
Tecniche molecolari in uso per la 

caratterizzazione ed 

identificazione di artropodi di 

interesse

economico



Perché identificare insetti con tecniche

molecolari?



Identificazione morfologica

• Identificazione
morfologica:

- uso di chiavi 
dicotomiche

- consultazione di 
esperti 



Problemi identificazione morfologica

• alcuni taxa sono privi di chiavi di 
riconoscimento

• alcune chiavi escludono i gruppi più difficili

• chiavi sulle larve si basano spesso sull’ultimo 
stadio larvale

• a volte troppo complesse o poco chiare



In alcuni casi (ad es. larve di insetti di nuova 

introduzione) per un’identificazione certa della 

specie bisogna ricorrere all’allevamento fino al 

raggiungimento dello stadio adulto.







Specie invasive

riscaldamento globale

aumento traffico merci/persone

Roques et al. 2010, Alien terrestrial 

arthropods of Europe 





Tecniche di analisi genetica più utilizzate

per l’identificazione degli insetti

Marcatori codominanti:

- Allozimi

- PCR-RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism) 

- Microsatelliti

- PCR e sequenziamento diretto

Marcatori dominanti:

- RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)

- AFLP



PCR-RFLP

- Amplificazione del gene da 

analizzare mediante PCR

- Analisi del frammento

amplificato mediante

restrizione con enzimi di 

restrizione

- Tecniche relativamente

semplice e rapida

- marcatore codominante

- screening di mutazioni già

note



Microsatelliti (SSR: Simple Sequence Repeat)

- Alto tasso di mutazione

dovuto a inserzioni o 

delezioni

- Polimorfismo molto 

elevato

- Numero ripetizioni

visualizzato su gel ad 

alta risoluzione

- Ottima riproducibilità

- Marcatori codominanti

- Messa a punto lunga e 

difficile

- Non esportabile ad altre

specie



PCR e sequenziamento



AFLP 

(Amplified Fragment Length 

Polymorphism)

- Digestione con enzimi di restrizione del 

genoma

- Ligazione con adattori

- Amplificazione con primer disegnati su

adattatori con basi selettive al 3’

- Separazione su gel ad alta risoluzione

- Numero di marcatori molto elevato

- Buona riproducibilità

- Applicabile a molte specie diverse

- Marcatore dominante



Analisi classica mediante PCR in 

laboratorio: tempi

• Estrazione DNA

• Amplificazione (PCR) 

frammento DNA target

• Visualizzazione risultati

PCR

• Ulteriori analisi

(restrizione/sequenziamen

to)

2-12 ore

2 ore

1 ora

4-48 ore



Analisi classica mediante PCR in 

laboratorio: strumentazione

Estrazione

PCR



Metodi molecolari di identificazione rapida

Estrazione DNA/RNA

Screening rapido preliminare

X

+ -

Test specifici in laboratorio



LAMP – Loop mediated Isothermal 

Amplification  (http://loopamp.eiken.co.jp/e/)

• Amplificazione a 
temperatura costante

• Elevata efficienza e 
stabilità della reazione: 
109- 1010 copie del 
target in 10- 40 minuti

• Elevata specificità (4-
6 primer invece di 2)



LAMP: ulteriori caratteristiche

� efficienza di amplificazione simile a PCR nested

� reazione meno soggetta ad inibizione da eventuali sostanze
contaminanti

� reagenti più stabili (non è necessario frigo o freezer durante
trasporto)

� non richiede utilizzo di apparecchiature di laboratorio per la 
visualizzazione dei risultati



Realizzabile direttamente in 
campo grazie ad uno strumento 
portatile (Genie II)

Risultati rilevabili tramite fluorescenza, precipitazione 
o viraggio

Metodo colorimetricoFluorescenza Torbidità



Genie II

- 16 pozzetti 

- touch screen e possibilità visualizzazione 

risultati in tempo reale

- funziona senza bisogno di PC

- batteria ricaricabile con autonomia di 

diverse ore

amplificazione e visualizzazione

possono essere combinati in un unico

strumento:



• Con un’unica reazione di ~ 30min è possibile visualizzare la 
presenza/assenza dell’organismo target

• La specificità della reazione può essere controllata 
confrontando la curva di annealing del campione con quella di 
un campione positivo di riferimento 

Risposta positiva = presenza organismo target

Risposta negativa = assenza organismo target

Curva di annealing



Progetto in corso:  

messa a punto e validazione delle sonde LAMP per:

• identificazione specie del genere Anoplophora (A. 
glabripennis, A. chinensis)

SìSì

NoNo

~30 minuti

Anoplophora spp?



Anoplophora glabripennis/chinensis

uovo larve adulto : a) A. glabripennis

b) A. chinensis



Geni utilizzati come marcatori

molecolari

• Modalità di trasmissione DNA (in organismi

diploidi a riproduzione sessuale):

– biparentale (cromosomi autosomici)

– uniparentale (mtDNA, cloroplasti, cromosoma Y)



Geni utilizzati come marcatori:

mtDNA

- Geni mtDNA: 16S, citocromo

ossidasi 1 (cox1; regione

barcode) e 2 (cox2)

- Ereditarietà materna

- Assenza di ricombinazione

- Elevato numero di copie

- Problemi: pseudogeni mitocondriali

(numts)



• disponibili diverse coppie di 
primer universali per 
artropodi (Simon et al. 2006)

Marcatori mtDNA

• Tasso mutazione variabile

tra diversi geni mtDNA

Salvato et al. 2008



• 5’ cox1 usato come 
barcode

Marcatori mtDNA: regione ‘barcode’

ca 700 bp
(primer
LCO1490-
HCO2198)
Folmer et al. 
1994 



Caratteristiche delle regioni di DNA 

‘barcode’

• Regioni di DNA polimorfiche

• devono essere tra regioni conservate di DNA per poter

progettare primer universali

• Facilità di amplificazione/sequenziamento

• bassa variabilità intraspecifica

• buona variabilità interspecifica

distanza genetica

F
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Geni utilizzati come marcatori:

geni nucleari

-Geni DNA nucleare: 

-ITS (Internal Trascribed Spacer) 1 e 2

-EF (Elongation Factor)



Come scegliere tecnica/marcatori

adatti?

- Fondi disponibili

- Condizioni di partenza del campione (DNA + o –

degradato)

- Informazioni già disponibili nei database on line

- Grado di risoluzione:

- Scala geografica

- Scala temporale



tempo

N
°

m
u
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o
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i

mtDNA

Microsatelliti

AFLP

individui popolazioni specie

omoplasia

Grado di risoluzione dei marcatori genetici



Database on-line

• NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) GenBank

• EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk) 

• BOLD Systems (http://www.boldsystems.org) 

Database BARCODE



BLAST

(Basic Local 

Alignment

Search Tool)

GenBank



Sequenza DNA

Sequenza proteica

Articolo scientifico in cui 

questa sequenza è stata

pubblicata

(località in cui è stato

raccolto il campione)

GenBank



Databases

• BOLD System http://www.boldsystems.org



BOLD system (http://www.boldsystems.org)



BOLD system (http://www.boldsystems.org)















• PCR-RFLP : Webcutter (http://bio.lundberg.gu.se/cutter2)

• PCR:

– Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3)

– Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)

• Sequenze: BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

• AFLP: in silico AFLP 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/aflpinsilico)

Strumenti informatici on-line



Check list of the Italian fauna on-line



EPPO



Principali applicazioni dei marcatori molecolari

• Identificazione specie

• Caratterizzazione specie (biotipi/specie criptiche)

• Stime su rotte di migrazione/colonizzazione

• Interazioni con pianta ospite o rapporti

preda/predatore/parassitoidi



Cyrtogenius luteus/C. brevior

Identificazione mediante

barcode di specie di nuova

introduzione

Faccoli et al. 2012



mtDNA/AFLP: 
Leptinotarsa decemlineata

• mtDNA: frammento 
di 577 bp (3’ COI -
5’ COII)

Grapputo et al. 2005



AFLP:

297 loci

Grapputo et al. 2005

mtDNA/AFLP: 
Leptinotarsa decemlineata



Microsatelliti:
Diabrotica virgifera

• analisi DNA 
nucleare 
(variabilità in 8 loci 
microsatelliti)

Miller et al. 2005



mtDNA: 
Thaumetopoea pityocampa

mtDNA

COI, COII, 604 bp

Kerdelhué et al. 2009



Interazioni ospiti/parassitoidi

Hrcek et al. 2011

parassitoidi specie lepidotteri ospiti

Rougerie et al 2010


