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Il lupo che venne dal freddo: i reperti di ex Cava a Filo rivelano
Pantica origine del lupo italiano (Canis lupus italicus,
Altobello 1921) attraverso lo studio del DNA antico

Riassunto

Lorigine e l'unicita genetica del lupo italiano (Canis lupus italicus) sono state oggetto di diversi studi. Recenti pubbli-
cazioni descrivono la distribuzione spazio-temporale di due ecomorfi, uno dei quali (HG2), associato alla megafauna
pleistocenica, era dominante in Eurasia e in America durante 'ultimo massimo glaciale (LGM). In seguito al successivo
cambiamento climatico un “nuovo” ecomorfo (HG1) ha sostituito i lupi preesistenti in Nord America, ed e divenuto
progressivamente dominante in Eurasia. La popolazione italiana attuale € I'unica sopravvissuta interamente riferibile
all'ecomorfo antico, ma le dinamiche che hanno portato a questa situazione non sono ben definite. | reperti di ex
Cava a Filo (16 campioni, datati da circa 25000 a circa 17400 anni fa) sono stati analizzati allo scopo di confrontare una
regione del DNA mitocondriale con sequenze antiche e moderne di lupi e cani. Dai risultati emergono analogie con
lupi antichi dell’Europa settentrionale e della Beringia, lupi moderni e anche cani primitivi e recenti. Alcuni campioni
mostrano una notevole similitudine con i lupi italiani contemporanei. | lupi preistorici di ex Cava a Filo, associati a
bisonti e megaceri, appartenevano solo alla popolazione riferita a HG2, caratterizzata da una maggiore variabilita e in
continuita con la situazione attuale. Presumibilmente 'ondata migratoria dei lupi con HG1 non ha raggiunto I'ltalia in
numeri significativi, facendo della penisola italiana I'ultimo rifugio di un’antica popolazione di lupo un tempo diffusa
nell'intero emisfero nord.

Parole chiave: Canis lupus, DNA antico, DNA mitocondriale, ex Cava a Filo, Pleistocene

Abstract

The origin and the genetic uniqueness of the Italian grey wolf (Canis lupus italicus) have been the subject of several stud-
ies. Recent works describe the spatial-temporal distribution of 2 ecomorphs, one of which (HG2), associated to Pleistocene
megafauna, was dominant in Europe and America during the last glacial maximum (LGM). After the following climate
change a “new” ecomorph (HG1) has totally replaced the pre-existing North-American wolf and has become progressively
dominant in Eurasia. The contemporary Italian wolf population is the only remnant population entirely referable to the an-
cient ecomorph, but the dynamics that led to this situation are not well defined. The fossils from ex Cava a Filo (16 samples
ranging from about 25000 ya to 17400 ya) were analysed and a region of mitochondrial DNA was compared with ancient
and modern sequences of wolves and dogs. The results show similarities with ancient wolves from northern Europe and
Beringia, modern wolves and also primitive and contemporary dogs. Some samples appear to be closely related to the
contemporary Italian wolves. The prehistoric wolves from Cava a Filo, associated to bison and “Irish elk’; belong only to the
HG2 wolf population, characterised by a larger variability and in continuity with the present age. Presumably the migratory
wave from East of wolf HG1 did not reach Italy in substantial numbers, making the Italian Peninsula the last stronghold of
an ancient and once widespread wolf lineage.
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Canis lupus italicus

La popolazione italiana di lupo é stata descritta scien-
tificamente per la prima volta nel 1921 da Giuseppe
Altobello, basandosi sui caratteri morfologici di esem-
plari osservati prima in campo tra 'Abruzzo e il Mo-
lise e successivamente catturati, catalogati e studiati
anche confrontandoli con altri esemplari provenienti
dal resto d’Europa. Tra i criteri presi in analisi dallo
zoologo Altobello vi erano la dimensione e la forma
del cranio, la dimensione dei denti, colorazione della
pelliccia e taglia corporea.

“Siccome questo nostro lupo differisce dalle altre
forme conosciute, credo opportuno distinguere
anchesso con un nome, e siccome abita, oltre che
I’Abruzzo e il Molise, tutto Appennino centrale e
meridionale cosi possiamo chiamarlo per ricono-
scerlo dalle altre tre specie europee: C. lupus itali-
cus.” (ALTOBELLO 1921).

Da allora questa suddivisione ¢ stata sia oggetto di
critica sia di supporto da numerosi studiosi. Pocock
nel 1935 rigetto infatti I'ipotesi dellesistenza di questa
sottospecie affermando che i termini C. . lupus e C.
. italicus fossero sinonimi e altrettanto fecero Corbet
(1978), Sokolov e Rossolimo (1985) e Nowak (1995)
senza pero riconsiderare le valutazioni presentate da
Altobello o promuovere un riesame dei campioni. El-
lerman e Morrison-Scott (1966) invece accettarono
la validita di questa sottospecie nella loro pubblica-
zione mentre Nowak e Federoff (2002) presentando
uno studio comparativo delle misurazioni prese da 10
crani di lupi di Altobello, 91 di lupi Eurasiatici e 20
di cani domestici, poterono supportare I'ipotesi della
separazione della sottospecie Canis lupus italicus da
quella nominale (Nowak, FEDEROFF 2002). Tale di-
visione ¢ appoggiata anche dalle evidenze genetiche
espresse in una pubblicazione gia a partire dagli anni
90 quando Wayne e colleghi analizzarono la variabili-
ta genetica di lupi provenienti da 26 aree geografiche
di America, Europa e Asia riscontrando la presenza di
un aplotipo mitocondriale’ unico nel territorio italia-
no (WAYNE et alii 1992). Nonostante i dati genetici e
morfometrici gettino luce sulla netta distinzione della
sottopopolazione appenninica, attualmente lo status
di sottospecie non risulta essere universalmente rico-
nosciuto da tutti i gruppi di ricerca e da molte orga-
nizzazioni.

Poiché le evidenze genetiche mostrano livelli di diver-
genza tra la popolazione appenninica e le altre sotto-

specie di lupo non spiegabili con un isolamento recen-
te dovuto a cause antropogeniche, abbiamo cercato
risposte sullorigine e sull'unicita dei lupi italiani attra-
verso lo studio del DNA antico di esemplari rinvenuti
nel contesto tardo-pleistocenico di ex Cava a Filo.

Contesto faunistico: la megafauna del Pleistocene

Nel corso del Pleistocene le temperature terrestri han-
no subito intense e severe variazioni a causa dell’alter-
nanza di fasi glaciali e interglaciali. Cultima glaciazio-
ne, un periodo compreso trai 125000 e i 14500 anni or
sono, vide un “picco” (Last Glacial Maximum, o LGM)
intorno ai 26500-24000 anni fa, momento in cui le
calotte glaciali raggiunsero la massima estensione. A
quel tempo una vasta steppa si estendeva dalla Spagna
attraverso I'Eurasia fino allAlaska e allo Yukon attra-
verso la Beringia; questo ecosistema, lungi dallessere
desertico, ospitava una vasta comunita di mega-erbi-
vori noti come “megafauna pleistocenica’. Le foreste
erano virtualmente assenti, eccettuate “isole” negli
ecosistemi montani meridionali (ELIAS et alii 1996).

Le steppe eurasiatiche del Tardo Pleistocene (e simil-
mente, ma con un panorama faunistico pitt complesso,
il Nord America) erano attraversate da proboscidati
(Mammuthus sp.), cervi megaceri (Megaloceros sp.),
bisonti delle steppe (Bison priscus), rinoceronti lano-
si, cavalli e buoi muschiati. La comunita dei predato-
ri associati comprendeva tra gli altri leoni (Panthera
leo), iene, leopardi (Panthera pardus) ed ecomorfi
specializzati di lupo (Canis lupus) (BARNETT et alii
2009; GHEZZzO, Rook 2015). In questa fase 'Europa
era molto piu fredda e arida rispetto ad oggi, carat-
terizzata da deserto polare al nord e per gran parte
coperta da tundra e steppa. Il mondo dei mammut e
dei bisonti delle steppe entro in crisi circa 18-19.000
anni fa, quando una serie di repentine oscillazioni
climatiche (con variazioni a livello regionale anche
di 16°C) innescarono di fatto il processo che culmino
con la fine della glaciazione nellemisfero settentrio-
nale, circa 14500 anni dal presente. Il livello dei mari
si innalzo velocemente, e il collegamento tra America
ed Eurasia cesso di esistere circa 11000 anni or sono.
Mentre i record fossili non mostrano segni di estin-
zioni durante il LGM, la maggior parte degli elementi
tipici della megafauna pleistocenica inizio una fase
di forte contrazione verso la fine della glaciazione, in
molti casi determinando la scomparsa di interi generi
e la rapida sostituzione di specie o popolazioni all'in-
terno dei generi sopravvissuti (COOPER et alii 2015).

! Per aplotipo si intende una combinazione di mutazioni ereditate in blocco lungo la linea parentale. Nel caso del DNA mitocondriale,
la porzione di genoma ereditata solo per via materna, viene considerato come aplotipo I'insieme dei siti che risultano differenti rispetto

a una sequenza presa per convenzione come riferimento.
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Tra le cause viene spesso indicata la caccia operata
dal genere Homo, ma verosimilmente lecosistema alla
base della comunita di erbivori che caratterizzava le
steppe del Pleistocene Superiore, una vasta prateria
periglaciale, di fatto scomparve in un tempo relati-
vamente breve, causando un declino numerico e un
impoverimento della diversita genetica sia delle prede
che dei predatori (HOFREITER 2007).

Due distinti ecomorfi: strutture criptiche di popo-
lazione nei lupi pleistocenici

In genere ¢ l'aumento della distanza geografica il mo-
tore del differenziamento in sottopopolazioni, tutta-
via nel caso dei lupi i pattern di divergenza risultano
peculiari, generando differenti ecomorfi anche in as-
senza di separazione geografica. Un esempio e quello
dei lupi del nord-ovest del Canada, (area del fiume
Mackenzie) i quali migrano con la loro preda princi-
pale, il caribti (Rangifer tarandus), e sono differenziati
dalle popolazioni stanziali sia dal punto di vista ge-
netico sia etologico. Un ulteriore studio del 2009 ha
preso in analisi i lupi della British Columbia, dove &
emersa una forte differenziazione genetica tra popola-
zioni adiacenti tra la costa e le regioni interne. Si tratta
di una zona caratterizzata da una varieta di zone bio-
climatiche contigue dove un lupo nel corso della sua
vita puo incontrare numerosi tipi di habitat. I dati ge-
netici provenienti dalla regione di controllo del DNA
mitocondriale (una regione altamente polimorfica
che consente di effettuare studi di popolazione) sono
stati messi in correlazione con fattori come variazione
fenotipica legata alla distanza, habitat e composizione
di prede e si & concluso che il maggiore fattore limi-
tante alla dispersione del lupo ¢é la discontinuita am-
bientale rafforzato anche dai fattori comportamentali.
Lipotesi che va concretizzandosi ¢ che i lupi predili-
gano habitat e abitudini alimentari simili a quelle che
hanno caratterizzato la prima fase del loro sviluppo
e che questa differenziazione ¢ mantenuta prevalen-
temente attraverso meccanismi comportamentali
(MuRoz-FUENTES et alii 2009).

In Est Europa si manifesta un pattern simile di dif-
ferenziazione genetica guidato dalla scelta di prede e
dalla variabilita di habitat (LEONARD 2014; P1LOT et
alii 2006; Pilot et alii 2010; P1LoT et alii 2012). Questa
differenziazione ¢ stata testata su diversi markers ge-
netici (non solo mitocondriali) confermando la me-
desima rappresentazione della struttura di popolazio-
ne (LEONARD 2014).

Esattamente come nel presente, anche nel Pleistocene
¢ ipotizzabile un pattern simile all'interno della stessa
popolazione di lupi eurasiatici adattati alle steppe pe-
riglaciali e a prede rappresentate da vertebrati di taglie

diverse, dal caribu fino a mammut, bisonti, megaceri e
cavalli, tanto da poter parlare di piti ecomorfi distinti
di C. lupus anche allora (LEONARD 2014; PERRI 2016).
Per poter comprendere questi pattern & necessaria
la conoscenza della biologia e delletologia di questo
carnivoro: ¢ noto infatti che i lupi hanno la tendenza
a rimanere nel proprio nucleo familiare dalla nasci-
ta fino ad almeno 1-2 anni di vita, prima in veste di
cuccioli dell’'anno e successivamente come helper degli
individui alfa. Questa iniziale dipendenza e vicinanza
implica la trasmissione oltre che delle regole sociali,
che regolano le gerarchie nel branco, anche di tutti
quei comportamenti che influenzeranno poi il suc-
cesso nella caccia, la conoscenza del proprio habitat e,
quindi, la sopravvivenza.

Le differenze nella genetica dei diversi ecomorfi puo
essere spiegata introducendo il concetto di aplogrup-
po, ovvero un insieme di aplotipi (nel nostro caso mi-
tocondriali) che condividono unorigine comune. In
altre parole il differenziamento dovuto a fattori eco-
logici si tramuta in diversita genetiche raggruppate in
“gruppi” distinti, gli aplogruppi mitocondriali. Esiste
una forte connessione tra aplogruppi mitocondriali
ed aree geografiche di origine, ovvero tra linee mito-
condriali e migrazioni passate (CARAMELLI 2009).
Nel 2010, uno studio comparativo basato sull’analisi
del DNA mitocondriale proveniente da 947 lupi eu-
ropei moderni e 24 antichi ha permesso di gettare
luce sulle relazioni filogenetiche e sulla loro distri-
buzione geografica. Ne risulta che tutti gli aplotipi
di individui europei antichi datati tra 44000 e 1400
anni fa ricadono all'interno dello stesso aplogruppo
(“HG2”) mentre l'aplogruppo 1 (“HG1”), separato
dal secondo da 5 step mutazionali, compare in Rus-
sia tra 2700 e 1200 anni fa. Cantica predominanza
dell'aplogruppo 2 in Europa per oltre 40000 anni, sia
prima sia dopo l'ultimo massimo glaciale (LMG),
non rispecchia tuttavia lattuale distribuzione degli
aplotipi mitocondriali nella popolazione europea,
dove infatti la situazione di predominanza risulta in-
vertita, lasciando maggiore spazio all'aplogruppo 1
che risulta “dominante” con un rapporto di 3:1. Que-
sto sembra indicare infatti che nella fase successiva
alla crisi della megafauna pleistocenica vi sia stata
una sostituzione dell'aplogruppo 2 da parte dell'aplo-
gruppo 1 (P1LoT et alii 2010). Secondo lo studio di
Leonard (2007), una situazione simile pare sia av-
venuta anche nella popolazione di lupo del nord
America in cui pero laplogruppo 2 risulta ad oggi
del tutto scomparso. Infatti dall'analisi del DNA mi-
tocondriale di reperti pleistocenici provenienti dalla
Beringia emerge come questi possedessero aploti-
pi condivisi con alcuni individui europei antichi e
appartenerti unicamente al secondo aplogruppo.
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Datazione dell’'unita

Tipologia del campione D campiqne Proven.ienza ID campione stratigrafica

(laboratorio) campione (scavo) (BP - cal 2 0)

ulna OWWwWS5 uUs 99 06-027

metapodio owws US 99 09-049

falange OWW10 US 99 09-072 25005 - 24407

metapodio OWW11 us 99 11-018 24387- 23844

metapodio OWWwW13 US 99 11-055 24309- 23842

omero (parte distale) Ooww14 US 99 11-083

metapodio (parte distale) OWW15 US 99 11-089

radio Ooww9 US 99 09-050 25005 - 24407*

Datazione dell’'unita

. . . ID campione Provenienza ID campione .
Tipologia del campione (laboratorio) cambione (scavo) stratigrafica
b (BP - cal 2 o)
. Recuperi Esagono
mandibola OWWi1 (cunicolo US 201) 124
Recuperi Esagono
mascella Ooww2 (cunicolo US 201) 547 20577-20161
. . Recuperi Esagono
radio (parte distale) oww4 (cunicolo US 201) 557
canino Oowws3 Scavi Pasini - livello g 556 post ”.586 - 17890
(livello f)

Datazione dell’unita

. . . ID campione Provenienza ID campione .
Tipologia del campione (laboratorio) campione (scavo) stratigrafica
P (BP-cal 2 0)
metatarso Oowwe uS 100 07-201
incisivo oww7 US 100 08-057
- 17838- 17437
metapodio OWWw12 US 100 11-035
metapodio OWW16 US 100 11-108

Tab. 1 —Tabella riassuntiva dei campioni in analisi, contraddistinti dalla tipologia del reperto e dal codice di laboratorio.
La tabella & comprensiva delle provenienze e delle sigle identificative assegnate ai reperti, nonche delle datazioni ra-
diocarboniche calibrate 20 (cfr. Paronuzzi et alii in questo volume) relative alle diverse unita stratigrafiche di riferimento.

* |l campione OWW?9 ha fornito direttamente la datazione radiocarbonica indicata.

Le analisi genetiche sono state affiancate da analisi e panmittica, specializzata nel cacciare megafau-

morfometriche e isotopiche che hanno fornito ulte-
riori dettagli sulla vita di questi individui come, ad
esempio, la loro specializzazione a cacciare prede di
grandi dimensioni, dato supportato anche dal pat-
tern di usura dei denti (LEONARD et alii 2007). Per
quanto riguarda l'area geografica presa in esame in
questo studio ¢ possibile attestare che anche i lupi del
Pleistocene emiliano sono associati a mega-erbivori
quali Bison priscus e Megaloceros giganteus, ritrovati
un gran quantita durante gli scavi archeologici. Con
molta probabilita la popolazione di lupo pleistoce-
nico delle steppe era un'unica popolazione continua
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na, geneticamente ed ecologicamente distinta dalla
maggior parte delle sottospecie contemporanee. Lat-
tuale presenza dell'aplogruppo 2 in Europa potreb-
be indicare come questi lupi “arcaici” siano riusciti
ad adattarsi piu rapidamente alla diversa tipologia e
composizione di prede (o semplicemente ne abbiano
avuto il tempo) consentendone un maggiore succes-
so evolutivo e la sopravvivenza. LItalia ¢ la sola area
geografica del mondo in cui ¢ avvenuta, e attualmen-
te permane, la fissazione unicamente dell’aplogrup-
po 2 in tutta la popolazione del territorio nazionale
(LEONARD et alii 2007; P1LoT et alii 2010).



I1 DNA antico e i reperti di ex Cava a Filo

I processi evolutivi ed ecologici che hanno portato
alla comparsa delle attuali specie o alla sopravvivenza
di determinate popolazioni, sono solitamente studiati
e inferiti attraverso analisi morfometriche e genetiche
di campioni moderni, i quali perd possono fornire
solo una evidenza indiretta della situazione e delle di-
namiche del passato.

Lanalisi del DNA antico comporta la possibilita di
fare un salto indietro nel tempo e consente quindi di
ricostruire dinamiche passate, impossibili da inter-
pretare con i soli dati biometrici. A dispetto di questo
potenziale, i reperti delle collezioni museali presenta-
no notevoli difficolta di analisi per quanto riguarda lo
studio genetico a causa dei processi post-mortem di
degradazione e frammentazione del materiale geneti-
co e della contaminazione da DNA esogeno (DABNEY
et alii 2013). A causa di tutte le problematiche connes-
se con l'analisi dei reperti antichi, questi devono essere
analizzati esclusivamente in laboratori appositamente
riservati e strutturalmente predisposti e suddivisi per
le diverse fasi di analisi, secondo precise linee guida.
Tali norme prevedono inoltre l'utilizzo di dispositi-
vi di protezione individuali (es. visiere, mascherine,
guanti, tute, stivali, efc.) atti ad evitare la contami-
nazione da DNA moderno (COOPER, POINAR, 2000;
KNAPP et alii 2012, 2015). Le analisi genetiche relative
a questo studio sono state svolte presso il Laboratorio
del DNA Antico del Dipartimento di Beni Culturali,
Universita di Bologna, Campus di Ravenna (fig. 1).
Nonostante i numerosi sforzi messi in campo in
ambito internazionale e nonostante la posizione ge-
neticamente unica del lupo italiano, la situazione in
Italia risulta ancora poco definita. Cunico studio at-
tualmente noto che ha preso in analisi reperti antichi

Fig. 1 - Svolgimento delle ana-
lisi dei reperti di ex Cava a Filo
presso il Laboratorio del DNA
antico (Universita di Bologna)
secondo le stringenti procedu-
re previste dalla piu recente let-
teratura scientifica.

del genere Canis risale al 2005 quando Verginelli et
al. hanno analizzato geneticamente 5 reperti (3 prove-
nienti dal Lazio e 2 dalla Puglia) di eta compresa tra
15000 e 3000 anni fa, alcuni dei quali attribuibili alla
specie Canis lupus mentre in altri casi di attribuzione
morfologica incerta.

Ne consegue quindi la necessita di implementare gli
sforzi di campionamento di fossili antichi italiani
per studiarne la variabilita genetica passata e poterla
quindi confrontare con quella attuale, al fine di svelare
il tracciato storico di una popolazione rimasta presu-
mibilmente in relativo isolamento sin dal Pleistocene
(BOoGGIANO et alii 2013).

Il DNA mitocondriale (mtDNA) ¢ un genoma extra
nucleare, localizzato nel citoplasma della cellula. Que-
sto genoma ¢ ereditato solo per via matrilineare, non
subisce ricombinazione genetica ad ogni generazione
e le sue variazioni sono principalmente causate dagli
effetti delle mutazioni che si manifestano con un tasso
maggiore rispetto al genoma nucleare. Le mutazioni
neutrali che compaiono in un DNA mitocondria-
le sono in generale costituite da transizioni, le qua-
li, sono ereditate in blocchi come aplotipi, che a loro
volta possono essere ricondotti a specifici aplogruppi,
generalmente collegati ad una particolare zona geo-
grafica ed utili quindi a distinguere geneticamente le
popolazioni (PAKENDORF, STONEKING 2005).

I reperti (n. 16) oggetto del presente studio (tab. 1 e
fig. 2) provengono dal sito archeologico di ex Cava a
Filo, un sito paleontologico del Pleistocene superiore
localizzato sul versante nordorientale del Monte Ca-
stello (Parco dei Gessi Bolognesi) nel comune di San
Lazzaro di Savena (BO) e sono stati datati, su base
stratigrafica e tramite radiocarbonio, ad un arco cro-
nologico compreso tra circa 25000 e circa 17400 anni
fa. Al fine di far luce sullorigine e sulla variabilita pas-
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Fig. 2 — Uno dei reperti di ex Cava a Filo (ID.547) da cui ¢ stato estratto e analizzato il DNA antico: mascellare destro di

lupo con P3, P4, M1 e M2.

sata della popolazione di lupo nella penisola italiana,
¢ stato analizzato un frammento di 99 paia di basi (bp)
della regione ipervariabile del DNA mitocondriale in
questi reperti (STILLER et alii 2006).

Risultati e discussioni

La collocazione tassonomica del lupo appenninico
¢ stata oggetto di numerose revisioni, le pitt recenti
delle quali tendevano a concentrarsi sullo scenario
in cui lomogeneita genetica fosse spiegabile con un
isolamento geografico a cui la popolazione italiana di
lupo ¢ stata costretta negli ultimi 250-300 anni prin-
cipalmente per cause antropiche (RANDI et alii 1995;
RANDI et alii 2000). La divergenza genetica tra la po-
polazione italiana e le restanti popolazioni di lupi eu-
ropei, difficilmente spiegabile con la sola deriva gene-
tica, poneva tuttavia importanti interrogativi, difficili
da risolvere se non attraverso la ricostruzione della
storia antica e recente del lupo appenninico a partire
dal Pleistocene.

I dati disponibili a partire da lupi antichi e moder-
ni concorrono a delineare un quadro complesso, con
la compresenza di almeno due ecomorfi chiaramente
distinti a livello di mtDNA e verosimilmente specia-
lizzati nella caccia a prede differenti. Uno scenario
simile, con strutture criptiche di popolazione, si ri-
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scontra tuttora in diversi ecosistemi americani e non
solo, ove coesistono sub-popolazioni separate geneti-
camente ma non geograficamente, specializzate nella
predazione di specie diverse. In particolare le dinami-
che di questa specie evidenziano la presenza del solo
aplogruppo 2 attestata in Europa almeno fino a circa
1400 anni fa e il successivo ingresso dell'aploguppo 1
(Pilot et alii 2010). In Europa la sostituzione non fu
completa, ma gli aplotipi “nuovi” si integrarono - con
diversi gradi di admixture - con i lupi dellecomorfo
dominante, finendo tuttavia per sovrastarli numerica-
mente (75:25) (P1LOT et alii 2010).

Il lupo appenninico, caratterizzato oggi dagli aploti-
pi mitocondriali W14 e secondo recenti segnalazioni
W16 (sono stati rinvenuti 3 esemplari nel Parco Na-
zionale di Abruzzo Lazio e Molise), rappresenta I'uni-
ca popolazione contemporanea totalmente riferibile
all'aplogruppo 2, riconducibile ad un ecomorfo che
24.000 anni fa dominava I'Eurasia fino alla Beringia e
allAmerica del nord e non gia ad un isolamento geo-
grafico recente a partire da una popolazione panmit-
tica di lupi europei. E singolare come pattern simili
(“resistenza” di ecomorfi arcaici in Italia, in discon-
tinuita con aplotipi presenti in Europa continentale e
immigrati da est nellimmediato post-glaciale) siano
stati descritti per altre specie, ad esempio Bos primige-
nius (MoNa et alii 2010).



Una situazione simile potrebbe essersi verificata
nell'isola giapponese di Honshu, ma Canis lupus ho-
dophilax, appartenente all'aplogruppo 2, si € estinto in
epoca storica.

I dati provenienti dallo studio dei reperti antichi si
sono rivelati indispensabili per la comprensione della
catena di eventi allorigine della “unicita” della popola-
zione appenninica; esistono in letteratura dati ricavati
da numerosi reperti in Europa centrale e orientale,
ma pochissimi campioni provengono dalla penisola
italiana, per di pili oggetto di analisi ormai datate e
comunque puntiformi. Questo studio rappresenta ad
oggil'indagine pil estesa riguardante l'analisi genetica
di lupi preistorici dell'Ttalia settentrionale, ancor piti
importante considerando I'Appennino settentrionale
come area geografica cruciale (lo ¢ tuttoggi) per gli
spostamenti dei carnivori da e verso l'arco alpino e
I'Europa continentale.

E stato possibile ottenere DNA antico da 13 campioni
(tab. 1) dei 16 analizzati. Inoltre, la fase di amplifica-
zione PCR e sequenziamento Sanger ¢ stata effettuata
due volte in maniera tale da confermare e autenticare
le sequenze ottenute. Le sequenze autenticate (N = 7)
sono riconducibili a 3 diversi aplotipi mitocondriali
per i quali & possibile formulare alcune considerazioni:

o tutti gli esemplari preistorici provenienti dal sito
di ex Cava a Filo appartengono allaplogruppo
mitocondriale HG2, e risultano geneticamente
affini ad alcuni lupi contemporanei dell’Europa
occidentale caratterizzati da aplotipi “arcaici”
(tutti i lupi italici odierni e circa il 25% dei lupi
dei Balcani e dell’Europa centro-orientale), ma
nettamente distinti dalla maggior parte dei lupi
eurasiatici odierni (HG1);

« uno di questi presenta un aplotipo mitocondria-
le analogo a reperti antichi provenienti da Re-
pubblica Ceca (STILLER et alii 2006) e numerosi
esemplari dalla Beringia-Alaska e Russia - (LEO-
NARD et alii 2007; THALMANN et alii 2013), di eta
compresa tra 15000 e 45000 anni fa. La presenza
di aplotipi mitocondriali associati ai lupi berin-
gi e russi, e quindi ad un ecomorfo specializzato
nella predazione della megafauna, consente di
fare parallelismi fondamentali riguardanti i lupi
presenti in Europa e in Italia, ove analogamente i
lupi pleistocenici erano specializzati nella caccia
ai megaerbivori ai quali sono regolarmente asso-
ciati (i reperti di ex Cava a Filo provengono da
strati in cui dominano Bison priscus e Megaloce-
ros giganteus). Questo dato permette di ipotizzare
che i lupi del Pleistocene italiano facessero parte
di una popolazione eurasiatica unica, continua e
panmittica;

o 5 sequenze “collassano” insieme, definendo lo
stesso aplotipo mitocondriale. E anche possibile -
ma non probabile - che si tratti di campioni ricon-
ducibili a due esemplari, provenendo i campioni
da due unita stratigrafiche (US 99 e US 100). I
campioni non rientrano in nessuno degli aplo-
tipi di canidi attualmente presenti nel panora-
ma mondiale. Essi corrispondono tuttavia a lupi
preistorici presenti in nord Europa 21800 anni fa,
esattamente in Belgio (STILLER et alii 2006). Di
estrema rilevanza laffinita genetica, a livello mi-
tocondriale, con i lupi italici contemporanei, cui
risultano piu vicini (uno o due step mutazionali)
che a qualsiasi altra sequenza di lupo nota, antica
o moderna. Si tratta di un elemento cardine a so-
stegno dell'ipotesi di una continuita tra i lupi del
Pleistocene e la popolazione appenninica con-
temporanea, a differenza di quanto accaduto per
quasi tutte le popolazioni mondiali, che hanno
visto una sostituzione pitt 0 meno completa con
lupi “moderni” appartenenti all'aplogruppo HG1;

o il campione OWWO (fig. 3) datato 25005 — 24407
cal BP presenta lo stesso aplotipo di due cam-
pioni antichi attribuiti a cani (STILLER et alii
2006; ZHILIN et alii 2014) che ¢ presente anche
nelle moderne razze canine, prevalentemente
ancestrali (Akita e altri). Inoltre & associato alla
stessa sequenza un individuo contemporaneo di
Canis lupus asiatico. Si tratta del piu antico rin-
venimento in Italia di un aplotipo mitocondriale
che si riscontra oggi nelle forme domestiche. Di
estremo interesse il recente ritrovamento di segni
di presenza di cacciatori-raccoglitori paleolitici
(cut marks su un reperto di Bison priscus rin-
venuto nella stessa unita stratigrafica, in stretta
associazione con il reperto di Canis analizzato,
vedi PARONUZZI et alii in questo volume). Tale
evidenza lascia ipotizzare alcuni scenari nel pro-
cesso di domesticazione, da verificare comunque
in futuro con ulteriori dati genomici. La presenza
del reperto OWW9 associato ad aplotipi canini
e di datazione cosi antica potrebbe fungere da
ulteriore dato a favore dell'ipotesi secondo cui la
domesticazione del cane sembra aver avuto origi-
ne, secondo Thalmann et alii (2013), in Europa.
Lipotesi e presa in considerazione e rivisitata nel
lavoro di Frantz et alii (2016) in cui lorigine del
cane risulterebbe essere correlata a due eventi di
domesticazione indipendenti; quindi il reperto
potrebbe appartenere alla linea evolutiva che ha
portato, per mezzo della selezione artificiale, al
Canis lupus familiaris in Italia ed Europa.

I dati restituiti dal DNA mitocondriale dei reperti di
ex Cava a Filo permettono di comprendere quanto
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Fig. 3 — Reperto 09-050 (OWW?9) prima del campionamento per l'estrazione del DNA.

fosse estesa, rispetto ad oggi, la variabilita genetica
della popolazione pleistocenica di lupo nella regio-
ne. Inoltre la maggior parte delle sequenze ottenute
non presentano omologia di sequenze con indivi-
dui moderni e questo sta ad indicare come, nel cor-
so di 25000-20000 anni, in Italia si sia persa molta
della variabilita genetica presente anticamente. Deve
essere anche tenuto in considerazione il fatto che la
lunghezza del frammento analizzato, pur contenendo
abbastanza siti polimorfici (30) da renderlo informa-
tivo per la distinzione tra i due aplogruppi (GERMON-
PRE et alii 2009), risulta essere molto ridotta e non
permette di determinare se siano presenti ulteriori
mutazioni che potrebbero consentire la descrizione
di un numero ancora maggiore di aplotipi nuovi ri-
spetto a quelli identificati. Infatti ben 5 reperti risul-
tano identici a questo livello, ma potrebbero mostrare
maggiore variabilita in un tratto pitt ampio, che ¢ dif-
ficile da ottenere proprio a causa dello stato di fram-
mentazione del DNA antico (DABNEY et alii 2013).
Il trend di diminuzione della variabilita genetica non
¢ esclusivo della popolazione appenninica ma risulta
essere associato ad un “collo di bottiglia” geografica-
mente pill esteso che accomuna l'intera popolazione
di Canis lupus del Pleistocene. A sostegno di cid uno
studio pubblicato recentemente in cui si evidenzia
come le traiettorie demografiche di popolazioni di
lupo provenienti da numerose aree del globo, tra cui
Russia, Tibet, Mongolia, Croazia e Italia, abbiano su-
bito un drastico calo (di circa 20 volte) iniziato circa
30000 anni fa (FAN et alii 2016).

Ad oggi sono stati rinvenuti solo 2 aplotipi nel lupo
italiano, W14 (RANDI et alii 2000) e W16 (BoGGIA-
NO et alii 2013; MONTANA et alii 2017) ma nessuno
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dei lupi di ex Cava a Filo rientra negli aplotipi attua-
li, bensi in quelli antichi campionati in nord Europa,
Russia e Beringia consentendo di avvalorare l'ipotesi
secondo cui la popolazione europea di lupo pleistoce-
nico era unica, panmittica e continua fino alla peni-
sola italiana inclusa. Dalle analisi filogenetiche emer-
ge come nelle aree di provenienza dei reperti italiani
datati a un periodo compreso tra circa 25000 e 17400
anni fa (ex Cava a Filo) vi era la sola stabile presenza
dell'aplogruppo 2.

Questi risultati consentono di fornire una testimo-
nianza importante della situazione della penisola
italiana di quel periodo e di dare un contributo nello
studio del lupo nel panorama europeo e mondiale. Di
notevole rilevanza ¢ la “vicinanza” genetica tra diversi
aplotipi riscontrati nei reperti di ex Cava Filo e i due
aplotipi caratteristici dei lupi appenninici contempo-
ranei, ai quali risultano pit affini rispetto a qualsiasi
altra sequenza nota di canidi antichi e moderni.

Lo scenario che quindi sembra confermarsi ¢ che
nell'Eurasia del tardo glaciale i lupi erano adattati a
cacciare megafauna e intorno a 10000 anni fa, in con-
comitanza con lestinzione degli erbivori di grandi di-
mensioni delle steppe eurasiatiche, sia avvenuto I'in-
gresso di lupi aplogruppo 1 provenienti dallAmerica o
piu probabilmente da alcuni refugia in Asia. La transi-
zione all'aplogruppo 1 & stata totale nella popolazione
americana mentre la sostituzione & stata solo parziale
in Europa dove permangono entrambi gli aplogrup-
pi, mescolati in proporzioni differenti (con netta pre-
dominanza dell'aplogruppo immigrante HG1) e con
gradi diversi di admixture a livello del genoma nucle-
are (P1LoT et alii 2014). In Europa pero esistono due
rilevanti eccezioni a questo pattern; infatti nella popo-
lazione spagnola si riscontra unicamente la presenza



Fig. 4 - Cacciatore-raccoglitore del Paleolitico superiore accompagnato da un “proto-cane” (Archivio del Museo “L.
Donini’, illustrazione di Mauro Cutrona).
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dell'aplogruppo 1 mentre nella popolazione italiana si
registra la “resistenza” del solo aplogruppo 2.

Il presente studio ha permesso di apportare un so-
stanziale contributo alla conoscenza dellorigine filo-
geografica della popolazione italiana di lupo; si tratta
tuttavia solamente del punto di inizio di un progetto
che mira ad una completa risoluzione della misteriosa
evoluzione di Canis lupus italicus e che potrebbe avere
ricadute importanti nella conservazione e nella propo-
sizione di nuove misure di tutela di questa sottospecie.
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