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Abstract 

In questo articolo viene analizzato il genoma di Thorin, un individuo 
appartenente ad una delle ultime popolazioni neandertaliane che ha abitato 
la grotta Mandrin nella Francia mediterranea meno di 10,000 anni prima 
dell9estinzione della specie.

L9analisi dei genomi di Neanderthal, estratti da resti ossei ritrovati negli ultimi 
due secoli in numerosi siti in tutta Europa, stanno contribuendo a creare 
un9immagine sempre più dettagliata e complessa della struttura demograoca 
delle loro popolazioni. Il genoma di Thorin ha rivelato una profonda 
divergenza rispetto ai genomi neandertaliani tardivi provenienti da altre aree 
geograoche, segnali relativamente meno forti di ibridazione con l9uomo 
moderno ed elevati livelli di omozigosi. Complessivamente questi risultati 
suggeriscono che Thorin sia appartenuto ad un piccolo gruppo rimasto isolato 
per circa 50,000 anni dalle altre popolazioni che abitavano territori 
relativamente vicini, in contrasto con la precedente teoria che gli ultimi 
neandertaliani formassero un9unica popolazione geneticamente omogenea.

L9analisi dei risultati ottenuti può essere fondamentale per valutare le ipotesi, 
ancora dibattute, di quali possano essere state le cause che hanno portato 
all9estinzione degli uomini di Neanderthal.
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I. STATO DELL’ARTE

Gli uomini di Neanderthal hanno abitato l9Eurasia occidentale a partire da 
almeno 430 mila anni fa e le cause della loro estinzione, avvenuta circa 40 mila 
anni fa, sono tutt9oggi ancora dibattute. 

La scoperta di numerosi individui appartenenti a questa popolazione ha 
permesso, negli ultimi decenni, di ricostruire una immagine sempre più 
complessa della loro distribuzione geograoca e struttura sociale. Attualmente 
sono disponibili dati genomici relativi ad individui provenienti da numerosi siti 
archeologici diversi, che o昀昀rono una panoramica dettagliata della storia dei 
Neanderthal coprendo gran parte del vasto territorio occupato, che si 
estendeva dalla penisola di Gibilterra alle montagne dell9Altai nel sud della 
Siberia.

Dal punto di vista genetico, a linea più divergente ad ora conosciuta è quella 
del Neanderthal dell9Altai, uno dei campioni più orientali mai trovati, nonché 
uno dei genomi ad alta copertura di cui siamo in possesso insieme a Vindija 
33.19, proveniente dall9omonima Grotta in Croazia. Tra questi due individui, 
risalenti rispettivamente a circa 120 e 44 mila anni fa, è stata evidenziata 
un9elevata divergenza genetica, legata probabilmente alla distanza geograoca 
e temporale che li separa. 

L9evoluzione di nuovi approcci statistici e computazionali, insieme allo 
sviluppo di nuove tecniche volte ad analizzare con e昀昀icacia anche campioni 
con elevati livelli di contaminazione microbica e da DNA umano moderno, ha 
consentito di analizzare e studiare anche i genomi a bassa copertura, 
permettendo di tracciare una sempre più completa valutazione delle relazioni 
tra i diversi individui e le loro discendenze.

Figura 1  Localizzazione ed età dei reperti neandertaliani analizzati in questo studio e 
altri reperti per cui erano già stati precedentemente pubblicati dati genomici completi
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Grazie a queste nuove analisi è stato possibile determinare che i Neanderthal 
provenienti dall9Europa dell9ovest (Goyet Q56-1, Spy 94a, e Les Cottés Z4-
1514) e Mezmaiskaya 2, rinvenuto nell9omonima grotta nel Caucaso 
settentrionale, risultano maggiormente  imparentati con Vindija 33.19 rispetto 
al Neanderthal dell9Altai, e formano quindi un clade (Figura 2). Interessante 
eccezione è il secondo individuo rinvenuto nella grotta del Caucaso 
(Mezmaiskaya 1), datato tra i 60 e i 70 mila anni fa, che mostra invece un 
minore livello di similarità con Vindija, suggerendo un evento di turnover di 
popolazione nella grotta russa. Questa analisi genetica suggerirebbe che i 
tardi Neanderthal appartenessero ad una singola metapopolazione, senza 
signiocative evidenze di una più profonda struttura di popolazione (Hajdinjak 
et al. 2018). 

 

In questo articolo viene analizzato un nuovo reperto rinvenuto nella grotta 
Mandrin, nella Francia mediterranea. Diversi metodi di datazione dei reperti 
scheletrici e stratigraoci hanno permesso di attribuire un9età di circa 50 mila 
anni al Neanderthal, che rappresenta quindi un esemplare relativamente 
recente della specie in Europa. I risultati dell9analisi genomica presentati in 
questo studio suggeriscono che questo individuo, soprannominato Thorin, 
appartenga ad una piccola popolazione di tardi Neanderthal rimasta isolata 
dal resto delle popolazioni europee  (per quanto ci è dato sapere sulla base dei 
campioni analizzati onora) per circa 50 mila anni, come suggerito dagli elevati 
livelli di omozigosi e dalla profonda divergenza con gli altri tardi Neanderthal 
europei, anche di età confrontabile. La scoperta di Thorin fornisce quindi un 
nuovo spunto di analisi che permette di valutare la presenza in Europa di una 
struttura di popolazione più complessa di quanto precedentemente 
ipotizzato, formata anche da piccole comunità isolate tra loro, e di come 
questa struttura di popolazione possa aver giocato un importante ruolo 
nell9estinzione della specie.

Figura 2 Albero ologenetico neighbour-
joining costruito sul genoma nucleare di 
tardi Neanderthal.

 Questo albero, basato sulla conta del 
numero totale di trasversioni 
autosomiche, mostra un’apparente 
divisione basata sull’età, con la 
separazione per primo del Neanderthal 
dell’Altai e poi di Mezmaiskaya 1, 
mentre i tardi Neanderthal vanno a 
formare un clade.
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II. APPROCCIO SPERIMENTALE

a. Identi昀椀cazione tassonomica e dating

Una delle prime valutazione compiuta sui nuovi frammenti scheletrici  ottenuti 
è stata l9analisi tramite Collagen peptide mass 昀椀ngerprinting, o ZooMS 
(Zooarcheology by Mass Spectronomy), utilizzata per l9identiocazione 
tassonomica: questa metodica permette di associare uno specioco proolo di 
ongerprinting del peptide collagene ad uno specioco taxa, oltre a costituire un 
metodo alternativo di screening per la datazione tramite radiocarbonio, grazie 
alla sua abilità di fornire informazioni sulla presenza e la qualità del collagene. 

 
L9analisi è stata fatta su 33 frammenti ossei scoperti in stretto contatto con 
Thorin e che in base a caratteristiche osiche, come dimensione e spessore, 
potevano essere di origine umana. Nella fase iniziale della ZooMS, la struttura 
del collagene (Figura 3) viene denaturata permettendo all9enzima tripsina di 
tagliare la proteina nei diversi peptidi, a livello dei quali sarà possibile 
evidenziare le di昀昀erenze in massa e sequenza. Per prima cosa è però 
necessario estrarre il collagene dissolvendo la matrice minerale usando acido 
cloridrico (HCl) 0.6 M, seguito da ultraoltrazione in bicarbonato di ammonio 
50mM con oltro di cut-o昀昀 ossato a 10kDa. I prodotti digeriti sono poi 
acidiocati, puriocati e posizionate su una piastra MALDI in matrice acida per 
sottoporre i campioni ad analisi tramite spettrometria di massa: la matrice è 
prima eccitata tramite un laser che porta i peptidi a vaporizzare e ionizzare, e 
gli ioni sono poi indirizzati tramite elettromagneti in un tubo dove si 
separeranno in base alla massa (Figura 4). 

Figura 3  A livello molecolare, l’analisi 
viene fatta sulla obrilla COL1, una tripla 
elica composta da 3 polipeptidi COLα, 
due identici COLα1 e uno COLα2. 
Ogni catena è costituita dalla ripetizione 
del motivo amminoacidico G-X-Y: 
la Glicina (G) si inserisce all’interno del 
core centrale dell’elica rotatoria, mentre 
in posizione X e Y si trovano solitamente 
prolina e idrossiprolina. Quest’ultima 
stabilizza la tripla elica del collagene 
tramite la formazione di legami a 
idrogeno.

Figura 4  Spettro di massa del collagene 
umano. I marcatori specie specioci sono stati 
etichettati da A a G, e rappresentano peptidi 
confermati dal sequenziamento del collagene 
umano (Richter et al. 2022). 

Lo spettro di massa prodotto dal detector è 
calibrato usando degli standard che convertono 
la massa in specioci rapporti massa-su-carica; 
in questo esperimento è stato usato un range 
m/z tra 700 e 3.700, e i picchi che ne risultano 
sono poi confrontati con i prooli di riferimento.
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Una delle tecniche di dating che si appoggia alla metodica sopra descritta è 
l9AMS dating, che utilizza uno spettrometro di massa con acceleratore per 
quantiocare il contenuto di carbonio 14 nel campione. In questo caso l9analisi 
è stata però fatta estraendo dal collagene dell9osso l9idrossiprolina (Hyp), uno 
dei tre principali contribuenti della totalità del carbonio nel collagene dei 
mammiferi. Essa infatti costituisce circa il 13% della massa del collagene e, 
non essendo presente in quantità signiocative in altre proteine, può essere 
utilizzata come biomarcatore specioco dell9osso: poiché la datazione viene 
fatta a livello di una specioca frazione dell9osso precedentemente puriocata, 
il suo isolamento costituisce una strategia per rendere i risultati dell9analisi più 
a昀昀idabili, limitando gli e昀昀etti delle contaminazioni. 

I campioni di ossa sono stati prima demineralizzati attraverso trattamenti con 
acido cloridrico 0.5M e i componenti insolubili in acido, principalmente 
costituiti da collagene, sono stati poi risciacquati e trattati con idrossido di 
sodio 0.1M. Il collagene restante è stato poi gelatinizzato a 75°C per 20 ore in 
soluzione acquosa a pH=3, per poi essere lioolizzato per altre 20 ore. È stato 
poi aggiunto HCl 6M e il materiale è stato coperto con gas N2, per creare 
un9atmosfera inerte, tappato e posizionato in un blocco riscaldante per 24 ore 
a 110°C, per favorire l9idrolisi. Durante questo processo vengono rotti i legami 
peptidici del collagene, con conseguente liberazione degli aminoacidi che lo 
compongono, tra cui l9idrossiprolina (Figura 5), che verrà poi isolata tramite 
separazione HPLC (High-Performance Liquid Chromatography). 

I campioni ottenuti sono stati ossidati e graotizzati e durante questi processi 
sono stati misurati e registrati i contenuti di carbonio e azoto, i rapporti atomici 
C:N e quelli isotopici, dati fondamentali per il processo di dating.  
Generalmente, perché possano essere sottoposti a AMS dating, nei reperti 
selezionati il collagene deve avere un rapporto C:N compreso tra 2.9 e 3.6; 
infatti solo in questo caso le ossa sono considerate databili. Utilizzando 
questa tecnica, che si focalizza sull9isolamento e la datazione di specioche 
molecole piuttosto che sulla rimozione di molecole estranee potenzialmente 
contaminanti, si è in grado di limitare in modo sostanziale le contaminazioni e 
quindi di ottenere una datazione più fedele e accurata, anche per campioni di 
bassa qualità.

Figura 5  Curva di calibrazione per il 
contenuto di HYP. 

Per quantiocare l’idrossiprolina 
estratta è stata creata una curva di 
calibrazione usando l’area dei picchi 
di sei campioni a concentrazione di 
HYP conosciuta. Se l’area del picco 
ottenuta da un campione si trova al 
di sotto della curva, il campione non 
potrà essere ulteriormente 
analizzato per AMS dating.
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Inoltre, poiché durante i processi di separazione cromatograoca è possibile 
che i campioni accumulino carbonio estraneo, alterando potenzialmente i 
risultati della datazione, sono stati sottoposti ad analisi anche campioni di 
controllo, con un contenuto iniziale in 14C nullo; la datazione di questi 
campioni permette di evidenziare eventuali eventi di contaminazione e quindi 
correggere di conseguenza i valori ottenuti per i campioni di interesse, 
migliorando ulteriormente la precisione e a昀昀idabilità del metodo (Marom et al. 
2013). 

b. Controllo qualità e contaminazione 

Per sequenziare e analizzare il DNA è fondamentale valutare e quantiocare la 
presenza di DNA esogeno o moderno. Per prima cosa sono state fatte, a partire 
da un frammento della radice del primo molare, tre estrazioni sequenziali di 
DNA (E1, E2 e E3). 

Analisi di deaminazione citosinica

Una prima analisi, ristretta solo alle reads con una qualità di almeno 30 e 
collocate in regioni altamente mappabili del genoma, è stata fatta per 
quantiocare gli eventi di deaminazione citosinica, ovvero sostituzioni C > T e G 
> A, soprattutto nelle regioni terminali dei frammenti, tipiche di autentico DNA 
antico. Da questa prima analisi è emersa una quantità signiocativamente 
minore di frammenti con pattern di deaminazione nell9estrazione E1, e quindi 
livelli minori di DNA antico.

Stima contaminazione cromosoma X

Questo tipo di analisi sfrutta il fatto che Thorin sia un individuo maschio, 
dotato di un unico cromosoma X: alleli diversi osservati ad un determinato sito 
di questo cromosoma identiocano errori nel sequenziamento o 
contaminazione. È stato quindi generato un ole relativo al cromosoma X 
includendo esclusivamente le reads con una qualità superiore a 20, che è 
stato usato come input in un estimatore di contaminazione ANGSD (Analysis 
of Next Generation Sequencing Data) insieme ad un ole HapMap contenente 
informazioni su frequenza e posizione degli SNPs di individui europei. Anche 
da questa analisi è emerso che la prima estrazione è signiocativamente più 
contaminata della seconda e della terza. 

Stima contaminazione mtDNA

Per analizzare i livelli di contaminazione è poi stato utilizzato il DNA 
mitocondriale, spesso utilizzato per valutare la purezza dei campioni antichi: 
oltre a essere presente in copie multiple nella cellula e quindi più facilmente 
estraibile in grandi quantità anche in campioni ridotti, rispetto al DNA 
nucleare, è a singolo olamento e ha una struttura molecolare più semplice. 
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Da ogni libreria creata a partire dalle tre estrazioni sono quindi generate 
sequenze consenso, anche in questo caso scartando prima le reads non 
mappate o che presentavano hit alternative, e quelle con punteggio inferiore a 
30, indicatore di bassa qualità. Le sequenze ottenute sono allineate con 311 
sequenze di mtDNA moderno: questo tipo di analisi permette di evidenziare 
regioni di allineamento con il DNA moderno, probabilmente dovute a eventi di 
contaminazione.  

Anche questa analisi ha confermato che le 
librerie costruite sulla prima estrazione 
risultavano contaminate in modo signiocativo 
rispetto a E2 e E3;  escludendo dalle analisi la 
prima estrazione, il livello di contaminazione 
diminuisce ono ad una proporzione di 
autenticità di 0.997 (Figura 6). 

Questo tipo di valutazioni preliminari sono fondamentali: da tutte le analisi è 
infatti emerso che la prima estrazione del campione di Thorin contiene 
quantità relativamente alte di contaminazione da DNA moderno rispetto alle 
estrazioni 2 e 3. Proprio per questo tutte le analisi successive sono state fatte 
solo su mtDNA e DNA nucleare ottenuti dalla seconda e dalla terza estrazione, 
dove il livello di contaminazione è complessivamente inferiore all91%. 

c. Analisi 昀椀logenetica e demogra昀椀ca

Fondamentale per comprendere la storia evolutiva di Thorin è l9analisi 
ologenetica per stabilire le relazioni con i genomi, sia ad alta che bassa 
copertura, sequenziati ono ad ora. Per fare questo è stato utilizzato il software 
BEAST2, piattaforma di analisi di sequenze molecolari basato sull9analisi 
ologenetica Bayesiana, approccio statistico che si basa sul calcolo della 
probabilità a posteriori, ovvero la probabilità che un albero sia quello corretto 
sulla base dei dati disponibili e delle assunzioni a priori. In questo modo è 
possibile avere una stima della likelihood degli alberi ologenetici generati e 
permette quindi di testare diverse ipotesi evoluzionistiche senza essere legato 
ad una specioca topologia di albero, usando modelli con vincoli stretti (strict) 
o rilassati (relaxed) (Nascimento et al. 2017). 

In questo studio, il software è stato utilizzato per e昀昀ettuare la datazione 
molecolare della sequenza di Thorin mediante <tip-dating= e per stimarne i 
tempi di divergenza della sua clade, includendo nell9analisi le sequenze 

Figura 6  Proporzione di DNA antico nei 
campioni ottenuti dalle diverse estrazioni
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mitocondriali di 24 Neanderthal, 1 Denisoviano, 9 genomi umani antichi e 53 
genomi di umani moderni, considerando soltanto siti all9interno della regione 
codiocante ed escludendo la regione del D-loop. I modelli bayesiani costruiti 
con BEAST si basano sull9ipotesi dell9orologio molecolare, secondo la quale i 
tassi di mutazione e di sostituzione rimangono costanti lungo le discendenze 
di un albero ologenetico. Proprio per questo, discendenze che si originano 
nello stesso periodo dovrebbero avere la medesima distanza genetica dalla 
radice. Questo implica anche che la distanza molecolare di una particolare 
sequenza rispetto alla radice dovrebbe essere proporzionale alla quantità di 
tempo accumulato dalla radice al momento in cui la sequenza è stata 
campionata, permettendo così la datazione dei rami terminali. Poiché in realtà 
il tasso di evoluzione costante lungo i diversi rami dell9albero non è sempre 
rispettato, sono stati fatti due set di analisi, il primo con una frequenza di 
sostituzione preossata a 1,57x10-8 sostituzioni/pb/anno e un secondo con un 
tasso di sostituzione variabile. 

Per la costruzione dell9albero reperti già in precedenza datati sono stati 
utilizzati come punti di calibrazione, ovvero dati conosciuti a priori utilizzati per 
migliorare l'accuratezza dell9albero stesso, e i loro intervalli di conodenza al 
95% sono stati impostati come distribuzione a priori uniforme. Per i 
Neanderthal non datati è stato invece usato un valore iniziale di 50,000 anni e 
un prior uniforme compreso tra 30 e 300 mila anni fa, per permettere al 
modello di esplorare qualsiasi valore all9interno di quell9intervallo, evitando di 
forzare il modello verso la specioca ipotesi iniziale. Un prior uniforme è stato 
anche stabilito per il TMRCA (Time to the Most Recent Common Ancestor) sia 
per i Neanderthal, da 100,000 all9inonito, che per gli uomini moderni, da 
50,000 anni fa all9inonito. 

È stata poi fatta una successiva analisi dal punto di vista demograoco usando 
momi2 (MOran Models for Interference), software di inferenza demograoca in 
grado di computare l9SFS (Spettro di Frequenza dei Siti): questo approccio 
statistico, usato comunemente in genetica di popolazione, è in grado di 
descrivere la distribuzione delle frequenze di SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphisms) all9interno di un campione di individui in una popolazione. 
Questo modello si basa sull9ipotesi che diverse storie evolutive di popolazioni 
lascino tracce diverse sull9SFS. L9obiettivo dell9analisi demograoca è proprio 
quello di comprendere la storia evolutiva di diverse discendenze, o 
popolazioni, all9interno di una specie, stimando le dinamiche di marcatori 
neutrali che rinettono la storia demograoca come tempo di divergenza, 
espansione o contrazione di popolazione, e gli e昀昀etti di deriva genetica (Kamm 
et al. 2020). Questo software non solo permette di ricostruire la storia 
evolutiva di un insieme di popolazioni, ma anche di elaborare e testare modelli 
validi per valutare nuove ipotesi, includendo nell9analisi anche campioni a 
bassa copertura, rappresentati da genotipi pseudoaploidi, usando un SFS con 
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accertamento limitato ai 4 genomi ad alta qualità con genotipi diploidi (Altai 
Neanderthal, Chagyrskaya 8, Vindija 33.19 e Denisoviano). 

Per trovare il modello demograoco più adatto, è stata prima creata una 
struttura demograoca di base usando i genomi degli individui ad alta copertura 
e incorporando eventi demograoci inferiti, tra cui:

- una discendenza arcaica comune ai Neanderthal e Denisoviani, che 
diverge da quella degli uomini moderni

- i primi Neanderthal siberiani, rappresentati dall9Altai Neanderthal, che 
si sono distaccati per primi dal clade neandertaliano

- introgressione di una ghost lineage <super arcaica= nel Denisoviano
- eventi di nusso genico dall9Altai al Denisoviano

In oltre, le dimensioni delle popolazioni per ogni campione di Neanderthal a 
livello dei tip dell9albero sono state parametrizzate in decadimento 
esponenziale a partire dalla loro divergenza ono all9età e昀昀ettiva del campione. 
Sono state fatte 10 repliche indipendenti, modiocando i valori iniziali, in modo 
da trovare il modello migliore.

Sono poi stati aggiunti a questo schema di base i due campioni low coverage 
Thorin e Mezmaiskaya, deoniti come divergenze indipendenti dal lineage di 
Vindija 33.19, permettendo alle due discendenze di divergere in un qualsiasi 
momento dopo la separazione di Vindija dall9Altai Neanderthal. Anche in 
questo caso sono state fatte 10 repliche, per testare diversi parametri e 
individuare il modello migliore (Figura 7).

Figura 7  Descrizione  della 
storia demograoca di Thorin: 

(A) Migliore modello 
demograoco che mette in 
relazione il genoma di Thorin 
con quello Denisoviano e degli 
altri Neanderthal. I rami blu 
rappresentano le stime puntuali 
della dimensione delle 
popolazioni. In grigio sono 
segnate invece le stime 
ottenute da 100 bootstrap. 

(B) rappresentazione graoca dei 
tempi di divergenza delle diverse 
discendenze. Le linee verticali 
tratteggiate rappresentano una 
stima puntuale dei tempi di 
divergenza tra le popolazioni. 
Le curve colorate rappresentano 
invece la densità delle 
distribuzioni bootstrap.
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d. Valutazione dell’isolamento e dell’inbreeding

Per ottenere ulteriori informazioni sulla popolazione a cui Thorin apparteneva 
è stata inone condotta un9ultima analisi per esaminare in modo indiretto il 
grado di isolamento della popolazione confrontando  il livello di inbreeding di 
Thorin rispetto a quello degli altri Neanderthal disponibili in letteratura. Per 
fare questo sono state quantiocate le Runs Of Homozygosity (ROH), porzioni 
più o meno lunghe in cui il genoma risulta essere in omozigosi. A partire dagli 
anni 890, lo sviluppo nelle tecnologie di analisi di microsatelliti a livello 
genomico ha permesso di identiocare queste lunghe regioni in omozigosi 
come indicatori distintivi della presenza di segmenti autozigoti ereditati da un 
recente progenitore comune, fornendo così un9evidenza diretta di recenti 
eventi di isolamento e inbreeding e o昀昀rendo informazioni preziose sulla 
struttura e sulla storia evolutiva di una popolazione (Ceballos et al. 2018). 

In questo articolo sono state analizzate attraverso un nuovo approccio che usa 
una tecnica di spatial smoothing (levigazione/smussamento spaziale) delle 
sequenze alleliche all9interno del singolo genoma, necessario per eliminare il 
rumore di fondo e favorire l9analisi di pattern signiocativi, come appunto le 
ROH. Per prima cosa viene creato come riferimento un set di SNPs bi-allelici 
polimoroci tra un genoma umano (HGDP01029, San) e i quattro genomi arcaici 
ad alta copertura (Altai, Chagyrskaya 8, Vindija 33.19, Denisova). Per ognuno 
dei Neanderthal a bassa copertura sono poi tabulate le frequenze dei due 
alleli per ogni SNP con due o più reads nel genoma target. Si ottiene così un 
vettore, formato da frequenze alleliche di reads minori lungo ogni cromosoma, 
che viene poi smussato tramite fused lasso secondo uno specioco parametro 
λ (Figura 8): per evidenziare le ROH, le reads sono state legate insieme a 
formare segmenti unici. 

Figura 8  Analisi delle ROH nei sottocampioni 
usando diversi valori di λ. 

Il livello di smussamento è determinato tramite 
il parametro lambda (λ). Per trovare il valore di 
λ più adatto per l’analisi sono stati creati dei 
database contenenti tre genomi ad alta 
copertura (Altai Neanderthal, Chagyrskaya 8 e 
Vindija 33.19) precedentemente 
sottocampionati in modo casuale, per 
simulare una copertura media di 2X e 1X. 

Valori di λ compresi tra 0.25 e 0.5 generano dei 
ROH molto simili a quelli rilevati nel campione 
completo, mentre valori tra 0.75 e 1 tendono 
a non rilevare segmenti brevi e quindi a 
sottostimare la lunghezza delle ROH. Entrambi 
questi e昀昀etti risultano particolarmente evidenti 
nei campioni a copertura 1X. 
Per questo per l’analisi delle ROH nel genoma 
di Thorin è stato usato un valore di λ pari a 0.5.
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III. ANALISI RISULTATI

Attraverso le metodiche analizzate e descritte nei punti precedenti, è stato 
possibile ottenere  le informazioni necessarie per cercare di collocare Thorin 
nel contesto storico più corretto in relazione agli altri reperti neandertaliani 
disponibili ono ad ora.

Diverse metodiche hanno fornito stime dell9età di Thorin non completamente 
coerenti: per quanto riguarda la datazione basata sulle sequenze molecolari, 
particolarmente discordanti sono stati i risultati ottenuti dai primi modelli 
creati tramite la piattaforma BEAST2, in cui il software ha stimato, sia 
assumendo un tasso di sostituzione osso che uno variabile, un9età molecolare 
per Thorin di circa 100 mila anni, maggiore di circa 50 mila anni rispetto alla 
datazione dello strato di sedimenti da cui il Neanderthal era stato estratto, 
nonché all9età stimata tramite i diversi approcci di dating (U-series, US-ERS e 
Bayesian modelling). Queste discrepanze potrebbero essere dovute al fatto 
che la calibrazione di questi modelli è stata limitata ai reperti neandertaliani 
più recenti, che coprono solo parzialmente l9intero albero ologenetico delle 
popolazioni neandertaliane. Un secondo modello (Figura 9), ottenuto ossando 
l9età di Thorin a 50 mila anni come punto di calibrazione e ammettendo 
variazioni nel tasso di sostituzione, ha permesso non solo di attribuire ai nodi 
terminali di Mezmaiskaya2 e Stajnia S5000 un9età molto più coerente a quella 
dei rispettivi contesti archeologici rispetto a quella ottenuta con gli alberi 
precedenti, ma ha anche stimato un tempo di divergenza per il clade di Thorin 
da Vindija 33.19 intorno a 123 mila anni fa, simile alla stima di 102,861 (95% 
CI 100,267-105,169) anni fa ottenuta usando il modello demograoco momi2. 

Figura 9  Albero ologenetico ottenuto tramite la piattaforma BEAST2 usando l’età di  Thorin (50
mila anni) come punto di calibrazione. Il colore dei rami varia in funzione della frequenza media 
di sostituzione e i valori a livello dei nodi indicano una stima dei tempi medi di divergenza.
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Un9altra possibile spiegazione genetica della discrepanza iniziale potrebbe 
essere legata al fatto che i Neanderthal in questo specioco clade abbiano un 
tasso di sostituzione leggermente minore (1.82×10-8) rispetto ad altri tardi 
Neanderthal, nonostante il range di variazione lungo le diverse linee 
ologenetiche si sia mantenuto in un intervallo relativamente ristretto. 

Particolarmente interessante è stata inoltre la valutazione del livello di 
omozigosi del genoma di Thorin (Figura 10): dall9analisi delle ROH è infatti 
emerso che il 7% del genoma analizzato è composto da sequenze di 5Mb, o 
maggiori, in omozigosi, inclusi 45Mb (~1,5%) in segmenti più lunghi di 20Mb, 
indicativi di inbreeding recente. 

Questi risultati suggeriscono piccole dimensioni dei gruppi di Neanderthal cui 
apparteneva Thorin ed elevato isolamento dalle altre popolazioni per le quali 
disponiamo di dati genomici. A questo proposito, è interessante notare che le 
dimensioni delle popolazioni di Neanderthal, generalmente inferiori a quelle 
delle popolazioni umane moderne e particolarmente basse per la linea 
evolutiva di Thorin, potrebbero essere sovrastimate di circa il 20%, come è 
stato suggerito da uno studio recentissimo pubblicato su Science (Li et al. 
2024), per e昀昀etto delle dell9introgressione di sequenze umane moderne, 
generalmente più variabili, nel genoma di Neanderthal nel corso degli eventi 
di ibridazione. Gli alti livelli di omozigosi rilevati in tutti i genomi neandertaliani 
sono stati sfruttati in questo studio anche per stimare l9introgressione genica 
dagli uomini moderni ai Neanderthal, basandosi sull9ipotesi che sequenze 
ereditate nei genomi neandertaliani in seguito ad eventi di ibridazione siano 
caratterizzati da un maggiore livello di eterozigosi rispetto alle altre regioni 
genomiche neandertaliane, data la maggiore variabilità genetica che 

Figura 10  Distribuzione delle ROH nel 
genoma di Thorin. 

Il graoco mostra la distribuzione nei 
cromosomi delle MAF (Minor Allele 
Frequencies), indicate con punti grigi,
che possono assumere valori da 0 a 0.5.
I segmenti colorati in blu evidenziano
le ROH con lunghezza maggiore di 5Mb 
in ogni cromosoma.
I quadrati grigi corrispondono invece 
alle regioni centromeriche. 
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caratterizza i genomi umani moderni. Questa analisi suggerirebbe che le 
popolazioni neandertaliane stessero progressivamente diminuendo di 
dimensione ono ad essere eventualmente assorbite nel pool genico umano 
moderno e che l9accumulo di mutazioni deleterie, associato con la ridotta 
dimensione di popolazione, potrebbe essere una delle cause della scomparsa 
dei neandertaliani.

Un9ulteriore conclusione che possiamo trarre dagli elevati livelli di omozigosi, 
dalla mancata evidenza di gene now con altri Neanderthal conosciuti e dai 
modelli demograoci che dimostrano che Thorin si allontana più di qualsiasi 
altro late Neanderthal da Vindija 33.19, è che la discendenza di Thorin possa 
costituire una popolazione rimasta isolata per 50 mila anni. Analisi statistiche 
hanno infatti confermato che i Neanderthal da Europa, Caucaso e Siberia 
risalenti a meno di 80 mila anni fa condividono una quantità molto più 
signiocativa di alleli con Vindija che con Thorin, la cui linea forma quindi un 
outgroup. 

Interessante è però so昀昀ermarsi sull9analisi della relazione genetica, 
supportata dall9elevato livello di <allele sharing= tra i due individui, tra Thorin e 
il Neanderthal di Forbes9 Quarry (Gibilterra), uno tra i primi reperti 
neandertaliani trovato ed identiocato come tale soltanto anni dopo la 
scoperta dell9insieme più ampio di resti nella valle di Neander (Bokelmann et 
al. 2019). È stata quindi fatta un9analisi demograoca tramite la funzione 
momi2, considerando due ipotesi di昀昀erenti (Figura 11): nel primo modello era 
permesso alla discendenza di FQ di divergere da Vindija in un momento 
qualsiasi dopo la separazione di quest9ultima dall9Altai Neanderthal, mentre 
nel secondo modello di separarsi direttamente dalla lineage di Thorin. Il 
secondo modello è risultato più probabile rispetto al primo, suggerendo che 
FQ e Thorin potessero far parte di una popolazione distinta rispetto agli altri 
Neanderthal europei.

Figura 11  Modelli demograoci creati per studiare la relazione di Thorin con l'individuo di Forbes' Quarry.
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In questo articolo viene anche 
ipotizzata la presenza di una <ghost 
lineage= profondamente divergente 
dalla discendenza ancestrale dei 
Neanderthal europei, ma distinta da 
quella di Thorin. Questa analisi è stata 
fatta evidenziando nusso genico 
nell9individuo Les Cottés Z4-1514, il cui 
mtDNA risulta maggiormente correlato 
con i Neanderthal siberiani dalle grotte 
di Okladnikov e Chagyrskaya 8, che si 
sono separati precedentemente al 
clade di Vindija: il migliore modello 
(Figura 12) ottenuto da questa analisi, 
che prevede eventi di nusso genico 
nell9individuo di Les Cottés, stima che 
la discendenza <fantasma= si sia 
separata circa 89 mila anni fa. 

Questi risultati suggeriscono quindi la presenza di almeno due discendenze 
profondamente divergenti e isolate tra loro, seppure in prossimità geograoca, 
che sono probabilmente poi state parzialmente sostituite dall9espansione 
demograoca della discendenza di Vindija. Il prolungato isolamento genetico 
di Thorin dalle altre tarde popolazioni europee di Neanderthal (con l9eccezione 
forse di FQ) è anche supportato dallo sviluppo di una specioca cultura litica 
musteriana caratteristica della grotta di Mandrin e diversa da quella di altri siti 
neandertaliani contemporanei a Thorin. 

In conclusione, questo studio, se supportato da analisi di ulteriori reperti 
appartenenti alle tarde popolazioni neandertaliane in altre aree geograoche, 
potrebbe dimostrare un9organizzazione demograoca e un pattern evolutivo più 
complesso rispetto a quello onora ipotizzato per i tardi neandertaliani, con 
almeno due  linee distinte di昀昀erenziatesi in Europa e coesistenti in condizioni 
di forte isolamento almeno ono al periodo immediatamente precedente alla 
scomparsa dei Neanderthal, circa 40,000 anni fa.

Questo studio, reso disponibile come pre-print nell9aprile del 2023, è ad oggi 
ancora in revisione. Il ritardo nella pubblicazione potrebbe essere legato alla 
complessità dell9articolo, che approfondisce una vasta gamma di aspetti 
interdisciplinari come considerazioni archeologiche e tecniche di datazione, 
e sfrutta un9ampia varietà di metodi, tra cui analisi molecolari, studi statistici 
e demograoci. È  possibile quindi che durante il processo di pubblicazione 
l9articolo possa subire modioche o aggiornamenti, che non dovrebbero però 
alterare le conclusioni principali emerse nel paper. 

Figura 12  Modello demograoco che stima la 
separazione indipendente di una <ghost lineage= 
con eventi di nusso genico con Les Cottés
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Short Title: Isolated Late Neanderthals from Europe 

 

Summary: Neanderthal genomes have been recovered from sites across Eurasia, painting an 
increasingly complex picture of their populations’ structure, mostly indicating that late European 
Neanderthals belonged to a single metapopulation with no significant evidence of deep 
population structure. Here we report the discovery of a late Neanderthal individual, nicknamed 
“Thorin”, from Grotte Mandrin in Mediterranean France, and his genome. These dentognathic 
fossils, including a rare example of distomolars, are associated with a rich archeological record 
of their final technological traditions in this region ~50-42 thousand years ago. Thorin’s genome 
reveals a deep divergence with other late Neanderthals. Thorin belonged to a population with 
small group size that showed no genetic introgression with other known late European 
Neanderthals, revealing genetic isolation of his lineage despite them living in neighboring 
regions. These results have important implications for resolving competing hypotheses about 
causes of the Neanderthals’ disappearance. 

 

One Sentence Summary: A new French Neanderthal fossil and its genome reveal complex 
population dynamics during the past 100,000 years. 

 

Keywords: Neanderthals, Europe, Fossils, Genomics, Population Structure, Proteomics 

 

was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprint (whichthis version posted April 10, 2023. ; https://doi.org/10.1101/2023.04.10.536015doi: bioRxiv preprint 



Submitted Manuscript 

3 
 

 

 

 

Main Text: 

Introduction 

The reasons behind the extinction of the Neanderthals ~40 thousand years ago (ka) are still 

widely debated. Multiple theories have been presented over the years, including competition or 

interbreeding with modern humans, but it remains unknown if the factors involved in this 

process were primarily ecological or social and then based on the historical inter-relations 

between these populations1,2,3. Some researchers suggest that social, technical, or ethological 

differences between Neanderthals and modern humans may have played a direct role in their 

demise but the precise cause(s) of such extinction remains uncertain1-7. Paleogenomic and 

osteological studies have revealed low effective population sizes and signatures of inbreeding in 

Siberian and late European Neanderthals6,8, suggesting social structure characterized by small 

group sizes and low intergroup mobility. This contrasts with recent results from early Eurasian 

modern humans, which showed low levels of inbreeding and higher intergroup mobility despite 

small group sizes9,10. Whether these results are representative of wider Neanderthal social 

organization remains inconclusive. 

 

Since the publication of the first draft of the Neanderthal genome in 201011, Neanderthal 

genomes have been recovered from sites across Eurasia, painting an increasingly complex 

picture of Neanderthal genetic structure. The deepest divergence among Neanderthal genomes 

sequenced to date is found between eastern and western Eurasian Neanderthal populations 

represented by the ~120 ka Altai Neanderthal from Denisova Cave7 and the >44 ka Vindija 33.19 

individual from Croatia12. Genomic data of all other available Neanderthal remains, the earliest 

in western Europe being ~120 ka (Scladina and Hohlenstein-Stadel (HST)), while the latest 

being ~40 ka, suggest genetic continuity in western Eurasia for ~80 ka13. Recent results obtained 

from sedimentary DNA suggest that the genetic landscape was significantly altered by 

expansions of Neanderthal populations ~105 ka14. This gave rise to lineages in western Europe 

represented by samples from Central Europe (Vindija), the Caucasus (Mezmaiskaya Cave), and 

Siberia (Chagyrskaya cave 8)15, the latter likely replacing the earlier Altai-like population. The 
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genomes of late (<50 ka) European Neanderthals, including an individual from the Caucasus 

(Mezmaiskaya 2), were all found to be more similar to Vindija than to other known lineages, 

indicating further population turnover towards the last stages of Neanderthal history in the 

Caucasus or western Europe16. The close correlation between genetic similarities and geographic 

location suggested an absence of major population structure among the sampled late Neanderthal 

populations. It remains unknown whether these patterns result from long-term in situ evolution 

of late European Neanderthal populations, or as a consequence of a recent expansion of Vindija-

like lineages into Europe. 

Here we report the discovery of a late Neanderthal individual, nicknamed “Thorin”, in 2015 and 

progressively excavated since then at Grotte Mandrin in Mediterranean France, a site which also 

was temporarily occupied by early modern humans at 54 ka1. Thorin is one of the best 

represented Neanderthal individuals found in France since the discovery from Saint-Césaire in 

197917. Combining archaeological, chronostratigraphic, isotopic, and genomic analyses, we show 

that Thorin belonged to a late Neanderthal population which had stayed genetically isolated for 

some 50 ka. We further find evidence of gene flow from a deeply divergent lineage distinct from 

the Thorin lineage in the Neanderthal individual from Les Cottés16. Our results suggest the 

presence of multiple isolated late Neanderthal communities in Europe close to their time of 

extinction, and shed light on their social organization with limited, if any, level of interactions in 

between different Neanderthal populations in their last millennia. 

Results 

Thorin is a late European Neandertal 

Grotte Mandrin is a rockshelter located in Mediterranean France directly overhanging the Rhône 

River Valley. The site records 12 main sedimentary layers dating from Marine Isotope Stages 

(MIS) 5 to 3. Geological and micromorphological analyses show that all archeological levels 

were well preserved by rapid wind deposition of sands and silts1. The upper sequence is divided 

into 8 archeological levels chronologically placed between 65.6 to 31.0 ka at 95% CI, 

encompassing the last Neanderthal societies and the arrival of the first modern human groups. 

Each of these levels provide rich archeological records, totalling more than 60,000 lithics and 

70,000 faunal remains. Fireplaces and hominin remains were also found in most of Mandrin’s 
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levels1. These 8 archeological levels were divided in 5 cultural phases: Level F: Rhodanian 

Quina, Level E: Neronian, Level D: Post-Neronian I (PNI), Levels C2 to B2 Post-Neronian II 

(PNII), Level B1: Protoaurignacian. The cultural determinations of the Neronian, PNI, and PNII 

phases at Mandrin1 show major technical and cultural divergences with the coeval Mousterian 

and Châtelperronian societies4 found in the neighboring regions of south-western France and 

Burgundy3,5,18,19. 

Thorin was discovered in 2015 at the entrance of the rockshelter in lateral contact between the 

upper layers and the bedrock in Level B2 (Fig. 1) associated with abundant fauna and artifacts 

attributed to the PNII, the last Mousterian phase from Grotte Mandrin1,3,5,18,19. Thorin is 

represented by several fragments, including a portion of the left palatal process at the level of the 

molars, a fragmentary mandible, as well as 31 permanent maxillary and mandibular teeth (Fig. 

2). While the upper right premolars and the upper left canine were lost post-mortem, it is 

noteworthy that two supernumerary lower molars are present (fourth molars). They are 

heteromorphic and exhibit a reduced and simplified (non-conical) crown with a single but large 

root from the cervix to the apex. The marked inclined wear facet affecting the occluso-mesial 

crown aspect of these two teeth fits with the distal interproximal facet of the lower third molars, 

indicating that the distomolars impacted the third molar crowns during the eruption process. 

Overall, the dental morphology of this individual is typical of Neanderthals, with shovel-shaped 

maxillary central incisors, marked labial convexity on the maxillary lateral incisors that also 

show a large tuberculum dentale on the lingual aspect of the crown, a well-developed hypocone 

projected lingually in the maxillary molars, and high root stem/branches ratio (i.e., 

taurodontism20,21; Fig. S1). Most of the dentition shows advanced occlusal wear associated with 

hypercementosis at the root apex, notably on the anterior teeth, and the fully developed third  

fourth molars indicate that it is an adult individual. The advanced occlusal wear is also associated 

with hypercementosis and exostoses on the maxilla, indicating that the teeth and jaw were under 

heavy (para)masticatory stress during the life of this individual.  Near these cranial elements, the 

remains of five adult phalanges of the left hand were found (Fig. S2). They showed typical 

Neanderthal features: ulnar deviation of the pollical distal phalanx and expansion of the distal 

phalangeal tuberosity22,23. All of the human remains recovered so far are of adult age and the 

anatomical representation of the different elements is compatible with the presence of a single 

individual. While the teeth show typical Neanderthal features, the presence of two 
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supernumerary fourth molars is remarkable. Mandibular distomolars are extremely rare in extant 

humans (around 0.02%)24 and, to the best of our knowledge, have not been reported in 

Pleistocene Homo so far, though other kinds of supernumerary teeth have been described in a 

few instances for Neanderthal and Paleolithic modern humans25-28. The aetiology of the presence 

of distomolars is still debated24. Studies of odontoskeletal anomalies found in early-generation 

hybrids of living primates display a relatively high incidence of distomolars29,30. 

Recent analyses of Paleolithic sites in Western Europe suggest that Mousterian lithic industries, 

traditionally attributed exclusively to Neanderthals, ended 39-41 ka cal. BP4. Throughout 

Eurasia, ten sites have yielded Neanderthal remains directly dated between 50 and 40 ka cal. 

BP16,31-39, while only the four French sites, Arcy, Les Cottés, La Ferrassie, and Saint-Césaire, 

underwent ultrafiltration and provided ages between 45 and 40 ka cal. BP16,36,38,39. Neanderthal 

remains safely attributed to the final stage of their long existence are thus particularly rare and 

come essentially from sites excavated decades ago16,31-39, often with little or disputable 

stratigraphic and archeological context. 

In order to provide a wider range of less-precious specimens for the destructive process of 

radiocarbon dating, we screened 80 fragmentary bone remains suspected as deriving from Thorin 

by Zooarchaeology by Mass Spectrometry (ZooMS) collagen peptide mass fingerprinting40,41 

following the methods outlined in ref. 42. Specimens that yielded spectra matching a Hominidae 

signature43 were radiocarbon dated at the Oxford Radiocarbon Accelerator Unit. Hydroxyproline 

was extracted for AMS dating to ensure reliability and contamination removal44. A selection of 

hominin remains were also further explored by paleoproteomic sequencing and its ability to 

distinguish archaic from modern hominin taxa38, but comparison with known modern human 

remains from Holocene deposits proved this approach to be problematic (Supplementary 

Material 5). 

Direct U-series dating and combined U-series – electron spin resonance (US-ESR) dating of 

Thorin was also undertaken on a fragment of the Neanderthal’s lower left third premolar crown. 

Additional faunal remains from Level B2 were directly dated using the same approaches. 

Uranium diffusion and accumulation patterns in the dentine and enamel were obtained prior to 

the isotopic analysis. According to the diffusion model and the U-series age distribution in the 

fossils, a minimum age of 43.5±4.1 ka can be assigned to the Neanderthal remains from Level 
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B2. US-ESR modeling yields statistically indistinguishable finite ages of 48 +5/-13 ka and 49 

+5/-10 ka for Thorin and the Level B2 fauna, respectively. 

We undertook Bayesian modeling of the broader stratigraphic sequence at Mandrin to determine 

a robust age estimate for Thorin within the PNII levels (C2-B2). The model yielded an age range 

for Thorin of 51,300-48,900 cal. BP (at 68.2% prob.) and 52,900 - 48,050 cal. BP (95.4% prob.; 

Fig. 3; see Materials and Methods). 

The carbon, nitrogen, oxygen and strontium isotopic ratios measured on one of the Thorin teeth 

are fully compatible with an individual living in an open landscape and cold climatic conditions, 

consistent with the sedimentary characteristics of the C2-B2 deposits and direct dating results, 

rather than forested and temperate conditions as would have been the case during MIS 5 (Fig. 

S3; Methods). 

 

Thorin represents a distinct Neanderthal lineage 

A first molar root fragment was used to generate a whole genome sequence from Thorin by 

performing three sequential DNA extractions (E1, E2 and E3), drastically reducing modern 

human contamination (Table S9, S10), as well as whole-genome in-solution capture to increase 

the fraction of endogenous human DNA. Libraries built on raw (non-USER treated) DNA 

extracts exhibited elevated terminal C>T / G>A substitution rates consistent with authentic 

ancient DNA data (Figs. S4-S9, Tables S8-S9). However, analyses of contamination rates using 

mitochondrial DNA and X-chromosome data and grade-of-membership models on the nuclear 

DNA revealed substantial levels of modern human DNA contamination in the data generated 

from the first extract E1 (mtDNA-based estimate 13-60%, Table S9; X-based estimate 13-29%, 

Table S10). We therefore restricted all subsequent analyses to data from extracts E2 and E3, 

which show re-estimated mtDNA and nuclear contamination rates of <1% and 0.01%, 

respectively, yielding a final average depth of coverage of 1.3X of the nuclear genome and 561X 

for the mtDNA.  

We rule out the potential of reference and capture bias in our data with D statistics from which 

we in both cases obtain non-significant D-values (Figs. S17). 
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Molecular sex determination using reads mapped to the X and Y chromosome showed that the 

Thorin individual was male. Phylogenetic analyses of the mitochondrial (MT) genome revealed 

that the Thorin MT genome was most closely related to that of the FQ individual from Gibraltar. 

Both of them form part of a clade including other recently described European Neanderthal 

samples (Stajnia Cave, Poland; Galeria de las Estatuas, Spain) and the ~65 ka Mezmaiskaya 1 

individual from the Caucasus, distinct from other late Western Eurasian Neanderthals sequenced 

to date (Figs. 4A & S10). Analyses of the Y chromosome showed a similar result, with the 

Thorin sequence diverging prior to the other two male late Neanderthals (Spy94a, Mezmaiskaya 

2), albeit with limited bootstrap support (Figs. 4B & S11).  

Using BEAST245 we obtained a molecular age estimate of ~100 ka (Table S12, Figs. S12-S13) 

for Thorin, some ~50 ka older than the 14C, U-series, and OSL ages obtained from the sediment 

layer from which Thorin was excavated. Similar discrepancies in ages have previously been 

observed for Chagyrskaya 815 and Stajnia S500046. Notably, directly dated samples used for tip 

calibration are restricted to the clade of late Neanderthals (Fig. 4A, Table S11) and cover only a 

shallow part of the entire tree, possibly leading to inaccurate estimates if substitution rates vary 

across the phylogeny47. In order to test this, we carried out an additional BEAST2 analysis 

including Thorin as an additional calibration point using an age of 50 ka (95% CI: 45– 55 ka), 

allowing for variation in substitution rates along the tree. The resulting tip ages for Chagyrskaya 

8 (70 ka; 95% CI: 48–94 ka ) and Stajnia S5000 (77 ka; 95% CI: 53–103 ka), were found to be 

substantially closer to ages obtained from their respective archaeological contexts (~60 and ~50 

ka). Similarly, the molecular age estimate of Mezmaiskaya 1 of ~74 ka also aligned with its 

previous estimate of 60-70 ka48 (Table S12, Figs. S12-S13). The estimated substitution rates 

remained within a relatively narrow range, suggesting that the initial molecular ages for samples 

in the Thorin MT clade were likely overestimated. Under this model we estimate a divergence 

time of the Thorin clade of 123 ka, while we estimate the divergence between Hohlenstein-

Stadel and the rest of the Neanderthals to 215 ka and the split between modern humans and all 

Neanderthals to ~330 ka (Figs. S12-S13).  

We investigated broad population structure among the low coverage Neanderthals and 

Chagyrskaya 8 by projecting them onto a principal component analysis (PCA) of Vindija 33.19, 

Altai Neanderthal and Denisova 3, the three deepest diverged archaic lineages with high quality 

genomes currently available. The projected individuals formed a cline towards Vindija 33.19, 
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consistent with their previously reported sharing of a more recent common ancestor than with the 

Altai Neanderthal (Fig. S14). Interestingly, the placement of Thorin fell within the cline but 

further from Vindija 33.19 than any other late Neanderthal individual, suggesting a more distant 

relationship to Vindija 33.19. D-statistics confirmed that Neanderthals from Europe, the 

Caucasus, and Siberia younger than 80 ka shared significantly more alleles with Vindija 33.19 

than with Thorin, and that the Thorin lineage forms an outgroup to those lineages (Figs. 5 & 

S15-S19). The exception was the Neanderthal sample FQ from Gibraltar49, which showed a 

weak but significant signal of excess allele sharing with Thorin, consistent with their closely 

related MT sequences (Figs. 6 & S15-S19). Furthermore, Thorin does not show excess allele 

sharing with modern humans in comparison to all other west Eurasian Neanderthals, indicating 

that the lineage interbreeding with modern humans diverged prior to the Thorin lineage, and 

ruling out the possibility of recent interbreeding with early modern humans at Mandrin cave1 

(Fig. S17). 

We carried out demographic modeling using the site-frequency-spectrum based approach 

implemented in momi2
50, which allows the placement of low coverage individuals onto a 

scaffold inferred from high quality genomes. We first fit a scaffold demography including the 

three high coverage Neanderthals (Altai Neanderthal, Chagyrskaya 8, Vindija 33.19) as well as 

the Denisovan, incorporating previously inferred demographic events8. The low coverage 

samples Thorin and Mezmaiskaya 1 were then added to this scaffold, allowing for a divergence 

from the Vindija 33.19 lineage at any point after the split from the Altai Neanderthal. The best-fit 

model indicates a divergence of the Thorin lineage from Vindija 33.19 at 102,861 years ago 

(95% CI 100,267 - 105,169), considerably earlier than those of Mezmaiskaya 1 (82,617 ya; 95% 

CI 79,313 - 85,606) or Chagyrskaya 8 (79,458 ya; 95% CI 77,600 - 80,892; Fig. 6), and 

consistent with results from D-statistics and mtDNA.  

Using a novel approach to detect runs of homozygosity in low coverage Neanderthal genomes, 

we found evidence for increased homozygosity in the Thorin genome compared to other late 

European Neanderthals. Thorin harbors ~7% of its genome in homozygous segments of 5Mb or 

longer, including 45 Mb (~1.5%) in segments longer than 20Mb indicative of recent inbreeding 

(Figure 7). Taken together, our results suggest small group sizes and long-term genetic isolation 

of the Thorin population from other late Neanderthal populations with genomic data available.  
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Other isolated lineages present 50 ka? 

We further investigated the possibility of population turnover in Europe during the late 

Neanderthal period. Using D-statistics testing whether the late Caucasus lineage of Mezmaiskaya 

2 forms an outgroup to other late European Neanderthals, we find evidence of gene flow with a 

“deep” Neanderthal lineage in the ~43 ka Les Cottés Z4-1514 sample from France (Fig. S18). 

Interestingly, this individual carries a mtDNA lineage most closely related to the Siberian 

Neanderthals from Okladnikov and Chagyrskaya caves, diverging earlier than the clade of 

Vindija-like late Neanderthals sampled to date (Fig. 4). Demographic modeling of Les Cottés 

Z4-1514 and Mezmaiskaya 2 onto the previous best-fitting model revealed that a model with 

gene flow into Les Cottés Z4-1514 from an unsampled ghost lineage diverging ~89 ka provided 

a significantly better fit than one without gene flow (Fig. S24). An alternative model involving a 

ghost lineage constrained to diverging from the Thorin lineage also yielded a poorer fit, with a 

divergence time of the ghost lineage close to the diverging of the Thorin lineage (Fig. S24). Our 

results thus suggest the presence of at least two deeply divergent and isolated lineages in close 

geographic proximity during the late Neanderthal period, subsequently partially replaced by an 

expansion of Vindija-like lineages into western Europe within the last 10,000 years of their 

existence. Interestingly, the eastern European late Neanderthal from Mezmaiskaya cave 

(Mezmaiskaya 2) also shows high levels of homozygosity (Figure 7) , suggesting small group 

sizes were likely also common among late Neanderthals outside the expanding Vindija-like 

population.  

 

Discussion 

Thorin is the most complete Neanderthal individual found in France since 197917 and falls 

amongst a group of other Neanderthals dating to the last millennia of their existence in western 

Europe. So far population genetic analysis of other late Neanderthals has indicated they belonged 

to a single metapopulation with no significant evidence of deep population structure among 

them16. The genome of Thorin sheds new light on the population structure of late Neanderthals 

as our genomic analyses demonstrate that Thorin belongs to a deeply diverging European 

Neanderthal lineage, representing a remnant of earlier European Neanderthals. Interestingly, the 

divergence of this lineage began at ~100-105 ka, during the MIS 5 interglacial, a period that saw 
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fast climatic and environmental changes across Eurasia and repopulation by warm adapted fauna 

through the continent51,52. The timing of this divergence also coincides with a period of 

population replacement detected in northern Spain among Neanderthal populations14. 

Our analysis testing for gene flow between Thorin’s lineage and other known Neanderthal and 

modern human lineages suggests the existence of an isolated group of late Neanderthals in 

western Europe 50 ka. This population is associated with a distinctive PNII lithic tradition1, 

which is continuously attested in the last four Mousterian levels of Mandrin (Levels C2 to B2), 

from 52.9-43.0 ka at 95% CI, overlapping with the final disappearance of Neanderthal 

populations in Eurasia1,4. Thorin therefore likely belonged to one of the last representative 

Neanderthal populations in this area of Mediterranean France, and poses the first direct genomic 

evidence of deep population structure among late European Neanderthals. The genetic 

relationship observed between Thorin and FQ (also indicated in demographic modeling, 

Supplementary Note 4) indicates that the Gibraltar Neanderthals might have been members of an 

extended southwest European metapopulation, and raises the possibility of a much later dating 

for those individuals than previously anticipated49. However, due to sparsity of data from FQ, we 

are unable to draw further conclusions hereof.  

The genetic differences between Thorin and the other Western European Neanderthals may 

signify a major process of population replacement following, or related to, the expansion of 

anatomically modern humans through Europe. Interestingly, Thorin corresponds to the phase of 

Neanderthal reoccupation of Grotte Mandrin after the earliest modern human incursions in 

Europe1,2. The millennia-long genetic isolation of the Thorin-lineage raises new questions of 

relevance to the Neanderthal extinction debate and the types of interactions between the last 

Neanderthals and early H. sapiens in Europe. Additional DNA analyses and secure direct dating 

of late Neanderthal remains are now crucial to understand whether this population was only 

locally spread -in the middle Rhône Valley- or if the Thorin lineage was more widely distributed 

across Europe, as suggested by the Gibraltar connections. The sedimentary autosomal DNA data 

from the Galeria de las Estatuas population was unfortunately not of sufficient coverage to 

establish closer affinity with Thorin. However, the sampling locations of European Neanderthals 

within the mtDNA clade of Thorin, from Iberia (Gibraltar, Galeria de las Estatuas) and southern 

France to Poland (Stajnia) would support a broader distribution, and be consistent with a 

suggested radiation of Neanderthal populations ~105 ka. While it is commonly inferred that the 
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interactions between the first H. sapiens and the last Neanderthals may have played an important 

role in the latter’s extinction in Europe, the unexpected identification of an hitherto unrecognized 

late Neanderthal population reveals a much more complex population structure among late 

Neanderthals and raises new lines of questions to further explore their social or ethological 

organization, which potentially could have played an important role in their later extinction. 

Besides the lineage that is represented by Thorin, our demographic modeling provides indirect 

evidence of another deeply diverged “ghost” lineage present through the French Neanderthal Les 

Cottés. Our demographic modeling suggests that the introgressing lineage diverged some time 

after the Thorin lineage, closer to the divergence of Mezmaiskaya1 and the Siberian individual 

Chagyrskaya8 from the Altai region, with which Les Cottés also shares a closely related MT 

lineage. Whether this ghost lineage forms part of an as yet unknown further radiation of lineages 

after 100 ka but before the classical late Neanderthals remains unknown without a denser 

sampling of genomic data from around that time period. Our results nevertheless suggest a 

minimum of two distinct Neanderthal lineages present in Europe during the late Neanderthal 

period. In the absence of any detectable gene flow between Thorin and other Neanderthal 

lineages after its divergence, we conclude that Thorin represents a lineage that has stayed 

isolated for ~50 ka. Deep cultural and technical specificities distinguishing Rhône Valley late 

Mousterian industries have been long proposed18,19,53, underlining that from MIS 5 to 3 these 

French Mediterranean Neanderthal societies possessed a distinct technical background. These 

cultural traits distinguishing Neanderthal societies from neighboring regions can now be 

paralleled with deep genetic isolations among these societies. Our results thus also shed light 

onto the social organization of Neanderthals, suggesting that small isolated populations with 

limited, and potentially without, inter-group exchange as a possibly more general feature of 

Neanderthal social structure. 
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Figures 

 

 

Fig. 1. (A) Map showing geographic location, ages, and coverage group of Neanderthal fossils 
with genome-wide data used in this study. (B) 3D model of the disposition of the Thorin fossils 
during discovery. Stratigraphic (C) and plan (D) views through Mandrin showing Thorin’s 
discovery location. 
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Fig. 2. The Thorin Neanderthal. Top. View of the mandible in situ when found in September 
2019. Bottom. Virtual reconstruction of the jaw and dental elements of Thorin in tilted (upper 
left), anterior (upper right), and lateral (bottom right and left) views.
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Fig. 3. Bayesian modeling of Mandrin’s Post-Neronian II levels containing Thorin. Top. 
The PN2 phase of the Mandrin Bayesian model used to determine the age of Thorin. The direct 
ages on Thorin comprise an ESR age, a U-series age constrained as a minimum age and three 
pooled mean Hydroxyproline AMS ages). Outliers are included in the format 
[Outlier:posterior/prior]. The boundaries are cross-referenced to the main Bayesian model 
established for the site, and represent the start and end dates of the PN2. Bottom. Comparison of 
the Thorin modeled age against other ‘late’ Neanderthals. Calibrated likelihoods in blue 
represent AMS dates obtained using HYP protocols. ** indicates high or low autosomal 
coverage of the dated specimen. Other likelihoods in black represent dates obtained on bulk or 
ultrafiltered/purified collagen samples. Dates are after refs. 16 and 31-37.

of 

was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprint (whichthis version posted April 10, 2023. ; https://doi.org/10.1101/2023.04.10.536015doi: bioRxiv preprint 



Submitted Manuscript 

30 
 

Fig. 4. Genetic affinities of Thorin Neanderthal with respect to previously published 
archaic hominins. (A) Maximum likelihood tree of mitochondrial DNA sequences. (B) 
Neighbor joining tree of Y chromosome sequences. 
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Fig. 5. Genetic affinities of Thorin. (left) D-statistics of the form D(Altai Neanderthal, Vindija 
33.19; Neanderthal X, Mbuti), showing that all Eurasian Neandertal samples share more alleles 
with Vindija 33.19 than with the Altai Neandertal. Thorin shares relatively more alleles with 
Vindija 33.19 than early European Neanderthals of the putative first radiation (HST, Scladina, 
Estatuas pit 1 Layer 4), but less than the second radiation (Mezmaiskaya 1, Chagyrskaya 8). 
(right) D-statistics of the form D(Vindija 33.19, Thorin; Neanderthal X, Mbuti), showing that  
Neanderthals from Europe, the Caucasus, and Siberia younger than 80 ka share more alleles with 
Vindija 33.19 than with Thorin. The exception is the Gibraltar Neanderthal sample (FQ), which 

shows increased affinity with Thorin. Error bars indicate 3 ✕ standard error (|Z| = 3).
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Fig. 6. Demographic history of the Thorin lineage. (A) Best-fitting demographic model 

relating Thorin to other Neanderthal and Denisovan genomes. Blue branches show point 

estimates, whereas gray transparent branches indicate estimates obtained using 100 

nonparametric bootstrap replicates. (B) Point estimates (dashed line) and density of 100 

parametric bootstrap replicates for divergence time parameters of Thorin, Mezmaiskaya 1 and 

Chagyrskaya 8 Neanderthal genomes from the late European Neanderthal Vindija 33.19. 
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Fig. 7. Runs of homozygosity in Neanderthals. Bar plot showing cumulative total length of 

ROHs ≥ 5Mb in Thorin and other Neanderthal genomes with average genomic coverage

≥ 1.5X. ROH length classes are distinguished by bar colors, with total length in each 

class indicated. 
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