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Elisabetta Cilli*, Mirko Traversari*, Sara De Fanti**, Patrizia Serventi*—**,

Stefania Sarno**, Andrea Quagliariello**, Chiara Panicucci*, Marta Maria Ciucani*,

Gianmarco Ferri***, Donata Luiselli**, Giorgio Gruppioni*

Paleogenetica e paleodemografia degli antichi abitanti di Roccapelago

Introduzione

Il progetto di studio delle mummie di Roccape-
lago, nato in seguito al ritrovamento, nella crip-
ta della locale chiesa della Conversione di San
Paolo Apostolo, dei resti di oltre 400 individui,
molti dei quali parzialmente mummificati’, ha
previsto, fin dall’inizio, un approccio multi-
disciplinare volto all’integrazione dei risultati
scaturiti dalle indagini archeologiche, antropo-
logiche, paleodemografiche e paleopatologiche
con quelli prodotti dalle analisi genetiche dei
reperti. A questo scopo ¢ stato programmato,
tra l'altro, anche uno studio diacronico del DNA
finalizzato a indagare la struttura e le dinami-
che della popolazione di Roccapelago nell’arco
di circa quattro secoli, cioe dalla fase piu antica
di uso sepolcrale della cripta fino alla comunita
attualmente vivente. La selezione dei campioni
oggetto dello studio ha percio riguardato sia i
reperti antichi, risalenti a un periodo compreso
tra la fine del XVT e la fine del XVIII secolo?, sia

membri attuali della comunita locale.

Il lavoro qui presentato costituisce il prosieguo
dell’analisi paleogenetica preliminare svolta sul-
le mummie di Roccapelago (MO), presentata al
convegno “Le Mummie di Roccapelago: arche-
ologia, antropologia e scienze applicate a con-
fronto” (Modena, 15 febbraio 2014)*. In partico-
lare vengono qui presentati i risultati dell’analisi
condotta tramite tecniche di sequenziamento
del DNA di ultima generazione (Next Genera-
tion Sequencing, NGS) che consentono di supe-
rare i problemi e i limiti legati all’'uso delle me-
todologie classiche (sequenziamento Sanger) e di
ottenere risultati piu affidabili*.

Considerato che il piccolo borgo di Roccapela-
go, per la sua posizione geografica e il contesto
ambientale in cui ¢ insediato, sembra possedere
le caratteristiche di un isolato genetico, gli obiet-
tivi della ricerca qui presentata possono essere
cosl schematicamente elencati: 1) gettare le basi
per una biobanca del DNA della popolazione
antica e attuale di Roccapelago, anche in vista
di studi futuri di genetica e genomica; 2) carat-

terizzare le linee parentali maschili e femminili

Dipartimento di Beni Culturali, Laboratori di Antropologia fisica e del DNA antico, Universita di Bologna, Campus

di Ravenna.

Dipartimento di Scienze Biologiche, Geologiche e Ambientali, Laboratorio di Antropologia Molecolare e Centre for

Genome Biology, Universita di Bologna.

“ Dipartimento di Medicina Diagnostica, Clinica e di Sanita Pubblica, Universita di Modena e Reggio Emilia.

! GRUPPIONI et al. 2011.
2 BIVIANO et al. 2016; TRAVERSARI et al. 2016.

4 Rizzietal. 2012.

Sivedail contributo di CiLL1 et al., Il DNA delle mummie di Roccapelago: risultati preliminari, in questo stesso volume.
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della comunita allo scopo di ricostruire la storia
genetica dei ceppi familiari; 3) incrociare i risul-
tati delle analisi genetiche con i dati desunti dai
registri parrocchiali e dall’esame antropologico
dei resti scheletrici al fine di ricostruire la strut-
tura e le dinamiche genetico-demografiche della
popolazione.

Per tali finalita sono stati tipizzati sia il DNA mi-
tocondriale, ereditato per via matrilineare, sia il
cromosoma Y, trasmesso per linea paterna, in
campioni di inumati provenienti dalla cripta, ol-
tre che in un gruppo di individui dell’attuale co-
munita di Roccapelago. Sono stati, inoltre, presi
in considerazione i dati antropologici desunti
dallo studio dei resti umani e i dati biodemogra-
fici raccolti dai registri parrocchiali della mede-
sima comunita oggetto di studi precedenti’.

Si tratta di uno dei pochi studi genetici, ese-
guito secondo una prospettiva diacronica, che
unisce I'analisi del DNA antico dei membri del
passato di una comunita umana con quella del
DNA moderno dei membri viventi della stessa
comunita. Questo tipo di studi ¢ oggi possibile
grazie all’elevato grado di affidabilita e di infor-
mativita raggiunto dalle metodologie di analisi
del DNA, e in particolare del DNA antico. Lo
studio del materiale genetico proveniente da re-
perti biologici antichi ha visto, infatti, nel corso

delle oltre tre decadi dalla nascita di questo tipo

di ricerche®, progressive innovazioni, che hanno
permesso di ottenere e decifrare, con risultati
sempre piu consistenti, il genoma di individui o
organismi del passato’, portando, fra l’altro, un
contributo fondamentale agli studi riguardanti
I'evoluzione delle specie, la storia bioculturale
e le dinamiche delle comunita umane, la rico-
struzione dei rapporti di parentela, nonché la
caratterizzazione di particolari tratti fenotipici e
di malattie genetiche, polifattoriali e infettive®.
Tuttavia, nonostante i notevoli sviluppi tecnolo-
gici che la ricerca in questo campo ha visto, l'ar-
cheogenetica deve necessariamente tener conto
delle problematiche riguardanti la degradazio-
ne’ e la contaminazione del DNA contenuto nei
reperti antichi'. Per controllare e ovviare a que-
ste problematiche e ottenere risultati attendibili,
¢ necessario seguire alcune linee guida su come
effettuare correttamente il campionamento e
l'analisi dei reperti. Esse prescrivono, tra l’altro,
I'impiego di dispositivi di protezione indivi-
duali (es. guanti, mascherine, tute, etc.) atti ad
evitare la contaminazione da DNA moderno, la
esecuzione di analisi indipendenti in diversi la-
boratori e la tipizzazione di tutti gli operatori in
qualche modo coinvolti nella manipolazione dei
reperti'. E fondamentale, inoltre, che le anali-
si su materiale genetico antico siano svolte solo

in laboratori esclusivamente riservati a DNA

Tali ricerche sono parte di un pitt ampio studio della documentazione dell’archivio parrocchiale che rientra nell’am-

bito della tesi di dottorato del dott. Mirko Traversari, svolta all’interno del Dottorato in Studi sul Patrimonio Cultu-

rale, Universita di Bologna.
¢ HicucHI et al. 1984.

7 HAGELBERG et al. 2015; MOROZOVA et al. 2016; PARDUCCI, BENNETT 2017; NIELSEN et al. 2017.

8 MOROZOVA et al. 2016.

Dopo la morte di un organismo, infatti, i meccanismi di riparazione della cellula cessano le loro funzioni e il ma-

teriale genetico va incontro a un costante decadimento. Cio causa un abbassamento della concentrazione del DNA
endogeno, la cui molecola subisce un processo di frammentazione e di modificazione chimica della doppia elica

(LINDAHL 1993; DABNEY et al. 2013; CARAMELLI 2009).
1 DABNEY et al. 2013; MOrROZOVA et al. 2016, pp. 299-301.
" COOPER, POINAR 2000, p. 1139; KNAPP et al. 2015, p. 4.
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degradato, opportunamente compartimentati
e dotati di sistemi di filtrazione dell’aria e pres-
sione positiva. Tali strutture devono essere orga-
nizzate in diverse aree, ciascuna dedicata a una
specifica fase del lavoro: uno spogliatoio riserva-
to nel quale gli operatori indossano i dispositivi
di protezione, una zona di decontaminazione e
prelievo dei campioni e infine un locale dedicato
all’estrazione del DNA e alla costruzione delle
librerie'. Inoltre, & necessario che la fase di am-
plificazione del DNA avvenga in un’area distinta
dai locali in cui si effettuano le analisi preceden-
ti. E infatti la separazione fisica tra queste aree
di lavoro che permette di evitare la contamina-
zione da prodotti dell'amplificazione del DNA
nei locali dedicati alla estrazione del materiale
genetico antico®.

Per assicurare le suddette condizioni operative,
I'analisi archeogenetica delle mummie di Roc-
capelago ¢ stata eseguita a Ravenna, presso il
Dipartimento di Beni Culturali dell’Universita
di Bologna, dove ¢ stato allestito un laborato-
rio che risponde a queste specifiche strutturali
e impiantistiche. Al contempo, I'analisi del DNA
moderno ottenuto dagli individui viventi ¢ stata
effettuata presso il Laboratorio di Antropologia
Molecolare e Centre for Genome Biology del Di-
partimento di Scienze Biologiche, Geologiche e

Ambientali dell’Universita di Bologna.

12

Materiali e metodi

Ai fini della presente ricerca sono stati cam-
pionati complessivamente 99 inumati rappre-
sentativi dell’intero arco temporale di utilizzo,
a scopo sepolcrale, della cripta della chiesa di
Roccapelago'. Di questi, ai fini dello studio in
oggetto, al momento della stesura di questo la-
voro ne sono stati esaminati complessivamen-
te 11 per il cromosoma Y, di cui: 3 provenienti
dalla US 28, l'unita stratigrafica corrispondente
al pavimento della cripta, databile alla fine del
XVI secolo®; 6 dalla US 23 corrispondente alla
sommita del cumulo di inumati, riferibile all’i-
nizio del XVIII secolo™ e 2 dalla US 26, relativa
allo strato intermedio di inumati, plausibilmen-
te riferibile al XVII secolo (Fig. 1). Mentre per il
DNA mitocondriale sono stati analizzati 8 indi-
vidui con tecnologie NGS e sono riferibili alla
US 28 (4 individui) e alla US 23 (4 individui).

Si ¢ inoltre provveduto al campionamento e
all’analisi molecolare della popolazione moder-
na di Roccapelago (14 individui), per studiarne
la variabilita genetica e confrontarla con quella
dell’antica comunita. Con la finalita di selezio-
nare tra gli attuali abitanti di Roccapelago quelli
che plausibilmente rappresentano pill fedelmen-
te i discendenti dell’antica comunita, sono state
valutate le frequenze e la stabilita nel tempo dei
cognomi presenti nei registri parrocchiali che
indicano i ceppi famigliari che costituivano la
comunita stessa. Nello specifico sono stati stu-

diati i singoli trend famigliari sui libri dei morti

Una libreria ¢, generalmente, una collezione completa di acidi nucleici rappresentativi del genoma di un intero orga-

nismo o di parte di esso. Attraverso una libreria genomica ¢ possibile preservare il genoma o la frazione di interesse

per svariate finalita.
B KnNapp et al. 2012.
" BIVIANO et al. 2016, pp. 217-224.
* BIviaNo et al. 2016, p. 211.
' TRAVERSARI et al. 2016, pp. 217-224.
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Fig.1  Chiesa della Conversione di San Paolo, loc. Roccapelago - Comune di Pievepelago (MO). Campagna di scavo archeologico
2011 - rilievo piano-altimetrico dello scavo (Area D, scala 1:20). Arch. Alessandra Alvisi. Modificata.

e dei nati, per meglio evidenziare la continuita
o le estinzioni delle linee cognominali. Cio ha
consentito di individuare un gruppo di famiglie,
stabilmente presenti nel territorio fin dalla fine
del XVT secolo e attualmente ancora rappresen-
tate e che potrebbero percio essere ritenute “fon-
dative” della comunita di Roccapelago, dai cui
membri sono stati effettuati i prelievi di cellule
della mucosa buccale (Fig. 1).

Ai fini del campionamento per le analisi geneti-
che dei reperti antichi si & provveduto al prelievo
degli elementi scheletrici che garantiscono una
miglior conservazione del materiale genetico e
una maggior protezione dai rischi di contami-
nazione da DNA esogeno, quali i denti e la rocca

petrosa dell’osso temporale'®. Durante tutte le

7 Cfr. nota 5.

fasi di lavoro sui reperti scheletrici destinati all’a-
nalisi del DNA antico sono state seguite le linee
guida introdotte allo scopo di minimizzare le
possibilita di contaminazione da DNA esogeno®.
Allo scopo di massimizzare la resa dei proto-
colli di estrazione del DNA, partendo da lavori
presenti in letteratura®, ¢ stata ottimizzata una
pipeline ad hoc di estrazione basata su colonni-
ne di silice. Il metodo ¢ stato quindi impiegato,
in parallelo con quello tradizionale basato sul
fenolo cloroformio®, per l'estrazione del DNA
dai campioni di Roccapelago e la loro efficacia
¢ stata valutata tramite quantificazione del DNA
mediante l'utilizzo di strumentazioni quali il
fluorimetro Qubit® 2.0 (kit dsSDNA High Sensi-

tivity - Invitrogen™ Life Technologies) e la PCR

8 ADLER et al. 2011, p. 956; H1GGINS, AUSTIN 2013; HIGGINS et al. 2013, pp. 1-2; P1LLI et al. 2013, p. 5; GAMBA et al. 2014,

pp- 2-3; PINHASI et al. 2015.

1 COOPER, POINAR 2000, p. 1139; M. KNAPP et al. 2015, p. 4.

20 ROHLAND et al. 2007; DABNEY et al. 2013.

21 SHAPIRO et al. 2004, p. 1 (materiali supplementari); CARAMELLI 2009, p. 186.
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Real-Time 7500 (Applied BioSystems) abbinata
al kit Quantifiler® Trio (Invitrogen™ Life Tech-
nologies)**.

Per quanto riguarda lo studio del DNA mito-
condriale, ¢ stata amplificata la prima regione
ipervariabile (hypervariable region 1 - HVRI)
tramite 'impiego di tre coppie di primer®. I
frammenti amplificati sono stati analizzati me-
diante sequenziamento massivo su piattaforma
Ion Torrent PGM (Life Technologies).

Per lo studio del cromosoma Y in un primo
momento ¢ stato impiegato il kit AmpFLSTR®
Yfiler* PCR Amplification (Life Technologies),
mentre in seguito si ¢ passati al kit PowerPlex®
Y23 System (Promega), piu sensibile e adatto
allo studio del DNA antico, il quale permette di
analizzare simultaneamente 23 microsatelliti del
cromosoma Y.

Sono stati inoltre campionati tutti i ricercatori -
archeologi, antropologi e genetisti - che hanno
preso parte allo studio (N=13), al fine di monito-
rare la presenza di eventuali contaminazioni da
DNA moderno.

I campioni degli abitanti attuali di Roccapelago
e dei ricercatori coinvolti nello studio sono stati
tipizzati sia per la regione HVR1 del DNA mito-
condriale* che attraverso il kit PowerPlex® Y23
System (Promega).

I risultati ottenuti sono stati confrontati con dei
database creati appositamente per questo studio,
costituiti da sequenze mitocondriali e microsa-
telliti (short tandem repeats — STR) del cromo-
soma Y scaricati dalle banche dati genetiche, al
fine di analizzarli nel contesto della variabilita

genetica della penisola italiana.

22 HovLr et al. 2016.
23 CARAMELLI et al. 2003.
2 VIGILANT et al. 1989, p. 9351.

Risultati e conclusioni

Sono molteplici gli studi presenti in letteratura,
svolti attraverso 'analisi del DNA mitocondriale
e del cromosoma Y, che hanno dimostrato 1'uti-
lita di questo approccio in casi d’interesse arche-
ologico o forense®. In quest’ottica, nel presen-
te lavoro sono state applicate le piu aggiornate
metodiche di analisi del DNA antico, sia nella
fase di preparazione dei campioni e di estrazione
del materiale genetico, sia nella fase di amplifi-
cazione e sequenziamento del DNA. Il progetto
ha permesso innanzitutto di ottimizzare il wor-
kflow di estrazione del DNA tramite l'utilizzo di
colonnine di silice che ha fornito una resa mi-
gliore, in termini di quantita e qualita di DNA
estratto, rispetto al protocollo tradizionale basa-
to sul metodo del fenolo cloroformio.

I campioni delle mummie di Roccapelago han-
no mostrato un'ottima conservazione del ma-
teriale genetico antico, attribuibile, da un lato,
certamente, all’epoca recente a cui risalgono i
reperti e alle favorevoli condizioni microclima-
tiche del sito di inumazione ma, dall’altro, anche
alla efficienza della metodica di estrazione speci-
ficatamente messa a punto per questi campioni.
Grazie alla rigorosa aderenza agli standard di
ricerca volti a controllare la contaminazione
da DNA esogeno, nonché al robusto design di
campionamento, ¢ stato possibile ottenere risul-
tati verosimilmente autentici. Dal confronto dei
dati genetici ottenuti dai campioni antichi con
quelli dei ricercatori coinvolti nelle ricerche, si

sono potute escludere contaminazioni da parte

% CoBLE et al. 2009; JURAS et al. 2014; VAT et al. 2015; DEGUILLOUX et al. 2014.
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del DNA degli operatori coinvolti nelle varie fasi
dell’indagine.

Dall’analisi dei dati ottenuti e validati e stato
possibile assegnare un aplogruppo a ciascun in-
dividuo e, in seguito, calcolare le relative distan-
ze genetiche fra la comunita di Roccapelago e le
altre popolazioni inserite nel dataset di confron-
to, costituito da popolazioni del Nord e Centro
Italia®. E opportuno segnalare che per quanto
riguarda il DNA mitocondriale, I'assegnazio-
ne degli aplogruppi, inferita con la sola regione
HVRI, presenta limiti molto consistenti, legati
principalmente alla bassa risoluzione ottenuta®’.
Pertanto si ¢ provveduto a convalidare l'attri-
buzione dell’aplogruppo con le posizioni carat-
terizzanti situate nella regione codificante del
DNA mitocondriale. La ricerca dell’aplogrup-
po mitocondriale ¢ stata effettuata tramite il
software Haplogrep® e controllata manualmen-
te con PhyloIree (built 16). Per quanto riguar-
da il cromosoma Y, invece, i dati riguardanti gli
aplogruppi sono stati analizzati tramite databa-
se interni e tramite il tool Y-DNA haplogroup
predictor (NevGen).

Le analisi delle distanze genetiche hanno eviden-
ziato, sia per la parte matrilineare che per quella
patrilineare, un isolamento della comunita di
Roccapelago rispetto alle popolazioni italiane di
confronto. Per quanto riguarda il cromosoma Y,
all’interno della comunita di Roccapelago non si
rileva uno scostamento tra la variabilita del pas-
sato e quella odierna, delineando un quadro di
sostanziale stabilita e continuita genetica nell’ar-

co cronologico indagato. Inoltre, dallo studio
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degli aplotipi del cromosoma Y degli inumati
e degli individui viventi, incrociati con i dati
dell’archivio parrocchiale, sono state identificate
linee parentali maschili che congiungono alcuni
individui della comunita del passato con quel-
li della comunita attuale ed ¢ stata evidenziata
una maggiore affinita genetica fra la comunita di
Roccapelago e le popolazioni limitrofe toscane,
rispetto a quelle emiliane.

Lo studio del DNA mitocondriale, invece, ha
rivelato un‘apprezzabile distanza genetica tra
la comunita antica e quella attuale. Quest’ulti-
ma, in particolare, mostra una certa vicinanza
rispetto alle popolazioni del versante toscano,
specialmente di Siena e Grosseto, a testimonian-
za di un flusso genetico, nel tempo, tra queste
aree e Roccapelago. Sebbene risultino evidenti le
differenze tra popolazione antica, isolata gene-
ticamente, e quella moderna segnata da scambi
genetici con le popolazioni del versante toscano,
il numero di campioni antichi al momento ti-
pizzati non consente di apprezzare la portata nel
tempo di questo fenomeno. Inoltre, la mancan-
za nelle banche dati del DNA delle popolazioni
della zona ferrarese non permette al momento
di verificare la presenza di un flusso genico da o
verso quest’area.

I dati ottenuti dall’analisi genetica sono stati poi
correlati con i dati antropologici e di archivio.
Lanalisi diacronica dei caratteri epigenetici®
condotta sugli inumati provenienti dalle diver-
se UUSS della cripta, rivela interessanti analogie
con quanto evidenziato dal tasso di endogamia

e dai coefficienti di consanguineita, calcolati a
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partire dai dati desunti dal registro dei matri-
moni dell’archivio parrocchiale. Si rileva infatti,
nel corso del tempo, da un lato, una significa-
tiva diminuzione delle frequenze dei caratteri
epigenetici la cui percentuale media, nel caso di
quelli del cranio, i pit1 rappresentati e significa-
tivi, passa dal 31% (dx) e 29% (sx) negli inumati
dell’US 26 (databile alla fine del XV1II secolo) al
17% (dx) e 16% (sx) negli inumati dell’US 23 (da-
tabile al XVIII secolo), dall’altro lato una paral-
lela riduzione diacronica del tasso di endogamia
e del coefliciente di consanguineita (che passa-
no rispettivamente dal 76% e da 0,00146 al 44%
e a 0,00136 nei medesimi periodi). Questi dati
evidenziano chiaramente una diminuzione nel
tempo degli incroci interni alla comunita in se-
guito all’aumento dei matrimoni esogamici con-
seguenti ad una crescente apertura dei confini
territoriali®.

L'analisi dei registri parrocchiali ha inoltre per-
messo di identificare le principali direttrici e
linee di comunicazione che servivano Rocca-
pelago e I’Alto Frignano. Le registrazioni degli
abitanti morti fuor di patria, le distanze matri-
moniali e soprattutto i luoghi di provenienza
dei coniugi, evidenziano due chiari corridoi che
procedevano alla volta dell’alta Lucchesia, della
Maremma e del Grossetano da una parte, verso
I’Emilia, il Bolognese, il Ferrarese e il basso Ve-
neto dall’altra.

I flussi umani rilevati possono essere ricondotti
alle attivita e agli eventi delle comunita storica-
mente noti, in primis la direzione delle linee di
transumanza verso le aree di Grosseto e Siena,
le quali possono essere verosimilmente state una
via privilegiata anche per gli scambi genetici.

Con il proseguimento delle analisi e con I'au-

30 Cfr. nota 5.

mento dei campioni analizzati, si auspica di po-
ter definire in maniera piti dettagliata la storia

genetica di questa comunita.
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