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RESUMO 

 

JUSTINO, Wénita de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2021. 
Diversidade e estrutura genética de Barbacenia pabstiana L.B.SM. & Ayensu 
(Velloziaceae J. Agardh) nos inselbergs do sudeste brasileiro. Orientador: Jéferson Nunes 
Fregonezi. 
 

Inselbergues são rochas monolíticas, de matriz granítica e/ou gnáissica, formadas a partir de 

escudos continentais cristalinos que detém alta diversidade de espécies. Muitas espécies 

pertencentes a família Velloziaceae que ocorrem formando tapetes nestes afloramentos 

rochosos estão bem adaptadas a condições ambientais adversas impostas por esses 

inselbergues, sendo restritas a essas comunidades rupícolas. Barbacenia pabstiana L.B.Sm. & 

Ayensu é uma espécie formadora de tapetes com distribuição restrita, tolerante à dessecação, 

em inselbergues do estado do Espírito Santo no sudeste do Brasil, com populações 

naturalmente fragmentadas. Neste trabalho utilizamos 12 fragmentos do marcador ISRR, 

utilizados em outras espécies pertencentes as famílias botânicas Velloziaceae, Orchidaceae e 

Bromelliaceae, ocorrentes nestes afloramentos rochosos, para avaliar a diversidade e 

estruturação genética de B. pabstiana. O número de lócus polimórficos variou de 70,86–

82,29%, a heterozigosidade esperada e o índice de Shannon não apresentaram diferenças 

significativas entre as populações, variando de 0,161–0,192 e 0,262–0,311, respectivamente. 

A população de Pedra da Lajinha apresentou os maiores valores de diversidade genética, e a 

análise de estruturação demonstra que esta população abriga diversidade de toda a variação 

genética encontrada na espécie. Assim sugerimos que esta população mereça especial atenção 

em futuras estratégias de conservação. Nossos resultados mostram alta similaridade gênica 

entre as populações distantes geograficamente sugerindo que o isolamento geográfico atual 

ainda não influenciou na estruturação genética das populações analisadas, e que estas 

populações estariam conectadas em períodos recentes. Este trabalho serve como auxílio em 

novos estudos sobre genética de populações em espécies pertencentes a família Velloziaceae, 

quanto a espécies de outras famílias botânicas presentes em afloramentos rochosos de 

inselbergues, a fim de nortear ações de conservação no futuro e promover novas investigações 

sobre processos de isolamento de populações. 

 

Palavras-chave: Inselbergues. Mata Atlântica. Tapetes de monocotiledôneas. Genética de 

populações. ISSR. Diversidade genética 



 

 

ABSTRACT 

 

JUSTINO, Wénita de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, December 2021. 
Diversity and genetic structure of Barbacenia pabstiana L.B.SM. & Ayensu (Velloziaceae 
J. Agardh) in the inselbergs of southeastern Brazil. Adviser: Jéferson Nunes Fregonezi. 
 

Inselbergs are monolithic rocks, of granitic and/or gneissic matrix, formed from continental 

crystalline shields that hold a high diversity of species. Many species belonging to the 

Velloziaceae family that occur forming mats on these rocky outcrops are well adapted to the 

adverse environmental conditions imposed by these inselbergs, being restricted to these 

rupicolous communities. Barbacenia pabstiana L.B.Sm. & Ayensu is a mat-forming species 

with restricted distribution, tolerant to desiccation, in inselbergs of the state of Espírito Santo 

in southeastern Brazil, with naturally fragmented populations. In this work we used 12 

fragments of the ISRR marker, used in other species belonging to botanical families 

Velloziaceae, Orchidaceae and Bromelliaceae, occurring in these rocky outcrops, to evaluate 

the genetic diversity and structure of B. pabstiana. The number of polymorphic loci ranged 

from 70.86-82.29%, the expected heterozygosity and Shannon index showed no significant 

differences among populations, ranging from 0.161-0.192 and 0.262-0.311, respectively. The 

Pedra da Lajinha population showed the highest genetic diversity values, and the structure 

analysis demonstrates that this population harbors diversity of all the genetic variation found 

in the species. Thus we suggest that this population deserves special attention in future 

conservation strategies. Our results show high genetic similarity among geographically distant 

populations, suggesting that the current geographic isolation has not yet influenced the genetic 

structure of the populations analyzed, and that these populations would be connected in recent 

periods. This work will help in new studies on population genetics of species belonging to the 

family Velloziaceae, as well as species of other botanical families present on rocky outcrops 

of inselbergs, in order to guide future conservation actions and to promote new investigations 

on processes of population isolation. 

 

Keywords: Inselbergs. Atlantic Forest. Monocot mats. Population genetics. ISSR. Genetic 

diversity
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O continente sul-americano abriga uma das regiões de maior diversidade do planeta: a 

Floresta Atlântica. Este domínio originalmente cobria uma área de 1.315.460 km² e 

atualmente apresenta aproximadamente 12,4% de sua área original (SOS Mata Atlântica, 

2019; Honnef et al., 2019). É composto por diferentes fitofisionomias com significativa 

diversidade de espécies, e tem prioridade em termos de conservação, dada a grande 

fragmentação a que está submetida, sendo assim incluída na lista de hotspots mundiais de 

biodiversidade (Batalha Filho & Miyaki, 2011; Mittermeier et al., 2011; Neves et al., 2017; 

Esser et al., 2019).  

Segundo a lei federal 11.428/2006 o domínio da Mata Atlântica sensu lato é 

constituído pelas seguintes formações nativas: Floresta Ombrófila Densa, Floresta Ombrófila 

Mista (mata de araucárias), Floresta Ombrófila aberta, Floresta Estacional Semidecidual, 

Floresta Estacional Decidual, manguezais, vegetações de restinga, campos de altitude e brejos 

interioranos (encraves florestais nordestinos) (Tonhasca, 2005; Coutinho, 2006). Dentre os 

componentes de heterogeneidade vegetacional e estrutural do domínio da Floresta Atlântica 

destacam-se os inselbergues (Schaefer, 2012; De Paula et al., 2016). 

Estas formações apresentam maior concentração na região Nordeste do Brasil, mas 

também estão incluídas na região Sudeste, englobando os estados do Rio de Janeiro, Espírito 

Santo, sul da Bahia e partes adjacentes de Minas Gerais. Os inselbergues da região sudeste 

possuem maior riqueza, diversidade e endemismos de plantas no mundo, seguidos de 

Madagascar e Sudoeste da Austrália (Porembski, 2007; Mello-Silva et al., 2011; Vieira et al., 

2015; De Paula et al., 2016).  

Segundo Porembski & Barthlott (2000), os inselbergues ("insel" = ilha e "berg" = 

montanha) são montanhas monolíticas do tipo graníticas ou gnáissicas, formadas a partir de 

escudos continentais cristalinos. Sua altura absoluta é bem variável, e sua área de superfície 

apresenta desde pequenos afloramentos cobrindo metros quadrados até grandes cúpulas 

estendendo-se por quilômetros (Figure 1) (Rodrigues et al., 2019). O grau de isolamento 

geográfico também é variável, podendo ocorrer como montes isolados ao longo de centenas 

de quilômetros ou formando agrupamentos densos com afloramentos ímpares ocorrentes a 

distâncias de apenas alguns quilômetros (Bremer & Sander, 2000; Porembski, 2007; Maia & 

Bezerra, 2019). 
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Figura 1. Montanhas monolíticas abruptamente isoladas a partir da paisagem plana circundante. Inselbergs 
ocorrentes em Pancas, Espírito Santo. Fonte imagem: https://altamontanha.com/as-montanhas-do-sertao/ 

 

Os inselbergues apresentam condições ambientais extremas, como altas temperaturas, 

solo com substrato fino ou ausente e baixa retenção de água. Em termos florísticos, abrigam 

tipicamente vegetação rupícola exibindo muitas espécies endêmicas (Zappi et al., 2003; 

Conceição et al., 2005; Conceição & Pirani, 2007). Já em termos ecológicos, a composição e 

organização florística, varia de acordo com as regiões geográficas (De Paula et al., 2017; 

Gouvêa et al., 2020). 

Dado aos fatores microclimáticos, como altas temperaturas, solo com substrato fino ou 

ausente e baixa retenção de água, os afloramentos rochosos presentes nos inselbergs 

apresentam adaptações específicas da vegetação, como por exemplo: folhas organizadas em 

roseta (Bromeliaceae), bulbos (Orchidaceae), cladódios (Cactaceae), e raízes adventícias 

(Velloziaceae) para retenção de água (Figura 2). E, pré-adaptações, como a homeohidria 

(plantas revivescentes, ou também chamadas de plantas ressurreição), que no início da estação 

chuvosa, reidratam suas folhas dessecadas (Cyperaceae, Velloziaceae e Musgos) (Conceição 

& Pirani, 2007; Porembski, 2007; Alcantara et al., 2018) (Figura 3). Outra estratégia 

observada é a formação de aglomerados de manchas circulares, denominados tapetes de 

monocotiledôneas, onde a propagação vegetativa que forma os tapetes sobre a superfície da 

rocha, é através da agregação de matéria orgânica, o que facilita a chegada de novas espécies 

nos estágios iniciais da sucessão ecológica (Porembski et al., 1998; Scarano, 2002; Medina et 

al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Caifa & Silva, 2007; de Paula et al., 2017) (Figura 2). 
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Figura 2. Adaptações da vegetação ocorrentes em inselbergs. Seta azul: folhas organizadas em roseta 
(Bromeliaceae); seta amarela: cladódios (Cactaceae); seta vermelha: tapete de monocotiledônea (Velloziaceae). 
Águia Branca, ES. Fonte imgem: W.S. Justino. 
 
 

 
Figura 3. Homeohidria, pré-adaptação de algumas famílias botânicas ocorrentes em inselbergs. Em a) estação 
seca, onde indivíduos da espécie Vellozia plicata (Velloziaceae) apresentam suas folhas dessecadas; em b) 
estação chuvosa, folhas re-hidratadas. Águia Branca, ES. Fonte imagem: W.S. Justino. 
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A família Velloziaceae J.Agardh, endêmica de afloramentos rochosos, pertence à 

ordem Pandanales possui aproximadamente 260 espécies, das quais são registradas uma 

espécie na China, uma espécie no Iêmen e uma espécie na Arábia Saudita, cerca de 34 

espécies na África e Madagascar, e o restante na América do Sul (cerca de 221 espécies), com 

apenas uma espécie no Panamá (América Central) (Mello-Silva, 2004, 2015; Mello-Silva et 

al., 2011; Alcantara et al., 2018; Flora do Brasil, 2020). Apesar da delimitação conflitante, a 

família conta com duas subfamílias (Vellozioideae e Barbacenioideae) e cinco gêneros 

(Barbacenia Vand., Barbaceniopsis L.B.Sm., Vellozia Vand., Xerophyta Juss. e 

Acanthochlamys P.C.Kao) de acordo com a classificação de Melo-Silva et al. (2011). 

São ervas heliófilas, arborescentes e robustas, perenes, com caule envolvido por 

bainhas foliares secas, lenhoso, fibroso, simples ou dicotomicamente ramificado. Apresentam 

folhas completas alternas trísticas ou espirotrísticas, geralmente agrupadas no ápice dos 

ramos. Exibem flores solitárias vistosas, bissexuadas, actinonomorfas ou ligeiramente 

zigomorfas; cálice e corola trímeros unidos entre si, com seis a numerosos estames, e anteras 

rimosas basifixas ou mesofixas; gineceu gamocarpelar, ovário ínfero com lóculos 

pluriovulados; fruto do tipo cápsula (Smith, 1962; Smith & Ayensu, 1976; Mello-Silva 2005; 

MOBOT, 2020) (Figure 4). 

Através de análises filogenéticas e fitogeográficas as velosiáceas têm sua origem 

estimada nos afloramentos rochosos desde o colapso da Gondwana com a idade do grupo 

coroa datado em no mínimo 75 milhões de anos (Mello-Silva et al., 2011; Alcantara et al. 

2018). Espécies encontradas nas Guianas são historicamente ligadas aos inselbergs africanos 

e a Madagascar. A família tem seu centro de diversidade em locais azonais no sudeste do 

Brasil, diminuindo o número de espécies em relação a outras regiões subjacentes. Um 

segundo centro de diversidade é o leste da África (Porembski et al., 1998; Mello-Silva 1995, 

2005, 2009; Mello-Silva et al., 2011). 

No Brasil são encontrados dois gêneros, Vellozia e Barbacenia, com cerca 120 e 101 

espécies, respectivamente, com destaque para 48 espécies apontadas como raras (Mello-Silva, 

2009; Mello-Silva, 201). O gênero Barbacenia Vand. apresenta distribuição nos domínios da 

Mata Atlântica e do Cerrado (campos rupestres), compreendendo os substratos de granito e 

gnaisse distribuídos na Serra do Mar e da Mantiqueira, e nos substratos de arenito e ferro da 

Serra do Espinhaço (Vasconcelos, 2001; Cabral et al., 2021). Apresenta flores com seis 

estames, com corona e estigmas lineares ou elípticos em tons claros, como branco, amarelo e 

lilás, e em tons mais fortes como rosa, violeta e vermelho (Mello-Silva, 2004; Mello-Silva, 

2009; Sajo et al., 2010). O gênero compreende plantas heliófitas; associadas a extensas 
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estações secas e substratos específicos (Smith & Ayensu 1976; Behnke et al., 2013; 

Porembski, 2007; Mello-Silva et al., 2011). 

 

 
Figura 4. Diversidade florística da família Velloziaceae. Em a) Vellozia gigantea, por G.H. Shimizu; b) Vellozia 

plicata, por L.A.F De Paula; c) Barbacenia irwiniana, por M.A.T. Silva; d) Barbacenia flava, por R. Lamar; e) 

Barbacenia gentianoides, por V.A.O. Dittrich; f) Vellozia variegata, por W.S. Justino. 

 

Segundo Cabral et al., (2021) a diversificação do gênero Barbacenia ocorreu do 

Mioceno Médio ao Pleistoceno. Essa datação coincide com a possível exposição da superfície 

de muitos inselbergues e com a expansão de ambientes secos durante um resfriamento global 

do Mioceno (Varajão e Alkmim, 2015; Vieira & Gramani, 2015; Herbert et al., 2016). Estas 

condições ambientais podem ter facilitado a expansão de ocorrência de Barbacenia, através 

da colonização de habitats isolados e posterior isolamento geográfico, e subsequente, origem 

dos clados da Mata Atlântica e do Cerrado (Stein et al., 2014; Alcantara et al., 2018; Cabral et 

al., 2021). 

A espécie Barbacenia pabstiana L.B.Sm. & Ayensu inserida no segundo grupo do 

clado inselbergues da Mata Atlântica (Cabral et al., 2021) é endêmica do estado do Espírito 

Santo. Descrita por Smith & Ayensu (1976) na localidade de Aracê, município de Domingos 

Martins, surgiu cerca de 4 milhões de anos atrás (Cabral et al., 2021). Ocorre em afloramentos 

rochosos apresentando hábito rupícola e terrícola. Possui flores tubulosas com coloração 

violeta ou azul, com 30 mm de comprimento, e normalmente se estabelecem em planos 

côncavos ou convexos formando tapetes (Figura 5) (Smith & Ayensu, 1976). 

A B C 

F E D 
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Figura 5. Habitat da Barbacenia pabstiana e a formação de tapetes nos inselbergues de: a-b) Forno Grande; c-d) 
Pedra Azul; e-f) Pedra do Caparaó; g-h) Pedra do Garrafão; i-j) Pedra da Lajinha; k-l) Pedra da Onça. Seta 
branca evidenciando os botões florais, setas amarelas evidenciando a flor, e seta vermelha evidenciando os 
frutos. Fonte imagem: W.S. Justino 
 

Apesar da escassez de trabalhos sobre a polinização e dispersão dentro do gênero e da 

família, as flores são polinizadas principalmente por besouros, formigas e abelhas, algumas 

espécies por beija-flores e morcegos, e a dispersão é quase predominantemente anemocórica 

ou autocórica (Sazima, 1978; Porembski et al., 1988; Conceição et al., 2007; Machado et al., 

2007; 2009; Luz, 2014). 

 B  

 E F 

G H  

J K L 
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Em razão à sua natureza disjunta em relictos, os afloramentos rochosos de 

inselbergues são frequentemente comparados às ilhas oceânicas, por exibirem um grau de 

isolamento espacial e ecológico marcado pela área circundante na barreira contra a dispersão 

e migração (Porembski et al., 2000; Burke, 2003). Essas ilhas de habitat terrestres são 

exemplos de atributos ecológicos particulares, possuem pouca idade e um menor grau de 

isolamento quando comparados às ilhas oceânicas, servindo como um sistema-modelo 

adequado, devido a esse isolamento desempenhar um papel crucial nos processos de 

especiação (Porembski et al., 1998; Porembski, 2007; Lousada et al., 2011, 2013; Barbosa et 

al., 2012; De Paula et al., 2016; Corlett & Tomlinson, 2020). 

Pesquisas realizadas com genética de populações em afloramentos rochosos do 

Cerrado indicaram alta variabilidade genética para diversos grupos de plantas, devido 

principalmente à distribuição geográfica disjunta, mesmo quando analisadas com diferentes 

marcadores moleculares (Borba et al., 2001; Ribeiro et al., 2007; Cruz et al., 2011). Estudos 

sobre variabilidade genética foram realizados em Velloziaceae. Estes apontaram de moderada 

a alta diversidade genética para as espécies Vellozia compacta Mart. ex Schult. & Schult.f., V. 

epidendroides Mart. ex Schult. & Schult.f., V. gigantea N.L.Menezes & Mello-Silva, 

complexo V. hirsuta Goethart & Henrard. e baixa diversidade para V. leptopetala Goethart & 

Henrard (Franceschinelli et al., 2006; Lousada et al., 2011; 2013; Barbosa et al., 2012). 

Sugerindo que a distribuição geográfica restrita e/ou ampla tem relação com o nível alto ou 

baixo de variabilidade genética dentro das populações de plantas (Franceschinelli et al., 2006; 

Lousada et al., 2011; 2013; Barbosa et al., 2012; Luz, 2014).  

Dentre os marcadores moleculares utilizados encontram-se o RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), que estão presentes ao 

longo do genoma, e detectam variações genéticas entre indivíduos e entre populações. No 

caso do RAPD, os fragmentos de DNA utilizados como iniciadores são constituídos por 10 

pares de nucleotídeos, de sequencias inespecíficas, com mais de 60% do seu conteúdo rico em 

guanina/citosina. Nos marcadores de ISSR os fragmentos iniciadores são sequências 

repetitivas constituídas geralmente de 15 a 20 pares de bases. Esses iniciadores de fita simples 

são utilizados na replicação de DNA (primers de oligonucleotídeos sintéticos) e geram 

fragmentos a partir da amplificação de regiões entre sequências complementares via PCR 

(Polymerase Chain Reaction) sem a necessidade do conhecimento prévio da sequência alvo 

do DNA, podendo assim, ser empregado em espécies não-modelo (Mattioni et al., 2002; 

Hilsdorf, 2011; Turchetto et al. 2017). 
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Os marcadores ISSR se destacam dos demais (ex.: SSR, RFPL, AFLP e RAPD) 

devido ao seu baixo custo, fácil utilização, especificidade e grande reprodutibilidade (Goulão 

& Oliveira, 2001; Turchetto et al. 2017). Embora sejam marcadores dominantes, apresentam a 

vantagem de analisar múltiplos loci em uma única reação (Goulão & Oliveira, 2001). Este 

marcador é considerado uma importante ferramenta para as amplificações de DNA, pois não 

requer etapa demorada e cara. Sendo utilizado em inúmeros estudos para: caracterização 

genética (Bornet et al., 2004; Fu et al., 2013; Ali et al., 2020), análises de similaridade 

intrapopulacional e interpopulacional (Biabani et al., 2013; Zhao et al., 2015), estimativas de 

fluxo gênico (Li et al., 2014; Nazneen et al., 2019) e diversidade genética de populações 

(Frankham et al., 2002; Turchetto et al. 2017). 

Estudos sobre a variabilidade genética são importantes fontes de informação sobre a 

adaptação das populações frente a um ambiente em transformação; afinidades e limites entre 

espécies; origem de bioinvasores; detecção de modos de reprodução e estruturação familiar; 

estimativa de níveis de migração e dispersão das populações (Primack & Rodrigues, 2001; 

Matioli & Fernandes, 2012). O estudo de do fluxo gênico em espécies encontradas em ilhas 

terrestres auxilia na sua conservação, uma vez que são mais vulneráveis à extinção, porque 

muitas delas são endêmicas a uma ou poucas populações locais (Primack & Rodrigues, 2001; 

Lousada et al., 2011; Luz, 2014). 

Os inselbergues não eram atrativos para atividades agrícolas devido ao relevo típico e 

às características ambientais (Yates et al., 2003; Conceição & Orr, 2012). Entretanto, o que se 

observa em campo é o avanço da agricultura nestes ecossistemas em diferentes regiões 

(Jacobi & Carmo 2008; Silva 2016) (Figure 5). Somando-se a isso, os distúrbios climáticos e 

o caráter aberto da vegetação também têm favorecido o estabelecimento de espécies exóticas 

(como Melinis repens (Willd.) Zizka e M. minutiflora P.Beauv., Poaceae) e esta invasão 

parece ser proporcional ao efeito antrópico, como pastagens e extrativismo de rochas 

ornamentais (De Paula et al., 2015; Gouvêa et al., 2020; Pinto Júnior et al., 2021). 

O estado do Espírito Santo (ES) está localizado na região sudeste do Brasil, apresenta 

área territorial de 46.074,447 km² dividida em 78 municípios, com a população estimada para 

4.064.052 pessoas e com PIB conjecturado no primeiro trimestre de 2020 em valores 

correntes a R$ 29,9 bilhões (IBGE, 2020; IJSN, 2020). A economia do estado é movida 

principalmente pela exportação de petróleo, rochas ornamentais e do agronegócio, como café, 

celulose e pimenta do reino (IJSN, 2020). 

O estado é o maior exportador de rochas ornamentais do país, com um faturamento de 

US$ 827,7 milhões e volume físico de 1,66 milhões de toneladas em 2019, o que corresponde 
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a 82% do faturamento e 77% do volume físico das exportações brasileiras desse setor 

(ABIROCHAS, 2020). O ranking dos países que mais importam rochas ornamentais 

brasileiras são: EUA (62% do total do faturamento), China (12,1%), Itália (6,3%), México 

(3%), Reino Unido (1,7%), Canadá (1,5%) e Espanha (1%) (ABIROCHAS, 2020). 

Além disso, o efeito da urbanização, como construção de prédios e instalações com 

objetivos turísticos e religiosos, tem influenciado o aumento da frequência de incêndios 

causando danos consideráveis à vegetação (Figure 6). Mesmo a maioria das plantas sendo 

tolerante aos incêndios o aumento na frequência com que esse distúrbio ocorre altera o hábito 

de indivíduos mais velhos e inibe o estabelecimento de mudas (Yates et al., 2003; Conceição 

& Orr, 2012; Porembski et al., 2016). 

Por todos esses aspectos, o presente trabalho tem como principal contribuição o 

fornecimento de dados mais precisos sobre o status atual da distribuição geográfica e a 

diversidade e estruturação genéticas da espécie Barbacenia pabstiana, alvo deste estudo, com 

base em marcadores ISSR. Os resultados poderão auxiliar no planejamento no uso dos 

recursos naturais, junto a estratégias de conservação do seu hábitat e da biodiversidade 

associada (Mendes & Padovan, 2000; Assis et al., 2004; Novelli, 2010; Christ et al., 2016). 
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Figura 6. Exemplos de atividades antrópicas comuns nas montanhas espírito-santense. Fins religiosos: a) capela 
de Santa Luzia, inselberg Pedra Toma Vento, Itarana (Foto: www.itarana.es.gov.br); b) Capela de São João 
Batista, pedra Alto Lage, Itaguaçu (Foto: Rafael Gomes); c) Cenáculo (setas amarelas) para missas, inselberg 

Pedra Paulista, Itaguaçu (Foto: W.S. Justino). Assentamento humano: d) laje para torrar café (seta vermelha); e) 
residências dos meeiros, ambos localizados no inselberg Pedra Alegre, Itarana (Foto: W.S. Justino). Extração de 
rocha ornamental: f) jazida de Venda Nova do Imigrante; g) jazida de Afonso Cláudio (Foto: W.S. Justino). 
Agricultura: h) cafezais (seta branca) e eucaliptos (seta azul) Pedra São Sebastião, Itarana; i) cafezal (seta roxa) 
inselberg Pedra da Onça, Santa Tereza (Foto: W.S. Justino). 
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2. OBJETIVOS 

 

• Verificar a ocorrência atual de populações da espécie Barbacenia pabstiana em 

inselbergues no estado do Espírito Santo, baseado em registros anteriores da espécie e 

em locais com potencial de ocorrência; 

• Avaliar a diversidade e estruturação genética em diferentes inselbergs ao longo da 

distribuição da espécie Barbacenia pabstiana presente no Estado do Espírito Santo; 

• Correlacionar diferenças genéticas e de estruturação com níveis de perturbação 

presentes nas regiões dos afloramentos rochosos. 

 

A presente dissertação apresenta a seguir um capítulo correspondente ao manuscrito que 

será submetido ao periódico Acta Botanica Brasilica. 
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RESUMO 

A região sudeste da Mata Atlântica Brasileira abriga uma das maiores reservas de granito ou 

gnaisse monolíticos do Brasil. Dado a abundância desses inselbergues, o Espírito Santo é o 

estado brasileiro que mais exporta rochas ornamentais no país. Por apresentar vegetação 

disjunta em relictos os inselbergues são frequentemente comparados às ilhas oceânicas. 

Estudos sobre genética de populações tem sido realizado em espécies endêmicas destes 

afloramentos rochosos para entender a influência da barreira espacial contra a dispersão e 

migração, bem como na especiação. Este é o caso da monocotiledônea formadora de tapetes 

Barbacenia pabstiana (Velloziaceae) endêmica dos inselbergs desta região. Para este estudo 

foram testados doze primers ISSR para avaliar a estruturação e diversidade genética das 

diferentes populações presentes em seis inselbergs. Os primers amplificaram de 9-25 

fragmentos gerando 173 lócus com 100% de polimorfismo. A heterozigosidade esperada e o 

índice de Shannon não apresentaram diferenças significativas entre as populações (0,169 e 

0,277, respectivamente). Em nível de população, Barbacenia pabstiana apresentou quatro 

diferentes grupos genéticos com alta similaridade genética entre as populações que estão 

distantes geograficamente. Apesar da barreira espacial, os resultados mostraram baixa 

estruturação genética entre as populações. A comparação entre diversidade genética e efeito 

antrópico entre as populações analisadas indicou que as comunidades rupícolas do inselberg 

“Pedra da Lajinha”, que ainda possui vegetação nativa de Mata Atlântica na borda do 

afloramento rupícola é o que abriga a população com maior diversidade genética entre as 

populações analisadas. Isso pode indicar que a perturbação antrópica influencia a diversidade 

genética das populações da espécie. Neste sentido, com base nos resultados genéticos aqui 

apresentados, sugerimos atenção particular a este inselbergue em futuras políticas de 

conservação, que poderá incluir a criação de novas Unidades de Conservação destas 

formações geológicas únicas, que também abrigam espécies vegetais altamente adaptadas. 

Futuras pesquisas sobre a polinização, dispersão e história evolutiva também são necessárias 

para compreender melhor a história dessas populações, para um melhor enfrentamento do 

impacto antrópico e mudanças climáticas. 

 

Palavras-chave: Mata Atlântica Brasileira; inselbergues; tapetes de monocotiledôneas; 

Velloziaceae; genética de populações; marcadores ISSR; diversidade genética 
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ABSTRACT 

The southeast region of the Brazilian Atlantic Forest is home to one of the largest reserves of 

monolithic granite or gneiss in Brazil. Given the abundance of these inselbergs, Espírito Santo 

is the Brazilian state that exports the most ornamental rocks in the country. Because they 

present disjunct vegetation in relicts the inselbergs are often compared to oceanic islands. 

Studies on population genetics have been carried out on species endemic to these rocky 

outcrops to understand the influence of the spatial barrier against dispersal and migration, as 

well as on speciation. This is the case of the mat-forming monocot Barbacenia pabstiana 

(Velloziaceae) endemic to the inselbergs of this region. For this study, twelve ISSR primers 

were tested to evaluate the structuring and genetic diversity of the different populations 

present in six inselbergs. The primers amplified from 9-25 fragments generating 173 loci with 

100% polymorphism. The expected heterozygosity and Shannon index showed no significant 

differences among populations (0.169 and 0.277, respectively). At the population level, 

Barbacenia pabstiana showed four different genetic groups with high genetic similarity 

among populations that are geographically distant. Despite the spatial barrier, the results 

showed low genetic structuring among populations. The comparison between genetic 

diversity and anthropogenic effect among the populations analyzed indicated that the 

rupicolous communities of the inselberg "Pedra da Lajinha", which still has native Atlantic 

Forest vegetation at the edge of the rupicolous outcrop is the one that harbors the population 

with the highest genetic diversity among the populations analyzed. This may indicate that 

anthropic disturbance influences the genetic diversity of populations of the species. In this 

sense, based on the genetic results presented here, we suggest particular attention to this 

inselberg in future conservation policies, which may include the creation of new Conservation 

Units of these unique geological formations, which also harbor highly adapted plant species. 

Future research on pollination, dispersal, and evolutionary history is also needed to better 

understand the history of these populations for better coping with anthropogenic impact and 

climate change. 

 

Keywords: Brazilian Atlantic Forest; inselbergs; monocot mats; Velloziaceae; population 

genetics; ISSR markers; genetic diversity 
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INTRODUCTION 

Inselbergs are distributed in Brazil in the phytogeographic domains of Caatinga and 

Atlantic Forest (Martinelli, 2007; de Paula et al., 2016). They show greater concentration in 

the Northeast region, but are also included in the Southeast region, encompassing the states of 

Rio de Janeiro, Espírito Santo, southern Bahia, and adjacent parts of Minas Gerais 

(Porembski, 2007; Vieira et al., 2015; De Paula et al., 2016). Given the abundance of these 

monolithic rock arrays of granite or gneiss, Espírito Santo is the state that contributes the most 

to ornamental rock exports from Brazil (Martinelli, 2007; ABIROCHAS, 2020). In the year 

2019 the turnover was US$ 827.7 million and a physical volume of 1.66 million tons. 

Corresponding to 82% of the total billing and 77% of the physical volume of Brazilian 

exports of this sector (ABIROCHAS, 2020). 

Conservation studies of rupicolous vegetation in these inselbergs, such as floristic 

surveys, are still scarce in these communities, which presents a large number of species with 

restricted distribution, including endemic and threatened species (Porembski et al., 1998; 

Porembski, 2007; De Paula et al., 2016). This is the case of mat-forming monocotyledon 

Barbacenia pabstiana L.B.Sm. & Ayensu (Velloziaceae J.Agardh). With an estimated age 

of~4 million years (Cabral et al., 2021) it was described in 1976 by Smith & Ayensu in the 

locality of Aracê, municipality of Domingos Martins, it has tubular flowers with violet or blue 

coloration, 30 mm long, it has rupicolous and terrestrial habit (Smith & Ayensu, 1976). 

Because of their disjunct nature in relicts, rocky outcrops of inselbergs are often 

compared to oceanic islands, as they exhibit a degree of spatial and ecological isolation 

marked by the surrounding area in the barrier against dispersal and migration, a crucial role in 

speciation processes (Porembski et al., 2000; Burke, 2003; Porembski, 2007; Lousada et al., 

2011; Barbosa et al., 2012; Lousada et al., 2013; De Paula et al., 2016; Corlett & Tomlinson, 

2020). Research conducted with population genetics in the rocky outcrops of the Cerrado and 
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Atlantic Forest indicated high genetic variability for several plant groups, mainly due to the 

disjunct geographic distribution, even when analyzed with different molecular markers (Borba 

et al., 2001; Ribeiro et al., 2007; Cruz et al., 2011). 

Although the genus Barbacenia (Velloziaceae) occurs in Brazilian inselbergs, 

information about ecological and molecular aspects of these species remains scarce. 

Considering the increase of anthropogenic activities at rupicolous communities of inselbergs, 

recently related to rock extractions, in this study we used ISSR genetic markers to access and 

evaluate the genetic diversity and structures in native populations of B. pabstiana (Mendes & 

Padovan, 2000; Assis et al., 2004; Novelli, 2010; Christ et al., 2016). The amplification using 

markers such as RAPD and ISSR has been employed as a good alternative to understand the 

adaptation and also the distribution of populations facing a changing environment, besides 

presenting low cost and good reproducibility (Primack & Rodrigues, 2001; Matioli & 

Fernandes, 2012). 

For all these aspects, the present work has as its main contribution the provision of 

more accurate data on the geographical distribution status, genetic variability and population 

structure of Barbacenia pabstiana, the target of this study. 
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MATERIALS AND METHODS 

Study Area 

Based on virtual surveys in herbaria (Flora of Brazil 2020 and SpeciesLink, 2021) all 

occurrence and distribution sites records for Barbacenia pabstiana were selected for field 

expeditions. The Pedra da Lajinha inselberg was the only one that did not present a collection 

record, and was selected after informal conversations with local residents during the field 

trips. Fifteen inselbergs, distributed across 11 municipalities were visited (Table S1, Figure 

S1). Of the 15 inselbergs visited, currently only six of them (Table. 1; Figure 1; Table S2; 

Figure S2) harbor B. pabstiana populations. In Pedra Paulista inselberg we found and collect 

only one individual. Despite this record, it was not included in the study because it did not 

provide a satisfactory sample for genetic analysis. 

 

Table 1. Population code, sample size (n = number of individuals), county, locality, voucher 

number, and geographic coordinate of the sampled populations (total of 114 individuals). 

Code n Municipality Inselberg Voucher Geographic Coordinate 

FG 20 Castelo 
Pedra de Forno 

Grande 
53475 20°30'39.6"S 41°05'24.0"W 

PA 20 Domingos Martins Pedra Azul 53484 20°25'27.4"S 40°59'43.8"W 

PC 20 Itaguaçu Pedra do Caparaó 53456 19°44'29.0"S 40°58'52.0"W 

PG 20 
Santa Maria de 

Jetibá 
Pedra do Garrafão 53457 20°10'39.0"S 40°55'11.0"W 

PL 20 Afonso Cláudio Pedra da Lajinha 53447 20°00’22.3”S 41°05’56.0”W 

PO 14 Santa Teresa Pedra da Onça 53462 19°53'52.0"S 40°48'53.0"W 
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Figure 1. Thumbnail, upper left corner, map of Brazil with emphasis on the State of Espírito 

Santo. Map highlighted, with the location of the inselbergs that had viable populations of 

Barbacenia pabstiana for the study. Information about the codes indicated in each population 

is shown in Table 1. Fonte: A autora. 

 

Collections occurred in May, June, and October 2019. To avoid clones, young leaves 

from one individual per mat was collected. Subsequently these leaves were packed in paper 

bags, identified and stored in silica gel for further extraction of genetic material. Samples of 

reproductive and vegetative material from each population were also collected for recording 

and exsiccate confection. All herborized material was deposited in VIC herbarium, at Plant 
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Biology Department of the Federal University of Viçosa. The geographic coordinates of each 

population were taken by GPS location. 

 

Extraction and Amplification DNA 

Total DNA extraction followed the standard CTAB protocol proposed by Doyle & 

Doyle (1987), with additional steps of precipitation with isopropanol and to remove excess 

polysaccharides with two takes of chloroform: isoamyl alcohol (24:1). The extraction 

products were visualized on 1% agarose gel and 1% TBE buffer, stained with GelRed, and 

photodocumented. All extraction samples were stored in -20°C freezer. 

Amplification reactions were performed using twelve ISSR marker primers (Tab. 2) 

previously described in other studies in the family Velloziaceae (Lousada et al., 2011; 

Lousada et al., 2013; Luz, 2014), in 114 individuals from populations sampled from six 

inselbergs. Amplifications were performed in a final volume of 20μL, consisting of 4μL of 

buffer (1 X), 0.42μL of dNTPs (10mM), 0.64μL of primer (10mM), 0.2μL of Taq polymerase 

(1 U), 13.74μL of water, and 1μL (15ng) of genomic DNA. The reactions were performed in a 

thermal cycler following the program of initial denaturation at 94°C for 4 minutes; 37 cycles 

of: denaturation at 94°C for 1 minute, annealing 46-50°C at 2 minutes and extension 72°C at 

2 minutes; followed by a final extension of 72°C at 7 minutes. The specific annealing 

temperature values for each marker are described in Table 2. Amplification products were 

separated electrophoretically at a constant voltage of 60 V for 4.5 hr on 1.5% agarose gels 

with TAE 1x buffer, stained with 1.5% ethidium bromide, and photographed under ultraviolet 

light. Two DNA scales of 1kb and 100kb were used to estimate the molecular size of the 

fragments. 
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Table 2. List of molecular markers tested, repeat sequences, annealing temperature used, and 

number of polymorphic loci obtained. 

Primer Sequence (5’-3’) * T (°C) n (P) 

Bechy (CA)7YC 50.1 17 

Chris (CA)7YG 47.6 17 

John (AG)7YG 47.6 14 

Manny_Lou (CAC)4RC 50.1 25 

Mao (CTC)4RC 50.1 19 

Manny_Luz (CA)4RC 50.0 9 

Omar (GA)4RC 50.0 0 

UBC 808 (AC)8C 53.0 18 

UBC 827 (AC)8G 46.1 10 

UBC 840 (GA)8YT 50.1 15 

UBC 848 (CA)8RG 50.1 16 

UBC 899 (CA)6RG 50.1 13 

Total   173 (100) 

T (°C) = annealing temperature; n = number of fragments, P = percent polymorphic fragments. *Y = C or T; R = 

A or G   

 

Analysis of variability, relatedness and genetic structure 

The ISSR-amplified fragments were visually labeled assuming that amplified products 

of similar molecular size, amplified with the same primer, were homologous. ISSR bands 

were scored as 1 (presence) or 0 (absence) and an ISSR phenotype matrix was constructed. 

Only data from intensely stained bands were used for data analysis. 

GenAlEx v.6.51b2 software (Smouse et al., 2017) was used to estimate genetic 

diversity parameters, such as the percentage of polymorphic loci (P), Shannon's phenotypic 

diversity index (I), and expected heterozygosity (He). Also with GenAlEx a non-trending Nei 
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(1978) genetic distance matrix was calculated for all population pairs, which was 

subsequently employed to perform a principal coordinate analysis (PCoA). 

The Bayesian algorithm of the AFLP-SURV software (Vekemans et al., 2002) was 

used to construct 1000 Nei genetic distance matrices. From these matrices phylogenetic trees 

were generated by the neighbor-joining distance method in the NEIGHBOUR module of the 

PHYLIP v. 3.698 software (Felsenstein, 2005). The CONSENSE module of the PHYLIP 

software was used to compute a majority consensus tree as well as the branch support values 

(bootstrap). 

Using Arlequin v.3.5.2 software, Molecular Analysis of Variance (AMOVA) was 

tested to estimate the variance components and the partitioning of variation within and 

between populations. Estimates of genetic structuring were performed by Bayesian approach 

with Structure v.2.3.4 software (Pritchard et al., 2000) to infer the number of genetic clusters 

(K) based on the absence and presence of bands performed on AFLP-SURV. The number of 

clusters tested were from K =1 to K = 8, and 5 independent runs were performed for each K. 

In each run, 500,000 Monte Carlo interactions via Markov Chains (MCMC) were performed, 

with initial burn-in of 100,000 interactions. To infer the number of genetic clusters, we 

calculated the average of each probability value of K, "log likelihood" (LnP (D)), across all 

runs as suggested by Pritchard et al. (2000) and the delta K statistic according to Evanno et al. 

(2005). 
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RESULTS 

Of the twelve, eleven primers were successfully employed, resulted in 173 loci with 

good resolution. The primers amplified from 9-25 fragments (Table 2). The percentage of 

polymorphic loci (P) at the species level was 100%, ranging from 70.86 (PO) - 82.29% (PL) 

across populations, with an average of 76.57% (Table 3). The mean expected heterozygosity 

(He) showed no significant difference between populations, ranging from 0.161 (PG and PO) 

to 0.192 (PL) with a mean of 0.169. For the diversity Shannon index (I) values ranged from 

0.262 (PO) to 0.311 (PL), and the mean was 0.277. At the species level, Barbacenia 

pabstiana showed high genetic variability, with a value of He = 0.181 and I = 0.303 (Tab. 3). 

 

Table 3. Parameters of genetic diversity of six populations of Barbacenia pabstiana, based on 

173 ISSR loci. 

Population P (%) I (±SD) He (±SD) 

FG 73.14 0.271 (±0.017) 0.166 (±0.012) 

PA 80.57 0.284 (±0.016) 0.172 (±0.011) 

PC 76.00 0.265 (±0.017) 0.162 (±0.012) 

PG 76.57 0.266 (±0.016) 0.161 (±0.011) 

PL 82.29 0.311 (±0.017) 0.192 (±0.012) 

PO 70.86 0.262 (±0.017) 0.161 (±0.012) 

Mean 76.57 0.277 (±0.007) 0.169 (±0.005) 

Species 100 0.303 (±0.193) 0.181 (±0.141) 

P = percent polymorphic locus; I = Shannon diversity index; He = expected heterozygosity. 

Standard deviation in parentheses. 

 

In the PCoA analysis, the percentage of total variance was 55% explained by the first 

two axes (axis 1 = 28.5% and axis 2 = 21.6%) (Fig. 3). No distinct genetic groups of 

populations were found, reflecting a low genetic structure between populations, despite the 
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high genetic diversity. In the first axis (1) PL population individuals seem to be negatively 

related to the axis and a second group formed by sparse, overlapping individuals from all six 

populations positively associated with this axis. In the second axis (2) it is possible to notice a 

slight separation in two other groups one with FG and PC negatively related to the axis and 

another formed by the PA and PO populations positively related to the axis. 

 

Figure 3. Representation of the first two axes of principal coordinate analysis (PCO) of the 

genetic distance matrix of 114 individuals from six populations of B. pabstiana. Percentage of 

cumulative variance in the first two axes = 50.1% (axis 1 = 28.5%, axis 2 = 21.6%). 

 

The AMOVA showed low divergence among populations (Փst = 0.072) and high 

variation within populations (Փst = 0.927) (Table 4). Fst showed a value of 0.072 confirming 

the low genetic structure among sampled population. 
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Table 4. Analysis of molecular variance (AMOVA) of Barbacenia pabstiana in the 

inselbergs of Capixaba. 

Source  

of variation 
d.f. 

Sum  

of squares 

Variance  

components 

Variation 

% 

Fixation  

Index Fst 

Among  

population 
5 101.442 0.40004 Va 7.24  

Within  

populations 
222 1.138.650 5.12905 Vb 92.76  

Total 227 1.240.092 552.909   0.07235 

 

The resulted neighbor-joining-based phylogenetic tree shows groups with low 

statistical support (≥39%). The first group containing the PL and PO populations had 

bootstrap support of 39.8%, the second group FG and PC presents a value of 67.8%; these 

two groups were connected by 98.5% support. The phylogenetic relationships between the PA 

and PG populations are not defined, as observed in the presented phylogeny (Fig. 4). 
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Figure 4. Neighbor-joining tree showing the relationships among six populations of B. 

pabstiana, constructed using the genetic distance matrix (Nei 1978; unbiased estimation) 

based on 173 ISSR loci. Bootstrap percentages (≥39%) are above the branches. For 

population names: PG – Pedra do Garrafão, PA – Pedra Azul, FG – Forno Grande, PC – 

Pedra do Caparaó, PO – Pedra da Onça e PL – Pedra da Lajinha. 

 

The Structure Bayesian analysis revealed the existence of four different genetic cluster 

in the dataset, since the LnP(K) values stabilized at ΔK = 4 according to Evanno method. The 

proportion of contribution from each genetic cluster in individuals and populations of B. 

pabstiana are displayed in Figure 5, revealing a low genetic structure among the defined 

genetic clusters and the sampled populations. Despite this low genetic structure, a slight 

proximity can be observed between some populations. FG and PC populations have 

individuals more related to blue genetic cluster; PA and PG populations are more related to 

green cluster; the red genetic cluster are poorly represented um some populations, but high 

presented in FG and PL populations. When we analyze the general diversity in each 

population, PL and PO were more diverse, since they display more representation from all 

genetic groups. 
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Figure 5. Representation of the genetic structure from Bayesian cluster analysis. Different 

colors represent different genetic groups. Each vertical line represents a sampled individual, 

with their inferred genetic constitution according to color proportions. Populations are 

identified and separated by vertical bars. 

                FG                              PA                                PC                              PG                              PL                        PO 
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DISCUSSION 

This is the first study concerning the evaluation of genetic diversity and its distribution 

in populations of a species belonging to Velloziaceae endemic to inselbergs inserted in 

Brazilian Atlantic Forest. All collections were performed along rainy season, and 

consequently in the flowering and/or fructification period of the species. Of the 15 inselbergs 

that presented occurrence of Barbacenia pabstiana, six currently exhibit relatively large 

populations. We speculate that for the seventh inselberg, Pedra Paulista, the species is locally 

extinct due to its long history of goat grazing. We believe that this practice has drastically 

reduced the number of individuals within the populations of this species, as only a single 

specimen of B. pabstiana was found at this location. 

According to Colombo et al. (1998) it is necessary to use seven to thirty RAPD 

primers generating 50-200 polymorphic loci to estimate reliable results between populations. 

ISSR are dominant markers similar to RAPD; thus the validation of reliable results and a 

good sample of loci was achieve in this study (Okun et al., 2008; Almeida et al., 2009; 

Lousada et al., 2013). The percentage of polymorphic loci is sometimes used as a measure of 

genetic diversity (Ge & Sun, 2001; Alexander et al., 2004; Xia et al., 2007). For example, 

Ribeiro et al. (2013) found 87.06% polymorphic loci for 16 primers, Lousada et al. (2013) 

found 37.5% polymorphism for eight primers, Luz (2014) found 89.58% for four primers, and 

Nazareno et al. (2020) found 27.3% for five primers. Thus, the populations of Barbacenia 

pabstiana showed 76.57% polymorphism for eleven ISSR primers, thus presenting levels of 

genetic diversity similar to other species analyzed with these markers (Nybom & Bartish, 

2000; Arnau et al., 2003; Nybom, 2004; Jin et al., 2006). 

When evaluated the Shannon index (I) comparing with species of other botanical 

families (e.g. Orchidaceae and Bromeliaceae) endemic to inselbergs B. pabstiana showed 

lower levels of genetic diversity in relation to Cattleya lobata (Gomes et al., 2017), Pitcairnia 
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flammea (Souza-Sobreira et al., 2015) and Vriesea cacuminis (Ribeiro et al., 2013), and 

higher diversity compared to the Pseudolaelia vellozicola complex (Nazareno et al., 2020). 

When evaluated the Shannon index (I) comparing with species of other botanical 

families (e.g. Orchidaceae and Bromeliaceae) endemic to inselbergs B. pabstiana showed 

lower levels of genetic diversity in relation to Cattleya lobata (Gomes et al., 2017), Pitcairnia 

flammea (Souza-Sobreira et al., 2015) and Vriesea cacuminis (Ribeiro et al., 2013), and 

higher diversity compared to the Pseudolaelia vellozicola complex (Nazareno et al., 2020). 

According to Nybom (2004) species with wide geographic distribution tend to present 

higher values of expected heterozygosity (He) compared to endemic species (0.21 and 0.20, 

respectively), B. pabstiana presented He value (0.181) close to endemic species. Now when 

the same set of primers was evaluated, when comparing the mean He levels with other species 

belonging to the Velloziaceae family, B. pabstiana showed lower genetic diversity than 

Barbacenia paranaensis, Vellozia hirsuta complex and V. gigantea (Lousada et al., 2011; 

Barbosa et al., 2012; Luz, 2014) and higher than V. compacta (Lousada et al., 2013). Even 

when compared to other vellosias that used other molecular markers, such as alloenzymes for 

V. epidendroides and V. leptopetala (Franceschinelli et al., 2006) and with microsatellites for 

V. Plicata (de Paula et al., 2017), it also showed lower genetic diversity. 

Franceschinelli et al. (2006) point out that for endemic species that occur in disjunct 

and restricted populations usually have fewer polymorphic loci, lower mean number of alleles 

per locus and lower heterozygosity observed compared to widely distributed species. The Փst 

value (0.072) found by AMOVA was lower than other Velloziaceae species (0.143 Vellozia 

hirsuta, 0.439 V. epidendroides, 0.266 V. leptopetala, 0.559 V. compacta, 0.280 V. gigantea, 

and 0.286-0.183 V. plicata). This value was also lower than those found by RAPD for species 

with similar characteristics to B. pabstiana, endemic species (0.26), long-lived perennial 

species (0.25) and species with wind-dispersed seeds (0.25) (Nybom & Bartish, 2000). This 
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low fixation index (Fst) found suggests that the species has low genetic structure and high 

heterogeneity. This high genetic variability depends on pollination dynamics, seed dispersal 

dynamics and plant population size in the area (Borba et al., 2001, 2007; Azevedo et al., 

2007; Ribeiro et al., 2008; Barbosa et al., 2012). 

Unlike what usually occurs in rupestrian fields, where species with high levels of 

population structuring due to restricted gene flow, the low genetic structuring in populations 

of B. pabstiana may be related to the size of populations in each inselberg, the maintenance of 

recent gene flow among populations in the same geographic area, and the maintenance of 

ancient gene similarity, especially among geographic groups (Borba et al., 2001, Jesus et al., 

2001). According to Cabral et al. (2021) the genus Barbacenia diversified in dry environments 

during the cooling of the Miocene, and these environmental conditions would have facilitated 

the expansion of the species' range. Subsequently its origin may have been through 

colonization of isolated habitats and subsequent geographic isolation.  

Despite the scarcity of work on pollination and seed dispersal within the genus and 

family, flowers are pollinated primarily by beetles, ants, and bees, some species by 

hummingbirds and bats, and dispersal is almost predominantly anemochoric or autochoric 

(Sazima, 1978; Porembski et al., 1998; Conceição et al., 2007; Machado et al., 2007; 2009; 

Verçoza, 2012; Luz, 2014). Information on the pollinator and disperser contribution in the 

emergence and maintenance of gene flow within B. pabstiana populations is needed to 

elucidate how the geographic isolation of these terrestrial islands has influenced the long-term 

barrier of gene flow. 

Studies on patch size, distance between patches, and isolation by distance in 

Australian (Nevill et al., 2019; Yates et al., 2019) and African (Burke, 2019) inselbergs 

suggests that geographic distance between populations should not necessarily be considered 

the only or the best determinant in gene flow exchanges between plants. In B. pabstiana, even 
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with low bootstrap value, the most geographically distant inselbergs (Fig. 2) are closer 

genetically (Fig. 4). Burke (2019) states that species endemic to inselbergs with short-range 

dispersal maintain their viable populations through the ability to disperse to the nearest 

suitable habitat or also through occasional long-range dispersal. Even by species not adapted 

for this type of dispersal, it can result in the establishment of new populations that remain for 

long periods thus maintaining gene flow (Cain et al., 2000; Millar et al., 2014). The high gene 

similarity between the geographically distant populations found in the present study may be 

explained by a sharing of a unique ancient gene stock dispersed over long distances through 

ancestral corridors between these non-adjacent inselbergs, and are currently restricted on the 

tops of these mountains (Flantua et al., 2019; Rahbek et al., 2019; Cabral et al., 2021). 

 

Implications for conservation and future research 

The inselbergs of capixabas have a great diversity of species. Efforts to collect data on 

phytosociology, community structure and population genetics are essential to fill information 

gaps and expand the floristic and phytogeographic knowledge of these rupicolous outcrops 

inserted in the Atlantic Forest (Covre et al., 2020; Pinto-Júnior et al., 2021). Furthermore, 

management and conservation policies are essential to protect this unique vegetation that 

harbor many endangered species, rare and endemic to rocky outcrops. 

Anthropic effects, such as agriculture and livestock farming, in the vicinity of 

inselberg vegetation have favored the colonization of these outcrops by invasive and exotic 

species due to their open character (de Paula et al., 2015; Pinto-Júnior et al., 2021; Rocha & 

Pinto, 2021;). Another important threat, especially for Espírito Santo State in Brazil, is large-

scale mining. The exploitation of these terrestrial islands for the commercialization of 

ornamental rocks has reduced entire rupicolous communities, of which their richness and 
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diversity are unknown (Mundial, 2016; Veronez & Montaño, 2017; Faria & Silva, 2017; 

Almeida et al., 2019; Amarante et al., 2021). 

Lousada et al. (2013) point out that for Vellozia gigantea, human disturbances such as 

fire, cattle grazing, tourism, and illegal collection of ornamental plants did not affect the 

species diversity. For B. pabstiana, different populations were surrounded by monocultures 

(Pedra do Caparaó by coffee and eucalyptus plantations, Pedra do Garrafao by strawberries 

and eucalyptus fields, and Pedra da Onça by coffee plantations) and receive tourists 

frequently (Forno Grande and Pedra Azul) showed lower genetic diversity in comparison to 

the inselberg that still has a surrounding matrix of native vegetation and low tourism (Pedra 

da Lajinha) (Supplementary material: Figure 3). Although genetic diversity is high in all 

inselbergs, anthropogenic disturbances have influenced the genetic compositions of these 

populations. The Pedra da Onça inselberg occasionally suffers from unnatural burning, 

drastically reducing the number of individuals of the populations present within the 

rupicolous community. It was the only area that presented less than 20 individuals for the 

analyses. The Pedra Paulista inselberg has a history of goat grazing, and we speculate that this 

practice has drastically reduced the number of individuals within the populations of this 

species, since only a single specimen of B. pabstiana was found in this outcropping. 

According to Yates et al. (2019), to increase effectiveness in conservation strategies 

we should focus on protecting multiple inselbergs across different regional climatic gradients, 

rather than a few inselbergs or those with the highest species richness and diversity. Adequate 

protection of these inselbergs is therefore of outmost importance. This is currently the case for 

Forno Grande and Pedra Azul which are inserted within a Conservation Unit (UC), whereas 

the terrestrial islands of Pedra do Caparaó, Pedra da Onça, Pedra do Garrafão and Pedra da 

Lajinha are not located in protected areas. 
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Considering that it would not be realistic to preserve all inselbergs, we suggest, based 

on the data presented here, that Pedra da Lajinha inselberg could be a site for the creation of a 

protected area. The population of this inselberg showed the highest genetic diversity among 

the sampled populations, presenting genetic composition of all genetic groups present in the 

species. In addition, it is located in an area with low impact caused by human activities, and 

possesses an extensive area of native vegetation, which includes rupicolous plants with 

surrounding Atlantic Forest formations. 

Pollination, dispersal and evolutionary history are some of the aspects that have not 

been investigated in this study. Therefore phylogeographic and ecological studies should be 

considered in the future to understand important aspects about the biological evolution in 

these unique enviroments. Understanding all these factors would help to identifying 

vulnerable areas that need protection due to climate change and habitat alteration through 

human impact. 
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CONCLUSION 

This is the first study to evaluate levels of genetic diversity and its distribution in 

populations of a species belonging to the family Velloziaceae endemic to Brazilian Atlantic 

Forest inselbergs. Currently the species Barbacenia pabstiana presents relatively large 

populations distributed in six inselbergs. 

Despite the high genetic diversity of the populations studied, anthropogenic 

disturbances have influenced the coverage and distribution of the species within rupicolous 

communities. Inselbergs that receive tourism frequently and that are surrounded by a 

vegetation matrix composed of monocultures showed lower genetic diversity, as well as a 

reduced number of individuals per population. Given the high genetic variability in 

populations of B. pabstiana in the Pedra da Lajinha inselberg, the creation of a Conservation 

Unit is justified and supported in order to preserve a significant part of the inselberg flora. 

Finally, studies on pollination, dispersal and evolutionary history are some of the 

aspects that have not been investigated and, therefore, these studies should be considered in 

the future for understanding the distribution of the species under climate change and other 

human impacts. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

Table 1. List with the municipalities studied and their respective georeferenced inselbergs. 

Municipality Inselberg Geographic Coordinate 

Castelo Pedra de Forno Grande 20°30'39.6"S 41°05'24.0"W 

Alegre Pedra de Bons Aires 20°43'26.0"S 41°25'20.0"W 

Domingos Martins Pedra Azul 20°25'27.4"S 40°59'43.8"W 

Santa Teresa Pedra Toma Vento 19°54'39.0"S 40°48'25.0"W 

Santa Maria de Jetibá Pedra do Garrafão 20°10'39.0"S 40°55'11.0"W 

Santa Teresa Pedra da Onça 19°53'52.0"S 40°48'53.0"W 

Itarana Pedra de São Sebastião 19°59'34.0"S 40°51'35.0"W 

Itarana Pedra Alegre 19°53'20.0"S 40°49'29.0"W 

Itaguaçu Pedra do Caparaó 19°44'29.0"S 40°58'52.0"W 

Itaguaçu Cachoeirão 19°45’04.0”S 40°56’05.0”W 

Itaguaçu Pedra Paulista 19°50’02.0”S 40°47’36.0”W 

São Roque do Canaã Alto Misterioso 19°48'11.8"S 40°46'13.7"W 

Águia Branca Santa Luzia 18°58'40.0"S 40°39'56.0"W 

Fundão Pedra do Goiapaba-Açu 19°54'51.0"S 40°28'20.0"W 

Afonso Cláudio Pedra da Lajinha 20°00’22.3”S 41°05’56.0”W 
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Figure 1. Thumbnail, map of Brazil with emphasis on the state of Espírito Santo (red). 

Highlighted map of ES with all inselbergs that would present occurrence of B. pabstiana 

according to the records in herbarium collections. Map source: W.S. Justino 
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Figure 2. Inselbergs where populations of Barbacenia pabstiana still occur. a) Forno grande, 

image source: W.S. Justino; b) Pedra Azul, image source: https://apureguria.com; c) Pedra 

do Caparaó, source image: https://www.itaguacu.es.gov.br/; d) Pedra do Garrafão, source 

image: https://mapio.net/pic/p-16574449/; e) Pedra da Lajinha, source image: 

https://blogdestinoes.com.br/pedra-da-lajinha/; f) Pedra da Onça, source image: W.S. Justino. 
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Figure 3. Anthropic actions that have impacted rupicolous communities in Espírito Santo. In 

a) inselberg Pedra do Caparaó, blue arrow showing the coffee plantations and orange arrow 

showing the eucalyptus; b) inselberg Pedra do Garrafão, white arrow showing the eucalyptus 

and red the strawberry trees; c) inselberg Pedra da Onça, yellow arrow showing the coffee 

plantations; d) inselberg Pedra da Lajinha purple arrow showing the native forest. Image 

source: personal archive. Image source: W.S Justino. 
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Figure 4. Mats monocot Barbacenia pabstiana in the inselbergs: a-b) Forno Grande; c-d) 

Blue Stone; e-f) Pedra do Caparaó; g-h) Pedra do Garrafão; i-j) Pedra da Lajinha; k-l) Stone 

of the Jaguar. White arrows highlighting the flower buds, yellow arrow the flower and red 

arrows the fruits. Image source: W.S Justino. 
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Table 2. Main characteristics of geology, temperature, rainfall and altitude of the inselbergs that present viable populations of B. pabstina. 

 Forno Grande Pedra Azul 
Pedra do 
Caparaó 

Pedra do 
Garrafão 

Pedra da Lajinha Pedra da Onça 

Geology 
(CPRM) 

Granite, allanite, 
titanite, 

granodiorite and 
medium to fine 
grained diorite 

Granite and gneiss 
Granito, 

granitoide, gnaisse 
e migmatito 

Gneisses, 
microcline, 

plagioclase, quartz 
and biotite 

Granite, granitoid, 
biotite-rich 

gneisses and 
garnets 

Granito, 
granitoide, gnaisse 

e migmatito 

Weather 
(Köppen, 1948) 

Cwb – High 
Altitude 

Subtropical 
Aw - Tropical Aw - Tropical 

Cwa - Tropical 
Altitude 

Aw - Tropical 
Cwa – Tropical 

Altitude 

Average 
temperature 

(Incaper) 
15°C 19°C 23,45°C 22°C 20,6°C 21,1°C 

Annual rainfall 
(Incaper) 

1.098 mm 1.200 mm 1.066 mm 1.250 mm 1.141 mm 1.282 mm 

Forest Matrix 
(Garbin et al., 

2017) 

Dense 
Ombrophylous 
Montane Forest 

Dense 
Ombrophylous 
Montane Forest 

Dense 
Ombrophilous 

Forest 

Dense 
Ombrophilous 

Forest 

Open 
Ombrophylous 

Forest 

Dense 
Ombrophilous 

Forest 

City Altitude 
(Incaper) 

100 m 542 m 150 m 700 m 350 m 645 m 

Sample Point 
Altitude 

1.480 m 1.200 m 850 m 1.000 m 900 m 980 m 
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4. CONCLUSÃO GERAL 

 

Neste trabalho foram desenvolvidos estudos de variabilidade e estruturação genética 

de populações da Barbacenia pabstiana a fim de investigar a distribuição da diversidade em 

diferentes populações da espécie nos diferentes inselbergues distribuídos na região sudeste da 

Mata Atlântica Brasileira. 

A utilização de marcadores ISSR, nos permitiu obter um panorama mais amplo a 

respeito do padrão de distribuição da variabilidade genética atual das populações e dos 

possíveis eventos físicos que estão moldando a variação genética da espécie, como por 

exemplo, a remoção de matas ciliares aos afloramentos rochosos. Barbacenia pabstiana 

apresenta diversidade genética intrapopulacional baixa, especialmente considerando que se 

trata de uma espécie com distribuição restrita. 

Considerando o isolamento espacial entre os inselbergues escolhidos para as análises, 

a paisagem ainda não influenciou na estruturação genética dessas populações. A proximidade 

genética entre inselbergs distantes geograficamente sugere que as populações estão isoladas 

recentemente na escala geológica. O que reforça o trabalho de Cabral et al., (2021) sobre a 

diversificação da espécie na Serra da Mantiqueira ter ocorrido aproximadamente 4Ma. 

Mesmo as populações partilhando do mesmo pool gênico, em termos de conservação, 

o inselberg Pedra da Lajinha abriga a população com maior diversidade genética em relação 

as demais populações. A implantação de uma Unidade de Conservação nesse inselberg é 

pertinente, uma vez que ações antrópicas, como pastoreio, fogo e extração mineral, têm 

ameaçado as comunidades onde ocorre a B. pabstiana. 

Por fim, este trabalho abre a perspectiva de novos estudos relacionados principalmente 

à biologia reprodutiva da espécie. Estudos deste tipo seriam fontes de informação sobre a 

biologia de sistemas de reprodução e dispersão encontrados nestas populações. Quais são seus 

polinizadores e como o comportamento destes polinizadores estão influenciando na 

estruturação genética destas populações. 
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