les protoplastes de Prunus et
Pyrus, pour lesquels des dommages généralisés pour tous les protoplastes. indicatif du seuil critique pour la
rupture de la membrane, a été évident au-dela de 1250 V. Cecia été lig & une perméabilité irréversible de la
membrane, dérivée probablement de son incapacité pour refermer les électropores formés dans des conditions
électriques fortes.

Dans cette étude, les protoplastes électroporés ont régénéré la paroi cellulaire et ils se sont divisés plus
rapidement que les protoplastes témoin. Ceci pourrait élre du a un effet de préconditionnement des impulsions
électriques sur la perméabilité de la membrane, avec la formation d'ouvertures, de type pore, comme décrit par
Neumann & Rosenheck (1972) qui peuvent donc faciliter l'incorporation des composants du milieu. Dans ce
contexte, il a été montré que les impulsions électriques stimulent la pénéltration des ions (Kinosita & Tsong,
1977a), et des molécules telles que le '*C-saccharose (Gordon et al, 1¢85), l'uréase (Zimmermann et al, 1976),
et 'ADN (Neumann et al, 1882) dans des cellules animales. Il est donc envisageable que cette
électro-stimulation de la membrane puisse induire une amélioration de la perméabilité de la membrane aussi
aux composants du milieu. Alors, de celle-ci résulterait une augmentation de la concentration endogéne des
régulateurs de la croissance qui, par la suite, expliquerait 1a plus grande production de microcals et les gains de
poids frais plus rapides chez les cals issus de protoplastes électropores.

Toutefois, les résultats expérimentaux obtenus n'ont pas permis d'écarter la possibilité que les effets
observés ne soient que la conséquence d'une incorporation initiale augmentée de phytohormones au stade
protoplaste, laquelle aurait pu ensuite assurer un début plus précoce des divisions mitotiques.

L'application de champs électriques a basse intensité et pendant des périodes prolongées a amélioré non
seulement la prolifération de cals chez le tabac (Rathore & Goldsworthy, 1985a) mais aussi la régénération de
plantes & partir de cals non<diftérenciés chez le tabac et le blé (Rathore & Goldsworthy, 1885b). Ces auteurs
ont attribué les réponses & un meilleur transport polaire de I'AIA entre cellules voisines au sein des tissus
stimulés électriquement (Goldsworthy & Rathore, 1985). Plus tard, des observations similaires ont été faites
chez Vigna aconitifolia (Gill et al, 1988). Or, dans les expériences décrites ici non pas des tissus mais des
protoplastes isolés ont été soumis aux électro-traitements. Ainsi, une explication alternative pour les meilleures
réponses observées serait que ces protoplastes électroporés auraient acquis un stimulus physiologique pour
une meilleure capacité d'assimilation et d'incorporation des composants clés du milieu de culture, et ceci d'une
facon continue. De plus, cette capacité accrue étant permanente, elle a di entrainer des modifications au
niveau de la membrane.

La soumision de cellules de hamster chinois & des champs électromagnétiques faibles et discontinus a
induit une amélioration de la synthése de I'ADN pour ces cellules (Takahashi et al, 1986), tandis que des études
conduites sur des insectes ont montré que des champs électromagnétiques du méme type peuvent jouer un role
dans le déclenchement de la transcription cellulaire par des modifications du rythme dincorporation de
[®H]uridine dans les chromosomes (Goodman et al, 1883). De plus, il a été suggéré qu'il existe un lien possible
entre les cables de haute tension et le cancer (Heucht, 1987) & la suite d'observations faites par Byus et al
(1987) montrant que des radiations électromagnétiques de basse énergie, appliquées in vitro a des cellules
cancéreuses humaines, de rat et de souris peuvent augmenter l'activité de I'enzyme ornithine décarboxylase,
qui contréle la synthése de la putrescine, une polyamine qui stimule la croissance et Ia prolitération cellulaires.
Dans ce méme contexte, les résultats rapportés dans nos systémes ont montré sans aucun doute une
augmentation significative de la synthése d'ADN chez les protoplastes €lectroporés (Rech et al, 1988). D'autre
part, les experiences utilisant I'inhibiteur de la régénération de la paroi cellulaire DBN ont suggéré que, chez les
protoplastes électroporés, ce taux augmenté de synthése de I'ADN n'est pas nécessairement corrélé avec la
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régénération de la paroi cellulaire et donc non plus avec I'éventuel moment du début de la premiere division
mitotique par les cellules issues de protoplastes.

Les résultats des divers expériences concemant I'électromanipulation de protoplastes ont indiqué que
I'explication la plus plausible pour les réponses observées se base sur I'amélioration de la synthése de 'ADN
par les protoplastes cultivés suite & leur électroporation, ce qui pourrait entrainer une expression plus précoce
des génes contrlant la différentiation. En plus, ce phénoméne a été accompagné dune modification
permanente de la membrane permettant une capacité soutenue pour une meilleure/plus efficace incorporation
des composants du milieu de culture par les protoplastes électromanipulés. Dans ce cadre, la transmission de
cette capacité aux tissus dérivés des protoplastes électro-traités pourrait expliquer aussi l'augmentation
observée dans la production de biomasse qui a été maintenue pendant toutes les étapes de la culture et qui,
enfin, a permis une organogenése plus précoce et avec un meilleur taux de formation de bourgeons et de leur
enracinement ultérieur (Chand et al, 1888; Ochatt et al, 1988a). Les résultats montrant que ces effets sur la
division cellulaire et la régénération persistent aprés plusieurs repiquages chez le cerisier Colt donnent encore
plus de poids & ces suggestions (Ochatt et al, 1988b).

L'ensemble des résultats de nos recherches, ainsi que ceux publiés aussi bien pour des cellules animales
que végétales discutées dans ce texte suggérent que les mécanismes sous-jacents & cette électro-stimulation
de la croissance peuvent étre universels et communs a tous les systemes biologiques.

L'intérét de ces traitements électriques pour améliorer les réponses de croissance et de régénération a
partir de protoplastes isolés est clairement d'importance pour des systemes de protoplastes comme ceux que
I'on observe dans la majorité des génotypes dits récalcitrants et en particulier pour les espéces ligneuses, ol
une longue phase de latence avant la premiére division cellulaire, une efficience de culture réduite et un
potentiel de régénération de bourgeons caulinaires limité associé a un enracinement difficile des bourgeons
produits sont tous présents.

L'électroporation telle qu'elle & été employée pour ces études n'est pas necessairement identique a celle
qui sera requise pour la production de plantes transgéniques, étant donné que les voltages utilisés pour stimuler
la croissance ont en général été plus faibles que ceux indispensables pour introduire des matériels génétiques
dans les protoplastes. Cependant, un effet supplémentaire de I'électroporation (comme employée dans nos
études) de grande importance dans le contexte de I'amélioration des plantes. a été fourni par une augmentation
significative de la production d'hétérokaryons et une amelioration de leurs réponses pendant la culture
permettant la régénération de plantes hybrides somatiques, quand les protoplastes parentaux avaient éte
électroporés avant leur fusion chimique (Ochatt et al, 1989).
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