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L’i d e n t i t à  n e l  f r a m m e n t o : r i c o n o s c i m e n t o  d e l  t a x o n  a t t r a v e r s o  l ’i m p r o n t a

PEPTIDICA NEL SITO ANTICO E MEDIO OLOCENICO DI TAKARKORI (LIBIA)

Martina Di Matteo1, Francesca Alhaique2, Wim Van Neer3, Savino di Lernia1,4

1 Sapienza Università di Roma
2 Museo delle Civiltà, Roma - Sezione di Archeozoologia
3 Royal Belgian Institute of Natural Sciences, Bruxelles
4 GAES, University of Witwatersrand, Johannesburg

Abstract

Faunal remains in archaeological contexts are often very fragmented. This significantly affects 
taxonomic identification and thus the understanding of the exploitation of animal resources. The 
biomolecular m ethod ZooMS (Zooarchaeology by Mass Spectrometry) allows identifying even very small 
fragments at the genus level, sometimes at the species one, using the “collagen fingerprints".

We present the preliminary results of the first application of ZooMS on Takarkori rock shelter (Libya), a 
key site to reconstruct Early to Middle Holocene (10.200-4600 ka) socio-cultural dynamics in the Sahara. 
The analysis shows the successful application of the m ethod on archaeological sequences from 
sheltered sites in hyper-arid environments. It also aims at opening the discussion on the need to 
develop effective biomolecular research to distinguish wild and domestic species, crucial to understand 
subsistence strategies.

Keywords

Central Sahara; Tadrart Acacus; Early-Middle Holocene; Faunal remains; ZooMS; Collagen fingerprint; Proteomics 

Introduzione

L’archeozoologia sahariana, e in generale degli ambienti iper-aridi, si confronta da sempre con resti 
ossei in pessimo stato di conservazione, caratterizzati da un elevato grado di frammentazione e 
superfici sottoposte a numerosi processi diagenetici naturali spesso risultanti in esfoliazioni e 
concrezioni. Alla problematica suddetta si aggiungono le modificazioni che le ossa subiscono per 
intervento antropico, in particolare quelle legate alla preparazione e cottura de cibi (e.g., estrazione del 
midollo), allo scarto dei rifiuti e alla loro gestione.

Nell’area del massiccio del Tadrart Acacus (Libia sud-occidentale), ricca di ripari sotto roccia occupati 
durante l’Olocene, il pessimo stato di conservazione dei resti faunistici è già stato sottolineato in lavori 
precedenti (Cassoli e Durante 1974; Corridi 1998; Gautier 1987; Gautier e Van Neer 1977), nei quali si 
evidenzia come i processi tafonomici abbiano influito negativamente sull’analisi dei dati spesso 
costringendo ad avanzare proposte interpretative sulla base di pochi frammenti determinati.
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I ripari sotto roccia, inoltre, sono caratterizzati da peculiari processi di formazione e specifici - 
molteplici - processi tafonomici, che non interessano il deposito in maniera omogenea, ma sono 
determ inati dalla morfologia del riparo (e.g., distanza dalla parete di fondo), dal tipo di deposito e dalla 
presenza o meno di materiale organico e /o  inorganico. Questi contesti, infine, si presentano spesso 
come dei veri e propri palinsesti il cui record archeologico è stato interessato da erosioni, 
sovrapposizioni e disturbi sin- e post-deposizionali (Biagetti e di Lernia 2013; Cremaschi et al. 2014), e i 
cui complessi faunistici sono determinabili solo in minima percentuale, con conseguenze significative 
sulle possibilità e potenzialità interpretative.

ZooMS (Zooarchaeology by Mass Spectrometry), un metodo biomolecolare che utilizza le “impronte 
peptidiche” del collagene, rappresenta una possibile alternativa per identificare frammenti anche 
molto piccoli, raggiungendo determinazioni a livello di genere, a volte di specie (e.g., Buckley et al. 2009). 
Anche se l’efficacia dell’applicazione del metodo su campioni provenienti da ambiente arido è già 
confermata (e.g., Buckley et al. 2009; Desmond et al. 2018; Harvey et al. 2016), il principale obiettivo della 
presente analisi condotta sui resti ossei di Takarkori è quello di testarne la validità in ambiente desertico 
su un contesto come un riparo. Il campione faunistico di Takarkori presenta un altissimo grado di 
frammentazione (90% di frammenti indeterminati; Van Neer et al. 2020); l’efficacia di ZooMS può 
rappresentare quindi un modo per ampliare il numero dei resti identificati, potendo anche raddoppiare 
le informazioni quantitative (cfr. Welker et al. 2015).

Infine, la presenza di agenti tafonomici come animali fossori, soliti frequentare questo tipo di ambienti 
anche dopo la formazione del deposito, insieme ad attività antropiche intenzionali o meno (e.g., 
calpestio), provocano spesso il dislocamento sia verticale che orizzontale dei reperti. In questo senso la 
possibilità di identificare la maggior parte della fauna può aiutare la lettura di eventuali fenomeni post- 
deposizionali, favorendo, ad esempio l’individuazione di evidenti incongruenze fra le specie 
determ inate e il contesto crono culturale e ambientale indagato (e.g., specie intrusive).

L’identificazione della specie attraverso ZooMS (Zooarchaeology by Mass Spectrometry)

II contributo dell’analisi biomolecolare come strum ento per l’identificazione oggettiva della specie è 
stato già da tempo valorizzato, soprattutto nel campo della genetica e in particolare del DNA antico 
(Burger et al. 2000; Horsburgh 2008; Matisoo-Smith 2018; Waugh 2007). Questo tipo di analisi risulta 
spesso di difficile utilizzo a causa degli alti costi, sia in term ini di tempo che di denaro, a cui si aggiunge 
anche la forte degradabilità a cui è sottoposto il DNA, che si deteriora più velocemente rispetto, ad 
esempio, al collagene. Inoltre, le possibilità di successo diminuiscono ulteriorm ente se si analizzano 
campioni provenienti da ambienti caldi e aridi (Kahila Bar-Gal et al. 2002; Larson et al. 2007), dove la 
degradazione post-deposizionale è ancora più veloce; contesti, tuttavia, caratterizzati da una grande 
varietà di specie selvatiche. La loro identificazione è cruciale, soprattutto negli studi che si occupano 
delle prime fasi della domesticazione e dell’allevamento. Recentemente è stato sviluppato un metodo 
biomolecolare alternativo per l’identificazione delle specie, denominato ZooMS (Zooarchaeology by Mass 
Spectrometry), attraverso l’analisi dei peptidi del collagene (Buckley et al. 2009).

Il collagene è presente nei tessuti mineralizzati, nei palchi, nei denti e nelle ossa, dove è la proteina più 
abbondante (Ricard-Blum 2011). Tutte le tipologie di collagene sono proteine trimeriche, composte cioè 
da tre polipeptidi, che si avvolgono tra  di loro formando la tipica tripla elica (Lodish et al. 2007). Le 
variazioni nelle sequenze delle catene di collagene possono essere usate per distinguere la specie, più 
spesso il genere, di frammenti di osso anche di piccole dimensioni. È possibile quindi attraverso le
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diverse “impronte peptidiche” del collagene individuare sequenze aminoacidiche caratteristiche di un 
particolare gruppo animale: la cosiddetta collagen fingerprint (Collins et al. 2010). Ovviamente la quantità 
di collagene a disposizione, e quindi quella di cui si necessita per le analisi, dipende dalla localizzazione 
geografica, dalla tipologia di sito e dal periodo cronologico, fattori che incidono fortemente sullo stato 
di conservazione complessivo del campione.

Il metodo utilizza un approccio ben consolidato, ovvero la rilevazione delle impronte digitali di massa 
peptidica, con l’ausilio della spettrom etria di massa ad alta capacità di trasmissione Time o f Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-ToF) (Buckley et al. 2009). Le ossa vengono quindi identificate attraverso le 
differenze nella massa dei peptidi, che derivano a loro volta dalle differenze di sequenza tra  le specie 
(Figura 1). Questo metodo perm ette inoltre di analizzare frammenti ossei molto piccoli (sono necessari 
tra  i 10 e i 30 mg) con tempi di esecuzione molto rapidi. Nonostante ciò, la lenta evoluzione delle catene 
di collagene si traduce nella capacità di ZooMS di distinguere, per esempio, le pecore dalle capre, ma non 
di distinguere una capra domestica da una selvatica.

Il riparo sotto roccia di Takarkori: inquadramento geografico e culturale

Il riparo sotto roccia di Takarkori (Libia SO) si trova sulla riva sinistra dell’omonimo wadi1 (Figura 2.b), 
il quale costituisce il più grande passo che separa il Tadrart Acacus in Libia dal Tadrart algerino (Desio 
1937; El-ghali 2005; Figura 2.a). Il riparo è collocato in prossimità di un bacino endoreico (Figura 2.b), 
alimentato da un complesso sistema fluviale proveniente dal Tassili algerino e attivo fino all'insorgere 
delle condizioni desertiche, dopo la transizione all'Olocene Medio. Durante l'AHP (African Humid Period) 
la depressione era occupata da un lago (Cremaschi et al. 2014). Il sito è posizionato su un terrazzo 
strutturale nel massiccio, circa 100 m al di sopra del letto dello wadi. Il deposito (ca. 200 m2 circa) è 
conservato nella parte più interna del riparo; questa parte è stata indagata tra  il 2003 e il 2006 (Biagetti 
e di Lernia 2013) in 4 settori su 143 m2 di superficie (Figura 2.c).

Durante l'AHP, grotte e ripari del Sahara centrale sono stati frequentati regolarmente (e.g., Barich 1987; 
Cremaschi e di Lernia 1998; di Lernia 1999; Garcea 2001; Mori 1965), occupati prima da gruppi di 
cacciatori-raccoglitori dell'Olocene antico (ca. 11.2-8.2 ka2), poi da pastori con bovini e ovicaprini (ca. 
8.0-4.5 ka); in epoca storica i ripari sono stati occupati dai Garamanti, m entre in tempi recenti sono stati 
sfruttati dai Tuareg. Takarkori presenta una sequenza stratigrafica che copre un intervallo cronologico 
da circa 10.2 a 4.6 ka, la cui articolazione interna è ben nota grazie a una ricca serie di datazioni 
radiocarboniche (Biagetti e di Lernia 2013). Il sito è considerato uno dei contesti chiave per la 
ricostruzione storica del passaggio da economie di tipo acquisitivo, come caccia-raccolta-pesca (fase 
Late Acacus) ad economie di tipo produttivo (Early, Middle, Late Pastoral) nel Sahara centrale (Biagetti e di 
Lernia 2013; Dunne et al. 2016, 2012; Mercuri et al. 2018).

M ateriali e m etodi

Il campione faunistico di Takarkori

Di un totale di 3365 NR (Van Neer et al. 2020), solo il 10% è stato identificato tassonomicamente (342 
determinati; 3023 NR indeterminati, 90%). Lo spettro faunistico è caratterizzato da una grande quantità 
di resti di ittiofauna, seguiti dai mammiferi terresti e in minor misura avifauna, rettili e anfibi. Le specie

1 In arabo: wadi, pl. ù^JJ, widyan; indica un  alveo asciutto di un  corso d ’acqua a carattere  torrentizio  non  perenne,
caratterizzanti il Sahara e a ltre regioni desertiche.
2 T utte le datazioni vengono espresse in  ka (“kilo annum ”), un’unità di misura pari a mille anni dal presente, calibrate.
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più sfruttate tra  i mammiferi terrestri durante la fase Late Acacus (10.2-8.0 ka) sono l'Ammotragus lervia 
(ammotrago) e la Gazella dorcas (gazzella dorcade), m entre il bestiame domestico (Bos taurus, bue, e Ovis 
vel Capra, ovicaprini) compare successivamente nelle fasi pastorali, a partire da circa 8.2 ka. Per le analisi 
ZooMS sono stati selezionati 17 frammenti ossei indeterminabili, scegliendone due3 rispettivam ente di 
piccolo/medio e grande m am m ifero/ungulato per ogni fase culturale individuata (Tabella 1). Sono stati 
quindi aggiunti 3 campioni di Ammotragus lervia moderno, nel tentativo di ottenere uno spettro di 
riferimento per l’ammotrago, che risultava ancora non disponibile.

ZooMS: l ’impronta peptidica del collagene

Le analisi ZooMS hanno seguito il protocollo proposto da Buckley et al. (2009). Ogni campione (tra 10 e 
30 mg) è stato sottoposto al processo di demineralizzazione con 250 ^L di acido cloridrico (HCl) 0,6 M 
per circa 24 h a 4°C. Dopo 1 minuto di centrifugazione a 12.400 x g, ogni campione è stato sottoposto a 
tre lavaggi con 250 ^L di idrossido di sodio (NaOH) 0,1 M, per rimuovere l’acido cloridrico rimasto, 
seguiti da due lavaggi con 200 ^L di soluzione di bicarbonato di ammonio ((NH4)HCO3, AmBIC) 50mM. Si 
è proceduto, poi, con il processo di gelatinizzazione, aggiungendo 100 ^L di AmBIC a ciascun campione, 
incubandoli per 1 h a 65°C. Dopo la centrifugazione di 1 minuto, 50 ^L di surnatante sono stati inseriti 
in una nuova provetta eppendorf (EXT, extract) con 1 ^L di soluzione di tripsina, un enzima che divide il 
collagene in diversi peptidi. Gli estratti così prodotti sono stati incubati (12-18 h ca.) a ca. 37°C ca. 
Conclusa la digestione con la tripsina, ai campioni sono stati aggiunti 1 ^L di 5% TFA (acido 
trifluoroacetico in 50:50 acenitrile e acqua Ultra-High Quality) per fermare l’azione della tripsina. Per 
ogni campione sono stati quindi purificati, frazionati e estratti i peptidi, utilizzando delle C18S ZipTip 
(tip con 0,6 ^L di resina C18). I campioni così preparati sono stati quindi analizzati tram ite spettrom etro 
di massa MALDI-ToF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight) Bruker ultraflex III, nel 
Centre o f Excellence in Mass Spectrometry (University of York). Gli spettri risultanti, infine, sono stati 
ispezionati m anualmente utilizzando il software mMass 5.3.0.

Risultati

Tre campioni su 17 hanno dato esito negativo (no ID) a causa della insufficienza di collagene. Dei 
restanti, sette sono stati identificati a livello di genere (Gazella sp., Figura 3; Bos sp.), quattro a livello di 
specie (Capra hircus) e due a livello di famiglia (Bovidae). Le uniche attribuzioni di specie sono quelle 
riferibili alla capra domestica (Capra hircus): l’assenza infatti del progenitore selvatico della capra (Capra 
aegragus) in Africa (e.g., di Lernia 2013) ci perm ette di attribuire questi campioni con assoluta certezza 
alla variante domestica (Figura 4). Per quanto riguarda il Bos s.p., la distinzione tra  variante domestica 
e selvatica può essere condotta su base contestuale (Figura 5). Un unico campione risulta problematico, 
il cui spettro è assimilabile sia a quello di Ovis aries sia a quello di riferimento per l'Ammotragus lervia. 
Emerge una stretta  correlazione tra  le determinazioni tassonomiche tradizionali e i risultati di ZooMS; 
inoltre, c’è coerenza tra  le specie identificate e le fasi culturali di provenienza.

Discussione e conclusioni

Le analisi ZooMS sui resti di Takarkori rappresentano la prima applicazione di questo metodo nel Sahara 
centrale. I risultati ne m ostrano la grande potenzialità su resti faunistici provenienti da ripari sotto 
roccia in ambienti aridi e desertici, con il raggiungimento di una buona risoluzione tassonomica. Il 
metodo risulta estremamente valido nell’identificazione di specie selvatiche, come le gazzelle (Gazelle 
sp.). Buoni esiti si ottengono nella determinazione della capra (Capra hircus) che possiamo, in questo

3 Per la sottofase Middle Pastoral 1 sono stati selezionati 3 campioni perché uno di essi (#165) m ostrava segni di combustione) e 
infatti le analisi hanno dato esito negativo a causa di insufficienza di collagene.
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caso, attribuire con certezza alla variante domestica grazie alla risaputa assenza del suo progenitore 
selvatico nel continente africano. Il riconoscimento di questa specie potrebbe rappresentare, quindi, un 
elemento fondamentale per discriminare, seppur parzialmente, tra  un’economia di tipo pastorale e una 
di caccia e raccolta in siti con materiale faunistico difficilmente determinabile. Tenendo ben presenti le 
problematiche relative alla lettura di palinsesti pluristratificati, che possono contenere materiali 
archeologici rimescolati quali esito di processi sin- e post-deposizionali, la possibilità di distinguere la 
capra domestica può comunque essere cruciale nell’individuazione delle prime specie domestiche 
presenti nell’area sahariana, nonché nell’Africa tutta.

ZooMS non è ancora totalm ente efficace nella discriminazione tra  pecora (Ovis aries), di certo domestica 
data l’assenza del suo progenitore selvatico in Africa (Ovis orientalis), e ammotrago (Ammotragus lervia), 
in quanto gli spettri emersi risultano del tu tto  identici. Questi dati non concordano con gli studi, ad oggi 
ancora pochi e con molti quesiti irrisolti, sul DNA mitocondriale dell’ammotrago, che invece mostrano 
una minore distanza filogenetica con la capra e non con la pecora (Mereu et al., 2008). Questo lavoro 
sottolinea quindi la necessità di ulteriori ricerche, anche genetiche, incentrate nell’individuazione di 
biomarkerks molecolari volti alla discriminazione puntuale dell’ammotrago, specie centrale nella sfera 
economica e culturale dei gruppi umani dell’Antico e del Medio Olocene nel Sahara centrale e la cui 
identificazione, e soprattutto discriminazione rispetto alla pecora, risulta fondamentale. Infine, 
potendo auspicabilmente applicare in futuro il metodo sull’intero campione indeterm inato di 
Takarkori, si stima che sarebbe possibile determ inare circa il 70% del campione complessivo, 
aumentando notevolmente le potenzialità del dato archeozoologico, sia nella comprensione dei 
processi sin- e post-deposizionali, sia per inferire gli aspetti socioculturali ed economici del passato.
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Figura 2 - a - Mappa che m ostra la posizione del riparo di Takarkori (punto rosso) nel massiccio del Tadrart Acacus; b - dettaglio 
dell'area Takarkori (Google EarthTM) con il riparo e la depressione precedentem ente occupata da un  lago (freccia) (di Lernia 
e Tafuri 2013); c - Rappresentazione semplificata delle aree indagate all'in terno del riparo di Takarkori (Cremaschi e t al. 2014).
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Campione Lab.
Code

Layer Cronologia Elemento
anatomico Specie

2547 1 394 LA1 scapola Indeterminato ungulato tg. P
2546 2 394 LA1 osso lungo Indeterminato mammifero tg. 

M
3 3 173 LA2 osso lungo Indeterminato mammifero tg. 

M
3272 4 242 LA2 osso lungo Indeterminato ungulato tg. G
3144 5 171 LA3 costa Indeterminato ungulato tg. G
2518 6 340 LA3 tibia Indeterminato ungulato tg. P
48 7 38 EP1 osso lungo Indeterminato ungulato tg. G
58 8 105 EP1 osso lungo Indeterminato mammifero tg. 

M
135 9 41 EP2 osso lungo Indeterminato mammifero tg. 

M
3273 10 41 EP2 osso lungo Indeterminato ungulato tg. G
3271 11 246 MP1 costa Indeterminato mammifero tg. 

M
3269 12 246 MP1 indeterminabile Indeterminato mammifero tg. 

G
165 13 246 MP1 osso lungo Indeterminato ungulato tg. G
681 14 25 MP2 metapodio Indeterminato ungulato tg. P
682 15 25 MP2 costa Indeterminato ungulato tg. G
2125 16 7 LP1 osso lungo Indeterminato ungulato tg. G
2126 17 7 LP1 costa Indeterminato ungulato tg. P

Tabella 1: Provenienza e tipologia dei campioni prelevati per le analizi ZooMS1.
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