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Eesti keskaegse arheoloogilise materjali geneetiline sugulusanaltits Siksala kalme naitel

Ldhikokkuvote:  Inimeste  minevikusundmuste uurimiseks  korvutatakse erinevate
valdkondade, nt ajaloo, arheoloogia ja geneetika andmeid. Kdesolev t60 on néide sellest, kuidas
neid andmeid vorreldes saadakse terviklikum pilt meie esivanemate elust. T66s uuriti keskaegse
Eesti elanikkonna geneetilist struktuuri ja sotsiaalseid sidemeid Sikséla kalme néitel. Selleks
eraldati ja sekveneeriti DNA 20 indiviidi séilmetest. Suurimad sarnasused leiti Kagu-Eesti ja
Lati keskaegsete indiviididega, tdnapéevaste eestlastega ning ka balti ja slaavi rahvastega.
Sugulusanaliiusi tulemuste abil koostati indiviididevaheliste suhete alusel ks suurem kolme
pdlvkonnaga sugupuu ja kolm véiksemat gruppi. To6 kdigi tulemuste pdhjal vdis jareldada, et

Siksala kalmesse maetud indiviidide Uhiskonnakorraldust iseloomustas patrilokaalsus.
Marksonad: vana DNA, populatsioonigeneetika, sugulusanaliilis, Eesti keskaja

CERCS: B220 Geneetika, tsutogeneetika, H220 Keskaja ajalugu, H340 Arheoloogia

Genetic kinship analysis of medieval Estonian archaeological material using the example
of Siksala burial site

Abstract: To study the human past, data from history, archaeology, and genetics among other
disciplines, are compared to each other. This thesis is an example of how transdisciplinary
approach helps to get a more comprehensive picture of the lives of our ancestors. The thesis
studies the genetic variability and social connections of the medieval Estonian population using
the example of Siksala burial site. For that, DNA was extracted and sequenced from the remains
of 20 individuals. The greatest similarities were found with other medieval individuals from
South-East Estonia and Latvia as well as with modern Estonians and the Baltic and Slavic
populations. Using the results of the kinship analysis the relationships between individuals of
one larger three-generation family tree and of three smaller groups were reconstructed. Based
on all of the results it could be concluded that the social organisation of the individuals buried

at Siksala burial site was characterised by patrilocality.
Keywords: ancient DNA, population genetics, kinship analysis, medieval Estonia
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KASUTATUD LUHENDID

AMH — anatoomiliselt moodne inimene (ingl anatomically modern human)
ap — aluspaar (ingl base pair)

mtDNA — mitokondriaalne DNA

NaOCI — naatrium hipoklorit

NGS - teise pdlvkonna sekveneerimine (ingl next generation sequencing)
PCA — peakomponentanaliius (ingl principle component analysis)

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (ingl polymerase chain reaction)

SNP — (iksiku nukleotiidi poltimorfism (ingl single nucleotide polymorphism)
SRY - sugu madrav Y-piirkond (ingl sex-determining region Y)

TU GI — Tartu Ulikooli genoomika instituut

UDG - uratsiil-DNA-gliikosulaas (ingl uracil-DNA-glycosylase)



SISSEJUHATUS

Inimese minevikusiindmuste uurimisel tuginetakse erinevate valdkondade, nt ajaloo,
arheoloogia ja geneetika tdenditele. Ajalugu pdhineb nii Kirjalikel tekstidel kui ka suulistel
lugudel ja rahvaluulel. Varaseid tekste on aga vahe, k&iki sindmuseid ei kirjutatud Glesse ja
paljud neist vBivad olla ka aja jooksul havinenud. Pdlvkondadevaheliselt edasi antud lugusid
on raske faktiliselt kontrollida. Arheoloogia allikmaterjal hdlmab nditeks tooriistade, ehete ja
keraamika uurimist, aga ka nt pinnase, maastiku ja hoonete jadnuste uurimist, mille alusel
tehakse oletusi populatsioonide eluolu ja etnilise kuuluvuse kohta. Geneetika aitab ajaloolaste
jaarheoloogide poolt kogutud tdendeid ja nende alusel sGnastatud hiipoteese kontrollida ja neid

omavahel sobitada, lisades spetsiifilisi detaile nt suguluse kohta.

Kéesolev bakalaureuset6d on néide sellest, kuidas populatsiooniuuringutes koérvutatakse
erinevate valdkondade andmeid, mille kaudu saadakse terviklikum pilt meie eelkdijate elust.
T60s kasitletakse véikest osa Eesti kagunurka Siksalasse keskajal maetud indiviididest. Siksala
kalmet peetakse erakordseks, kuna see on véga rikas hauapanuste ja muude leidude poolest.
Antropoloogiline ja arheoloogiline materjal lubab oletada ka uute elanike lisandumist Ida-Létist

ja liivlaste aladelt.

See t60 teostati projekti ,,Keskaegse populatsiooni struktuur, tervis ja haigused Eesti
territooriumil vana DNA vaatenurgast” (PRG1027) raames. Eesmaérgiks oli kirjeldada Eesti
keskaegse elanikkonna geneetilist varieeruvust ja sotsiaalseid sidemeid Siksala kalme naitel.
Selleks eraldati ja sekveneeriti DNA Sikséla kalmesse keskajal maetud indiviidide sailmetest
ning analtdsiti nende vahelisi sugulussuhteid. Saadud andmeid vorreldi teiste kivi-, pronksi-,
raua- ja keskajal Eesti aladel elanud indiviididega ning Eesti ja Euroopa tanapdevaste

populatsioonidega.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Vana DNA olemus

Vana DNA-ks nimetatakse surnud organismist parit DNA-d, milles on alanud lagunemise
protsessid (Herrmann ja Hummel, 1994). Organismiks v@ib olla inimene, loom vGi ka taim
(Jaenicke-Despres et al., 2003), kuid DNA-d saab eraldada ka naiteks sulgedest (Rawlence et
al., 2009), munakoortest (Oskam et al., 2010), puidust (Wagner et al., 2018), molluskikarpidest
(Der Sarkissian et al., 2017) ja setetest (Slon et al., 2017). 1984. aastal suudeti esimesena
sekveneerida kaks liihikest DNA fragmenti Uhest valjasurnud sebra liigi esindajast (lad. k
Equus quagga), keda sailitati muuseumieksponaadina. Sellest alates on tehnoloogia labinud
tohutu arengu, tdnu millele on niud vOimalik sekveneerida kuni miljoni aasta vanuste
organismide kogu genoom (van der Valk et al., 2021). Vana DNA uurimine vdimaldab leida
mingites kindlates aja- ja ruumipunktides elanud organismide geneetilist varieeruvust ja
vOrrelda seda tdnapdevasega (Vicente ja Schlebusch, 2020). Selliste uurimuste tulemusena on

see, kuidas inimesed hetkel minevikku md@istavad, oluliselt muutunud.

1.1.1 Sailivus

2021. aasta veebruaris avaldasid van der Valk jt artikli nende poolt eraldatud vana DNA-st, mis
parineb rohkem kui miljon aasta vanustelt mammutitelt, mis omakorda teeb sellest hetkel
vanima edukalt analliisitud vana DNA proovi (van der Valk et al., 2021). Tapsemalt eraldati
DNA kolme mammuti purihammastest, mis leiti Kirde-Siberist (van der Valk et al., 2021).
Siiani oli vanimaks vana DNA prooviks Orlando jt hobuse jasemeluu fossiilist eraldatud DNA,
mille vanuseks on 560 000 — 780 000 aastat (Orlando et al., 2013). Nii mammutite purihambad
kui ka hobuse jasemeluu péarinesid igikeltsast, tanu millele seal DNA nii kaua séilis (van der
Valk et al., 2021; Orlando et al., 2013).

DNA pika séilivuse puhul méngivad rolli mitmed tegurid. Esmalt hakkavad peale
surma organismi lagundama tema enda ensulimid, seejérel erinevad mikroorganismid ja seened
ning I6puks ka putukad ja selgroogsed (Herrmann ja Hummel, 1994). Sellega saastavad need
organismid surnud uuritava organismi DNA-d (endogeenset DNA-d) ka oma DNA-ga (Poinar
et al., 2006). Pehme koe lagunemise tagajérjel jaab alles anorgaaniline endo- voi eksoskelett
ning olenevalt organismist juuksed vdi suled. Erinevalt pehmetest kudedest on luud ja hambad
lagunemise eest rohkem kaitstud tdnu vahesele vee- ja enslimisisaldusele. (Herrmann ja
Hummel, 1994) Hammastel on rohkem kaitset saastuse eest tinu oma asukohale 16ualuus, mille
tdttu on need vana DNA uurimisel eelistatud (Higgins ja Austin, 2013). DNA eraldamiseks

vOetakse proov enamasti juure osast, kuna hammas on pealtpoolt kaitstud emailiga ja mujalt
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hambatsemendiga (joonis 1). Tapsemalt eelistatakse dentiini, kuna selle kaudu on v@imalik
uurida ka vere kaudu levivaid patogeene (Margaryan et al., 2018). Lisaks hammastele
kasutatakse ka kaljuluud (pars petrosa), kuna sellest saab enamasti isegi rohkem endogeenset
DNA-d kui hammastest — see on v@imalik tanu kaljuluu vaga tihedale struktuurile (Gamba et
al., 2014; Lam et al., 1999).

Email
Kroon —
Dentiin
- "“*
—— Hambatsement
¥
Juur - & Hambasds

Joonis 1. Vana DNA uurimisel kasutatavad proovid. (A) Hamba ja kaljuluu asukoht koljus
(Kohandatud: http://lifesciencedb.jp/bp3d/). (B) Hamba ehitus (Kohandatud: Sekijima, 2016).

Kuigi endogeenne DNA on hammastes rohkem kaitstud, lagunevad aja jooksul ka sealsed DNA
molekulid. Fragmentide pikkus varieerub olenevalt proovist, kuid keskmine langeb enamasti
vahemikku 60-150 aluspaari (ap) (Prifer et al., 2010). Vanemate leidude puhul vdivad
fragmendid olla veelgi vaiksemad. Naiteks Hispaaniast leitud umbes 400 000 aasta vanuse

hominiini sailmetest eraldatud DNA fragmendid olid enamus alla 45 bp (Meyer et al., 2014).

Endogeenset DNA-d lagundavaid protsesse on véimalik aeglustada, kiilmutades vdi kuivatades
koed kiiresti peale organismi surma, mist6ttu on kiilmad ja kuivad tingimused ka parimad DNA
séilitamiseks (Dabney et al., 2013). Vanimad eraldatud DNA proovid ongi sdilinud just
igikeltsas (van der Valk et al., 2021; Orlando et al., 2013). Soojades tingimustes, naiteks
Egiptuses, sailib DNA ainult mdni tuhat aastat (Poinar et al., 1996). Esimene sellistel
tingimustel sdilinud edukalt eraldatud vana DNA pdrineb 4500 aasta vanuselt etiooplaselt
(Gallego Llorente et al., 2015), tdnaseks on ka mujalt Aafrikast kogunenud andmeid taolistest
genoomidest (Vicente ja Schlebusch, 2020). Konstantsetel tingimustel on suhe aja ja
fragmentatsiooni vahel eksponentsiaalne, mis tdhendab, et DNA laguneb pusival kiirusel. On
valja arvutatud, et 25°C juures laguneks DNA 1 bp pikkusteks fragmentideks 22 000 aastaga
ning —5°C juures 6,83 miljoni aastaga. (Allentoft et al., 2012)
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1.1.2 Keemilised modifikatsioonid

Kuna peale organismi surma hakkavad rakkudes nukleaasid ja mikroorganismid DNA-d
lagundama (Herrmann ja Hummel, 1994) ning DNA-d parandavad ja stabiliseerivad
mehhanismid enam ei toimi, viib see mitmete keemiliste modifikatsioonideni (Dabney et al.,
2013). DNA fragmentatsioon tekib pohiliselt depuriinimise kaudu, milleks nimetatakse
protsessi, kus l&bi hidroliisi 16hutakse &ra puriini ja desoksuriboosi vaheline glikosiidside.
Selle tulemusena tekib apuriinne sait ja DNA ahel vGib sealt kergelt katkeda. (Dabney et al.,
2013)

Vana DNA-d iseloomustavad fragmendite otstes toimuvad nukleotiidide transitsioonid
(tstitosiinist tiimiiniks (C—T)) ja guaniinist adeniiniks (G—A)), mis esinevad vastavalt
fragmentide 5’ ja 3’ otstes. Enamasti leidub sekveneeritud fragmentide jérjestustes just C—T
transitsiooni, mille p&hjustab tsutosiini muutumine uratsiiliks 1abi tsutosiini deamineerimise.
Sekveneerimisel loetakse uratsiil timiiniks, kuna DNA molekulis pole uratsiili. Arvatakse, et
G—A transitsioon tekib vastasahela C—T transitsiooni tulemusena. (Hofreiter et al., 2001)
Neid transitsioone kasutatakse vana DNA autentsuse maaramiseks (Briggs et al., 2007). Mdnel
juhul, kui soovitakse parema kvaliteediga sekveneerimistulemusi, kasutatakse DNA
ekstraktidel enne genoomsete raamatukogude koostamist uratsiil-DNA-glikosulaasi ehk UDG-
(ingl uracil-DNA-glycosylase) tootlust, millega eemaldatakse DNA jarjestuses tekkinud
uratsiilid ja l6igatakse vélja selle tulemusena tekkinud apurimidiinne sait. Kuigi antud té6tluse
jarel saadud jarjestused on kvaliteetsemad, siis kaob sellega v6imalus maarata vana DNA

autentsust, seetdttu kasutatakse téna osalist UDG-t66tlust. (Rohland et al., 2015)

1.2 Uurimismeetodid

Vana DNA uurimine on aastatega labinud tohutu arengu, isedranis seoses teise pdlvkonna
sekveneerimise (NGS, ingl next generation sequencing) valjatéotamisega. Esimesed uuringud
viidi 1&bi kasutades lihikest osa mitokondriaalsest DNA-st (mtDNA), kuna seda on (ihes rakus
tuhat korda rohkem koopiaid kui tuumset DNA-d. Peale polimeraasi ahelreaktsiooni (PCR,
ingl polymerase chain reaction) leiutamist hakati vana DNA-d jarjest rohkem uurima, kuna
niud oli vdimalus vana DNA molekule amplifitseerida. Sellega suurenes aga probleem
saastusega, kuna PCR-i kasutamine eeldab pikki jarjestusi ning vana DNA lihikesed
fragmendid jadvad tahaplaanile ja esile tuleb hoopis saastus. (Rizzi et al., 2012) Ténapéevaks
on PCR-i vélja vahetanud NGS, mis vGimaldab uurida terveid genoome olenemata fragmentide
pikkusest (Xu et al., 2020). Juba méned kuud peale NGS meetodi esmatutvustust 2005. aastal
(Besser et al., 2018) sekveneerisid Poinar jt 13 miljoni bp pikkuse osa mammuti genoomist

(Poinar et al., 2006) ning esimene tdisgenoom, mis kuulus samuti mammutile, sekveneeriti juba
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2008. aastal (Miller et al., 2008). Kaks aastat hiljem suudeti sekveneerida ka esimene inimese

taisgenoom, mis parineb paleo-eskimolt Groonimaalt (Rasmussen et al., 2010).

Kuna kéesolevas t60s on rohk eelkdige sugulusanaliiiisil, siis kirjeldatakse jargnevalt lahemalt
neid aspekte, mis genoomide uurimisel sugulussuhete valjaselgitamiseks infot annavad ja

réagitakse tdpsemalt sugulusanaltitisi meetodist, mis on sobilik vana DNA-le.

1.2.1 Mitokondriaalne ja Y-kromosomaalne DNA analiiis

MtDNA on rdngakujuline kaheahelaline DNA molekul rakku energiaga varustavas
mitokondris, mille suurus inimese rakus on ~16,5 tuhat ap. Arvatakse, et mitokonder oli algselt
endosimbioosne bakter, mis seletaks asjaolu, miks on sellel eraldi oma DNA. Evolutsiooni
kaigus on aga enamus mtDNA geenidest liikunud tuumagenoomi ning mitokondrisse on alles
jaanud ainult 37 geeni, mis kodeerivad kas oksudatiivse fosfortulimise voi mitokondriaalse
valgusunteesi jaoks vajaminevat infot. Erinevalt tuumsest DNA-st parandub mtDNA ainult
mododa emaliini, mis tdhendab, et see ei rekombineeru, muutused selle jarjestuses on
evolutsioonilises plaanis olulised ainult naistes ja see v8imaldab uurida ajalugu konkreetselt
nende kohta. (Jobling et al., 2014) Samuti aitab mtDNA analiiis mé&arata pdlvkondade vahelisi
naisliinis paranduvaid pdlvnemissuhteid (Merheb et al., 2019).

Y-kromosoom on ~60 miljoni ap pikkune teine mitterekombineeruv osa genoomist, mis on
spetsiifiline meestele ehk see parandub ainult médda meesliini ning sarnaselt mtDNA-le saab
selle kaudu uurida thes vanemliinis paranduvaid sugulussuhteid. Y-kromosoomis on sugu
maarav Y-piirkond (SRY, ingl sex-determining region Y), kus paikneb SRY geen, mis
pdhjustab munasarja asemel testise arenemist. Kuna homoloogi puudumise téttu ei toimu Y-
kromosoomiga, sarnaselt mtDNA-le, rekombineerumist, muutub see ainult mutatsioonide,
tavaliselt tiksiku nukleotiidi polimorfismide (SNP, ingl single nucleotide polymorphism) tekke
tottu. (Jobling et al., 2014)

SNP-de alusel jagatakse nii ema- kui isaliine nn haplogruppideks, mis on vastavalt mtDNA ja
Y-kromosoomi flilogeneesipuu monofiileetilised harud. Nende haplogruppide alusel saab

uurida ema- ja isaliinide geograafilist levikumustrit. (Jobling et al., 2014)

1.2.2 Autosomaalne DNA anal(ils

Kuigi mtDNA ja Y-kromosoom on kasulikud soospetsiifiliste uuringute tegemiseks, katavad
nad genoomist véga véikese osa. Seetbttu kasutatakse tana tdiendavalt autosoomides ehk teistes
kromosoomides sisalduva geneetilise info analiilisi. Autosoomid erinevad mtDNA-st ja Y-

kromosoomist selle poolest, et nende vahel toimub rekombinatsioon, tdénu millele sisaldavad
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autosoomid infot nii ema- kui ka isaliini ajaloo kohta. MtDNA-d ja Y-kromosoomi on varem
laialdaselt kasutatud pdlvnemissuhete madramiseks, kuid nende kaudu pole véimalik méaarata
detailseid sugulussuhteid, mille tottu kasutatakse tdnapdeval sugulusanaliiiisiks autosoome.
(Jobling et al., 2014) Vana DNA puhul on lood seoses jarjestuste halva kvaliteediga pisut
keerulisemad, kuid téna saab sugulusanaliisi teha juba vaid 0,1x katvusega genoomidega, nt
tdnu READ meetodile (vt 1.2.3) (Kuhn et al., 2018).

Autosomaalse DNA, mtDNA ja Y-kromosoomi analulsid téiendavad Uksteist, nende kaudu
saab tervikliku pildi indiviidi genoomist ja populatsioonide geneetilisest mitmekesisusest.
MtDNA ja Y-kromosoomi liinid on altid juhuslike sundmuste t6ttu populatsioonist kaduma,
mistottu ei leia tédnapdeva genoomidest kogu informatsiooni varasemate liinide kohta.
Autosomaalsete uuringute lisamine sugukromosoomide analiilisile vdimaldab vaadata veel
kaugemasse minevikku kui varem, aga uurida ka lahedases suguluses olevate indiviidide
pdlvnemissuhteid. (Colonna et al., 2011) Vana DNA andmestiku lisamine t&napdevasele
vOimaldab omakorda paremini mdista nii tekkinud mutatsioonide kogunemise kiirust kui ka aja

jooksul kaotsilainud osa kunagisest varieeruvusest (Kivisild, 2017).

1.2.3 Sugulusanaltits

Lisaks populatsiooni struktuuri Gldisele iseloomustamisele on viimasel ajal geneetilisi
meetodeid kasutatud nii kuulsate perekondade sugulussuhete analtiiisimiseks (Alterauge et al.,
2021; O’Sullivan et al., 2018) kui ka tervete ihiskondade sotsiaalse elukorralduse uurimiseks
sugulussuhete kaudu (Haak et al., 2008; Amorim et al., 2018; Mittnik et al., 2019).

Sugulusanaliiusi labiviimiseks vana DNA alusel to6tati hiljaaegu valja READ (ingl relationship
estimation from ancient DNA) tarkvara/meetod, millega on vdimalik leida kas indiviidid on
identsed (kaksikud vdi sama isik), esimese astme sugulased (lapsevanem/laps, 6ed/vennad) voi
teise astme sugulased (vennapoeg/-tiitar voi depoeg/-titar - tadi/onu, vanavanem/lapselaps,
poolded/-vennad). Meetodit testiti andmetega, milles leiduvad sugulussuhted olid eelnevalt
teada. (Kuhn et al., 2018)

READ tarkvara vordleb omavahel kahe indiviidi genoomi 1 miljoni ap suuruste kattumatute
akendena ning leiab, kui suur osa alleelidest on erinevad. Selleks arvutatakse mittekattuvate
alleelide suhe indiviidide paari vahel igas aknas (P0). Protsess tehakse labi kogu genoomiga ja
kdikide indiviidipaaridega. Jargnevalt normaliseeritakse see arv kasutades tarkvara poolt antud
populatsiooni jargi valja arvutatud oodatud PO vaartust. Normaliseerimisega tagatakse see, et

suguluse arvutamisel on arvestatud ka populatsiooni mitmekesisusega. Normaliseeritud arvu
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vOrreldakse tarkvara poolt arvutatud lavenditega ning paar klassifitseeritakse vastava astme

sugulaseks voi suguluses mitteolevaks. (Kuhn et al., 2018)

Tulemustes v8ib esineda ka valenegatiivseid ja valepositiivsed klassifitseerimisi. Nende kogus
sOltub suuresti andmete mahust, seega on piiripealsete tulemuste korral soovitatav lisada
analutsi rohkem indiviide. Valepositiivsete tulemuste arv (2,09% ka ainult 1000 kattuva SNP
korral) on vorreldes valenegatiivsetega (9,95% 1000 kattuva SNP korral) palju vaiksem, mis
autorite hinnangul tdhendab, et programm ei pruugi kull leida kdiki teise astme sugulasi, kuid

leitud sugulussuhted on enamjaolt alati téesed. (Kuhn et al., 2018)

1.3 Eesti demograafiline ajalugu Euroopa kontekstis

Euroopa demograafilist ajalugu on kujundanud kolm pd&hilist suurt asustuslainet: esmalt jéudsid
Euroopasse kitt-korilased, seejarel varajased pdlluharijad ning viimaks stepiparitolu rahvad.
Esimesed Homo sapiens’i liigi esindajad ehk anatoomiliselt moodsad inimesed (AMH, ingl
anatomically modern human) joudsid Euroopasse arvatavasti ~45 000 aastat tagasi (Benazzi et
al., 2011), kuid pidid mandrijaa laienemise tdttu viimase jadaja maksimumil ~20 000 aastat
tagasi Euroopa ldunapoolsematele aladele taanduma. Euroopa pdhjaosad, sh Eesti alad,
taasasustati kutt-korilaste poolt peale viimast jddaega. (Kriiska et al., 2020) Aja jooksul
toimunud nihked Euroopa ja Eesti alade rahvastiku geenipérandis on skemaatiliselt esitatud

joonisel 2.

Baltikumi 10unaossa joudsid ktt-korilased ~9000 aastat eKr, keskmisel kiviajal ehk
mesoliitikumis, asustades algselt siseveekogude &érsed alad (Kriiska et al., 2020) ning ~2000
aastat hiljem hilises mesoliitikumis ka rannikuaarsed alad (Kriiska, 2009). Eesti alade vanimad
leiud kuuluvad Kunda kultuuri (Kriiska, 2009). Neoliitikumi ehk noorema Kiviaja alguses,
~4000 aastat eKr, tulid Baltikumi aladele ida poolt kitt-korilased, kes erinesid geneetiliselt
mesoliitikumi kitt-korilastest ja toid kaasa kammkeraamika kultuuri (Kriiska, 2009; Saag jt
2017; Jones jt. 2017; Mittnik et al., 2018; Kriiska et al., 2020). Tana on kutt-korilaste
geneetiline komponent Euroopa rahvastest suurim (20-30%) eestlaste ja leedulaste seas (Haak
etal., 2015).

Polluharimine joudis Eesti aladele teistmoodi kui mujale Euroopas. Pdlluharimine ja
karjakasvatus hakkas Euroopas levima ~7000 aastat eKr, liikudes Lahis-ldast algselt Balkani
poolsaarele. Kagu-Euroopast randasid polluharijad modéda Vahemere rannikut Loéuna-
Euroopasse ning sealt 18puks Pdhja-Euroopasse. (Douglas Price, 2000) Eestisse joudis

pdlluharimine aga hoopis hiljem, ~2800 aastat eKr koos stepipéritolu rahvaste migratsiooniga,
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mis tdi Euroopasse ka nddrkeraamika kultuuri (Kriiska, 2000; Haak et al., 2015). Stepirahvaste

geneetiline komponent moodustab eestlaste geeniparandist tdna 60% (Tambets et al., 2018).

Qg
gUroop:
. ! Euroopa
- kiitid-korilased

it stepi paritolu

(BSK- . -

euroopa varajased polluharijad
tanapaev

louna-
euroopa

Eesti
‘ @ mesoliitikum
@ kammkeraamika
@ noorkeraamika
pronksiaeg
sardiinia fauaaeg
keskaeg
tanapaev

Dask

Joonis 2. Euroopa ja Eesti rahvastiku geneetiline ajalugu vana DNA po6hjal. Helehalli ja
tumehalliga on margitud vastavalt kaasaegsete eurooplaste ja eestlaste gruppide ning
varvilisega vana DNA alusel uuritud populatsioonide paiknemine genoomiandmete

peakomponentanalliusi graafikul. (Kriiska et al., 2018)

Pronksiajal (1200400 a eKr) suurenes Baltikumis jalle kitt-korilaste geneetilise komponendi
osakaal ning siinsed elanikud sarnanesid sel perioodil geneetiliselt ronkem laéne kitt-korilaste
kui noorkeraamikutega (Saag et al., 2019). Erinevalt muust Euroopast on Eesti alade
elanikkonda (ning ka nt Soome, Karjala jt uurali keeli réakivate rahvaste geneetilist parandit)
mdjutanud ka umbes 2500 aastat tagasi siia joudnud asustuslaine, mis tdi kaasa nn Siberi
komponendi, mida on ka tdnapéeva eestlaste geenipérandis 5% (Tambets et al., 2018). Alates
varajasest rauaajast ei ole Eesti alade rahvastiku geenipérandis vaga suuri muutusi toimunud

(vt ka joonis 2).
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1.4 Eesti keskaeg

Eesti aladel algas keskaeg hiljem kui mujal Euroopas ehk kui Euroopas algas keskaeg juba ~500
a pKr, siis Eestis alles koos ristisddadega 13. sajandil. Eesti keskaja I6puks peetakse 16. sajandil
toimunud Liivi sdda (1558-1583). 13.sajandi alguses kuulus Liivimaa koosseisu ainult Eesti
I6unaosa, kuid 14. sajandi keskpaiku mids Taani kuningas P8hja-Eesti Saksa ordule. (Kriiska
et al., 2020)

Keskaja alguses oli Eesti rahvaarv hinnanguliselt ~100 000-200 000, ent keskaja 16puks ulatus
see, ténu sisserandele ja loomulikule iibele, juba ~300 000-ni (Palli, 1996). Kogu Eesti keskaja
valtel liikus siin mitmeid erinevaid rahvaid. Lisaks eestlastele elasid PGhja- ja Ladne-Eestis ka
soomlased, rootslased ja taanlased ning mujal Eestis ka sakslased ja venelased. Eestlased kui
talupojad elasid enamasti maapiirkondades ning linnas elava lemkihi moodustasid hoopis
sakslased, kes olid valdavalt kaupmehed ja kasito6lised, kuna enamik eestlastest tlikuid kaotas
peale ristisddu oma staatuse. (Kriiska et al., 2020; Selart et al., 2012) Keskaegse elanikkonna
sotsiaalset kihistumist lubavad oletada ka seni tehtud vana DNA-pdhised pilootuuringud, kus
maa- ja jOukate linnaelanike vahel ilmnesid geneetilised erinevused, mis viitavad nende

erinevale péritolule (Irdt, 2020).

1.4.1 Siksala kalme

Siksdla ehk Siksali kalme asub Kagu-Eestis (joonis 3A) 2 km kaugusel Misso alevikust kahel
Hino jarve ja Mustjarve aarsel korvuti oleval maekiinkal (joonis 3B) — Kalmetemael (joonis
3C) ja Kirikumdel. Nendevahelisse ndokohta pole kedagi maetud, seega vdib neid pidada
kaheks eraldi matmispaigaks, aga riikliku kaitse all on need tihe muistisena. Siksél& on suurimas
ulatuses uuritud keskaegne killakalme Eestis, mida iseloomustab pikk kasutusaeg. Lisaks
keskaegsetele matustele on sealt leitud ka rauaaegseid ja varauusaegseid sdilmeid ning see on
erakordselt rikas hauapanuste ja leidude poolest. Joonisel 4 on kujutatud siinses t06s
analliusitud Kalmetemdae Ulikupaari, nn mddgamehe ja tema naise matused koos unikaalsete
hauapanustega. Matmiste algusaeg Siksélds on ebaselge, kuna hulgaliseks muutusid leiud alles
alates 11. sajandist. Sikséla kalmistult on leitud nii pdletus- kui ka laibamatuseid, aga alates 13.
sajandist maeti pohiliselt pbletamata surnuid, kuigi pdletusmatuseid tuli veel ette kuni 15.
sajandini. Leitud pdletusmatused jagunesid omakorda kaheks: hajusad puistematused, mille
tottu segunesid erinevate inimeste luustikud, ja selgepiirilised luukogumid. Siksald kalmest on
labi uuritud 1057 m: suurune ala, mis moodustab umbes 75-80% selle kogupindalast. (Valk ja
Laul, 2014)
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Joonis 3. T66s uuritud arheoloogiliste kohtade kaart. (A) Siksédld asukoht Eesti kaardil
(punase ruuduga). (B) Arheoloogilised leiukohad Hino ja Pulli jarve imbruses. 1 — asulakoht;
2 — kalme; 3 — dietolmuproovi vétmise koht; 4 — linnamagi; 5 — pihapuude asukoht; 6, 7 —
parimuslikud paigad. (C) Kalmetemde skeem. 1 — 1980. a vdsapiir; 2 — Ghismajandi aegne
haritava maa piir; 3 — kaevandi piir; 4 — kd&pad. (Kohandatud: Valk ja Laul, 2014)

Maetute pohjal voib oletada, et keskaja esimesel sajandil toimus uue rahva sisserdnnet kaks
korda. Esimesele sisseréandele viitab pdletusmatuste jarsk asendumine laibamatustega, millest
leitud rdiva- ja ehtekultuur on iseloomulik Ida-Lati elanikele. (Valk ja Laul, 2014) Seda kinnitas
ka sel ajal maetud meeste pikk pea ja keskmiselt laiem négu, mille sarnast pole seni mujalt
Eestist leitud (Heapost, 2007). Teist sisserdnnet lubab arvata aga matuste arvu suurenemine 14.
sajandi alguses, mida seostatakse selliste antropoloogiliste tunnuste muutustega, mis viitavad
maetute vGimalikele sidemetele liivlaste asualadega (Valk ja Laul, 2014; Heapost, 2007).

Kéesolevas t6os analisitud indiviidid parinevad Kalmetemaelt (joonis 3C).
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Joonis 4. Ulikupaari matused 14. sajandi algusest. Indiviidid SIK002 (matus 248) ja SIK003
(matus 249) (Valk ja Laul, 2014).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T66 eesmargid
Uurimisoo eesmargiks oli iseloomustada Eesti keskaegse elanikkonna geneetilist varieeruvust

ja sotsiaalseid sidemeid Sikséla kalme bioarheoloogilise materjali néitel. Selleks:

1) Eraldati ja sekveneeriti DNA Sikséla kalmesse keskajal maetud indiviidide sailmetest;

2) Analidsiti Sikséla kalmesse maetud indiviidide vahelisi sugulussuhteid;

3) Vorreldi saadud genoomiandmeid teiste Eesti aladel elanud Kivi-, pronksi-, raua- ja
keskaegsete indiviidide ning Eesti ja teiste Euroopa kaasaegsete populatsioonide
andmetega, et:

a) iseloomustada Siksala kalmesse maetud inimeste geneetilist varieeruvust Eesti alade
keskaegse ja varasema rahvastiku kontekstis;

b) iseloomustada Sikséld kalmesse maetud inimeste geneetilist varieeruvust Euroopa
kaasaegses piirkondlikus kontekstis.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Bioarheoloogiline materjal vana DNA analiisiks

Antud t66s analiiiisiti Tartu Ulikooli ajaloo ja arheoloogia instituudi kogude arheoloogilist
luumaterjali, mis on périt V6ru maakonnas Rduge vallas asuvast Siksala kalmest. Luumaterjal
on kogutud 1980.—1991. a. labiviidud arheoloogiliste valitoode kédigus. Meie koostoopartnerid
selle projekti raames olid arheoloogia prof. Heiki Valk ja osteoloog Martin Malve Tartu
Ulikooli ajaloo ja arheoloogia instituudist. DNA eraldati 20 indiviidilt, tapsemalt 19 hambast
ja uhest kaljuluust, mis kuulusid Siksala kalmesse 13.—15. saj. maetud inimestele. Lisaks kaasati
analliusidesse kaks varasemalt pilootuuringus sekveneeritud indiviidi SIK002 ja SIK003 (tabel
1).

2.2.2 Materjali kataloogimine

Selleks, et luumaterjali anallilisimisega alustada, tuli see esmalt (les pildistada ja koos
olemasolevate andmetega Tartu Ulikooli genoomika instituudi (TU GI) Eesti Biokeskuse vana
DNA labori andmebaasi salvestada. Hammaste puhul pildistati neid pealtvaatest ja kahest
kilgvaatest, kaljuluu puhul igast vBimalikust kilgvaatest, et kogu luu saaks ja&dvustatud
(joonis 5).
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2.2.3 DNA eraldamine

DNA eraldamine viidi labi 2020. ja 2021. aastal Tartu Ulikooli nooremteaduri Stefania Sasso
juhendamisel TU GI Eesti Biokeskuse vana DNA laboris.

Tabel 1. Vana DNA uuringus kasutatud indiviidid, nende tupokronoloogilised
dateeringud ja vanused (Valk ja Laul, 2014).

Matuse Matuse

# | Indiviid | number | Dateering | Vanus | # | Indiviid | number | Dateering | Vanus
1 | SIK002 248 1300-1350 | 40-45a | 12 | SIKO013 135 1300-1350 | 40-50a
2 | SIK003 249 1300-1325 | >50a | 13| SIK014 157 1400-1475 | 8-13a
3 | SIK004 17 1200-1255 | 25-35a | 14 | SIKO015 173 1300-1475 | 9-14a
4 | SIK005 47 1300-1350 | 14-18a | 15| SIKO016 177 1300-1475 | 12-18a
5 | SIK006 83 1300-1350 | 35-40a | 16 | SIKO017 187 1250-1350 | 30-40a
6 | SIK007 108 1400-1475 | 12-18a | 17 | SIKO018 200 1300-1350 | 18-21a
7 | SIKO08 110A 1400-1475 | 35-45a | 18 | SIK019 246 1300-1400 | 25-35a
8 | SIK009 110B 1400-1475 | 35-45a | 19 | SIK020 245A 1225-1300 | 7-1la
9 | SIK010 111 1300-1475 | 25-35a | 20 | SIKO021 245C 1225-1300 | >50a

10| SIKO011 113 1400-1475 3-5a | 21| SIK022 245D 1225-1300 | 3-5a

11| SIKO012 131 1250-1400 | 45-50a | 22 | SIK023 247B 1225-1250 | 30-40a

2.2.3.1 Saastuse valtimine

Puhtus on vana DNA laboris vaga olulisel kohal, kuna on vaja véltida arheoloogilise materjali
saastamist. Esimese asjana vahetati labori eesruumis dra igapaevased riided ja jalandud, et hoida
vOimalikult palju &ra mustuse sissetoomist valiskeskkonnast. Jargmises ruumis pandi selga
spetsiaalne kaitsetllikond, juuksevork, kaitseprillid, ndomask, kaks paari kummikindaid ja
kummikud. Laboriruumides puhastati iga kord kdik todpinnad ja kasutatavad vahendid, sh
proovide hoiustamise kotid ja tuubid, enne ja parast toéd DNA-ExitusPlus™ (ITW Reagents)
lahusega. Enne t66le asumist vahetati valja ka kdik kotid, milles proovid laborisse saadeti,

puhaste vastu.

2.2.3.1 Proovi votmine DNA analtiisiks

Vana DNA analiilisiks vOeti ketaspuuriga hambast kas juuretipp vdi mitme juurega hamba
korral terve juur, kaljuluu puhul tiikike kdige tihedama luustruktuuriga kohast. Puurimine
toimus laminaar-tdmbekapi all eraldi ruumis. Kui muud té6pinnad ja -vahendid puhastati DNA-
ExitusPlusiga, siis puurimiseks vajalikke pintsette, puuri I8ikekettaid ja hambasondi leotati

puhastamiseks mdned minutid 6% naatrium hipokloriti (NaOCI) lahuses, loputati Milli-Q
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(Merck Millipore) veega ja 16puks 70% etanooliga. Seda protsessi korrati iga proovi vahel, et

valtida ristsaastumist.

Joonis 5. Indiviidi SIK005 (matus 47) hammas ja indiviidi SIK022 (matus 245D) kaljuluu.

Tdmbekapi alune pind kaeti fooliumiga ning volditi ka vaike ,,sein”, et vidhendada tolmu
uleliigset lendumist puurimisel. Lisaks asetati tasapinnale ka véiksem tikk fooliumit, mida
vahetati iga proovi jarel. Puurimiseks pandi katte ka lisakdised ja puhtad kummikindad, mida
samuti vahetati peale igat puurimist. Kui hamba peal esines tleliigset mustust, naiteks mulda,

siis see puhiti Uhekordselt kasutatava hambaharjaga enne puurima asumist maha.

Puurimiseks hoiti hammast vo6i luud kdvasti hambatangide vahel kaalukausi kohal ning voeti
sobiv tilkk proovi voimalikult vahe kahjustamata. Uhest hambast (S1K011) tuli votta pulber,
kuna mdlemad juured oli seest tiihjad ning sealt poleks piisavalt DNA-d kétte saanud. Proov
pandi puhtasse andmetega mérgistatud kotti ning Glejdénu asetati tagasi vanasse kotti.

2.2.3.3 Pinnasaastuse eemaldamine ja DNA eemaldamine hambajuurtest

Saastuse eemaldamiseks valmistati esimese asjana ette pabersalvratikutega kaetud alus
proovide kuivatamiseks, mis asetati tombekappi UV valguse alla. Seejérel voeti iga proovi
jaoks kaks 50 ml tuubi, kuhu pooltesse valati 5 ml 6% NaOCI lahust ja teistesse 5 ml 70%
etanooli. Koigepealt asetati proovid NaOCI lahusega tuubidesse 5 minutiks, mille jooksul neid
loksutati, et vdimalikult palju mustust lahti tuleks. Seejérel valati NaOCI jooksva vee all
kraanikaussi, loputati igat proovi 3 korda Milli-Q veega. Jargmisena asetati proovid 2 minutiks
etanooliga tuubidesse, mille ajal neid samuti loksutati. Viimaks valati etanool proovidelt &ra

ning need paigutati ettevaatlikult varem ettevalmistatud ja proovinumbriga margistatud alusele.
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Proovid jaeti tdmbekappi UV valguse alla kuivama ~1-2 tunniks. Seda protsessi ei tehtud

prooviga, mis oli pulbri kujul.

Kuivanud proovid kaaluti, et vélja arvutada DNA eraldamiseks vajalike puhvrite kogused.
Antud t60 proovide kaalud jaid vahemikku 31-240 mg (lisa 1). Olenevalt kaalust voeti proovide
jaoks kas 5 voi 15 ml tuub ning 100mg luumaterjali kohta pipeteeriti tuubi 2 ml EDTA puhvrit
(0,5 M, pH 8) ja 50 pl proteinaas K lahust (18,182 mg/ml) [Idppkontsentratsioonid (Cispp)
vastavalt 0,487 M ja 0,443 mg/ml]. Proovid pandi vastavatesse tuubidesse, mis kaeti
parafilmiga ja asetati aeglaselt roteeruvale loksutile (Nutating Mixer, VWR International) 72
tunniks. Pulbriga proov oli loksutis ainult 24 tundi.

2.2.3.4 DNA ekstrakti puhastamine

Esimese asjana pandi proovid 5 minutiks tsentrifuugi (Centrifuge 5810 R, Eppendorf) kiirusel
4000 pooret minutis (rpm). Tsentrifuugimise ajal valmistati ette elueerimispuhver EB
(QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN), pipeteerides 1,6 ml puhvrit 5 ml tuubi, ja
margistati kontsentraatori tuubid proovide nimedega. Tsentrifuugitud proovidest pipeteeriti
DNA-d sisaldav ekstrakt kontsentraatori tuubidesse ja asetati tagasi tsentrifuugi 20—40 minutiks
(4000 rpm), kuni ekstrakti maht oli 250 pl. Ootamise ajal valmistati ette 1,5 ml tuubid, kuhu
Kirjutati peale vajalikud andmed, ja suure mahutiga puhastuskolonnid (High Pure Vital Nucleic
Acid Large Volume Kit, Roche), kuhu valati 2,5 ml sidumispuhvrit PB (QIlAquick PCR
Purification Kit, QIAGEN). Kontsentreeritud ekstrakt lisati see pipetiga suspendeerides
sidumispuhvrile, et DNA seonduks maatriksile. Uleliigse vedeliku kattesaamiseks tsentrifuugiti
proove 1 minut Kiirusel 4000 rpm. Peale seda valati vedelik &ra ning tuubidesse lisati 1 ml PE
puhvrit (QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN), mis on vajalik DNA puhastamiseks ning
proove tsentrifuugiti jalle 1 minut kiirusel 4000 rpm. Jargmisena visati vedelikuga kogumistuub
ja puhvermahuti dra ning kolonn asetati 1,5 ml kogumistuubidesse, mille jérel tsentrifuugiti
neid kuivatamiseks 1 minut Kiirusel 13 000 rpm. Peale tsentrifuugimist visati kogumistuubid
jalle minema ning kolonnid asetati varem ettevalmistatud 1,5 ml tuubidesse. Kolonnidele
pipeteeriti 100 pl elueerimispuhvrit EB, et DNA vabaneks maatriksilt. Proovid asetati 10
minutiks termoblokki 37°C juurde ning seejdrel tsentrifuugiti proove 2 minutit (13 000 rpm).
Viimaks visati kolonnid &ra, tuubid ekstraktiga suleti ja pandi sekveneerimisraamatukogude

tegemiseni -20°C juurde siigavkiilma.

2.2.4 DNA sekveneerimisraamatukogude koostamine

DNA sekveneerimisraamatukogude koostamine koosneb DNA fragmentidele adapterite ja
indeksite lisamisest. Selleks kasutati NEBNext DNA Sample Prep Master Mix Set for 454
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(E6070, New England BiolLabs) komplekti, mis sisaldas fragmentide otste tditmiseks
vajaminevat ensulimisegu ja puhvrit, adapterite lisamiseks ensutmi, ligeerimispuhvrit ning
otste tditmiseks vajalikku ensuiimi ja puhvrit. Esimesed 3 etappi teostati TU Gl Eesti
Biokeskuse vana DNA laboris, 4. etapi PCR-i segu valmistati samuti vana DNA laboris, kuid
DNA fragmentide amplifikatsioon toimus TU GI tuumiklaboris, et véltida vana DNA labori
saastamist PCR-i produktidega. Kogu protsess viidi 1abi TU nooremteaduri Stefania Sasso

juhendamisel.

2.2.4.1 DNA fragmentide Uheahelaliste otste taitmine ja reaktsioonisegust puhastamine

Kdigepealt segati kokku reaktsioonisegu (1,5 ml tuubi), millega taidetakse DNA fragmentide
uheahelalised otsad. Selleks lisati 12,5 pl steriilset vett, 5 pl 10x otste taitmise puhvrit ja 2,5 pl
otste taitmise ensulimisegu ning valmis segu pandi iga proovi jaoks 20 pl 0,2 ml tuubidesse.
Seejdrel lisati reaktsioonisegule 30 pl DNA proovi ning tuubid pandi PCR-i masinasse (K640
Thermal Cycler, Heal Force) 20°C juurde 30 minutiks inkubeerima.

Jargmisena puhastati proovid kasutatud reaktsioonisegust, milleks kasutati MinElute PCR
Purification Kit (QIAGEN) komplekti. Puhastamiseks pipeteeriti esmalt kolonnidesse 550 pl
PB puhvrit, mille abil saab DNA maatriksile seonduda. Puhvrile lisati 50 pl téidetud otstega
DNA-d ning tuube tsentrifuugiti kiirusel 13 000 rpm 1 minut. Kolonnist labi ldinud vedelik
valati &ra ning reaktsioonisegu eemaldamiseks lisati 650 pl PE puhvrit. Tuube tsentrifuugiti
veelkord kiirusel 13 000 rpm 1 minut, labijooksnud vedelik valati vélja ning asetati uuesti 1
minutiks (13 000 rpm) kuivatamiseks tsentrifuugi. Seejérel tosteti kolonnid puhastesse 1,5 ml
tuubidesse umber ning kolonnile pipeteeriti DNA vabastamiseks 30 pl EB puhvrit. Tuubid
tosteti 10 minutiks 37°C juurde termoblokki ning peale seda tuli proove taaskord tsentrifuugida
kiirusel 13 000 rpm, kuid 1 minuti asemel 2 minutit. LOpuks visati kolonnid minema ning tuubid

suleti.

2.2.4.2 Adapterite lisamine ja reaktsioonisegust puhastamine

DNA fragmentide otstesse tuleb lisada spetsiifilised identsed adapterid. Selleks valmistati 1,5
ml tuubi reaktsioonisegu, mis sisaldas 1 proovi kohta 10 pl 5x ligeerimispuhvrit, 5 pl 2,5 uM
adapterite segu (Cispp = 0,25 uM) ja 5 pl 5 U/ul T4 ligaasi (Cispp = 0,5 U/pl). Valmistatud segu
pandi 0,2 ml tuubidesse 20 ul iga proovi jaoks ning sellele lisati 30 ul DNA proovi. Tuubid

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

Seejarel tuli DNA proovid uuesti adapterite lisamise reaktsioonisegust puhastada ning see viidi
labi tapselt samamoodi nagu eelnevalt kirjeldatud proovide puhastamine DNA fragmentide

otste taitmise reaktsioonisegust punktis 2.2.4.1.
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2.2.4.3 Adapterite otste taitmine

Adapterite otste taitmiseks tuli 1,5 ml tuubi kokku segada reaktsioonisegu, mis sisaldas 13 pl
steriilset vett, 5 pl 10x adapteri linkade taitmise puhvrit ja 2 pl Bst DNA polumeraasi.
Reaktsioonisegu jagati jalle 20 pl kaupa 0,2 ml tuubidesse ning sellele lisati 30 pl adapteritega
DNA proovi. Tuubid pandi PCR-i masinasse inkubeerima, esmalt 30 minutiks 37°C juurde ning

peale seda ensiilimi inaktiveerimiseks 20 minutiks 80°C juurde.

2.2.4.4 Indeksite lisamine, DNA fragmentide amplifitseerimine ja reaktsioonisegust

puhastamine

Jargnevaks etapiks tuli valmistada PCR-i segu, milles oli 1 proovi kohta 17 pl steriilset vett, 10
pl 10x PCR puhvrit (Eurogentec), 10 pl 25 mM MgCI. (Cispp = 2,5 mM), 5 pl 20 mg/ml BSA-
d (Cispp = 1 mg/ml), 2 pl 4x10 mM dNTP-sid (iga ANTP Cigpp = 0,2 mM), 2 pl 5 U/ul HGS
Diamond Taq polimeraasi ja 2 pl 10 uM universaalset praimerit (NEBNext Multiplex Oligos
for Illumina, New England BioLabs) (Cispp = 0,2 pM). Valmistatud segu pipeteeriti 0,2 ml
tuubidesse (48 pl) ning igasse tuubi lisati 2 pl indekseeritud praimerit (NEBNext Multiplex
Oligos for Illumina, New England BioLabs), millest igaiiks oli erinev, et hiljem proove éra
tunda. Peale seda lisati igasse tuubi 50 pl DNA proovi ning edasist tood jatkati TU Gl
tuumiklaboris. Tuubid asetati PCR-i masinasse 5 minutiks eelkuumutamisse 94°C juurde.
Edasine programm sisaldas 18 tsiiklit, mis koosnes denaturatsioonist (30 sekundit 94°C juures),
praimerite seondumisest (30 sekundit 60°C juures) ja DNA siinteesist (30 sekundit 68°C
juures). Peale tsiikleid hoiti proove veel 7 minutit 72°C juures, et DNA siintees kindlasti

I6ppeks.

Seejarel tuli DNA proovid PCR-i komponentidest puhastada, mida tehti taaskord samamoodi

nagu punktis 2.2.4.1 kirjeldatud.

2.2.5 DNA sekveneerimine

Enne jargnevaid etappe maééras teise pblvkonna sekveneerimise spetsialist Anu Solnik
fluoromeetriliselt  (Qubit, Thermo Fisher Scientific) sekveneerimisraamatukogude
kontsentratsioonid, paralleel-kapillaarelektroforeesi meetodil (Fragment analyzer, Agilent
Technologies) nende pikkused ja peale lahjendamist kvantitatiivse PCR-iga (QPCR, Applied
Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System) tdpsed kontsentratsioonid. DNA
sekveneerimine viidi labi teise pdlvkonna sekveneerimisega single-end meetodil Illumina

NextSeq 500 platvormil TU GI tuumiklaboris TU nooremteaduri Stefania Sasso juhendamisel.
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2.2.6 Sekveneeritud jarjestuse anallils

Sekveneeritud jarjestuste analiitis viidi labi TU nooremteaduri Stefania Sasso juhendamisel TU
Teadusarvutuste keskuse serveris, milles tootati programmi Putty (https://www.putty.org/)

vahendusel. Jérjestuste joondamine, in silico kvaliteedikontroll, genotulpide maaramine,
andmete liitmine vdrdluspaneeliga ning péhikomponentanaliilis teostati Stefania Sasso poolt

autori osalusel, mtDNA ja Y haplogruppide madramine ning sugulusanaliiiis t66 autori poolt.
2.2.6.1 Jarjestuste ettevalmistamine populatsioonigeneetiliseks analtitsiks

2.2.6.1.1 Jarjestuste joondamine

Jarjestuste joondamine ja kvaliteedi kontroll viidi labi TU nooremteaduri Stefania Sasso poolt
tod autori osalusel. Serverisse sisestatud sekveneerimise valjundfailid kopeeriti *.fastq.gz
formaadis keskaja projekti kausta. Lisaks koostati *.txt fail, mis sisaldas sekveneerimisel
saadud failide asukohti ja proovide ID-sid valjundfailide nimede jaoks. Jérjestuste joondamine
inimese referentsgenoomi jarjestusele koosnes kolmest etapist, kus iga jargnev etapp kasutas

eelmise véljundfaile lahteandmetena:

1) Adapterjarjestuste eemaldamine ja joondamine. Adapterid eemaldati programmiga cutadapt
(Martin, 2011). DNA fragmendid, mis olid lihemad kui 28 ap, jéeti edasisest anallisist vélja
ning saadud faili *_trimR1.fastg.gz alusel viidi l&bi jarjestuste joondamine. Joondamisel
kasutati referentsgenoomina inimese genoomi GRCh37 (Genome Reference Consortium
Human Build 37, hs37d5) jarjestust ja selleks kasutati programme bwa mem (Li ja Durbin,
2009) ja samtools (Li et al., 2009). Tulemusena saadi *.bam formaadis fail, mis sisaldas ainult
inimese genoomile joondunud jarjestusi. Illumina NextSeq 500 platvormil sekveneeritakse
DNA raamatukogud paralleelselt 4 rajal, iga indiviidi jaoks valjastatakse 4 faili, mis joondati
eraldi.

2) Joondatud failide liitmine, duplikaatide eraldamine ja kvaliteedikontroll. Iga proovi

joondatud failid liideti ja programmiga picard (http://broadinstitute.github.io/picard/)

eemaldati PCR-i kdigus tekkinud duplikaadid. Seejarel reastati uuesti indelid programmi GATK
(McKenna et al., 2010) abil. Jarjestused, mille bwa mem (Li ja Durbin, 2009) programmi poolt
antud joondamiskvaliteedi hinnang jéi alla 10, filtreeriti vélja kasutades samtoolsi (Li et al.,
2009).

3) Pohistatistikuid koondava tabeli koostamine. Programmi samtools ja TU Gl kaasprofessor
Dr. Lauri Saagi loodud skripti abil koostati koondfail sekveneeritud raamatukogusid

iseloomustavatest statistikutest, mis esitati tabeli kujul. Véljastatud tabelis on informatsiooni
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naiteks endogeense DNA sisalduse, mtDNA ja Y-kromosoomi katvuse, fragmentide pikkuse
kohta jms (lisa 1.2).

2.2.6.1.2 Jarjestuste in silico kvaliteedikontroll

MtDNA saastatuse uurimiseks kasutati programmi contamMix (Fu et al., 2013), mis kasutab
sisendina  MtDNA jarjestuste *.bam faile. Vastava mtDNA konsensusjarjestus liideti
vordluspaneeliga, mis sisaldas 311 erinevat mtDNA jarjestust, ning seejarel joondati jarjestused
omavahel. Saastatus méérati tulenevalt sellest, kui suur osa mtDNA jérjestustest sobitus
paremini monele teisele vordluspaneeli mtDNA genoomile kui uuritava proovi
konsensusjarjestusele. Tulemusi loeti usaldusvaarseks, kui mtDNA katvus oli >5x ja saastatus

on vaiksem kui 3%.

Genoomis sisalduvate surmajargsete kahjustuste madadramiseks kasutati programmi
mapDamage (Jonsson et al., 2013), mis tuvastas kui palju on fragmentide otstes toimunud
nukleotiidide asendusi (5’ otstes C—T, 3’ otstes G—A). Tavaliselt on selliseid asendusi enam

kui 5%, keskaegses valimis v3ib neid olla ka pisut vahem.

Tuginedes sellele, kui suur osa mdlemale sugukromosoomile kokku joondunud jarjestustest on
joondunud Y-kromosoomile, saab kasutades programmi sexing.py (Skoglund et al., 2013)
teostada soomaarangu. Tulemusi loeti usaldusvaarseks, kui genoomi keskmine katvus oli
>0,005x. Meessoost indiviidide X-kromosoomi saastatuse uurimiseks kasutati meetodit
(Rasmussen et al., 2011) programmis ANGSD (Korneliussen et al., 2014). Tulemusi loeti

usaldusvaarseks, kui X-kromosoomi katvus oli >0,1x.

Grep kasuga valiti valjundfailidest indiviidide sugu, mtDNA ja meessoost indiviidide X-
kromosoomi saastatust ning fragmentide kahjustusi iseloomustavad read ja saadud info

salvestati *.txt failidena, mille alusel koostati lisa 1.2.

2.2.6.1.3 Genotuupide maaramine

Andmete edasiseks analulsiks tuli mé&rata uuritavate proovide genotliibid. Programmi
ANGSD késuga doHaploCall valiti etteantud nukleotiidsete positsioonide pdhjal juhuslikkuse
alusel sekveneeritud DNA fragmendis olnud nukleotiid, mille tulemusena saadi
pseudohaploidne jarjestusinfo. Need nukleotiidsed positsioonid parinesid TU Gl Eesti
Biokeskuse Ulemaailmset kaasaegset populatsioonivalimit hdlmavast genotlpiseerimiskiibi
andmestikust. Seejérel konverteeriti failid edasistes anallilisides kasutatavasse PLINK formaati

kasutades kasku haplotoPlink. Jargmisena kasutati programmi PLINK, et muuta mittebinaarsed
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failid (*.tfam, *.tped) binaarseteks (*.bed, *.bim, *.fam), mis votsid andmemahult vahem ruumi

ning mida kasutati edasisteks analtiusideks.

TU GI Eesti Geenivaramu taisgenoomiandmete informatiivsete positsioonidega viidi eraldi Y -
kromosoomi jarjestuste jaoks l&abi samad etapid, et méarata Y -kromosoomide haplogrupid (vt
2.2.6.2.1) ning teha sugulusanaliils (vt 2.2.6.2.3).

2.2.6.1.4 Jarjestuste liitmine vordluspaneeli andmetega

Peakomponentanaludsi tegemiseks (vt 2.2.6.2.2) tuli uuritavate indiviidide andmetele vordleva
analliusi tegemiseks juurde liita varasemalt avaldatud andmed. Tanapéevased vordlusandmed
parinesid publikatsioonidest Behar et al., 2010, 2013; Kushniarevich et al., 2015; Li et al.,
2008; Raghavan et al., 2014; Tambets et al., 2018; Yunusbayev et al., 2012, 2015 ja vana DNA
vordlusandmed publikatsioonidest Saag et al., 2017, 2019; Mittnik et al., 2018; (lisa 2). Eesti
keskaja proovide info périneb varasemalt teostatud pilootuuringust, mille tulemused on veel

avaldamata, kuid mis leidsid kasutamist Kadri Irdti magistritoos (Irdt, 2020) (lisa 2).

Andmete liitmine toimus PLINK 1.9 (Purcell et al., 2007) programmi abil kdsuga bmerge. Selle
tulemusena saadud *.bed, *.bim, *.fam failid olid aluseks edasistele analiilisidele. Proovid,

milles infoga kaetud SNP-de arv oli <10 000, jaeti autosoomide analulsidest valja.
2.2.6.2 Populatsioonigeneetiline analtts

2.2.6.2.1 MtDNA ja Y-kromosoomi haplogruppide méaaramine

MtDNA haplogruppide maaramiseks kasutati esmalt programmide paketi samtools (Li et al.,
2009) programmi BCFtools 1.9. Kédsuga mpileup leiti iga indiviidi iga mitokondri positsiooni
genotiitipide tdendosused, kasuga call maérati nende alusel genotiitibid ja varieeruvad
positsioonid, mis salvestati *.vcf formaadis. Haplogrupid maérati saadud faili alusel
veebiprogrammi HaploGrep 2.0 (van Oven ja Kayser, 2009; Weissensteiner et al., 2016) abil.
Tulemusi loeti usaldusvairseks, kui mtDNA katvus oli >1x. Haplogrupid kontrolliti ile
PhyloTree (van Oven ja Kayser, 2009) alusel.

Y-kromosoomi haplogruppide uurimiseks muudeti ANGSD-i viljundfailid PLINK failideks,
(vt 2.2.6.1.3). Kasuga --recode vcf-iid viljastatati *.vcf tiitipi fail. Programmi Bedtools 2.19
(Quinlan ja Hall, 2010) kasutades jaeti alles ainult need Y-kromosoomi regioonid, mida on
voimalik usaldusvaarselt joondada. Tulemusi loeti usaldusvaarseks, kui Y-kromosoomi katvus
oli >0,005x. Haplogruppide maérangute kontrolli teostas populatsioonigeneetika kaasprofessor
Dr. Siiri Rootsi.
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2.2.6.2.2 Peakomponentanaltiis

Peakomponentanaliiiisi (PCA, ingl principal component analysis) tegemiseks kasutati esmalt
PLINK 1.9 (Purcell et al.,, 2007) programmi, kus keep k&suga jaeti punkti 2.2.6.1.4
valjundfailidest alles ainult meid huvitavad indiviidid. Fail sisaldas informatsiooni tinapéevaste
Euroopa populatsioonide, meie regiooni Kivi-, pronksi- ja rauaaegsete ning Eesti alade
keskaegsete indiviidide kohta. Kasutatud populatsioonide loetelu on toodud lisas (lisa 2).
Peakomponentanaludsist jéeti kdrvale lahisugulased, sugulaste paarist valiti analtlsi proovid,

mille SNP-de arv oli suurem.

Saadud failid konverteeriti PCA analiiiisiks vajalikku eigenstrat formaati (*.geno, *.snp, *.ind).
Selleks kasutati paketi EIGENSOFT 7.2.0 (Patterson et al., 2006) programmi convertf ning

PCA viidi labi sama paketi programmiga smartpca.

Graafikute tegemiseks kasutati programmi R 3.6.0 (R Core Team, 2019). Analiitisitulemuste
(eigenvectors) failist maatriksina vektorisse lugemiseks kasutati kiaske as.matrix ja read.table
ning graafiku tegemiseks kasku plot. Seejarel kuvati text kasuga graafikule huvipakkuvad
grupid. Vana DNA proovide genotlubiandmed projitseeriti kaasaegsete indiviidide
genotiupide alusel arvutatud peakomponentidele kasuga Isgproject. Valminud PCA graafikud

viljastas programm *.pdf formaadis.

2.2.6.2.3 Sugulusanallis

Sugulussidemete uurimiseks Sikséld kalme indiviidide seas kasutati READ meetodit (Kuhn et
al., 2018). Analliusis kasutati ainult neid proove, mille keskmine genoomne katvus oli >0,03x
ning Seega tuli antud uurimist6d 22 indiviidist sugulusanaliiiisiks vélja jatta 4 indiviidi:
SIK008, SIK009, SIK011 ja SIK014 (tabel 1).

Sugulusanaliiiisi tegemiseks kasutati eelnevalt punktis 2.2.6.1.3 ANGSD (Korneliussen et al.,
2014) ja PLINK (Purcell et al., 2007) programmidega tehtud mittebinaarseid *.tped ja *.tfam
faile. Edasise analiitisi alamskriptide kaivitamiseks kasutati programme Python 2.7.11 (Van
Rossum ja Drake Jr, 1995) ja R 3.1.0 (R Core Team, 2019). READ meetodiga varreldi, kui
sarnased koik uuritavad indiviidid omavahel keskmiselt olid ja seejérel varreldi iga indiviidide
paari saadud keskmisega. Saadud tulemuste alusel koostas programm graafiku (joonis 6, lisa
3).
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Joonis 6. Valjaldige uuritavate Siksala indiviidide sugulusanaliisist READ (lisa 3). Pidev
joon tahistab mediaanvaartust ning katkendjooned téhistavad identse inimese/kaksikute (ingl
identical/twins), 1. sugulusastme (ingl 1st degree) ja 2. sugulusastme (ingl 2nd degree)
lavendeid. Lavendeid Umbritsev hall ala tahistab 95% usaldusvahemikku. PO — mittekattuvate

alleelide suhe indiviidide paari vahel igas 1 miljoni ap suuruses aknas; SE — standardviga (+2).

2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Uuritavate proovide kvaliteet ja sekveneerimise tulemused

Siksdla kalmesse maetud keskaegsete indiviidide vana DNA proove voib lugeda uldiselt
kvaliteetseks, sest 20 proovis 22-st oli DNA sdilinud piisavalt hésti, et seda edasistes
analliusides kasutada. Kuna analliisitavad proovid ei sisalda ainult uuritava indiviidi DNA-d,
siis tuleb leida endogeense DNA ehk uuritava liigi DNA sisaldus (Poinar et al., 2006). Antud
t00s analtdsitud proovide endogeense DNA sisaldus jéi vahemikku 1-77% (keskmine 34,6%,
mediaanvéaartus 31%) (lisa 1.2). 20-st proovist 15 oli endogeenset DNA-d >10%, mida loetakse
vaga heaks. Lisaks madrati ka sekveneerimisraamatukogu efektiivsus, mis nditab, kui
kvaliteetne oli valmistatud raamatukogu sekveneerimiseks peale uleliigsete fragmentide (liiga
luhikesed, madala kvaliteediga, genoomile mitte joondunud, duplikaadid) eemaldamist.
Efektiivsuse véartused jaid vahemikku 1-65%, keskmine vdaartus oli 26,9% ning
mediaanvaartus 23,7% (lisa 1.2). Selle parameetri vaartust loetakse heaks, kui see on >5% ning
siinses valimis jai 3 proovi alla selle lavendi. Tulemus oli oodatav, kuna nende 3 proovi
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endogeense DNA sisaldus oli madal. Ulejaanud 2 proovi, olid endogeense DNA sisalduse puhul
piiripealsed (7% ja 9%), mis selgitab asjaolu, et efektiivsust maarates loeti nende véartused
(vastavalt 6% ja 6,5%) heaks (lisa 1.2). Minimaalne keskmine fragmendi pikkus oli 42 ap,
maksimaalne 64 ap ning Uldine mediaanvaartus 53 ap, mille jargi v6ib Gelda, et uuritud
proovide fragmentide pikkused vastavad uldistele vana DNA fragmentide pikkustele (joonis 7).
Ulegenoomsed katvused jai vahemikku 0,0025-0,32 (keskmine 0,1169, mediaanvaartus
0,0995) (lisa 1.2). Nende véartuste puhul vaadati sugulusanaliiiisiks sobivat lavendit, milleks
on >0,03x. Lavendit ei tletanud 4 proovi, mis kattusid varem valja toodud proovidega, mille
tulemused olid halvad.

Vana DNA autentimiseks on vajalik vaadata DNA fragmentide otstes asuvate C—T asenduste
hulka. Koik peale tihe proovi, mille tulemus oli piiripealne (4%), olid iile 5%, mis on C—T
asenduste hulga usaldusvaarsuse lavendiks. Suurimaks leitud asenduste hulgaks oli 16%, kuid
rohkem kui pooltel proovidel oli selle vaartus >10%. Keskajast parinevate proovide puhul on
suhteliselt madal asenduste osakaal aktsepteeritav, kuna vorreldes nt pronksi- v0i rauaaja
proovidega on need dldiselt palju paremini sailinud. Samuti on vaadates antud t66 proovide
dateeringuid néha trendi, kus proovid, mille C—T asenduste hulk oli <10%, on nooremad (14.—

15. sajandist), kui need, mille vaartus oli >10% (13. sajandist). (Lisa 1.2, joonis 7)

030 = — 0.30
A

025 — Nukleotiid A - 025

e ukleotiid T

0.20 - 0.20

015 4 ~ 015

0.10 — — 0.10
0.05 — I~ 0.05

0.00 - — — —

—————————————————————————————————————————
B 4e+05 —
3e+05 —
.
1e+05 ‘

\\\\\\\\\\\\\\\\
@
2

Sagedus

— 0.00

Esinemised
o
8
1

Fragmend| plkkus

Joonis 7. Vana DNA proovide autentsuse maaramise analtitis SIK020 naitel. (A) C—T
asenduste hulk. (B) Fragmentide pikkuse (ap) jaotumine.

29



2.3.2 Soo maaramine

Uuritud 20-st proovist olid 6 geneetiliselt mehed ja 12 geneetiliselt naised. Kahe indiviidi puhul
luges programm nad kooskdlas olevaks mehega, mitte naisega, kuid ei andnud kindlat valjundit.
See oli oodatav tulemus, kuna nende proovide kvaliteet oli madal ning ka arheoloogide poolt
oli nende sugu maéaratlemata. Koigi teiste indiviidide andmed peale tihe kattusid arheoloogide
poolt morfoloogiliselt madratud andmetega. Ainult indiviid SIK009 (kellest oli sailinud vaid
kolju) oli morfoloogiliselt madratud naiseks, kuid geneetiliselt saadi tulemuseks mees.
Kinnituse leidis 3 morfoloogilise soomaéaratluse osas kisimérgi all olnud indiviidi, kelle puhul
oli tegemist lastega (arvatavalt naissoost), mille tdttu on nende soo morfoloogiline mééramine
raskem. (Tabel 2)

Tabel 2. Uuritavate indiviidide morfoloogiline sugu (morfol. sugu), geneetiline sugu (gen.

sugu), mtDNA haplogrupp (MT hg) ja Y-kromosoomi haplogrupp (Y hg). N/A - pole

saadaval.

# | Indiviid | Matuse number | Morfol. sugu Gen. sugu MT hg Y hg

1| SIK004 17 Naine XX Jic5a -
2 | SIK005 47 Mees XY Hib2| N3a35
3 | SIK006 83 Mees XY Hib2| N3a35
4 | SIK007 108 Mees XY U2elfl| N3a3’5
5 | SIKO008 110A Naine XX u4d -
6 | SIK009 110B Naine XY U3a2 N/A
7 | SIK010 111 Naine XX U2elfl -

kooskdlas XY,
8 | SIKo11 113 ? aga mitte XX U2elfl N/A
9 | SIK012 131 Naine XX H13alalc -
10| SIKO013 135 Mees XY J2alala3 N3a
kooskdlas XY,

11| SIK014 157 ? aga mitte XX U N/A
12| SIKO015 173 Laps (N) XX Ush1b -
13| SIKO016 177 Naine XX Ush1b -
14| SIK017 187 Naine XX Hibl -
15| SIK018 200 Naine XX J2alala3 -
16 | SIKO019 246 Mees XY H5ala N3a3
17| SIK020 245A Laps (N) XX U5alalh -
18| SIK021 245C Naine XX U5alalh -
19 | SIK022 245D Laps (N) XX U5alalh -
20 | SIK023 247B Naine XX llalc -
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2.3.2 Populatsioonigeneetilised analtusid

2.3.2.1 MtDNA ja Y-kromosoomi haplogrupid

MtDNA haplogrupid dnnestus maarata koikidel indiviididel. Tulemused néitavad, et emaliinide
varieeruvus oli suhteliselt suur — tdpselt pooled neist kuulusid haplogrupi U erinevatesse
alamharudesse ning lisaks sellele méarati 5 indiviidi haplogruppi H, 3 haplogruppi J ning 1
haplogruppi | (tabel 2). Ko&ik leitud haplogrupid on védga iseloomulikud Euroopa
populatsioonidele (Richards et al., 1998). MtDNA-d kattuvad ainult sellistel indiviididel, kus
oli tegemist vanaema/ema-laps voi 6dede sugulussuhtega.

Y-kromosoomi haplogrupp dnnestus méaérata 5 mehel 8-st ning erinevalt uuritud valimi
mitmekesistest emaliinidest kuulusid kdik need Uhte ja samasse suuremasse haplogruppi
nimega N3a (tabel 2). Haplogrupp N3a on Eesti aladel ja ka mujal Ida- ning Kirde-Euroopas
vaga levinud liin, seda just eelkdige uurali keelt kdnelevate rahvaste seas (Ilumae et al., 2016).

2.3.2.2 Peakomponentanaltits

Peakomponentanaliitisi tegi TU nooremteadur Stefania Sasso autori osalusel. Analsis
vorreldi  Siksala indiviide tdnapé&evaste Euroopa populatsioonidega, Baltikumi hilise
neoliitikumi, pronksi- ja rauaaja indiviididega ning varasemalt vana DNA grupi poolt uuritud

Eesti ja Léati alade keskaegsete indiviididega (joonis 8, lisa 2).

Siksala proovid koonduvad graafikul suuresti tihte gruppi, millel on selge ihisosa keskaegsete
indiviididega, kes on keskaja projekti raames tehtud pilootuuringu kohaselt valdavalt parit
Kagu-Eestist ja Latist. Teiste keskaegsete proovidega vorreldes on Sikséla indiviidid nihkes
balti ja ka slaavi rahvaste poole, mis on oodatav, kuna tegu on Kagu-Eestiga ning ka
arheoloogiline taustainfo on Siksél& kalmesse maetud indiviide ké&sitlenud I&hedasena Ida-LAti

elanikkonnale.
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Joonis 8. Peakomponentanallils Siksala indiviidide (n=11) geneetilisest varieeruvusest
regionaalsel taustal. Joonisel esinevad lihendid on vélja toodud lisas (lisa 2), hallid simbolid
kujutavad kaasaegseid ja varvilised sumbolid erinevate varasematel ajaperioodidel elanud
indiviide. Eigenvaartused nditavad peakomponendi hajuvust, milleks vietakse vdimalikult suur

vaéartus, mis kirjeldaks ka voimalikult suurt osa algtunnuste varieeruvusest.
2.3.2.3 Sugulusanaltits

Sugulusanaliiusis vaadati, kas uuritud Siksélé indiviidide seas leidub esimese ja teise astme
sugulasi voi identseid indiviide. Indiviidide vaheliste vBimalike seoste paremaks maistmiseks
on toodud ka Siksala kalme kaart (joonis 9).
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Joonis 9. Siksala kalme kaart. Mustade kastidega maérgitud indiviidid kellega ei leitud

sugulussidemeid, varvilistega margitud erinevad leitud sugupuud ja -grupid. Legendis on
toodud matuste dateeringud. (Kohandatud: Valk ja Laul, 2014)

Sugulussidemeid Sikséla indiviidide vahel leiti mitmeid: 6 paari 1. astme sugulasi ning 10 paari
2. astme sugulasi. Leitud sugulussidemete seast dnnestus kokku panna uks suurem, kolme
pdlvkonda hdlmava perekonna sugupuu (joonis 10) ning kolm véiksemat gruppi (joonis 11).
Suurim perekond saab alguse Ulikupaarist SIK002 ja SIK003 (vt ka joonis 5) ning indiviidist
SIKO006, kes on ks nende vahemalt kolmest pojast. SIK013 on 1. astme suguluses SIK006-ga
ning 2. astme suguluses SIK002-ga ja SIK003-ga ehk SIK013 on SIK006 poeg. Indiviid
SIK018 on 2. astme suguluses SIK002-ga, SIK003-ga (tema vanavanemad), SIK006-ga (onu)
ja ullatuslikult ka SIK013-ga, mis tahendab seda, et SIK018 on tlikupaari teise poja titar. Kuna
tal on SIK013-ga sama mtDNA haplogrupp, peab see tdhendama, et neil oli sama ema ning nad
on pooldde ja -vend ning htlasi onude lapsed. Ulikupaaril leiti 2. astme sugulus ka indiviidiga
SIK019, kellel oli 2. astme sugulus ka SIK006-ga (onu), millest jareldati, et Glikupaaril on olnud
ka kolmas poeg, kelle laps on SIK019. Kadigi selle perekonna meeste Y-kromosoomi
haplogrupp kuulus haplogruppi N3a. (Joonis 10)
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Joonis 10. Sugulusanaltsi tulemusena rekonstrueeritud sugupuu 6 analtdsitud Siksala
indiviidi kohta. Indiviidide SIK002 ja SIK003 perekond. Kolmnurgaga on téhistatud mehi,
ringiga naisi ning topeltjoonega on tahistatud paarisuhe ja Uhekordse joonega antud paari last.
Joonisele on lisatud leitud 1. (punane nool) ja 2. (roheline nool) astme sugulussidemed,
indiviidide vanused ning mtDNA (MT) ja Y-kromosoomi (Y) haplogrupid. Tahistuseta
simbolid kujutavad sugupuu rekonstrueeritud litkmeid.

Lisaks sellele perekonnale leiti ka teisi sugulussidemeid. Indiviidid SIK020 ja SIK022 on 1.
astme sugulased ning kuna neil on sama mtDNA haplogrupp ja nad on vanuselt lapsed, siis on
nad téendoliselt ded. Neil mdlemal oli ka 2. astme sugulus ja sama mtDNA haplogrupp
indiviidiga SIK021. SIK021 kdrge vanuse tottu voib jareldada, et ta vis olla kas laste vanaema
vOi tadi. 1. astme sugulased on ka SIK010 ja SIK007 ning vanuste ja mtDNA haplogrupi jargi
jareldati, et tegemist on ema ja pojaga. Samuti leiti 1. astme sugulus indiviidide SIK015 ja
SIKO016 vahel ning vanuste ja ihise mtDNA haplogrupi jérgi leiti, et nad on 6ed. (Joonis 11)
Pole vaélistatud, et ka SIK007, kes kannab samasugust Y-kromosoomi haplogruppi kui k&ik
teised sugulusanalliisis uuritud meessoost indiviidid, on joonisel 10 kujutatud suurema

sugupuu liige, kuid olemasoleva valimiga seda tdpsemalt madrata ei saa.
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Joonis 11. Sugulusanaltisi tulemusena rekonstrueeritud sugulussuhted kolmes
vaiksemas Siksadla indiviidide grupis. Kolmnurgaga on tahistatud mehed ja ringiga on
tahistatud naised. Joonisele on lisatud leitud 1. (punane nool) ja 2. (roheline nool) astme
sugulussidemed, indiviidide vanused ning mtDNA (MT) ja Y-kromosoomi (Y) haplogrupid.

Juba suhteliselt vdikese valimi alusel Sikséla Kalmetemaelt vdib oletada, et eelkdige oli
tegemist meesliini kaudu suguluses olevate indiviididega. Tdiskasvanud naiste vahelisi
sugulussuhteid siinses t006s ei leitud, ja ehkki kaugeleulatuvaid jareldusi nii véheste indiviidide
pohjal teha ei saa, tunduvad saadud tulemused néitavat patrilokaalset tihiskonnakorraldust, kus

mehed vatsid naisi véljastpoolt kogukonda.
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KOKKUVOTE

To0 eesmargiks oli iseloomustada Siksélé kalme néitel Eesti keskaegse elanikkonna geneetilist
struktuuri ja sotsiaalseid sidemeid. Selleks eraldati DNA 20 indiviidilt ning analtsideks lisati

toosse ka kaks varasemalt sekveneeritud indiviidi, kes périnesid samast kalmest.

Uuritavast 22-st proovist olid jargnevateks analtitisideks piisavalt kvaliteetsed 20 proovi, seega
oli DNA hasti sdilinud. Sugu Onnestus méaarata koikidel indiviididel ning soomé&arangud
kattusid vaid Uhe erandiga morfoloogiliste andmetega. Uuritud indiviidide emaliinid olid
mitmekesised, leiti mitmeid erinevaid haplogrupi U alamharusid ning lisaks esines ka
haplogruppe H, J ja I. Erinevalt emaliinidest kuulusid k&ik uuritud meesindiviidid samasse
isaliini haplogruppi nimega N3a. Kdik leitud haplogrupid on iseloomulikud ka tanapaevasele

Eesti geeniparandile.

Peakomponentanalttsi abil uuriti Siksalda indiviidide geneetilist tausta vorreldes neid nii
kaasaegsete populatsioonidega kui ka varasematel ajaperioodidel Eesti aladel elanud
indiviididega. Suurimat sarnasust néhti oodatavalt teiste Kagu-Eesti ja Lati keskaegsete
indiviididega ja tanaste eestlastega, aga ka balti ja slaavi rahvastega. Sugulusanaliiisiga leiti 6
paari 1. astme sugulasi ja 10 paari 2. astme sugulasi, mille kaudu rekonstrueeriti ks suurem
kolme pdlvkonnaga sugupuu ja kolm vaiksemat gruppi. Kdigi tulemuste pdhjal vois jareldada,

et Sikséla kalmesse maetud indiviidide Uhiskonnakorraldust iseloomustas patrilokaalsus.

Bakalaureusetéo oli osa TU Gl suuremast projektist nimega ,,Keskaegse populatsiooni

struktuur, tervis ja haigused Eesti territooriumil vana DNA vaatenurgast” (PRG1027).
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Genetic Kinship analysis of medieval Estonian archeological material using the example

of Siksala burial site
Stella Eileen Paid
Summary

The study of the human past is based on history, archaeology, and genetics among other
disciplines. Our knowledge of history is formed on written text as well as oral stories and
folklore. Archaeologists study tools, ornaments, and pottery, but also the remains of soil,
landscapes, and buildings, from which they make assumptions about the life and ethnicity of
populations. Genetics add specific details to help verify and reconcile the evidence gathered by
historians and archaeologists. This thesis is an example of how transdisciplinary approach helps

to get a more comprehensive picture of the lives of our ancestors.

Sikséla burial site is in the southeast corner of Estonia and is considered exceptional for its large
number of grave goods and other finds. Anthropological and archaeological material suggest

the addition of new inhabitants from eastern Latvia and Livonian territories as well.

The aim of this thesis was to describe the genetic variability and social connections of the
medieval Estonian population using the example of Sikséla burial site. For that, DNA was
extracted from 20 individuals who were buried at Siksdld in the Middle Ages. Two other
individuals, previously sequenced in a pilot study, were added to the analyses. Out of the 22
samples, 20 had the quality necessary for the following analyses. Genetically, eight of them
were male and 12 were female. The data of every individual but one overlapped with the data
that had been morphologically determined by archaeologists. All found haplogroups are
characteristic of modern Estonian genetic heritage. Unlike the diverse maternal lineages, where
different U, H, I and J haplogroups were found, all male subjects studied belonged to the same
paternal lineage having the N3a haplogroup.

The principal component analysis revealed that the studied individuals were most similar to
other medieval individuals from South-East Estonia and Latvia as well as to modern Estonians
and the Baltic and Slavic populations. Kinship analysis identified 6 pairs of first-degree
relatives and 10 pairs of second-degree relatives, through which one larger three-generation
family tree and three smaller groups were reconstructed. Based on all of the results, it could be
concluded that the social organisation of the individuals buried at Sikséla burial site was
characterised by patrilocality, which means that men married women from outside of the

community and women moved to their husband’s places of residence.
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This bachelor thesis is part of the University of Tartu Institute of Genomics project called
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LISAD

LISA 1. Koondinfo t66s kasutatud keskaegsete indiviidide (n=20) kohta.
Lisa 1.1. Uuritavate keskaegsete indiviidide arheoloogiline taustainfo ja genoomsete
raamatukogude valmistamise mdddikud. Morfol. — morfoloogiline; konts. — genoomse

raamatukogu kontsentratsioon; N — naissoost.

Proovi

Matuse Morfol. | kaal |Raamatukogu|Sekveneeritud|Konts.
# |number| Indiviid | Dateering sugu (mg) indeks jarjestusi  [(ng/ul)
1 17 SIK004 | 1200-1255 | Naine | 194.7 NEB12 23355903 44.4
2 47 SIK005 | 1300-1350 Mees 240 NEB13 24298024 61.6
3 83 SIK006 | 1300-1350 Mees 133 NEB14 26587451 48.6
4 108 SIK007 | 1400-1475 Mees | 190.9 NEB15 27384814 85.4
5| 110A | SIKO08 | 1400-1475 | Naine 31.9 NEB16 17264852 57.4
6 | 110B SIK009 | 1400-1475 | Naine 125 NEB17 21327297 53.8
7 111 SIKO10 | 1300-1475 | Naine | 100.9 NEB18 24795206 60.4
8 113 SIK011 | 1400-1475 ? 52 NEB19 23284007 51.8
9 131 SIK012 | 1250-1400 | Naine | 215.7 NEB20 27328152 55.8
10| 135 SIK013 | 1300-1350 Mees | 101.4 NEB21 21300847 67.2
11| 157 SIK014 | 1400-1475 ? 157.7 NEB22 22440518 51.6
12| 173 SIK015 | 1300-1475 | Laps (N) | 98.4 NEB1 22678415 | 15.50
13| 177 SIK016 | 1300-1475 | Naine 141 NEB2 20528219 10.5
14 | 187 SIK017 | 1250-1350 | Naine 60.6 NEB3 17090611 0.96
15| 200 SIK018 | 1300-1350 | Naine | 1425 NEB4 28983529 2.26
16 | 246 SIK019 | 1300-1400 Mees | 111.7 NEB5 22187404 2.12
17 | 245A | SIK020 | 1225-1300 | Laps (N) | 144.9 NEB6 22094907 7.72
18 | 245C | SIK021 | 1225-1300 | Naine 85.7 NEB7 22960925 63
19| 245D | SIK022 | 1225-1300 | Laps(N) | 190 NEB8 28380629 6.3
20 | 247B SIK023 | 1225-1250 | Naine | 105.6 NEB9 19799492 4.88
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Lisa 1. 2 Uuritavate keskaegsete indiviidide genoomsete raamatukogude sekveneerimistulemuste statistikud. Endog. — endogeense; sugu —
genoomne sugu; C>T — 5’ otstes esinevate tsiitosiin—tiimiin asenduste hulk; MT — mitokondriaalne DNA; krom. — kromosoom; hg — haplogrupp; N/A
— pole saadaval.

Meessoost
Endoq. Keskmine [Keskmine Keskmine Keskmine |indiviidi X- Keskmine
Matuse | DNA Raamatukogu |fragmendi [genocomme MT MT X-kmom  (Krom Y -Krom.
# [Indiviid |number|sisaldus |efektiivsus  |pikkus katvus Sugu C>T |katvus |[saastatus|katvus |saastatus |MT hg |katvus Y hg

Mada

1[SK00Z 248 84% 67% - 05410 XY 7% 40,40 0 46% 02730 0.43% T2h 0162 L5580
23003 249 34%| Z7% - 02020 WK 4%| 3210 0,07% 01920 - H1b2 - -
3(SK004 17 31%| 29% 52 01070 hid 9%| 28,00 0,10%; 01060 - Jichal 000157 -
43005 47 49%| 29% 54 01200 XY ‘IE%| 46,00 0,10%; 00864 000829 H1b2 0,0522) M3a¥b
5[SKD0G 83 23%| 2% 50 01030 XY Tr‘%l 12,00 0,40% 00833 01217607 Hib2 00214 MN3aF5
6007 108 K1 %| 26% 65 01630 XY ‘I‘I%| 66,10 1,50% 00835 00000661 L2e1f1 0,0503( M3aFs
T[2008 110A 1%| 1% 53 00021 h iy 9%| 1,07 M4 00030 - Udd| 00000569 -
a[SK00g 110B T%| 6% 53 00223 XY Tr‘%| 3,70 M4 00115 MIA L3a2( 000718 MIA
a(sK010 111 56% 46% ] 02240 XK 1085 42 40 1,70% 02180 - U2e1f1| 000298 -

kooskdlas XY,
10(SIK011 113 1% 1% 0,0025| aga mitte XX 8% 6,53 0,40% 00014 MAl U2etf) 0,000708 MIA
M[SKMNMZ 131 T2 61% 55 0,.2200 h 4 A% 30,20 0,20% 02150 -|H13atalc) 0,00355 -
12(SK013 135 25% 21% 61 00959 XY 108 42 70 0,10% 00487 00000661 J2at1ala3 0,029 M3a
kooskdlas XY,

13(3K04 157 1% 1% T 0,0037| aga mitte XX 6% 1,29 A 00019 MiA uf 000111 MIA
14{SIK015 173 22%| 16% 43 00623 XK 5%| 11,40 0,16% 0,0606 - Lgb1b| 0,000925 -
15[SIK01E 177 19%| 13% 47 00450 s 5,20%| 11,80 0. 15% 00433 - Lab1b] 0, 000626 -
16[SK07 187 34%| 20% 42 00506 WK 9 ED%| 8,46 014% 00483 - HibA| 0,000791 -
17 [SK018 200 9%| 6, 50% 46 00304 WK ?,2[]%| 5,43 0,33% 00294 -| J2a1ata3| 0,000837 -
18[00 246 a1 %| 6% Af 01200 XY i} ED%l 20,20 0,57% 00672 01562013 Hoa1a 0,0374 M3al
19(SIK020 24548 TU%| 53% 43 0,1970 XK *IE,QU%| 7,06 0,25% 01850 -| Balath| 000366 -
20[SIK021 245C Tr'?%| 65% 54 0.2110 WK 1D%| 44 40 1,50% 0,.3070 -| WBatath] 000366 -
A [SKD22 2450 EQ%| A0% 45 02110 hid 1D.Q{J%| 23,80 0.21% 02110 -| WBalath] 000378 -
22[SK023 2478 38%| 25% 44 00763 XK B,Eﬂ%l 974 0, 16% 00740 - Maic| 000117 -




LISA 2. Peakomponentanallisis kasutatud tanapaevased ja muinasaja populatsioonid.

Tanapaevased
populatsioonid Ldhend|Viited

Valgevenelased (n=16) |[Belo Behar et al., 2010; Kushniarevich et al., 2015

Kushniarevich et al., 2015; Raghavan et al., 2014;

Eestlased (n=57) Est Tambets et al., 2018

Soomlased (n=19) Fin Tambets et al., 2018

Prantslased (n=28) Fre Li et al., 2008

Sakslased (n=14) Ger Tambets et al., 2018, Yunusbayev et al., 2012
Ungarlased (n=19) Hun Behar et al., 2010

Ingerisoomlased (n=6) (Ing Tambets et al., 2018

Karjalased (n=17) Kar Tambets et al., 2018, Yunusbayev et al., 2012
Latlased (n=7) Lat Kushniarevich et al., 2015; Tambets et al., 2018
Leedulased (n=10) Lit Behar et al., 2010

Mordvalased (n=15) Mor Yunusbayev et al., 2012

Orkadlased (n=15) Orc Lietal., 2008

Poolakad (n=13) Pol Behar et al., 2013

Keskvenelased (n=20) |CRus |[Behar et al., 2010; Yunusbayev et al., 2015

Behar et al., 2010; Kushniarevich et al., 2015; Li et al.,
Pbhjavenelased (n=31) |NRus [2008; Yunusbayev et al., 2015

Ldunavenelased (n=15) |SRus |Yunusbayev et al., 2015

Rootslased (n=19) Swe Behar et al., 2013; Tambets et al., 2018
Ukrainlased (n=20) Ukr Yunusbayev et al., 2012

Vepslased (n=12) Vep Tambets et al., 2018; Yunusbayev et al., 2012
Kémrid (n=20) Wel Tambets et al., 2018

Muinasaja populatsioonid |Lihend |Viited

Eesti rauaaeg (n=7) EstlA Saag et al., 2019

Eesti pronksiaeg (n=17) EstBA Saag et al., 2019

Eesti noorkeraamikud (n=4) |EStCWC |Mittnik et al., 2018; Saag et al., 2017
Eesti keskaeg (n=59) EstMA  |Avaldamata

Lé&ti keskaeg (n=22) LatMA  |Avaldamata
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LISA 3. Sugulusanaltiisi READ tulemused.

Pidev joon t&histab mediaanvéartust ning katkendjooned tahistavad identse inimese/kaksikute (ingl identical/twins), 1. sugulusastme (ingl 1st degree) ja
2. sugulusastme (ingl 2nd degree) lavendeid. Lavendeid imbritsev hall ala tahistab 95% usaldusvahemikku. PO — mittekattuvate alleelide suhe indiviidide

paari vahel igas 1 miljoni ap suuruses aknas; SE — standardviga (£2). Tulpdiagrammi tulbad néitavad mittenormaliseeritud PO keskmise vaartuse sagedusi.
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