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Kasutatud lithendid

Fsr — fikseerumisindeks (fixation index), mis vordleb alampopulatsioonide ja

metapopulatsiooni heterosiigootsust

GRCh37 — Genoomi Referentsi Konsortsiumi inimese genoomi 37. versioon (Genome

Reference Consortium human 37)
HVS — hiipervarieeruv segment (hypervariable segment)
LBK — joonkeraamika kultuur (Linearbandkeramik)
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Nem— meeste efektiivne populatsioonisuurus (male effective population size)

rCRS — parandatud Cambridge’i referentsjarjestus (revised Cambridge reference sequence)



Sissejuhatus

Neoliitikumis joudsid Lahis-Idast Euroopasse polluharimine ja karjakasvatus, millega
kaasnesid olulised muutused paljudes eluvaldkondades. Kirjeldatud uuenduste perioodi
nimetatakse neoliitiliseks transitsiooniks ning selle modjusid inimeste geneetilisele
mitmekesisusele on tdnapdevase DNA pdhjal uuritud juba pikka aega. Viimasel kiimnendil on
hakatud teemat lahkama ka vana DNA andmetele toetudes, kuid siiani pohiliselt Kesk-
Euroopa ja vihem ka Louna-Euroopa ning Skandinaavia proove kasutades. Ida-Euroopa

proovide analiiiisitulemusi on seni avaldatud viga véhe.

Kammkeraamika kultuur tekkis ~6000 aastat tagasi (a.t.) Lddnemerest itta jadvatel aladel ja
levis Pdhja-Rootsi ja Valgeveneni ning ulatus idas Karjala, Peterburi ja Pihkvani. Kultuur,
mille esindajad elatusid kiittimisest-korilusest ja kalapiiligist, on oma nime saanud
kammilaadse templiga savindude kaunistamise jdrgi. Umbes 5000 a.t. joudis Eesti
territooriumile Ida-Euroopa steppides alguse saanud ning Kesk-Euroopast Skandinaavia ja
Ida-Euroopani ulatunud noorkeraamika ehk venekirveste kultuur, mille esindajad tegelesid
polluharimise ja karjakasvatusega. Noorivajutustega kaunistatud savindude voi vene kujuliste
kivikirveste jiargi nimetatud kultuur ei asendanud kammkeraamika kultuuri koheselt, vaid

eksisteeris sellega pikka aega paralleelselt.

Kéesolev t00 on osa pikemaajalisest vana DNA projektist, milles vaadeldakse kdnealust
perioodi Eestis ning iritatakse vilja selgitada, kas pdlluharimine ja karjakasvatus joudsid
koos noorkeraamikakultuuriga siia pdhiliselt migratsiooni voi kultuuritilekande tulemusena.
Magistritod konkreetseteks eesmérkideks on eraldada ja sekveneerida kamm- ja
ndorkeraamika kultuuride esindajate hammastest DNA, teha kindlaks sekveneeritud proovide
mitokondriaalse DNA haplogrupid, vorrelda neid varem publitseeritud sama perioodi
proovide tulemustega ning vaadelda leitud haplogruppide olemasolevates andmebaasides

esinevate alamharude levikut tdnapdeva Euroopas.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Mitokondriaalne DNA

1.1.1. Uldiseloomustus

Inimese mitokondriaalne DNA (mtDNA) on 16 568 aluspaari pikkune kaheahelaline
rongaskromosoom (Anderson et al., 1981; Andrews et al., 1999), mis ei rekombineeru ja
parandub jérglastele ainult emalt, vdimaldades uurida emaliinis toimunud evolutsioonilisi

muutuseid.

Mitokondriaalne DNA on heaks vahendiks inimkonna geneetilise varieeruvuse tekke
rekonstrueerimisel ka seetdttu, et see evolutsioneerub oluliselt kiiremini kui tuumagenoom
(Brown et al., 1979). Mitokondri genoomi kontrollregiooni ehk mittekodeeriva osa (HVSI ja
HVSII) mutatsioonikiirus on HVSI regioonis 1,8x107 (Forster et al., 1996) ja puhastava
valikuga arvestades kontrollregioonis tervikuna 9,88x10™ (Soares et al., 2009) mutatsiooni
nukleotiidi kohta aastas. Kodeeriva osa (positsioonid 577-16023) mutatsioonikiirus on
kontrollregiooni omast viiksem — kdigi asendustega arvestades 1,26x10™® (Mishmar et al.,
2003) ning ainult siinoniiiimseid asendusi vaadeldes 3,5x10™ mutatsiooni nukleotiidi kohta
aastas (Kivisild ef al., 2006). Neoliitiliste ja pronksiaegsete proovide pohjal kalibreeritud
kogu mtDNA keskmine mutatsioonikiirus on 2,4x10™® asendust nukleotiidi kohta aastas
(Brotherton et al., 2013) ning kasutades proove eri ajapunktidest viimase 40 000 aasta
jooksul, 2,67x10® asendust nukleotiidi kohta aastas (Fu et al., 2013). Mitokondri genoom on
ka asutajaefekti ja geenisiirde poolt autosomaalsest DNA-st enam mdjutatud (Underhill ja

Kivisild, 2007) ning voimaldab seeldbi tuvastada populatsiooni demograafilist ajalugu.

Mitokondriaalse DNA geograafilist hajuvust suurendab patrilokaalsus (Seielstad ef al., 1998).
Naiste suur migratsioonisagedus mingis konkreetses piirkonnas ei mojuta siiski
populatsioonide struktuuri globaalsel skaalal ning maailma keskmine populatsioonidevaheline
varieeruvus (fikseerumisindeks Fst — fixation index) on mtDNA-1 (0,382) ja Y-kromosoomil

(0,334) sarnane (Wilder et al., 2004).

1.1.2. Fiilogenees

Anatoomiliselt moodsa inimese mtDNA fiilogeneetilise puu kuus koige siigavamat
hargnemist eristavad tdnapdeva Aafriklasi. Need puu harud ehk haplogrupid tihistatakse LO—
L6 (Salas et al., 2002). Haplogrupp L3 sisaldab kahte haru M ja N, mis joudsid Euraasiasse

umbes 50 000 a.t. ja panid aluse kogu iilejidinud maailma emaliinidele (Quintana-Murci et al.,
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1999). Haplogrupp M esineb tdnapdeval Aasias ning N nii Aasias kui Euroopas. Haplogrupp
N holmab endas superhaplogruppi R, haplogruppe A, S ja X ning alamhaplogruppide N1, N2
ja N9 all haplogruppe I, W ja Y. Superhaplogrupp R omakorda sisaldab iilemhaplogruppi RO,
haplogruppe J ja T, B, P ning U ja alamhaplogrupi R9 all haplogruppi F. Ulemhaplogrupi RO
alla kuulub haplogrupp HV, mis hdlmab haplogruppi H ja alamhaplogrupi HVO all
haplogruppi V. Haplogrupi U alamharu U8 sisaldab haploguppi K (Maca-Meyer et al., 2001;
Kivisild et al., 2002; van Oven ja Kayser, 2009) (joonis 1).

Ténapdeval kasutatakse mtDNA analiilise 1dbi viies enim pidevalt uuendatavat mtDNA

taielikku fiilogeneesipuud sisaldavat veebisaiti PhyloTree (van Oven ja Kayser, 2009).
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Joonis 1. Mitokondriaalse DNA lihtsustatud fiilogeneesipuu. Oranziga taustaga Aafrika-spetsiifilised liinid,
lillaga Aasias levinud makrohaplogrupp M, helesinisega Aasias ja Euroopas levinud makrohaplogrupp N ning
rohelisega selles sisalduv superhaplogrupp R. Suure tdrniga on mérgitud puu juur. Térnikestega margistatud

liinid hdlmavad kaiki iilejdédnud vastava haplogrupi alamhaplogruppe (van Oven ja Kayser, 2009).
1.2. Vaadeldavad ajalooperioodid Eestis

1.2.1. Mesoliitikum

Mesoliitikum algas Eesti aladel umbes 9700 aastat eKr, kui 16ppes viimane jddaeg. Vanimad
inimasustuse jdljed périnevad Parnu kandist Pullist, kuhu asuti elama umbes 8600 a eKr.
8500-7000 a eKr kestnud Kunda Lammasmaée asulakoha jérgi nime saanud Kunda etapi ajal
elati pohiliselt siseveekogude &didres, kus tegeleti kiittimise, kalastamise ja korilusega.

Jargnenud Sindi-Lodja (7000-5500 a eKr) ja Narva (5500—4000 a eKr) etappide ajal asuti



elama ka rannikule, mistdottu toonaste inimeste toidusesse lisandusid merekalad ja
mereimetajad. Hiilgeid kiittides jouti suhteliselt kaugele merele, ilmselt tinu millele avastati
kiviaegsest rannajoonest kiimnete kilomeetrite kaugusele jadnud laiud ning saared (Kriiska,
2014). Umbes 5500 aastat eKr alustati Eesti aladel juba keraamika valmistamisega (Kriiska,
2014), kuid sellega ei kaasnenud suuri muutusi asustuses, majanduses ega

ithiskonnakorralduses (Kriiska, 2015).

1.2.2. Neoliitikum

Varem rddgiti Eesti neoliitikumi algusest seoses savindude kasutuselevotuga, kuid kaasaegsed
arheoloogid loevad neoliitikumi alguseks esimesi katsetusi kultuurtaimede kasvatamises
umbes 4000 aastat eKr. Neoliitikum jagatakse kolme alaperioodi, millest esimene,
varaneoliitikum, ja&b vahemikku 4000-3500 a eKr ning on seotud kammkeraamika kultuuri
kasutuselevotuga, mille esindajad elatusid pdhiliselt kalapiiiigist ja kiittimisest-korilusest,
kuid katsetasid veidi ka teraviljakasvatusega. Keskneoliitikumis (3500-2900 a eKr) toimus
jagunemine véiksemateks kultuuripiirkondadeks. Peatiikis 1.4 késitletava neoliitilise
transitsiooni perioodiks vOib Eesti aladel pidada hilisneoliitikumi (2900-1800 a eKr), mil
kammkeraamika kultuuri korvale tekkinud nodrkeraamika kultuuris hakati pohilise
elatusallikana tegelema viljelusmajandusega, mis tdhendas teraviljakasvatuse osakaalu
suurenemist ning kariloomade pidamisega alustamist. Neoliitikum 10ppes ~1800 a eKr, mil

seoses pronksist tooriistade kasutuselevotuga algas pronksiaeg (Kriiska, 2015).

1.3. Uuritavad arheoloogilised kultuurid

1.3.1. Kammkeraamika kultuur

1.3.1.1. Arheoloogia

Kammkeraamika kultuur tekkis ~4000 aastat eKr suhteliselt iiheaegselt Ladnemerest itta
jaavatel aladel ning levis pdhjasuunal Rovaniemi ja PShja-Rootsini, idas Venemaa Karjala,
Peterburi ja Pihkva piirkondadeni ning 1dounas Ida-Leedu ja Liaine-Valgeveneni.
Kammkeraamika kompleks tekkis eelkdige kultuurimuutuse tagajérjel, kuigi vilistada ei saa
ka immigratsiooni mdju osades piirkondades (Kriiska, 2015). Tiitipiline kammkeraamika, mis
sai oma nime kammilaadse templiga savindude kaunistamise jérgi (Jaanits, 1982), muutus
suhteliselt kiiresti erindoliseks, mistottu voib alates 3700. a eKr rddkida mitmete
alamtiitipidega hilisest kammkeraamikast (Kriiska, 2015). Tiiiipilise kammkeraamika
savindud olid kaunistatud vaheldumisi kammivajutuste ja lohkude ridadega (Jaanits, 1982),

mis katsid kogu ndu pealispinna, ulatudes teinekord ka sisekiiljele (Kriiska, 2015) (joonis 2).
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Kultuuri esindajad liikusid palju ringi, kuna tegelesid kiittimise ja korilusega, kuid ehitasid
plisivamatesse asulakohtadesse juba viikseid suhteliselt vastupidavaid siivendatud pdhjaga
maju, millesse pdrast pikematel toiduhankimisretkedel onnides ja liihematel retkedel
varjualustes 00bimist naaseti (Jaanits, 1982; Kriiska, 2014). Taolisted asulad koosnesid

iildjuhul kuni 5 majast ning neis elas kokku monikiimmend inimest (Jaanits, 1982).

Joonis 2. Kammkeraamikale omase savinou Killud

(Wikimedia Commons).

Eesti kammkeraamika vanimad dateeringud périnevad Sindi-Lodja III ja Jigala Joesuu I
asulakohtadest (vastavalt 3900 ja 3700 a eKr) (Kriiska, 2015). Kuna kammkeraamika kultuuri
esindajad elasid pohiliselt mere, jogede ja jarvede &déres, enamasti veepiiri ldhedal liivasel
pinnasel, elatusid nad suures osas kalapliiigist ja kiittisid ka mereimetajaid (Jaanits, 1982).
Kammkeraamika kultuuri inimesed hakkasid Eestis esimestena katsetama ka teravilja-
kasvatusega (Kriiska, 2014), omandades selleks oskusi ilmselt Kesk-Euroopa voi Lduna-
Skandinaavia varastelt polluharijatelt. Maaharimine oli sellegi poolest kammkeraamika
kultuuri esindajate seas vihelevinud, jaddes piiratuks nii viljade hulga kui kasutatavate maa-
alade poolest (Kriiska, 2015). Toenditeks kontaktidest kaugemate piirkondadega on tollal
Eestis laialdaselt levinud materjalid tulekivi, merevaik ja metatuff, mis périnesid vastavalt
Ladne-Venemaalt ja LoOuna-Leedust/Valgevenest, Lédne-Litist ja L&adne-Leedust ning
Karjalast Adnisjirve piirkonnast (Jaanits, 1982; Kriiska, 2014). Surnute matmises esines
Eestis erinevusi, kuid kdige enam on leitud selili véljasirutatud asendis peaga ldounakagusse
maetuid, kusjuures meeste ja naiste vahel erinevusi tdheldatud ei ole (Kriiska, 2015).
Hauapanustena on leitud tdoriistu ning mitmesugustest materjalidest (luu, hammas, merevaik,
kivi) loomakujulisi ripatseid ja kaelaehteid, millel oli ilmselt seos usundiga (Jaanits, 1982).
Leitud hauad paiknesid tihti eluasemetes tuleaseme liheduses, kuid matuseid on leitud véhe,
millest voib jdreldada, et enamik surnuid maeti asulast eemale (Jaanits, 1982), jdeti hoopis
metsa maapinnale voi pandi puude otsa (Kriiska, 2014).
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1.3.1.2. Geneetika

Eesti asub kammkeraamika kultuuri levikupiirkonna 144nepiiril, mis tdhendab, et kdnealust
kultuuri ei esinenud Kesk-Euroopas, Louna-Euroopas ega Skandinaavias — piirkondades, kust
parineb valdav enamus senini analiilisitud Euroopa vana DNA leidudest. Sellest tulenevalt ei
onnestunud leida iihtegi publikatsiooni, milles oleks tutvustatud kammkeraamika kultuuri

esindajate DNA-uuringute tulemusi.

1.3.2. Noorkeraamika kultuur

1.3.2.1. Arheoloogia

Noorkeraamika kultuurikompleks tekkis ~3000 a eKr Ida-Euroopa stepialadel (Miiller et al.,
2009; Kriiska, 2015) vdi Kesk-Euroopas (Kriiska, 2015). Hiljem ulatus kultuur Ida-Belgiast
ja Ida-Prantsusmaalt Tatarstanini ning PShja-Sveitsist ja Ida-Ukrainast Kesk-Soome, Kesk-
Rootsi ja Louna-Norrani (Haak et al., 2008; Kriiska, 2015). Noorkeraamika kultuur esines
kogu levialal suhteliselt pikka aega paralleelselt varasemate kultuuridega (Kriiska, 2015).
Tegemist oli mitmekesise kompleksiga, mille iihisosaks olid algul ndorivajutustega
kaunistatud peekrikujulised savindud ja varrepaigaldusauguga kivikirved, kuid hiljem
ilmnesid erinevused anumate ja tdoriistade kujus ning materjalides. Noorkeraamika savindud
olid dhukese S-kujulise seinaprofiiliga peekrid, mille {ilemine pool kaunistati n66ri limber
ndu kerides voi kriipides (Jaanits, 1982) (joonis 3). Kultuurile oli ilmselt omane elamine
iiksikmajapidamistes (Miiller et al., 2009; Kriiska, 2014). Noorkeraamika kultuuri inimesed
olid veidi pikemad ja tugevama kehachitusega kui varasemate kultuuride omad (Kriiska,
2014; Allentoft et al., 2015). Surnud maeti iildiselt kiilili asendis, ndoga 1dunasse — naised
vasakul kiiljel ning mehed paremal kiiljel (Haak et al, 2008). Hauapanustena kasutati
savindusid, tooriistu, rdivakinniteid ja meestel kivikirveid (Haak et al., 2008; Jaanits, 1982;

Kriiska, 2014), kuid usundilise tdhendusega panuseid esines harva (Kriiska, 2015).

, Joonis 3. Noorkeraamikale iseloomulik savinéu ja
venekujulised kivikirved (Wikimedia Commons).
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Eesti aladele joudis kultuur ilmselt umbes 2900 a eKr, kuigi vanim dateering on hetkel 2800
eKr (Kriiska, 2015), ning siin on seda venet (paat) meenutava kivikirveste kuju tdttu kutsutud
ka venekirveste kultuuriks (Jaanits, 1982) (joonis 3). Keraamika ja kivikirveste sarnasuste
alusel moodustas Eesti iihise vdiksema kultuuripiirkonna Liti, Ingerimaa, Karjala maakitsuse
ja Kagu-Soomega, kus noorkeraamika periood kestis iihtlasi kauem (kuni ~2000 eKr) kui
Kesk- ja Pdhja-Euroopas (kuni 2400/2300 eKr). Noorkeraamika kultuuri asulad paiknesid
Eestis tihti rannikust ja veekogudest eemal, kalapiiiigist elatumiseks ebasobivatel aladel, mis
vOib tdhendada, et ei tekkinud tugevat konkurentsi kammkeraamika kultuuri esindajatega.
Arheoloogiliste esemeleidude pdhjal on raske tuvastada kamm- ja nodrkeraamika kultuuri
segunemist Eestis, kuid tiheks viiteks sellele voib olla kammkeraamikale omane kuju
noorkeraamika ndudel. Noorkeraamika kultuuri ajast parinevad vanimad rohtpalkhooned
Eestis, milletaolisi ldhipiirkonnas rohkem ei leidu (Kriiska, 2015), kuid mida vdib leida
niiteks Kesk-Euroopast (Miiller et al., 2009). Olulise muutusena hakati Eestis ndorkeraamika
kultuuri saabumisega seoses kariloomi (kits, siga, veis) pidama ning alepdldudel kasvatati
otra ja nisu (Kriiska, 2014). Eesti ndorkeraamika kultuuri esindajad maeti kdgardatud asendis
(Jaanits, 1982) ning leitud matused viitavad sellele, et erinevalt Kesk-Euroopast asetati naised
paremale ja mehed vasakule kiiljele, kuid matuseid on leitud liiga véhe, et seda reegliks

lugeda (Kriiska, 2015).

1.3.2.2. Geneetika

2005. aastal leiti Saksamaal Mittelelbe-Saale piirkonnas Eulaus arheoloogilistel
véljakaevamistel osana suuremast surnuaiast 4 histi sdilinud mitmikmatust, mis sisaldasid
kokku 13 ndorkeraamika kultuuri kuuluva végivaldselt surnud indiviidi umbes 4500 aastat
vanu sdilmeid. Maetute paigutuse ja suguluse seoseid uurides néhti, et ndorkeraamika
kultuurile omasest ndoga Idunasse asendist erineva ndod vastamisi paigutusega 4-inimese
matuse naine ja poisid kuulusid samasse mtDNA (hg K) ning mees ja poisid samasse Y-
kromosoomi haplogruppi (hg Rla) (joonis 4). Sealjuures traditsioonilise ndoga ldunasse
paigutusega lapsed ja seljaga nende poole asetsev naine teisest mitmikmatusest kuulusid
erinevatesse mitokondriaalse DNA haplogruppidesse (lapsed hg X, naine hg H).
Strontsiumisotoopanaliiiis viitas patrilokaalsusele, kuna laste ja meeste isotoobisuhted
sarnanesid Eulau settekihtide suhetele, kuid naiste ’Sr/*°Sr suhted erinesid selgelt
iilejadnutest, mis tdhendab, et uuritud naised olid siindinud kuskil mujal (Haak et al., 2008).
44-st genotiipiseeritud Mittelelbe-Saale ndorkeraamika kultuuri esindajast kuulus 45,5% vara-
ja keskneoliitikumi haplogruppidesse T2, K, J, HV, W ja X, 22,7% hilisemaid kultuure
kiittidest-korilastest eristavasse haplogruppi H, 20,5% kiittide-korilaste pohihaplogruppidesse
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U4 ja US, 6,8% hilisneoliitikumil ja varapronksiajal levinud haplogruppi T1 ning 4,6%
piirkonna jaoks uutesse haplogruppidesse I ja U2 (Brandt et al, 2013). Tanapideva
populatsioonidest sarnanesid ndodrkeraamika kultuuri indiviidid enim Ida- ja PShja-Euroopa

ning Kaukaasia populatsioonidega (Brandt ef al., 2013; Allentoft ef al., 2015).

»

.| mtDNA HG U
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R | Y-HG Ria ’ )
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Joonis 4. Foto Eulau 4-inimese mitmikhauast, millele on kantud indiviidide Y-kromosoomi ja mtDNA
haplogruppidel pdhinevad geneetilised suhted ning joonistus indiviidide asendist matmishetkel. Meessoost
indiviidid on kujutatud ruutude ja naine ringiga; Y-kromosoomi haplogrupid on kujutatud sinisega ja mtDNA

haplogrupid kollase ja roosaga (Haak et al., 2008).

Noorkeraamika kultuuri ilmumist Euroopas on juba pikka aega seostatud Kesk-Aasia steppide
kurgaani kultuuriga (Gimbutas, 1963). Saksamaa noorkeraamika kultuuri esindajatel leidunud
haplogrupid I, U2 ja T1 (Brandt ef al., 2013) olid sagedased (18,2—37,5%) kurgaani kultuurile
jargnenud Andronovo, Karasuki, Tagari ja Tachtyki kultuuride esindajatel (Lalueza-Fox et
al., 2004; Keyser et al., 2009), mis viitab tdepoolest tihisele paritolule. Allentoft et al. (2015)
sekveneerisid 101 ~5000-3000 aastat vana indiviidi genoomid madala katvusega ning négid,
et ndorkeraamika kultuuri ndol on geneetiliselt tegemist seguga neoliitikumi pdlluharijatest
ning kurgaani kultuuri alamtiiiibi Yamnaya kultuuri esindajatest (joonis 5). 8000—3000 aastat
vanade indiviidide peaaegu 400 000 poliimorfismi uuring kinnitas samuti, et nédrkeraamika
kultuuri indiviidid on geneetiliselt kdige sarnasemad Yamnaya kultuuri viljelejatele ning
iihtlasi leiti, et Yamnaya komponent on neil suurem kui hilisematel Euroopa populatsioonidel,
millest voib jareldada, et vaadeldava kultuuri esindajad périnesid otseselt Yamnaya kultuuri

esindajatest, mitte polnud tegemist pikaajalise geenivooluga idast (Haak et al., 2015).

14



4

\\\\\\\

Joonis 5. Yamnaya Kultuuri esindajate viljaliilkumine kultuuri tuumikalalt (viirutatud) umbes 3000 a

eKr, mille tagajirjel tekkisid Afanasievo ja ndorkeraamika Kkultuurid (levikualad tumehalliga)

(kohandatud: Allentoft et al., 2015).

1.4. Neoliitilise transitsiooni méju Euroopa populatsioonide

mitmekesisusele
Neoliitikumis ehk nooremal kiviajal, mis kestis eri paikades 10. aastatuhandest eKr 2.
aastatuhandeni eKr (Eestis vahemikus 4000—1800 aastat eKr), toimus Euroopas L&his-Idast
lahtuv iileminek nomaadlikult eluviisilt (kiitid-korilased) paiksele eluviisile (karjakasvatus,
polluharimine) (joonis 6). Tegemist on iihe olulisema ldbimurdega inimkonna ajaloos, millega
kaasnesid suured muutused tehnoloogiates, toitumises, lihiskonnakorralduses ja paljudes
teistes eluvaldkondades. Jiargnevates alapeatiikkides tuleb juttu sellest, millised muutused
kaasnesid pdolluharimise kasutuselevotuga neoliitikumi populatsioonide geenitiigis ja kuidas

need kajastuvad tdnapédeva populatsioonide mitmekesisuses.

Aeg (tuhat aastat tagasi)

ITT

Joonis 6. Polluharimise levik Léihis-Idast

Euroopasse arheoloogiliste leiukohtade alusel

(kohandatud: Balaresque et al., 2010).
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1.4.1. Neoliitilise transitsiooni jéljed tiinapieva populatsioonide geenitiigis

Neoliitilise transitsiooniga kaasnenud podlluharimine ja paikne eluviis vdimaldasid
populatsioonide kasvu, mida saab vilja lugeda ka tinapdeva populatsioonide geenitiiki
uurides. mtDNA tdisjérjestusi analiilisides leiti, et nii Euroopa, Sahara-taguse Aafrika kui Ida-
Aasia holotseenis (alates 12 000 a.t.) polluharimise leviku allikast vastavasse piirkonda
joudnud haplogruppidesse (Euroopas T1, T2, Jla, K2a ja H4a) kuuluvate naiste efektiivsed
populatsioonisuurused (Ner — female effective population size) hakkasid neoliitikumis
(Euroopas alates 7700 a.t., Sahara-taguses Aafrikas ja Ida-Aasias alates ~4500 a.t.) jarsult
kasvama (joonis 2) (Gignoux et al., 2011). Sealjuures iilempaleoliitikumis ja viimase jddaja
maksimumi jooksul vaadeldavas piirkonnas eristunud mtDNA liine (Euroopas U5a, U5bl, V
ja H3) esindavate naiste Ne-d hakkasid Euroopas sujuvalt kasvama pédrast viimase jddaja
maksimumi, Ida-Aasias juba iile 20 000 aasta tagasi ja piisisid Sahara-taguses Aafrikas hoopis
konstantsetena ning nende kasvamise kiirus ei muutunud pirast viimase jadaja maksimumi
(joonis 7) (Gignoux et al, 2011). 60 Aafrika ja Euraasia populatsiooni autosomaalsete
mikrosatelliitide uuringus kinnitati, et nii Aafrika kui Euraasia paiksed pdlluharimisega
tegelevad populatsioonid kasvasid neoliitikumis (alates umbes 5000 a.t.), kuid rédndavate
kiittide-korilaste ja rindkarjakasvatajate populatsioonide suurus jadi muutumatuks (Aimé et al.,
2014). Erandiks on Kesk-Aasia, kus neoliitilise transitsiooni jérel kasvasid pdlluharimiseks
ebasobiva kliima vdi pérast paikset perioodi uuesti rindkarjakasvatusega tegelema hakkamise
tottu (Renfrew, 1996) autosomaalsete mikrosatelliitide andmete kohaselt ka ténapédeval

nomaadlike populatsioonide suurused (Aimé et al., 2014).
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Rasteiro ja Chikhi (2013) leidsid Y-kromosoomi ja mtDNA andmetega samu analiiiise 18bi
viies, et meeste efektiivne populatsioonisuurus oli neoliitikumis kiill viiksem kui naistel, kuid
kasvas kiiremini. Analiiiisides meeste Y-kromosoomi ja mtDNA tdisjdrjestusi, tuvastati
polluharimise kasutuselevotuga iiheaegselt meeste efektiivse populatsioonisuuruse (Nep, —
male effective population size) tugev vidhenemine, millele jérgnes kiire kasv (joonis &)
(Karmin et al., 2015). Ney-i vihenemine vois olla tingitud sellest, et neoliitilise transitsiooni
jérel suurenes varieeruvus meeste jirglaste saamise edukuses, kuna paikse eluviisiga kaasnes

parandatava vara tekkimine ja seeldbi majanduslik kihistumine.
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1- Joonis 8. Naiste (punane joon) ja meeste (kollane
joon) efektiivsete populatsioonisuuruste (Ne)
] muutused viimase 60 tuhande aasta jooksul
0 60 40 20 b !
tuhat aastat tagasi (kohandatud: Karmin et al., 2015).

Neoliitikumi pdlluharijate geenide panus tinapdeva eurooplaste geenitiiki on pikka aega
olnud geneetiliste uuringute sihtmérgiks. Neoliitikumi pdlluharijate alleelide osakaalu seosel
kaugusega Lédhis-Idast on mitokondriaalse DNA haplogruppide analiiiisitulemuste alusel
arvatud olevat keerulisemad tagamaad kui podlluharimise levik migratsiooni teel (Simoni et
al., 2000; Richards et al., 2002). mtDNA HVSI (hypervariable segment — hiipervarieeruv
segment) regiooni andmete analiilisil autokorrelatsiooni statistikuid kasutades leiti, et
neoliitiliste alleelide sagedus vdheneb Lihis-Idast kaugenedes kiill Louna-Euroopas, kuid
selline seos puudub PShja-Euroopas (Simoni ef al., 2000). Sama mtDNA regiooni asutaja-
analiilisi tulemustest jareldati, et varased pdlluharijad on tdnapdeva eurooplaste geneetilisse
struktuuri panustanud 10-20% ulatuses (Richards et al., 2000). Mdne aasta taguses uuringus
aga tuvastasid Pala et al. (2012), et haplogrupid J ja T, mida varasemalt seostati neoliitikumi
polluharijate liikkumisega Lahis-Idast Euroopasse, joudsid sinna juba jddaja 16pus seoses
refuugiumidest véljumisega. See vOib tdhendada, et paljud haplogruppide J ja T

alamhaplogrupid saabusid Euroopasse juba viimase jddaja 10pus ning vaid mdnesid harusid
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saab kindlalt seostada neoliitilise transitsiooniga. Y-kromosoomi ja mtDNA andmeid
paralleelselt analiilisides jouti jireldusele, et neoliitikumi pdlluharijate panus tidnapdeva
eurooplaste geenitiiki viheneb Léhis-Idast kaugenedes nii ema- kui isaliinides (joonis 9),
millest jireldati, et polluharimine levis Léhis-Idast Euroopasse koos migreeruvate inimestega
(Rasteiro ja Chikhi 2013). Kuna uuemates publikatsioonides on tdnu uute statistikute ja
analtiiiisimeetodite kasutuselevOtule saavutatud suurem lahutuvusaste, voib neis saadud

tulemusi pidada vanemate publikatsioonidega vorreldes usaldusvéirsemateks.
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g = Joonis 9. Neoliitilise panuse vihenemine Lihis-
o | Idast kaugenedes. Seest tdis ringid kujutavad
N I I I : I mtDNA andmeid ning seest tiihjad ringid ja
1000 2000 3000 4000 kolmnurgad  kahte erinevat  Y-kromosoomi
Kaugus Lahis-ldast (km) andmestikku (kohandatud: Rasteiro ja Chikhi, 2013).

1.4.2. Neoliitikumi populatsioonide vana DNA uuringud

Kesk-Euroopa  kiittidele-korilastele  olid  iseloomulikud mtDNA  haplogrupp U
alamhaplogrupid U4, U5a, U8 ning eriti U5b (Bramanti et al., 2009; Fu et al., 2013), kuid
neoliitikumile omased haplogrupid olid Nla, T2, K, J, HV, V, W ja X (Haak et al., 2005;
Haak er al, 2010). Kesk-Saksamaa Mittelelbe-Saale piirkonna esimeste pdlluharijate,
paelkeraamika kultuuri (LBK — Linearbandkeramik) esindajate, mitokondriaalse DNA
mitmekesisusest moodustasid vara- ja keskneoliitikumile iseloomulikud haplogrupid 79,4%,
hilisemate kultuuride esindajaid kiittidest-korilastest eristavad haplogrupid H ja U3 17,65%
ning kiittidele-korilastele omased haplogrupid vaid 2,9%. Taolised osakaalud piisisid
jargmised 2000 aastat (joonis 10), millest voib jireldada, et polluharimine joudis Kesk-
Euroopasse migratsiooni teel ning kiitid-korilased ja pdlluharijad esimeste aastatuhandete
jooksul oluliselt ei segunenud (Brandt et al., 2013). Eelpoolkirjeldatuga iihtisid Ungarist ja
Horvaatiast parinevate proovide mitokondriaalse DNA analiiiisitulemused (Szécsényi-Nagy et
al., 2015). Saksamaalt Blatterhohle koopast vilja kaevatud mesoliitilisi (u. 80009000 aastat
vanu) ja neoliitilisi (u. 30004000 aastat vanu) proove uurides joudsid ka Bollongino et al.
(2013) samale jéreldusele, kuna neoliitikumi suures osas mageveekaladest toituvad kiitid-

korilased olid geneetiliselt oluliselt sarnasemad 5000 aastat varem samas paigas elanud
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mesoliitikumi kiittide-korilastega kui neoliitikumi pdlluharijatega. Y-kromosoomi ja mtDNA
haplogruppe paralleelselt uurides selgus, et mdlemad markerid toetavad polluharimise levikut
Kesk-Euroopasse migratsiooni teel, kuid sarnaselt tdnapdeva populatsioonide uurimisel
saadud tulemustega (Rasteiro ja Chikhi, 2013) leiti, et neoliitikumi naiste Ne oli suurem kui
meestel, mis vois olla tingitud paikse eluviisiga kaasnevast monogaamsuse ja patrilokaalsuse

kasvust (Szécsényi-Nagy et al., 2015).
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Joonis 10. Kesk-Saksamaa neoliitiliste ja tiinapievaste proovide jagatud haplotiiiipide analiiiisi graafik.
Alumisele x-teljele on mairgitud erinevate kultuuride Saksamaale joudmise aeg: kiitt-korilus (HGC),
paelkeraamika kultuur (LBK), Résseni kultuur (RSC), Schoningeni grupp (SCGQG), Baalgerge kultuur (BAC),
Salzmiinde kultuur (SMC), Bernburgi kultuur (BEC), ndérkeraamika kultuur (CWC), kellpeekri kultuur (BBC),
Unétice kultuur (UC), tinapievane Kesk-Euroopa (CEM). Ulemisel x-teljel on vastavasse aega dateeritud leiud:
esimesed korrelised Kesk-Euroopas, LBK savindu, esimesed kodustatud hobused, jidmees Otzi, Stonehenge,

Nebra taevaketas (kohandatud: Brandt et al., 2013).

Skandinaaviast véljakaevamistel leitud mesoliitilise (~7500 aastat vana) kiitt-korilase, 6
neoliitilise (~5000 aastat vana) lohkkeraamika kultuuri kiiti-korilase ning 4 neoliitilise
lehterpeekri  kultuuri pdlluharija genoomiuuringutega tuvastati, et ka Skandinaavia
neoliitikumi  kiitid-korilased sarnanesid enam mesoliitikumi kiittide-korilastega kui
neoliitikumi pdlluharijatega (Skoglund ef al., 2012; Skoglund et al., 2014). Kiittide-korilaste
geneetiline varieeruvus oli viike ja lilegenoomsete markerite analiilisi andmetel polnud nad
oluliselt pdlluharijatega segunenud (Skoglund ef al., 2014), kuid 26% nende mitokondriaalse
DNA haplotiiiipidest olid mesoliitilised ja 21% neoliitilised (Brandt et al., 2014). Need
erinevused viitavad sellele, et kiittide-korilastega segunesid pdlluharijate hulgast pohiliselt
naised, kuna mtDNA pidrandub emaliini pidi. Varased pdlluharijad olid Skandinaavias

kiittide-korilastega rohkem segunenud kui Kesk-Euroopas (Skoglund et al., 2014), vastates
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20% ulatuses kiittide-korilaste ja 40% ulatuses pdlluharijate haplotiiiipidele (Brandt et al.,
2014). Tdnapédeva populatsioonidest sarnanesid Skandinaavia neoliitikumi kiitid-korilased
latlaste ja leedulastega (Malmstrom et al., 2009; Skoglund et al., 2014), kuid pdlluharijad
sardiinlastega (Skoglund et al., 2014) (joonis 11), nagu ka Tirooli jidmees Otzi (Keller et al.,
2012; Sikora et al., 2014).

0.126 | 0.14 il

Joonis 11. Jagatud geneetiline triiv tinapideva Liidne-Euraasia populatsioonide ja Skandinaavia
neoliitikumi Kiitt-korilase Ajvide58 (vasakul) vdi polluharija Gokhem?2 (paremal) vahel. Skaalal punasest

mustani nditab punane kdige rohkem ja must kdige vihem jagatud triivi (kohandatud: Skoglund et al., 2014).
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2. Eksperimentaalosa

2.1. Too eesmargid

1. eraldada ja sekveneerida DNA kamm- ja ndorkeraamika kultuuride esindajate

hammastest
2. teha kindlaks sekveneeritud proovide mitokondriaalse DNA halpogrupid

3. vaadelda leitud haplogruppide olemasolevates andmebaasides esinevate alamharude

levikut tinapieva Euroopas

4. vorrelda uuritavaid proove mtDNA alusel varem publitseeritud sama perioodi proovidega

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Hambad, millest DNA eraldati

DNA eraldamiseks kasutatud hambad pirinevad Tallinna Ulikooli Ajaloo Instituudi ning
Tartu Ulikooli Ajaloo ja Arheoloogia Instituudi kogudest ning on leitud arheoloogilistel
viljakaevamistel Eesti eri paigus (joonis 12; tabel 1). Hammaste kasutamise DNA

eraldamiseks vdimaldas Tartu Ulikooli laboratoorse arheoloogia professor Aivar Kriiska.

Joonis 12. DNA eraldamiseks kasutatud hammaste leiukohad kaardil. Halliga on mérgitud mesoliitikumist
parinev leid, oranziga kammkeraamika kultuuri ja rohelisega nddrkeraamika kultuuri esindajate leiukohad

(aluskaart Wikimedia Commons).
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DNA eraldati 10 hambast, millest 5 kuulusid néérkeraamika kultuuri ja 4 kammkeraamika
kultuuri esindajatele ning 1 indiviidile, kes elas praegusel Eesti territooriumil mesoliitikumi
16pus (tabel 1). Kasutatud nodrkeraamika kultuuri esindajate skelettide dateeringud jddvad
vahemikku 2400-2700 eKr, kammkeraamika kultuuri esindajatel vahemikku 2700-3600 eKr

ning varasema indiviidi dateering on 4300 eKr (tabel 1).

Tabel 1. Indiviidide, kelle hammastest DNA eraldati, kokkuleppelised nimetused (indiviid), leiukohad,

arheoloogilised kultuurid (kultuur), dateeringud ja 14C dateeringu olemasolu (meetod).

# | Indiviid Leiukoht Kultuur |Dateering | Meetod
asula maakond | ...keraamika eKr 14C

1|Kivisaare |Meleski kiila | Viljandimaa 4300  +
2|Kudrukiilal |Kudrukiila kiila |Ida-Virumaa |kamm- 3600 +
3|Kudrukiila2 [Kudrukiila kiila |Ida-Virumaa |kamm- 3600 +
4[Kudrukiila3 |Kudrukiila kiila |Ida-Virumaa [kamm- 3600 +
S|Naakamée |Hirmuste kiila [Saaremaa |kamm- 2700 -
6/Ardul Ardu alevik Harjumaa  |ndor- 2700 -
7| Ardu2 Ardu alevik Harjumaa  [ndor- 2700 +
§|Kunilal Kursi kiila JOgevamaa |ndor- 2500 -
9(Kunila2 Kursi kiila JOgevamaa |[ndor- 2500 +

10[Sope Jébara kiila Ida-Virumaa [ndor- 2400 -

2.2.2. DNA eraldamine hammastest

DNA eraldati hammastest Kopenhaageni Ulikooli GeoGeneetika Keskuse vana DNA laboris
Jesper Stenderupi ja Morten Allentofti juhendamisel. Esimesest kahest hambast (1. osa —
Sope ja Kudrukiilal) eraldas DNA 2014. aasta aprillis protseduure dpetades Jesper Stenderup.
Ulejasnud 8 hambast (2. osa) DNA eraldamisega tegelesin 2014. aasta oktoobris ise
Stenderupi juhendamisel. Kuna Kopenhaageni Ulikooli GeoGeneetika Keskuses tegeletakse

pidevalt protokollide arendamisega, on 1. ja 2. osa protokollid mdnedes punktides erinevad.

2.2.2.1. Saastuse viltimine

Proovide saastamise véltimiseks pdlesid vana DNA laboris kogu 66 UV-lambid, kdiki pindu
puhastati laborist lahkudes kloorilahuse ja etanooliga ning kasutati spetsiaalset kaitseriietust,
mille hulka kuulusid puukingad, kilesussid, kaitseiilikond, lisakdised, kahed kummikindad,
kirurgimask ning juuksevork. Lisaks ei olnud vana DNA laborisse sisenemine ténapdevase

DNA laborist tulles lubatud riideid vahetamata ning dusi all kdimata.

2.2.2.2. Puurimine ja purustamine

Hammaste puurimine ja purustamine toimus spetsiaalses ruumis tdmbekapi all. Hamba
pealispind puhastati kettakujulise puuriotsikuga, seejdrel 1digati hammas krooni ja juure
iileminekukohalt risti pooleks. 1. osa hammaste puhul puuriti dentiin peenikese puuriga
hambakroonist vilja hobepaberile, kallati eelnevalt kaalutud 15 ml tsentrifuugituubi ning

kaaluti uuesti. Juur purustati tangidega viikesteks tiikkideks, mis kanti teise eelnevalt
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kaalutud 15 ml tsentrifuugituubi ning kaaluti uuesti. Selle tulemusel saadi 2 hambast 4 proovi.
2. osa hammaste puhul puuriti peenikese puuriga juurekanalid puhtaks, purustati juur ning
edasi tegutseti sarnaselt 1. osaga, kuid hambakroon jédeti puutumata, kuna GeoGeneetika
Keskuse kogemus niitab, et juures on DNA-d rohkem siilinud kui dentiinis. Erandiks oli
hammas Ardul, mille juure kvaliteet oli kahtluse all, mistdttu eraldati selle hamba kroonist
sarnaselt 1. osa hammastele dentiin. Seetdttu saadi 2. osa 8 hambast 9 proovi. T6o kdigus
mirgiti liles hammaste vérvus ja puurides ning tangidega purustades tunnetatud tekstuur
(tabel 2). Edasine t66 viidi 1dbi kokku 13 prooviga, mis sisaldasid 130-277 mg dentiinipulbrit
vOi 140-1030 mg purustatud juurt (tabel 2).

Tabel 2. Kasutatud proovide nimed (proov), arheoloogilised kultuurid (kultuur), dateeringud, viirvuse ja

tekstuuri kirjeldused ning massid.

# Proov Kultuur | Dateering Kirjeldus Mass
...keraamika eKr vérvus; tekstuur mg
1|Kivisaare 4300/hele; viga pude 390
2{Kudrukiilal dentiin [kamm- 3600 tumepruun; kdva 176
3|Kudrukiilal juur |kamm- 3600|tumepruun; kdva 438
4{Kudrukiila2 kamm- 3600[pruun; pehme 580
5|Kudrukiila3 kamm- 3600[tumepruun; pehme/kdva| 940
6{Naakamie kamm- 2700{tumepruun; vdga pechme | 140
7{Ardul dentiin noor- 2700] hele; viga kova 130
8|Ardul juur noor- 2700] hele; viga kova 520
9| Ardu2 noor- 2700[hele; viga kova 400
10{Kunilal noor- 2500]oranzikas; kdva 780
11|Kunila2 noor- 2500]hele; viiga kdva 1030
12[{Sope_dentiin noor- 2400/ hele; viga kova 277
13[Sope_juur noor- 2400 hele; vdga kova 395

2.2.2.3. Purustatud hammaste lahustamine

Saastuse vdhendamiseks (lahtise materjali eemaldamiseks) lisati proovidele 3 ml
eralduspuhvrit A [Idppkontsentratsioonidega (Cispp): EDTA 0,465 M, proteinaas K 0,14-0,22
mg/ml, N-lauriitilsarkosiin 0,5%], suleti korgid parafilmiga ning asetati proovid 20 minutiks
45 °C juurde aeglasesse vertikaalsesse rootorisse (Stuart SB2, VWR International), misjirel
neid tsentrifuugiti 2 minutit kiirusel 2000 podret minutis (rpm) (Centrifuge 5804, Eppendorf)
ning supernatant valati dra. 2. osa proovidele lisati 4,5 ml eralduspuhvrit A, korgid suleti
parafilmiga ning proovid asetati 30 minutiks toatemperatuuril aeglasesse vertikaalsesse

rootorisse, misjirel supernatant eemaldati pipetiga.

Purustatud hammaste lahustamiseks ning nukleaaside inaktiveerimiseks lisati 1. osa
proovidele 5 ml ning 2. osa proovidele 4,5 ml eralduspuhvrit A, suleti korgid parafilmiga ning
asetati proovid 37 °C juurde aeglasesse vertikaalsesse rootorisse. Jargmisel hommikul
tsentrifuugiti proove 5 minutit kiirusel 2000 rpm ning supernatant kanti 50 ml tuubi.

Lahustumata jaanud materjal hoiustati hilisemaks lisaeraldamiseks stigavkiilmikus.
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2.2.2.4. DNA sidumine rinikerakestele

Rénikerakeste valmistamiseks kaaluti 6g SiO,, kanti see 50 ml tsentrifuugituubi, lisati 50 ml
vett, segati ning jéeti tuub lauale seisma. Tunni aja pérast kanti pealmised 48 ml uude 50 ml
tsentrifuugituubi ning jieti veel 5 tunniks lauale seisma. Seejirel eemaldati pealmised 43 ml,
alles jaanud 5 ml-le lisati 60 ul 37% HCI-1 (Cispp = 0,44%), segati pohjalikult ning tuubi hoiti

kasutamiseni kiilmkapis.

Hammaste lahustamisel saadud DNA-d sisaldavale supernatandile lisati 45 ml sidumispuhvrit
[1. osa puhul B (Cispp: guanidiin-tiotsiianaat 59%, Tris 0,05 M, NaCl 0,025 M, EDTA 0,02 M,
N-lauriitilsarkosiin 0,5%), 2. osa puhul puhvrit BLO1 (Qiageni puhver PB, millele lisati
naatriumatsetaati Cipp = 88 mM, NaCl-i Cipp, = 25 mM ning 37% HCl-1 pH = 4
saavutamiseni)] ning 100 ul rénikerakesi ja asetati tuubid 1. osa puhul 3 tunniks ning 2. osa
puhul 1 tunniks pimedasse ruumi aeglasesse rootorisse. Antud aja moddudes tsentrifuugiti
tuube 5 minutit kiirusel 2000 rpm ning kallati supernatant dra. Jargmisena lisati 1 ml
sidumispuhvrit, suspendeeriti vorteksil, kanti suspensioon 2 ml tuubi, tsentrifuugiti 2 minutit
lauatsentrifuugis kiirusel 2000 rpm ning kallati supernatant dra. Seejdrel lisati 1 ml kiilma
80% piiritust, suspendeeriti vorteksil, tsentrifuugiti 2 minutit kiirusel 2000 rpm, eemaldati
piiritus pipetiga ning korrati sama protsessi veelkord. Teisel korral eemaldati piiritus vdikese
pipetiotsikuga téielikult ning asetati tuubid lahtise kaanega umbes 15 minutiks (kuni sade oli
kuivanud) termoblokki 37 °C juurde. Kuivale sademele lisati 1. osa puhul 125 ul ja 2. osa
puhul 75 ul EB elueerimispuhvrit (QI4quick PCR Purification Kit, QIAGEN), asetati tuubid
kinnise kaanega 5 minutiks termoblokki 37 °C juurde, tsentrifuugiti 2 minutit kiirusel 13 000
rpm, kanti supernatant ristsidujas (ingl. k. crosslinker) (CL-1000, UVP) olnud 1,5 ml tuubi,
tsentrifuugiti veel 2 minutit kiirusel 13 000 rpm ning kanti supernatant ristsidujas olnud

steriilsesse 1,5 ml tuubi.

2.2.3. DNA sekveneerimisraamatukogude koostamine

DNA sekveneerimisraamatukogude ehk DNA sekveneerimiseks vajalike adapterite, indeksite
ja seondumisjdrjestustega varustatud DNA-fragmentide kogude koostamine toimus
Kopenhaageni Ulikooli GeoGeneetika Keskuse vana ja tinapievase DNA laborites Jesper
Stenderupi ja Morten Allentofti juhendamisel. Etapid, mida on kirjeldatud alapeatiikkides 1—
5, viidi ldbi vana DNA laboris ning alapeatiikkides 69 kirjeldatud etapid tdnapdevase DNA
laboris. 1. osale proovidest koostas raamatukogud Stenderup ning 2. osale tema juhendamisel
kéesoleva t60 autor. Protokollides esineb kahe osa vahel erinevusi, mis on allpool vélja

toodud. Raamatukogude koostamiseks kasutati komplekti NEBNext DNA Library Prep
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Master Mix Set for 454 (E6070, New England BioLabs), mis sisaldas otste tiditmise puhvrit ja
ensiilimisegu, ligeerimispuhvrit ja T4 ligaasi ning adapteri liinkade tditmise puhvrit ja Bst
DNA poliimeraasi. Erinevalt tdnapdevasest DNA-st ei ole vana DNA-d vaja enne
sekveneerimisraamatukogude koostamist fragmenteerida, kuna see toimub aja jooksul

keskkonnas niigi (tdpsemalt peatiikis 2.3.1.2).

2.2.3.1. DNA-fragmentide iiheahelaliste otste tiditmine

DNA-fragmentide iiheahelaliste otste tditmiseks valmistati 1,5 ml tuubi reaktsioonisegu, mis
sisaldas iihe proovi kohta 2,5 ul 10x otste tditmise puhvrit ning 1,25 ul otste tditmise
ensiiiimisegu (T4 poliinukleotiidkinaas Cispp = 0,5 u/ul, T4 DNA poliimeraas Cispp = 0,2 u/ul).
Reaktsioonisegu kanti 3,75 ul kaupa ristsidujas olnud PCR-i tuubidesse, lisati 20 ul eraldatud
DNA-d ning tuubid asetati PCR-i masinasse, kus neid inkubeeriti 20 minutit 12 °C ja seejérel

15 minutit 37 °C juures.

2.2.3.2. DNA puhastamine iiheahelaliste otste tiitmise reaktsioonisegust

DNA iiheahelaliste otste tditmise reaktsioonisegu komponentidest puhastamiseks kasutati
komplekti MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN) vastavalt tootja juhistele, vilja arvatud
see, et komplektis sisalduva puhvri PB asemel kasutati laboris viljatdotatud eralduspuhvrit A.
1. osa proovid elueeriti 15 ul elueerimispuhvris EB 15 minutit termoblokis 37 °C juures

inkubeerides. 2. osa proovide elueerimiseks kasutati 18 ul puhvrit EB ja inkubeeriti 5 minutit.

2.2.3.3. Adapterite liitmine DNA-fragmentidele

Adapterite liitmiseks DNA-fragmentidele valmistati 1,5 ml tuubi reaktsioonisegu, mis
sisaldas iithe proovi kohta 5 ul 5x ligeerimispuhvrit, 0,5 ul Illumina-spetsiifiliste adapterite
segu (kummagi adapteri Cispp = 2 UM) (Multiplexing Sample Preparation Oligonucleotide
Kit, Illumina), 2 ul vett ning 2,5 ul T4 ligaasi (Cispp = 200 u/ul). Reaktsioonisegu kanti 10 ul
kaupa ristsidujas olnud PCR-i tuubidesse, lisati 15 ul tdidetud otstega DNA-d ning tuubid

asetati 15 minutiks PCR-i masinasse 20 °C juurde.

2.2.3.4. DNA puhastamine adapterite liitmise reaktsioonisegust
DNA puhastamine adapterite liitmise reaktsioonisegu komponentidest viidi 1dbi sarnaselt
alapeatiikis 2.2.3.2 kirjeldatule, kuid seekord kasutati komplektis sisalduvat puhvrit PB ning

1. osa proove elueeriti 20 ul ja 2. osa proove 23 ul elueerimispuhvris EB.
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2.2.3.5. Adapteri liinkade tiitmine

Adapteri liinkade tditmiseks valmistati 1,5 ml tuubi reaktsioonisegu, mis sisaldas iihe proovi
kohta 2,5 ul 10x adapteri liinkade tditmise puhvrit ja 1,5 ul Bst DNA poliimeraasi (Cigpp = 0,5
u/ul). Reaktsioonisegu kanti 4 ul kaupa ristsidujas olnud PCR-i tuubidesse, lisati 20 ul
adapteritega DNA-d ning tuubid asetati PCR-i masinasse, kus neid inkubeeriti 20 minutit

20 °C juures ning seejédrel 20 minutit 80 °C juures poliimeraasi inaktiveerimiseks.

2.2.3.6. Poliimeraasi ahelreaktsioonid

Adapteritega DNA-fragmentide amplifitseerimiseks viidi 14bi 2 poliimeraasi ahelreaktsiooni,
millest esimesega lisati indeksid ja teisega amplifitseeriti raamatukogusid. Reaktsioonisegud
valmistati vana DNA laboris, kuid reaktsioon viidi 14bi uue DNA laboris, kuna vana DNA

laboris DNA amplifitseerimine saastaks labori.

Esimese reaktsiooni jaoks valmistati 1,5 ml tuubi segu, mis sisaldas iihe proovi kohta 5 ul
GeneAmp 10x PCR Gold Buffer puhvrit (Applied Biosystems by Life Technologies), 4 ul
MgCl, (Cigpp = 4 mM), 1 ul BSA-d (Cigpp = 0,4 mg/ml), 1 ul AmpliTaq Gold DNA
poliimeraasi (Applied Biosystems by Life Technologies) (Cispp = 0,1 u/ul), 0,5 ul dNTP-sid
(Cispp = 0,25 mM), 1,5 ul DMSO-d (Cispp = 0,09%), 1 ul praimerit inPE 1.0 (Multiplexing
Sample Preparation Oligonucleotide Kit, Illumina) (Cispp = 0,2 uM) ning 11 ul vett.
Reaktsioonisegu kanti 25 ul kaupa ristsidujas olnud PCR-i tuubidesse, lisati 1 ul
indekseeritud praimerit (Multiplexing Sample Preparation Oligonucleotide Kit, Illumina)
(Cispp = 0,2 uM) (igasse tuubi erineva indeksiga; lisa 1) ja 24 ul adapteritega DNA-d ning
tuubid transporditi hermeetiliselt suletud kotis uue DNA laborisse ning asetati seejirel PCR-i
masinasse. PCR-i programm algas 8 minuti eelkuumutusega 94 °C juures, sellele jargnes 30
sekundit denaturatsiooni 94 °C juures, 30 sekundit praimerite scondumiseks 60 °C juures ning
40 sekundit DNA siinteesiks 72 °C juures. Denaturatsiooni, praimerite seondumise ja DNA
stinteesi etappi korrati 12 korda. Programmi 10pus jédeti temperatuur DNA siinteesi

16ppemiseks veel 7 minutiks 72 °C juurde.

Teise reaktsiooni maht oli poole vdiksem kui esimesel reaktsioonil, mistottu valmistati
samade loppkontsentratsioonide saavutamiseks 1,5 ml tuubi segu, mis sisaldas iihe proovi
kohta poole vihem Gold puhvrit, MgCl,, BSA-d, AmpliTaq Gold DNA poliimeraasi, ANTP-
sid ja DMSO-d. Lisaks eeltoodud komponentidele lisati segule 1 ul sekveneerimisel
voolukambri (ingl. k. flow cell) pdhjas asuvatele oligonukleotiididele seondumiseks vajalike
jarjestustega (P5 ja P7) praimereid (Cispp = 0,5 uM) ning 11,5 ul vett. Reaktsioonisegu kanti

20 wl kaupa ristsidujas olnud PCR-i tuubidesse ning tuubid transporditi hermeetiliselt suletud
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kotis uue DNA laborisse. Pirast esimese reaktsiooni 18ppu lisati teise reaktsiooni segule 5 ul
esimese reaktsiooni produkti ning tuubid asetati seejarel PCR-i masinasse. PCR-i programm
oli sarnane esimese reaktsiooni programmiga, kuid denaturatsiooni, praimerite seondumise ja
DNA siinteesi etappi korrati 1. osa hammaste puhul 8 ning 2. osa hammaste puhul 6 korda.
Juhul kui geelelektroforeesil selgus, et produkti pole tekkinud, korrati teist reaktsiooni

vastavalt vajadusele 10, 12, 14 ja 16 tsiikliga (lisa 1).

2.2.3.7. Geelelektroforees

DNA sekveneerimisraamatukogude amplifitseerimise Onnestumist kontrolliti horisontaalsel
geelelektroforeesil 2% agaroosgeelis (1x TBE puhvris). Geelile kandes lisati PCR-i produktile
tilk laadimispuhvrit, mis sisaldas 1% GelRed virvi (Biotinum). Forees viidi 1dbi 200 V juures
elektroodide vahega 22 cm 20-30 minuti viltel. Geeli pildistati UV-valguses, et hinnata, kas
produkti on tekkinud.

2.2.3.8. DNA puhastamine poliimeraasi ahelreaktsiooni komponentidest
DNA puhastamine poliimeraasi ahelreaktsiooni komponentidest viidi 14bi sarnaselt
alapeatiikis 2.2.3.4 kirjeldatule, kuid 1. osa proove elueeriti 30 ul ja 2. osa proove 20 ul

elueerimispuhvris EB.

2.2.3.9. Raamatukogude pikkusjaotuse ja DNA Kontsentratsiooni méiiramine
Sekveneerimisraamatukogude =~ DNA-fragmentide  pikkusjaotuse ja  kontsentratsiooni
midramiseks kasutati masinat 2/00 Bioanalyzer (Agilent Technologies) vastavalt tootja

instruktsioonidele.

2.2.4. DNA sekveneerimine

DNA-d sekveneeriti teise pdlvkonna single-end meetodil Illumina HiSeq platvormi kasutades
Kopenhaageni  Ulikooli GeoGeneetika Keskuse sekveneerimiskeskuses.  Esialgsel
sekveneerimisel, mis on moeldud pohiliselt endogeense DNA sisalduse tuvastamiseks, kuid
voimaldab ka mitokondriaalse DNA uuringuid, segati 1. osa 4 proovi iihel rajal kokku veel 5
prooviga ning 2. osa 9 proovi pandi koos iihele rajale. Sellest tulenevalt saadi sekveneerimisel
teiste proovide jaoks 3,5-33,8 miljonit jéarjestust (tabel 3), kuid kuna proov Sope juur kaasati
ka rahvusvahelisse projekti The Rise, sekveneeriti seda tdiendavalt 16 rajal ning saadi

16pptulemusena 0,3 miljardit jarjestust (tabel 3).
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Tabel 3. Kasutatud proovide nimed (proov), arheoloogilised kultuurid (kultuur), dateeringud,

sekveneerimise numbrid (sekv. nr.) ja sekveneeritud jirjestuste hulgad (jarjestusi).

# Proov Kultuur | Dateering| Sekv. nr.| Jérjestusi
...keraamika eKr
1|Kivisaare 4300{MA972 14 403 977
2|Kudrukiilal dentiin |kamm- 3600|MAS827 14 138 156
3|Kudrukiilal juur  |kamm- 3600{MAS828 6520 420
4{Kudrukiila2 kamm- 3600|MA974 17358 771
5|Kudrukiila3 kamm- 3600|MA975 21099 802
6|Naakaméie kamm- 2700|MA970 20 671 654
7|Ardul dentiin nooI- 2700{MA968 16 861 762
8|Ardul juur noor- 2700{MA976 33 812392
9]Ardu2 noor- 2700)MA969 6153948
10[Kunilal noor- 2500|MA971 23 207 899
11|Kunila2 noor- 2500{MA973 16 870 495
12[Sope_dentiin noor- 2400|MAS825 3 459 874
13[Sope_juur noor- 2400)MA826 |318168210

2.2.5. Sekveneeritud jirjestuste joondamine referentsile
Sekveneeritud jérjestuste joondamiseks referentsile ning hilisemaks analiilisiks andis
juhtnoore Ulvi Gerst-Talas bioinformaatika todgrupist. Jéarjestuste ettevalmistamine ning

joondamine toimus Eesti Biokeskuse serveris Taevas, milles todtati programmi Terminal 2.4

(4Apple Inc.) abil.

2.2.5.1. Jirjestuste joondamiseks ettevalmistamine

Jérjestuste allalaadimiseks Kopenhaageni Ulikooli GeoGeneetika Keskuse serverist kasutasin
programmi [ftp (A.V. Lukyanov) kiskudega open ja mirror, mille tulemusel avati
GeoGeneetika Keskuse serveris sekveneerimistulemusi sisaldav kaust ning kopeeriti selle sisu

Eesti Biokeskuse serverisse loodud kausta.

Uhe proovi jérjestusi sisaldavate *.fastq.gz failide lahti pakkimiseks ja seejérel iiheks failiks
liitmiseks kasutati programmi gunzip (M. Adler) ning saadud koondfaili tagasi kokku
pakkimiseks kasutati programmi gzip (J.-1. Gailly).

Jarjestuste otstest indeksite ja adapterite jarjestuste eemaldamiseks kasutati Java programmi
Trimmomatic (.32 (Bolger et al., 2014) sammudega ILLUMINACLIP, mille sittena sisestati
adapteri jarjestus, ning MINLEN, mille sétteks oli sdilitatavate jarjestuste minimaalne pikkus.
Selleks pikkuseks méddrati 30 nukleotiidi, kuna sellest liihemad jirjestused vdivad juhuslikult

referentsgenoomile paigutuda, kuigi kuuluvad tegelikult mdnele muule organismile.

2.2.5.2. Jirjestuste joondamine referentsile
Jarjestuste joondamisel kasutati referentsina 1000 Genoomi projekti viimases faasis
kasutatavat jarjestust hs37d5, mis pdhineb GRCh37 (Genome Reference Consortium human

37 — Genoomi Referentsi Konsortsiumi inimese genoomi 37. versioon) referentsjirjestusel,
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kuid sisaldab lisaks inimese genoomile inimese herpesviirus 4 tiitip 1 genoomi ja niinimetatud

peibutusjérjestusi HuRef, Human Bac ja Fosmid kloonidest ja NA12878-st.

Jarjestuste joondamiseks referentsile kasutati programmi Bowtie 2.0.0-beta7 (B. Langmead)
sittega end-to-end, mis tihendab, et jarjestused pidid joondamisel terves pikkuses referentsile
sobituma, mitte ainult mingi 15igu ulatuses. Proovi Sope_juur jdrjestused joondati referentsile

sekveneerimiskordade kaupa.

2.2.6. Referentsile joondatud jéirjestuste analiiiis

2.2.6.1. Joondusfailide analiiiisiks ettevalmistamine
Joondusfailide analiiiisiks ettevalmistamiseks kasutati paketti samtools 0.1.19 (H. Li, B.
Handsaker, J. Ruan, J. Marshall, P. Danecek) kuuluva programmi samtools erinevaid késke,

millest tuleb tapsemalt juttu jargnevates 1dikudes.

Joondusfailide *.sam formaadist *.bam formaati konverteerimiseks kasutati kdsku view ning
sama sammuga sorteeriti joondatud jirjestused késuga sort genoomikoordinaatide
(kromosoomi number, X, Y, MT vdi kontiigi number) alusel, jéttes alles ainult referentsile

paigutunud jérjestused.

Raamatukogude koostamisel 1dbi viidud PCR-il tekkinud duplikaatjirjestuste eemaldamiseks
kasutati kdsku rmdup. Proovi Sope juur joondusfailid liideti péarast seda sammu {iheks failiks

kisuga merge.

Ainult mitokondriaalse DNA jérjestusi sisaldava faili loomiseks kasutati kdsku view sittega

MT.

Monede analiiiiside ldbiviimiseks vajalike indeksfailide loomiseks nii koiki referentsile
paigutunud jérjestusi kui ainult mitokondriaalse DNA jirjestusi sisaldavatele *.bam failidele

kasutati kdsku index.

2.2.6.2. Uuritava proovi kvaliteedikontroll

Uuritava proovi kvaliteedikontrolliks ehk vdimaliku tdnapdevase DNA-ga saastatuse
tuvastamiseks kasutati skripti bamdamage (Y. Wang, O. Tange) ning hs37d5
referentsjdrjestust. Skripti vidljundiks on PDF-formaadis fail, mis sisaldab histogrammi
referentsile joondunud DNA-fragmentide pikkusjaotusest ning graafikuid fragmentide otstes

esinevate asenduste sagedustest.
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2.2.6.3. Tiisgenoomi katvuse ja mitokondri genoomi katvuse arvutamine

Téisgenoomi ja mitokondri genoomi katvuse arvutamiseks kasutati programmi BEDTools
2.19.0 (A.R. Quinlan, I.M. Hall) kidsuga genomecov. Saadud tekstifailis oli tabelina esitatud
eraldi kdigi kromosoomide, mitokondri genoomi, kontiigide, kogu inimese genoomi ja kogu
referentsjérjestuse kohta, mitmes positsioonis iga tdisarvuline katvus (alates nullist) esineb.
Seda informatsiooni kasutades arvutati programmi Microsoft Excel for Mac (Microsoft
Corporation) abil inimese tidisgenoomi ja mitokondri genoomi keskmine katvus ning

joonistati katvusvahemike positsioonide hulki kujutav histogramm.

2.2.6.4. mtDNA haplogruppide méiramine

Referentsist erinevate positsioonide leidmiseks kasutati paketti samtools 0.1.19 kuuluvaid
programme samtools ja bcftools ning skripti vcfutils.pl. Esmalt viidi ainult mitokondri
genoomi jérjestusi sisaldav joondusfail samtools't kidsuga mpileup BCF formaati, seejirel
konverteeriti andmed bcftools'i kdsuga view BCF formaadist VCF formaati ning seejérel
filtreeriti vcfutils.pl'i kdsuga varFilter vdlja need positsioonid, kus esines erinevus GRCh37

referentsjarjestusest.

Sarnasel viisil loodi proovi mitokondriaalse DNA jérjestuse konsensusfail. Erinevusteks olid
parameetrite lisamine mpileup kéasule, millega maiadrati joonduse kasutamiseks wvajalik
minimaalne joonduse kvaliteedihinnang (30) ja nukleotiidiga arvestamiseks vajalik
minimaalne nukleotiidi kvaliteedihinnang (20), ning vcfutils.pl'i kdsu varFilter asemel kidsu

vef2fq kasutamine, mille tulemusel konverteeriti andmed VCF formaadist FastQ formaati.

Mitokondriaalse DNA haplogrupi kindlakstegemiseks laeti loodud konsensusfail iiles
internetilehekiiljele http://dna.jameslick.com, kus programm vdrdles konsensusjérjestust
referentsjarjestusega rCRS (revised Cambridge Reference Sequence — parandatud
Cambridge’i referentsjérjestus) (Andrews et al.,, 1999). ning leitud erinevusi omakorda
mtDNA fiilogeneesipuuga PhyloTree mtDNA tree Build 16 (van Oven ja Kayser, 2009).
Lisaks kontrolliti saadud tulemust visuaalselt, joondades referentsjirjestusele paigutunud

DNA-jérjestused samale referentsile programmi samtools késu tview abil.

Vordluses  kasutatud tidnapdevase DNA  proovide tdisjirjestuste  joondamiseks

referentsjérjestusele kasutati algoritmi Clustal 2 (Larkin et al., 2007).
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Eraldatud DNA sekveneerimise tulemused
Vana DNA proovid sisaldavad lisaks uuritava indiviidi DNA-le ehk endogeensele DNA-le

viaga suurel médral vana DNA-d erinevatelt organismidelt, kes aja jooksul sdilmetega
kontaktis on olnud. Samuti voivad proovid olla saastunud tdnapdevase DNA-ga, mis périneb
nditeks sdilmeid vélja kaevanud, puhastanud vo0i antropoloogilisi analiiiise 14bi viinud
arheoloogidelt.  Seetdttu ei saa erinevalt tdnapdevase DNA-ga  tOGtamisest
sekveneerimisraamatukogu eduka koostamise jdrel ette ndha, kas ja kui palju uuritava
indiviidi DNA-d proovis sisaldub. Jargnevates alapeatiikkides vaadeldakse, kui suur osa
proovides sisaldunud DNA-fragmentidest paigutus referentsile, kas nende fragmentide néol
oli tegemist vana DNA-ga (ja kuidas seda kontrollitakse) ning kui suur tdisgenoomi ja
mtDNA katvus esialgsel sekveneerimisel saavutati. Lisaks arutletakse selle {iile, millest

tulenevad erinevused sekveneeritud proovide endogeense DNA sisalduses.

2.3.1.1. Referentsjirjestusele paigutunud jirjestuste osakaal

Referentsjirjestusele GRCh37 paigutunud jirjestuste osakaal koigist sekveneeritud
jérjestustest varieerus proovide vahel oluliselt, ulatudes 0,02%-st 86,12%-ni (tabel 4).
Mesoliitikumist pidrineva proovi jirjestuste referentsile joondumise osakaal oli 0,95%,
kammkeraamika kultuuri indiviidide proovidel keskmiselt 2,18% ning nodrkeraamika
kultuuri esindajate proovidel keskmiselt 44,51%. Vanemate proovide vidiksem endogeense
DNA sisaldus ei ole iillatav, kuna DNA laguneb pinnases seistes jarjest vidiksemateks
fragmentideks, mida on iiha keerulisem DNA-d eraldades ridnikerakestele piitida ning ka
hiljem usaldusvéérselt joondada, mistottu alla 30 aluspaari pikkused fragmendid enne

joondamist eemaldati.

Kolme hamba puhul eraldati DNA nii krooni dentiinist kui juurest (proovid 2 ja 3, 7 ja 8 ning
12 ja 13) ning koigil kolmel juhul joondus dentiini proovi jarjestustest referentsile vdiksem
osa kui juure proovi jérjestustest (tabel 4). Meie koostddpartnerid Kopenhaageni Ulikooli
GeoGeneetika Keskusest ndgid oluliselt suurema valimi puhul sama trendi (Allentoft et al.,
2015), mistottu alates 2014. aasta keskpaigast eraldatakse nende laboris DNA-d enamasti
ainult juurest. Selline erinevus vdib olla tingitud sellest, et hambakroon on keskkonnale
avatud ning emaili tekivad aja jooksul morad, mille kaudu vooras DNA jouab dentiinini, kuid

juur on vihemalt suurema osa DNA eraldamisele eelnevast ajast kaitstult 1dualuu sees.
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Arvestatav erinevus on ka 1. (tabel 4, proovid 2, 3, 12 ja 13) ja 2. (tabel 4, proovid 1, 4-11)
eralduskorra keskmiste joondumisprotsentide vahel (vastavalt 13,20% ja 34,43%). Ka seda
erinevust kinnitavad GeoGeneetika Keskuse tulemused ning suurema joondunud jérjestuste
osakaalu pohjuseks on ilmselt uus sidumispuhver, mis vdimaldab lahustunud materjalist

ranikerakestele piitida varasemast lithemaid DNA-fragmente (Allentoft ez al., 2015).

Tabel 4. Sekveneeritud proovide nimed (proov), arheoloogilised kultuurid (kultuur), dateeringud,

sekveneerimise numbrid (sekv. nr.) ja referentsile GRCh37 joondunud jérjestuste osakaal (joondumise %).

# Proov Kultuur | Dateering| Sekv. nr. [ Joondumine
...keraamika eKr %
1|Kivisaare 4300|MA972 0,95
2[Kudrukiilal dentiin [kamm- 3600{MA827 0,25
3|Kudrukiilal juur |kamm- 3600 MAS28 0,62
4|Kudrukiila2 kamm- 3600|MA974 7,22
5|Kudrukiila3 kamm- 3600|MA975 2,48
6/Naakamée kamm- 2700|MA970 0,02
7|Ardul dentiin noor- 2700|MA968 34,88
8{Ardul juur noor- 2700[MA976 86,12
9[Ardu2 noor- 2700|MA969 83,2
10{Kunilal noor- 2500|MA971 32,08
11|Kunila2 ndor- 2500|MA973 62,96
12{Sope dentiin ndor- 2400|MA825 0,33
13[Sope_juur noor- 2400|MAS826 12

2.3.1.2. Uuritavate proovide kvaliteet

Veendumaks, et referentsjirjestusele joondunud jirjestused on tdepoolest vana DNA
fragmendid, mitte tidnapdevase DNA saastus, vaadeldakse esmalt joondunud jérjestuste
pikkusjaotust. Pérast indiviidi surma laguneb DNA aja moodudes jérjest lithemateks
fragmentideks, kuna elavas organismis pidevalt DNA-kahjustusi ja katkeid parandavad
mehhanismid enam ei funktsioneeri. DNA lagunemise kiirust mdjutavad muuhulgas
temperatuur ja pH, mistdttu igikeltsaaladelt voi liustikest (Keller ef al, 2012) leitud
indiviidide DNA on tildjuhul suhteliselt histi séilinud, kuid happelisest keskkonnast (niiteks
rabadest) pirit leidudest pole siiani DNA-d eraldada dnnestunud. Uheks pdhiliseks siilmetes
DNA katkemiseni viivaks mehhanismiks on depurinatsioon (Briggs et al., 2007; Sawyer et
al., 2012), mis kujutab endast lammastikaluse eemaldumist A- ja G-nukleotiididel hiidroliiiisi
kéigus, mille jarel DNA-ahel kergesti katkeb. Kuna iga DNA-fragmendi katkemisel tekib 2
liihemat fragmenti, peaks vana DNA proovi joondunud jirjestuste pikkus olema
eksponentsiaalselt kahanev ning jarjestuste keskmine pikkus suhteliselt viike, kuid kui esineb
saastatus tdnapidevase DNA-ga, sisaldab proov oodatust rohkem pikki fragmente, mis iihtlasi
suurendab joondunud jirjestuste keskmist pikkust. Joondunud jarjestuste pikkusjaotuste
graafikuid ning keskmisi pikkusi vaadates tuleb silmas pidada, et need jidvad metoodikast

tulenevalt vahemikku 30-100 nukleotiidi (30 nt-st liihemaid jarjestusi ei joondatud ning
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sekveneeriti maksimaalselt 100 nt). Peaaegu kdigi uuritud proovide referentsile joondunud
jarjestuste pikkused kahanesid eksponentsiaalselt (joonis 13; lisa 2) ning nende keskmised
pikkused jdid vahemikku 39,75-56,34 nukleotiidi (tabel 5). Erandiks on proovid Ardul juur,
millest radgitakse pohjalikumalt kiesoleva alapeatiiki viimases 18igus, ja Kudrukiilal dentiin,
mille joondunud jarjestuse keskmine pikkus oli 62,28 nukleotiidi (tabel 5). Viimase puhul oli
tegemist suhteliselt halvasti sdilinud hambaga, mis vdis olla emaili pragude kaudu saastunud,
kuid samas joondus sekveneeritud DNA-jérjestustest referentsile vaid 0,25%, nii et proovi

sattunud tdnapédevase inimese DNA kogus ei saanud olla viga suur.

sagedus
0.03 0.04 0.05

0.02

0.01

0.00

20 27 34 41 48 55 62 69 76 83 90 97 Joonis 13. Proovi Ardu2 referentsile joondunud

jarjestuse pikkus DNA-jirjestuste pikkusjaotuse histogramm.

Kvaliteedikontrolli teise etapina vaadatakse asenduste sagedusi referentsjirjestusele
joondunud jérjestuste otstes. Kuna DNA kaksikheeliksi ahelad katkevad sédilmetes iildjuhul
erinevatest kohtadest (enamasti A- vOi G-nukleotiidi korvalt), on tekkivad fragmendid
itheahelaliste {ileulatuvate otstega, mis on keemilistele mdjutustele tundlikumad kui
2-ahelaline DNA. Uleulatuvates otstes toimub tsiitosiini deaminatsioon ehk aminoriihma
eemaldamine tsiitosiinilt hiidroliilisi kéigus, nii et tsiitosiinist saab uratsiil. Sekveneeritud
jérjestustes avaldub toimunud muutus 5'-otstes C => T asenduste ning 3'-otstes G => A
asenduste suure sagedusena. 5'-otstes esinevad jérjestustes T-nukleotiidid, kuna uratsiile
loetakse DNA sekveneerimisel tliimiinidena, ning 3'-otstes A-nukleotiidid, kuna
sekveneerimisraamatukogude koostamisel siinteesitakse iileulatuvatele otstele vastasahel ja
asendus kantakse seeldbi teise ahelasse iile (Briggs et al., 2007; Sawyer et al., 2012). Vana
DNA proovi peetakse korgkvaliteetseks, kui C => T asenduste sagedus jarjestuste 5'-otstes on
viahemalt 10%, kuigi ka sel juhul ei saa vilistada kerget saastumist uuema DNA-ga (Allentoft

et al., 2015). Enamikul uuritavatest proovidest oli C => T asenduste sagedus vdhemalt 10%
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(joonis 14; lisa 2), sealjuures kdige suurem oli konealune asenduste sagedus proovidel
Kunilal ja Kunila2 (~18%) (tabel 5). Kolmel proovil (Kudrukiilal dentiin, Ardu2 ja
Kudrukiila2) oli T-nukleotiidiga asendunud veidi alla 10% C-nukleotiididest (vastavalt ~8%,

~9% ja ~8%) (tabel 5). Ardul juur erines teistest proovidest ka selle tunnuse poolest.

C—>A A->C A->G — A>T C—>A A->C A>G — A>T
G—>A G—>C C—>G C—>T G—>A G—>C C—>G C—>T
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Joonis 14. Proovi Kivisaare referentsile joondunud DNA-jirjestuste otstes esinevate asenduste sageduste

graafik.

Tabel 5. Sekveneeritud proovide nimed (proov), arheoloogilised kultuurid (kultuur), dateeringud,

sekveneerimise numbrid (sekv. nr.) ning referentsile joondunud jirjestuste keskmised pikkused (pikkus) ja

nende 5'-otstes esinevate C => T asenduste sagedused (asendused).

# Proov Kultuur | Dateering | Sekv. nr. | Pikkus | Asendused
...keraamika eKr nt %
1|Kivisaare 4300|MA972 39,75 ~17
2{Kudrukiilal dentiin [kamm- 3600{MA827 62,28 ~8
3|Kudrukiilal juur |kamm- 3600|MAS828 46,28 ~10
4{Kudrukiila2 kamm- 3600{MA974 52,66 ~8
5{Kudrukiila3 kamm- 3600|MA975 54,66 ~12
6|Naakamaie kamm- 2700|MA970 51,17 ~13
7|Ardul dentiin noor- 2700|MA968 44 .44 ~13
8|Ardul juur ndor- 2700{MA976 70,58 ~6
9|Ardu2 noor- 2700|MA969 41,65 ~9
10| Kunilal noor- 2500|MA971 56,34 ~18
11{Kunila2 noor- 2500{MA973 45,89 ~18
12|Sope dentiin noor- 2400{MAS825 46,67 ~10
13[Sope juur noor- 2400{MAS826 45,94 ~11

Proov Ardul juur eristus iilejadnud proovidest nii referentsjarjestusele joondunud jirjestuste
keskmise pikkuse kui ka nende otstes esinevate tsiitosiini deaminatsioonist tingitud asenduste
sageduse poolest. Tdpsemalt deldes viitasid mdlemad tunnused sellele, et proov oli saastunud,
kuna jérjestuste keskmine pikkus oli tervelt 70,58 nukleotiidi, kusjuures suur osa jérjestustest

olid 100 nukleotiidi pikad, ning jirjestuste 5'-otsa C-nukleotiididest oli T-nukleotiididega
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asendunud vaid ~6% (joonis 15; tabel 5). Selle proovi puhul toimus saastumine suure
toendosusega hamba puurimisel. Puurimise demonstreerimise kéigus lendas juur laboritdotaja
ndppude vahelt minema ja maandus tdmbkapi katmata jadnud kraanikausis. Juure kétte
saamiseks tuli kutsuda todmees, kes vottis selle haisulukust vilja. Hiljem loputati juurt lahja
kloorilahusega. Onneks dnnestus sama hamba krooni dentiinist DNA edukalt eraldada, nii et
juhtunut voib vaadata niitena sellest, milline on saastunud DNA proov ja kui oluline on

puhtus vana DNA-ga to6tades.

e}
S a
S o
o
3 I
S o
) e}
o T
g © 2 °
° S
o @
2 g
] o
L » =
S o
— %)
- S
= o
g ) o
o o
20 27 34 41 48 55 62 69 76 83 90 97 20 27 34 41 48 55 62 69 76 83 90 97
jarjestuse pikkus jarjestuse pikkus
&

C—>A A>C - - A>G — A>T S C—>A A>C - - A>G — A>T
~ w— G—>A G—>C C—>G C—>T w— G->A G—>C C—>G C—>T
— — T->A T>C — T->G -- G->T — T->A T>C — T->G -- G->T
© 0

o
[}
o
e
<
o
© =
Q—
g5 g
8 g2
2e | go
b S @
Al
4 o
o
S
N o
g_ P /
=1 [}
[ [ [ I | [ [ [ I [
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
kaugus jarjestuse 5’ otsast (nt) kaugus jarjestuse 5’ otsast (nt)

Joonis 15. Indiviidi Ardul dentiini- (vasakul) ja juureproovi (paremal) vordlus referentsile joondunud
DNA-fragmentide pikkusjaotuse histogrammide (A) ja referentsile joondunud DNA-jirjestuste 5' otstes

esinevate asenduste sageduste graafikute (B) alusel.
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2.3.1.3. Saavutatud tdisgenoomi katvus ja mtDNA katvus

Sekveneerimisel saavutatud tdisgenoomi katvus oli uuritavatel proovidel iildjuhul madal,
jaades vahemikku 0,00006-0,13 korda (tabel 6). Madala katvuse pdhjuseks oli see, et iga
proovi jaoks genereeriti vaid mdni miljon kuni paarkiimmend miljonit jarjestust (tabel 3),
millest suure osa moodustasid voor-DNA jérjestused. Suurem katvus saavutati proovidel
Sope juur (0,52x) ja Ardul juur (0,53x) (tabel 6), kuid viimase puhul oli see tingitud
saastatusest tdnapdevase DNA-ga, nii et tulemus pole korrektne endogeense DNA jaoks.
Proovi Sope_juur iilejadnud proovidest suurema katvuse tagasid lisasekveneerimised projekti

The Rise raames, mille tulemusel saadi antud proovi kohta 0,3 miljardit jérjestust (tabel 3).

Mitokondriaalse DNA katvus oli enamikul uuritavatest proovidest 1,21 kuni 30,11 korda
(tabel 6). Eelnenud 15igus selgitatud pohjustel on proovide Sope juur ja Ardul juur mtDNA
katvus vorreldes teiste proovidega korge (vastavalt 235,76x ja 109,61x; tabel 6).
Mitokondriaalse DNA oluliselt suurem katvus tdisgenoomi katvusega vorreldes tuleneb
sellest, et kromosoome on igas rakutuumas 2 koopiat (meestel kumbagi sugukromosoomi
isegi ainult 1), kuid mitokondreid on rakus sadu ja rongaskromosoome igas mitokondris

kiimneid, mille tottu mtDNA koopiaarv rakus on tuhandetes.

Tabel 6. Sekveneeritud proovide nimed (proov), arheoloogilised kultuurid (kultuur), dateeringud,

sekveneerimise numbrid (sekv. nr.) ja tdisgenoomi (gen.) ning mtDNA (MT) katvus.

# Proov Kultuur | Dateering | Sekv. nr.| Gen. katvus | MT katvus
...keraamika eKr X X
1|Kivisaare 4300|MA972 0,002 1,55
2|Kudrukiilal dentiin |kamm- 3600|MA827 0,0007 7,21
3|Kudrukiilal juur |kamm- 3600|MAS828 0,0006 1,42
4|Kudrukiila2 kamm- 3600|MA974 0,02 3,07
5|Kudrukiila3 kamm- 3600{MA975 0,009 1,21
6|Naakamie kamm- 2700|MA970 0,00006 0,08
7]Ardul dentiin noor- 2700|MA968 0,06 30,11
8|Ardul juur ndor- 2700|MA976 0,53 109,61
9|Ardu2 noor- 2700|MA969 0,06 9,93
10[Kunilal noor- 2500{MA971 0,13 18,65
11|Kunila2 noor- 2500|MA973 0,15 23,79
12[{Sope_dentiin noor- 2400|MAS825 0,0002 1,32
13[Sope_juur noor- 2400|MA826 0,52 235,76

2.3.2. Sekveneeritud indiviidide jaotumine mtDNA haplogruppidesse

Mitokondriaalse DNA haplogrupid ehk paiknemine mtDNA fiilogeneesipuul Onnestus
kindlaks teha 12-1 analiiiisitud proovil 13-st ning seeldbi 9-1 uuritud indiviidil 10-st (tabel 7).
Proovi Naakamie mtDNA katvus osutus kahjuks haplogrupi miiramiseks liiga madalaks.
Kodigi kolme indiviidi puhul, kelle DNA-d eraldati nii krooni dentiinist kui juurest (Sope,
Kudrukiilal ja Ardul), iihtisid mdlema proovi analiiiisil madratud haplogrupid, kuigi nende

lahutusastmed voisid erineva katvuse tottu erineda (tabel 7). Eelnevast tulenevalt voib oclda,
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et ka t606 kdigus saastunud proov Ardul juur ei sisaldanud nii suures koguses vodrast DNA-d,

et see oleks kaasa toonud vale mtDNA haplogrupi omistamise proovile.

Koige sagedasemad olid uuritavatel indiviididel haplogrupp U alamhaplogrupid, mis esinesid
6 indiviidil 9-st. Ulejéinud 3 indiviidi kuulusid mitokondriaalse DNA alusel haplogruppide
H, T ja J alamhaplogruppidesse (tabel 7).

Mesoliitikumis elanud indiviid (Kivisaare) ja kdik 3 kammkeraamika kultuuri esindajat, kes
onnestus haplogrupeerida (Kudrukiilal, -2 ja -3), kuulusid haplogruppi U, tdpsemalt
alamhaplogruppidesse U5a2d, U5Sbldl, U4a ja U2el (vastavalt sulgudes toodud indiviidide
jarjekorrale). Saadud tulemus kattub iildiselt kirjandusest loetuga, mille alusel kiittidele-
korilastele olid iseloomulikud haplogrupp U alamhaplogrupid (teiste hulgas U5a, U5b ja U4)
(Bramanti et al., 2009; Fu et al., 2013), kuid haplogrupp U2 joudis praegustel andmetel Kesk-
Euroopasse (tdpsemalt Saksamaale Mittelelbe-Saale piirkonda) alles ndorkeraamika kultuuri

esindajatega (Brandt et al., 2013).

Noorkeraamika kultuuri viljelejad osutusid haplogrupiliselt kuuluvuselt mitmekesisemateks,
kuuludes haplogruppidesse H5al, T2ala, U5b2c, U5bl ja J1c3 (vastavalt Sope, Ardul,
Ardu2, Kunilal ja Kunila2). Haplogrupid H, T2 ja J olid sagedased ka Kesk-Euroopa
neoliitiliste polluharimise ja karjakasvatusega tegelevate kultuuride esindajatel ning samuti
esines sarnaselt kirjanduse iilevaates késitletud uuringutega kiittidele-korilastele omaste
haplogruppide esindajaid (Haak et al., 2005; Haak et al., 2008; Haak et al., 2010; Brandt et
al., 2013).

Tabel 7. Sekveneeritud proovide nimed (proov), arheoloogilised kultuurid (kultuur), dateeringud,

sekveneerimise numbrid (sekv. nr.) ja mtDNA haplogrupid (hapl.).

# Proov Kultuur [ Dateering | Sekv. nr.| Hapl.
...keraamika eKr
1|Kivisaare 4300{MA972 |[U5a2d
2|Kudrukiilal dentiin |kamm- 3600|MAS827 |U5bldl
3|Kudrukiilal juur [kamm- 3600|MA828 |U5Sbldl
4|Kudrukiila2 kamm- 3600|MA974 |Uda
5{Kudrukiila3 kamm- 3600|[MA975 |U2el
6|Naakamie kamm- 2700|MA970 |?
7|Ardul dentiin noor- 2700|MA968 |T2ala
8|Ardul juur noor- 2700|MA976 |T2al
9[Ardu2 noor- 2700|MA969 [U5b2c
10|Kunilal noor- 2500|MA971 [U5bl
11{Kunila2 noor- 2500{MA973 |J1c3
12|Sope dentiin ndor- 2400{MAS825 |HS5a
13[Sope juur ndor- 2400{MA826 |H5al
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2.3.3. Leitud haplogruppide olemasolevates andmebaasides esinevate

alamharude levik tinapieva Euroopas
Koik leitud haplogrupid esinevad erinevate sagedustega ka tdnapdeva Euroopas. Haplogrupp
H5al on madala sagedusega levinud {ile kogu Euroopa ning sinna kuulub ~2%
makrohaplogrupi RO esindajatest (Brandstétter et al., 2008). Jlc moodustab umbes
kolmveerandi koigist J haplogrupi liinidest, mis kokku annavad ~8% Euroopa
mitokondriaalsest mitmekesisusest. Haplogrupp T2-e sagedus on Euroopas ~7%. Haplogrupp
US5 moodustab Euroopa mtDNA geenitiigist keskmiselt 5-12%, sealjuures alamhaplogrupp
USa ~4% ja U5b ~3%. Haplogrupp U2 on madala sagedusega (0,5-2%) levinud enamikus
Euroopast. Haplogrupi U4 sagedus jddb Euroopas keskmiselt ~2% juurde, kuid Létis
moodustab see haplogrupp tervelt 8,5% mitokondriaalse DNA mitmekesisusest (Ottoni ef al.,

2011; Eupedia).

Vaatlemaks analiilisitavate proovide mtDNA haplogruppide alamharude levikut tinapédeva
Euroopas, ldhtuti proovide individuaalsetest mutatsioonidest, mis iseloomustavad just
konkreetseid harusid, ning otsiti samu mutatsioone kandvaid indiviide olemasolevatest
andmebaasidest. Individuaalseid mutatsioone tuvastati peaaegu kdigil uuritud indiviididel
ning nii mtDNA kodeerivas kui HVSI regioonis, kuid kuna kéttesaadavaid mtDNA
tdisjarjestusi on oluliselt vihem kui HVSI regiooni omi, dnnestus tdnapidevasest andmestikust
tuvastada vaid proovi Kunilal mutatsiooni C16147T kandev alamharu. Mutatsiooni C16147T
kandvaid U5b1-e indiviide leiti evolutsioonibioloogia todrithma ulatuslikust andmestikust (41
populatsiooni, 12611 indiviidi; tabel 8A) ja kirjanduses avaldatud andmetest (tabel 8B) 14 —
moldaavlane (mutatsiooni esinemissagedus populatsioonis 0,011), horvaat (0,0007),
rumeenlane (0,002), valgevenelane (0,002), venelane (0,001), norralane (0,0007) ja itaallane
(0,002), 2 sakslast (0,002) ning 5 mordvalast (2 moksat ja 3 ersat) (0,046). See tdhendab, et
leitud USbl alamharu mutatsiooniga C16147T on tdnapdeval levinud iile Euroopa, kuid
madala sagedusega. Erandiks on mordvalased, kellel on mutatsioon positsioonis 16147
teistest iilaltoodud populatsioonidest (v.a. moldaavlased) oluliselt sagedasem (p-vdirtused

vahemikus 6,3x107°-1,3x107%).
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Tabel 8. A — Evolutsioonibioloogia to6riihma andmestikku kuuluvad populatsioonid ja proovide arvud
neis (N). B — Populatsioonid, milles mutatsioon C16147T haplogruppi USb1 kuuluvatel indiviididel esines,

mutatsiooni kandvate indiviidide arvud (n), proovide koguarvud (N) ja allikad.

A B
Populatsioon N Populatsioon [n| N |allikad
albaanlased 280 %
baskiirid 300 moldaavlased | 1| 93|avaldamata andmed
EEIS;;ZISZ:S "] 222 moksad 2| 58|Bermisheva et al., 2002
;Sgt;iies(ii ] T;g ersad 3| 51|Bermisheva et al., 2002
lﬁi)srlz;zl:]l?ds od 223; valgevenelased | 1| 542(Behar et al., 2010; avaldamata andmed *
Horv. mustlased 75 horvaadid 11341 Tolk et al., 2001; Jeran et al., 2009; Sarac et al., 2012; Sarac et
itaallased 150 al., 2014; avaldamata andmed *
lﬁzﬂiﬁ‘“d ;i; rumeenlased | 1| 441|Richards et al., 2000; Behar et al., 2010
kreeklased 184 nelased 1l 1005 Orekhov ef al., 1999; Richards ef al., 2000; Malyarchuk ja
kreetalased 184 venelase Derenko, 2001; Malyarchuk et al., 2002; avaldamata andmed *
kiiproslased 179 Opdal et al., 1998; Passarino et al., 2002; Richards et al., 2000;
Toedulased 77 norralased 1| 1455 Hel . . .
elgasson et al., 2001; FamilyTreeDNA Norway project
ﬁiﬁd T ?ég itaallased 1| 624|Richards ef al., 2000; Achilli et al., 2007
marid 84 Richards ef al., 1996; Pfeiffer et al., 1999; Lutz et al., 1998;
moldaavlased 96 sakslased 2| 1183 Hofmann et al., 1997; Baasner et al., 1998
montenegrolased 140
mordvalased 165 * evolutsioonibioloogia todrithma avaldamata andmed
poolakad 144
rumeenlased 803
saamid 73
sakslased 22
serblased 183
sitsiillased 546
slovakid 512
sloveenlased 290
soomlased 100
Sveitslased 205
tatarlased 221
tSehhid 94
tSuvasid 267
udmurdid 183
ukrainlased 622
ungarlased 116
valgevenelased 767
venelased 1214
vepslased 64

Ulalmainitud 14 indiviidist viie DNA leidus evolutsioonibioloogia tddrithma kogus ning
tooriihma litkmel Anu Solnikul dnnestus neist mtDNA tiisjarjestused resekveneerida. Saadud
jarjestuste vordlemisel noodrkeraamika kultuuri esindaja Kunilal mtDNA jirjestusega ja
referentsjérjestusega rCRS selgus, et kdik 6 indiviidi kannavad mutatsioone ka positsioonides
3708, 6302 ja 12618. Indiviidi Kunilal ainus mutatsioon, mida iihelgi teisel analiiiisitud
indiviidil ei esinenud, oli positsioonis 5453 (tabel 9). Leitud haplogrupp US5Sbl 4
mutatsiooniga alamharu tekkis jérelikult hiljemalt neoliitikumi teises pooles ning on

praeguseks madala sagedusega levinud iile Euroopa.
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Tabel 9. Neoliitikumis elanud indiviidi Kunilal ning S tinapievase indiviidi (ersad Erz50 ja Erzo6,
moldaavlane Mold24, horvaat Zagr1797 ning valgevenelane Bbt 269) vordlus referentsjirjestusega rCRS —
haplogruppi U5Sb1 defineerivad mutatsioonid (vérvitu taustaga) ja lisamutatsioonid, mis esinevad neil koigil

(kollase taustaga) voi vaid iihel/mdnel (helerohelise taustaga).

Positsioon | rCRS| Kunilal | Erz50 Erz6 | Mold24 | Zagr1797| Bbt269
73 A G G G G G G
150 C T T T T T T
228 G G G G A G G
263 A G G G G G G
471 T T T T T C T
750 A G G G G G G
1438 A G G G G G G
2706 A G G G G G G
3197 T C C C C C C
3708 A G G G G G G
3849 G G A A G A G
4769 A G G G G G G
5453 A @ A A A A A
5656 A G G G G G G
6302 A G G G G G G
7028 C T T T T T T
7768 A G G G G G G
8860 A - G G G G G
9477 G A A A A A A
11150 G G G G A G G
11467 A G G G G G G
11719 G A A A A A A
12308 A G G G G G G
12372 G A A A A A A
12618 G A A A A A A
13617 T C C C C C C
14182 T C C C C C C
14766 C T T T T T T
15326 A G G G G G G
16093 T T T T C T T
16147 C T T T T T T
16189 T C C C C C C
16270 C T T T C T T
16519 T T T T T C T

2.3.4. Analiiiisitud proovide ja varem publitseeritud sama perioodi
proovide mtDNA haplogrupilise kuuluvuse vordlus

Vordlemaks kdesoleva t60 raames analiilisitud Eesti territooriumilt vélja kaevatud proove
varem publitseeritud sama perioodi proovidega, kasutati andmestikku 566 indiviidi mtDNA
haplogruppidega, mis oli kokku pandud jiargnevate publikatsioonide pohjal: Chandler, 2003;
Chandler et al., 2005; Haak et al., 2005; Haak et al., 2008; Bramanti et al., 2009; Malmstrom
et al., 2009; Haak et al., 2010; Hervella, 2010; Krause et al., 2010; Lacan, 2011; Lacan et al.,
2011a; Lacan et al., 2011b; Gamba et al., 2012; Hervella et al., 2012; Sanchez-Quinto ef al.,
2012; Skoglund et al., 2012; Brandt et al., 2013; Brotherton et al., 2013; Der Sarkissian et al.,
2013; Fu et al., 2013; Skoglund et al., 2014; Allentoft et al., 2015 (lisa 3). Indiviidid jaotati

riihmadesse mtDNA haplogrupi, ajalooperioodi (mesoliitikum, vara-/keskneoliitikum ja
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hilisneoliitikum) ning viimasena leiukoha (Lduna-, Kesk-, Ida-Euroopa ja Skandinaavia)

alusel, nii et igasse haplogruppi kuuluvad indiviidid jagunesid 12 riihma (joonis 16).

Eesti proovide mtDNA haplogrupiline jaotus sobitus iildiselt hésti vordlusandmestikuga
(joonis 16). Oluline on silmas pidada, et vordlusandmestikust moodustasid valdava osa (383
proovi) Kesk-Euroopa proovid ning Ida-Euroopa oli esindatud vaid 20 mesoliitikumist ja

hilisneoliitikumist périt prooviga (lisa 3).

() Eesti B duna-Euroopa
N1a1'2 N1a1 mesoliitikum mesoliitikum
N1a - (@ Eesti vara-/ M Kesk-Euroopa
N1 - keskneoliitikum mesoliitikum
— N1'5 --- .
o Eesti Ida-Euroopa
N2 ['“' hilisneoliitikum mesoliitikum
w Skandinaavia
N <20 mesoliitikum

’ o B Lduna-Euroopa
X1'2'3 .
' —— X r X2 vara-/keskneoliitikum
o - Kesk-Euroopa
--- HVOa L ' vara-/keskneoliitikum
HVO r \Y

7 Ida-Euroopa

RO .
vara-/keskneoliitikum
HY < ’

Skandinaavia
H1 vara-/keskneoliitikum

H L3una-Euroopa

' hilisneoliitikum
Kesk-Euroopa

hilisneoliitikum

) H5 O [ da-Euroopa
H5'36 3 hilisneoliitikum

Skandinaavia
hilisneoliitikum

[ us

5 — 25 indiviidi ﬁ

26 — 46 indiviidi

u2'3'4’
7'8'9

U4
u4'9

us L Usb K1 '
usb'c K
47 - 67 indiviidi . ot

Joonis 16. Osaline mtDNA fiilogeneesipuu PhyloTree mtDNA tree Build 16 (van Oven ja Kayser, 2009)
alusel, millele on mtDNA haplogrupilise kuuluvuse péhjal lisatud sektordiagrammid varem publitseeritud
vana DNA proovidega mesoliitikumist ja neoliitikumist (Chandler, 2003; Chandler et al., 2005; Haak et al.,
2005; Haak et al., 2008; Bramanti et al., 2009; Malmstrom et al., 2009; Haak et al., 2010; Hervella, 2010;
Krause et al., 2010; Lacan, 2011; Lacan et al., 2011a; Lacan et al., 2011b; Gamba et al., 2012; Hervella et al.,
2012; Sanchez-Quinto et al., 2012; Skoglund et al., 2012; Brandt et al., 2013; Brotherton et al., 2013; Der
Sarkissian et al., 2013; Fu et al., 2013; Skoglund et al., 2014; Allentoft et al., 2015) ning kiesolevas toos

uuritavad Eesti vana DNA proovid. Esindatud haplogrupid on tihistatud oranziga.
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Haplogruppi HS kuulus 1 Eestist parinev ndoorkeraamika kultuuri indiviid hilisneoliitikumist,
kuid ei kuulunud iikski 6-st vordlusandmestiku Ida-Euroopa indiviidist. Uldse esindas
vaadeldavat haplogruppi lisaks Eesti indiviidile 15 indiviidi Kesk-Euroopast, kellest 60%
parinesid vara-/keskneoliitikumist ja 40% hilisneoliitikumist. Kokkuvdttes voib oOelda, et
tegemist on haplogrupiga, mis polnud véga sage, kuid leidus sarnasel médral kogu

neoliitikumi jooksul, aga puudus mesoliitikumis.

Haplogruppi J1 kuulus enim indiviide vara-/keskneoliitikumist, sealjuures nii Kesk-Euroopast
kui Skandinaaviast. Peaaegu sama palju haplogrupp J1 esindajaid (43%) parines Kesk- ja
Louna-Euroopa hilisneoliitikumist. Ka Eesti andmestikust kuulus antud haplogruppi
hilisneoliitikumis elanud indiviid, mis tdhendab, et tegemist on haplogrupiga, mida esines

neoliitikumis iile kogu Euroopa.

Haplogruppi T2 kuulus tervelt 60 indiviidi vordlusandmestikust, mis tdhendab, et tegemist on
ithe koige arvukamalt esindatud haplogrupiga kasutatud andmestikus. See haplogrupp oli
koige sagedasem Kesk-Euroopa vara-/keskneoliitikumi indiviididel (41), kuid esines samal
perioodil ka Louna-Euroopas ja Skandinaavias (kokku 80% T2-te kuulujatest). Vihem esines
haplogruppi T2 hilisneoliitikumis, kuid lisaks Eesti indiviidile kuulus sinna indiviide ka

mujalt Ida-Euroopast (2) ning Kesk- ja Louna-Euroopast.

Haplogruppi US5a kuulus indiviide koikidest ajalooperioodidest ja piirkondadest, kuid
mesoliitikumist siiski vihem kui vara-/keskneoliitikumist voi hilisneoliitikumist. Ida-Euroopa
indiviididest esindasid konealust haplogruppi koos antud t66s uuritutega 4 indiviidi
mesoliitikumist ja 3 hilisneoliitikumist, mis teeb USa-st kasutatud andmestiku pdhjal Ida-

Euroopa koige sagedasema haplogrupi vaadeldud perioodil.

Haplogruppi U5b kuulusid tervelt 3 analiiiisitud indiviidi Eestist, kellest 1 pérines vara-/
keskneoliitikumist ja 2 hilisneoliitikumist. Uhtlasi oli tegemist ainsate haplogrupp US5b
esindajatega kasutatud Ida-Euroopa andmestikus. Samas kuulus vaadeldavasse haplogruppi

mujalt Euroopast sarnane hulk indiviide koigist 3-st ajalooperioodist (28%, 42% ja 30%).

Haplogruppi U2 kuulus lisaks vara-/keskneoliitikumis elanud Eesti indiviidile veel vaid 4
indiviidi, kellest 3 périnesid Ida-Euroopa mesoliitikumist ning 1 Kesk-Euroopa
hilisneoliitikumist. See info seob Eesti kammkeraamika kultuuri indiviidi antud kultuuri
levialaga Eestist idas ning eristab seda Kesk-Euroopast, mida esindava 383 indiviidiga

andmestiku alusel joudis haplogrupp U2 piirkonda alles hilisneoliitikumis, olles ka siis harv.
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Haplogruppi U4 kuulus sarnases hulgas indiviide kdigist perioodidest (vastavalt 29%, 42% ja
29%), kuid huvitav on see, et kdik haplogruppi U4 esindavad vara-/keskneoliitikumi
indiviidid vordlusandmestikus périnesid Skandinaaviast (10 indiviidi). Sellesse haplogruppi
kuulus ka Eesti vara-/keskneoliitikumi indiviid, mis vdiks viidata kontaktidele Eesti ja
Skandinaavia tollaste elanike vahel. Toendolisem on siiski, et haplogruppi U4 esines ka vara-/
keskneoliitikumi Ida-Euroopas, mille indiviidid vordlusandmestikus puuduvad, kuna sinna

kuulus Ida-Euroopa indiviide nii mesoliitikumist (4) kui hilisneoliitikumist (1).

Kokkuvottes voib oelda, et Eestis vara-/keskneoliitikumis elanud kammkeraamika kultuuri
indiviidid sarnanesid kdesolevas t06s kasutatud uute proovide ning vordlusandmestiku pdhjal
pigem teiste Ida-Euroopa indiviididega. Sellist tulemust toetab ka asjaolu, et kammkeraamika
kultuuri leviala jdi Ida-Euroopasse (Eesti paiknes selle 1d4nepiiril). Eesti territooriumil elanud
noorkeraamika kultuuri esindajad olid aga samade andmete alusel sarnasemad pigem
ladnepoolse Euroopa indiviididega ja erinesid varasema kammkeraamika kultuuri esindajatest
(joonis 17). Kuna ndorkeraamika kultuur joudis Eestisse lddnest (Eesti jdi antud kultuuri
idapiirile), toetab selline tulemus uue kultuuri joudmist Eesti territooriumile migratsiooniga,
mitte peamiselt kultuuriiilekandega. mtDNA analiiiisi mottes vdikese valimi ja liinkliku Ida-
Euroopa vordlusmaterjali tottu ei saa selles jarelduses téiesti kindel olla, mistdttu on edaspidi
plaanis professor Aivar Kriiska abiga analiilisida veel proove Eestist ning ka Venemaalt ja
Litist. Kuna tdnapédeva populatsioonide uurimiseks kasutatavate valimitega vorreldavat hulka
vana DNA proove pole siiski Eestis voimalik kokku saada, kavatsetakse litkuda mtDNA
tasandilt autosoomide tasandile, mis rekombineerumise tOttu voimaldab viikese valimi

analiiiisitulemusi suurema kindlusega laiendada kogu populatsioonile.

6000 eKr 5000 eKr 4000 eKr 3000 eKr 2000 eKr 2000 pKr
P T S S O R A SN B I
100 -
O 8 8‘-'
kittide-korilaste
(U, U4, Us, U8)
80 — .
vara-/keskneoliitikumi
(N1a. T2, K, J, HV, V, W, X)

hilisneoliitikumi/vara-
{I,U2,T1,R) pronksiaja

... muud
% (H, U3 jt) I

TN - .[ ‘ I
20 — \- A e H I

varaneoliitikum keskneoliitikum hilisneoliitikum  varapronksiaeg

Joonis 17. Kesk-Saksamaa neoliitiliste ja tiinapievaste proovide jagatud haplotiiiipide analiiiisi graafik,
millele on lisatud kiesolevas toés analiiiisitud proovid. Allddrde on mérgitud ajalooperioodide kestvused

Saksamaal ning mummudena on lisatud kédesolevas t60s analiilisitud proovid (kohandatud: Brandt et al., 2013).

43



Kokkuvote

Kéesoleva magistritod raames eraldati DNA 10 Eestis arheoloogilistel véljakaevamistel leitud
hambast, millest 1 parines mesoliitikumist, 4 kuulusid kammkeraamika kultuuri indiviididele
ja 5 noorkeraamika kultuuri esindajatele. Sekveneeritud proovide analiiiisil selgus, et enim
endogeenset DNA-d sisaldasid ndorkeraamika kultuuri esindajate hammastest eraldatud
proovid. 2 proovi kvaliteet polnud usaldusviérsete tulemuste saamiseks piisav. Kuna
molemad saastunud proovid périnesid indiviididelt, kelle DNA eraldati nii hamba

kroonidentiinist kui juurest, kvalifitseerusid koik 10 indiviidi siiski edasisteks analiiiisideks.

Mitokondriaalse DNA haplogrupi midramine onnestus 9 indiviidil 10-st, proovi Naakamée
mtDNA katvus osutus selleks ebapiisavaks. Kdik haplogrupeeritud kiitid-korilased kuulusid
haplogrupi U alamhaplogruppidesse U5a, U5b, U4 ja U2, kuid pdlluharimise ja
karjakasvatusega tegelenud nodorkeraamika kultuuri indiviidid esindasid lisaks US5b-le ka
haplogruppe H5, T2 ja J1. Saadud tulemused on iildjoontes kooskdlas kirjanduses esitletud
Kesk-Euroopa andmetega. Erandiks on haplogrupp U2, mis joudis Kesk-Euroopasse alles

ndorkeraamika kultuuriga, kuid esines Ida-Euroopas juba mesoliitikumis.

Vaadeldes proovil Kunilal esineva haplogrupi U5b1 mutatsiooni C16147T kandva alamharu
levikut tdnapdeva Euroopas, tuvastati see viga madala sagedusega moldaavlastel, horvaatidel,
rumeenlastel, valgevenelastel, venelastel, norralastel, itaallastel ja sakslastel ning kdrgema
sagedusega mordvalastel. mtDNA tiisjérjestuste analiiiisil selgus, et kdik vaadeldud indiviidid
(2 mordvalast, moldaavlane, horvaat ja valgevenelane) jagasid neoliitilise prooviga
mutatsioone ka positsioonides 3708, 6302 ja 12618. See tdhendab, et indiviid Kunilal kuulub

4 lisamutatsiooniga haplogrupi U5b1 alamharusse, mis on levinud ka tdnapéeva Euroopas.

Kéesoleva t00 raames haplogrupeeritud proovide vdordlemisel 566 indiviidi varem
publitseeritud andmetega néhti, et kammkeraamika kultuuri esindajad sarnanesid pigem Ida-
Euroopa ning nodrkeraamika kultuuri esindajad lddnepoolse Euroopa indiviididega.
Kirjeldatud tulemused toetavad ndorkeraamika kultuuri joudmist Eesti territooriumile
migratsiooni teel, kuid mtDNA analiilisi mdttes vdikese valimi ja liinkliku Ida-Euroopa
vordlusmaterjali tottu ei saa selles jarelduses tdiesti kindel olla. Seetdttu on projekti jatkudes
plaanis analiilisida veel proove Eestist ning lisaks ka Venemaalt ja Létist ning liikkuda mtDNA
tasandilt autosoomide tasandile, mis voimaldab vidikese valimi analiilisitulemusi suurema

kindlusega laiendada kogu populatsioonile.
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Neolithic transition in Estonia — sequencing and mtDNA analyses

of comb ceramics and corded ware culture individuals' DNA
Lehti Saag

Summary

Neolithic transition in Europe is a period of great change in many aspects of life brought on
by the arrival of farming from the Near East. It's impact on peoples' genetic diversity has been
studied for a while using modern DNA. During the last decade aDNA has also been used, so
far mostly in Central Europe and less in Southern Europe and Scandinavia. In Estonia this
period is marked by the arrival of the Corded Ware culture from Central Europe around 5000
years BP. It coexisted with the Eastern European hunter-gatherer culture the Comb Ceramics

culture for an extended time period before replacing it fully.

This thesis is a part of a longer aDNA project which aims to find out if farming together with
the Corded Ware culture arrived in Estonia via demic or cultural diffusion. The specific aim
of the thesis was to sequence DNA from people of the Corded Ware and Comb Ceramics
cultures, haplogroup them, look at the distribution of found lineages in Europe today and

compare the results with published aDNA samples.

13 DNA samples were extracted from 10 individuals and after quality controls all 10
individuals although only 11 samples qualified for further analyses. mtDNA haplogroups
could be found for 9 individuals and all of the hunter-gatherers belonged to subhaplogroups of
hg U (USa, U5b, U4 and U2) but the farmers also represented haplogroups HS, T2 and J1.
The results overall support those from Central Europe although hg U2 arrived there with the

Comb Ceramics culture, but was already present in Eastern Europe during the mesolithic.

While looking at the distribution of the lineages in Europe today it was found that mutation
C16147T from a U5bl Corded Ware sample is spread with a low frequency all over Europe.

Also, 5 individuals from Eastern Europe shared 3 more mutations with the neolithic farmer.

A comparison with 566 samples from published results showed that Comb Ceramics culture
individuals were more similar to Eastern European and Corded Ware culture individuals to
Western European individuals. These results support the demic diffusion hypothesis for the
arrival of farming in Estonia. Nevertheless, the small sample size and lacking information
from Eastern Europe makes it hard to be sure, which is the reason why we're planning to

involve samples from Russia and Latvia in the future and move on to autosomal analyses.
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Lisa 3. vana DNA vordlusandmestik

Lisatabel 2. vana DNA vordlusandmestiku proovide péritoluriigid piirkondade kaupa, kultuurid

(lihendite selgitused joonise 10 allkirjas), mtDNA haplogrupid ja viited.

Kesk-Eur. riik kultuur haplogrupp viited
TSehhi HGC us Fu et al. 2013
TSehhi HGC U Fu et al. 2013
TSehhi HGC U Fu et al. 2013
Saksamaa HGC U4 Bramanti et al. 2009
Saksamaa HGC Ub5a2a Bramanti et al. 2009
Saksamaa HGC U5b2 Bramanti et al. 2009
Saksamaa HGC U Bramanti et al. 2009
Saksamaa HGC U5b1 Fu et al. 2013
Poola HGC UbSa Bramanti et al. 2009
Poola HGC U5Sb Bramanti et al. 2009
Poola HGC U5Sb Bramanti et al. 2009
Luksemburg HGC U5b1a Fu etal. 2013
Leedu HGC U5sb Bramanti et al. 2009
Leedu HGC U5b Bramanti et al. 2009
Leedu HGC Usb Bramanti et al. 2009
Leedu HGC U4 Bramanti et al. 2009
Saksamaa LBK N1a1 Haak et al. 2005
Saksamaa LBK K Haak et al. 2005
Saksamaa LBK N1a1a Haak et al. 2005
Saksamaa LBK HV Haak et al. 2005
Saksamaa LBK HV Haak et al. 2005
Saksamaa LBK H88 Haak et al. 2010. Brotherton et al. 2013
Saksamaa LBK K1a Haak et al. 2010
Saksamaa LBK \Y Haak et al. 2010
Saksamaa LBK T2b Haak et al. 2010
Saksamaa LBK HV Haak et al. 2010
Saksamaa LBK H1j Haak et al. 2010. Brotherton et al. 2013
Saksamaa LBK N1a1a3 Haak et al. 2010
Saksamaa LBK W Haak et al. 2010
Saksamaa LBK J Haak et al. 2010
Saksamaa LBK J Haak et al. 2010
Saksamaa LBK T2b23a Haak et al. 2010
Saksamaa LBK W Haak et al. 2010
Saksamaa LBK T2f Haak et al. 2010
Saksamaa LBK Ubaila'g Haak et al. 2010
Saksamaa LBK J Haak et al. 2010
Saksamaa LBK K1a Haak et al. 2010
Saksamaa LBK T2b Haak et al. 2010
Saksamaa LBK \Y Haak et al. 2005
Saksamaa LBK N1ala Haak et al. 2005
Saksamaa LBK T2b Haak et al. 2005
Saksamaa LBK N1ala Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK T2c Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK N1a1 Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK K1a Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK H Brandt et al. 2013, Brotherton et al. 2013
Saksamaa LBK K Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK T2b Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK N1a1a3 Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK \Y Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK \% Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK K Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK K1a Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK K1a Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK T2b Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK T2b Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK X Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK K1a Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK N1a1a3 Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK T2b Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK K Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK H26 Brandt et al. 2013, Brotherton et al. 2013
Saksamaa LBK N1a1 Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK J Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK H23 Brandt et al. 2013, Brotherton et al. 2013
Saksamaa LBK W Brandt et al. 2013
Saksamaa LBK \% Brandt et al. 2013
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Skandin. riik  kultuur haplogrupp viited

Rootsi HGN UbSa1 Skoglund et al. 2014
Rootsi FBC T2b Malmstrom et al. 2009
Rootsi FBC J1c4dc Malmstrom et al. 2009
Rootsi FBC H Malmstrom et al. 2009, Skoglund et al. 2012
Saksamaa FBC K Bramanti et al. 2009
Saksamaa FBC Usb Bramanti et al. 2009
Saksamaa FBC Usb Bramanti et al. 2009
Saksamaa FBC T2e Bramanti et al. 2009
Saksamaa FBC J Bramanti et al. 2009
Saksamaa FBC T2e Bramanti et al. 2009
Saksamaa FBC U5a2b3 Bramanti et al. 2009
Saksamaa FBC H1c Skoglund et al. 2014
Saksamaa FBC K1e Skoglund et al. 2014
Saksamaa FBC H24 Skoglund et al. 2014
Rootsi PWC UbSa1a'g Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC U4 Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC HV? Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC HV? Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC UbSa1la'g Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC U5b2b1a Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC \Y Malmstrom et al. 2009, Skoglund et al. 2012
Rootsi PWC U4 Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC Usb Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC U4 Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC U4 Malmstrom et al. 2009, Skoglund et al. 2012
Rootsi PWC Usb Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC u4 Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC U4 Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC Uba1la'g Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC U4 Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC T2b Malmstréom et al. 2009
Rootsi PWC u4d Malmstrom et al. 2009, Skoglund et al. 2012
Rootsi PWC K1a Malmstrom et al. 2009
Rootsi PWC U4d Skoglund et al. 2014
Rootsi PWC u4d Skoglund et al. 2014
Rootsi PWC U Skoglund et al. 2014
Taani Jic4 Allentoft et al. 2015
Rootsi CWC K1a2a Allentoft et al. 2015
Taani H3v+16093 Allentoft et al. 2015
Taani H3b Allentoft et al. 2015
Rootsi K2a5 Allentoft et al. 2015
Rootsi K1b1a1 Allentoft et al. 2015
Rootsi K1a3 Allentoft et al. 2015
Ida-Eur. riik  kultuur haplogrupp viited
Venemaa HGE u2 Krause et al. 2010
Venemaa HGE UbSa Bramanti et al. 2009
Venemaa HGE Uba1 Bramanti et al. 2009
Venemaa HGE u4 Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE U4 Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE C1 Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE C1 Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE U2e Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE U2e Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE U4 Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE U4 Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE Ub5a Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE C1 Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa HGE H Der Sarkissian et al. 2013
Venemaa YMC Uba1d1 Allentoft et al. 2015
Venemaa YMC Uba1d2b Allentoft et al. 2015
Venemaa YMC T2ala Allentoft et al. 2015
Venemaa YMC U4 Allentoft et al. 2015
Venemaa YMC UbSa1i Allentoft et al. 2015
Venemaa YMC T2a1a Allentoft et al. 2015
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