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RESUMO 

Dentre as ferramentas moleculares que utilizadas 

em estudos de composição gênica e estruturas de 

diversidade genética de populações, destaca-se o 

marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). 

Esta técnica é baseada em reações de PCR 

(Polimerase Chain Reaction) de iniciador único que 

amplifica fragmentos localizados entre as 

repetições de sequência simples (SSR), sem o 

conhecimento prévio das sequências de DNA das 

espécies estudadas. Esta revisão teve como objetivo 

levantar informações bibliográficas da aplicação de 

marcadores ISSR em estudos de conservação e 

ecologia. Através das análises dos artigos 

encontrados, pôde-se observar a eficiência, baseado 

nas conclusões apresentadas pelos autores citados, 

destes marcadores para estabelecer relações 

ecológicas, desenvolver estratégias de proteção de 

espécies ameaçadas e compreender processos 

evolutivos e biogeográficos que atuam em de 

diferentes táxons como: plantas, fungos, 

vertebrados e invertebrados. 

 

Palavras-chave: Diversidade, Fluxo gênico, 

Preservação, Polimorfismos genéticos, Relações 

ecológicas.

  

 

1 INTRODUÇÃO 

O conhecimento da composição gênica de uma espécie, ou população, é fundamental para 

ações de manejo e conservação, visto que fornece potencial adaptativo/evolutivo de uma espécie 

(GALETTI et al., 2008). Deste modo, dados moleculares de variações genéticas apropriadas (neutra 

ou não) também podem ser informativos em áreas ecológicas, comportamentais e evolutivas (AVISE, 

2010).  

É fundamental avaliar se os padrões de estruturação da diversidade genética são resultantes de 

características naturais das espécies ou são consequência de barreiras físicas, muitas vezes produzidas 

por ações antrópicas (FAJARDO; ALMEIDA.; MOLINA. 2016) como a fragmentação dos 

ecossistemas, perda de habitat, superexploração, introdução de espécies exóticas, mudanças climáticas 

e poluição, tendo em vista que estas são as principais responsáveis pela perda de biodiversidade 

(MORRIS, 2010; MORA,2013; BIRBEN, 2019). Neste contexto medidas eficazes de manejo em 

ecossistemas utilizando dados moleculares são necessárias, uma vez que, é importante preservar altos 

níveis de diversidade genética visando manter o potencial evolutivo de uma espécie ou população. 



 

  
Tecnologia e Inovação em Ciências Agrárias e Biológicas Avanços para a sociedade atual 

Aplicação de marcadores moleculares ISSRs em estudos de conservação e ecologia 

Estes dados podem ser gerados através de estudos de dinâmica populacional aplicando medidas de 

diversidade genética intra e interpopulacional que são estimadas a partir de dados de marcadores 

moleculares (COSTA, 2015; FAJARDO; ALMEIDA.; MOLINA. 2016, ROUNSEVELL et al., 2018). 

Os avanços da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) permitiram o desenvolvimento 

de diversas classes de marcadores moleculares utilizados em casos de estudos genéticos, pois 

possibilitam analisar a variação genética em nível de DNA, esclarecendo eventos de diversidade 

genética, gargalos, fluxo gênico, endogamia, e deriva genética (SOUZA, 2008; SOUZA, 2015; 

FAJARDO; ALMEIDA; MOLINA. 2016). Dentre estes, destaca-se o Inter Simple Sequence Repeats 

(ISSR), desenvolvido no início de 1990 e popularizado em 1998, a técnica é baseada em reações de 

PCR de iniciador único em que a sequência utilizada é derivada de repetições di- e trinucleotídicas, e 

a amplificação ocorre entre duas regiões de microssatélites (SSR) (WOLFE; XIANG; KEPHART, 

1998; REDDY et al., 2002; COSTA, 2015; NG & TAN, 2015). 

Os microssatélites, conhecidos como SSR, são repetições de sequências simples em tandem de 

2 a 5 nucleotídeos, frequentemente encontrados e dispostos ao acaso em todo o genoma eucarioto 

(SOUZA, 2015). Este marcador requer um conhecimento prévio da sequência de DNA que flanqueia 

o SSR para que os primers utilizados na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) sejam construídos 

(COSTA, 2015). 

Devido a uma necessidade de explorar repetições de microssatélites sem o conhecimento prévio 

de DNA da espécie-alvo (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994; NYBOM, 2004), foi 

desenvolvido o marcador Inter Simple Sequence Repeats (ISSR), que se hibridiza diretamente com os 

SSRs (TSUMURA, Y.; OHBA, K.; STRAUSS, 1996). Estes, segregam principalmente como 

dominantes após herança mendeliana, sendo interpretados semelhantes aos dados de RAPD. No 

entanto, em alguns casos, também foram demonstrados como co-dominates, o que permite a distinção 

entre homozigotos e heterozigotos (TSUMURA, Y.; OHBA, K.; STRAUSS, 1996; REDDY et al., 

2002).  

As sequências – alvos dos ISSRs são abundantes ao longo do genoma de eucariotos e evoluem 

rapidamente (COSTA, 2015), sendo estes iniciadores popularmente conhecidos como microssatélites 

amplificados aleatórios (RAMs) (NG & TAN, 2015). Geralmente os primers possuem 16-25 pb de 

comprimento e produzem vários fragmentos de DNA (cada um dos quais é considerado um loci) de 

tamanhos diferentes (REDDY et al., 2002; NG & TAN, 2015). Isso ocorre devido as regiões SSRs 

estarem espalhadas de maneira uniforme por todo o genoma, tornando alta as chances de amplificação 

entre as duas regiões adjace2015ntes dentro dos limites da Taq DNA polimerase para gerar muitas 

bandas polimórficas (WOLFE; XIANG; KEPHART, 1998). Estas características permitem uma maior 

superfície de ancoragem e maiores temperaturas de pareamento, tornando – os mais robustos quando 

comparados a outros marcadores dominantes como o RAPD (SOUZA,). 
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A interpretação das bandas é atribuída a loci genéticos com dois alelos, onde se utiliza 1 para 

presença e 0 para ausência (WOLFE, 2005). Os produtos amplificados pela técnica ISSR-PCR 

possuem o tamanho de 200 a 2000 pb de comprimento, e têm se destacado em estudos de 

variação/diversidade genética, filogenética e “impressão digital de DNA” (DNA fingerprint) (QIU et 

al., 2009; DOS SANTOS et al., 2011; NG & TAN, 2015), o que possibilita a aplicação destes 

marcadores em estudos de conservação e ecologia. 

Considerando que a técnica de ISSR tem sido amplamente utilizada por ser simples, rápida, 

eficiente, possuir alta reprodutibilidade e gerar altos índices de polimorfismo (REDDY et al., 2002), 

este trabalho visa levantar informações do uso destes marcadores em estudos de conservação e 

ecologia.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

O levantamento bibliográfico foi realizado através do método de (BARDIN, 2016) onde é 

possível a formação de estruturas textuais por meio de análises documentais, tendo como objetivo a 

interpretação de informações de dados e a produção de uma análise específica sobre um determinado 

assunto. Esta revisão foi elaborada a partir de pesquisas de artigos teóricos e experimentais, livros, 

dissertações e teses, publicados entre janeiro de 1995 a maio de 2020, que utilizaram a técnica ISSR-

PCR com ênfase em conservação e ecologia. Para isto, foram efetuadas buscas em português e inglês, 

empregando palavras chaves como “aplicação da técnica ISSR”, “estudos de conservação e ecologia”, 

“ISSR aplicado para estudos de diversidade”, “ISSR em ecologia” e “ISSR em estudos de 

conservação”.  

A partir do resultado do levantamento realizado em bibliotecas eletrônicas como Scielo, Google 

Scholar e Periódicos CAPES, foi elaborado um banco de dados com 212 artigos relacionados com a 

aplicação dos marcadores ISSRs, dos quais 100 foram selecionados para discussão e a elaboração de 

gráficos.  O critério para escolha dos artigos foi a análise documental que permitiu observar se os 

mesmos se enquadravam na aplicação da técnica para fins de conservação e ecologia das espécies, 

excluindo aqueles que não abordavam de maneira objetiva o tema em questão.   

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.1 APLICAÇÃO EM CONSERVAÇÃO E ECOLOGIA 

Por meio do levantamento bibliográfico realizado em plataformas científicas online, foi 

possível a elaboração de um gráfico que permite visualizar a aplicação dos marcadores ISSRs, com 

ênfase em ecologia e conservação (Figura 1), possibilitando identificar a distribuição dos artigos 

encontrados para os diferentes táxons.  
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Figura 1. Aplicação de ISSR para diferentes táxons. 

 

 

Dentre as pesquisas analisadas, encontrou-se um total de 54 artigos relacionando ecologia e 

conservação com a aplicação de ISSR em plantas, configurando o táxon com mais trabalhos. Estes 

valores podem estar relacionados com a origem deste marcador, uma vez que o mesmo foi 

desenvolvido para a aplicação em estudos de plantas cultivadas (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; 

LABUDA, 1994; TSUMURA, Y.; OHBA, K.; STRAUSS, 1996). Em seguida encontra-se o grupo dos 

vertebrados com 19 trabalhos, dos quais a maioria (12) se aplicam à ictiofauna (BI; YANG; GAO, 

2011; YING; GAO; MIAO, 2011; KUMLA et al., 2012; SAAD et al., 2012; LI et al., 2013; SAAD; 

ABUZINADAH; EL-DOMYATI, 2013; LABASTIDA et al., 2015; VITORINO et al., 2015; LI et al. 

2016; FONSECA et al., 2018; PAUL; MUKHOPADHYAY; BHATTACHARJEE, 2018; OLIVEIRA 

et al., 2019). 

Os artigos encontrados para a aplicação da técnica ISSR em invertebrados (09) teve por 

característica o conhecimento ecológico de espécies consideradas pragas (BORBA et al., 2005; MELO 

et al., 2020). Resultados semelhantes foram encontrados nas pesquisas que utilizaram este marcador 

no grupo de fungos (05), sendo grande parte dos trabalhos analisados objetivando compreender as 

relações ecológicas e evolutivas das espécies (DARIVA et al., 2005; JING et al., 2017; UMAÑA-

CASTRO et al., 2019; LONGYA; TALUMPHAI; JANTASURIYARAT, 2020). 

Com o objetivo de observar a aplicação deste marcador ao longo do tempo, dos artigos 

analisados, 41% foram publicados nos últimos 5 anos (Figura 2). Este resultado indica que a aplicação 

da técnica ISSR para conservação e ecologia de diferentes táxons se tornou uma ferramenta útil para 

o desenvolvimento de pesquisas populacionais, que visam o conhecimento das relações ecológicas e o 

planejamento de atividades de proteção para espécies ameaçadas.  
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Figura 2. Distribuição dos artigos encontrados conforme ano de publicação. 

 

 

Com relação à distribuição geográfica, já era esperado uma maior quantidade de artigos no 

continente Americano (Figura 3), visto que, as pesquisas bibliográficas foram realizadas buscando 

trabalhos publicados tanto na língua inglesa quanto na portuguesa. Porém, ao observarmos os outros 

continentes nota-se uma forte aplicação deste método no continente Asiático, onde publica-se vários 

artigos com esta abordagem temática em revistas de grande relevância científica. 

 

Figura 3. Distribuição dos artigos de acordo com a amostragem geográfica. 

 

 

Grande parte dos estudos, considerados como pertencentes à Ecologia Molecular, utiliza de 

polimorfismos genéticos em populações naturais como base para a compreensão de fenômenos 

evolutivos, demográficos ou ecológicos (MILLIGAN; LEEBENS-MACK; STRAND, 1994; 

FAJARDO; DE ALMEIDA; MOLINA, 2014). Os marcadores ISSRs foram desenvolvidos 

inicialmente para diferenciar espécies cultivadas (KANTETY et al., 1995; TSUMURA, Y.; OHBA, 
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K.; STRAUSS, 1996), porém se tornaram de grande eficiência para uma faixa de aplicações de nível 

populacional e estudos interespecíficos de plantas, fungos, invertebrados e vertebrados (WOLFE; 

XIANG; KEPHART, 1998; WOLFE, 2005), incluindo estudos que visam investigar relações 

filogenéticas para compreender processos evolutivos e biogeográficos ou definir problemas de 

sistemática envolvendo espécies ameaçadas (MORITZ, 1995; FAJARDO; ALMEIDA.; MOLINA. 

2016).  

O uso desta técnica para estudos de espécies ameaçadas tem demonstrado eficiência para 

posterior planejamento de conservação, como demonstrado por Zhang; Chen; Li (1995) que ao 

aplicarem o ISSR para analisar a população de Pinus squamata (Pinales: Pinaceae), criticamente 

ameaçada de extinção, perceberam uma baixa variabilidade genética, sugerindo que processos 

evolutivos e ações antrópicas podem ter contribuído para a perda de diversidade genética. Resultados 

semelhantes foram obtidos em uma população de Hesperozygis ringens (Lamiales: Lamiaceae), que 

se encontra em processo de extinção, onde foi observada uma alta frequência de endogamia devido a 

baixos níveis de Heterozigosidade (FRACARO, 2006).  

As correlações entre aplicações de marcadores ISSR e fatores ambientais foram estudadas em 

17 populações de Stipa tenacíssima (Poales: Poaceae), no qual os autores observaram uma baixa 

diversidade dentro das populações e uma alta diferenciação interpopulacional, sugerindo a necessidade 

da proteção de seus habitats críticos da fragmentação e degradação devido a homogeneidade 

intrapopulacional (BOUSSAID et al., 2010). Um estudo semelhante foi desenvolvido por Górski 

(2015), onde observou que a transformação de ambientes florestais em áreas agrícolas desfavorece a 

espécie Baccharis crispa (Asterales: Ateraceae), popularmente conhecida como carqueja.  

Em uma análise de 15 indivíduos de Hancornia speciosa (Gentianales: Apocynaceae) em uma 

população, foi observada uma baixa diversidade genética intrapopulacional utilizando os marcadores 

ISSR, o que possibilitou a criação de estratégias que visam a manutenção e conservação da espécie 

(COSTA et al., 2015). Já a aplicação da técnica para 7 populações de Melocanna bacífera (Poales: 

Poaceae), uma espécie de bambu, permitiu a observação de uma alta diversidade em nível de espécie, 

porém uma baixa diferenciação entre as populações, indicando a necessidade de proteger as populações 

existentes na região do estudo (NILKANTA et al., 2017). 

 O ISSR tem apresentado um papel importante em pesquisas que visam entender as relações 

ecológicas e evolutivas dos fungos. Resultados relevantes foram encontrados ao se analisar isolados 

de Fasarium oxyporum f. sp. ciceris (Hypocreales: Nectriaceae) provenientes de 13 diferentes 

províncias da Turquia, visto que, foi constatado que o alto fluxo gênico entre as populações tem um 

efeito significativo no desenvolvimento evolutivo da espécie (BAYRAKTAR; DOLAR; MADEN, 

2008). A aplicação da técnica em Corollospora marítima (Microascales: Halosphaeriaceae), fungo 
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marinho cuja diversidade é ameaçada por atividades antrópicas em seus ecossistemas, permitiu a 

observação de altos níveis de variabilidade genética (VELEZ et al., 2016).  

Uma pesquisa desenvolvida em 4 populações de Piptopurus betulinus (Polyporales: 

Fomitopsidaceae), revelou descobertas que estabeleceram bases para o desenvolvimento de 

diversidade genética em P. betulinus de várias origens demográficas (JING et al., 2017). A análise da 

diversidade de 8 populações de Lepista nuda (Agaricales: Tricholomataceae) permitiu, a partir da 

observação de um baixo grau de fluxo gênico interpopulacional, que fossem sugeridas estratégias de 

proteção para as populações (DU et alI., 2018).  

Estudos aplicando marcadores ISSRs em grupos de invertebrados também têm mostrado bons 

resultados, como no trabalho onde a aplicação da técnica em 12 populações de Zabrotes subfasciatus 

(Coleoptera: Bruchidae), espécie não nativa do Brasil, revelou uma baixa variabilidade genética entre 

as populações que pode ser relacionada ao efeito fundador, sendo a variação interpopulacional menor 

do que a intrapopulacional. Além disso ao correlacionarem a distância genética com a distribuição 

geográfica atual da praga no Brasil sugeriram que as populações de Z. subfasciatus não se apresentam 

geograficamente estruturadas no país (SOUZA, 2018). Yang et al. (2018), observaram a influência da 

barreira geográfica natural na estrutura genética de 20 geopopulações de Odontotermes formosanus 

(Blattodea: Termitidae), espécie de cupim, e perceberam altos níveis de diferenciação genética entre 

as populações, revelando as possíveis vias de migração necessárias para o monitoramento da espécie.  

A análise de populações de Melipona mandacaia (Hymenoptera: Apidae), abelhas sem ferrão, 

forneceu dados compatíveis com a interrupção do fluxo gênico por barreiras geográficas 

(NASCIMENTO et al., 2010). O mesmo tema foi pesquisado por Miranda et al. (2012) na qual 

avaliaram a diversidade e estrutura genética de 104 colônias em 12 localidades da mesma espécie, e 

obtiveram baixos valores de heterozigosidade, além de observarem uma variação maior entre as 

localidades mais distantes, sugerindo um isolamento por distância.  

A aplicação da técnica no grupo de vertebrados tem se destacado em pesquisas de diversidade 

entre populações. Em populações cultivadas e selvagens de Trachidermus fasciatus (Scorpaeniformes: 

Cottidae), uma espécie de peixe ameaçada de extinção, foi observada uma diversidade genética menor 

nas populações cativas, dados que fornecem informações importantes para preservação de espécies 

ameaçadas (BI; YANG; GAO, 2011). Resultados semelhantes foram encontrados por (OLIVEIRA et 

al., 2019) ao estudarem populações cativas e selvagens de Colossoma macropomum (Characiformes: 

Characidae), no qual a população cultivada também apresentou menor diversidade. Vários trabalhos 

de genética populacional na ictiofauna apontam o marcador ISSR como eficiente para análises de 

variabilidade (NOVAIS, 2015; VITORINO et al., 2015; LI et al. 2016; QUEIROZ et al., 2016; 

OLIVEIRA et al., 2019). 
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Levando em consideração que os rios amazônicos funcionam como barreiras para a dispersão 

de aves amazônicas, Fernandes et al., (2013) analisaram linhagens separadas por rios de 

Glyphorynchus spirurus (Passeriformes: Furnariidae). Para isto, utilizaram marcadores ISSRs em 

espécimes encontradas em áreas de endemismo do estado de Rondônia (Brasil) e do Inambari (Peru), 

onde observaram a existência de populações geneticamente diferenciadas em lados opostos do Rio 

Madeira. Estudos semelhantes foram realizados anteriormente (GONZALEZ & WINK, 2010), onde a 

técnica de ISSR foi utilizada para avaliação da filogeografia aviária. Os autores verificaram a variação 

genética e diferenciação populacional de 8 populações de Aphrastura spinicauda (Passeriformes: 

Furnariidae), e relataram baixos níveis de diferenciação entre as populações e alta variação 

intrapopulacional, sugerindo altos níveis de fluxo gênico entre elas, indicando uma colonização pós-

glacial da espécie.   

 

3.2 VANTAGENS E LIMITAÇÕES DO ISSR 

O método de ISSR tem se sido amplamente utilizado por ser uma técnica simples e rápida 

(REDDY et al., 2002). Os marcadores são facilmente gerados com o mínimo de equipamentos e são 

variáveis, o que permite gerar uma grande quantidade de dados por um custo razoável para o 

pesquisador Wolfe, 2005. Além dessas características, os iniciadores utilizados são mais robustos, 

devido uma maior superfície de ancoragem, e possuem maiores temperaturas de pareamento, o que 

aumenta a reprodutibilidade dos produtos (TSUMURA, Y.; OHBA, K.; STRAUSS, 1996; COSTA, 

2015). 

Pode-se destacar dentre as vantagens da técnica ISSR a realização de análises genéticas sem a 

construção de uma biblioteca genômica, ou seja, o conhecimento prévio da sequência genética da 

espécie a ser estudada não é necessário (LACERDA; ACEDO; LOVATO, 2002; RAKOCZY-

TROJANOWSKA & BOLIBOK, 2004). Outro benefício encontrado é a possibilidade de estudar a 

abundância e distribuição de SSR no genoma (RAKOCZY-TROJANOWSKA & BOLIBOK, 2004). 

Embora estes iniciadores tenham a vantagem de analisar múltiplos loci em uma única reação 

(COSTA, 2010), os ISSRs têm como principal limitação a classificação como marcadores dominantes 

(ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994; LIMA, 2008), o que não permite uma distinção clara 

entre homozigotos e heterozigotos (COSTA, 2015; NG & TAN, 2015; SOUZA, 2015). Além disso, é 

necessária uma otimização das reações iniciais e as estimativas de diversidade genética são baseadas 

em caracteres dialélicos (BAKKAPPA; SUBRAMANYA, 2011). 

 

4 CONCLUSÃO 

Apesar de, a priori, ser desenvolvida para análises de espécies de plantas cultivadas, a técnica 

ISSR tem ganhado espaço em estudos de diferentes táxons. O uso deste marcador em pesquisas de 
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conservação e ecologia é útil e tem sido amplamente utilizado, principalmente nos últimos 5 anos. 

Além disso, por não requerer o conhecimento prévio da sequência gênica do grupo em estudo e seu 

custo ser relativamente baixo, a técnica de ISSR destaca-se por ser uma ferramenta acessível, que 

permite gerar grandes números de dados importantes para o conhecimento ecológico das espécies, e 

planejamento de ações que visam a conservação. 
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