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Analise genética ndo invasiva em conservagao
BENOI'T GOOSSENS E MICHAEL W. BRUFORD

INTRODUGAO

Um componente chave do surgimento da genética da conservagdo como uma
subdisciplina reconhecivel da biologia da conservagdo nos ultimos dez anos tem sido
o desenvolvimento de métodos para avaliar geneticamente e monitorar populacdes de
espécies ameacadas de forma ndo invasiva. O rapido desenvolvimento de
metodologias para garantir a captura precisa de dados moleculares de organismos
esquivos, facilmente estressados ou potencialmente perigosos (!) e preocupacdes
com a precisdo dos dados produzidos levaram a uma série de excelentes revisdes
sobre 0 assunto nos Ultimos anos. vezes (por exemplo, Taberlet et al. 1999; Taberlet
e Luikart 1999; Piggott e Taylor 2003; Woodruff 2003; Wayne e Morin 2004). Aqui,
revisaremos as questdes e as amplas aplicagdes da andlise genética ndo invasiva,
sem nos concentrarmos detalhadamente nos aspectos técnicos moleculares.

Por que genética néo invasiva?
Antes do advento da genética ndo invasiva e da utilizagdo de subprodutos animais,
como fezes, pélos, penas, 0ssos, escamas de peixe, dentes, etc., a obtencéo de
material genético de populagdes selvagens era muitas vezes eticamente (em particular
para espécies listadas como ameacadas e criticamente ameagadas de acordo com
os regulamentos da CITES) e logisticamente extremamente dificeis. Agora, tal analise
é cada vez mais possivel e a amostragem de grandes populagfes sem contacto visual/
fisico é particularmente benéfica para espécies ameagadas ou se as espécies
estudadas puderem transmitir ou forem susceptiveis a doengas (por exemplo,
espécies de grandes simios cujos agentes patogénicos sdo muitas vezes extremamente
semelhantes aos do pesquisadores que os estudam). Num século em que a ligagdo
entre comportamento, estrutura social, disperséo e estrutura genética populacional se
tornou um novo desafio para os geneticistas conservacionistas, o desenvolvimento de
amostragem e genotipagem nao invasivas proporcionou a oportunidade de explorar
estas ligagdes e abriu dramaticamente novas areas de investigagao.
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A caracterizagdo de material ndo invasivo usando marcadores moleculares permite
aos bidlogos identificar e contar individuos em populac@es selvagens, identificar o sexo
desses individuos e determinar seus padrdes de movimento, inferir parentesco,
parentesco e parentesco, e avaliar patégenos e dieta (ver Kohn e Wayne 1997 para uma
revisdo). A possibilidade desta abordagem chamou a atenc¢édo pela primeira vez quando
Higuchi e colegas demonstraram que raizes individuais de cabelo humano poderiam
fornecer DNA suficiente para andlise genética molecular (Higuchi et al. 1988), gragas a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Apos esta descoberta, Morin e colegas foram os
primeiros a aplicar este método a cabelos recolhidos na natureza, estudando a paternidade
numa populacéo selvagem de chimpanzés (Pan troglodytes) na Tanzania (Morin e
Woodruff 1992; Morin et al. 1994c) e o fluxo genético entre populagdes de chimpanzés na
Africa (Morin et al. 1994b). Entdo, muito rapidamente, durante a década de 1990, fontes
alternativas de DNA comecaram a ser exploradas numa diversidade de organismos: por
exemplo, fezes em mamiferos terrestres (Gerloff et al. 1995) e marinhos (por exemplo,
Reed et al. 1997; Valsecchi et al. 1998). ), aves (Pearce et al. 1997) e répteis (Bricker et
al. 1996).

Posteriormente, varios estudos comegaram a combinar e comparar os dados de
diferentes tipos de amostras néo invasivas: por exemplo, pélos e fezes derramados/
arrancados (Taberlet et al. 1997; Bayes et al. 2000; Smith et al. 2000; Constable et al.
2001; Surpreendentemente, no entanto, até a data, relativamente poucos estudos foram
realizados utilizando amostragem populacional exaustiva apenas com material ndo
invasivo, possivelmente devido as restricdes financeiras e logisticas envolvidas na
recolha e processamento de grandes nimeros de amostras desta forma (mas ver , por
exemplo, Buchan et al. No entanto, tais abordagens permanecem perfeitamente viaveis e

tornar-se-4o comuns na literatura num futuro préximo.

Quais sédo as aplicacbes?
No nivel populacional e abaixo dele, o uso de marcadores genéticos como o complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) (Knapp 2005), polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado (AFLP), microssatélites, minissatélites e DNA mitocondrial com
amostras ndo invasivas pode ser aplicado em um uma miriade de contextos (ver Tabela
8.1 para uma lista mais exaustiva de exemplos), tais como identificagéo individual
(revisbes em: Taberlet e Luikart 1999, Waits et al. 2001), identificagdo de espécies
(Symondson 2002 para uma reviséo; Teletchea et al. 2005 ), excluséo e atribuicao de
ascendéncia (Jones e Ardren 2003 para uma revisao), padrdes de parentesco e parentesco
(Ross 2001 para uma revisao), padrdes de dispersdo e movimentos individuais

(genotipagem no espaco e no tempo; Gagneux et al. 2001), inferindo populagéo estrutura
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Tabela 8.1 Aplicagdes da genética nédo invasiva na conservacédo com exemplos retirados da literatura

Aplicativos Exemplos e referéncias
Identificag&o individual Vombate de nariz peludo (Sloane et al. 2000)
Identificagdo de espécies Espécies de mustelideos (Hansen e Jacobsen 1999; Lopez-

Giraldez et al. 2005); espécies de canideos (Paxinos

et al. 1997; Davison et al. 2002; Dale’n et al. 2004; Reed et
al. 2004); espécies de focas (Reed et al. 1997); espécies de
cervos (Galan et al. 2005); macrépodes (Alacs et al.

2003); Tigre chinés (Wan et al. 2003)

Parentesco Orangotango de Sumatra (Utami et al. 2002);
chimpanzé (Morin et al. 1994b, c¢; Gagneux et al. 1997a,
1999; Constable et al. 2001; Vigilant et al. 2001); rinoceronte
negro (Garnier et al. 2001); Elefante asiatico (Fernando
et al. 2000)

Relacionamento e parentesco Aguia imperial oriental (Rudnick et al. 2005); bonobos
(Gerloff et al. 1999); chimpanzés (Mitani et al. 2000;
Vigilant et al. 2001)

Sistema de dispersédo Vombate comum (Banks et al. 2002); bonobos
(Gerloff et al. 1999); chimpanzés (Morin et al. 1994b;
Gagneux et al. 2001)

Movimentos individuais Urso pardo (Taberlet et al. 1997); Langur Hanuman
(Launhardt et al. 2001)

Estrutura populacional Antechinus agilis (Kraaijeveld-Smit et al. 2002)

Atribuicao de populagédo Albatroz-de-pés-pretos (Walsh e Edwards 2005); lobos (Randi

e Lucchini 2002); ibex alpino (Maudet et al. 2002); Elefante
africano (Wasser et al. 2004)

Filogeografia Elefante africano (Eggert et al. 2002); Asiatico
elefante (Fernando et al. 2000); urso pardo (Taberlet e
Bouvet 1994)

Tamanho efetivo da populagéo Urso pardo (Bellemain et al. 2005); Luisiana
urso preto (Triant et al. 2004); lobo cinzento (Creel et al.
2003); salméo chinook (Shrimpton e Heath 2003)

Censo e captura/recaptura de babuinos de Savannah (Storz et al. 2002); texugo (Wilson et al. 2003);
coiote (Kohn et al. 1999; Prugh et al. 2005); Vombate de
nariz peludo do norte (Banks et al. 2003); rinoceronte
negro (Cunningham et al. 2001)

Efeitos de hibridizacéo e Lobo vermelho e coiote (Adams et al. 2003); Lince e lince
monitoramento de hibridizacao canadense (Schwartz et al. 2004)
Identificagéo de ESUs Elefante de Bornéu (Fernando et al. 2003); Salamandra da

montanha larico (Wagner et al. 2005)
Reconstrugéo de relagdes filogenéticas Urso pardo (Taberlet e Bouvet 1994)
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Tabela 8.1 (cont.)

Aplicativos Exemplos e referéncias

Impacto da fragmentacéo do habitat e Carneiro selvagem do deserto (Epps et al. 2005)
reducéo do fluxo génico
Determinagéo do sexo Lontra euroasiatica (Dallas et al. 2000); veado-vermelho (Huber
et al. 2002); espécies de canideos (Ortega et al. 2004;
Seddon 2005); espécies de felinos (Pilgrim et al.
2005); carcaju (Hedmark et al. 2004); Elefante asiatico
(Vidya et al. 2003); passaros (Miyaki et al. 1998)

Rastreamento molecular ou marcagao Urso pardo (Taberlet et al. 1997; Lorenzini et al.
genética, monitoramento genético 2004; Talmon et al. 2004); ledo da montanha (Ernest
et al. 2000); lobo cinzento (Lucchini et al. 2002);
chimpanzés (Goossens et al. 2002); baleias jubarte
(Palsbgll et al. 1997); ursos pretos e marrons (Woods et
al. 1999), wolverine (Flagstad et al. 2004)

Estado da doenca Chimpanzés (Santiago et al. 2003); chimpanzés e gorilas
(Makuwa et al. 2003); carnivoros (Steinel et al. 2000)

Pericia (cédigos de barras de DNA) e Birstein et al. 1998; Palumbi e Cipriano 1998; Pank et al.
acdes legais 2001; Carr et al. 2002; Fang e Wan 2002; Manel et al. 2002;
Shivji et al. 2002; Chapman et al. 2003; Hebert et al.
2003, 2004; Moritz e Cicero 2004; Will e Rubinoff 2004;
Barrett e Hebert 2005; Prendini 2005; Schander e
Willassen 2005

(Pritchard et al. 2000), atribuicdo populacional (Blanchong et al. 2002 para
uma revisao) e filogeografia (Avise 2000), determinac¢éo do tamanho efetivo
da populagéo (Kohn et al. 1999), censo populacional (captura/recaptura) e
estimativa do tamanho da populagdo (Schwartz et al. 1999; Mills et al. 2000
para uma revisdo; McKelvey e Schwartz 2004a, b; Paetkau 2004; Lukacs e
Burham 2005a, b e Miller et al. 2005 para revisdes), deteccéo de
hibridizacao eventos e monitoramento de hibridizacdo (Schwartz et al. 2004;
Willis et al. 2004), designacéo filogenética de espécies e identifica¢do de
unidades evolutivamente significativas (Moritz 1994; Li et al. 2004), avaliagdo
do impacto da fragmentagdo de habitat e redugdo genética fluxo entre
populagBes (por exemplo, Stow et al. 2001), rastreamento molecular (por
exemplo, Taberlet et al. 1997), determina¢&o do sexo (por exemplo, Shaw

et al. 2003), estado da doenca e estudo evolutivo de genomas virais de
amostras fecais (por exemplo, Whittier et al. 2004), acbes forenses e legais
(Birstein et al. 1998; Palumbi e Cipriano 1998; Dalebout et al. 2002; Manel et al. 2002) e di€
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andlise (Farrell et al. 2000; Fedriani e Kohn 2001; Deagle et al. 2005; Parsons
et al. 2005).

METODOS E FONTES DE AMOSTRA

Fontes de
amostras As fontes de amostras de DNA que tém sido usadas para estudar
populacdes selvagens incluem pelos perdidos (coletados em ninhos noturnos)
de grandes primatas (Morin et al. 1994b, c; Constable et al. 2001; Goossens
et al. 2005) e pelos arrancados de wombats (Sloane et al. 2000; Banks et al.
2002b, 2003), marmotas alpinas (Marmota marmota) (Goossens et al. 1998a),
macacos-prego (Cebus olivaceus) (Valderrama et al. 1999) e ursos (Taberlet
et al. 1999) 1997; Outra fonte valiosa de DNA é o material epitelial do trato
digestivo, que é encontrado dentro e ao redor da superficie do material fecal.
Usando PCR, o DNA foi primeiro amplificado com sucesso a partir de uma
amostra fecal de urso por Ho''ss et al. (1992). Desde entdo, esse DNA foi
analisado em varios mamiferos, incluindo morcegos (Vege e McCracken 2001);
wombats comuns (Vombatus ursinus) (Banks et al. 2002a); mamiferos
marinhos (Tikel et al. 1996), incluindo golfinhos (Parsons et al. 1999; Parsons
2001) e focas (Reed et al. 1997); ungulados (Flagstad et al. 1999; Huber et al.
2002); Elefantes africanos (Loxodonta africana) (Eggert et al. 2002) e asiaticos
(Elephas maximus) (Fernando et al. 2000); rinocerontes negros (Diceros
bicornis) (Garnier et al. 2001); martas do pinheiro (Martes martes)
(Davison et al. 2002), texugos euro-asiaticos (Meles meles) (Frantz et al. 2003;
Wilson et al. 2003) e lontras euro-asiaticas (Lutra lutra) (Dallas et al. 2003;
Hung et al. 2004); kit foxes (Paxinos et al. 1997), coiotes (Canis latrans)
(Kohn et al. 1999; Prugh et al. 2005), lobos (Canis lupus) (Lucchini et al.
2002; Creel et al. 2003) e carcajus (Gulo gulo) (Flagstad et al. 2004); leGes da
montanha (Puma concolor) (Ernest et al. 2000) e lince ibérico (Lynx pardinus)
(Palomares et al. 2002; Pires e Fernandes 2003); e primatas (Constable et al.
1995; Launhardt et al. 1998; Gerloff et al. 1999; Launhardt et al. 2001; Oka e
Takenaka 2001; Vigilant et al. 2001; Utami et al. 2002; Lukas et al. 2004;
Goossens et al. As fezes também tém sido utilizadas em espécies de aves
(Segelbacher e Steinbriick 2001), principalmente na abetarda (Otis tarda)
(Broderick et al. 2003; Ydaghdour et al. 2003). A amostra ndo invasiva mais
comum usada em aves sdo as penas (Pearce et al.
1997; Segelbacher 2002). Taberlet (1991) mostrou pela primeira vez que uma
Unica pena arrancada continha DNA suficiente para andlise genética, depois
Morin et al. (1994a) amplificaram DNA de penas de calau. Num estudo mais
recente, Rudnick et al. (2005) usaram penas perdidas naturalmente para identificar
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individuos de aguia imperial (Aquila heliaca), geram dados de parentesco e monitoram uma
populacao selvagem no Cazaquistédo. Outras fontes de DNA para aves séo cascas de ovos
(Pearce et al. 1997), membranas de ovos (Nuechterlein e Buitron 2000) e urina (Nota e
Takenaka 1999). A urina também tem sido usada para anélises genéticas em lobo cinzento
(Canis lupus) (Valie're e Taberlet 2000) e carcaju (Gulo gulo) (Hedmark et al. 2004).
Recentemente, Yasuda et al. (2003) descreveram um método simples de extracdo de DNA
e tipagem de microssatélites a partir de amostras de urina usando um kit de extragéo de
DNA/RNA que deve abrir caminhos para novos estudos utilizando urina. Em peixes, amostras
de escamas antigas podem ser Gteis como fonte de DNA (Nielsen et al. 1999). Cole¢6es de
escamas de peixes podem ser encontradas em muitas pescarias no mundo e,
consequentemente, estudos genéticos abrangentes estéo sendo realizados com uma

perspectiva temporal em muitas espécies de peixes.

Fontes mais incomuns de DNA sédo pedagos de chimpanzé (restos de comida mastigada)
contendo células bucais (Sugiyama et al. 1993; Takenaka et al. 1993), pele descamada em
baleias (Valsecchi et al. 1998) e cobras (Bricker et al. 1996) , esfregacgos de pele em golfinhos
(Harlin et al. 1999), ovos em tartarugas marinhas (Moore et al. 2003), muco de pele em
peixes (Livia et al. 2006) e esfregacos bucais em anfibios (Pidancier et al. 2003). Outros

materiais biolégicos, como dentes e marfim de cachalotes (Physeter macrocephalus)

(Pichler et al. 2001), dentes velhos em raposa vermelha (Vulpes vulpes) (Wandeler et al.
2003), marfim em elefantes (Comstock et al. 2003; Wasser et al. 2004), carne de baleia
(Baker et al. 2004). 1996; Palumbi e Cipriano 1998; Baker et al. 2000), golfinhos (Baker et
al. 1996), crocodilos chineses (Alligator sinensis)

(Yan et al. 2005), avestruzes (Abdulmawjood e Buelte 2002) e tartarugas marinhas (Moore
et al. 2003), partes de corpos e restos mortais de tubardes (Hoelzel 2001; Pank et al. 2001;
Shivji et al. 2002; Chapman et al. 2002; Chapman et al. 2002; al. 2003) e baleias (Carr et al.
2002; Dalebout et al. 2002), caviar de esturjdo (Wolf et al. 1999), carcagas de espécies de
veados (Fang e Wan 2002) podem fornecer resultados fiaveis para anélise de ADN e s&o
muito Uteis na monitorizagdo do comércio e na deteccdo da caca furtiva de espécies

ameagcadas de extingao.

Armazenamento de amostras

Amostras de cabelo
Existem dois tipos de cabelos que podem ser usados como fontes néo invasivas de DNA:
arrancado e derramado. Os cabelos arrancados sao de longe a melhor fonte de DNA capilar
para andlise de DNA mitocondrial e nuclear, enquanto os cabelos soltos podem muitas vezes
ser probleméaticos para a andlise de DNA nuclear. Os pélos arrancados individualmente com
material radicular devem fornecer DNA suficiente para andlise genética, desde que sejam

utilizadas condi¢des de armazenamento adequadas (veja abaixo). No entanto, recomendamos

Baixado de https://www.cambridge.org/core. Biblioteca da Universidade de Estocolmo, em 11 de janeiro de 2018 as 12h46min04s, sujeito
aos termos de uso do Cambridge Core, disponiveis em https://www.cambridge.org/core/terms. https://doi.org/10.1017/CB0O9780511626920.009


https://www.cambridge.org/core
https://www.cambridge.org/core/terms
https://doi.org/10.1017/CBO9780511626920.009

Machine Translated by Google

Andlise genética ndo invasiva em conservacéo j 173

coletando mais de 10 fios de cabelo por individuo (ver Goossens et al. 1998b).

Valderrama et al. (1999) descreveram quatro métodos de coleta de amostras de cabelo
fresco de mamiferos selvagens e em cativeiro: (1) disparar uma tira enrolada de fita adesiva,
pressionada na ponta plana de uma seringa de pléastico, a partir de uma pistola de dardos
pneumatica; (2) fazer um curral cercando uma pequena area com fita adesiva; (3) envolver
uma isca (ou seja, em uma arvore) com fita adesiva; (4) enrolar fita invertida na ponta de
um bastéo e tocar o animal (somente para animais em cativeiro).

Armadilhas para cabelo baseadas em arame farpado ao redor de arvores (para ursos) e fita
adesiva em tubos para roedores também podem ser Uteis. Os pélos arrancados tém sido
usados para primatas de vida livre (Valderrama et al. 1999), wombats (Sloane et al. 2000;
Banks et al. 2003), ursos marrons (Ursus arctos) (Taberlet et al. 1994, 1997; Woods et al.
1997; Woods et al. al. 1999) e marmotas alpinas (Goossens et al. 1998a).

Para cabelos soltos, as raizes geralmente sofreram apoptose antes da queda (fase
telégena), e grande parte do DNA nuclear é degradado (Jeffery et al. 2007). No entanto, o
tecido epitelial pode estar ligado a raiz dos cabelos recém-caidos e fornecer uma fonte de
DNA nuclear ndo degradado (Linch et al. 1998). Os pélos soltos sdo comumente usados
para estudos de grandes simios (ver Morin et al. 1994b, c; Gagneux et al. 1997a; Goossens

et al. 2005), mas podem mostrar resultados ndo confidveis (Gagneux et al. 1997b).

Roon et al. (2005a) avaliaram os métodos ideais de armazenamento e as taxas de
degradacdo do DNA para amostras de cabelo. Amostras de pélos de ursos pardos foram
preservadas usando dessecacéo de silica e congelamento a —20 °C durante um periodo de 1 ano.
As taxas de sucesso da amplificagdo diminuiram significativamente apés um periodo de 6
meses, independentemente do método de armazenamento. Portanto, é importante minimizar
0s atrasos entre a coleta e a extragao do cabelo se quisermos maximizar a taxa de sucesso
da amplificacdo. No entanto, as amostras de cabelo sdo geralmente armazenadas em
envelopes de papel limpos (Goossens et al. 1998a; Woods et al. 1999; Sloane et al. 2000),

uma vez que os sacos plasticos produzem estatica que dificulta a manipulacédo do cabelo e
aumenta a contaminagao.

Amostras fecais
Nos ultimos 10 anos, foram testados diferentes métodos de armazenamento para amostras
fecais de diferentes espécies. E vital que a degradacdo do DNA pelas nucleases seja
minimizada tanto quanto possivel. Isto pode ser feito desidratando a amostra por secagem
ao ar (Flagstad et al. 1999 para ovelhas e renas (Rangifer tarandus); Farrell et al. 2000 para
ledes da montanha e oncas (Panthera onca)), por secagem de esferas de silica gel (Bradley
e Vigilant 2002 para gorilas), por congelamento a -20 °C (Ernest et al. 2000 para ledes da
montanha), por tratamento com alcool (etanol) (Gerloffet al. 1999 para bonobos (Pan

paniscus); Fernando et al. 2000 para Elefante asiatico; Constable 2001 para chimpanzés;
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para orangotangos (Pongo pygmaeus)), ou saturando a amostra em um tampé&o (DETs:
veja abaixo) contendo altas concentra¢@es de sais ou outros produtos quimicos que
interferem nas enzimas (Frantzen et al. 1998). Frantzen et al. (1998) avaliaram a eficacia
destes quatro métodos para preservar fezes frescas de babuino: secagem, congelamento
a—20 °C, etanol a 70% e DMSO/EDTA/Tris/solucéo salina (DETS). Este ultimo foi o mais
eficaz para preservar o ADN nuclear e os outros trés métodos tiveram um desempenho
igualmente bom para a andlise de ADN mitocondrial e para fragmentos curtos de
microssatélites (menos de 200 pb), mostrando que o sucesso da amplificacdo depende
do método de armazenamento, do tamanho do produto de PCR e do marcador molecular
utilizado. . Em outro estudo, Piggott e Taylor (2003a) avaliaram os mesmos métodos de
preservacao (juntamente com diferentes métodos de extragdo), mas para amostras
fecais de dois herbivoros marsupiais australianos (Dasyurus maculatus e D. viverrinus)

e um carnivoro introduzido (V. vulpes). . Seus resultados mostraram que a maior
amplificag8o e as menores taxas de erro de genotipagem foram obtidas com amostras
fecais secas extraidas através de uma lavagem de superficie seguida de purificagdo em
coluna giratéria Qiagen.

Mais recentemente, Roeder et al. (2004) compararam o armazenamento de amostras
fecais em etanol e silica com um método de duas etapas: imersédo das amostras em
etanol seguida de dessecacgédo com silica. Embora as amostras armazenadas em silica
apresentassem a menor concentracdo de DNA, o método de duas etapas rendeu
significativamente mais DNA em amostras de alta qualidade. O etanol e os métodos de
duas etapas tiveram desempenho igual para amostras de qualidade inferior. Nsubuga et
al. (2004) obtiveram quantidades significativamente maiores de DNA de amostras fecais
de gorilas das montanhas selvagens (Gorilla beringei beringei) e de chimpanzés usando
o protocolo desenvolvido por Roeder e colegas. Além disso, mostraram uma pequena
correlagdo negativa entre a temperatura no momento da coleta e a quantidade de DNA
amplificado. A solugado de preservacédo RNAlater (ver préximo paragrafo) ndo produziu
melhores resultados do que o armazenamento de esferas de silica gel.

Em 2002, Murphy et al. testaram cinco métodos de preservagéo em fezes de urso
pardo (etanol 90%, tamp&o DETSs, secagem em silica, secagem em estufa armazenada
em temperatura ambiente e secagem em estufa armazenada a -20 °C) em diferentes
momentos (1 semana, 1 més, 3 meses e 6 meses) e para dois marcadores genéticos
diferentes (MtDNA e nDNA). As amostras preservadas em etanol tiveram as maiores
taxas de sucesso tanto para o mtDNA quanto para o nDNA. Os autores recomendaram
a preservacdo das amostras fecais em etanol 90% quando viavel e o método de secagem
quando coletadas em condi¢cdes remotas de campo. Em um estudo anterior, Murphy et
al. (2000) avaliaram quatro métodos de secagem para fezes de urso pardo, com a
liofilizagdo e a secagem em estufa produzindo as melhores taxas de sucesso de
amplificagdo. Um recente reagente de armazenamento de tecidos, chamado RNAlater®
(Ambion, Inc.), tem sido usado com sucesso para armazenar amostras fecais em nossos
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laboratério e os de outros. E um reagente aquoso e néo toxico que permeia rapidamente a
maioria dos tecidos para estabilizar e proteger o RNA em amostras frescas. O DNA (e
obviamente o RNA) pode ser isolado de amostras armazenadas posteriormente com RNA
com muito boa confiabilidade nos resultados de genotipagem. O Unico problema é que é
um reagente caro. As fezes das aves podem ser armazenadas a -20 °C em etanol a 90%
(Broderick et al. 2003; Idaghdour et al. 2003).

Outras amostras
Urina Amostras de urina podem ser usadas para carnivoros e podem ser facilmente
coletadas na neve (ver Valie're e Taberlet 2000; Hedmark et al. 2004). Também pode ser
coletado em folhas de plastico colocadas sob ninhos de grandes primatas.
Chimpanzés ou orangotangos individuais frequentemente urinam na lateral do ninho ao
acordar e a urina pode ser coletada e transferida para frascos de armazenamento usando
pipetas plésticas descartaveis. Infelizmente, a fermentagéo e a degradagdo do DNA nas
células podem ocorrer rapidamente apds a mic¢do (Hayakawa e Takenaka 1999),
portanto, recomenda-se coletar o maior volume possivel e transferi-lo para dois volumes
de etanol a 95%. A urina também pode ser usada para aves (Nota e Takenaka 1999),

fixada com etanol 70-90% e armazenada a —20 °C.

Penas Em geral, as penas sdo armazenadas em envelopes ou sacos plasticos e
armazenadas secas até a analise (ver Segelbacher 2002). Num estudo sobre a aguia
imperial oriental, Rudnick et al. (2005) utilizaram penas de adultos com muda natural
coletadas em locais de nidificacdo. Ele também arrancou penas de sangue em
desenvolvimento de pintinhos. As penas adultas foram armazenadas secas em temperatura
ambiente. Penas de pintinho em desenvolvimento foram armazenadas em tampao de lise
(ver Rudnick et al. 2005 para detalhes).

Wadges Células bucais de alimentos (wadges) podem ser extraidas com sucesso e o
mtDNA e o nDNA podem ser amplificados a partir do DNA extraido (Hashimoto et al. 1996
em chimpanzés). As amostras Wadge devem ser transferidas para um tubo estéril de
polipropileno de 50 ml preenchido com etanol 90% e Na3EDTA 1 mM, para evitar

degradacéo bacteriana e enzimatica do DNA.

Kits e métodos de extracdo
Cabelo O método mais popular para extrair DNA de cabelos é o método Chelex-100® e
proteinase K desenvolvido por Walsh et al. (1991).
No entanto, Vigilant (1999) obteve melhores resultados usando tampéo Tag polimerase
PCR como tampdao de extracéo (ver Allen et al. 1998). Em nosso laboratério, usamos este
Ultimo e descobrimos que usar tampédo de PCR, agua e proteinase K em um pequeno
volume de extracéo funciona muito bem para queda de cabelo (ver Goossens et al. 2005;
Jeffery 2007).
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Fezes As células que contém DNA nao estao uniformemente espalhadas pelas
fezes, e dois ou trés extratos devem ser feitos por amostra (ver Goossens et al.
2000). Também € importante utilizar um método que envolva menos etapas e transferéncias
de amostras, embora a remogao de substancias que possam inibir a PCR geralmente
exija etapas repetidas de purificagdo envolvendo vérias etapas de centrifugagdo.
Recomendamos o uso do mini kit QlAamp Stool (QIAGEN), que forneceu resultados
confidveis em primatas (gorilas: Bradley e Vigilant 2002; orangotangos: Utami et al. 2002;
Goossens et al. 2005; babuinos: Bayes et al. 2000) e outros mamiferos (rinoceronte
negro: Garnier et al. 2001; urso pardo: Bonin et al. 2004; carcaju: Hedmark et al. 2004).
Outros métodos foram descritos na literatura e incluem: método & base de silica (Boom et
al. 1990), esferas magnéticas (Flagstad et al. 1999), método de terra diatomacea (Gerloff
et al. 1995), Chelex-100® (Walsh et al. 1991) e lavagem de superficie seguida de
purificagdo em coluna giratoria (Piggott e Taylor 2003a). Recomenda-se um estudo piloto,
pois uma técnica de extragdo pode funcionar para algumas espécies, mas pode néo
funcionar para outras. Os métodos de extracdo (e armazenamento) dependeréo das
condicdes de campo, localizacéo, estagdo, tamanho e idade das amostras (ver Taberlet
et al. 1999; Piggott 2004). Para fezes de aves, Broderick et al. (2003) usaram uma
modificagdo do protocolo baseado em isotiocianato de silica e guanidina de Milligan

(1998) (para um protocolo detalhado, consulte Idaghdour et al. 2003).

Protocolos de urina usando o mini kit de fezes QlAamp DNA (GmbH, Hilden,
Alemanha) para extrair DNA de urina coletada na neve estdo bem descritos em
Valie're e Taberlet (2000) para canideos e em Hedmark et al. (2004) para carcaju.
Para aves, um protocolo detalhado é descrito em Nota e Takenaka (1999).

Penas Eguchi e Eguchi (2000) desenvolveram um método simples para extrair DNA
de penas de passaros e também de pele descartada de cobra usando colagem-
nase. Jensen et al. (2003) descrevem uma técnica para extrair DNA de penas
usando Chelex-100® (também usada por Morin et al. (1994a) para calaus).

Wadges Diferentes métodos podem ser usados para extrair DNA de wadges e
podem ser encontrados em Takenaka et al. (1993) e em Hashimoto et al. (1996).

INOVAGOES RECENTES

Os sistemas de PCR multiplex (Henegariu et al. 1997) para genotipagem comparativa
estdo bem desenvolvidos em ciéncia forense humana (Wallin et al. 2002; Shewale

et al. 2004) e agora sdo desenvolvidos para outras espécies animais, como cervideos
(cervos Eld e cervos do pantano, Cervos sika Rusa e vietnamitas: Bonnet et al.
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veado: Galan et al. 2003); primatas (orangotangos: Immelet al. 1999; Roeder et al. 2006),
peixes (tubardo branco (Carcharodon carcharias): Chapman et al.

2003). Piggott et al. (2004) desenvolveram um método de pré-amplificagdo multiplex para
melhorar a amplificacéo de microssatélites e as taxas de erro ao usar DNA fecal. A Qiagen
desenvolveu um kit multiplex, que é comumente usado para genotipagem de DNA extraido
de amostras nao invasivas, como fezes e cabelos, em nosso laboratério, com resultados
confiaveis.

Além disso, o recente estabelecimento da amplificagcdo do genoma completo, como a
amplificagéo por deslocamento multiplo (MDA) (Dean et al. 2002), promete revolucionar a
andlise genética ndo invasiva, uma vez que, em principio, permite a produgédo de grandes
quantidades de DNA gendmico completo a partir de fontes mintsculas, como as produzidas
rotineiramente a partir de estudos néo invasivos.

O MDA permite a geracdo de milhares de copias de genomas inteiros de até 10 pares de
quilobases (kb) de comprimento (Dean et al. 2002). A reacgao isotérmica de MDA utiliza a
DNA polimerase do bacteri6fago phi29 altamente processavel e sua atividade de
deslocamento da fita de DNA. Na reac@o MDA, iniciadores hexameros aleatorios
emparelhados com DNA gendmico desnaturado séo estendidos pela DNA polimerase phi29
para formar produtos de até 100 kb. A medida que a DNA polimerase encontra outra fita
de DNA recém-sintetizada a jusante, ela a desloca e cria assim um novo modelo de DNA
de fita simples para priming. O deslocamento da cadeia leva a reagdes de extensao de
primers hiper-ramificados que podem produzir quantidades de miligramas de produto de
DNA a partir de apenas alguns nanogramas de DNA gendmico. Devido a sua atividade de
reviséo 30-50 , a fidelidade da DNA polimerase phi29 é muito alta, com uma taxa de erro
<10-6 ( Esteban et al. 1993), o que por sua vez requer primers protegidos por exonuclease
para atingir um alto rendimento. Como a reagéo nédo envolve ciclos térmicos e sdo
produzidas cépias de alto peso molecular do DNA gendmico, a cobertura gendmica dos
produtos MDA é maior do que a dos métodos de amplificagdo do genoma completo
baseados em PCR, PCR degenerado com oligonucleotideo iniciado (DOP-PCR) e primer

pré-amplificacédo de extensdo (PEP) (Dean et al.

2002). Ronnn et al. (2006) testaram recentemente esta abordagem para avaliar a sua
eficacia numa variedade de ADN de primatas, incluindo amostras recolhidas de forma nédo
invasiva, e descobriram amplamente que o ADN modelo MDA produzia uma preciséo

genotipica equivalente ao ADN n&o amplificado.

Marcadores moleculares
A escolha de um marcador molecular dependera da questao de interesse.
Cada marcador tem seu uso adequado e os custos e a dificuldade da tipagem genética
devem ser levados em consideragdo. Os dois marcadores mais comumente usados na

genética nao invasiva hoje sdo o DNA mitocondrial
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e microssatélites nucleares. Os atributos especificos desses marcadores nédo serdo
discutidos aqui, mas serdo mencionados seu comportamento e provavel conteido
de informacé@o em um contexto de analise genética ndo invasiva. No entanto, é
provavel que no futuro os polimorfismos de nucleétido Gnico (SNPs) se tornem o
marcador genético de escolha para estudar a ecologia e a conservagdo das
populagGes selvagens, porque permitem o acesso a variabilidade em todo o genoma.
Embora os exemplos permanegam escassos até o momento, em um estudo Seddon
et al. (2005) abordaram questdes ecoldgicas e de conservagdo em populacdes
recolonizadas de lobos escandinavos e finlandeses usando 24 loci SNP. Esses loci
foram capazes de diferenciar lobos individuais e diferenciar popula¢gdes usando
testes de atribuicdo. Comparados aos microssatélites, os SNPs permitem a
amplificagdo de fragmentos extremamente pequenos, o que os torna muito Gteis
para a genética populacional e de conservagao usando amostras nao invasivas, e
séo muito mais faceis de automatizar, por exemplo, em microarranjos (ver capitulo
de Vernesi e Bruford, este volume). Os SNPs tém a vantagem de poder escolher
uma variedade de diferentes tipos de sequéncias, para fornecer informagées sobre
marcadores neutros e aqueles sob selecéo (por exemplo, o complexo principal de
histocompatibilidade; Smulders et al. 2003).

Cromossomos sexuais em mamiferos (Fernando e Melnick 2001; Bryja e
Konecny 2003; Hellborg e Ellegren 2003; Erler et al. 2004; Hedmark et al. 2004) e
outros vertebrados (aves: Griffiths et al. 1998; e peixes: Matsuda 2003) pode
fornecer sequéncia de DNA Util para a identificagdo do sexo de um animal. Usar
tanto o DNA cromossémico Y quanto um marcador autossémico ou ligado ao X é
Gtil para fornecer informagdes sexuais (Griffiths e Tiwari 1993; Sloane et al. 2000;
Huber et al. 2002). O locus da amelogenina também pode ser usado para identificar
0 sexo, por exemplo, em grandes simios (Bradley et al. 2001; Matsubura et al.
2005), ursos (Yamamoto et al. 2002) e felideos (Pilgrim et al. 2005). Em aves, por
exemplo, Sacchi et al. (2004) usaram o gene ligado ao sexo CHD (Chromo-Helicase-
DNA-Binding) e penas para diferenciar machos e fémeas da ameacgada aguia-
cobreira (Circaetus gallicus). Russello e Amato (2001) descreveram um teste
baseado em PCR, utilizando DNA de penas, para identificar o sexo em uma espécie
de papagaio ameacada de extincdo, Amazona guildingii.

Polimorfismos de comprimento de fragmentos amplificados (AFLPs) séo
marcadores dominantes que podem ser usados em parentesco, atribui¢céo de
populagdo (Campbell et al. 2003), fluxo génico e migracao, embora sejam menos
adequados para reconstruir eventos passados e padrées histéricos de variagéo
(Wayne e Morin 2004; Bensch e Aykesson 2005). No entanto, € provavel que a sua
utilizacdo em analises nédo invasivas seja limitada devido a necessidade de grandes
quantidades de ADN modelo e de grandes tamanhos de fragmentos.
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DESAFIOS TECNICOS

A andlise genética ndo invasiva, apesar das suas vantagens 6ébvias para o estudo de
populacdes selvagens de espécies indescritiveis e ameagadas de extingdo, tem as suas
proprias limitagdes e armadilhas que devem ser levadas seriamente em consideragao.
As amostras coletadas de forma néo invasiva s&o muito menos confiaveis do que as
amostras invasivas, como biépsias de sangue e tecidos. O DNA pode ser altamente
fragmentado e as vezes a PCR pode ser inibida por compostos co-extraidos presentes no material.
A contaminacéo humana (particularmente para espécies de primatas) e a contaminagao
cruzada entre amostras séo comuns e devem ser evitadas.

Portanto, devem ser tomadas precaugdes, como a utilizacéo de uma sala de laboratério
dedicada ao armazenamento e manuseio néo invasivo de amostras. O DNA extraido de
amostras ndo invasivas pode ser de baixa quantidade e qualidade e, portanto, as
analises precisam ser feitas e verificadas rigorosamente (Taberlet e Luikart 1999;
Taberlet et al. 1999; Bonin et al. 2004; McKelvey e Schwartz 2004a). A extracdo de DNA
deve ser altamente eficiente (rpida e evitando etapas desnecessarias) e varios métodos
novos e kits de extragdo cada vez mais sofisticados e de alto rendimento estéo agora
disponiveis para agilizar a extra¢éo rapida e o manuseio minimo de liquidos. A extragao
de DNA também deve ser capaz de remover material inibitério durante a purificagcao
(Eggert et al. 2005) e, embora isso costumava ser um processo trabalhoso, os reagentes

necessarios estéo agora incluidos em muitos dos kits disponiveis comercialmente.

O baixo numero de cépias do modelo de DNA e a inibigdo da PCR levaram &
observacgédo de vérios fendmenos na genotipagem nao invasiva. Primeiro, os produtos
de PCR podem ser extremamente dificeis de gerar e os fragmentos resultantes podem
néo ser suficientes para andlise. Aconselhamos a utilizac@o de mais ciclos de PCR (até
40-50) ou uma segunda ronda de PCR, utilizando os fragmentos gerados na primeira
para ‘'semear' a reacgao. Diminuir a temperatura de recozimento também pode ajudar.

O aumento do nimero de ciclos pode, no entanto, ter um impacto negativo se for
introduzido um erro de cépia, produzindo falsos polimorfismos. Portanto, PCRs replicados
séo imperativos para confirmar os resultados (ver Taberlet et al.

1996; Goossens et al. 2000).

Dados falsos podem ocorrer em sequéncias de DNA (mutac¢des pontuais artificiais)
ou em fragmentos de microssatélites (comprimentos de alelos falsos devido ao
deslizamento da DNA polimerase durante a PCR). O deslizamento da DNA polimerase
é um fendbmeno geral em PCRs de microssatélites, mas geralmente pode ser compensado
registrando apenas um (para homozigotos) ou dois (para heterozigotos) fragmentos
amplificados mais intensamente. Alelos falsos podem confundir este processo, embora
tais fragmentos de artefatos sejam geralmente fracamente amplificados e devam, em
qualquer caso, ser replicados (Bradley e Vigilant 2002). Além disso, 0 estocéastico
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pode ocorrer a nao amplificacdo de um dos dois alelos potenciais em um locus de
microssatélites (‘abandono alélico’) devido ao baixo nimero de copias do modelo
ou a degradagao do DNA. Este ultimo pode ser um problema especial para loci que
exibem uma ampla gama de comprimentos de alelos, porque alelos mais longos
podem néo ser amplificaveis se o seu comprimento exceder o tamanho maximo do
fragmento presente no DNA molde degradado. Amplificacdes repetidas usando
varias extracdes independentes de DNA (ver Navidi et al. 1992; Taberlet et al.
1996; Goossens et al. 1998b; Taberlet et al. 1999 para uma revisdo; Goossens et
al. 2000) sao um requisito minimo em tais estudos. Softwares como o GIMLET
(Genetic Identification with MultiLocus Tags, http://pbil.univ-lyonl.fr/software/Gimlet/
gimlet.htm) podem auxiliar na identificagao de falsos homozigotos e falsos alelos,
comparando 0s genotipos repetidos e os associados genétipo de consenso para
cada amostra (Valie're 2002).

A NECESSIDADE DE ESTUDOS PILOTO

Defendemos fortemente a realizagdo de protocolos experimentais preliminares e
avaliagdo critica de dados piloto antes de iniciar um estudo em grande escala sobre
uma nova espécie ou populacdo. Ao trabalhar com amostras fecais, um experimento
de decomposicdo ambiental pode ser extremamente Util para estabelecer o
provavel sucesso da extracdo de DNA de fezes encontradas em condi¢Ges de
campo. Amostras frescas sempre produzem DNA melhor, mas as vezes pode ser
impossivel encontra-las. Piggott (2004) investigou o efeito da idade da amostra (e
sazonalidade) na amplifica¢é@o e confiabilidade da genotipagem de locos
microssatélites do DNA fecal de um herbivoro marsupial (o canguru de cauda
escovada, Petrogale penicillata) e um carnivoro (a raposa vermelha ). O autor
comparou perfis de DNA de 1 dia a 6 meses para ambas as espécies e descobriu
que a medida que a idade das amostras aumentava, havia DNA de qualidade
progressivamente pior presente na superficie das fezes. Isto resultou em taxas de
amplificacéo significativamente mais baixas e em erros de genotipagem mais
elevados. Este problema é provavelmente mais grave em ambientes tropicais, onde
as chuvas sdo muito frequentes e o risco de lavagem do ADN da camada exterior
(muco) das fezes é elevado. Portanto, é necessario saber como o rendimento do
DNA se correlaciona com a idade da sua amostra (experimento de taxa de
decaimento) e com as condigfes climéaticas, como a chuva. Também é importante
considerar a dieta das espécies estudadas (Murphy et al. 2003). Os problemas sao
frequentemente encontrados com espécies comedoras de folhas, provavelmente
devido ao material inibitorio vegetal. Sugerimos também a ligacdo com bioguimicos
para identificar, dependendo de algumas caracteristicas biolégicas especificas da

espécie em estudo, quais compostos deverdo ser co-extraidos com DNA de fontes como fezes e cal
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a escolha de procedimentos mais eficientes para eliminagéo destas moléculas melhorando
assim a qualidade do DNA extraido.

A quantificagdo de DNA em amostras genéticas ndo invasivas tem se mostrado
frequentemente problematica por meios convencionais devido a natureza degradada do DNA
presente, a contaminagéo com DNA exd6geno e a presenca de RNA.

Uma abordagem de quantificagéo confiavel, descrita por Morin et al. (2001), utiliza um ensaio
PCR quantitativo com padrdes apropriados. Este método provou ser confiavel em amostras
como DNA extraido de dentes de raposa previamente autoclavados (Wandeler et al. 2003) e
fornece um grande desenvolvimento positivo na area. Uma vez produzidos os dados piloto, o
software GEMINI (Genotyping Erros e Abordagem Multitube para Identifica¢&o Individual,
http://pbil.univ-lyon1.fr/software/gemini.html; Valie're et al. 2002) permite ao usuario avaliar e
quantificar os efeitos dos erros de genotipagem na identificacéo genética dos individuos.
Também permite a simulacéo da eficacia de uma abordagem especifica de multitubos para

corrigir esses erros.

REQUISITOS

Resumindo, antes de iniciar qualquer estudo genético ndo invasivo sobre uma espécie

especifica, e especialmente quando se utilizam amostras fecais, € necessario:

(1) identificar os marcadores genéticos de que ir4 necessitar (ou seja, se utilizar
microssatélites, verifique os marcadores publicados disponiveis)

(2) realizar um estudo piloto sobre o efeito da idade e da estacéo do ano na fiabilidade da
genotipagem de microssatélites (particularmente para espécies tropicais e se vocé
trabalha com fezes)

(3) selecionar o método de preservagédo de amostra mais apropriado (verificar a literatura
ou testé-lo se necessario) (4) selecionar

o método de extragdo de DNA mais apropriado (verificar a literatura ou testa-lo se necessario)
(5) testar os efeitos dos

erros de genotipagem e abordagem multitubos usando software como GEMINI (Valie're
et al. 2002)

(6) durante a coleta, tentar coletar amostras das mesmas fezes pelo menos duas vezes,

e sempre coletar amostras da camada externa das fezes (muco).

ANALISE

Confiabilidade
Diferentes métodos foram recentemente publicados para verificar a integridade dos genétipos

produzidos durante um estudo e para garantir que os genétipos multilocus estéo corretos. O
método mais utilizado até agora é o
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abordagem multitubos (originalmente desenvolvida por Navidi et al. 1992)
formalizada por Taberlet et al. em 1996. Desde entdo, a maioria dos estudos
utilizando DNA néo invasivo realiza de trés a sete replicagdes de PCR por amostra
para cada locus. No entanto, tal nimero de réplicas aumenta consideravelmente

0 custo e o tempo de tais estudos. Portanto, os métodos de pré-triagem descritos
acima (Morin et al. 2001) ou pacotes de computador (Valie're 2002; Valie're et al.
2002; van Oosterhout et al. 2004; Roon et al. 2005b) séo altamente recomendados
antes iniciar qualquer trabalho ndo invasivo. MICRO-CHECKER (van Oosterhout
et al. 2004, http://www.microchecker.hull.ac.uk/) é um software que testa erros

de genotipagem devido a alelos nulos ou falsos e abandono alélico. Também

pode ser usado para discriminar entre desvios de Hardy-Weinberg causados por
alelos nulos e aqueles causados por fatores demograficos, como consanguinidade.
Mais recentemente, Roon et al. (2005b) testaram a eficacia de varios métodos
para verificagdo de erros em dados genéticos ndo invasivos e alertaram contra o
uso de filtros de dados ndo abrangentes em estudos genéticos ndo invasivos e
sugeriram a combinacéao de filtros de dados com técnica cuidadosa e cuidadosos
métodos ndo invasivos. desenho do estudo. Wilberg et al. (2004) produziram
software (GENECAP) para facilitar a analise de dados de geno6tipos multilocus em
amostragem nao invasiva de DNA e estudos de captura-recaptura genética. Ele
usa dados genéticos multilocus para combinar amostras com genotipos idénticos,
calcular a frequéncia de alelos, identificar genétipos de amostras que diferem em
um e dois alelos, calcular probabilidades de identidade e combinar probabilidades
para amostras correspondentes.

Informacdes demogréficas
Juntamente com os softwares mencionados anteriormente, como o GIMLET
(Valie're et al. 2002), abordagens cada vez mais sofisticadas, como os métodos
baseados em probabilidade implementados no API-CALC 1.0 (Ayres e Global
2004) permitem ao usudrio calcular probabilidades de identidade ( individualizar a
partir de dados genéticos nao invasivos) permitindo complicagdes como
subestrutura genética, endogamia e presencga de parentes proximos.

Um grande nimero de pacotes de software foram projetados nos ultimos 10
anos para atribuir parentesco. Os pontos fortes e fracos destes métodos foram
revistos por Jones e Ardren (2003). Recomendamos fortemente avaliar seus
meéritos antes de selecionar qualquer software de parentesco recente.

Existem quatro abordagens para calcular a filiagdo: (1) excluséo (com base nas
regras mendelianas de heranca), que usa incompatibilidades entre descendentes

e pais para rejeitar um determinado par pai/filho e assume que todos os pais
potenciais sdo amostrados e ndo ha erros de gendtipo ; (2) alocacao categorica,

que utiliza abordagens baseadas em probabilidade (pontuagdo LOD) para selecionar
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0 progenitor mais provavel de um conjunto de progenitores nao excluidos e
permite ao utilizador incluir uma taxa de erro de genotipagem e uma amostragem
incompleta de progenitores potenciais (Marshall et al. 1998; Slate et al. 2000); (3)
alocacdo fracionaria, que atribui alguma fragao (entre 0 e 1) de cada prole a todos
os pais candidatos ndo excluidos (ver Devlin et al. 1988); (4) reconstrugédo parental,
que utiliza os gendtipos multilocus dos pais e descendentes para reconstruir 0s
gendtipos de pais desconhecidos que contribuem com gametas para uma matriz
de progénie pela qual um dos pais é conhecido a priori (Jones 2001).

A Tabela 8.2 fornece uma lista dos softwares de parentesco mais recentes usados
na literatura, com estudos de caso e, para a maioria dos exemplos, implicacdes
para a conservagdo. O software mais comum usado para andlise de parentesco &
0 CERVUS (Marshall et al. 1998).

Varios pacotes de software podem ser usados para estimar o parentesco em
populagdes selvagens. Os mais comumente usados séo RELACIONAMENTO
(Queller e Goodnight 1989) e KINSHIP (Goodnight e Queller 1999). RELATEDNESS
estima o parentesco entre individuos ou o parentesco médio entre grupos usando
regressao, enquanto KINSHIP testa relacionamentos de linhagem usando
métodos de verossimilhanga. Outro pacote, DELRIOUS (Stone e Bjorklund 2001),
analisa dados de marcadores moleculares e calcula estimativas de delta e
parentesco com limites de confianga. Finalmente, IDENTIX (Belkhir et al. 2002)
testa o parentesco em uma populagao usando métodos de permutacao.

Existem varios pacotes disponiveis que permitem a identificagdo de uma
populagéo fonte para um individuo disperso especifico. Eldridge et al. (2001)
utilizaram testes de atribui¢cdo nos programas STRUCTURE (Pritchard et al. 2000)
e GENECLASS (Cornuet et al. 1999) para identificar a populacéo fonte de
individuos wallaby (Petrogale lateralis). Berry et al. (2004) examinaram a preciséo
de testes de atribuicdo para medir a disperséo no grande lagarto (Oligosoma
grande) e sugeriram o uso de métodos de atribuicdo bayesianos. Hansson et al.
(2003) usaram o software GENECLASS para atribuir imigrantes de coortes
especificas de toutinegras (Acrocephalus arundinaceus) e revelaram uma
dispersdo tendenciosa por fémeas naquela espécie. Moller e Beheregaray (2004)
usaram GENECLASS e RELATEDNESS para identificar padrdes de dispersao
tendenciosos por machos em golfinhos-nariz-de-garrafa (Tursiops aduncus). O
isolamento por distancia calculado com testes de Mantel (Liedloff 1999) também
pode ser usado para estimar a dispersédo em popula¢des selvagens. Existem
agora muitos exemplos onde estas abordagens foram utilizadas em amostras
invasivas, mas apenas alguns estudos utilizaram amostragem de ADN nao
invasiva para atribuir fluxo génico ou padrdes de dispersédo em espécies animais
(Broderick et al. 2003 em abetarda; Launhardt et al. 2001 em langures
(Semnopithecus entellus); Gerloff et al.
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Tabela 8.2 Lista dos softwares de parentesco mais recentes usados na literatura

Programas

Autores

Site

Exemplos

CERVO

FAMOZ

GERUD 1.0

GERUD 2.0

PARENTESCO

NEWPAT

PAPA
PARENTAGEM 1.0

PAI

PASOS
PATRI

PROBMAX

RELACIONAMENTO

Marshall et al. (1998)

Gerber et al. (2003)

Jones (2001)

Jones (2005)

Boa noite e Queller
(1999)
Worthington Wilmer
e outros. (1999)
Duchesne et al. (2002)
Emery et al. (2001)

Cercueil et al. (2002)

Duchesne et al. (2005)
Signorovitch e

Nielsen (2002)
Danzmann (1997)

Queller e boa noite
(1989)

helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/cervus/
cervus.html
www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/
Software/Famoz
www.bio.tamu.edu/USERS/ajones/
JonesLab.htm
www.bio.tamu.edu/USERS/ajones/
JonesLab.htm
www.gsoftnet.us/GSoft.html

www.z0o.cam.ac.uk/zoostaff/famos/
novopat.html

www.bio.ulaval.ca/louisbernatchez/

maths.abdn.ac.uk/~ijw/downloads/
baixar.htm

www?2.ujf-grenoble.fr/leca/membres/
manel.html
www.bio.ulaval.ca/louisbernatchez/
www.biom.cornell.edu/Homepages/
Rasmus_Nielsen/files.html
www.uoguelph.ca/~rdanzman/
software/probmax/
www.gsoftnet.us/GSoft.html

Baker et al. (2004) (raposas vermelhas); Garnier et al. (2001)
(rinoceronte negro); Utamie et al. (2002) (orangotangos)

Chapman et al. (2004) (tubardo-martelo, Sphyrna
tiburo)

Clinchy et al. (2004) (gambas, Trichosurus
vulpécula);

Hoffman e Amos (2005) (focas antarticas,
Arctocéfalo gazela)
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Finalmente, e talvez o mais emocionante, nos ultimos 5 a 10 anos, comegou 0 uso
de amostragem genética ndo invasiva para estudos de censo populacional de captura-
recaptura em diversas espécies animais; por exemplo, em tartarugas pintadas
(Chrysemys picta) (Pearse et al. 2001); baleias (Palsbgll et al. 1997); ursos (Woods et
al. 1999; Dobey et al. 2005); e elefantes africanos (Eggert et al. 2003); coiotes (Kohn
et al. 1999; Prugh et al. 2005), com desenvolvimento paralelo de novos métodos para
estimar o tamanho das populacdes usando dados de marcagao-recaptura molecular
(Mills et al. 2000; Waits e Leberg 2000; Paetkau 2003; McKelvey e Schwartz 2004a, b;
Paetkau 2004; Existem varios métodos de captura-recaptura agora disponiveis para
uso com dados de captura-recaptura néo invasivos baseados em DNA. Estes métodos
sdo destacados numa revisao recente de Lukacs e Burnham (2005b). O software
mais recente (CAPWIRE: Miller et al. 2005) permite a aplicagdo de uma série de
modelos de agregacao populacional e taxas de deposicao fecal, e isto foi recentemente
aplicado com sucesso, por exemplo, a pandas gigantes (Ailuropoda melano-leuca)
(Zhan et al. 2006).

PERSPECTIVA

A analise ndo invasiva esta se tornando o Unico método aceitavel para recuperar

dados genéticos de muitas espécies ameacadas. Problemas anteriores de confiabilidade
estédo sendo rapidamente resolvidos e inovagdes técnicas, como kits de PCR multiplex

e amplificagdo do genoma completo, poderdao em breve tornar esse tipo de andlise a
norma. No entanto, ainda é necessario cuidado e os desenhos experimentais devem
permitir a verificacdo completa dos dados, tanto pelos proprios investigadores como

por outros que pretendam replicar o seu trabalho.
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