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Introdução
A Genipa americana L., espécie nativa, mas 

não endêmica do Brasil, conhecida popularmente 
como jenipapeiro, é da família Rubiaceae e ocor-
re nas cinco regiões do país, geralmente nas for-
mações florestais mais úmidas (Gomes, 2025). É 
uma planta frutífera de grande importância econô-
mica para comunidades rurais e tradicionais. Além 
disso, apresenta interesse econômico devido à 
aplicação da genipina, um iridoide, na indústria ali-
mentícia e famaceutica, além do potencial medicinal  
(Ahmed et al., 2024). A espécie foi selecionada en-
tre as dez de altíssima prioridade pelo programa 
Plantas do Futuro do CNPq/Banco Mundial/Global 
Environment Facility/Ministério do Meio Ambiente 
(MMA)/Probio, coordenado pelo MMA, com maior 
potencial de uso imediato entre as frutíferas nativas 
(Coradin et al., 2018). 

O sistema de reprodução é apomítico e alogâmi-
co, sendo que, nas flores femininas, os estames não 
são funcionais (estaminódios). Da mesma forma, 
nas flores masculinas, os ovários não são funcionais 
(Figura 1) (Ruzza et al., 2023). Apesar da ocorrência 
de apomixia, a produção de grãos de pólen viáveis e 
a alogamia presentes na espécie, permitem a efeti-
vação de cruzamentos dirigidos. Portanto, o desen-
volvimento de protocolo de conservação de grãos 
de pólen é necessário ao melhoramento genético do 
jenipapeiro.

Fo
to

s:
 G

ilm
ar

a 
Fr

ei
re

254

Diversas técnicas de conservação de material 
genético vegetal têm utilizado faixas de tempe-
ratura baixas até ultrabaixas (abaixo de -40 °C). 
A criopreservação consiste na conservação do ma-
terial vegetal em temperaturas ultrabaixas, obtidas 
pelo nitrogênio líquido (-196 °C) ou de sua fase de  
vapor (-150 °C). A técnica se torna um procedimen-
to viável para conservação de material biológico por 

Figura 1. Flores de Genipa americana L.: A - flores mas-
culinas; B - botão floral masculino; C - flor e botões florais 
femininos em diferentes estádios.
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longos períodos, exigindo poucos espaço e manu-
tenção (Benson, 2008). 

A conservação do grão de pólen é uma das fer-
ramentas importantes na gestão dos recursos ge-
néticos vegetais. O sucesso do armazenamento de 
grão de pólen depende de muitos fatores e requer 
métodos que assegurem alta integridade genética, 
vigor e capacidade de germinação (Wang, 1975). 
O grão de pólen conservado pode ser usado para 
apoiar a reprodução em espécies com agentes po-
linizadores ineficientes, ineficazes ou inexistentes 
(Tighe, 2004). Os testes de viabilidade replicáveis 
são cruciais para o desenvolvimento contínuo de 
protocolos de polinização artificial e armazenamen-
to de grão de pólen (Conner, 2011).

O objetivo desta publicação é descrever a me-
todologia de criopreservação de grãos de pólen de 
acessos de jenipapeiro, desenvolvida pelo Labora-
tório de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa 
Tabuleiros Costeiros, em Aracaju, SE. O protocolo 
poderá ser aplicado por usuários de tecnologia, téc-
nicos, pesquisadores, professores e estudantes.

Obtenção de flores em 
campo, transporte, extração 
e acondicionamento de grãos 
de pólen em laboratório

a) Flores masculinas funcionais, com o andro-
ceu bem desenvolvido, devem ser pré-selecionadas 
em plantas doadoras, marcadas com barbante co-
lorido e monitoradas até a pré-antese (Figura 2A).

b) Flores masculinas funcionais devem ser cole-
tadas na fase de pré-antese, ou seja, 24 h antes da 
abertura, entre 9 h e 10 h, evitando período de alta 
temperatura ambiente.

c) Após o corte dos ramos contendo as flores, 
com auxílio de podão, os mesmos são acondiciona-
dos em sacos de papel pardo ou de plástico fecha-
dos, identificados e mantidos em caixas de poliesti-
reno expandido, e transportadas até o laboratório ou 
área de processamento.

d) No laboratório, inicialmente, as flores mascu-
linas são retiradas dos ramos com auxílio de tesou-
ra e, em câmara de fluxo laminar, com auxílio de 

Figura 2. Etapas da coleta de flores masculinas funcionais no campo e 
extração, desidratação e acondicionamento em laboratório. A - seleção 
de flores masculinas na fase pré-antese; B - retirada de grãos de pólen 
das anteras em câmara de fluxo laminar; C - desidratação em sílica gel;  
D - acondicionamento em criotubos. 
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b) Os testes de viabilidade dos grãos de pólen 
devem ser realizados como controle antes e após 
desidratação em sílica gel.

c) Para o armazenamento a -196 °C, os grãos 
de pólen acondicionados em criotubos capacidade 
de 3 mL a 5 mL de polipropileno estéreis são inseri-
dos em garrafa térmica contendo nitrogênio líquido 
e rapidamente imersos em tambor de armazena-
mento nitrogênio líquido em recipiente de transporte 
(Figura 3A).

d) Em seguida, os canistres contendo os criotu-
bos com grãos de pólen são rapidamente retirados 
do recipiente de transporte e inseridos em canecas 
do tambor de nitrogênio liquido (Figura 3B).

e) Os tambores de nitrogênio líquido devem ser 
mantidos em ambiente com temperatura de 25 °C 
± 2 °C, com nível adequado de nitrogênio líquido 
conforme capacidade dos mesmos.

f) Nas demais condições de armazenamento, os 
recipientes com grãos de pólen podem ser acomo-
dados em caixas de prolipropileno resistente a bai-
xas temperaturas (-20 °C e -80 °C), Figuras 3 C e D.

pinças de ponta fina e bisturi, ocorre a extração dos 
grãos de pólen das anteras abertas coletando-os 
em papel alumínio (Figura 2B).

e) Os grãos de pólen são desidratados por 24 h 
em dessecador com sílica gel sobre papel alumínio 
(Figura 2C), para reduzir a umidade e a formação 
de cristais de gelo no processo de crioconservação.

f) Os grãos de pólen devem ser acondicionados 
em recipientes estéreis como tubos tipo Eppendorf, 
criotubos ou frascos de vidro (Figura 2D).

Conservação de grãos de pólen a 
baixas e ultrabaixas temperaturas

a) Após a desidratação em sílica gel, os grãos 
de pólen estão aptos para conservação em quatro 
condições de temperatura, a depender do objetivo e 
tempo necessário para a sua conservação: refrige-
rador (4 °C); freezer (-20 °C); ultrafreezer (-80 °C); e 
nitrogênio líquido (-196 °C).

Figura 3. Conservação de grãos de pólen de jenipapeiro: A - criopreser-
vação em nitrogênio líquido (-196 ºC); B - conservação em refrigerador  
(4 ºC); C - conservação em ultrafreezer (-80 °C) e D - conservação em 
freezer (-20 °C).
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armazenamento e colocados em recipientes em ba-
nho-maria a 38 °C ± 2 °C por 2 a 3 min (Figura 5A).

b) Os grãos de pólen descongelados são trans-
feridos para placas de Petri estéreis descartáveis ou 
não, 60 x 15 mm contendo 2 mL a 4 mL de meio de 
Lora (Tabela 1) líquido estéril. As culturas são man-
tidas em BOD por 24 h, à temperatura de 30 °C ±  
2 °C na presença de luz (Figura 5C).

c) Após 24 h de incubação, as placas são ob-
servadas na lupa em quatro campos de contagem 
(Figura 5D).

d) Deve ser considerado pólen germinado, 
aquele em que na visualização apresentar emissão 
de tubo polínico com comprimento superior ao diâ-
metro do próprio pólen (Wang et al., 2004).

e) Para estimar a porcentagem de viabilidade 
polínica, VP (%), aplicar a seguinte fórmula:

VP (%) = (Nº de grãos de pólen germinados/ 
Nº de grãos de pólen total) x 100

Preparo do meio de cultura para 
os testes de viabilidade por 
germinação do tubo polínico

O meio de Lora (2006) é o mais eficiente para 
estudos de viabilidade polínica de grãos de pólen de 
jenipapeiro (Tabela 1).

O meio de Lora deve ser preparado com pH 
ajustado para 5,8 ± 1,0 e autoclavado por 20 min 
a 121 °C ± 1 °C e pode ser mantido à temperatura 
ambiente ou em geladeira até sua distribuição em 
placas de Petri estéreis.

Teste de viabilidade 
polínica por germinação in 
vitro do tubo polínico

A análise de viabilidade do pólen é importante 
no processo de conservação, pois quanto maior a 
viabilidade inicial, maiores as chances de obtenção 
de plantas provenientes do cruzamento com pólen 
conservado (Amaral et al., 2012).  Os testes de via-
bilidade dos grãos de pólen devem ser realizados 
como controle antes e após desidratação em sílica 
gel, e após o processo de reaquecimento.

Testes de viabilidade polínica por corantes são 
rápidos (Figura 4A), mas superestimam as por-
centagens de viabilidade polínica, sendo os testes 
por germinação in vitro do tubo polínico (Figura 
4B) e/ou polinização in vivo (no campo) os mais 
recomendados.

A seguir, serão apresentados os passos para a 
aplicação do teste por germinação in vitro do tubo 
polínico:

a) Após a conservação, os criotubos, contendo 
os grãos de pólen, são retirados da condição de 

Figura 4. Testes de viabilidade polínica em grãos de pólen 
de jenipapeiro. A- por corante; B- por germinação do tubo 
polínico.
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Tabela 1. Componentes do meio de cultura Lora (2006) 
para germinação in vitro de grãos de pólen de jenipapeiro. 

Macro e micronutrientes mg L-1

Nitrato de cálcio tetrahidratado -  
Ca(NO3)2.4H2O

250

Nitrato de potássio - KNO3 100

Sulfato de magnésio heptahidratado - 
MgSO4.7H2O

200

Ácido bórico - H3BO3 100

g L-1

Sacarose 40

Fonte: Lora et al. (2006).
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Figura 5. Descongelamento de grãos de pólen. A - banho maria a 38 °C ± 2 °C por  
2-3 minutos; B - grãos de pólen descongelados; C - incubação em BOD por 24 h; D - conta-
gem de grãos de pólen viáveis em lupa.

Considerações finais
A conservação de grãos de pólen de jenipapeiro 

em diferentes condições de armazenamento é efi-
ciente, todos alcançaram aos 180 dias viabilidades 
acima de 80% e a técnica pode ser aplicada para 
programas de melhoramento genético e conserva-
ção da espécie, considerando a possibilidade de 
realização de cruzamentos específicos a qualquer 
tempo, sem dependência de coletas frequentes de 
grãos de pólen no campo. 

Além disso, pode contribuir para a formação de 
bancos de pólen, intercâmbio de germoplasma den-
tre outras aplicações da biotecnologia. 

A espécie apresenta uma ampla faixa de conser-
vação de -196 °C, -80 °C, -20 °C a 4°C que deve ser 
selecionada em função do uso imediato ou futuro.
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