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Abstract.The criopreservation involve the stock of the vegetal material at low temperatures (-196°C) in liquid nitrogen, in
thermal conditions in which the division of cells and metabolic processes slow down, thus that the samplings may be conserved for
long periods without suffering any genetic modifications. This stock technique is applied till present only on 80 vegetal species,
keeping their seeds and vitrocultures preponderantly; researches were made regarding the maintenance of pollen in liquid nitrogen.

The mature pollen, able to resist a higher degree of desiccation, may be conserved at low temperatures, without
criopreservation. It was made researches on criopreservation of rise, maize, wheat, roses, sun flower and soy pollen. Our study
purpose was to follow the impact of liquid nitrogen (-196°C) about on viability of some cultured and ornamental species. The
designed time of criopreservation it was 30 minutes and 7 days, using the TTC (tripheniltetrazole chloride) method which allows
testing the viability of vegetal material based on dehydrogenase activity.

It was observed at Petunia hybrida species, that the pollen viability was low - in relevance with the witness represented from
the pollen which was not resigned to the nitrogen liquid treatment - between percentage limits of 3.5-8%, in the case when the
vegetal material was submersed 30 minutes in liquid nitrogen and 7.5-14.5% 7 days at (-196°C). The submersing of Nicotiana alata
var. grandiflora species at 7 days, determined a low viability with 11.53%. The following two studied species Cucurbita and Hosta
were proved to be the most resistant at submersing and maintenance in liquid nitrogen. The most affected pollen was Campsis
radicans species. At Datura stramonium species was observed 2.59% a low viability of pollen, after 30 minutes of liquid nitrogen
treatment, was 19.56%, after 7 days of submersing, the most pollen granules losing completely their viability.
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Introducere

Crioprezervarea implicd stocarea materialului
vegetal la temperaturi joase (-196°C ), in azot lichid,
conditii termice in care diviziunea celulara si procesele
metabolice 1inceteaza, astfel incat probele pot fi
conservate pe perioade lungi de timp fard a suferi
modificari genetice (Engelmann 2004). Extinderea
utilizdrii acestei tehnici moderne de pastrare, in tari mai
putin dezvoltate, este impiedicatad de costurile ridicate
ale echipamentelor, reactivilor, mediilor de cultura,
precum si de cerinta unui personal cu inalta calificare.
De aceea, aceasta tehnicd de stocare este aplicata pana
in prezent doar la 80 de specii vegetale (Strdjeru et al.
2001). Preponderent se pastreaza semintele si, la ora
actuald, se lucreazd intens pentru perfectionarea
tehnicilor de crioconservare a cormofitoinoculilor si se
fac cercetari si in ceea ce priveste pastrarea polenului in
azot lichid.

Polenul matur, apt sa suporte un grad ridicat de
deshidratare, poate fi conservat cu usurintd la
temperaturi scazute, fard o prealabild crioprotectiec a
acestuia. S-a submersat in azot lichid polen de Triticum
aesitvum (Andreica et al. 1988), Helianthus annuus
(Andreica si Sparchez 1990), de Zea mays (Brogolia si
Brunori 1994), de Rosa sp. (Rajasekharan si Ganeshan
1994). Polenul de la 12 genotipuri apartinand speciilor
anuale de soia, Glycine sp., precum si de la rudele lor
salbatice, perene, a fost stocat fard o predesicare, la -

20°C si la -196°C. Dupa aceastd operatie a fost testata
viabilitatea polenului prin cultura “in vitro”, urmarindu-
se dacd acesta germineaza. Polenul de la genotipurile
anuale de soia, stocat la -20°C, 1si mentine viabilitatea
pentru 4 luni, iar cel de la genotipurile perene isi pierde
capacitatea de a germina “in vitro”. Dupa
crioprezervarea acestuia, s-a constatat cd, polenizarea a
fost la fel de eficientd ca si cea cu polen proaspat.
Rezultatele  obtinute sugereaza ca, la soia,
crioprezervarea polenului poate fi folositd cu succes,
oferind posibilitatea de a conserva gene haploide (Tyagi
si Hymowitz 2003).

Polenul conservat prin metodele clasice sau
crioconservat, poate fi utilizat in procesele de
ameliorare a plantelor, in transgenezd (Cristea si
Denaeyer 2004), in androgeneza experimentala
(Prisecaru si Ghiorghita 2002). Pastrarea polenului este
o practica obignuitd In lucrarile de ameliorare, mai ales
atunci cand nu existd concordanta intre data infloritului
la inflorescentele femeiesti si la cele barbatesti, cum
este de exemplu la porumb.

Cercetarile noastre au urmarit efectul exercitat de
azotul lichid asupra viabilitatii polenului de Petunia
hybrida var. axillaris, Petunia hybrida var. integrifolia,
Petunia hybrida var. atkinsiana, Nicotiana alata var.
grandiflora, Cucurbita pepo, Hosta plantaginea,
Campsis  radicans, Datura  stramonium,  dupa
mentinerea acestuia timp de 30 de minute si de 7 zile
la -196°RC.
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Material si Metoda

S-a recoltat polenul din florile mature, in plina perioada de
inflorire si a fost introdus in criotuburi, care au fost izolate cu
parafilm. Submersarea in azot lichid s-a facut rapid, prin plonjare
directd. Decongelarea s-a efectuat rapid, in apa calda, la 40°C,
dupa care s-a introdus in fiecare criotub cate 2 ml solutie TTC 0,
5% si probele au fost incubate timp de 30 de minute la 37°C, apoi
au fost analizate microscopic. Solutia de 2,3,5-trifeniltetrazolium
clorid (praf de culoare galbena, otravitor) a fost preparatd
dizolvand 5 mg TTC la 1 ml solutie tampon fosfat de Na 0,2 M,
cu pH =7,2. Viabilitatea in cadrul acestei metode a fost testata pe
seama activitatii dehidrogenazice. Aceste enzime reduc TTC-ul la
formazan, care este de culoare rosie (Sipos 2004; Samuel et al.
2005) .

Examinare microscopica s-a efectuat utilizand garnitura
ocular 10x si obiectiv 10x sau 40x. S-au analizat la microscop cate
3 preparate pentru fiecare specie si varietate, cite 5 campuri
microscopice din fiecare preparat, deci in total 15 campuri
microscopice. S-au numdrat, in campurile alese, granulele de
polen rosii, care si-au pastrat complet viabilitatea
(dehidrogenazele sunt active), cele cu viabilitate partiald, care s-au
colorat rosu deschis, iar polenul neviabil a fost de culoarea
galbena (citoplasma a fost distrusa si prin urmare nici enzimele nu
au mai fost active).
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Rezultate si Discutii

Datele brute obtinute, pentru fiecare specie, in urma
analizarii cdmpurilor microscopice luate in studiu, au
fost inserate in tabelul 1, rezultatele experimentale fiind
expuse si in valori procentuale.

S-a acordat importantad mai ales polenului complet
viabil, acest fiind apt pentru germinatie si polenizare.

La  Petunia  hybrida, analizind rezultatele
procentuale inserate in tabelul 1, se poate observa ca, in
urma submersarii polenului in azot lichid, la cele 3
varietati luate In studiu, viabilitatea totald a acestuia a
scazut intre limitele procentuale de 3,5-8%, in cazul in
care a fost tratat timp de 30 de minute cu azot lichid si
intre 7,5-14,5%, daca a fost mentinut timp de 7 zile la -
196°C. S-a putut constata mai ales o scadere partiald a
viabilitatii granulelor de polen.

Submersarea timp de 7 zile in azot lichid a
polenului de Nicotiana alata var. grandiflora a
determinat o scadere cu 11,53% a viabilitatii totale a
granulelor de polen, cele mai multe pirzandu-si complet
viabilitatea. Tratamentul de scurta durata, 30 de minute,
s-a dovedit a fi mai putin nociv, viabilitatea totald a
polenului scdzand cu doar 1,78%.

Tabelul 1. Datele brute si exprimarea lor procentuala, privind viabilitatea polenului, postcriostocare in azot lichid (-196°C) timp de 30 de minute si
de 7 zile, la: Petunia hybrida var. axillaris, Petunia hybrida var. integrifolia, Petunia hybrida var. atkinsiana, Nicotiana alata var. grandiflora,
Cucurbita pepo, Hosta plantaginea, Campsis radicans, Datura stramonium.

Martor, netratat cu azot Timpul destinat submersarii in azot lichid
Speciile si varietatile Viabilitate polen lichid 30 minute 7 zile

Date brute % Date brute % Date brute %
Viabiltate totala 133 38,22 72 30,23 91 30,58
Petunia hybrida var. axillaris Viabilitate partiala 91 25,80 57 23,82 94 31,50
Neviabile 125 35,98 110 45,95 113 37,92
Viabilate totala 141 37,97 129 34,1 67 23,77
Petunia hybrida var. integrifolia Viabilitate partiald 80 21,42 88 22,98 98 34,89
Neviabile 159 40,6 175 42,91 117 41,33
Viabilitate totald 172 45,14 110 40,74 101 32,37
Petunia hybrida var. atkinsiana Viabilitate partiala 78 20,47 65 24,07 99 31,73
Neviabile 131 34,38 95 35,19 112 35,90
Viabilitate totala 132 43,47 133 41,69 98 31,94
Nicotiana alata var. grandiflora Viabilitate partiala 91 30,40 100 31,35 103 32,8
Neviabile 79 26,13 86 26,96 111 35,35
Viabilitate totala 248 93,56 197 91,23 222 89,96
Cucurbita pepo Viabilitate partiala 7 2,62 8 3,65 3 1,26
Neviabile 10 3,82 11 5,11 23 8,77
Viabilitate totald 372 94,44 388 91,49 351 91,42

Hosta plantaginea Viabilitate partiald 0 0 0 0 0 0
Neviabile 22 5,56 36 8,51 33 8,58
Viabilitate totald 138 49,15 50 16,09 58 25,44
Campsis radicans Viabilitate partiala 57 20,35 57 18,37 59 25,67
Neviabile 86 30,5 204 65,54 112 48,89
Viabilitate totala 136 42,89 126 40,3 70 23,33
Datura stramonium Viabilitate partialda 64 20,21 48 15,33 63 20,86
Neviabile 117 36,90 139 44,37 167 55,81
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Polenul urmatoarelor doua specii luate 1in
studiu, Cucurbita §i Hosta, s-a dovedit a fi cel mai
rezistent la submersarea si mentinerea in azot lichid.
Viabilitatea totald a acestuia scade cu 2-3%, dupa 30 de
minute de tratament si cu 3-4%, dupa 7 zile de
mentinere la -196°C. Probabil ca aceasta rezistentd se
datoreaza, printre altele, si faptului cd granulele de
polen sunt mari ca dimensiuni, 61-74 pm, iar exina este
groasd, cu ornamentatii bine reprezentate, la polenul
ambelor specii.

Cel mai afectat s-a dovedit a fii polenul de Campsis
radicans, a carui viabilitate totala a scazut, dupa 30 de
minute de submersare in azot lichid, cu 33,06%,
majoritatea granulelor de polen pierzandu-si complet
viabilitatea. Spre deosebire de celelalte specii luate in
studiu, la Campsis, submersarea polenului timp de 30 de
minute in azot lichid a avut un efect mai nociv asupra
viabilitdtii acestuia, decat mentinerea timp de 7 zile la -
196°C, cand parametrul urmarit a scazut cu 23,71%.

La Datura stramonium s-a constatat o scadere a
viabilitatii totale a polenului, care a crescut de la 2,59%,
dupda 30 de minute de submersare in azot lichid, la
19,56%, dupa 7 zile de submersare, cele mai multe
granule de polen pierzandu-si viabilitatea complet.

Concluzii

Se poate realiza cu succes crioprezervarea
polenului de Cucurbita pepo si Hosta plantaginea.
Polenul de Petunia hybrida, Nicotiana alata si Datura
stramonium suportd bine expunerea in azot lichid (-
196°C).

M. Sipos, S. Gligor

Sensibil la crioprezervare s-a dovedit a fi polenul
de Campsis radicans.
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