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RESUMO EXECUTIVO

A minimizacdo dos impactos ambientais é pré-requisito para exploracdo de recursos naturais
ndo renovaveis e pode impactar negécios através do relacionamento de empresas com 6rgaos
governamentais e a sociedade em geral. Acbes de conservacdo ambiental sdo requeridas
sobretudo em ambientes vulneraveis como as areas de campos rupestres ferruginosos onde
predominam as atividades de mineracdo no Quadrilatero Ferrifero/MG. A espécie Cattleya milleri
€ uma orquidea endémica dos Campos Rupestres Ferruginosos do Quadrilatero Ferrifero e
atualmente esta classificada como criticamente ameacada de extingdo sobretudo devido a
restricdo geografica de sua ocorréncia, degradacdo de seu habitat natural e reduzidas
populacdes naturais. O estabelecimento de métodos de propagacao e cultivo que possibilitem a
rapida multiplicacéo desta espécie é etapa crucial para a conservagao ex situ e também para o
enriqguecimento em dareas naturais e a manutencdo da espécie em seu habitat. A
micropropagacao ou a propagacao in vitro consiste na multiplicagéo em larga escala de plantas
através do cultivo de células, tecidos, érgaos ou a planta inteira em meio nutritivo sob condicbes
controladas de temperatura e luminosidade. As etapas da micropropagac¢éo sédo constantemente
ajustadas de acordo com as necessidades das diferentes espécies. Neste estudo foi
estabelecido um protocolo dividido em quatro etapas: (1) coleta e assepsia do material vegetal,
(2) estabelecimento e desenvolvimento in vitro, (3) aclimatizacado e rustificacéo e (4) reintroducéo
e monitoramento das mudas. Sementes de C. milleri foram retiradas de capsulas maduras e
transferidas para seringas. As seringas contendo as sementes foram preenchidas totalmente
com a solucao de hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,3%. Apo6s 12 minutos, em camara de fluxo
laminar, aproximadamente 1 mL da solu¢do contendo as sementes foi adicionada em potes
contendo 22 mL do meio de cultivo previamente esterilizado. O meio utilizado foi composto de
sacarose (15g/L), fertilizante B&G® (3mL/L), carvao ativado (1,5g/L) e agar nutriente (5g/L). A
germinacdo foi observada em quase todas as sementes inoculadas, tendo inicio aos 25 dias. O
processo de propagacao in vitro de C. milleri teve duracao de 18 meses, com dois episédios de
repicagem durante esse periodo. As plantas responderam positivamente as condic¢des in vitro,
apresentando crescimento satisfatorio da parte aérea e de raizes. Na etapa de aclimatizacao,
as plantas enraizadas tiveram suas raizes lavadas e foram transplantadas para embalagens
plasticas contendo musgo chileno e fragmentos de isopor. Apds 450 dias de cultivo em estufa
coberta com sombrite 80 (80% de interceptacado) foi observada uma reduzida mortalidade de
mudas. Posteriormente, plantas aclimatadas foram transplantadas para recipientes contendo
substrato natural (contendo canga granular) e cultivadas em estufa com sombrite 80 e
posteriormente em sombrite 50, onde permaneceram por 1.095 dias. Ao final da etapa de
rustificacdo foram obtidas aproximadamente 3.000 mudas de C. milleri aptas para o plantio em
ambiente natural. A reintroducdo destas mudas ocorreu através do plantio das mudas na Serra
da Calcada (MG). O monitoramento das plantas ocorre mensalmente com a quantificacdo das
mudas sobreviventes. Ap6s 2 anos de acompanhamento observou-se baixa taxa de mortalidade
(-30%) e crescimento satisfatorio das plantas. O processo de monitoramento continuard sendo
realizado com o objetivo de avaliar os processos de florag&o e frutificacdo e recrutamento de
novas plantas. Os resultados obtidos evidenciam que a técnica de propagacéo in vitro é uma
alternativa viavel para a producgdo em larga escala de mudas de qualidade da espécie C. milleri.
Uma vez que esta é uma espécie criticamente ameacada de extingdo, a reintroducdo de plantas
em ambiente natural contribui para o enriguecimento das populacdes existentes e,
consequentemente, a conservacao da espécie em seu ambiente natural. Uma proxima etapa
importante serd avaliar a diversidade genética da espécie para determinacdo das matrizes
prioritarias para propagacao.



RESUMO

A espécie Cattleya milleri € uma orquidea endémica dos Campos Rupestres Ferruginosos do
Quadrilatero Ferrifero em Minas Gerais. Esta espécie é atualmente classificada como
criticamente ameacada de extingdo sobretudo devido a restricdo geogréafica de sua ocorréncia,
degradacdo de seu habitat natural e reduzidas populagbes naturais. O estabelecimento de
métodos de propagacéo e cultivo que possibilitem a rapida multiplicacdo desta espécie € etapa
crucial para a conservacdo ex situ e também para o enriquecimento em areas naturais e a
manutencdo da espécie em seu habitat. A micropropagac¢do ou a propagacao in vitro consiste
na multiplicacdo em larga escala de plantas através do cultivo de células, tecidos, 6rgdos ou a
planta inteira em meio nutritivo sob condigbes controladas de temperatura e luminosidade. As
etapas da micropropagacao sao constantemente ajustadas de acordo com as necessidades das
diferentes espécies. Diante disso, 0 objetivo do relatério foi descrever as etapas desenvolvidas
para estabelecer o protocolo de micropropagacao de C. milleri. O protocolo estabelecido foi
dividido em quatro etapas: (1) coleta e assepsia do material vegetal, (2) estabelecimento e
desenvolvimento in vitro, (3) aclimatizacéo e rustificacdo e (4) reintroducdo e monitoramento das
mudas. Sementes de C. milleri foram retiradas de capsulas maduras e transferidas para
seringas. As seringas contendo as sementes foram preenchidas totalmente com a solugéo de
hipoclorito de sbédio (NaClO) a 0,3%. Ap6és 12 minutos, em camara de fluxo laminar,
aproximadamente 1 mL da solucéo contendo as sementes foi adicionada em potes contendo 22
mL do meio de cultivo previamente esterilizado. O meio utilizado foi composto de sacarose
(15g/L), fertilizante B&G® (3mL/L), carvdo ativado (1,5¢g/L) e agar nutriente (5g/L). A germinacao
foi observada em quase todas as sementes inoculadas, tendo inicio aos 25 dias. O processo de
propagacao in vitro de C. milleri teve duragdo de 18 meses, com dois episddios de repicagem
durante esse periodo. As plantas responderam positivamente as condi¢cdes in vitro,
apresentando crescimento satisfatorio da parte aérea e de raizes. Na etapa de aclimatizacao,
as plantas enraizadas tiveram suas raizes lavadas e foram transplantadas para embalagens
plasticas contendo musgo chileno e fragmentos de isopor. Apds 450 dias de cultivo em estufa
coberta com sombrite 80 (80% de interceptacdo) foi observada uma reduzida mortalidade de
mudas. Posteriormente, plantas aclimatadas foram transplantadas para recipientes contendo
substrato natural (contendo canga granular) e cultivadas em estufa com sombrite 80 e
posteriormente em sombrite 50, onde permaneceram por 1.095 dias. Ao final da etapa de
rustificacdo foram obtidas aproximadamente 3.000 mudas de C. milleri aptas para o plantio em
ambiente natural. A reintroducdo destas mudas ocorreu através do plantio das mudas na Serra
da Calcada (MG). O monitoramento das plantas ocorre mensalmente com a quantificacdo das
mudas sobreviventes. Ap6s 2 anos de acompanhamento observou-se baixa taxa de mortalidade
(-30%) e crescimento satisfatério das plantas. O processo de monitoramento continuard sendo
realizado com o objetivo de avaliar os processos de floracdo e frutificacdo e recrutamento de
novas plantas. Os resultados obtidos evidenciam que a técnica de propagacéo in vitro € uma
alternativa viavel para a producdo em larga escala de mudas de qualidade da espécie C. milleri.
Uma vez que esta é uma espécie criticamente ameagada de extingdo, a reintroducdo de plantas
em ambiente natural contribui para o enriquecimento das populagbes existentes e,
consequentemente, a conservacao da espécie em seu ambiente natural. Uma préxima etapa
importante serd avaliar a diversidade genética da espécie para determinagdo das matrizes
prioritarias para propagacao.

Palavras-chave: Cultivo in vitro; Orchidaceae; canga; aclimatizagéo; conservagao.



ABSTRACT

Cattleya milleri is an endemic species from the canga ecosystemas of Quadrilatero
Ferrifero/Minas Gerais that is currently classified as critically endangered species (red list)
because of its restricted occurrence and habitat loss and degradation. Here, we describe an in
vitro propagation protocol able to generate a large number of seedlings and acclimate them. We
also started an evaluation of seedling survival in field conditions. The established protocol was
divided into four stages: (1) collection and asepsis of plant material, (2) establishment and
development in vitro propagation, (3) acclimatization and (4) field planting and monitoring. In the
first step, seeds of C. milleri were taken from mature capsules and transferred to syringes filled
of 0.3% sodium hypochlorite (NaClO) solution. After 12 minutes, in a laminar flow chamber,
approximately 1 mL of this solution with seeds was added to pots containing 22 mL of the
previously sterilized culture medium. The medium used was composed of sucrose (15g/L), B&G®
fertilizer (3mL/L), activated charcoal (1.5g/L) and nutrient agar (5g/L). After 25 days since
inoculation, germination was observed in almost all inoculated seeds. Seedling were kept
growing in vitro along 18 months (with two of subculture) and showed pronounced shoot and root
growth. To start the acclimatization, rooted seedlings have their roots washed and transferred to
plastic dishes with Chilean moss and foam fragments. Such plants were cultivated fir 450 days
in greenhouse conditions and showed a high rate of seedling survival. In the next step, plants
were transplanted to pots containing canga topsoil (natural substrate) and transferred to
greenhouse without shade, where they remained to 1,095 days. Approximately 3.000 seedlings
of C. milleri were obtained with health conditions. These plants were them transferred to natural
habitats in Serra da Calgcada (MG) during the beginning of wet season in 2021. They have been
monthly monitored by quantifying seedlings survival. Eight months later, such plants showed a
survival rate close to 90% and satisfactory growth. The monitoring will be continued aiming to
evaluate the species development, including flowering, fruiting and recruitment of new plants.
Overall, here we presented a viable protocol to in vitro propagate C. milleri and regenerate a
large number of wealth plants. Also, our results indicated a potential adaptation of such plants to
the natural environments of Serra da Calgcada/MG. Once C. milleri is an endangered species, a
successful propagation protocol followed by field plant survival will contribute to populations
establishment in natural habitats and species conservation. To improve the conservation of such
species, it will be important to examine the genetic diversity and determine the ‘mother’ plants to
be used as seed donors to propagation, thereby maximizing the genetic pool conserved.

Keywords: In vitro culture; Orchidaceae; canga; acclimatization; conservation.
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1. INTRODUCAO

Acbes antropicas veem proporcionando aumento na degradacdo de ambientes
naturais em todo mundo, acarretando em fortes perdas de biodiversidade e os servigos
prestados por ela (SANTOS et al., 2021; SEYMOUR & HARRIS, 2019; SILVEIRA et al.,
2016). Ambientes com elevado grau de endemismo sdo considerados mais sensiveis as
perturbacdes ambientais, visto que esses eventos podem aumentar o risco de extingao
de diversas espécies. Os campos rupestres ferruginosos (cangas) localizados na regiao
do Quadrilatero Ferrifero (QF) no estado de Minas Gerais (MG) séo caracterizados pela
atividade de extracdo de minérios (SKIRYCZ et al., 2014; JACOBI et al., 2011). Apesar
das condicBes edafocliméaticas serem adversas para grande parte das espécies
vegetais, as areas de cangas apresentam uma grande diversidade botanica com ampla
ocorréncia de espécies raras e endémicas (JACOBI & CARMO, 2012). Dentre as
familias ocorrentes nesses ambientes, a familia Orchidaceae se destaca sendo a
segunda de maior representatividade nesses ecossistemas (CARMO & JACOBI, 2013).

A orquidea Cattleya milleri & endémica do QF, ocorrendo nos campos rupestres
ferruginosos em altitudes que variam de 800 e 1500 metros. Esta espécie é considerada
criticamente ameacada de extin¢cdo devido, principalmente, a degradacéo de seu habitat
natural (CNCFLORA, 2022). Aliado a isso, essa espécie apresenta flores pequenas e
vermelhas que despertam interesse de colecionadores (VAN DEN BERG, 2020). A
biopirataria de espécies como C. milleri normalmente desperta o interesse de infratores
pelo valor econémico que podem alcancar no mercado. Além da beleza cénica destas
espécies, 0 seu grau de raridade também é elemento que pode agregar valor. Estas
condicdes agem como incentivo a retirada ilegal de espécimes de seu ambiente natural
e 0 consequente agravamento do status de conservacéao da espécie. A reducao drastica
no numero de individuos adultos da populacdo de C. milleri e as baixas taxas de
germinacao comprometem sua sobrevivéncia no ambiente. Portanto, € crucial a busca
de métodos de propagacao que proporcionem a producdo de mudas em larga escala,
sua aclimatacéo e reintroducdo em ambiente natural para assegurar sua permanéncia
na natureza.

Nos ultimos anos os conhecimentos da biotecnologia vegetal vém contribuindo
para o aperfeicoamento da producao de mudas, sendo as técnicas de cultivo in vitro de
plantas utilizadas com muito sucesso (CHOKHELI et al., 2020). Dentre essas técnicas,
a micropropagacdo se destaca por proporcionar a propagacao de plantas em larga

escala, usando reduzido espaco fisico de trabalho em um periodo relativamente curto



de tempo, comparado com os demais tipos de propagacdo (CARDOSO et al., 2018). A
técnica permite o cultivo de explantes a partir de células, tecidos, érgaos, sementes ou
a planta inteira. O processo € executado em recipientes contendo meio nutritivo
composto por agua, sais minerais, vitaminas, reguladores de crescimento e uma fonte
de carboidrato, e cultivados em ambiente com condi¢des controladas de temperatura e
luminosidade (NGUYEN et al., 2020).

A técnica de micropropagacao para espécies de orquideas é bem difundida na
literatura, visto que apesar das espécies apresentarem alta producdo de sementes, sdo
praticamente incapazes de germinar na nhatureza sem associacdo com fungos
micorrizicos (THAMMASIRI et al., 2020). Portanto, a utilizacdo do cultivo in vitro pode
promover o aumento da taxa de germinacdo de orquideas devido as condi¢cles
nutricionais favoraveis (PANT et al., 2021). Porém, vale salientar que devido a
peculiaridade de cada espécie, as técnicas de micropropagacao de orquideas requerem
ajustes especificos, sendo necessario a realizacdo de adequacbOes nas etapas da
micropropagacao para a obtencéo do protocolo adequado, aumentando a eficiéncia na
obtencdo de mudas saudaveis que poderao ser reintroduzidas nos ambientes naturais
(LI etal., 2018). Diante disso, este estudo objetivou ao desenvolvimento de um protocolo
e propagacao in vitro de Cattleya milleri. Todas as etapas desenvolvidas estdo descritas

sob a forma de um passo a passo para facilitar sua reproducéo.

2. PROTOCOLO DE MICROPROPAGACAOQ DE Cattleya milleri

As etapas para o estabelecimento do protocolo de micropropagacéo de C. milleri
foram desenvolvidas na Biofabrica do Centro de Tecnologia de Ferrosos localizada na
cidade de Nova Lima/MG e sdo apresentadas na Figura 1. Os detalhes de cada etapa

sdo apresentados nos tépicos abaixo.
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Figura 1. Esquema de protocolo de micropropagacao, cultivo e reintroducéo de Cattleya
milleri. (A) coleta das capsulas maduras em ambiente natural; (B) coleta e transferéncia
das sementes para seringas; (C) processo de assepsia das sementes utilizando
hipoclorito de sddio (NaClO) a 0,3%; (D) inoculacdo das sementes em meio de cultivo;
(E) germinacao, crescimento, desenvolvimento e repicagem de mudas in vitro; (F)
aclimatacdo de mudas em bandejas em estufa coberta com sombrite; (G) rustificacéo
das mudas em tubetes utilizando substrato natural em estufa sem sombrite; (H)

reintroducédo e monitoramento das mudas no ambiente natural. Fonte: autores, 2022.

2.1 Coleta e assepsia do material vegetal

Espécimes de C. milleri foram coletadas em area de ocorréncia natural da espécie
no municipio de Itabitito/MG e cultivadas em casa de vegetagédo no Centro de Produgéo
de Mudas de Espécies Nativas da Vale em Nova Lima. Estas plantas sdo mantidas como
matrizes, sendo cultivadas para obtencéo de sementes e producédo de mudas. Capsulas
maduras (frutos com nervuras escurecidas) contendo as sementes de C. milleri (Figura
2A) sdo coletadas e transferidas para laboratorio. Em condi¢cdes controladas, as
capsulas foram abertas sobre papel toalha para a retirada de sementes (Figura 2B) e,
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posteriormente, 0.21g de sementes foram transferidas para seringas, conforme
mostrado na Figura 1. Para o processo de desinfestacdo das sementes foi utilizado a
solucao de hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,3%, sendo primeiramente as pontas das
seringas imersas na solucdo em um béquer, objetivando evitar contaminacgdes cruzadas,
e, posteriormente, de outro béquer foi succionado a solucdo de NaClO até
preenchimento completo da seringa (10 mL). As sementes e a solugdo foram
homonegazidas e o ar sobressalente da seringa foi retirado. As seringas permaneceram

por 12 minutos em camara de fluxo laminar antes da inoculagéo.

Figura 2. Capsula madura (A) e sementes em papel toalha (B) de Cattleya milleri. Fonte:
autores, 2022.

2.2 Estabelecimento e desenvolvimento in vitro

ApOs 0 processo de assepsia em camara de fluxo laminar, aproximadamente 1
mL da solug&o contendo as sementes de C. milleri foi adicionada em potes contendo 22
mL do meio de cultivo composto por sacarose (15g/L) e fertilizante B&G® (3mL/L). O
meio de cultura utilizado foi suplementado com carvéo ativado (1,5g/L) e agar nutriente
(5g/L), como agente gelificante. Os meios nutritivos tiveram o pH ajustado para 5,8 antes
da esterilizagdo em autoclave a 121°C durante 20 minutos. Apoés a inoculagéo, os potes
foram fechados, vedados com filme plastico e transferidos para sala de germinagéo e
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crescimento sob condi¢des controladas, com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de
em torno de 25°C.

Para o sucesso propagativo de plantas in vitro se faz necessario que o processo
de assepsia seja realizado rigorosamente, porém sem promover danos no material
vegetal a ser inoculado. Neste estudo o hipoclorito de sédio (NaClO) na concentragdo
de 0,3% mostrou-se eficiente para a assepsia das sementes, pois observou-se uma
baixa taxa de contaminagdo (aproximadamente 1%) e uma elevada germinacao,
conforme mostrado na Figura 3A. A germinacao iniciou cerca de 25 dias ap6s inoculacao
e foi observada em quase todas as sementes inoculadas.

O periodo de germinacao de crescimento in vitro de C. milleri teve duracéo de 18
meses. Durante esse periodo foram realizados dois processos de repicagem (mudanca
dos explantes do meio de cultivo), aos 120 e 376 dias. As condi¢des nutricionais in vitro
proporcionaram o0 crescimento satisfatério das plantas (Figura 3B), com o
desenvolvimento de raizes nas mudas nas etapas finais (Figura 3C), condicéo essencial

para que as mudas possam ser aclimatadas.
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Figura 3. Cultivo in vitro de Cattleya milleri: Sementes germinadas (A), plantas aos 9 (B)

e 13 meses (C) de cultivo. Fonte: autores, 2022.

2.3 Aclimatizacéo e rustificacao

Uma das etapas mais sensiveis no processo de micropropagacao € a retirada das
plantas das condicdes assépticas do cultivo in vitro e exposicédo a condicbes ambientais
flutuantes, ou seja, exposicdo externa. Esta etapa de aclimatizacdo deve ser realizada
de forma adequada para minimizar a taxa de mortalidade que pode ser elevada. Neste
estudo, logo apds o desenvolvimento das mudas in vitro, aquelas com sistema radicular
bem desenvolvido foram retiradas do meio de cultivo, tiveram suas raizes lavadas e
foram transplantadas para embalagens plasticas retangulares contendo musgo chileno
e fragmentos de isopor como substrato (Figura 4). As mudas permaneceram em estufa

coberta com sombrite 80 (tela que reduz a intensidade luminica em 80%) por 450 dias.
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Durante este periodo foi observada uma baixa mortalidade, sendo a sobrevivéncia

destas mudas de aproximadamente 80%.

/
7S

.y | gt =,

Figura 4. Aclimatizacéo de plantas de Cattleya milleri em embalagem plastica retangular

contendo musgo chileno e fragmentos de isopor aos 395 dias de transplante. Fonte:
autores, 2022.

Com o0 sucesso da aclimatizacdo, as plantas obtidas foram submetidas ao
processo de rustificacdo em estufa com sombrite 50% por 1.095 dias. Aproximadamente
3.500 plantas foram transferidas das embalagens plasticas para células individuais de
bandejas contendo substrato natural (constituido por canga granular) provenientes de
ambientes de ocorréncia natural da espécie (Figura 5). A irrigacdo foi controlada através
de temporizadores, havendo distribuicdo de dgua de acordo com a estacdo do ano. O
processo de rustificacdo morfofisioldgica é fundamental para aumentar as chances de
sucesso de sobrevivéncia de plantas ao serem transferidas para o ambiente natural. Ao
final da etapa de rustificacdo foram obtidas aproximadamente 3.000 mudas de C. milleri

aptas a reintroducdo.
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Figura 5. Rustificacdo de plantas de Cattleya milleri em estufas de aclimatacéo aos 120
dias de transplante para células de bandeja plastica contendo substrato proveniente do
ambiente natural da espécie. Fonte: autores, 2022.

2.4 Reintroducao e monitoramento

As mudas provenientes da etapa de rustificacdo foram transferidas para areas de
compensacao ambiental, as quais desservem a restauracdo de habitats e ao
restabelecimento da espécie em ambiente natural. O plantio das mudas de C. milleri foi
efetuado em setembro/2021 entre fragmentos de rochas na Serra da Calcada (MG). O
monitoramento das plantas é realizado mensalmente, onde o numero de plantas
sobreviventes é quantificado. Um més apds o plantio em campo (Figura 6A) as plantas
apresentaram elevada sobrevivéncia e aparéncia de boa adaptacdo ao ambiente. Aos
oito meses de plantio (maio de 2022) foi observada uma baixa taxa de mortalidade
(<10%) e as mudas apresentaram crescimento satisfatério (Figura 6B). Vale destacar
gue o plantio desta espécie em campo enfrenta determinados desafios tais como a
adequabilidade de habitat, a competicdo com outras espécies, tais como espécies
ruderais ou nativas de crescimento mais rapido; assim como requer a manutencao de
monitoramento por pessoal qualificado. As plantas de orguideas possuem pequeno
porte, sdo frageis e podem ser facilmente arrancadas ou danificadas durante

manutencao. O treinamento de pessoal para o manejo da espécie em condi¢des naturais
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€ parte essencial para o sucesso do processo de reintroducéo e estabelecimento de C.
milleri. Portanto, a elevada sobrevivéncia observada até 0 momento € também gracas

ao planejamento e a capacitacdo da equipe envolvida em todas as etapas do trabalho.

Figura 6. Plantas de Cattleya milleri entre fragmentos de rocha na Serra da Calcada

(MG) aos (A) 30 dias e aos (B) 8 meses apos plantio. Fonte: autores, 2022.

Os resultados obtidos até 0 momento sugerem que as plantas de C. milleri propagadas
in vitro apresentam elevado potencial de estabelecimento em condi¢cdes naturais,
demarcando o sucesso do processo de propagacao e reintroducdo. O acompanhamento
do desenvolvimento das plantas sera continuado para verificacdo dos processos de
floragédo e frutificacdo, etapa importante para evidenciar a capacidade da espécie se

propagar de forma independente no ambiente natural.
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3. CONSIDERACOES E PESPECTIVAS

Este € o primeiro estudo de propagacao da espécie Cattleya milleri. Nele, a
técnica de propagacéao in vitro mostrou-se uma alternativa viavel para a produgcdo em
larga escala de mudas para esta espécie. Um elevado nimero de mudas foi gerado,
posteriormente estas mudas foram aclimatadas e rustificadas com sucesso, 0 que
possibilitou a reintrodugdo de plantas em ambiente natural. Os resultados obtidos
fornecem os subsidios para programas de conservacdo e ampliacdo da producédo de
mudas e introdugdo em ambiente natural. Por fim, destaca-se a importancia da
continuidade da propagacdo de mudas de C. milleri utilizando as técnicas de cultivo in
vitro, bem como o acompanhamento das plantas transferidas para o ambiente natural.
Os resultados possibilitardo a ampliacdo do conhecimento acerca da espécie e
proporcionara o aumento no numero de individuos em seu habitat. Uma proxima etapa
importante serd avaliar a diversidade genética da espécie para determinacdo das
matrizes prioritarias para propagacao. A propagacdo e reintroducdo de plantas que
representam a diversidade genética da espécie aumentam as chances de adaptacéo e
da espécie prosperar no ambiente, permitindo que a mesma possa evoluir e aumentar

as chances de se adaptar a variacfes nas condi¢cdes ambientais.
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