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Introdução

A cadeia produtiva da videira possui 
inserção destacada no cenário mundial 
da fruticultura e a planta está entre as 
mais importantes fruteiras de clima 
temperado cultivadas e consumidas no 
mundo. Em 2017, a área de cultivo foi 
de 7,53 milhões de hectares produzin-
do 73,3 milhões de toneladas de uvas 
(OIV, 2018). Em todo o mundo, existem 
mais de 70 espécies dentro do gêne-
ro Vitis, com muitos dos cultivares co-
mercialmente importantes atribuídas a 
Vitis vinifera (LI et al., 2017). No entan-
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Resumo – A conservação de recursos genéticos vegetais é fundamental para o desenvolvimento da agricultura. O desenvolvimento 
de protocolos eficientes de criopreservação tornou-se uma ferramenta eficaz para conservar espécies vegetais propagadas 
vegetativamente. Tradicionalmente, os recursos genéticos de videiras têm sido mantidos principalmente em coleções no 
campo. Como coleções no campo, os acessos de Vitis são vulneráveis a estresses abióticos e ameaças bióticas, como patógenos 
e pragas. Assim, quando métodos robustos de criopreservação estão disponíveis, há uma oportunidade para preservar coleções 
por longos períodos de tempo, com segurança e com baixo custo de manutenção. Vários métodos têm sido descritos para Vitis 
e, até agora, a vitrificação em gotas tem sido o mais efetivo para várias espécies de videira e parece ser um método promissor 
para superar as respostas específicas de genótipos/espécies para um determinado protocolo que tem sido o gargalo para o uso 
generalizado da criopreservação de Vitis. Esse artigo de revisão apresenta informações atualizadas e relevantes sobre o uso da 
criopreservação como ferramenta complementar para a conservação de recursos genéticos de videira.

Termos para indexação: Vitis; banco de germoplasma; cultura in vitro; armazenamento a longo prazo.

Cryopreservation: a tool for conservation of grapevine genetic resources

Abstract – Plant genetic resources conservation is essential for the development of agriculture. The development of efficient 
cryopreservation protocols has become an effective tool to conserve vegetatively propagated plant species. Traditionally, 
genetic resources have been maintained primarily in field collections. As field collections, Vitis accessions are vulnerable to 
abiotic stresses and biotic threats, such as pathogens and pests. Thus, the availability of robust cryopreservation methods is an 
opportunity to preserve collections for long periods, safely and with low maintenance costs. Several cryopreservation methods 
have been described for grapevines and, so far, droplet-vitrification has been the most effective for multiple Vitis species. This 
method seems to be promising to overcome species- and genotype-specific responses to a determined protocol, factors that 
have been bottlenecks for the widespread use of Vitis cryopreservation. This review article presents updated and relevant 
information on the use of cryopreservation as a complementary tool for the conservation of Vitis genetic resources.

Index terms: Vitis; germplasm bank; in vitro culture; long-term storage.

to, outras espécies de Vitis, tais como 
V. labrusca, V. berlandieri, V. riparia, 
V. rupestris, e Muscadinia rotundifolia 
(gênero Muscadinia) são importantes 
para programas de melhoramento ge-
nético focados no desenvolvimento de 
novos cultivares e porta-enxertos tole-
rantes/resistentes a pragas e doenças 
e adaptados a diversas condições am-
bientais (CARIMI et al., 2016; SMITH et 
al., 2016). Para tanto, a manutenção e 
o fácil acesso aos recursos genéticos de 
videira são essenciais para futuros avan-
ços de programas de melhoramento (BI 
et al., 2018a; BETTONI, 2018).

Bancos de germoplasma (BAGs) 
de videira no Brasil

Atualmente, o Brasil mantém a 
maior coleção de germoplasma de Vi-
tis na América do Sul, com aproxima-
damente 1400 acessos, que incluem 
cultivares, híbridos interespecíficos e 
espécies silvestres. O BAG de videira é 
mantido no estado do Rio Grande do 
Sul, em Bento Gonçalves, na Empre-
sa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 
(Embrapa) Uva e Vinho. A coleção inclui 
655 acessos de V. vinifera, 64 acessos de 
V. labrusca e híbridos e 561 acessos de 
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híbridos interespecíficos (MAIA et al., 
2015). Na Região Nordeste do país, a 
Embrapa Semiárido mantém aproxima-
damente 267 acessos de videira conser-
vados, composto por 168 cultivares de 
V. vinifera, 8 cultivares de V. labrusca, 
73 híbridos interespecíficos, 8 espécies 
silvestres americanas, além de 10 aces-
sos sem informação sobre origem (NU-
NES et al., 2015). Outras coleções com 
menor número de acessos são mantidas 
por empresas de pesquisa nacional nos 
estados de Santa Catarina (Empresa de 
Pesquisa Agropecuária e Extensão Rural 
de Santa Catarina [Epagri]), Minas Ge-
rais (Empresa de Pesquisa Agropecuária 
de Minas Gerais [Epamig]), São Paulo 
(Instituto Agronômico de Campinas 
[IAC]) e Paraná (Instituto Agronômico 
do Paraná [Iapar]) (MAIA et al., 2015).

Estratégias complementares 
para a conservação de recursos 
genéticos

Para a conservação de recursos ge-
néticos vegetais existem dois métodos 
complementares de conservação, no-
meadas como conservação in situ e ex 
situ (DULLOO et al., 2010; BENELLI et al., 
2013; BETTONI, 2018). A conservação in 
situ consiste na manutenção do recurso 
vegetal no ambiente natural de origem, 
preservando a organização do ecossis-
tema. Por outro lado, a conservação ex 
situ é a manutenção do recurso genéti-
co fora do ambiente natural e geralmen-
te é utilizada para proteger coleções de 
plantas de uma potencial ameaça de 
perda para futura utilização (BOROKINI, 
2013).

Nas últimas décadas, esforços con-
sideráveis foram realizados em todo o 
mundo para implementação de BAGs 
com o objetivo principal de conservar 
recursos genéticos fundamentais para a 
segurança alimentar e tentar minimizar 
os efeitos da antropização e da erosão 
genética. Tradicionalmente, coleções 
de plantas mantidas a campo, em casa 
de vegetação e em cultura de tecidos 
in vitro têm sido utilizadas para preser-
var germoplasma de videira (MAIA et 

al., 2015). A manutenção de plantas no 
campo é dispendiosa, requer extensiva 
área plantada, além da vulnerabilidade 
a estresses bióticos e abióticos (PATHI-
RANA et al., 2016). A manutenção de 
bancos in vitro requer frequentes ma-
nuseios de culturas, o que resulta em 
uma elevação de custos, risco de per-
da do acesso vegetal e principalmente 
apresenta potencial para gerar varia-
ção somaclonal (MATHEW et al., 2018; 
WANG et al., 2014). Neste sentido, ou-
tras estratégias de conservação ex situ 
para os recursos genéticos de plantas 
devem ser consideradas que, além da 
manutenção do material vegetal por 
longos períodos de tempo, preservem a 
estabilidade genética durante o armaze-
namento.

Criopreservação de videira

A criopreservação de plantas, que 
consiste no armazenamento de mate-
rial biológico a temperaturas ultrabai-
xas em nitrogênio líquido (NL, -196°C) 
ou vapor de nitrogênio líquido (VNL, 
-160ºC para -196ºC), é um método 
complementar para os tradicionais mé-
todos de conservação de germoplasma 
a campo e in vitro, permitindo que re-
cursos vegetais sejam preservados de 
forma segura, em um espaço reduzido 
e com mínima manutenção (BETTONI, 
2018; ENGELMANN, 2011; BENSON, 
2008). Nas últimas décadas, estudos de 
criopreservação têm evoluído em vários 
gêneros de plantas e, atualmente, tem 
sido considerado um método preferi-
do para conservação a longo prazo de 
material vegetal, principalmente pela 
manutenção da integridade genética 
de materiais criopreservados (BI et al., 
2017; REED, 2017).

Metodologias práticas e confiáveis 
de criopreservação que resultem em al-
tos níveis de regeneração (≥40%) após 
a exposição ao NL, associadas ao fácil 
acesso e transferência dessas tecnolo-
gias entre laboratórios, é a chave para 
o uso generalizado da criopreservação e 
o desenvolvimento de coleções de plan-
tas criopreservadas (VOLK et al., 2016).

Como fonte de material biológico 
para a criopreservação pode ser utiliza-
do qualquer tecido totipotente (REED, 
2017); porém, em procedimentos clo-
nais de criopreservação, a integridade 
clonal é necessária. Dessa forma, teci-
dos organizados como meristemas ou 
gemas dormentes são preferíveis, prin-
cipalmente, quando o objetivo é manter 
as características da planta matriz (BI et 
al., 2017; WANG et al., 2014).

Atualmente, a criopreservação de 
rotina está disponível para várias espé-
cies de plantas, e BAGs de plantas crio-
preservadas têm sido implementados 
em todo o mundo. Até o momento, exis-
tem vários relatos na literatura sobre 
protocolos de criopreservação em Vitis 
(BI et al., 2017). Os primeiros trabalhos 
da aplicação da criopreservação em ex-
plantes de videira foram na década de 
1990, com a técnica de encapsulação-
desidratação e, nos anos seguintes, 
outros trabalhos foram realizados com 
a mesma técnica (PLESSIS et al., 1991, 
1993; WANG et al., 2000; WANG et al., 
2003a; BAYATI et al., 2011; MARKOVIĆ 
et al., 2013). Outros protocolos ou 
técnicas também foram investigados: 
vitrificação (MATSUMOTO & SAKAI, 
2003; WANG et al., 2003a; GANINO et 
al., 2012), encapsulamento-vitrificação 
(BENELLI et al., 2003; GRIBAUDO et al., 
2012) e, mais recentemente, vitrifica-
ção em gotas (MARKOVIĆ et al., 2013; 
PATHIRANA et al., 2016; BI et al., 2018a; 
VOLK et al., 2018; BETTONI et al., 2018a; 
BETTONI et al., 2019a, 2019b) e V crio-
placa (BETTONI et al., 2019b). Informa-
ções detalhadas sobre protocolos de 
criopreservação aplicados para videira 
podem ser encontradas em artigos de 
revisão publicados recentemente por 
Marković et al. (2018), Bi et al. (2017) e 
Bettoni et al. (2016).

Apesar dos vários protocolos de 
criopreservação de videira disponíveis, 
criobancos de Vitis spp. ainda não têm 
sido implementados. Algumas publica-
ções demonstram baixos níveis de rege-
neração após a exposição em NL (GANI-
NO et al., 2012; BENELLI et al., 2003) e, 
em grande parte destas, os pesquisado-
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res se concentraram no desenvolvimen-
to de procedimentos usando um núme-
ro limitado de espécies (BI et al., 2017; 
BETTONI et al., 2016). Associado a tudo 
isso, está o principal fator que ainda li-
mita a implementação de criobancos de 
videira: a especificidade de genótipos 
para um determinado protocolo (BI et 
al., 2017; PATHIRANA et al., 2016; BE-
NELLI et al., 2013; BENSON, 2008). As-
sim, pesquisas futuras devem focar no 
desenvolvimento de protocolos que 
sejam aplicáveis para várias espécies, 
visando facilitar a criação de criobancos 
de videira.

Ao longo dos anos, muitas técnicas 
de criopreservação foram publicadas, 
como relatado anteriormente; entre 
elas, até agora, a técnica de vitrificação 
em gotas mostrou-se a mais eficiente e 
é considerada promissora para superar 
as respostas específicas de espécies e 
genótipos a um determinado protoco-
lo (VOLK et al., 2018; BI et al., 2018a). 
Recentemente, melhorias nos protoco-
los de vitrificação em gotas para a crio-
preservação de Vitis foram publicadas, 
e estas estão associadas à melhoria da 
qualidade do explante (MARKOVIĆ et 
al., 2014), das condições de pré-trata-
mento, com a adição de antioxidantes e 
eliciadores de proteínas de defesa (PA-
THIRANA et al., 2016; BI et al., 2018a; 
VOLK et al., 2018; BETTONI et al., 2019a, 
2019b) e do meio de regeneração após 
a criopreservação (VOLK et al., 2018). 
Volk et al. (2018) relataram um método 
de vitrificação em gotas aplicado com 
sucesso para nove espécies de videi-
ra com regeneração média de 35 ± 2% 
após a exposição dos meristemas ao 
NL. O método desenvolvido (usando 
nove espécies de videira) inclui as eta-
pas de pré-tratamento de segmentos 
nodais em meio basal MS (MURASHI-
GE & SKOOG, 1962) contendo 0,2mg L-1 
de 6-Benzilaminopurina, 0,1mM de 
ácido salicílico, 1mM de glutationa re-
duzida e 1mM de ácido ascórbico por 
duas semanas, seguido por pré-cultivo 
de explantes em meio basal MS suple-
mentado com 0,3M de sacarose por três 
dias antes do tratamento em solução de 

osmoproteção (½ MS + 2M de glicerol 
+ 0,4M de sacarose) por 20 minutos e 
meia força de solução vitrificação de 
planta 2 (PVS2) (SAKAI et al., 1990) por 
30 minutos a 22oC, seguido de 90 minu-
tos de exposição ao PVS2 a 0oC e trans-
ferência dos explantes para gotículas de 
solução de PVS2 sobre tiras de papel 
alumínio antes do tratamento em NL, 
descongelamento em solução de lava-
gem (½MS + 1,2M de sacarose) por 20 
minutos a 22oC e cultivo dos explantes 
em meio de regeneração. As principais 
etapas da criopreservação de Vitis spp. 
pela técnica de vitrificação em gotas são 
apresentadas na Figura 1.

Foi comprovado que a criopreserva-
ção poderá ir além da conservação de 
material biológico, já que tecidos in vitro 
inicialmente infectados por vírus, quan-
do criopreservados, regeneram plantas 
sadias (BETTONI et al., 2019c; BI et al., 
2018b; BETTONI et al., 2018b; BETTONI 
et al., 2016; PATHIRANA et al., 2015). 
Assim surgiu a denominação criotera-
pia, que se refere ao breve tratamento 
de explantes em NL para eliminar pató-
genos de plantas, como vírus, fitoplas-
mas e bactérias (BETTONI & SOUZA, 
2018). Até à data, cinco das principais 
viroses da videira, incluindo Grapevine 
leafroll associated virus-1 (GLRaV-1), 
GLRaV-2, GLRaV-3, Grapevine virus A 

(GVA) e Grapevine fanleaf virus (GFLV) 
têm sido eliminadas de videiras usando 
técnicas de crioterapia (BI et al., 2018b; 
PATHIRANA et al., 2015; MARKOVIĆ et 
al., 2015; BAYATI et al., 2011; WANG et 
al., 2003b).

Fatores-chave que afetam a 
eficiência de procedimentos de 
criopreservação

Nas últimas décadas, pesquisadores 
de todo o mundo buscam estratégias 
para otimizar os métodos de criopreser-
vação. Dentre os fatores que são enten-
didos como determinantes para o suces-
so de um protocolo de criopreservação 
está a qualidade do material que será 
submetido ao procedimento criogênico. 
Assim, o estado fisiológico adequado é 
um pré-requisito de plantas que serão 
doadoras de explantes (MARKOVIĆ et 
al., 2014; ENGELMANN, 2011).

Durante a criopreservação, os ex-
plantes são submetidos a uma série de 
etapas como excisão, lesão osmótica, 
dessecação e tratamento a ultrabaixa 
temperatura. Esses procedimentos im-
põem estresse ao material vegetal, de-
vido à produção de espécies reativas de 
oxigênio que causam danos oxidativos 
e podem tornar o maquinário celular 
inviável (MATHEW et al., 2018). Uma 

Figura 1. Principais etapas no procedimento de vitrificação em gotas para criopreservação 
de explantes de Vitis spp. Barra de escala na etapa de pré-cultivo: 2 mm. Fonte: elaboração 
do autor
Figure 1. Main steps in droplet-vitrification procedure for cryopreservation of Vitis spp. 
explants. Scale bar in the preculture step: 2 mm. Source: prepared by the author
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abordagem recente que vem sendo es-
tudada é adição de antioxidantes (ácido 
salicílico, ácido ascórbico) em meios de 
cultura onde são cultivadas as plantas 
doadoras de explantes (PATHIRANA et 
al., 2016) e em meios de cultura duran-
te as etapas da criopreservação (VOLK 
et al., 2018). O efeito positivo da adição 
de agentes antioxidantes ou compostos 
antiestresse tem sido observado na me-
lhoria do crescimento e desenvolvimen-
to das plantas de videira após a exposi-
ção ao NL (VOLK et al., 2018; BETTONI 
et al., 2019a; PATHIRANA et al., 2016). 
Dessa forma, esses componentes possi-
velmente estarão presentes em pesqui-
sas futuras com criopreservação.

O sucesso de protocolos de criopre-
servação está ligado principalmente ao 
status hídrico que o material biológico 
apresenta antes do tratamento em NL 
(BETTONI et al., 2016). Alguns materiais, 
como sementes ortodoxas, gemas dor-
mentes e pólen, passam por um proces-
so de desidratação natural no ambien-
te, sendo passíveis de criopreservação 
sem nenhum pré-tratamento, porém, 
a maioria dos materiais biológicos que 
são submetidos à criopreservação pos-
suem alto conteúdo de água, o que os 
torna extremamente sensíveis ao con-
gelamento (ENGELMANN, 2011). Neste 
sentido, duas principais estratégias de 
criopreservação para tecidos de plan-
tas são comumente utilizadas: adição 
de soluções vitrificantes, como PVS2 
(SAKAI et al., 1990), que fazem com 
que a água livre presente nos tecidos 
sofra uma transição da fase líquida para 
um estado vítreo, evitando a formação 
de cristais de gelo quando o material 
é exposto ao NL (FAHY et al., 1984); e 
remoção de parte da água das células 
por meio da desidratação de explantes 
encapsulados ao ar em câmara de fluxo 
laminar ou em sílica gel (MARKOVIĆ et 
al., 2013). Ambas as abordagens têm o 
mesmo objetivo de reduzir ou impedir a 
formação de cristais de gelo nos tecidos 
(BETTONI et al., 2016; ENGELMANN, 
2014). Dessa forma, o maior desafio é 
encontrar um equilíbrio na desidrata-

ção, de modo que não ocorram danos 
nos tecidos promovidos por uma retira-
da excessiva da água ou efeitos deleté-
rios causados pela formação de cristais 
de gelo no interior da célula durante o 
congelamento, que causam ruptura do 
sistema de membranas celulares e, as-
sim, colapso e morte de células (MAT-
SUMOTO, 2017) ou toxicidade causada 
pela exposição excessiva à soluções vi-
trificantes (GANINO et al., 2012; SAKAI 
et al., 2000).

Além do status fisiológico das plan-
tas doadoras de explantes, adição de 
antioxidantes e status hídrico do mate-
rial biológico, o funcionamento de pro-
tocolos de criopreservação depende, 
também, da definição de meio adequa-
do de regeneração (BI et al., 2017; BET-
TONI et al., 2016). Torna-se imprescindí-
vel que, anterior à aplicação de técnicas 
de criopreservação, a rota de multipli-
cação do material esteja estabelecida, 
de modo que não ocorram problemas 
de regeneração resultantes da utiliza-
ção de um protocolo de regeneração 
inadequado. O uso de reguladores de 
crescimento em meios de regeneração, 
mesmo quando utilizado em pequenas 
concentrações, tem-se mostrado fun-
damental. A adição de citocininas em 
combinação ou não com auxinas teve 
efeito positivo no desenvolvimento de 
explantes de várias espécies de plan-
tas, dentre elas a videira (MARCOVIĆ 
et al., 2014; WANG et al., 2003a). No 
entanto, quando esses reguladores de 
crescimento são utilizados em concen-
trações inadequadas podem estimular o 
desenvolvimento de calos (WANG et al., 
2000). A capacidade de regeneração das 
culturas por meio de crescimento direto 
de estrutura diferenciada, sem o desen-
volvimento de calo, é fundamental para 
evitar problemas de variação somaclo-
nal, garantindo assim a fidelidade gené-
tica do clone, principalmente quando se 
utilizam estruturas diferenciadas como 
fonte de explante (MATSUMOTO, 2017; 
HARDING, 2004). Sendo assim, é evi-
dente que ensaios de criopreservação 
bem-sucedidos são dependentes de 
protocolos de cultura de tecidos bem 

estabelecidos. Assim, qualquer espécie 
que possui um protocolo de cultura de 
tecidos funcional pode ser passível de 
criopreservação (ENGELMANN, 2011, 
2014).

Considerações finais e 
perspectivas

Condições recentemente otimizadas 
em protocolos de criopreservação de 
videira relacionadas à melhoria no pré-
tratamento e na qualidade de explantes 
e do meio de regeneração após a crio-
preservação, especificamente as rela-
cionadas com a técnica de vitrificação 
em gotas, deverão superar os desafios 
atuais para a implementação de BAGs 
de Vitis spp. criopreservadas. A disponi-
bilidade de métodos de criopreservação 
para Vitis spp. também pode facilitar o 
uso de técnicas de crioterapia para erra-
dicar viroses, os quais serão determina-
dos por trabalhos futuros quanto à efe-
tividade dessas técnicas na erradicação 
de viroses que acometem a cultura da 
videira.

É importante destacar a necessidade 
de órgãos públicos ligados à fruticultu-
ra fomentarem pesquisas aplicadas em 
biotecnologias de criopreservação e 
crioterapia, visando a manutenção de 
bancos de germoplasmas e a produção 
de material propagativo de alta qualida-
de fitossanitária.
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