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Analisi paleogenetica dei cacciatori-raccoglitori della Sicilia: 
nuovi dati sul primo popolamento dell’isola 

 
RIASSUNTO - La prima colonizzazione dell’isola è avvenuta dopo l’Ultimo Massimo Glaciale ad opera di piccoli gruppi uma-
ni dell’Epigravettiano finale. La Grotta di San Teodoro (Acquedolci, Messina) e la Grotta d’Oriente (Favignana) sono due 
tra i siti più significativi che permettono di indagare questo argomento. Durante gli scavi effettuati negli anni 1937-1942, la 
Grotta di San Teodoro ha restituito sette individui adulti (ST1-ST7), il campione scheletrico più antico e completo della Sici-
lia. Nella Grotta d’Oriente, le due campagne di scavo (1972 e 2005), hanno restituito quattro sepolture: due attribuite al Pa-
leolitico superiore (Oriente A e C) e due al Mesolitico (Oriente B e X). Lo sviluppo di nuovi protocolli per l’analisi del DNA 
antico (aDNA, ancient DNA) e le metodologie di sequenziamento ultramassivo (NGS, Next Generation Sequencing), hanno reso 
possibile lo studio dei processi di migrazione delle popolazioni umane del passato ad una risoluzione impensabile sino a po-
chi anni fa. Al fine di comprendere meglio le dinamiche del popolamento della Sicilia durante la transizione Paleoliti-
co/Mesolitico, abbiamo analizzato e confrontato tre sequenze mitocondriali complete recuperate dagli individui ST2, Orien-
te C e Oriente B. ST2, conservato presso il Museo Geologico “G.G. Gemmellaro” dell’Università di Palermo, è un cranio 
completo attribuito ad un maschio adulto. ST2 è stato sepolto vicino a ST1, quest’ultimo datato al radiocarbonio a 15.232-
14.126 cal. BP. Oriente C, una femmina rappresentata solo dalla metà superiore dello scheletro, è stata rinvenuta durante gli 
scavi del 2005. Due date al radiocarbonio effettuate su carboni sono coerenti con la strumentazione litica tardo-
epigravettiana ad essa associata, ponendo il campione in un periodo compreso tra i 14.200 e i 13.800 cal. BP. Il campione 
mesolitico Oriente B fu portato alla luce nel 1972. Si tratta di uno scheletro quasi completo attribuito a una femmina adulta, 
datato direttamente al radiocarbonio a 10.683-10.544 cal. BP. Le analisi condotte hanno evidenziato una sorprendente omo-
geneità genetica dei cacciatori-raccoglitori paleo-mesolitici siciliani, e mostrano, inoltre, una forte correlazione tra i nostri 
campioni e i cacciatori-raccoglitori del Paleolitico superiore dell’Italia meridionale, supportando l’ipotesi che i primi umani 
arrivati in Sicilia possano aver avuto origine da gruppi epigravettiani migrati dalla penisola dopo l’Ultimo Massimo Glaciale . 
 
SUMMARY - PALEOGENETICS OF HUNTER-GATHERERS FROM SICILY: NEW INSIGHTS INTO THE EARLY PEOPLING OF THE IS-

LAND - The first undisputed colonization of the island has been linked to Late or Final Epigravettian groups after the Last 
Glacial Maximum (LGM), as evidenced by the fossil record. Two significant sites to investigate this issue are the Grotta di 
San Teodoro (Acquedolci, Messina) and the Grotta d’Oriente (Favignana island). The Grotta di San Teodoro has yielded the 
oldest and largest human skeletal sample yet found in Sicily. Inside the cave, during field excavations carried out in the 1937-
1947 years, seven human adults have been discovered (ST1-ST7). In the Grotta d’Oriente four prehistoric burials assigned 
to Late Upper Paleolithic (Oriente A and C) and Mesolithic (Oriente B and X) were unearthed during two campaign of ex-
cavations (1972 and 2005). Thanks to the recent development of new methods for the analysis of ancient DNA (aDNA) 
coupled with Next Generation Sequencing technologies (NGS), it is nowadays possible to go deep inside the migration 
movements of human past populations. In order to better understand the peopling dynamics of Sicily during the Late Upper 
Paleolithic and Mesolithic, we analyzed and compared three complete mitochondrial genome sequences of ST2, Oriente C 
and Oriente B specimens. ST2 is an almost complete cranium attributed to a male, housed at the “G.G. Gemmellaro” Geo-
logical Museum of the University of Palermo. The ST2 individual was buried near the ST1 skeleton, which was radiocarbon 
dated to 15,232-14,126 cal. BP. Oriente C individual was found during excavations of 2005. Two radiocarbon dates on char-
coals are consistent with typical Late Epigravettian stone assemblages and refer Oriente C, a female only represented by the 
upper half of the skeleton, to a period spanning about 14,200-13,800 cal. BP. The Mesolithic Oriente B was unearthed in 
1972. This individual, an almost complete skeleton attributed to an adult female, has been directly dated to 10,683-10,544 
cal. BP. Paleogenetic analysis reveals a significant homogeneity in Sicilian Paleo-Mesolithic hunter-gatherers, and our data 
suggest a strong genetic relationship with Upper Paleolithic hunter-gatherers from Southern Italy, supporting the hypothesis 
that the first humans to arrive in Sicily could have originated from Epigravettian groups that migrated from the Italian pen-
insula soon after the LGM. 
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INTRODUZIONE 
 
Il primo popolamento della Sicilia è un tema 

piuttosto dibattuto che continua a stimolare la ri-
cerca antropologica e archeologica (Sineo et Alii 
2015). Come dimostrato dal record fossile, la pri-
ma colonizzazione dell’isola è avvenuta successi-
vamente all’Ultimo Massimo Glaciale ad opera di 
piccoli gruppi umani dell’Epigravettiano finale 
che hanno attraversato quello che oggi è lo Stret-
to di Messina. La Grotta di San Teodoro (Ac-
quedolci, Messina) e la Grotta d'Oriente (Favi-
gnana) sono due tra i siti più significativi all’in-
terno del panorama preistorico siciliano che per-
mettono di indagare questo argomento. 

Durante i numerosi scavi sul campo effettuati 
tra il 1937 e il 1942, il sito della Grotta di San 
Teodoro ha restituito sette individui adulti (ST1-
ST7), il campione scheletrico più antico e com-
pleto della Sicilia (Graziosi e Maviglia 1946). 
Gran parte dei reperti sono stati attribuiti al Pa-
leolitico superiore, tuttavia vi sono evidenze di 
frequentazione successive, in epoca Neolitica. La 
datazione del cranio ST1, effettuata mediante 
AMS 14C, ha permesso di stabilire una cronolo-
gia di 14.800 anni BP (Mannino et Alii 2011), 
coerente con l’industria litica rinvenuta assegnata 
all’Epigravettiano finale (Vigliardi 1968).  

La prima segnalazione della Grotta d’Oriente 
si deve a Giovanni Mannino che, dopo un primo 
sopralluogo del 1969, iniziò gli scavi nel 1972 
(Mannino 1972, 2002). Successivamente gli scavi 
del 2005 condotti dall’Università di Firenze in 
collaborazione con il Museo e Istituto Fiorentino 
di Preistoria, hanno evidenziato segni di frequen-
tazione umana del sito dall’Epigravettiano fino ad 
epoca storica (Lo Vetro e Martini, 2006; Martini 
et Alii 2012). Complessivamente le campagne di 
scavo del 1972 e del 2005 hanno riportato alla lu-
ce quattro sepolture preistoriche: due relative al 
Paleolitico superiore (Oriente A e C) e due Meso-
litiche (Oriente B e X) (Mannino 1972; Lo Vetro 
e Martini, 2006; Martini et Alii 2012).  

Recentemente, lo sviluppo di nuovi protocolli 
per l’analisi del DNA antico (aDNA, ancient 
DNA) insieme con le metodologie di sequenzia-
mento ultramassivo (NGS, Next Generation Se-
quencing), hanno reso possibile lo studio degli 
eventi di colonizzazione e dei processi di migra-
zione delle popolazioni umane del passato ad una 
risoluzione impensabile sino a pochi anni fa (Ma-

ricic et Alii 2010; Dabney et Alii 2013). In partico-
lare l’analisi di genomi mitocondriali riferibili al 
Paleolitico superiore e Mesolitico ha consentito 
di esplorare la diversità genetica dei primi abitanti 
delle isole del Mediterraneo (Posth et Alii 2016; 
Catalano et Alii 2020; Modi et Alii 2017, 2020). Al 
fine di comprendere meglio le dinamiche del po-
polamento della Sicilia durante la transizione Pa-
leolitico/Mesolitico, abbiamo analizzato e con-
frontato tre sequenze mitocondriali complete re-
cuperate dagli individui ST2, Oriente C e Oriente 
B. I dati presentati evidenziano una profonda 
omogeneità genetica nei cacciatori-raccoglitori Si-
ciliani e supportano l’ipotesi che i primi abitanti 
dell’isola possano aver avuto origine da gruppi 
epigravettiani migrati dalla penisola dopo l’Ultimo 
Massimo Glaciale. 

 
 
MATERIALI 
 
Grotta di San Teodoro 
 
La Grotta di San Teodoro si apre alla base di 

Pizzo Castellaro a circa 140 m s.l.m. presso San 
Fratello Acquedolci (ME) (fig. 1). Conosciuta fin 
dalla seconda metà dell’Ottocento, la essa rappre-
senta uno dei siti più importanti per lo studio del-
le dinamiche di popolamento della Sicilia a partire 
dal Paleolitico superiore (Sineo et Alii 2015). È 
inoltre sede di uno dei più ricchi depositi di faune 
pleistoceniche dell’area mediterranea (Bonfiglio et 
Alii 2001). Dalla Grotta di San Teodoro com-
plessivamente sono stati recuperati sette distinti 
individui (ST1-ST7); attualmente due di essi 
(ST1-ST2) sono conservati presso il Museo Geo-
logico “G.G. Gemmellaro” dell’Università di Pa-
lermo, quattro presso il Museo Fiorentino di 
Preistoria “P. Graziosi” e uno presso il Museo 
Civico di Storia Naturale di Milano. Il campione 
analizzato nel presente studio è un’incudine sini-
stra recuperata dall’individuo ST2 in occasione di 
una recente attività di restauro (Carotenuto et Alii 
2013). 

ST2, scoperto da C. Maviglia durante la prima 
campagna di scavo nel 1938 e portato alla luce 
l’anno successivo da P. Graziosi e C. Maviglia, e 
oggi conservato presso il Museo Geologico 
“G.G. Gemmellaro” dell’Università di Palermo, è 
rappresentato da un cranio completo attribuito 
mediante  analisi  morfometrica   ad  un  maschio  
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adulto e cronologicamente vicino a ST1, recen-
temente datato al radiocarbonio a 15.232-14.126 
cal. BP (Mannino et Alii 2011).  

 
Grotta d’Oriente  
 
La Grotta d’Oriente è una piccola cavità situa-

ta sull’Isola di Favignana (TP) a ca. 5 km a NW 
dalla costa siciliana (fig. 1). La grotta si apre ai 
piedi di una falesia della Montagna Grossa, a ca. 
40 m s.l.m. Il primo scavo venne eseguito sotto la 
direzione di Giovanni Mannino nel 1972 (Man-
nino 1972). Una campagna di scavo più recente è 
stata condotta nel 2005 dall’Università di Firenze 
in collaborazione con il Museo e Istituto Fioren-
tino di Preistoria (Lo Vetro e Martini 2006; Mar-
tini et Alii 2012). Durante lo scavo del 1972 sono 
state ritrovate due sepolture, Oriente A e Oriente 
B (Mannino 2002). Oriente A è un individuo ma-
schio adulto riferibile al Mesolitico, ma più pro-
babilmente Epigravettiano, rappresentato da po-
chi resti cranici e da una mandibola incompleta. 
Oriente B è uno scheletro quasi completo attri-
buito a una femmina adulta, datato direttamente 

al radiocarbonio a 10.683-10.544 cal. BP. Altri 
elementi scheletrici rinvenuti nel 1972 sono stati 
attribuiti ad un individuo mesolitico, Oriente X, 
datato al radiocarbonio a 9690- 9530 cal. BP 
(Mannino et Alii 2012). La quarta sepoltura, 
Oriente C, rinvenuta durante gli scavi condotti 
nel 2005 dell’Università di Firenze, è una femmi-
na rappresentata solo dalla metà superiore dello 
scheletro. Due date al radiocarbonio effettuate 
sui carboni presenti nello strato, sono coerenti 
con la strumentazione litica tardo-epigravettiana 
associata a Oriente C, ponendo il campione in un 
periodo compreso tra i 14.200 e i 13.800 cal. BP.  

Per le analisi paleogenetiche sono stati utiliz-
zati l’astragalo destro di Oriente B e un frammen-
to di osso lungo di Oriente C. 

 
 
METODI  
 
Analisi paleogenetica 
 
Le analisi genetiche sono state svolte nei labo-

ratori di Antropologia Molecolare e Paleogenetica 

Fig. 1 - Campioni paleo-mesolitici analizzati. 
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del Dipartimento di Biologia dell’Università di 
Firenze, dedicati esclusivamente all’analisi del 
DNA antico. Durante tutte le fasi sperimentali 
sono stati seguiti criteri di controllo stringenti al 
fine di prevenire contaminazioni da parte di 
DNA moderno. Controlli negativi sono stati in-
seriti in fase di estrazione del DNA e di prepara-
zione delle librerie genomiche. L’approccio spe-
rimentale utilizzato ha visto l’applicazione di me-
todologie di analisi di nuova generazione basate 
su NGS al fine di sequenziare e ricostruire 
l’intero genoma mitocondriale. Questo tipo di 
analisi, oltre a fornire informazioni genetiche re-
lative alla sequenza del DNA mitocondriale del 
campione (utili per l’analisi filogenetica), permette 
di ottenere delle stime sul grado di preservazione 
del materiale genetico endogeno antico, e 
sull’incidenza delle contaminazioni da parte di 
DNA esogeno di origine moderna. 

La pulizia dei tre reperti è stata effettuata me-
diante rimozione dei residui di terra presenti sulla 
superficie esterna dei campioni. I reperti sono 
stati successivamente irradiati con raggi UV a 245 
nM per 45 minuti su ciascun lato così da rimuo-
vere il DNA esogeno di natura prevalentemente 
batterica. Per ciascun campione sono stati pro-
dotti circa 50 mg di polvere d’osso successiva-
mente utilizzati per l’estrazione del DNA secon-
do il protocollo pubblicato da Dabney et Alii 
(2013), messo a punto per ottimizzare la resa di 
estrazione per quei casi in cui il materiale biologi-
co di partenza è scarso e il DNA frammentato. 
Venti µl di estratto sono poi stati utilizzati per la 
preparazione delle librerie Illumina dual-index: 
anche in questo caso è stato seguito un protocol-
lo modificato specifico per il DNA antico (Meyer 
e Kircher, 2010). Un trattamento parziale con 
uracil DNA glicosilasi è stato utilizzato nella pre-
parazione della libreria di ST2 (Rohland et Alii 
2015). Le librerie così ottenute sono state purifi-
cate con kit MinElute (Qiagen) e i risultati analiz-
zati all’Agilent BioAnalyzer 2100 (chip 

DNA1000), così da valutare il profilo quantitati-
vo e qualitativo dei campioni prima dell’arricchi-
mento mediante cattura. 

Il DNA mitocondriale è stato selezionato dal 
pool di molecole presenti nella libreria seguendo 
un protocollo di cattura che prevede l’utilizzo di 
sonde custom prodotte a partire da DNA mito-
condriale moderno amplificato mediante long-
range PCR, frammentato in porzioni di circa 300 
bp (base pairs) e infine biotinilato (Maricic et Alii 
2010). L’ibridazione sonde-DNA target è stata 
svolta per due notti a 65°C. Dopo la rimozione 
dei frammenti che non si sono ibridati, il DNA 
target è stato staccato dalle sonde mediante dena-
turazione con idrossido di sodio, purificato con 
kit MinElute ed infine arricchito mediante 15 cicli 
di PCR utilizzando il kit Herculase II Fusion 
DNA Polymerase in modo da raggiungere una 
concentrazione necessaria per il sequenziamento. 

I prodotti di cattura sono stati quindi sequen-
ziati su piattaforma Illumina NovaSeq 6000 con 
2x50+8+8 cicli sfruttando la strategia paired-end, 
in modo da ottenere la lettura di entrambi i fila-
menti del DNA.  

 
 
Analisi bioinformatica 
 
L’analisi bioinformatica, mirata alla ricostru-

zione del genoma mitocondriale, è stata svolta 
utilizzando il software EAGER (Peltzer et Alii 
2016). Il primo passaggio prevede il trimming degli 
adattatori e il merging delle reads ottenute dal se-
quenziamento paired-end.  
Questo passaggio permette di ricostruire l’intera 
sequenza di ciascuna molecola e, contempora-
neamente, di escludere dalla analisi successive tut-
ti i frammenti più lunghi di 140 bp, con maggior 
probabilità derivanti da contaminazione, e quelli 
con quality score inferiore a 30. Contemporanea-
mente sono stati esclusi tutti i frammenti più cor-
ti di 30 bp, poiché per i  frammenti  troppo  corti  

Campione 
mtDNA 

Coverage 

Depth of 

Coverage 

C >T 

(%) 

Lunghezza 

media framm. 

(bp) 

Stima di 

contaminazione 

(%) 

Aplogruppo 

Oriente B 100% 33,3X 21,89 55 1 U2’3’4’7’8’9 

Oriente C 98% 54X 22,30 50,20 2 U2’3’4’7’8’9 

ST2 100% 301X 20,45 51,41 2 U2’3’4’7’8’9 
 
Tab. I - Risultati dell’analisi bioinformatica per la ricostruzione del genoma mitocondriale. 
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Fig. 2 - Albero filogenetico Maximum Parsimony ottenuto dal confronto tra sequenze mitocondriali antiche e moderne. La 
radice (Feldhofer 2-Neandertal) e 16 sequenze moderne africane sono state rimosse per motivi di spazio. In blu campioni 
siciliani sequenziati ad oggi. Il “Clade Siciliano” U2’3’4’7’8’9 è rappresentato dalle sequenze ottenute in questo studio e da 
quelle di due individui provenienti dalla Grotta dell’Uzzo (van de Loosdrecht et Alii 2020). 
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risulta difficile identificarne l’esatta posizione sul 
genoma di riferimento. Le reads così filtrate sono 
state allineate e mappate sulla sequenza di riferi-
mento del genoma mitocondriale umano (revised 
Cambridge Reference Sequence, rCRS) utilizzando Cir-
cularMapper, un tool di mappaggio iterativo svi-
luppato appositamente per i genomi circolari, 
come il DNA mitocondriale. Dopo la rimozione 
dei duplicati di PCR, la sequenza consenso è stata 
ricostruita mediante VCF2 Genome: per avere la 
massima confidenza di chiamata, sono state uti-
lizzate solo le reads con una qualità di mappaggio 
maggiore o uguale a 30. L’autenticità della se-
quenza consenso ottenuta è stata valutata attra-
verso l'analisi dei pattern di degradazione alle 
estremità delle molecole di DNA e identificando 
le posizioni diagnostiche specifiche che differi-
scono da un database di 311 mtDNA umani mo-
derni. La stima delle sostituzioni nucleotidiche C 
>T e G >A alle estremità 5’ e 3’ dei filamenti è 
stata effettuata sfruttando il software mapDama-
ge2.0 (Jónsson et Alii 2013). Per stimare la pro-
porzione di molecole contaminanti/autentiche 
che hanno generato il dato di sequenza, è stato 
utilizzato un metodo likelihood-based (Fu et Alii 
2013). Sfruttando un approccio di tipo bayesiano, 
è stata calcolata la stima di contaminazione con-
frontando le reads del campione con la rispettiva 
sequenza consenso e con 311 genomi mitocon-
driali umani moderni, rappresentativi delle possi-
bili sequenze contaminanti. 

 
Analisi filogenetica 
 
L’aplogruppo mitocondriale è stato determi-

nato mediante l’utilizzo del software Haplogrep2 
(van Oven 2015). I tre genomi mitocondriali so-
no stati così confrontati e allineati con 53 se-
quenze umane mitocondriali moderne (Ingmann 
et Alii 2000) e con 70 sequenze di campioni pa-
leolitici e mesolitici europei, utilizzando il soft-
ware MUSCLE (Edgar 2004). La sequenza nean-
dertaliana di Feldhofer 2 (Briggs et Alii 2009) è 
stata inclusa nell’analisi filogenetica come outgroup. 
Attraverso l’uso del software MEGA X (Kumar 
et Alii 2018) è stato costruito un albero filogene-
tico Maximum Parsimony. La validità statistica 
dell’analisi è stata successivamente misurata me-
diante l’approccio del bootstrap con 1000 iterazio-
ni. Infine per stimare il tempo di divergenza 
dell’aplogruppo mitocondriale abbiamo effettua-

to un’analisi bayesiana usando il software BEAST 
v.2.6.2 (Bouckaert et Alii 2019). 

 
 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
I dati genetici che abbiamo ottenuto dai tre 

reperti paleo-mesolitici hanno reso possibile la 
ricostruzione dell’intero genoma mitocondriale 
con una copertura che va dal 33,3X al 301X gra-
zie alla quale possiamo essere certi della bontà 
delle chiamate nucleotidiche sulla sequenza con-
senso. La dimensione media dei frammenti se-
quenziati cade nel range 50-55 bp. Le analisi di va-
lutazione delle contaminazioni inoltre, hanno 
messo in evidenza un pattern di deaminazione in 
linea con l’età dei reperti (Sawyer et Alii 2012) e 
un’incidenza delle contaminazioni estremamente 
bassa, inferiore al 2% (tab. 1). 

Questi parametri ci permettono di considerare 
autentiche le sequenze mitocondriali ottenute. 

I tre genomi mitocondriali sono stati assegnati 
all’aplogruppo U2’3’4’7’8’9 con pochissime diffe-
renze tra essi (tab. 1). Nell’Europa continentale 
questo aplo-gruppo è stato ritrovato in Spagna 
(Balma Guilanya) e in Francia (Rigney 1) (Posth 
et Alii 2016; Villalba-Mouco et Alii 2019). In Italia 
l’aplogruppo U2’3’4’7’8’9 è presente in campioni 
paleo-mesolitici provenienti dalla Grotta Paglicci 
e dalla Grotta dell’Uzzo, e recentemente è stato 
ritrovato in un campione proveniente dal sito 
epigravettiano di Riparo Tagliente (Posth et Alii 
2016; van de Loosdrecht et Alii 2020; Bortolini et 
Alii 2021).  

Dai nostri risultati emerge che l’aplogruppo 
U2’3’4’7’8’9 è l’unica linea mitocondriale presente 
in Sicilia nelle prime fasi di popolamento 
dell’isola tra la fine del Pleistocene e l’inizio 
dell’Olocene. Le sequenze da noi ottenute insie-
me a quelle della Grotta dell’Uzzo (van de Loo-
sdrecht et Alii 2020) formano, a 
causa della loro affinità genetica, un “Clade Sici-
liano” la cui divergenza dalla linea mitocondriale 
U2’3’4’7’8’9 continentale è stata da noi stimata 
circa 18.492 anni fa (Modi et Alii 2021) (fig. 2). I 
nostri dati quindi evidenziano una sorprendente 
omogeneità genetica dei cacciatori-raccoglitori 
paleo-mesolitici siciliani e mostrano, inoltre, una 
forte correlazione tra i campioni oggetto di inda-
gine e i cacciatori-raccoglitori del Paleolitico su-
periore dell’Italia meridionale, per altro già sup-
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portati dagli studi di morfometria geometrica 
(D’Amore et Alii 2009, 2010). 

In conclusione le sequenze mitocondriali e la 
datazione molecolare dell’emergenza del “Clade 
Siciliano” aggiungono ulteriori evidenze all’ipote-
si che i primi umani arrivati in Sicilia possano 
aver avuto origine da gruppi epigravettiani migra-
ti dalla penisola dopo l’Ultimo Massimo Glaciale. 

 
 
 
(Per l’accesso ai materiali gli autori ringraziano Cate-

rina Greco e Vittoria Schimmenti del Museo Archeologi-
co Regionale “A. Salinas” di Palermo, Pietro Di Stefano 
e Carolina Di Patti del Museo “G.G. Gemmellaro” 
dell’Università Palermo, Fabio Martini e Domenico Lo 
Vetro, del Dipartimento SAGAS dell’Università di Fi-
renze. La ricerca è stata supportata dal progetto “1000 
Ancient Italian Genomes: Evidence from ancient biomo-
lecules for unravelling past human population Dynamics 
(AGED)”, finanziato dal Ministero dell’Università e 
della Ricerca PRIN 2017 (20177PJ9XF_005.) 
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