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GENETICA FORENSE

Una sola specie

UMANA

 Protocolli standardizzati

ANIMALE 

Più specie

 Protocolli da 
standardizzare

Vittima 
umana

Colpevole 
umano

Vittima animale Colpevole 
umano



GENETICA FORENSE ANIMALE
Stato dell’arte

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



Test di routine 

Protocolli standardizzati, 

kit pronti all’uso, database condivisi

Test sperimentali 

Studio della letteratura esistente, messa 

a punto e validazione di nuovi protocolli,

calcoli probabilità ex novo

GlobalFiler

YFiler



Kit per specie domestiche e di 
interesse commerciale



per specie domestiche

Proficiency Test del Animal Plant and 
Soil Traces (APST) working group -

European Network of Forensic Science 
Institutes (ENFSI)

SWGWILD

I processi di validazione sono 
costosi e lunghi, ma necessari





Importanza del sopralluogo, prelievo e 
conservazione campioni



Cause di degradazione del 

DNA: temperatura, umidità, 

esposizione al sole, tempo, 

sostanze chimiche, ecc.

FLUSSO DI LAVOROCome nei laboratori di Forense Umana
anche nel CeMedForVet Lab si seguono 
protocolli e flussi di lavoro per evitare la 

contaminazione

(NON UMANA, MA CROSS-CAMPIONE)

e per maneggiare un DNA altamente 
degradato e presente in poche copie 

(Low Copy Number DNA)

STANZA PULITA

STANZA ESTRAZIONE

STANZA PCR



STANZA PULITA

NON VI ENTRA IL DNA

Viene preparata lì la mix di 

reazione PCR, senza 

aggiungere il DNA



ESTRAZIONE DEL DNA

3 step: lisi, legame del DNA ed eluizione.

In genere vengono impiegati i seguenti princìpi:

1. SILICA-BASED KITS (es. QIAGEN)

2. ORGANIC METHODS (es. con fenolocloroformio)

3. MAGNETIC BEADS (es. Chelex) 

4. STRUMENTI AUTOMATICI (es. Maxwell Automatic

Extractor)



Possono essere suddivisi in:

1. HARD tissues (meno DNA, ma meglio conservato. Es. ossa, denti, 

carapace, aculei, ecc.);

2. SOFT tissues (più DNA, ma si degrada più rapidamente. Es. 

muscoli, organi interni);

3. THREATED tissues (trattati con sostanze chimiche. Es. pellicce, 

souvenir, medicina tradizionale cinese);

4. MIXED samples (possono essere presenti più specie e/o più individui 

diversi nello stesso campione. Es. Alimenti)

TIPI DI CAMPIONI



Tracce di sangue

Denti 
ed ossa

Carne cotta

Contenuti gastrici 
e feci

Tamponi di 
predazione

Peli



Viene in genere condotta con:

SPETTROFOTOMETRO - Misura concentrazione e purezza dell’acido 

nucleico tramite il valore di assorbanza e il rapporto 260/280.

QUANTIFICAZIONE DEL DNA

FLUORIMETRO – Misura la concentrazione dell’acido nucleico 

tramite l'intensità della radiazione emessa per fluorescenza

RealTime PCR (o PCR quantitativa): permette di 

amplificare una determinata regione genomica 

monitorando in tempo reale ogni singola fase della 

reazione di amplificazione



AMPLIFICAZIONE DEL DNA

La Polymerase Chain Reaction (PCR) 

consente di produrre un elevatissimo numero 

di copie di DNA a partire da poche molecole. 

La reazione di PCR necessita di alcuni reagenti: 

buffer, sali, dNTP, Taq polimerasi, primer e  

(solo alla fine) DNA template. 

Programma di PCR end-point n cicli di:



SEQUENZIAMENTO SANGER

Dopo la reazione di PCR, l’avvenuta
amplificazione del DNA target va controllata
con corsa elettroforetica su gel di agarosio. I
prodotti della prima amplificazione vengono
poi purificati e vengono effettuate una
seconda reazione di PCR (reazione di
sequenza) con gli stessi primer della prima
amplificazione (ma a [ ] inferiore) + BigDye e
una successiva purificazione.

Il purificato con FD viene caricato sul sequenziatore per la corsa 
elettroforetica su capillare. L’output viene visualizzato come sequenza 
grezza sul PC del sequenziatore (4 picchi di colori diversi a seconda 
della base azotata) e viene poi sottoposto a successive analisi dei dati.



ANALISI DI FRAMMENTI (STR)

La reazione di PCR per amplificare i
microsatelliti (STR) avviene grazie a coppie
di primer (uno dei due nella coppia è
marcato con fluorescenza, l’altro no) che
vengono combinate in multiplex a seconda
del peso molecolare e della compatibilità
delle fluorescenze dei diversi loci.

Il prodotto di amplificazione viene diluito a seconda della
concentrazione più idonea e caricato sul sequenziatore insieme alla FD e
ad un marker di peso molecolare noto. Dopo la corsa elettroforetica su
capillare l’output viene visualizzato come picchi (di colori diversi a
seconda del locus) elaborati da software appositi (es. GeneMapper) sul
PC del sequenziatore e viene poi sottoposto a successive analisi dei dati.



ANALISI DI SNP

Le mutazioni a singolo nucleotide (SNP)
possono essere analizzate con diverse
tecniche molecolari (es. MicroArray, beads).
Nel laboratorio di Diagnostica Molecolare
Forense del CeMedForVet vengono
amplificate tramite corsa di PCR RealTime.

Possono essere 
effettuati saggi diversi: 
es. TaqMan Probe, 
TaqMan MGB, SYBR 
Green, etc.



REFERENCE GENOMES

L’uso di routine degli SNP o dei microarray per la diagnostica forense 
animale necessita una conoscenza a priori del genoma della specie e della 
variabilità inter- e intra-specifica.
Sulla genomica della wildlife ci sono diversi progetti mondiali in corso…

ENDEMIXIT:
Population Genomics of 

Italian Endemics

https://endemixit.com/


QUESITI DIAGNOSTICI

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



a) Marcatori uniparentali

- DNA mitocondriale (sequenze e SNP)

- Cromosomi sessuali

b) Marcatori biparentali

- Sequenze di geni nucleari

- STR (Short Tandem Repeats)

- SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) 

Marcatori diversi vengono 
utilizzati a seconda dello scopo:



VARIABILITA’ GENETICA

.....GAATCAAGGATC....

.....GAATGAAGGTTC....

a) variabilità di sequenza 

VANTAGGIO PER LA FORENSE:
Nel citoplasma di una cellula ci sono 
da centinaia a migliaia di mitocondri, 
e ognuno di essi contiene da 1 a 10 
molecole di mtDNA.

Eredità uniparentale (materna): 
tutto il genoma mitocondriale si 
comporta come un singolo locus 
non-ricombinante

DNA MITOCONDRIALE



STR (Short Tandem Repeats) nucleari

Corte sequenze di 2-6 basi 
Biparentali
Specie-specifici
Eredità mendeliana semplice
Non codificanti
Tasso di mutazione ~ 10-3

locus A B     C 

CXX20 130-132 130-130 132-132 

MU05 133-137 133-133 137-135 

G10X 130-130 130-136 136-136 

G10B 155-155 137-155 137-137 

G1D 170-184 184-184 170-184 

MU59 223-223 229-229 223-229 

G10C 96-96 104-104 96-104 

MU50 129-133 133-133 129-129 

G10P 161-173 173-173 161-161 

G10H 246-246 246-246 246-248 

G10L  157-163 163-163 157-157 

G1A 180-180 192-192 180-192 

sex male female female 

bear Sandrino Yoga Serena 

 

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

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

b) variabilità di lunghezza 



IDENTIFICAZIONE DI SPECIE

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).



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.



COSTRUZIONE DI UN ALBERO FILOGENETICO

La posizione del 
campione incognito 
nell’albero permette 
l’identificazione della 
reference species più 
vicina filogeneticamente.
Diversi metodi: Neighbor-
Joining, Maximum 
Parsimony,
Maximum Likelihood, 
Bayesian, ecc.

A1, A2, A3, 
A4, B6 

sequenze 
incognite



MARCATORI MOLECOLARI

 massime le differenze genetiche 
fissate TRA SPECIE (elevata 
variabilità inter-specifica)

 minima la diversità all’INTERNO 
DELLE SPECIE (bassa variabilità 
intra-specifica)

Regioni CONSERVATE

Per l’identificazione di specie è necessario scegliere marcatori 
molecolari in cui siano:



BRACCONAGGIO

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



TRACCE DI SANGUE

LACCI & BRACCONAGGIO

Muflone
(Ovis aries musimon)

PROTETTO



COMMERCIO ILLEGALE DI SPECIE PROTETTE ESOTICHE





COMMERCIO ILLEGALE DI SPECIE PROTETTE
DOMESTICHE (CANE E GATTO)

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)



 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



DATABASE STR SPECIE SELVATICHE

Rupicapra 

pyrenaica

Cervus elaphus

Ursus arctos Capreolus capreolus
Gyps fulvus

Procyon lotor



RILEVAZIONE DI IBRIDI INTRASPECIFICI

Ovis aries
(loci STR)

Sus scrofa (loci 
STR + SNP)

Canis lupus 
(loci STR + Y-STR)



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

IDENTIFICAZIONE DELLA POPOLAZIONE DI ORIGINE



IDENTIFICAZIONE DELLA POPOLAZIONE DI ORIGINE



IDENTIFICAZIONE INDIVIDUALE

 SPECIE-SPECIFICI (si amplificano 
solo per quella specie)

 Con elevata diversità all’INTERNO 
DELLA SPECIE (alta variabilità intra-
specifica)

Regioni RIPETUTE
STR o microsatelliti

Per l’identificazione individuale è necessario scegliere 
marcatori molecolari:

Come in Umana, anche 
nella Forense Animale il 

profilo multilocus è 
diverso per ciascun 

individuo



IDENTIFICAZIONE 
SOTTOSPECIFICA ED 

INDIVIDUALE

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)

DNA MATCH

Identificata una carcassa di muflone (Ovis
aries musimon) tramite sequenziamento + 
loci STR + test di assegnazione bayesiana

Lorenzini et al. (2011)



Coriano (Rimini), 
4 novembre 2017





Contenuto gastrico esche o carne 
confiscata

oppure

Utile anche per 
rintracciare più esche di 
uno stesso avvelenatore 
seriale che ha sparso vari 
bocconi in una data area

DNA MATCH 
(o confronto 
individuale)

risultati espressi in 
termini probabilistici

?

ESCHE E BOCCONI AVVELENATI



ANALISI DI PARENTELA

Cuccioli 
abbandonati 

e/o uccisi

Possibile 
madre/padre 
posseduto da 
un individuo 
sospettato

ANALISI DI 
PARENTELA

Reato:
Crudeltà animale, 

uccisione o 
abbandono di 

cuccioli. 



INTRODUZIONE DI SPECIE ALIENA

Per risolvere un caso di rilascio illegale di procioni nel 

Parco Nazionale delle Foreste Casentinesi (Toscana), 

abbiamo messo a punto pannelli STR per questa specie.

Articolo in progress, Progetto RC in corso…

ANALISI DI 
PARENTELA



IDENTIFICAZIONE DEL SESSO

I mammiferi possiedono i cromosomi X 
e Y; il maschio è il sesso eterogametico.
Gli uccelli possiedono i cromosomi Z e 

W; la femmina è il sesso eterogametico

TECNICHE MOLECOLARI 
IMPIEGATE NEL LAB:

 PCR end-point + gel di agarosio
 Analisi STR di loci sull’Y (lupi)

 PCR RealTime (next)



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

CAMPIONI CON DNA MISTO



N=22 campioni di alimenti sequestrati ad un produttore 

sono stati inviati al CeMedForVet dai NAS, per confermare la 

presenza delle specie dichiarate in etichetta. L’assegnazione 

molecolare ha portato a rilevare la presenza inattesa di carne di 

pollo e di suino in alcuni alimenti quali:

-Ragù di cinghiale

-Ragù di lepre

-Salame di cervo  

-Polpa di anatra e polpa di fagiano

Identificazione di specie negli alimenti



GRAZIE A TUTTI PER 
L’ATTENZIONE 


