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Introduzione

Il ritrovamento, nella cripta della chiesa della 
Conversione di San Paolo di Roccapelago (MO), 
di resti umani attribuibili a un elevato numero 
di individui, cronologicamente collocabili fra 
il XVI e il XVIII sec., ha dato la possibilità di 
sviluppare un ampio progetto multidisciplina-
re, che ha coinvolto diversi ambiti di ricerca: 
dall’archeologia all’antropologia, dalla paleo-
patologia all’entomologia, dall’archivistica allo 
studio dell’abbigliamento, ecc. Ciò anche grazie 
alle straordinarie condizioni di conservazione 
dei resti, in parte mummificati, e alla numerosi-
tà degli inumati, i quali rappresentano plausibil-
mente l’intera comunità montana di Roccapela-
go che si è susseguita nell’arco di circa duecento 
anni. 
Nel contesto di simili ricerche, oggi un contribu-
to significativo può derivare dall’analisi genetica 
dei reperti biologici attraverso l’esame del DNA 
che in essi si conserva, il cosiddetto DNA antico 
(aDNA). Ciò apre nuovi affascinanti orizzonti 
di ricerca rendendo possibile ricostruire la sto-
ria degli organismi che hanno lasciato qualche 

traccia del loro passato. Questa testimonianza è 
racchiusa nel genoma di ogni essere vivente e, 
grazie ai continui progressi della biologia mole-
colare, è oggi possibile decifrarla, sia pure con i 
limiti derivanti dallo stato di conservazione della 
molecola di DNA che, dopo la morte dell’indivi-
duo, va incontro a processi più o meno intensi di 
frammentazione e degradazione, dovuti ai fat-
tori chimico-fisici dell’ambiente di deposizione.1 
Il DNA recuperato da tessuti biologici antichi 
può contenere le risposte ad una serie di inter-
rogativi sul passato della nostra specie o di altri 
organismi. Le applicazioni in questo settore di 
ricerca possono essere molteplici: studi evoluti-
vi, identificazione di patologie infettive o gene-
tiche, identificazione personale, definizione di 
rapporti di parentela tra individui, ricostruzione 
della dieta e caratterizzazione genetica di gruppi 
umani del passato. Attraverso l’analisi del DNA, 
notevoli risultati, ad esempio, sono stati raggiun-
ti, oltre che nella caratterizzazione dell’umanità 
fossile,  nella ricostruzione della storia biocul-
turale delle popolazioni etrusca2 e nuragica,3 di 
gruppi asiatici,4 nonché dell’antico popolamento 
della Polonia.5
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In questo contesto di ricerche rientra anche il 
progetto di studio del DNA nell’antica popola-
zione di Roccapelago. Esso è nato con l’intento 
di caratterizzare geneticamente questa interes-
sante comunità montana che nella cripta della 
sua chiesa ci ha lasciato una preziosa testimo-
nianza del suo passato e di ricollegarla con gli 
attuali abitanti del borgo. 
Nella prospettiva di porre le basi per un ampio 
progetto integrato di archeologia, antropologia, 
biologia e genetica umana, ci si è proposti i se-
guenti obiettivi:
1. creare una biobanca del DNA dei membri 

della comunità del passato e dei viventi, se-
condo una scansione cronologica dal XVI 
secolo ad oggi. La peculiarità di detta bio-
banca risiede nel fatto che essa verrebbe a 
contenere il DNA di individui della medesi-
ma comunità che si sono succeduti nell’arco 
di oltre 400 anni, offrendo la possibilità di 
svolgere studi longitudinali di genetica e ge-
nomica umana;

2. individuare, fra i campioni di DNA costi-
tuenti la biobanca, le linee parentali maschili 
e femminili, mediante l’incrocio dei dati 
anagrafici dedotti dai registri parrocchiali e 
civili con quelli emersi dall’esame genetico;

3. creare un database in cui archiviare i dati 
(da trattarsi in forma anonima) di carattere 
antropologico, patologico, nutrizionale di 
ciascuno dei membri della biobanca che in 
un secondo momento verranno integrati con 
i dati genetici.

6 Del DNA mitocondriale (mtDNA) è stata presa in esame la prima regione ipervariabile (HVR1).
7 Per il cromosoma Y sono stati analizzati alcuni marcatori denominati microsatelliti (Short Tandem Repeats o STRs) 

costituiti da un tratto del DNA formato da una sequenza breve ripetuta molte volte del DNA: la ripetizione è comu-
nemente tra 2 e 5 paia di basi. 

8 Cooper, Poinar 2000. 
9 Pilli et al. 2013.

Il progetto, tuttora in corso, di cui vengono qui 
presentati i primi risultati, prevede innanzi-
tutto l’analisi molecolare del DNA estratto da 
campioni di tessuti biologici antichi, come ossa 
e denti, prelevati dai resti rinvenuti nella cripta 
della chiesa. I marcatori genetici scelti per que-
sto studio sono definiti ‘uniparentali’, in quanto 
vengono trasmessi da uno solo dei due genito-
ri. Nello specifico sono stati analizzati il DNA 
mitocondriale ed il cromosoma Y. Il DNA mi-
tocondriale,6 a differenza di quello nucleare, si 
trasmette solo per via materna, mentre il cromo-
soma Y solo per via paterna.7

La ricerca ha previsto l’applicazione delle più re-
centi ed innovative tecniche nel campo del DNA 
antico, comprese le tecnologie di sequenziamen-
to di nuova generazione (Next Generation Se-
quencing). 
Le analisi sono state svolte tenendo sempre con-
to delle principali linee guida previste nel set-
tore di ricerca del DNA antico. In particolare, 
queste rigorose procedure (Golden criteria)8 
prevedono l’obbligo di utilizzare un laboratorio 
esclusivamente dedicato all’estrazione del DNA 
antico (clean lab) ed un accurato monitoraggio 
delle possibili contaminazioni dei campioni, in 
tutte le fasi della ricerca, dal campionamento 
alle analisi in laboratorio. E’ stato infatti chiara-
mente dimostrato come la possibilità di conta-
minazione da DNA esogeno moderno sia molto 
elevata qualora non siano state prese le adeguate 
precauzioni.9 In aggiunta a tutte le rigorose pro-
cedure volte a limitare le contaminazioni, sono 
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stati genotipizzati tutti i ricercatori venuti in 
contatto con i reperti analizzati.10

Materiali e metodi

Il campionamento dei reperti destinati all’ana-
lisi del DNA antico ha riguardato un numero 
cospicuo di individui, che coprono l’arco tem-
porale tra il XVI e il XVIII secolo11 coinciden-
te con la fase di utilizzo della cripta della chie-
sa della Conversione di S. Paolo a Roccapelago 
come luogo di sepoltura. Tutte le fasi di analisi 
dell’aDNA (campionamento, trattamento dei 
campioni, estrazione ed amplificazione) sono 
state condotte con apposite tute integrali do-
tate di cappuccio, guanti e maschere di prote-

10 Gilbert et al.  2005.
11 Gruppioni et al.  2010.
12 Adler et al. 2011; Higgins, Austin  2013; Higgins et al. 2013; Pilli et al. 2013.

zione, onde evitare la contaminazione da DNA 
esogeno. I campioni che consentono di ottene-
re risultati migliori nell’analisi del DNA antico 
sono rappresentati dai denti (Fig. 1) che, grazie 
alla loro peculiare struttura compatta e al ri-
vestimento di smalto, offrono una più efficace 
protezione contro la degradazione e la contami-
nazione del DNA.12 Per ogni individuo è stato 
campionato anche un frammento di femore al 
fine di incrociare i dati emersi dai differenti di-
stretti e monitorare la presenza di DNA conta-
minante. In totale sono stati effettuati prelievi su 
circa 100 individui recuperati dalla cripta. 
Allo scopo di effettuare uno studio genetico sul-
la popolazione di Roccapelago secondo una pro-
spettiva diacronica, dalla fine del ‘500 ad oggi, 

Fig. 1 Preparazione di un campione dentale per l’estrazione del DNA.
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sono stati campionati, mediante prelievo bucca-
le, numerosi individui attualmente residenti nel 
territorio, portatori di cognomi che, in base ai 
dati rilevati nei registri della parrocchia di Roc-
capelago, risultano essere quelli più ricorrenti 
fin dalle origini del paese.13

Presso il Laboratorio di Antropologia e DNA 
antico del Dipartimento di Beni Culturali sono 
state effettuate le fasi più critiche della procedu-
ra di analisi del DNA antico, tra cui l’estrazione, 
mentre presso il Laboratorio di Antropologia 
Molecolare e Centre for Genome Biology del 
Dipartimento BiGeA sono state eseguite le suc-
cessive operazioni di sequenziamento massivo e 
genotipizzazione.
I campioni antichi sono stati estratti tramite 
membrane silicee,14 secondo un protocollo ot-
timizzato dai ricercatori coinvolti nel presente 
progetto. Il DNA è stato quantificato attraverso 
saggio fluorimetrico tramite Qubit (Invitrogen). 
Successivamente si è proceduto alla amplifica-
zione sia del DNA mitocondriale che del cromo-
soma Y.
Per quanto riguarda il DNA mitocondriale è 
stato amplificato il frammento HVR1 (hyperva-
riable region 1) tramite l’utilizzo di tre coppie di 
primers. I frammenti amplificati sono stati ana-
lizzati sia tramite clonaggio e successivo sequen-
ziamento in Sanger,15 sia tramite sequenziamen-
to massivo su piattaforma Ion Torrent PGM 
(Life Technologies). Per lo studio del cromoso-
ma Y, in un primo momento, è stato impiegato il 
kit AmpFLSTR® Yfiler® PCR Amplification (Life 
Technologies). In seguito tuttavia il kit Power-
Plex® Y23 System (Promega) si è dimostrato più 

13 L’attento vaglio della documentazione dell’archivio parrocchiale rientra nell’ambito della tesi di dottorato di Mirko 
Traversari, nella cornice del PhD programme in Cultural Heritage Studies.

14 Rohland et al. 2010; Dabney et al. 2013.
15 Il principio della tecnica sviluppata da Fred Sanger si basa sull’utilizzo di nucleotidi modificati (dideossitrifosfato, 

ddNTPs) per interrompere la reazione di sintesi in posizioni specifiche.

sensibile e maggiormente adatto ad essere utiliz-
zato sul DNA antico, permettendo di analizzare 
simultaneamente 23 microsatelliti del cromoso-
ma Y.

Primi risultati  e prospettive future

I campioni prelevati dai resti umani hanno mo-
strato alte concentrazioni di DNA endogeno, 
grazie alle ottime condizioni di conservazione 
dei corpi. La presenza di due finestre nella parete 
orientale della cripta ha permesso, infatti, un’in-
tensa ventilazione del locale che, unitamente al 
clima fresco e asciutto, ha favorito una rapida 
disidratazione dei tessuti e la loro conservazione 
nel tempo.
Al momento, della popolazione antica recupe-
rata dalla cripta, sono stati analizzati 32 indivi-
dui per il DNA mitocondriale e 9 individui per 
il cromosoma Y mentre, per quanto riguarda la 
popolazione vivente, sono stati analizzati 15 in-
dividui. 
I dati preliminari emersi dallo studio del cro-
mosoma Y hanno fornito interessanti risultati 
che hanno permesso di condurre un’indagine 
su doppia scala, sul piano popolazionistico e su 
quello identificativo delle linee parentali. 
A livello locale, dal confronto degli aplotipi del 
cromosoma Y riscontrati negli inumati della 
cripta e nella popolazione attuale di Roccape-
lago è emerso un significativo match tra un in-
dividuo antico campionato fra gli inumati, at-
tualmente musealizzato, insieme ad alcuni altri, 
nella cripta della Chiesa di S. Paolo, ed uno degli 
individui viventi campionati (Fig. 2) rendendo 
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possibile, anche grazie all’incrocio con i dati 
dell’archivio parrocchiale, la identificazione di 
una delle linee parentali maschili che congiun-
gono la comunità del passato con quella attuale. 
Ciò conferma la possibilità che, attraverso l’am-
pliamento della ricerca, si possa giungere alla 
identificazione di linee parentali che dal passato 
si saldano con quelle viventi, con la possibilità di 
analizzare la segregazione genetica, nell’arco di 
quattro secoli, di caratteri fenotipici o patologici.
Su una scala più ampia, gli aplotipi del cromo-
soma Y, sia del campione antico che del cam-
pione moderno, sono stati comparati con quelli 
di altre popolazioni, inseriti in un database ap-
positamente creato. Tale operazione risponde 
all’obiettivo di individuare gli aplotipi più simi-
li e calcolare le distanze genetiche rispetto alle 
popolazioni di confronto, consentendo di in-
quadrare meglio la popolazione di Roccapelago 
nell’ambito della variabilità genetica dell’Italia 
nord-occidentale e in particolare delle popola-
zioni dell’area tosco-emiliana.
Gli indici di distanza genetica hanno rivelato 
che la popolazione di Roccapelago diverge ri-
spetto alle altre popolazioni di confronto e sem-
bra qualificarsi come un possibile caso di isolato 
genetico, come ad esempio una piccola comunità 

originatasi da pochi individui fondatori e rima-
sta successivamente a lungo isolata. E’ interes-
sante inoltre sottolineare come la popolazione 
di Roccapelago mostri maggiori affinità geneti-
che con le popolazioni della Piana di Lucca e di 
Grosseto/Siena, e in generale con le popolazioni 
toscane, rispetto a quelle emiliane (Bologna e 
Modena). Grazie all’integrazione del dato gene-
tico con i dati storici, la situazione riscontrata 
potrebbe essere ricondotta ai movimenti dei pa-
stori che spostavano le greggi lungo le linee di 
transumanza, le quali collegavano Roccapelago 
con le zone di Lucca e Grosseto. 
L’ampliamento del numero di campioni esami-
nati ed il completamento delle analisi genetiche 
consentiranno una migliore comprensione della 
struttura genetica della comunità di Roccapela-
go e della sua storia.
Parallelamente a questa ricerca di genetica di 
popolazione, presso gli stessi laboratori, è in 
corso l’analisi del microbiota intestinale delle 
mummie rinvenute a Roccapelago, cioè dell’in-
sieme di microrganismi simbiontici ospiti del 
tubo digerente umano che residuano nel record 
archeologico. Un tale studio su campioni antichi 
permetterebbe di definire uno stato ancestrale 
delle comunità microbiche e la loro conseguente 

Fig. 2 Individuazione di una linea del cromosoma Y che collega un abitante di Roccapelago con un suo antenato, attualmente 
musealizzato nella cripta della chiesa.
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co-evoluzione con l’uomo. Inoltre, l’analisi della 
composizione batterica intestinale può rappre-
sentare un approccio innovativo rispetto ai me-
todi classici etno-antropologici, permettendo di 
dedurre informazioni sulle abitudini alimentari, 
sullo stile di vita e sulle condizioni di salute di 
antiche popolazioni.
Inoltre la popolazione di Roccapelago, per le sue 
caratteristiche genetiche, che sembrano ricon-
durla ad un potenziale isolato genetico, potrebbe 
essere candidata come popolazione ideale anche 
in progetti di ricerca sulla longevità o di genetica 
medica. Difatti lo studio di alcune malattie ere-
ditarie multifattoriali, come ad esempio le ma-
lattie cardiovascolari, risulterebbe semplificato, 
data la compresenza di alcune peculiarità quali 
il piccolo numero di fondatori della popolazio-
ne, l’omogeneità ambientale e fenotipica e la li-
mitata distribuzione geografica.16

I dati preliminari finora ottenuti preannuncia-
no risultati di notevole interesse, la cui lettura 
integrata consentirà la ricostruzione e la miglior 
comprensione delle dinamiche sociali e biocul-
turali che hanno caratterizzato la storia della 
piccola comunità di Roccapelago.
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