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Nelle prossime 5 lezioni vedremo

• Nonhuman forensic genetics

– DNA barcoding

• Importanza e diffusione di Next Generation Sequencing in 
human e non human forensic genetics



Definizione di Genetica forense (dal giornale più autorevole nel campo 
della genetica forense, Forensic Science International: Genetics)

“The application of genetics to human and nonhuman material (in the 
sense of a science with the purpose of studying inherited characteristics for 
the analysis of inter- and intraspecific variations in populations) for the 
resolution of legal conflicts”





Marcatori: 
STR

DNA barcoding
reliable and public databases 
such as GenBank, EMBL, and 
Bold

genetic marker depends on the investigated 
species. For metazoan, the most used markers 
are regions of the mitochondrial genome (and 
plastid for Plantae) that can provide accurate 
distinction between subspecies and autosomal 
regions of nuclear DNA. 

The program STRUCTURE is widely used for the 
Bayesian assignment of an individual to a 
population (or subspecies). Again, the 
statistical evaluation should be performed and 
reported.

Statistical support



Preferential DNA markers used for individual identification in animals are 
autosomal STRs

STR kits for individual identification and kinship testing in dogs, cats, horses, 
cattle, bears, deer, badgers (tassi), birds, and koi carps, Testudo hermanni.

Criminal and civil cases: dog or bear attacks, silent witnesses of crimes, 
identification of samples from sport horses, and in wildlife crime investigations 
(wildlife forensics), including big cats, mouflons, wild boars, and elephants, 
among others. Illegal wildlife trade

Forensic zoology often has to deal with degraded samples. In such cases, mtDNA
may be the only source of genetic information that can be used.



…analisi genetiche sono state eseguite 
dai tecnici del laboratorio di genetica 
della conservazione dell’ISPRA. Le 
metodologie sviluppate, in accordo con 
quanto previsto nell’ambito del Piano 
d’Azione per la Conservazione dell’orso 
Bruno nelle Alpi Centrali (PACOBACE), 
prevedono l’amplificazione di 14 
differenti regioni del genoma (DNA 
microsatellite) e il sessaggio molecolare 
di tutti i campioni organici. 
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Plant evidence can provide crucial information for the reconstruction 
of forensically relevant events or in cases where the crime scene and 
autopsy reports are not compelling

Forensic botany presents numerous applications such as the 
identification of the origin of seized illegal drugs 





DNA barcoding





1. Marcatore per l’identificazione di specie e di
individui all’interno della stessa specie (CODICE A
BARRE)

2. Una raccolta di dati (reference databases) fruibili
anche da non-specialisti

3. Un salto nel passato (possibilità di analizzare campioni
museali ed erbari)

Cosa è il DNA Barcoding



Principio generale: 

alta variabilità interspecifica

bassa variabilità intraspecifica



http://www.boldsystems.org





Mitocondriale

Nucleare

Plastidiale



Da una lezione di M. Casiraghi







Ade esempio, perchè il gene COI?

Regione standard che proviene da un DNA 
molto abbondante nelle cellule, non ha introni
e non ha inserzioni e delezioni.  



Primer degenerati: PCR primer in 
cui alcune posizioni hanno più di 
una base possibile. 



DNA barcoding: problemi legati al laboratorio

• bisogna disegnare primers che vadano bene per molte 
OTU

• bisogna trovare il giusto marcatore (che sia cioè in grado 
di distinguere tra diverse OTU)

• bisogna amplificare specificamente (non vogliamo 
contaminazioni da altri marcatori)

• la PCR fa errori, Se il DNA è degradato è difficile 
amplificare marcatori lunghi > 200 bp



DNA barcoding: problemi con l’analisi dei dati..cosa c’è nel mio 
campione??

• bisogna avere un database di riferimento che contenga quel 
marcatore per diversi organismi

• Se si fa una PCR si perde l’informazione dell’abbondanza relativa



DNA barcoding: vantaggi

• Pochi primers per amplificare i frammenti dal maggior numero 
di diversi organismi possibile

• Pochi metodi di analisi bioinformatica del dato

• pochi marcatori per il maggior numero di specie possibile: 
mantieni il sistema semplice ed economico!

• il DNA barcoding introduce una standardizzazione negli 
approcci al modo di collezionare, di trattare i campioni, di 
analizzare e interpretare i dati

• il DNA barcoding si basa sulla informatizzazione e sul 
networking; la standardizzazione e la computerizzazione 
rappresentano uno degli sforzi più grandi nella 
“democratizzazione” del mondo della ricerca





DNA barcoding: vantaggi

• campioni difettosi o loro frammenti che non sono adatti alla 
produzione di preparati morfologici qualitativi

• campioni in qualsiasi fase del ciclo di vita (uova e larve, 
semi, polline)

• vecchi campioni di raccolta, la certificazione del DNA degli 
olotipi, senza perdita del campione

• campioni paleontologici (da congelamento eterno, resina di 
legno, ambra).



Pipeline





Amplificazione di un marcatore per distinguere le OTU e tag per distinguere gli individui



Con i nuovi metodi di 
sequenziamento e l’aumento di 
informazioni nelle banche dati si 
può passare ad uno shotgun
sequencing (simile ad un 
sequenziamento genomico, ma di 
tutto ciò che è stato raccolto nel 
campione) (vedere il progetto 
http://extrememicrobiome.org/)

(A) Sampling from habitat
(B) filtering particles, typically by size
(C) DNA extraction and lysis
(D) sequencing 
(E)   sequence assembly.

http://blog.booleanbiotech.com/nanopore_2016.html

D

E



Mille miliardi di basi

Centomila basi



Stranneheim and Lundeberg 2012



Capillary Electrophoresis ABI 3730, 96-capillary

Cromatogramma

Next generation sequencing





Preparazione della library
Il DNA va pre-processato prima di essere sequenziato

Passaggi:

1. Frammentazione (fisica o enzimatica)

2. Le estremità dei frammenti vengono riparate e rese «blunt» o con specifici 
nucleotidi terminali (es A o T)

3. Alle estremità vengono legati degli adattatori specifici per ogni NGS technology





Preparazione della library: Illumina 





https://www.youtube.com/watch?v=ZlPH9FzUOq8
https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8









Quali campioni e quali dati sono tipici della metagenomica?

Target capture and 
variant calling



Shot-gun
(sequenzio tutto!)

Amplicon-based



Can be avoided

Metagenomics





RAD: Restriction site associated DNA markers

Permettono di isolare RAD tags: sequenze di DNA immediatamente
fiancheggianti regioni riconosciute da enzimi di restrizione sparse nel
genoma. Se contengono siti variabili possono essere usate per genotyping 
di SNPs (RAD markers).
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