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Calcium-ion (Ca2+) Enhanced Electroporation
Compilation of the results of the experiment performed Oct.-Nov. 1996

Bertil R.R. Persson, PhD Professor
Medical Radiation Physics, Lund University, SE 22185 LUND

Abstract

The result experiments performed during October-November 1996 with electroporation of
mustard seeds in the different pretreating medium. The germination of the seeds deteriorates
with increased concentration of Calcium ions of the pre-treatment medium. The higher the level
of CaCly, the higher the sensitivity to electroporation.

Main Hypothesis

Biological cells are sensitive to pulsed electric fields (electroporation). The electric field affects
the cell membrane in which a created electrical potential which, when it exceeds a critical value,
causes irreparable damage to the cell membrane. In many species, this damage occurs when the
transmembrane potential exceeds approximately 1 V.

During October- November 1996, a series of experiments investigated the possibility of using
mustard seeds as an experimental model to study the effect of electroporation on cell survival.
The results showed that 50% of survival occurred at 1500 V/cm when pretreating the seeds in
distilled water. However, when pretreating the seeds in 50 mM CaCl; solution, 50 % of survival
occurred at 750 V/ecm. Thus, the effect of Ca®" ions appears to decrease the threshold voltage
for electroporation to occur (Persson 1997).

Experiments carried out

Pulse Number
Hypothesis: With an increased number of high voltage pulses per cell, the possibility of
destroying the cell membrane increases.

Experiment: White mustard seeds were plunged into tap water until seed swelling occurred.
The swollen seeds placed in cuvettes filled with tap-water and exposed to different numbers of
exponentially decaying electrical pulses with varying amplitude of the field applied. After
treating the seeds with electrical pulses, the seeds placed on moist filter paper in Petri-dishes
and stored in a climate chamber to grow.
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Result: Figure 1 shows that the cell damage increases with increased pulse count up to 15
pulses. Upon further increasing the number of pulses, no change in the degree of cell damage
occurs.
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The shape and length of the pulse

Hypothesis: The shape and length of the pulse are essential for how the cell membranes
respond to pulsating high voltage fields.

Experiment: White mustard seeds were pre-treated in tap water until seed swelling occurred.
The swollen seeds were placed in cuvettes filled with tap water and exposed to 10 electrical
pulses of different field strengths. The pulses were either of exponentially decaying characters
with a pulse decay time of 0.6-2 ms or square-shaped with pulse length between 0.02-0.08 ms.
Unfortunately, it was not possible to generate the same pulse time for the two pulse forms. The
energy content of the pulses applies as an equivalent parameter for comparing the effect of the
two pulse forms. After the treatment of the seeds with electrical pulses, the seeds were placed
on moist filter paper in Petri-dishes and stored in a climate chamber to grow.

Results: Figures 2 and 3 show the results of the experiment with the shape and length of the
pulse. Pulses with exponentially decaying character give the best results in terms of energy
input per pulse and fraction of destroyed seeds.
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Figure 3.
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Pre-treatment and exposing medium

Hypothesis: With the increased concentration of ions in the seeds during electroporation, the
number of cells destroyed increases. When there is a high concentration of ions adjacent to the
cell membrane, there is a higher chance that toxic effects will occur in the cell if there are
transmembrane pores. Then the balance of chemical substances, pH, etc. relevant to the
biological cell is disturbed.

Experiment Nov. 1996: White mustard seeds were pre-treated in deionized water, tap water
and two different concentrations of calcium chloride until seed swelling occurred. The pre-
treated seeds placed in cuvettes with water or CaCl, solution and exposed to 20 pulses of
varying field strengths. The pulses had an exponentially decaying character with a pulse time
of 1 ms. The treated seeds were placed on moist filter paper in Petri dishes and stored in a
climate chamber to grow.

Results: Figure 4 shows the result of the experiment with the different pretreating medium. The
germination of the seeds deteriorates with increased concentration of ions of the pre-treatment
medium. The higher the level of CaCly, the higher the sensitivity to electroporation.
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APPENDIX

Sammanstéllning av Hogspanningsprojektet
1997-05-22
Bertil R.R. Persson
Medicinsk radiofysik, Lunds Universitet, SE 22185 LUND

Huvudhypotes

Biologiska celler dr kdnsliga mot pulserande elektriska falt (elektroporation). Det elektriska
féltet pdverkar cellens membran, som é&r dielektriskt, genom att laddade molekyler i cellen
attraheras mot sin motpol, varmed ett fyiskt tryck utdvas mot cellmembranet. Nér trycket
overstiger ett kritiskt virde uppstar en irreparabel skada pd membranet. Hos ménga arter
uppstar denna skada nir transmembranpotentialen dverstiger 1 V. I hdgspanningsprojektet har
en serie forsok genomforts med syfte att utreda mojliheten att anvinda elektroporation som en
ogrisbekdmpningsmetod. Strategin dr hér att forstora celler 1 fron, alternativt unga
ogrésplantor.

Genomforda forsok
Pulsantal

Hypotes: Vid 6kat antal hogspanningspulser per cell okar mojligheten att forstdra
cellmembranet.

Experiment: Vitsenapsfron stoptes i vatten, tills frosvdllning intréffat. De svillda frona
placerades i kyvetter fyllda med vatten, i vilka olika antal pulser med olika faltstyrkor
applicerades. Pulserna hade exponentiellt avklingande karaktir med en pulstid pa 1 ms. De
behandlade frona placerades pé fuktigt filterpapper i petriskalar. Petriskalarna placerades i
klimatkammare

Resultat: Resultatet framgar av figur 1. Cellskadorna 6kar med 6kat pulsantal upp till 15
pulser. Vid ytterligare 6kning av pulsantalet sker ingen foréndring i antalet cellskador.
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Figur 1. Relativ 6verlevnad hos senapsfron efter elektroporation med olika féltstyrkor och
pulsantal.

Pulsform och pulstid

Hypotes: Form och tid pd pulsen har betydelse for hur cellmembranen reagerar pd pulserande
hogspanningsfalt.

Experiment: Vitsenapsfron stoptes i vatten, tills frosvdllning intréffat. De svillda frona
placerades i kyvetter fyllda med vatten, i vilka 10 pulser med olika faltstyrkor applicerades.
Pulserna hade i en serie exponentiellt avklingande karaktidr med en pulstid pd 0,6-2 ms och i
en serie var pulserna fyrkantiga med pulstider mellan 0,02-0,08 ms. Tyvérr var det inte
mojligt att generera samma pulstid till de bada pulsformerna. Istéllet valdes energiinnehéllet i
varje puls som likvérdig parameter for de bada pulsformerna. De behandlade frona placerades
pa fuktigt filterpapper i petriskalar. Petriskalarna placerades i klimatkammare

Resultat: I figur 2 och 3 framgar resultatet av detta experiment. Pulser med exponentiellt
avklingande karaktir ger bist resultat med avseende pé energiinsats per puls och forstérda
fron.
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Figur 2. Relativ 6verlevnad hos senapsfron efter elektroporation med exponentialpulser med
olika faltstyrkor och pulstider.

EP av senapsfron i kranvatten

1,2

T
]
c
>
2
]
>
0
2
K]
©
14
0,2 +
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Dos (V/icm)

Figur 3. Relativ 6verlevnad hos senapsfron efter elektroporation med fyrkantspulser med
olika faltstyrkor och pulstider.

Stopningsmedium

Hypotes: Vid 6kad koncentration av joner i frona vid elektroporation, dkar antalet forstdrda
celler. Nér det dr hog koncentration av joner i anslutning till cellmembranet, dr det storre
chans att det uppstar toxiska effekter i cellen om det finns transmembrana porer. D4 rubbas
den for cellen s viktiga balansen av kemiska dmnen, pH m.m.

Experiment: Vitsenapsfron stoptes i avjoniserat vatten, kranvatten och tva olika
koncentrationer av kalciumklorid, tills frosvéllning intrdffat. De svéllda frona placerades i
kyvetter fyllda med vatten, i vilka 20 pulser med olika faltstyrkor applicerades. Pulserna hade
exponentiellt avklingande karaktdr med en pulstid pad 1 ms. De behandlade frona placerades
pa fuktigt filterpapper i petriskalar. Petriskalarna placerades i klimatkammare
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Resultat: Resultatet av detta experiment framgér av figur 4. Grobarheten hos frona forsdmras
med 6kad koncentration av joner i stopningsmediet. Ju hogre koncentrationen dr destu hogre
blir kénsligheten mot elektroporation.
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Figur 4. Relativ 6verlevnad efter elektroporation hos senapsfron stopta i olika medium.
Olika arter

Hypotes: Olika vixtarter dr olika kénsliga mot elektroporation. Férmodligen &r kdnsligheten
korrelerad med fysiska storleken hos cellerna. Troligtvis ér det storleken hos de embryonala
cellerna som avgor kédnsligheten. Smé celler 4r mindre kénsliga 4n stora celler.

Experiment: Vitsenapsfron, varrybsfron, vitkloverfron och vitgroefron stdptes i vatten, tills
frosvillning intréffat. De svillda frona placerades i kyvetter fyllda med vatten, i vilka 20
pulser med olika féltstyrkor applicerades. Pulserna hade exponentiellt avklingande karaktér
med en pulstid pé 1 ms. De behandlade frona placerades pé fuktigt filterpapper i petriskélar.
Petriskélarna placerades i klimatkammare

Resultat: I figur 5 framgar resultatet av detta experiment. Det ar olika kdnslighet mot
elektroporation hos de olika arterna. Kénsligheten hos Vérrybs och vitsenap (oljevéxter) ar
storre dn hos klover och gris.
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Elektroporation av olika froslag
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Figur 5. Relativ 6verlevnad hos olika arter efter elektroporation.

Olika arter - sadd i torv

Hypotes: Koncentrationen av joner hogre i marken dn i kranvatten. Olika véxtarter &r olika
kénsliga mot elektroporation. Darfor ar kinsligheten mot elektroporation storre hos fron som
ar stopta i markvatten &n i kranvatten.

Experiment: Vitsenapsfron, varrybsfron, vitkloverfron och vitgroefron stdptes i markvatten,
tills frosvéllning intrdffat. De svillda frona placerades i torv i ett dygn. Frona plockades sedan
upp ur jorden och placerades i kyvetter fyllda med vatten, i vilka 20 pulser med olika
féltstyrkor applicerades. Pulserna hade exponentiellt avklingande karaktér med en pulstid pa 1
ms. De behandlade frona saddes i jord i plastlador som placerades i klimatkammare.

Resultat: I figur 6 framgar resultatet av detta experiment. Vid en jimforelse med foregaende

experiment kédnsligheten mot elektroporation storre nér frona ér stopta i markvatten dn nér de
ar stopta i1 kranvatten.
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Elektroporation av olika froslag
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Figur 6. Relativ 6verlevnad hos olika arter efter elektroporation.

Dos-respons 2:1

Hypotes: De relativt okdnsliga arterna pavisar kénslighet vid faltstyrkor som overstiger 3
kV/em.

Experiment: Vitsenapsfron, varrybsfron, vitkloverfron och vitgroefron stdptes i vatten, tills
frosvillning intréffat. De svéllda frona placerades mellan filterpapper i torv i ett dygn. Frona
plockades sedan upp ur jorden och placerades i kyvetter fyllda med vatten, i vilka 20 pulser
med olika faltstyrkor upp till 5200 V/cm applicerades. Pulserna hade exponentiellt
avklingande karaktdr med en pulstid p 1 ms. De behandlade frona séddes 1 jord i plastlddor
som placerades 1 klimatkammare.

Resultat: I figur 7 framgar resultatet av detta experiment. Vid en jimforelse med foregaende

experiment upptriader kinslighet mot elektroporation hos de relativt okdnsliga arterna vid
hoga faltstyrkor.
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Figur 7. Relativ 6verlevnad hos olika arter efter elektroporation.

Dos-respons 2:2

Hypotes: Kénslighet mot elektroporation hos olika arter 6kar nér frona dr stopta 1
kalciumnitrat. Kalciumnitrat &r naturligt forekommande 1 mark.

Experiment: Vitsenapsfron, varrybsfron, vitkloverfron och vitgroefron stoptes i olika
koncentrationer av kalciumnitrat. Efter ett dygn placerades frona i kyvetter fyllda med vatten,
i vilka 20 pulser med olika faltstyrkor upp till 5200 V/cm applicerades. Pulserna hade
exponentiellt avklingande karaktdr med en pulstid péd 1 ms. De behandlade frona saddes i jord
i plastlddor som placerades i1 klimatkammare.

Resultat: I figur 8 framgar resultatet av detta experiment. Vid hoga féltstyrkor och vid hoga

koncentrationer av kalciumnitrat &r frona kénsligare mot elektroporation, jAimfort med vi
dlaga faltstyrkor och laga koncentrationer.
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Figur 8. Relativ dverlevnad hos varrybs stopt i olika koncentration av kalciumnitrat efter

elektroporation.
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Figur 9. Relativ 6verlevnad hos vitsenap stopt i olika koncentration av kalciumnitrat efter

elektroporation.
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Figur 10. Relativ 6verlevnad hos vitgroe stopt i olika koncentration av kalciumnitrat efter

elektroporation.
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Figur 11. Relativ 6verlevnad hos vitklover stopt i olika koncentration av kalciumnitrat efter

elektroporation.

Naturlig ogrisflora

Hypotes: Vid behandling av jord med forekomst av ogrisflora minskar antalet groende fron.
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Experiment: Jord med forekomst av naturlig ogriasforekomstplacerade i lddor. Jordytan
behandlades med elektroporation. 20 hogspanningspulser med olika féltstyrkor applicerades.
Pulstiden var 1 ms. Elektroden bestod av parallella platar som flyttades langs ytan.
Utrustnigen medgavemmellertid inte hogre faltstyrkor &n 2 kV/cm.

Resultat: I detta forsok fanns inge sékra skillnader mellan de behandlade och de obehandlade
ytorna. Faltstyrkorna var troligtvis inte tillrackliga. Utrustningen var dessutom inte riktigt
anpasssad till den aktuella jordarten, varfor resultaten inte kan betraktas som tillforlitliga.

Dos-respons 2:3

Hypotes: Arter som normalt betraktas som ogris dr kénsliga mot elektroporation, trots
resultatet 1 foregdende experiment.

Experiment: Fron fran ett antal olika ogrisarter stoptes i kranvatten i ett dygn. Frona
placerades dérefter i kyvetter fyllda med vatten. I varje kyvett applicerades 20
exponentialpulser, vilka genererade faltstyrkor mellan 1300 och 5200 V/cm.. Doserna var lika
inom varje kyvett. Efter behandlingen placerades frona i torv.

Resultat: Tendensen i detta experiment dr att alla behandlade arter utom Skréppa uppvisar
kénslighet mot elektroporation, nér faltstyrkorna dr uppemot 5000 V/cm. Resultatet framgér i
figur 12.

Dos-respons 2:3
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Figur 12. Relativ dverlevnad hos olika arter efter elektroporation.

Dos-respons 2:4
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Hypotes: Skréippa dr kénslig mot elektroporation néir groningen péagétt en léngre tid &n 1
foregdende experiment.

Experiment: Fron fran Skréppa stoptes 1 vatten. Stopningen pégick tills att synliga groddar
fanns pé frona. Frona med groddar placerades i kyvetter fyllda med vatten. I dessa kyvetter
applicerades 20 exponentialpulser med olika faltstyrkor. Efter behandling med elektroporation
planterades frona i torv.

Resultat: I detta experiment visade sig Skréppa vara kinsligare mot elektroporation én i
foregdende experiment. Redan vid 2 600 V/cm dr samtliga behandlade fron avdodade.
Resultatet finns 1 figur 13. Detta stirker teorin om att groningen maste ha kommit igdng for att
cellerna skall paverkas i tillrdcklig grad for att kunna paverka dess levnadsduglighet.

Dos-respons 2:4

1,20

—— Skrappa 2:3
—®— Skrappa 2:4

Grobarhet rel. kontroll

0,00

0 1300 2 600 5200
Faltstyrka (V/cm)

Figur 13. Relativ 6verlevnad hos skréippa efter elektroporation, dir stopningen péagatt olika
lang tid.

Dos-respons 2:5
Hypotes: Fron ér kédnsliga mot elektroporation med olika appliceringsteknik.

Experiment: Fron fran arten Penningort saddes 1 fuktig torv. Ett dygn efter sadd behandlades
frona med elektroporation. Det pulserande elektriska féltet applicerades i markytan med ett
elektrodpar som pressades ner i markytan. Elektroderna bestod av metallplattor i vilka sdgade
skéror gjorts for att minska jordmotstdndet. Olika féltstyrkor provades. Samma procedur som
tidigare anvindes for genererande av pulserna.

Resultat: I figur 14 framgér resultatet av detta experiment. Frona ér kadnsliga mot

elektroporation d&ven om pulserna applicerats direkt i jorden med elektroder som sticks ner i
marken. De elektriska félten som uppstar mellan elektroderna blir inte lika homogena som de
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som uppstar i kyvetterna. Detta kan forklara varfor det krdvs hogre faltstyrkor nér falten
appliceras i marken.

Dos-respons 2:5
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—=— Penningdrt 2:3

0,50
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0,30 +

0,20 +

0,10 T

0,00

0 1000 1300 2000 2600 4 000 5200
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Figur 14. Relativ 6verlevnad hos Penningort efter elektroporation, dar behandlingen skett 1
jord respektive i en kyvett.

Behandlingstidpunkt

Hypotes: Kénsligheten mot elektroporation ér olika beroende pé fronas utvecklingsstadium.
Torra fron dr okénsliga beroende pd att det inte finns ndgra 16sta joner i dessa. Vil utvecklade
plantor ar ocksa okénsliga for i dessa har stabila cellmembran och cellvdggar etablerats.
Mellan dessa tvé stadier dr kénsligheten varierande och troligtvis finns ett maximum
ndgonstans.

Experiment: Vitsenapsfron saddes i sand och i torv. Elektroporation i marken genomfordes
vid sédd, 2 dagar efter sddd, 4 dagar efter sddd och vid 6 dagar efter sadd.

Resultat: Tillviaxthastigheten var hogre hos de fron som placerades i torv &n hos de som
placerades i sand. Detta medforde att groddarna hade olika utvecklingsstadie, vid samma
tidpunkt, i de tva olika jordarna. Vikt hos biomassa samt plantantal uppmattes. Resultaten
framgar av figur 15 och 16. I diagrammet anges medelvérden samt en logistisk anpassning av
dos-responsforhéllandet Det fanns ingen effekt av elektroporation nér behandlingen
genomfordes i samband med sédd. I torv var kénsligheten som storst vid behandling tvé dagar
efter sadd. Vid detta tillfdlle fanns 0-2 mm grodd. Dérefter avtog kénsligheten. I sand var
kiinsligheten storst nir behandlingen skedde 4 dagar efter sédd. Aven hir fanns 0-2 mm grodd
pa frona.
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Vikt efter behandling i torv

Anpassat varde (beh. 2 d. efter sadd)
= ™ Anpassat varde (beh. 4 d. efter sadd)
=== 'Anpassat varde (beh.efter uppkomst)
medelv. 2 dagar
medelv. 4 dagar
medelv. 6 dagar
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Figur 15. Vikt pd 6verlevande plantor 25 dagar efter elektroporation pd fron/groddar sddda i
fuktig torv, vid olika tidsperiod mellan sadd och behandling

Vikt efter behandling i sand
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Figur 16. Vikt pd 6verlevande plantor 25 dagar efter elektroporation pd fron/groddar sddda i
fuktig sand, vid olika tidsperiod mellan sddd och behandling

Pdgaende forsok

Optimal behandlingstidpunkt
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Hypotes: En optimal behandlingstidpunkt for basta avdddning infaller ndgonstans mellan
frosvillning och uppkomst.

Experiment: Vitsenapsfron sdddes i sand. Sanden elektroporerades vid frosvillning,
begynnande grodd, 0-2mm grodd, 2-5mm grodd, begynnande uppkomst. I detta experiment

applicerades 20 exponentialpulser med filtstyrkan 1500 V/cm.

Resultat: Pagaende

Kommande forsok

Elektrodavstindets betydelse

Hypotes: Samma behandlingseffekt av elektroporation uppnds oberoende av
elektrodavstandet, sd lange faltstyrkan &r konstant.

Experiment: Vitsenapsfron sas i raka rader i en rélsbana. Ett elektrodpar med stéllbart
inbordes avstdnd monteras pé en rilsgaende vagn. Elektroden framdrages pa bada sidor om

saraden med olika elektrodavstand.

Resultat: Experimentet &nnu ej paborjat.

Filtfosok
Under sésongen -97 kommer faltforsok att genomforas. Behandling kommer att ske pa falt

med sddd vitsenap och pa obesddda ytor. Tyngdpukt kommer att ldggas pé att undersoka
behandlingstidpunktens betydelse, vattenhaltens betydelse och dosering av faltstyrka.
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