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⇒ una sola specie

UmanaUmana

  Animale Animale 

 specie diverse ⇐ 
 protocolli non standardizzati ⇐

⇒ protocolli 
standardizzati

GENETICA FORENSEGENETICA FORENSE

La genetica forense animale.  Università La Sapienza di Roma, 13 gennaio 2015



Pochi laboratori in Europa e variabilità notevole per:

1.Differenze nella legislazione dei singoli Paesi;

2.Differenze nella composizione della fauna selvatica   

   locale;

3.Differenze nelle metodologie applicate (Es. database 

   di popolazione per STR e analisi delle pellicce).

GENETICA FORENSE ANIMALEGENETICA FORENSE ANIMALE
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281/91 Legge quadro in materia di animali di affezione e prevenzione del 
randagismo 
D.L.  157/92 Norme per la protezione della fauna selvatica omeoterma e per il 
prelievo venatorio
150/92 Disciplina dei reati relativi all'applicazione in Italia della Convenzione 
sul commercio internazionale delle specie animali e vegetali in via d'estinzione 
189/2004  Art. 727 COMMA I  Divieto di abbandono di animali
189/2004 Art. 544-bis  Divieto di uccisione di animali
 189/2004 Art. 544 Divieto di maltrattamenti e di  combattimenti
532/92 Attuazione della direttiva 91/628/CEE relativa alla protezione degli 
animali durante il trasporto
D.L. 15/3/2010 n. 47, Recepimento Regolamento CE 1523/2007 Divieto di 
utilizzo e commercializzazione di pelli e pellicce di  cani e gatti
Ordinanza 10 Febbraio 2012. Ministero della Salute. Norme sul divieto di 
utilizzo di esche o di bocconi avvelenati

Leggi a tutela degli animaliLeggi a tutela degli animaliLeggi a tutela degli animaliLeggi a tutela degli animali
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Diagnostica Forense Animale    Diagnostica Forense Animale    

ParenteleParentele

Determinazione del sessoDeterminazione del sesso

Test di paternitàTest di paternità

Identificazione della popolazione di origineIdentificazione della popolazione di origine
(forme affini appartenenti allo stesso (forme affini appartenenti allo stesso taxontaxon))

DNA match DNA match 
  (corrispondenza tra due profili genetici)(corrispondenza tra due profili genetici)

Identificazione di specieIdentificazione di specie

Riconoscimento degli ibridi intraspecificiRiconoscimento degli ibridi intraspecifici
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Importanza del sopralluogo, prelievo e Importanza del sopralluogo, prelievo e 
conservazione campioniconservazione campioni
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Materiale "buono"Materiale "buono"

Sangue intero 
con 

anticoagulante

Peli con bulbi

Tessuti 
freschi

Tessuti 
congelati

Tampone buccale su 
specie "target "
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Carne 
cotta

Tracce di 
sangue

OssaPellicce 

Casi forensi ≈ materiale "difficile"Casi forensi ≈ materiale "difficile"
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Feci

Contenuti 
gastrici

Urina Tamponi su prede
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poco DNA e degradato

Cause: temperatura, umidità, esposizione al sole, tempo, 
sostanze chimiche, ecc.

RISCHIO ELEVATO DI RISCHIO ELEVATO DI 
CONTAMINAZIONECONTAMINAZIONE
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- nell’ estrazione del DNA (pre-lisi lunga, aggiunta 

di DTT, utilizzo Maxwell)

- scelta di marcatori diversi: frammenti più corti

- nell’ amplificazione (maggior numero di cicli 

nella PCR, variazione della concentrazione di 

sale, della temperatura di annealing, ecc.)

Per aumentare la quantità di DNA target:

… e diminuire la quantità di DNA esogeno contaminante:

- passaggio della strumentazione sotto i raggi UV

- controlli negativi di estrazione e di PCR

- replicabilità

- suddivisione delle diverse fasi del lavoro in stanze separate
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.....GAATCAAGGATC....

.....GAATGAAGGTTC....

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

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

a) variabilità di sequenza 

b) variabilità di lunghezza 

Variabilità GeneticaVariabilità Genetica
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Perché analizzare il DNA mitocondriale?Perché analizzare il DNA mitocondriale?

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

ricombinante

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 

Tasso di mutazione ≈ 10-5
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Barcode of lifeBarcode of life

Il DNA barcoding utilizza la diversità di 
sequenza in regioni geniche definite e 
differenziate tra specie. Attualmente, 
per l’identificazione di specie animali 
vengono generalmente analizzate due 
regioni di  600 bp dei geni Citocromo ∼
b (CytB) e Citocromo ossidasi I (COI). 
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Identificazione di specieIdentificazione di specie

massime le differenze genetiche fissate TRA SPECIE 

(elevata variabilità inter-specifica)

 minima la diversità all’INTERNO DELLE SPECIE 

(bassa variabilità intra-specifica)

Scelta di marcatori molecolari in cui siano:
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Ricerca tramite 
Banche Dati 

…e confronto con 
campioni noti
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AmbienteAmbiente

UomoUomo

Animali selvaticiAnimali selvatici

Animali domesticiAnimali domestici
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STR (Short Tandem Repeats) nucleariSTR (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 
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BANCHE DATI DI BANCHE DATI DI 
POPOLAZIONEPOPOLAZIONE



Un risultato di esclusione Un risultato di esclusione 
non richiede numerinon richiede numeri

Un match richiede statisticheUn match richiede statistiche

1.1.Non-matchNon-match – esclusione – esclusione
2.2.InconclusivoInconclusivo – nessuna decisione – nessuna decisione
3.3.MatchMatch – stimare la frequenza – stimare la frequenza
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Banca datiBanca dati
++

StatisticaStatistica

Predatore

tamponi
estrazione

DNA

Analisi 18 marker
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Test di paternità Test di paternità 
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Cuccioli 
abbandonati e/o 

uccisi

Possibile 
madre/padre 
di individuo 
sospettato

TEST DI TEST DI 
PATERNITA’PATERNITA’
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Parigi, 28 novembre 2008
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Normativa
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Il Ministero della Salute si è rivolto al Centro di Referenza Nazionale 

Medicina Forense Veterinaria per mettere a punto un protocollo di 

identificazione di pellicce di CANE e GATTO.

1. Analisi morfologica 
(Sezione di Grosseto)

1. Analisi genetica
 (Sezione di Rieti)

Metodo basato su due step:
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SCELTA DEI MARCATORI ADATTISCELTA DEI MARCATORI ADATTI

Screening iniziale 

marker che distingua più specie:

Marker specifici per cane e gatto

 disegnati ex novo

Cane Gatto
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DISEGNO DEI NUOVI PRIMERDISEGNO DEI NUOVI PRIMER

2 POSSIBILI STRATEGIE: 

 massimizzazione della specificità nell’attacco dei primer 

per la sequenza di una determinata specie

 massimizzazione della diversità all’interno della sequenza 

amplificata da primer “universali”
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Rispettate:

Lunghezza min e max del 
frammento amplificato
Lunghezza min e max dei 2 
primers
Temperatura di melting min 
e max (%GC)
Temperatura di melting 
compatibile per i 2 primers
Stabilità al 3’ (ultime 5 basi)
Assenza di 
autocomplementarietà al 3’
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1. PROVE TECNICHE SU MATERIALE DI BUONA QUALITA’1. PROVE TECNICHE SU MATERIALE DI BUONA QUALITA’

Banca di tessuti

2. PROVE TECNICHE SU PELLICCE2. PROVE TECNICHE SU PELLICCE

3. PROVE TECNICHE DI SENSIBILITA’3. PROVE TECNICHE DI SENSIBILITA’

Quantificazione del DNA al fluorimetro 
e messa a punto delle condizioni di 
amplificazione
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Quando la genetica forense umana e Quando la genetica forense umana e 

animale si incontrano…animale si incontrano…

L’applicazione di un pannello di marcatori L’applicazione di un pannello di marcatori 

STR per canidi (normalmente impiegato STR per canidi (normalmente impiegato 

nell’analisi forense animale) adnell’analisi forense animale) ad

caso riguardante la morte di un uomo.caso riguardante la morte di un uomo.
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Continua…Continua…
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