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Watson e Crick 
scoprono il DNA  

Meselson e Stahl 
dimostrano come si 

replica il DNA 

Sanger, Maxam e Gilbert 
sviluppano il metodo di 

sequenziamento del DNA 

Mullis inventa 
la PCR 

Prima volta che il 
DNA viene usato in 

UK in un caso  
forense di doppio 

omicidio  

Primo kit commerciale 
forense basato sull’analisi 

degli SNPs del locus 
polimorfico HLA-DQA1 

Vengono utilizzati 
per la prima volta 

gli STR 
Sviluppo del I° kit 

STR forense 

Gli YSTR vengono descritti 
per la prima volta ed 

utilizzati in Germania in una 
violenza sessuale 

Utilizzo dell’mtDNA 
per la prima volta in 
UK in un casework 

Primo caso di 
mass disaster 

Jeffrey descrive la tecnica 
del DNA Typing 



L’evoluzione delle metodiche analitiche in genetica forense 



• Il genoma di ogni individuo è unico (con l’eccezione dei gemelli 
omozigoti) e viene ereditato da ciascun genitore 

 
• Utilizzo dei marcatori in grado di discriminare fra individui diversi 

 
• La tipizzazione del DNA deve essere effettuata con sistemi 

validati ed in maniera riproducibile  
 

• I test utilizzati, ad oggi, di routine in ambito forense, non danno 
informazioni sui geni e poca o nessuna indicazione circa  
l’origine geografica, la predisposizione alle malattie e le 
caratteristiche fenotipiche   

 

L’analisi tradizionale forense 



DNA nucleare 
(3.2 miliardi bp) 

Il mitocondrio contiene il 

DNA mitocondriale, 

centinaia copie per cellula 

DNA Mitocondriale 
(16,569 bp) 

Nucleo contiene il dNA 

nucleare una copia per 

cellula 

Si eredita per linea 

materna 

Si eredità per metà dalla 

madre e per metà dal padre 

Genoma umano presente in una cellula 



Tecnologia HID standardizzata  

Quantificazione 

RT-PCR 

Amplificazione 
STR 

Tipizzazione 
CE 

Estrazione 
DNA 



• Short Tandem Repeats (STRs) 

Marcatori genetici utilizzati in ambito forense 

Sequenze ripetute di DNA non codificante che variano in 
lunghezza da individuo ad individuo  

2 repeats 

3 repeats 

 

---------(AATG)(AATG)(AATG)---------- 

  

---------(AATG)(AATG)---------- 

 





•DNA mitocondriale (mtDNA) 

Marcatori genetici utilizzati in ambito forense 









•Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)  

Marcatori genetici utilizzati in ambito forense 

 

--------AGACTAGACATT------- 

--------AGATTAGGCATT------- 

 

Polimorfismi di sequenza 



Le nuove frontiere del DNA a scopo 
forense 

 





DNA altamente degradato 
 





Predizione dell’origine geografica 





Predizione delle caratteristiche 
fenotipiche 



Classificazione degli SNPs 



Presente 
Identificazione tramite campione di 

confronto 
 

Futuro 
«Identikit» genetico della traccia 



Next generation sequencing (NGS) 
or high-throughput sequencing 

Rappresenta una nuova tecnica di 
sequenziamento che permette di 
analizzare in maniera massiva, in 
parallelo, un grande numero di 

ampliconi in una singola corsa con 
estrema accuratezza e altissima 

sensibilità. 



Cosa si intende per multiplexing? 

 

• Un metodo che permette di analizzare più campioni 
biologici in una singola corsa 

 
• Ciascun campione viene «etichettato» con sequenze 

specifiche  in modo da riconoscerlo rispetto agli altri 
 

• Un volta aggiunta questa «etichettatura» può essere fatto 
un pool di diversi campioni 

 
• I dati della corsa possono così essere analizzati e 

ricondotti a quello specifico campione 



-Ottenere dati utili all’identificazione in campioni low 
template (meno di 100 pg) 
 
-Migliorare l’informazione che si può essere ottenuta da 
campioni complessi (es. misture/campioni degradati) 
 
-Aumentare a quantità di informazione che posso 
ottenere da un campione ignoto 

Perché NGS in ambito forense? 



2009  
Primi approcci alla tecnologia NGS in forense 



454-Roche 

Vienna, 31 Agosto 2011 



Allele 11 (AG)  

Locus D5S818 (7.8 pg/ml)  



Tecnologie disponibili 

Ion Personal Genome Machine® (PGM™)  
System 

MiSeq Desktop Sequencer 



Applicazioni disponibili 



Altre applicazioni forensi 







Entomogenetica 

Adulto  
3-4 mm 



Correct Allele Call 
Partial Drop Out 
Complete Drop Out 
Drop In 
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Informazioni sull’origine 
geografica 

Casi forensi di routine 

Casi di sicurezza nazionale  



Marcatore mitocondriale 





Altre applicazioni 
non-human DNA 





Soil 1 Soil 2 Soil 3 Soil 4 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’unica specie autoctona in Italia è Hedera 
helix, rampicante sempreverde, tipica dei 
boschi freschi e umidi. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Alnus è un genere di piante della famiglia 
delle Betulaceae che comprende alcune 
specie comunemente note come ontani. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il ceratofillo comune è una pianta 
acquatica  

 
 
 
 
 
 
 
Felci 

 
 
 
 
 
Millefoglio d’acqua 

 
 
 
 
 
 
 
Quercia 





Criticità nell’utilizzo della nuova tecnologia 

• Workflow innovativo 
 

• Problematiche connesse con la 
gestione della mole di dati che può 

essere ottenuta da una singola 
traccia biologica  

 
 



Criticità nell’utilizzo della nuova tecnologia 
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