


Test di routine   

Protocolli standardizzati,  

POS, kit pronti all’uso 

Test sperimentali  Studio della 

letteratura esistente, messa a punto e 

validazione di nuovi protocolli 



⇒ Una sola specie 

UMANA 

⇒  Protocolli 
standardizzati 

⇒ Più specie 

⇒  Protocolli da 
standardizzare 

Vittima 
umana 

Colpevole 
umano 

Vittima animale 
Colpevole 

umano 



Pochi laboratori nel mondo (principalmente in 
Australia e USA), molto pochi in Europa (es. Scozia). 
Tra loro, molte differenze per: 
1. leggi nazionali 
2. composizione in specie della fauna locale 
3. metodologie adottate e grado di 

 standardizzazione dei protocolli 



per specie 
domestiche 

Proficiency Test del Animal 
Plant and Soil Traces (APST) 

working group - European 
Network of Forensic Science 

Institutes (ENFSI) 

SWGWILD 



Tracce di sangue 

Denti 
ed ossa 

Carne cotta 

Contenuti 
gastrici e feci 

Tamponi di 
predazione 

Peli 



Analisi di parentela 

Identificazione del sesso 

Test di paternità 

Determinazione popolazione di origine 

DNA match  

Identificazione di specie 

Identificazione ibridi  
inter- e intra-specifici 

Identificazione individuale 



.....GAATCAAGGATC.... 

.....GAATGAAGGTTC.... 

  ...(CA)2 (CA)2(CA)2(CA)2... 

  ..... (CA)2(CA)2(CA)2....... 

a) variabilità di sequenza  

b) variabilità di lunghezza  



a) Marcatori uniparentali 
- DNA mitocondriale 

(sequenze e SNP) 
- Cromosomi sessuali (l’Y per 

i mammiferi, ad es. gli 
STR del lupo) 

b) Marcatori biparentali 
- Sequenze di geni nucleari 
- STR (Short Tandem Repeats) 
- SNP (Single Nucleotide 

Polymorphisms)  



Capillary Electrophoresis (CE) vs Massively Parallel Sequencing (MPS) 



“High-throughput sequencing 
of non-model species is likely 
to dominate SNPs discovery in 

the future. However, at 
present, the resources 
required to apply such 

technologies to non-model 
species research remain 

significant, and more cost-
effective alternatives are 

always being sought.” 

L’uso di routine degli SNP o dei microarray 

per la diagnosi necessita una conoscenza a 

priori del genoma della specie e della 

variabilità inter- e intra-specifica.  



1.  Confronto tra una sequenza incognita con quelle già 
registrate in database pubblici online, ad es. il network 
 NCBI/EMBL/DDBJ (www.insdc.org); 

2.  Confronto (attraverso allineamenti e ricostruzioni 
filogenetiche) con sequenze ottenute da campioni di 
riferimento raccolti e conservati presso il Laboratorio di 
Genetica del CeMedForVet a Rieti). 



Per le specie che sono ben rappresentate nei database (es. 

cane, gatto, specie allevate o modello) si ottiene anche il 

100% di identità tra la sequenza incognita e la reference 

species. Per le altre meno studiate e a causa della variabilità 

all’interno delle specie si ottengono in genere percentuali 

inferiori (ad es. 98.5%). Specie molto vicine filogeneticamente 

possono mostrare similarità di sequenza tra il 90 e il 95%, o 

maggiori. Ad influire sul grado di confidenza del match è anche 

la lunghezza della sequenza da confrontare. 



 massime le differenze genetiche 

fissate TRA SPECIE (elevata 

variabilità inter-specifica) 

  minima la diversità all’INTERNO 

DELLE SPECIE (bassa variabilità 

intra-specifica) 

Scelta (e/o disegno) di marcatori molecolari in cui siano: 



Nel DNA barcoding generalmente 
vengono utilizzate due regioni di ∼ 600 bp 
nei geni Citocromo b (CytB) e Citocromo 
ossidasi I (COI).  
Per i mammiferi la COI spesso non è 
adatta all’identificazione di specie, 
nonchè frammenti così grandi non si 
amplificano facilmente in presenza di 
campioni con DNA degradato.  



ANALISI del DNA 
sequenziamento 
di frammenti nei 
geni Cytb e 12S 

Vari oggetti 
appartenenti ad 
un cacciatore 
sequestrati dal 
Corpo Forestale 

dello Stato 

Istrice 
(Hystrix 
cristata) 

PROTETTO 





Il Ministero della Salute ha 
incaricato il CeMedForVet di 

mettere a punto un protocollo 
per l’identificazione di pellicce 

illegali (Progetto di Ricerca 
Corrente RC LT 1311) 



  DISEGNO DI NUOVE COPPIE   
 DI PRIMER 

  TEST DI VALIDAZIONE SU 
CAMPIONI DI RIFERIMENTO 
(specificità, sensibilità, 
replicabilità, riproducibilità, test 
con DNA misto target + uomo). 

  ANALISI dei CASEWORK 

Seguite le linee guida dell’ENFSI (European Network of Forensic Science 
Institutes) e del SWGWILD (Scientific Working Group for Wildlife Forensic Sciences) 



IDENTIFICATE 6 
PELLICCE ILLEGALI 



ANALISI del DNA 
sequenziamento del gene Cytb 
(primer noti e nuovi) + analisi 
filogenetica dell’intero D-loop 

4 pezzi di carne 
sequestrati in casa 

di un sospetto 
bracconiere 

CERVO SARDO 
(Cervus elaphus 

corsicanus) 
PROTETTO 





Ovis aries  
(loci STR) 

Sus scrofa 
(loci STR + 

SNP) 

Canis lupus  
(loci STR + 

Y-STR) 

Convenzione con il 
Parco dell’Aspromonte 

Convenzione con il Parco 
dei Castelli Romani 



Match del genotipo individuale 
con quello ottenuto da tracce 
di sangue ritrovate a casa del 

sospettato. 
Random Match Probability 
calcolata in 1,8 x 10-4, che 

equivale a 1 in 5600 ( ≈ 3000 
mufloni in Sardegna) 

Identificata una carcassa di 
muflone (Ovis aries musimon) 
tramite sequenziamento + loci 

STR + test di assegnazione 
bayesiana 

Lorenzini et al. (2011) 



Tre coltelli ed una 
pistola a proiettile 
captivo sequestrati 

in un impianto di 
macellazione 
autorizzato ad 

uccidere solo ovini 
e caprini 

APPROCCIO 
COMBINATO: 

sequenziamento di 
marcatori mtDNA + 
STR specie-specifici 

ACCERTATA L’UCCISIONE 
ILLEGALE DI TRE SPECIE 



Il procione (Procyon lotor) è una specie di 

origine americana, introdotta in Europa 

centrale nel secolo scorso, ritrovata in 

nord Italia una decina di anni fa. 

Si riproduce molto 

rapidamente, e può 

trasmettere rabbia e altre 

malattie ad animali 

selvatici e domestici. 



Per risolvere un caso di rilascio illegale di procioni in 

Toscana, il PNFC ci ha incaricato di mettere a punto un 

protocollo per l’analisi di parentela di questa specie. 

CHECK BIBLIO 
CHECK PARAMETRI 

Convenzione con il 
Parco Nazionale delle 
Foreste Casentinesi 



Convenzione con il  
Corpo Forestale di  

Castel di Sangro per  
lo studio genetico del 
grifone (Gyps fulvus) 

Progetto LIFE EU 
pre-accettato. 

IZSLT  Studio di  
marcatori molecolari  

per l’identificazione del 
lanario (Falco biarmicus) 





to be continued… 

Grazie a 
 tutti  
per 

l’attenzione! 


