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چکیده 
استخراج DNA ازنمونه های حاصل از روشهای نمونه برداری حداقل تهاجمی (MIS) بدون صید یا حتی مشاهده یک حیوان، (مانند جمع‌آوری مو، پوست، مدفوع) می‌توانند اطلاعات ژنتیکی افراد یا جمعیت‌ها را برای برنامه های مدیریتی حفاظتی مناسب ارائه دهد. چنین نمونه‌هایی معمولاً DNA با کیفیت و/یا کمیت پایین تولید می‌کنند که نوع روش‌های مولکولی قابل استفاده را محدود می‌کند اما علیرغم این محدودیت، پایش ژنتیکی با استفاده از MIS احتمالاً در آینده اهمیت بیشتری پیدا می‌کند زیرا بسیاری از جمعیت‌های طبیعی در معرض کاهش ناشی از فعالیتهای انسانی هستند، که بعید است تلاشهای مدیرتی تطبیقی و فشرده بدون استفاده از رویکردهای MIS در امر حفاظت موفق شوند. بسیاری از رویکردهای ژنومی مدرن (به عنوان مثال، RAD-seq) به مقادیر زیادی از DNA الگوی با کیفیت بالا نیاز دارند اما در اینجا، مجموعه در حال گسترش روش‌ها و پلتفرم‌های ژنومی سازگار با تولید ژنوتیپ‌ها از MIS مانند ریز ماهوارکها و چند شکلی تک نوکلئوتیدی (SNP) را با در نظر گرفتن عواملی مانند ملاحظات مربوطه و نرخ خطا، تخمین فراوانی و پراکنش و ساختار ژنتیکی، نمایه می‌کنیم.
کلمات کليدي: ژنتیک حفاظتی، ریز ماهوارکها،  چندشکلی تک نوکلئوتیدی، نمونه گیری ژنتیک غیرتهاجمی، مدیریت حیات وحش
1-مقدمه
پایش ژنتیکی با استفاده از رویکردهای MIS برای اولین بار در سال 1992 به عنوان روشی برای به دست آوردن نمونه های ژنتیکی از خرس های قهوه ای (Höss, Kohn, Pääbo, Knauer, & Schröder, 1992) و برای مطالعه ساختار اجتماعی در شامپانزه ها (Phillip & David, 1992) معرفی شد. نمونه برداری با تهاجم کمتر (MIS
) به روش انتخابی برای پایش ژنتیکی بسیاری از گونه های مهره داران تبدیل شده است. این امر به این دلیل است که نمونه برداری از مو، مدفوع، نمونه برداری از راه دور پوست یا پرها، بدون نیاز به گرفتن، دست زدن یا حتی مشاهده حیوانات، DNA مورد نیاز برای شناسایی افراد در زمان و مکان مورد نظر را فراهم میکند و داده های ژنتیکی تولید می کند (Schwartz, Luikart, & Waples, 2007). در 25 سال گذشته، محققان انواع کاربردهای مهم MIS از جمله شناسایی گونه های کمیاب (Palomares, Godoy, Píriz, O'Brien, & Johnson, 2002)، تخمین اندازه جمعیت و سایر جمعیت شناختی (Carroll et al., 2013)، ارزیابی تنوع ژنتیکی و جریان ژن (Epps et al., 2005)، مهاجرت (Dixon et al., 2006)، ارزیابی ساختار اجتماعی (Ford et al., 2011)، تشخیص هیبریداسیون (Doyle et al., 2016)، نظارت بر اپیزوتیک های بیماری (Kohn & Wayne, 1997)، تشخیص اقلام رژیم غذایی (Marta De Barba et al., 2014) و کاربردهای تشخیص هویت موجودات در حیات وحش  (Lukoschek et al., 2009) را نشان داده اند.

در حال حاضر تعداد زیادی شواهد منتشر شده وجود دارد که نشان می‌دهد MIS از نظر هزینه یا مقرون به صرفه‌تر یا قابل مقایسه  با روش‌های سنتی (به عنوان مثال تصویربرداری، ردیابی‌ها و نشانه‌ها و حتی به دام انداختن حیوانات) است (M De Barba et al., 2010) و جمع‌آوری و تجزیه و تحلیل اندازه‌های نمونهای ژنتیکی بزرگ‌تر اغلب در آن امکان‌پذیر است (Solberg, Bellemain, Drageset, Taberlet, & Swenson, 2006) که بسیاری از مدیران حیات وحش را بر آن داشت تا به استفاده از رویکردهای MIS گرایش پیدا کنند. مطالعات روش شناختی و تحلیلی گسترده ای در ایجاد پروتکل هایی برای به حداکثر رساندن موفقیت و به حداقل رساندن خطا در هنگام استفاده از این منابع DNA با کیفیت پایین برای پایش ژنتیکی انجام شده است (Wang, Santiago, & Caballero, 2016).  به این دلیل اینکه بسیاری از گونه‌های مهره‌دار دچار کاهش سریع جمعیت شده‌اند (Li et al., 2016) و بعید است بدون تلاش‌های مدیریتی فشرده از این مشکل برطرف شود، نظارت ژنتیکی در آینده اهمیت بیشتری پیدا خواهد کرد. خوشبختانه، انقلاب ژنومی در اوایل دهه 2000 باعث پیدایش انواع تکنیک‌های مولکولی دقیق‌تر یا قوی‌تر شده است که نظارت ژنتیکی را در آینده مؤثرتر می‌سازد.

فن‌آوری‌های جدید برای پایش ژنتیکی معمولاً بر SNP ها متکی هستند (Morin, Luikart, & Wayne, 2004). نسبت به نشانگرهای معمولی DNA مانند ریزماهواره‌ها، SNPها در هر مکان، آلل کمی دارند (از لحاظ نظری تا چهار آلل اما معمولاً فقط دو آلل که به دلایل نرخ جهش پایین و مختص به گونه بودن، کاربرد محدودتری در مطالعات بین گونه‌ ای نسبت به ریزماهواره دارند (Glaubitz, Rhodes Jr, & DeWoody, 2003). علاوه بر این، جایگاه‌های SNP بیشتر مستعد سوگیری هستند، زیرا به دلیل چندشکلی بالای خود در جمعیت‌های مورد نظر انتخاب می‌شوند، اما اغلب در جمعیت‌های نزدیک به هم تک شکل هستند (Gautier et al., 2009). با این حال، رویکردهای مبتنی بر SNP پتانسیل زیادی برای ژنوتیپ‌سازی غیرتهاجمی دارند، زیرا اولا می‌توان تعداد زیادی لوکوس را به طور همزمان بررسی کرد، به‌ویژه با پلتفرم‌های توالی‌یابی یا ژنوتیپ بندی نسل بعدی، و دوما امتیازدهی، تجزیه و تحلیل و مدل‌سازی به نسبه آسان، داده های ژنوتیپ SNP به دلیل ماهیت دیجیتالی/دودویی آنها. نکته اخیر به صورت مطلوبی در تضاد با توزیع تقریبا پیوسته آلل های ریزماهواره است که توصیف آن را نیز دشوار می کند و بنابراین می تواند باعث خطاهای امتیازدهی شود.

به این دلایل، ما در این بررسی بر روی روش‌ها و پلتفرم‌های ژنومی اخیر برای تولید ژنوتیپ‌های SNP از MIS با در نظر گرفتن عواملی مانند ملاحظات محاسباتی و نرخ خطا و مقایسه آن با روش ریز ماهواره ها تمرکز کرده ایم. این مطالعه تاکید می کند که این رویکردهای جدید توانایی ما را برای پاسخ به سؤالات در پایش ژنتیکی، مانند برآورد فراوانی، ساختار ژنتیکی و ارتباط، افزایش می‌دهد. همچنین استفاده از نشانگرهای اپی ژنتیک و ارزیابی میکروبیومها را به عنوان رویکردی فراتر از ژنوتیپ برای دستیابی درک بیشتری از رابطه بین افراد و محیط آنها را معرفی میکنیم.
2- روشهای مولکولی

جوامع علمی ژنتیک انسانی و کشاورزی ارجحیت SNP ها را برای ژنوتیپ بندی  به دلیل مزایای بی شمارشان نسبت به ریزماهواره ها پذیرفته اند (اگرچه ریزماهواره ها هنوز توسط برخی در زمینه پزشکی قانونی انسانی ترجیح داده می شوند) (Butler, 2015). روش‌های زیادی برای تعیین ژنوتیپ هزاران SNP ، از جمله انواع تکنیکهایی مانند RAD-seq
 (Andrews, Good, Miller, Luikart, & Hohenlohe, 2016) و ژنوتیپ کردن با استفاده از توالی یابی (Elshire et al., 2011) وجود دارد. اگر بتوان DNA کافی را به دست آورد، این رویکردها می‌توانند در MIS مفید باشند، اما این رویکردهای استفاده از نشانگر ناشناس اغلب به DNA بسیار بیشتری نسبت به آنچه که معمولاً در دسترس زیست‌شناسان با استفاده از MIS است، نیاز دارند. DNA استخراج‌شده از چنین نمونه‌هایی ممکن است حاوی DNA محیطی موجودات بیگانه (eDNA
)، اغلب از ارگانیسم‌های غیرهدف باشد، و بنابراین نیاز به فیلتر کردن دقیق پس از توالی‌یابی دارد. علاوه بر این، این رویکردها لوکوسهای‌های بسیار بیشتری نسبت به شناسایی فردی و ارزیابی ارتباط، ساختار جمعیت و سایر پارامترهایی که مورد علاقه عمومی در مطالعات پایش ژنتیکی مورد نیاز هستند ژنوتیپ می کنند و بنابراین از نظر اقتصادی بسیار پرهزینه هستند. با این حال، برخی از روش‌های توالی‌یابی نسل بعدی و ژنوتیپ‌سازی پیشرفته به‌ویژه برای کیفیت یا کمیت پایین DNA که معمولاً از MIS به‌دست می‌آیند، مناسب هستند. این روشها عمدتا آرایه های SNP
 و روش های مبتنی بر غنی سازی ناحیه هدف هستند (جدول 1). البته لازم به ذکر است که توالی‌یابی‌های قبلی و تجزیه و تحلیل‌های بیوانفورماتیکی برای شناسایی لوکوسهای مناسب برای ژنوتیپ نمونه‌های MIS با استفاده از این پلت‌فرم‌ها مورد نیاز است (Morin et al., 2018).
جدول 1. تکنیکها، مواد مورد استفاده برای استخراج DNA و گونه هایی که تا کنون با استفاده از MIS مورد ارزیابی قرار گرفته اند
	گونه
	مواد استخراج DNA
	پلتفرم/ روش

	وال سر کمانی (Balaena mysticetus)
	استخوان
	Ampliflour SNP genotyping

	وال اسپرم (Physeter macrophalus)


	پوست
	Ampliflour SNP genotyping و ژنوتیپ بندی ریزماهواره ای

	گربه وحشی اروپایی (Felis silvestris silvestris)
چکاوک ویلسون (Cardellina pusilla)

خرس قهوه ای  (Ursus arctos)
عقاب طلایی (Aquila chrysaetos)

سگ آبی (Lontra canadensis)
وال خاکستری (Eschrichtius robustus)
	مو، پر، مدفوع
	Fluidigm

	فک قطب جنوب (Arctocephalus gazella)

	مدفوع
	Illumina GoldenGate genotyping assay

	کایوت (Canis latrans)
	مدفوع
	Illumina GoldenGate genotyping assay BeadXpress platform

	پوما (Puma concolor)

فیل آسیایی (Elephas maximus)
	مدفوع
	MassARRAY (Sequenom)

	گرگ خاکستری (Canis lupus)
	مدفوع
	SNPs Pyrosequencing (Biotage), SNaPshot (ABI), Taqman (ABI)

	شامپانزه (Pan troglodytes)
	مدفوع
	RNA bait capture/Illumina sequencing (Agilent’s SureSelect)

	بابون (Papio papio)
	مدفوع
	RNA bait capture/Illumina sequencing

	خرس قهوه ای  (Ursus arctos)
	مدفوع
	Illumina MiSeq

	بابون (Papio papio)
	مدفوع
	ddRAD using FecalSeq

	پیکای آمریکایی (Ochotona princeps)
	مو
	nextRAD


2-1- آرایه های SNP

پلتفرم هایی که تعداد SNP های مرتبط را به طور موثرتری ارزیابی می کنند، عبارتند از Fluidigm SNPtype assay، پلتفرمهای مبتنی بر فلوروسنس و پلتفرمهای MassARRAY. به طور خلاصه، سنجش Fluidigm از یک فرآیند امپلیفیکاسیون  دو مرحله‌ای استفاده می‌کند که اولین جفت پرایمر جایگاه حاوی SNP را تقویت می‌کند و جفت دوم پرایمر آلل‌های خاص را تقویت می‌کند و لیبلهای فلورسنت مشخص کننده را متصل می‌کند. پلت فرم Fluidigm به طور همزمان تا 96 جایگاه SNP را در 96 نمونه ژنوتیپ می کند و با اندازه گیری شدت فلورسانس هر دو آلل، ژنوتیپ SNP را در لوکوس تعیین می کند. جامعه شیلات نمرات سنجش ژنوتیپ SNP را با پلتفرم Fluidigm پذیرفته است (Bonanomi et al., 2016). اخیراً چندین مطالعه حیات وحش نیز از این بستر در زمینه نظارت استفاده کرده اند. به نظر می رسد سنجش نوع SNP Fluidigm دارای نرخ خطای نسبتاً پایینی است. نرخ خطای پایین برای تمام جنبه‌های اکولوژی مولکولی ، به‌ویژه برای استنباط‌هایی از شناسایی افراد، والدین و خویشاوندی افراد مهم است. علاوه بر این، پلتفرم Fluidigm نرخ موفقیت ژنوتیپ بندی بالاتری نسبت به ژنوتیپ ریزماهواره ای در نمونه های مدفوع گرگ (به ترتیب 87% و 70%) و موی گربه وحشی (80% در مقابل 54%) و موهای خرس قهوه ای (99% در مقابل 97%) بدست آورده است (Bonanomi et al., 2016). 

نشان داده شده است که یک پلت فرم مبتنی بر فلورسانس با نام پلت فرم Amplifluor SNP genotyping system برای نمونه‌های با کیفیت/کمیت پایین بسیار مناسب عمل می کند: سطح بالایی از موفقیت ژنوتیپ‌سازی با حداقل 10 الگوی DNA در هر سنجش وجود داشته است (Morin & McCarthy, 2007). همچنین در مطالعه ای دیگر از هشت جایگاه ریزماهواره و 38 جایگاه Amplifluor SNP برای بررسی ساختار جمعیت نهنگ‌های اسپرم اقیانوس آرام شمالی (Physter macrocephalus) استفاده شده است که در این مطالعه جایگاه های Amplifluor SNP دارای نرخ خطای قابل مقایسه (1.4٪ در هر آلل) با جایگاه های ریزماهواره (0.9٪ در هر آلل) بودند (Mesnick et al., 2011).
برخلاف پلتفرم‌های مبتنی بر فلورسانس، پلت فرم MassARRAY از طیف‌سنجی جرمی برای تعیین آلل‌های SNP استفاده می‌کند. تفاوت اصلی استفاده از Primer extension یا واکنش iPLEX است که بسته به آلل و طراحی سنجش، یک نوکلئوتید اصلاح‌ جرم شده را بکار میگیرد و امکان تشخیص چندشکلی‌های تک باز یا اضافه/حذف را فراهم می‌کند. سپس از یک طیف‌سنج جرمی (Sequenom) برای استنتاج ژنوتیپ‌ها بر اساس موقعیت پیک‌ها در طیف، مربوط به آلل‌های مختلف در لوکوسهای مختلف استفاده می‌کند (Gabriel, Ziaugra, & Tabbaa, 2009). این پلتفرم را میتوان برای نمونه‌های MIS بکار برد: در یک مطالعه، سیستم MassARRAY با موفقیت بیشتری (59.8%) نسبت به روش ژنوتایپینگ ریزماهواره معمولی (39.9%) از نمونه‌های پوما اسکات را ژنوتیپ کرد، بدون اینکه تفاوت معنی‌داری در میزان خطا بین روش‌ها وجود داشته باشد (Fitak, Naidu, Thompson, & Culver, 2016). با این حال، مطالعه دیگری که هم از ژنوتیپ ریزماهواره ای و هم از سنجش MassARRAY برای تعیین ژنوتیپ خون و مدفوع فیل بورنئو استفاده کرد، نرخ موفقیت کمتری در ژنوتیپ و نرخ خطای بالاتری را برای پلت فرم SNP در نمونه های مدفوع نشان داد. نویسندگان یک رابطه ای بین موفقیت ژنوتیپ و سطح مالتی پلکس پیدا کردند، به این صورت که با مالتی پلکس های کوچکتر موفقیت بیشتری داشتند و پیشنهاد کردند که این موضوع می تواند به کیفیت پایین تر DNA مدفوع مربوط باشد (Goossens et al., 2016).
2-2- روشهای غنی سازی ناحیه هدف

غنی‌سازی ناحیه هدف، هدف گرفتن انتخابی مناطق ژنومی مورد علاقه قبل از تعیین توالی‌یابی با توان عملیاتی بالا است. روش‌های غنی‌سازی ناحیه هدف می‌توانند روشی بسیار حساس برای به‌دست آوردن داده‌های ژنومی به‌طور انتخابی و قابل تکرار باشند. مناطق ژنومی را می توان به طور انتخابی با استفاده از PCR و همچنین روش های in-solution یا مبتنی بر آرایه مورد هدف قرار داد. روش‌های مبتنی بر PCR برای MIS مناسب هستند، زیرا معمولاً فقط به مقادیر کمی از مواد اولیه نیاز دارند و با استفاده از روش‌های PCR Multiplex و بارکدگذاری ترکیبی، می‌توانند مقرون به صرفه باشند. یکی از این روش ها GT-seq است که برای تعیین ژنوتیپ قزل آلای سر فولادی (Oncorhynchus mykiss) برای ارزیابی فراوانی، زمان مهاجرت و ترکیب ذخایر این ماهی استفاده شده است. تکنیک GT-seq اساساً یک واکنش PCR دو مرحله ای انبوه چندگانه است. در واکنش PCR اول، جایگاه های SNP در یک PCR مالتی پلکس تقویت می شوند و در واکنش دوم، آداپتورهای توالی یابی و شناسه های منحصر به فرد (بارکد) به هر نمونه اضافه می شوند. پس از توالی یابی Illumina، از بارکدها برای انتساب خوانش ها به نمونه ها، با استفاده از پایپ لاین بیوانفورماتیک سفارشی انجام می شود. به نظر می رسد که روش GT-seq دارای نرخ خطای پایینی است. این روش دارای نرخ تطابق 99.9٪ با ژنوتیپ های تولید شده با پلت فرم Fluidigm بود. این روش ممکن است به بهینه‌سازی اضافی برای نمونه‌های DNA با کیفیت/کمیت پایین نیاز داشته باشد، اگرچه با الگوهای DNA برش‌خورده  به خوبی کار می‌کند، اما زمانی که غلظت DNA کمتر از ng/μl 10 باشد، نرخ موفقیت کاهش می‌یابد.(Campbell, Harmon, & Narum, 2015).

یکی دیگر از رویکردهای PCR هدفمند بر استفاده از توالی یابی با توان عملیاتی بالا برای تولید ژنوتیپ های ریزماهواره متمرکز شده است. این رویکرد معمولاً شامل تقویت PCR لوکوس‌های ریزماهواره‌ای است که به دنبال آن مالتی پلکس‌سازی و توالی‌یابی با توان بالا انجام می‌شود (M De Barba et al., 2017). مزایای بالقوه این تکنیک نسبت به ژنوتیپ ریزماهواره معمولی شامل شناسایی هموپلاسی طول (که می تواند زیاد باشد، به عنوان مثال، شناسایی شده در 38 مکان از 53 مکان) (Vartia et al., 2016) و مقرون به صرفه بودن در تعداد نمونه ها و/یا نشانگرهای بیشتر (Darby, Erickson, Hervey, & Ellis‐Felege, 2016) است. توالی‌یابی ژنوتیپ‌های ریزماهواره‌ای با توان عملیاتی بالا همچنین از مزایای تولید سریع ژنوتیپ‌های مورد توافق  با استفاده از پایپ لاین آنالیز بیوانفورماتیک، از کل ژنوم (Kistler et al., 2017) یا داده‌های آمپلیکونی (Suez et al., 2016) برخوردار است. علاوه بر این، اگر بتوان از مجموعه‌های یکسان لوکوس در پلت‌فرم‌های ژنوتایپینگ ریزماهواره‌ای جدید و سنتی استفاده کرد، این رویکرد می‌تواند مزیت امکان پیوند به مجموعه داده‌های قدیمی را داشته باشد. با این حال، مراحل بهینه‌سازی و اعتبارسنجی برای انتقال ژنوتیپ ریزماهواره‌ای به یک پلتفرم توالی‌یابی جدید مورد نیاز است که از نظر فنی می‌تواند چالش برانگیز باشد. کاربرد این ژنوتیپ ریزماهواره ای با توالی یابی با توان عملیاتی بالا در مطالعات MIS تاکنون محدود بوده است. همچنین مجموعه‌ای از لوکوسهای ریزماهواره بهینه‌سازی شده برای توالی‌یابی با توان بالا، عملکرد و دقت ژنوتیپ‌های تولید شده از نمونه‌های مدفوع را در مقایسه با معیارهایی که قبلا برای ژنوتیپ کردن ریزماهواره‌ها از نمونه‌های مدفوع با الکتروفورز کاپیلار گزارش شده بود، افزایش داد (M De Barba et al., 2010).

روش‌های بدست آوردن DNA، همراه با توالی‌یابی با توان عملیاتی بالا، برای بررسی مسائل فیلوژنتیکی مورد استفاده قرار گرفته‌اند (Hancock‐Hanser et al., 2013). اما کاربرد چنین روش‌هایی برای مطالعات درون جمعیتی تا کنون محدود بوده است. یک مثال موفق، استفاده از RNA با برچسب بیوتین سفارشی برای گرفتن DNA ژنومی از نمونه‌های مدفوع 62 بابون وحشی (Papio papio) بود. کتابخانه های غنی شده با Illumina HiSeq توالی یابی شدند و نشانگرهای ژنومی کافی برای انجام بازسازی شجره نامه را ارائه کردند (Snyder-Mackler et al., 2016). مطالعه دیگری با استفاده ازRNA تولید شده از سیستم Agilent SureSelect، بیش از 1.5 مگابایت از DNA هسته‌ای و کل ژنوم میتوکندری را از مدفوع شامپانزه‌ها با موفقیت توالی‌یابی کرد (Perry, Marioni, Melsted, & Gilad, 2010). این مطالعات پتانسیل این رویکردها را در زمینه نظارت ژنتیکی برجسته می کند.
3- تجزیه و تحلیل داده ها

پلتفرم‌های آرایه SNP دارای بسته‌های نرم‌افزاری اختصاصی هستند که برای امتیازدهی ژنوتیپ‌ها استفاده می‌شوند و اغلب درجه‌ای از اطمینان را در فراخوانی های ژنوتیپ فراهم می‌کنند (به عنوان مثال، پلتفرم Sequenom). چنین فراخوانی های خودکار همیشه دقیق نیست، و توصیه می شود که محققان به صورت بصری داده ها را برای خطا بررسی کنند. این امر به ویژه برای نمونه‌های جمع‌آوری‌شده غیرتهاجمی، که می‌توانند نرخ خطای بالاتری داشته باشند، صادق است (Bayerl et al., 2018). رویکردهای مبتنی برنواحی هدف که از توالی یابی با توان بالا استفاده می کنند، معمولا نیاز به پایپ لاین بیوانفورماتیک سفارشی دارند. با این حال، مراحل اصلی بین مطالعات مشابه است و شامل فیلتر کردن خوانش‌ها بر اساس نمرات کیفیت و مولتی پلکس کردن خوانده‌ها در نمونه‌ها و لوکوسها می‌شود. سپس با استفاده از ابزارها و اطلاعات بیوانفورماتیک سفارشی مانند فراوانی نسبی و عمق خواندن توالی‌هایی که احتمالاً آلل هستند در مقابل خطاهای  PCR/توالی‌یابی ژنوتایپینگ انجام می‌شود (Campbell et al., 2015).  

4- نتیجه گیری
پایش ژنتیکی با MIS ثابت کرده است که ابزار ارزشمندی برای نظارت و مدیریت گونه‌ها و جمعیت‌ها است. با افزایش دسترسی به پیشرفت‌های فن‌آوری جدید، محققان قادر خواهند بود از شناسایی افراد فراتر رفته و نقش آنها را در اکوسیستم بررسی کنند و پویایی‌های سطح جمعیت را ارزیابی کنند. چنین ابزارهایی برای رویارویی با چالش های زیست شناسی حفاظتی در یک محیط به سرعت در حال تغییر ضروری خواهند بود.
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Abstract
DNA extraction of samples from minimally invasive sampling (MIS) methods without capturing or even observing an animal (such as hair, skin, feces) can provide genetic information to individuals or populations for appropriate conservation management programs. Such samples typically produce low quality and/or quantitative DNA that limits the type of molecular methods that can be used, however despite this limitation, genetic monitoring using MIS is likely to become more important in the future because many natural populations are at risk of decline or extinction due to human activities. Therefore, adaptive and intensive management efforts are unlikely to succeed without the use of MIS approaches to conserve the natural populations. Many modern genomic approaches (e.g., RAD-seq) require large amounts of high-quality DNA, but here we index, an expanding set of genomic methods and platforms compatible with the production of MIS genotypes such as microsatellites and single nucleotide polymorphs (SNPs) by considering factors such as relevant considerations and error rates, frequency estimation, and genetic distribution and structure.
Keywords: Conservation genetics, microsatellites, mononucleotide polymorphisms, non-invasive genetic sampling, wildlife management
� Minimally Invasive Sampling


� Restriction site-Associated DNA Sequencing


� Environmental DNA


� SNP Arrays





