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Sissejuhatus

Loodus- ja tappisteaduste ning arheoloogia vaheline koost06 ei ole midagi uut, kuid on
muutumas aina sagedamaks. Interdistsiplinaarsed t66d on seega jérjest vajalikumad, et
tekitada efektiivne t66ruum. Tihedam koostto erinevate valdkondade vahel soodustab uute
teadmiste teket ja avastusi ning arheoloogilise parandi séilitamist tulevastele p6lvedele. Tartu
Ulikooli juurde on néiteks loodud erialadeiilese koostdd koordineerimiseks arheoloogia,
geneetika ja lingvistika sidusuuringute kolleegium, mille raames toimub erinevate
huvigruppide kaasamisel Eesti ajaloo uurimiseks varasemaga vorreldes mitmekesisem

teadustoo.

Ké&esolevas to0s uuriti pinnase, matmise ja hoiustamise aja moju arheoloogilises aineses
séilinud parilikkusainele ehk nn vana DNA-le Eestist leitud inimluudes. Teades mismoodi
keskkonnatingimused ja aeg mdjutavad luude ja DNA séilimist, oleks v@imalik kasutada
asendamatut arheoloogilist materjali senisest veel sadstlikumalt. Keskkonna ja proovi vanuse
moju daratundmisel oleks véimalik ennustada DNA séilivust ning seelabi teha teadlikumaid
valikuid proovide votmisel, mis on raha- ja ajakulukas ning katkeb endas haruldase ja
asendamatu materjali 16hkumist. Eesti arheoloogilistest inimluudest vBetud DNA proove
sisaldava andmebaasi loomine vBimaldab tulevikus véltida topeltproovide v&tmist, mis aitab
omakorda &ra hoida ressursside raiskamist ning tdhustab proovide kogumist ja analtiusimist.
Arheoloogilise materjali sééstlikuma kasutamise kontekstis on oluline arvestada mitte ainult
proovide asendamatusega, vaid ka eetiliste kaalutlustega. Proovide vGtmisel tegeletakse
inimsdilmetega, mistdttu peab olema tagatud nende vaarikas ja lugupidav késitlemine.
Uhtlasi aitab arusaamine sellest, kuidas DNA laguneb, tuvastada ja v@imalusel ara hoida
saastamist ning tootada valja efektiivsemaid laboritehnikaid.

Teema olulisusest tulenevalt on DNA sdilimist mojutavaid tegureid laialdaselt uuritud.
Senised uurimistood vdib lahtuvalt probleemiasetusest jagada nelja pohiriihma. Uks
uurimisvaldkond on keskendunud piirkondlikele keskkonna erinevustele, sealhulgas pinnase

ja temperatuuri mojule DNA sdilivusele. Teine uurimisvaldkond hdlmab ajategureid,



kusjuures uuritakse nii luude kronoloogilist vanust kui ka arheoloogilise materjali
hoiustamise aja mdju. Kolmas valdkond keskendub erinevate anatoomiliste elementide
omadustele ja nende potentsiaalile mdjutada DNA sailivust. Neljanda valdkonna
moodustavad mitme teguri koos- ja vastasm6ju hindavad uurimused. Kéesolev t66 sobib
olemuselt viimasesse kategooriasse, sest siingi proovitakse analliisida mitut faktorit korraga
ja teatud maaral ka seda, mismoodi need Uksteist mojutavad. Seni pole arheoloogilisel
materjalil pdhinevates uuringutes analtlsitud erinevate mullaliikide ja matusetutbi moju.
Uhtlasi on kaesolevas toos kasutatud arheoloogilistest kontekstidest inimluid suuremal

hulgal kui varasemates uurimustes.

Enamustes seni tehtud uurimustes on valja toodud ja mdneti arvestatud luude parinemist
erinevatest arheoloogilistest ja maastikulistest kontekstidest, kuid see on harva omaette
fookuseks. Mullaliik, kui muutuja on olnud lisatud vaid tihe t66 statistilisse analliisi (Garcia
jt 1996), kus eristati vaid kahte pinnase tliupi ning luumaterjal ei olnud arheoloogiline.

Matusetdipi ei ole lisatud ihegi senise uuringu statistilisse anallusi.

Kéesoleva magistritd6 peamisteks eesmarkideks oli uurida, kas tegurid nagu pinnas,
arheoloogiline kontekst, vanus ja hoiustamise aeg mdjutavad vana DNA séilivust. Vastust
otsiti kiisimustele kas proovistatud luude endogeense DNA hulk ja selle nukleotiididest
ehitusplokkide koosseisu kuuluvate ldmmastikaluste — tsltosiini (C) ja tumiini (T)
surmajargsete asenduste arv on seotud:

a) mullaliigiga, kuhu surnukeha oli maetud (sealhulgas selle pH taseme vdi niiskusega),

b) matusetlibiga,

¢) luude kronoloogilise vanusega voi

d) luude valjakaevamise ajaga ehk sellega, kui kaua neid on hoiustatud?

T60 statistilise osa eesmérgiks oli tdestada voi likata imber vastavad nullhipoteesid.

Peamise eesmargi taitmiseks loodi t66 kéigus andmebaas Eesti arheoloogilistelt muististelt
leitud luudest, mis on proovistatud Tartu Ulikooli genoomika instituudi Eesti biokeskuse

vana DNA laboris ajavahemikus 01.04.2014-15.03.2022 erinevate teadusprojektide raames.



Neid proove ja kogutud infot kasutati t60 analulside labiviimisel. Kokku kasutati 286
indiviidi sailmetest eraldatud DNA proovi, mis parinevad 74-st erinevast muistisest. Matused

on dateeritud VI ja V aastatuhande vahetusest eKr kuni 17. sajandini pKr.

Algselt oli to6oks vajalik info killustunud erinevatesse andmetabelitesse, mist6ttu oli vajalik
see koguda kokku ja Kkorrastada uhtseks tervikuks. Info jaotati arheoloogiliseks,
keskkondlikuks ja bioloogiliseks ning moodustati andmebaas. Korrastatud teavet kasutati
statistilises analliisis, mis aitaks vastata uurimiskisimustele. Valimi iseloomustamiseks
kasutati erinevaid Kirjeldavaid statistikuid ja graafikuid, et hinnata andmete jaotust ja
tuvastada erandlikke vééartusi. Pidevate tunnuste analliisimiseks kasutati dispersioonanaludsi
ANOVA ja vastavalt vajadusele Tukey HSD testi ning loodi lineaarse regressiooni mudeleid,
et uurida, kuidas erinevad td0sse kaasatud tegurid on seotud vana DNA séilivust

iseloomustavate tunnustega.

Magistrito6 on jaotatud viieks osaks, kus esimeses antakse ulevaade seni tehtud
uurimistoddest seoses DNA sdilivusega. Teises osas radgitakse to0 allikmaterjalidest,
analliisiks kasutatavatest teguritest ja labiviimisest. Kolmandas osas kirjeldatakse ja
analliusitakse t66 andmestikku ning tuuakse vélja selle vbimalikud kitsaskohad. Neljandas
osas uuritakse statistiliselt endogeense DNA ja CT asenduste protsendi varieeruvust seoses

uuritavate tunnustega ning viimases osas voetakse kokku ja arutletakse saadud tulemuste le.

Ldpetuseks soovin tdnada oma juhendajaid Aivar Kriiskat ja Kristiina Tambetsit. Lisaks
kuuluvad tanusdnad paljudele teistele, kelle abiga oli vdimalik koguda kokku t66s kasutatav
info ja seda analtisida: Meriam Guellil, Kadri Irdt, Riina Juurik, Alexander Kmoch, Ain
Kull, Valter Lang, Anu Lillak, Liisa Loog, Mati Mandel, Marika Magi, Anton Parn, Riina

Rammo, Lehti Saag, Stefania Sasso, Mari Torv, Evelyn Uuemaa, Heiki Valk, Liivi Varul.



1. Kirjanduse Ulevaade

1.1. Vana DNA uurimise lihike ajalugu

Esimene avaldatud teadustoo vana DNA! uurimisest on 1984. aastal ilmunud artikkel Lduna-
Aafrikas elanud sebrataolise hobuslase kvaga (Equus quagga quagga) mtDNA? 16igu
jarjendamisest ehk sekveneerimisest. Tegu oli 100 aastat tagasi vélja surnud loomaliigi
viimase esindajaga ja Uhtlasi muuseumieksponaadilt eraldatud geneetilise materjaliga
(Higuchi jt 1984). T60 eesmargiks oli kull vélja selgitada, kas surnud organismist on Gldse
vOimalik DNA-d eraldada, kuid sealhulgas saadi teavet hobuslaste péaritolu kohta — kvaga
ldhimaks sugulaseks osutus mtDNA alusel sebra (Equus zebra), mitte hobune (Equus ferus

caballus) (samas).

1985. aastal vottis ks vana DNA alase uurimisto0 pioneeridest, 2022. aastal Nobeli
meditsiini- ja flsioloogiapreemiaga pérjatud Svante P&&bo eesmérgiks vélja uurida, kas
DNA-d on vdimalik eraldada ka surnud inimeste séilmetest. Tema uurimisobjektideks olid
23 Egiptuse muumiat. DNA jarjestus suudeti vaidetavalt kloonida u 2400 eKr surnud poisi
muumiast (Padbo, 1985). M0Oni aasta pérast Pad&bo publikatsiooni jdudsid bioloogid Berkeley
Ulikoolis eesotsas Kary Mullisega uue ja revolutsioonilise vatteni DNA paljundamises ehk
amplifitseerimises — polimeraasi ahelreaktsiooni ehk PCR-ini (Polymerase Chain Reaction)
(Mullis, Faloona 1987). See oli palju efektiivsem meetod DNA paljundamiseks kui seni
kasutusel olnud DNA kloonimine (P&abo jt 1989; Paabo jt 2004; Malainey 2011).

Peagi sai selgeks, et Paabo laboris amplifitseeritud muumia DNA 16ik kuulus tdendoliselt
hoopis kaasaegsele inimesele. Prooviga tegeleti vana DNA jaoks sobimatutes tingimustes,
mis viis selle saastumiseni (P&4&bo 2014, 75-76). Siiski, moned aastad pérast Paabo t60

avaldamist hakati vana DNA-d enam uurima ja avaldati toid, milles vaideti isegi miljonite

! Desokstribonukleiinhape
2 Mitokondriaalne DNA



aastate vanuste organismide ja taimede DNA kloonimise 6nnestumist (Goldenberg jt 1990;
DeSalle jt 1992; Cano jt 1993; Poinar jt 1993; Woodward jt 1994).

Kujutelm hippelisest edasiminekust vana DNA uurimises ei kulgenud digustatud kriitikata
(P&ébo jt 1991; Lindahl 1993). Ajapikku hakkas ilmuma t0id, milles varasemaid katseid
uuesti labi tehti ja saadi hoopis teistsuguseid tulemusi (Sidow jt 1991; Zischler jt 1995;
Austin jt 1997; Cooper jt 2000). Peamine pdhjus, miks varasemaid katseid polnud v@imalik
korrata ja seega nende tulemusi tosiselt votta, oligi proovide saastatus kaasaegse DNA-ga.
Tehtud vead viisid arenguteni ning saastuse kui levinud probleemi véltimiseks on tanaseks
koostatud mitmed protokollid ja eeskirjad vana DNA-ga tegelevatele laboritele (Matisoo-
Smith jt 2012).

Tehnoloogilised edenemised, kaasa arvatud PCR ja automatiseeritud DNA sekveneerimine,
vbimaldasid ette votta suuremahulisemaid uuringuid ka kaasaegsete genoomidega: 1990.
aastal kuulutati valja inimese genoomi jarjendamise projekt (Human Genome Project). 2001.
aastaks onnestus avaliku ja erasektori koost60s avaldada inimese genoomi esmane ,,visand*
(IHGSC 2001). Inimgenoomi esialgset varianti on nliiidseks palju edasi arendatud ja tdna on
nii kaasaegsete kui ka mineviku inimeste taisgenoomide tegemine saanud rutiiniks (Nurk jt
2022).

Inimgenoomi pilootprojekt viidi edukalt I16pule, ent see oli kallis ja aegandudev ettevdtmine.
2005. aastal tuldi vélja nn teise pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiaga (Next Generation
Sequencing, NGS) (Marguiles 2005), mis avardas tohutult ka vana DNA uurimisvdimalusi
(Orlando 2021, 2). Uuem tehnoloogia kujutas endast kiiremat, efektiivsemat ja jarjest
odavnevat sekveneerimisvdimalust, mistttu on see tdnapéeval kéttesaadav aina rohkematele
teadlastele. Téanu uuele tehnoloogiale sai nudd uurida proove, mis olid lagunenud vaga
lihikesteks fragmentideks ja ei oleks olnud PCR-i abil uuritavad — tekkis vdimalus kiimneid
ja sadu tuhandeid aastaid vanade proovide uurimiseks. Tehnoloogia areng on teinud
vOimalikuks varasemalt ulmeliseks peetud saavutused nagu nditeks mammuti (Poinar jt
2006; Miller jt 2008), neandertallase (Green jt 2010, Prifer jt 2014) ja denisi inimese (Reich



jt 2010) genoomi sekveneerimine, ning arheogenoomika plahvatusliku arengu. 2021. aastal
onnestus eraldada koguni miljoni aasta vanuste mammutite DNA-d (van der Valk, 2021).

Need on tanaseks vanimad organismid, kelle DNA-d on uuritud.

Esimene teadust0o, kus kasutati Eesti aladelt parit (n0orkeraamika kultuuri konteksti
kuuluva) indiviidi sé@ilmeid arheogeneetiliseks uurimistooks, kirjeldas Euraasia
pronksiaegseid migratsioone (Allentoft jt 2015%). Lainemere idakalda geneetilisele ajaloole
keskenduvad t60d avaldati mdni aasta hiljem (Jones jt 2017, Saag jt 2017, Mittnik jt 2018,
Saag jt 2019). Vana DNA uurimine sai tuule tiibadesse seoses Tartu Ulikooli genoomika
instituudi puhaslabori rajamisega 2018. aastal, tdnu millele avanes véimalus biomolekulide

eraldamiseks arheoloogilisest materjalist ka Eestis.

1.2. DNA séailivust mojutavad tegurid vana DNA uurimustes

DNA séilivusuuringuid on tehtud nii looma- kui ka inimluude alusel, need on dateeritud
vahemikku umbes 13 000 aastat tagasi kuni 20. sajand. Séilivuse analttsimiseks kasutatud
luud périnevad erinevatest kontekstidest ja kliimavodtmetest ning valimites on vaadeldud nii
uhte kui mitut anatoomilist elementi. Jargnevas kirjanduse ulevaates kajastataksegi
peaasjalikult neid tdid, milles eesmargiks oli uurida DNA séilivust. Vana DNA séilivuse
uurimiseks on vB8imalik vaadelda erinevaid parameetreid, siin vélja toodud té6des vaadati
naiteks: endogeense DNA* hulka kogu proovi DNA-st, surmajéirgseid DNA modifikatsioone
(nt CT asendusi®) ja DNA fragmentide pikkusi®.

3 Eestist olid projektiga seotud Lehti Saag, Aivar Kriiska, Mait Metspalu ja Liivi Varul.

4 Endogeense DNA termin on eristamaks seda geneetilisest materjalist, mis ei kuulu uuritavale organismile ja
mis parineb bakteritelt, seentelt ja mikroorganismidelt, vGi on proovis kontaminatsiooni t6ttu ehk kaasaegselt
inimeselt (Poinar jt 2006, 392).

® CT asendus (ingl cytosine to thymine substitution) on DNA (ks p6hiline surmajérgne kahjustus, mis tekib
DNA nukleotiidi koosseisu kuuluva ldmmastikaluse tsitosiini (C) deaminatsiooni tagajérjel, mille kaigus
tsiitosiin kaotab aminogrupi ja muutub [&mmastikalus uratsiiliks (U). Kuna U ei kuulu tavajuhtudel DNA
koosseisu, loetakse see sekveneerimisel tlimiiniks (T). (Rasmussen jt 2010, 758; Hsu jt 2022, 1).

6 DNA molekulid, mis on eraldatud muistsetest proovidest nagu luud, hambad, juuksed vdi mumifitseeritud
koed, on tavaliselt lagunenud lihikesteks fragmentideks (Orlando 2021, 1). Kaasaegsete tehnikatega on
vBimalik eraldada ja analuisida kuni 35 aluspaari pikkuseid fragmente (samas, 6).



1.2.1. Keskkond

Seoseid keskkonnatingimuste ja DNA lagunemise vahel on uuritud juba alates 1990. aastatest
(Hoss jt 1996; Wayne jt 1999). On leitud, et jahedas ja kuivas keskkonnas séilib DNA
paremini kui soojas ja niiskes keskkonnas (Allentoft jt 2012; Kistler jt 2017; Pinhasi 2015).
Samuti on oluline marksdna keskkonnatingimuste stabiilsus, néiteks temperatuuri kdikumine
vBib pdhjustada DNA kiirema lagunemise (Higgines jt 2015). Uhe olulise muutujana on
mdnes to0s vélja toodud ka paikesekiirgus (Keighley 2021, 1156; Bollogino jt 2008, 92).
Ligikaudu 10 aastat tagasi suudeti DNA-d eraldada peamiselt séilmetest, mis périnesid vaga
madalate temperatuuridega keskkonnast. Siiani péarinevad kdik vanimad DNA proovid just
igikeltsast (umbes 735 000 aastat vana Alaska hobuslane ja miljoni aasta vanused mammutid)
(Orlando jt 2013, van der Valk, 2021).

Viimaste aastate jooksul on sellegipoolest avaldatud mitmeid artikleid, kus on kasutatud vana
DNA proove Lé&his-Idast (Lazaridis jt 2016), Okeaaniast (Skoglund jt 2016; Lipson jt 2018),
Aafrikast (Skoglund jt 2017; Schlebusch jt 2017; Llorente jt 2015; Lipson jt 2022), Ladina-
Ameerikast (Nieves-Colon jt 2019) ja Kariibi mere saartelt (Fernandes jt 2020) ehk vaga
sooja kliimaga piirkondadest. Lipsonil jt dnnestus hiljaaegu (2022) troopikaaladel eraldada

DNA-d isegi paarikimne tuhande aasta vanustest luudest.

Temperatuuri korval on teisigi keskkonnategureid, mille mdju DNA-le on uuritud, kuid
eeskétt keskkonnamdjule keskenduvaid toid on véhe. 1996. aastal uuriti keskkonnamdjusid
hambasésile ja sellega seoses ka kdige paremini sobivaid DNA eraldamise meetodeid.
Nimetatud uurimus pdhines eksperimentidel kaasaegse materjaliga, arheoloogilistest
leiukohtadest parit hambaid ei kasutatud. Keskkonnamdjude kohta jéreldati, et veega kokku
puutunud hambad andsid DNA sdilivuse osas kdige halvemaid tulemusi. Matmata,
valitingimustes seisnud hambad andsid paremaid tulemusi kui maetud hambad. Temperatuur
ei mojutanud selle t60 eksperimentide tulemusi enne, kui jouti 200 °C (Garcia jt 1996, 128—
129).
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Vana DNA séilimist mojutab tdendoliselt ka luude hoiustamise keskkond — seda nii
véljakaevamise ajal kui ka hiljem. Mdjutavad tegurid on nditeks konserveerimisviisid ja -
ained ning hoiustamistemperatuur ja niiskustase (Pruvost jt 2007; Sawyer jt 2012; Bollogino
jt 2008). Samalaadseks mdjuriks on ilmselt DNA laboris kasutatav tehnika, meetodid ning
materjalid. Pidevalt katsetatakse tbhusamaid meetodeid geneetilise materjali eraldamiseks ja
vOrreldakse olemasolevatega (Damgaard jt 2015; Glocke, Meyer 2017; Nieves-Colon jt
2018). Eraldatava vana DNA koguse suurendamise ning saastuse vahendamise kdrval on
uute protokollide valjatootamise eesmérk olnud vdimalikult vahe proovistatavaid luid
I6hkuda (Sirak jt 2017).

Pinnase ja Ghutemperatuuri, pH taseme, matmisasukoha tulbi vdi geograafilise asukoha
(laius- ja pikkuskraad, k@rgus merepinnast) méju on enamasti arvestatud voi ara méargitud
uurimustes, kus t66 fookuses on olnud midagi muud. Eesmérk on olnud nditeks uurida saaste
pohjuseid, vorrelda voi pakkuda variante proovide hoiustamiseks, laborieelseks to6tluseks
vOi sdeluuringuks, leida enim sobivaid anatoomilisi elemente, meetodeid ja tehnikat DNA
eraldamiseks voi méaarata DNA lagunemise aste (Smith jt 2001; Smith jt 2003; Bollogino jt
2008; Adler jt 2011; Allentoft jt 2012; Kontopoulos jt 2020). Eraldi tasub vélja tuua t60,
mille eesmark oli vOrrelda luu visuaalset séilivust mikro- ja makrotasandil vana DNA
séilivusega, kuid arheoloogiliste asukohtade kirjelduses esitati ka mullatutp ja happelisus
(Hagelberg jt 1991, 403-405).

Mbone artikli analiitisis on keskkonna varieeruvuse moju proovitud minimeerida (Milo§ jt
2007) voi on seda kasutatud konstandina (Allentoft jt 2012). Keskkonnafaktorit on peetud
oluliseks ka uurimustes, kus keskenduti DNA lagunemise sdltuvusele luude vanusest (Gilbert
jt 2003; Sawyer jt 2012), samas on vanust analtusivaid toid, kus luude paritolu keskkonda
pole analliusitud (Colson jt 1997). Gilbert jt (2003, 56-60) uurisid DNA kahjustusi ja leidsid
et need pole seotud ajaga, kuid vdivad olla seotud arheoloogilise kontekstiga. Nad
pdhjendasid, et kuna in vitro eksperimentide puhul on DNA kahjustuste hulga puhul
mééravaks aeg ja arheoloogilise materjali puhul see seos nii otseselt vélja ei tule, on

tdendoliselt olulisteks mojuriteks leiukohtade heterogeensus, samuti nditeks surnukeha
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lagunemise ulatus enne matmist. Sawyer jt (2012, 3-6) leidsid, et kuna luude
matmiskeskkond ning hoiustamise keskkond on olulised DNA séilivuse puhul ja varieeruvad
tugevalt, on mdistetav, miks aja ja sailivuse puhul ei pruugi olla vaga tugevat seost. Nad
leidsid, et DNA fragmentide pikkus otseselt ajast ei séltu. Uldiselt vaheneb kill kattesaadav
mtDNA kogus, kuid fragmentide pikkus oleneb mitmetest keemilistest reaktsioonidest.
Ajaga olid aga seoses CT asendused.

1.2.2. Aeg

T60d, mis on seoses DNA lagunemisega keskendunud just proovi vanusele, on andnud védga
erinevaid tulemusi. On uurimisriihmi, kes on tulemuseks saanud, et proovi vanus ei ole
seotud DNA lagunemise v0i kahjustustega (Paabo 1989; Hagelberg jt 1991; Colson jt 1997;
Gilbert jt 2003), kuid eelkdige on tegemist varaste td0dega. On ka neid, kes korrelatsiooni
nagid (Adler jt 2011; Sawyer jt 2012; Higgins jt 2015). Hiljuti avaldati artikkel, milles nahti
seost aga ainult Ghe liigi, morsa puhul (Keighley jt 2021), seda vordluses Grooni ja
hallhiilgega. Tapsemalt vaatasid nad endogeense DNA protsenti ja CT asendusi. Muuhulgas
jareldati, et proovi vanus vOib olla méaaravaks teguriks pigem homogeensemates
proovivalimites, mitte aga selge ja universaalne sailivust méjutav tegur, nagu tavaliselt
arvatakse (Keighley jt 2021, 1159).

Peamiselt on vanusega seotud uuringutes fookus proovi kronoloogilisel vanusel, aga mitte
sellel, kui kaua aega tagasi proov vélja kaevati ehk kui kaua seda hoiustati enne kui DNA
proov voeti. Moned erandid siiski on. Néaiteks 2012. aastal avaldati publikatsioon, milles
DNA lagunemise astme madramisel peeti oluliseks muutujaks hoiustamise aega, luude
vanuse ja temperatuuri kdrval (Allentoft jt 2012). Nad leidsid, et sellel ei ole suurt efekti
sédilivusele (Allentoft jt 2012, 4730). Samas, kui eespool mainitud Keighley jt 2021
uurimuses leiti, et morsa puhul oli hiljuti vélja kaevatud luude endogeense DNA sisaldus
madalam. Uhe véimaliku jareldusena pakuti, et uued véljakaevamiste ja hoiustamise jaoks
mdeldud meetodid ei ole kaasa toonud oodatavad paranemist luude séilimisel (Keighley jt

2021, 1161). Leidub isegi toid, kus on mojurina kaalutud indiviidi vanust suremise hetkel,
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(Higgins jt 2015; Keighley jt 2021), kuid kus on siiski jareldatud, et see ei ole oluline DNA
séilivuse seisukohalt.

1.2.3. Luu ja hammaste omadused

DNA séilivust erinevates anatoomilistes elementides uurides on valdavalt jareldatud, et see
séilib kdige paremini oimuluu sisekiljel kaljuluus (Gamba jt 2014; Pinhasi 2015). 2015. aasta
katsete tulemustest Ron Pinhasi ja kolleegide t60s (2015) jareldati, et proov trummidone
plinkollusest tiksinda annab parema tulemuse kui vétta analiiis kombineerituna nii kaljuluu
kasnollusest kui plinkollusest trummiddne Umbruses. Tahelepanuvéaéarset DNA sisalduse

varieeruvust erinevates kuulmeluudes ei ole taheldatud (Sirak jt 2020).

2017. aastal leiti, et DNA séilivus hambajuurt katvas luukoes ehk hambatsemendis on
oimuluuga vorreldav (Hansen jt 2017). Jareldusele, et DNA proovideks tasub kasutada
hambatsementi, jouti ka paar aastat varasemas uurimuses, kus vorreldi tsemendi, hambasési
ja dentiini struktuuri muutusi ajas (Higgins jt 2015). Muuhulgas rééagib hammaste
proovistamise kasuks v6imalus uurida patogeene, sest hambakoe tihe veresoontevorgustik
toob sinna veres ringlevad patogeenid (Margaryan jt 2018). Geneetilise materjali head
séilivust hambas on pdhjendatud sellega, et hambad paiknevad luupesades ja neid katab tihe
emaili kiht, mis kaitsevad neid lagundavate faktorite eest (Higgins jt 2015).

2019. aastal tehtud katsed néitasid, et pdia- ja eriti kdmblaluude proovistamise tulemused on
vorreldavad hammastest ja oimuluust saadava geneetilise materjaliga (Gersak jt 2019). DNA
sisaldust erinevates anatoomilistes elementides uuriti pohjalikult 2018. aastal, mil vorreldi
omavahel keskaegsete luustike hamba, kaljuluu, rangluu, roide, rinnalilide, erinevate
kéelaba ja kdmblaluude, vaagnaluu istmikukdprude, reieluu ja kontsluu erinevate osade DNA
sisaldust. Tulemuseks saadi, et kaljuluu teokanal on parim variant vana DNA proovi
saamiseks. TO0s otsiti aga ka alternatiivseid variante, juhuks, kui kaljuluud ei ole véimalik
kasutada. Leiti seitse anatoomilist elementi, mida tasuks sellisel juhul proovida (Parker jt

2020). Sarnane t60 avaldati 11 aastat varem, kus analttsiti 20. sajandil elanud inimeste luid.
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Parimad tulemused saadi reieluust, teisena hambast ning kéte toruluud andsid palju

madalamaid tulemusi kui eelmainitud luud (Milos jt 2007).

DNA suhteliselt head sailivust kaljuluus on pdhjendatud asjaoluga, et see on tihedaim luu
imetajate kehas (Frisch jt 1998). Luu poorsus méérab luu lagunemise protsessi (Nielsen-
Marsh, Hedges 1999). Luu vdib leidmise hetkeks olla aga poorne ka seetdttu, et nditeks
mikroobid (Keighley jt 2021, 1151) v6i vesi (Kendall jt 2018) on seda juba hévitanud. Luu
orgaanilisi komponente nagu kollageen ja DNA lagundavad ka teatud seened ja bakterid
(Bollogino jt 2008, 92; Pruvost jt 2007) ning orgaanika lagunemise tdttu muutubki luu
poorsemaks (Hedges jt 1995, 205-206), kuid see toimub lisaks mikroorganismide tegevusele
ka keemiliste protsesside tagajarjel (Lindahl 1993; Wess jt 2002, 3). Milliste bakteritega luu
kokku puutub ja kui palju kahjustusi need pohjustavad s6ltub siiski palju keskkonnast, kuhu
luu on maetud (Eriksen jt 2020).

DNA séilimisel on ka seos paljude valkude sailimisega luus (Poinar, Stankiewicz 1999).
Gothestrom jt (2002) jareldasid, et eriti téhtis valk on kollageen — tiks pdhilisi struktuurvalke
organismis. 2020. aastal tehtud katse tulemused nditasid siiski, et kollageeni hea sdilivus ei
garanteeri DNA olemasolu. Kui aga kollageeni on luus alla 5%, siis on uuritavas koguses
DNA leidmine samuti ebatdendoline (Kontopoulos jt 2020). Sarnast seost ndgid ka Sosa ja
teised (2013, 108): amplifitseeritava koguse DNA-ga luus oli kollageeni sisaldus enamasti
ule 12 protsendi. Orgaanika kdrval on DNA sdilimisega seotud luu mineraalsete
komponentide séilivus. Naiteks leiti, et DNA sdilimine on statistiliselt olulises seoses
hidrokstapatiidi — hammaste ja luude koostises oleva mineraali — kristallilisusega
(Gothestrom jt 2002, 399; Sosa jt 2013, 108). DNA sdilivus v@ib olla seotud ka sellega,
mismoodi DNA biopoliimeerina on luusse ,,pakitud* (Collins jt 2000) voi sellest, milline on
DNA enda struktuur. On néiteks leitud, et mtDNA laguneb aeglasemalt kui tuuma DNA. See
vOib olla mtDNA rdngasjastruktuuri téttu, misparast on see eksonukleaasi eest paremini
kaitstud (Allentoft jt 2012, 4730). Erinevus voib tuleneda veel paljudest muudest aspektidest
néiteks mtDNA-d kaitseb mitokondri topeltmembraan ja mtDNA-I ja tuuma DNA-I on

erinevad endonukleaasi aktiivsustasemed (Schwarz jt 2005, 3225).
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Oluliseks on peetud ka luu visuaalset sailivust, viimast nii makrotasandil ehk n-6 luule peale
vaadates (Hagelberg jt 1991; Haynes jt 2001; Vullo jt 2019) kui mikrotasandil ehk erinevate
mikroskoopide vaates (Hedges jt 1995; Colson jt 1997; Ciporallo jt 1998; Sosa jt 2013;
Higgins jt 2015). Kuillaltki theselt nditavad uuringute tulemused, et DNA on séilinud
suurema tbendosusega siis, kui luu on visuaalselt paremas seisus nii mikro- kui ka
makrotasandil. Samas vO@ib juhtuda, et makrotasandil halvasti sailinud luul on osi, mis on
siiski mikrotasandil hasti sailinud (Hagelberg jt 1991, 406). See tahendab, et makrotasandil

tehtud vaatlus ei pruugi olla piisav.

Mainitud uuringute tulemustest saab jareldada, et luu visuaalne sailivus sdltub suures osas
selle ehituslikest ja biokeemilistest omadustest ja need on omakorda seotud DNA sdilivusega.
Mil moel nendest oleneb DNA sdilivus, ei ole tksikasjalikult selge, kuid luu anorgaanilist
struktuuri ja selle teisi, orgaanilisi osi (nt kollageeni), hévitavad keskkonnamdjud havitavad
tdendoliselt ka DNA-d. Tunduvalt rohkem on uuritud keskkonna ja aja mdjusid luule ja selle

ehituslikele omadustele.

2000. aastal avaldati artikkel, milles kasitleti muuhulgas erinevate pinnaste ja nende
veereziimi moju luu omadustele. Jareldati, et luud sdilivad paremini, kui veetase muutub vihe
(Nielsen-Marsh, Hedges 2000, 1197) Samuti uurisid Gdéthestrom ja teised (2002, 398)
eespool valjatoodu kérval seda, kas niiskus méjutab luu omadusi ja said Kinnitust, et kuivas
keskkonnas paiknenud luudes oli rohkem sailinud kollageeni ja suurem edu DNA
amplifitseerimisel. Uuritud on ka luu vanuse mdjutusi selle lagunemisele, kuid korrelatsiooni
pole ndhtud (Hedges jt 1995; Haynes jt 2001).

1.2.5. Muud mdjurid ja laia fookusega t66d

Lisaks keskkonnatingimustele, ajale ja luude omadustele on méned muutujad veel, mida on
vana DNA séilivusega kdrvutatud. Nendeks on liik, indiviidi sugu ja luu t66tlemine enne
matmist. 2007. aasta uurimuses toodi vélja, et sugu voiks sédilivust mojutada, sest naiste ja

meeste luud olevat erineva tihedusega (Milos jt 2007, 487). Samal pohjusel voiks sdilivust
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mojutada ka see, mis liigist isendi luuga on tegemist (Kendall jt 2018, 7). 2021. aastal
avaldatud artiklis seost mereimetajate luude tiheduse ja séilivuse vahel ei leitud (Keighley jt
2021). Luu todtlemise puhul on analiitsitud enne matust pdletatud sailmeid, millest pole seni
DNA-d eraldada suudetud (Hansen jt 2017).

Siiani refereeritud uurimuste puhul on mingil maaral anallisitud erinevaid sailivust
mdjutavaid faktoreid, kuid t66de algne eesmark vdi uurimiskisimus on olnud pigem Kitsas
jalahtunud teistest teemadest. Toon vélja mdned uuringud, kus korraga on vaadeldud rohkem
muutujaid ning eesmargiks on olnud vélja selgitada, millised neist ja mil mé&aral méjuvad
vana DNA séilivusele. Nende teemapustitus sarnaneb kdesolevale magistritdole. 1999. aastal
avaldatud artiklis vaadeldi temperatuuri, pinnase niiskuse ja pH taseme ning luude
hoiustamise mdju DNA séilimisele. Varasemate uuringute pdhjal oletati, et kdik véljatoodud
muutujad on olulised, kuid autorite poolt tehtud statistikas see olulisus ei avaldunud (Burger
jt 1999). 2021. aastal avaldati artikkel, milles vaadeldi vdga suurt osa seni mainitud
mdjutajatest ning jareldati, et olulisemad on matmiskoha tulp/kontekst, luude
valjakaevamise aeg, proovistatud anatoomiline element ja kollageeni sisaldus (Keighley jt
2021, 1162). Seitse aastat varem tehtud t06s jouti vaga sarnaste tulemusteni (Elsner jt 2015).
Olgugi, et viimases artiklis ei uuritud paljusid 2021. aasta t60s kasitletud mojureid, vaadati
seal matmiskoha konteksti veidi tdpsemalt. Nimelt olid valimis koobastest, avatud kuivalt
maalt ja margaladelt saadud luuleiud ja autorid réhutasid oma tulemustes just luu leiukoha

konteksti tahtsust. Nende tulemuste kohaselt olid koopad paremaks keskkonnaks kui avamaa.

1.2.6. Vana DNA sailivuse uuringud Eestis

Eestis ei ole vana DNA séilimist eri keskkondades uuritud. Kill aga on Kadri Irdt Kirjutanud
bakalaureusetod ,,Vana DNA proovi kvaliteedi soltuvus vanusest ja proovile antud
visuaalsest hinnangust* (TU, 2018). Toéos vordles ta vana DNA kvaliteeti Eesti alade eri
ajaperioodidest (pronksiaeg, rauaaeg ja keskaeg) pdarit proovides ja vaatles, kas luude
visuaalselt hinnatud hea séilivus korreleerus ka geneetilise materjali kvaliteediga. Selgus, et

pronksi- ja rauaaja proovid omavahel oluliselt ei erinenud, kuid keskaja materjalist oli
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voimalik eraldada rohkem DNA-d. Visuaalselt paremini sailinud proovidest sai DNA-d

samuti rohkem kui halvasti sailinutest.
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Joonis 1. DNA sdilivuse ja kvaliteedi vGimalikud mdjurid.
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2. Materjal ja metoodika
2.1. Materjal

Ké&esolevas t60s kasutatakse kdiki DNA proove, mis on Eesti arheoloogilistest luudest Tartu
Ulikooli genoomika instituudi Eesti biokeskuse puhaslaboris teadusprojektide raames
eraldatud vahemikus 01.04.2014-15.03.2022. Kokku kasutati 286 proovi 74-st
arheoloogilisest muistisest. Neist endogeenne DNA oli sdilinud 263 proovis ja DNA puudus
23 proovis. DNA-ta proove ei ole siinses t06s eraldi dateeritud. Enamik proove (267) on
eraldatud hammastest, tlejdédnud kaljuluudest (10) voi teistest luudest (9). Hammaste puhul
vOeti proov DNA analiiiisiks hambajuure tipust, kaljuluu puhul kuulmekanaliga kilgnevast
luu osast (Pinhasi jt 2015).

Mdned proovid, millest kull saadi DNA-d, jaid siinse t66 analtsist vélja puuduliku
taustainformatsiooni tdttu. Uks proovidest on vdetud Lehmja-Loo kalmest leitud luust, kuid
ei teata tapselt, kas proov on voetud I, 11 vdi 1V kalmest. Teada on, et hoidlas olnud karbil
oli info: ,,ruudust 13, kalme pdhjalt™ ning karbis olid peamiselt pdlenud luud (Liivi Varul
suuliselt 17.11.2021). Proovi peanumber on tdendoliselt Al 4444, kuid selle teadmisega ei
ole vdimalik 11 ja 111 kalme vahel vahet teha, sest aruanded puuduvad ja kaevamispéevikutest
ei saa kindlat vastust (Kristi Tasuja e-kiri 13.10.2022). Valter Langi sonul ei ole voimalik
kahel kalmel tépselt vahet teha, sest need olid nagu ,.kokku kasvanud®. III kalmeks nimetas
Vello Ldugas Kivivaret, kust tuli 7.-8. sajandi matuseid, Il kalme oli ilmselt algselt
kivikirstkalme aga tugevasti 16hutud vdi Umber tehtud (Valter Langi kommentaar
14.11.2022). Teine proov on Kivisaarest parit luust. See on kogu konteksti info, mis oli
proovi kohta TU genoomika instituudi vana DNA andmebaasis dokumenteeritud, seega ei
olnud v6imalik seda siduda konkreetsete kaevamiste voi kontekstiga. Proovist ei ole pilti ega
ole teada selle peanumbrit. TGen&oliselt on tegemist Kivisaare prooviga, mis avaldati Lehti
Saagi ja teiste artiklis 2017. aastal (Saag jt 2017).
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Joonis 2. Kaart arheoloogiliste leiukohtadega, kust périnevad t60s kasutatud luumaterjal ja DNA proovid. Aluskaart: Maa-amet 2023.
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Joonis 3. Pdhja-Eesti arheoloogilised muistised, kust parinevad t66s kasutatud uterjal ja DNAprod. Aluskaart: Maa-amet

2023.
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2.2. Metoodika

Algselt oli kogu t06 kaigus kasutatav informatsioon fragmenteeritud ja hajutatud erinevate
institutsioonide, teadusprojektide ja kaevamisaruannete andmetabelitesse. Seoses sellega oli
vajalik teave koondada ja organiseerida Uhtseks tervikuks. Eesméark oli koondada
kontekstiteavet DNA eraldamiseks kasutatud arheoloogiliste luude kohta (nt labori
identifikaator, projekti nimi, anatoomiline element). Sellest olulisem oli kdesoleva t60
statistlilisteks analutsideks vajalik tasutainfo, mis jaotus kolmeks: arheoloogiline (nt
muistise nimi, matusetliup ja kontekst, dateering), keskkondlik (nt koordinaadid, mullaliik)

ja bioloogiline (nt endogeense DNA protsent, CT asendused).

2.2.1. Andmete koondamine ja korrastamine

Geneetilise informatsiooni kogumiseks kasutati Tartu Ulikooli genoomika instituudi vana
DNA andmebaasi ning suusonalist ja kirjalikku infot Kadri Irdtilt, Lehti Saagilt, Stefania
Sassolt, Kristiina Tambetsilt. Arheoloogilise taustainfo kogumiseks kasutati Tartu Ulikooli
arheoloogia arhiivis ja Tallinna Ulikooli arheoloogia teaduskogus olevaid
kaevamisaruandeid, proovivdtu protokolle, Ulidpilastdid ja publikatsioone. Samuti koguti
kaevamiste ja proovidega seotud arheoloogide suusonalist ja Kirjalikku infot Riina Juurikult,
Aivar Kriiskalt, Valter Langilt, Anu Lillakult, Martin Malvelt, Mati Mandelilt, Marika
Magilt, Anton Péarnalt, Mari Torvalt, Heiki Valgult ja Liivi Varulilt, Muististe tausta
uurimisel prooviti leida esmaallikaid (aruanded) ja juhul kui see ei dnnestunud, kasutati
sekundaarsete allikatena publikatsioone ja 0lidpilastoid. Erandjuhtudel on esmaallikale
eelistatud sekundaarseid allikaid, nditeks kui esimesed on olnud raskesti kéttesaadavad voi
katkendliku infoga. Kdesolevas t00s kasutati sekundaarseid allikaid 32 muistise tausta
avamiseks. Kdigi toos kasutatavate DNA-d sisaldanud luude kohta koondatud taustainfo on

autori valduses.
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Mullastikuga seonduv info saadi EstSoil-EH andmebaasist (Kmoch jt 2021), Maa-ameti
mullastiku kaardilt (Mullastiku kaart, Maa-amet 2023) ja geograafide — Ain Kulli, Alexander
Kmochi ja Evelyn Uuemaa — suusdnaliselt ja kirjalikult jagatud teabest. Kaardimaterjali
toddeldi vabavaralise QGIS tarkvaraga (QGIS Development Team 2023). EstSoil-EH
andmebaas ja Maa-ameti Mullastiku kaart Gihendati selleks QGIS rakendusega Alexander
Kmochi abiga.

Proovidega seotud analliisitavad andmed on kéttesaadavad andmebaasi kujul lisas 2.
Kdikide analiilisis kasutatavate DNA-d sisaldanud luude kohta koostati ka arheoloogilise
tausta uuringud.
Andmebaasis kattesaadav info on jargmine.
e Proovide identifikatsiooniga seotud info:
1. Tartu Ulikooli genoomika instituudi puhaslaboris kasutatud proovi identifikaator, nn 1D
number (ingl LablD).
2. Arheoloogilise proovi laborisse jdudmise kuupéev (ingl Intake Date).
3. Projekt, mille kdigus proovi analtdsiti.
4. Tartu Ulikooli genoomika instituudi vana DNA andmebaasis dokumenteeritud muististe
nimed (ingl Site Short 1D, Archaeological Site ID Official).
e Arheoloogiline informatsioon:
5. Luu/hamba peanumber.
6. Muistise tapne asukoht (maakond, koordinaadid).
7. Arheoloogiline taustainfo (nt matusettitp analliusiks).
8. Kalmetiip ja number.
9. Matuse kontekst.
10. Matuse ja/voi luustiku number.
11. Luukogumi/luu nr.
12. Matuse sligavus.
13. Kaevanud arheoloog(id).

14. Kaevamiste algus- ja I6puaasta.
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15. Kas on tehtud radiosusiniku dateering voi on dateering kontekstipdhine, vastavalt sellele
konteksti pohine dateering algus, konteksti pdhine dateering 16pp, C dateering, *C labori
identifikaator (ingl Lab ID), *C kalibreeritud dateering algus, “C kalibreeritud dateering
IGpp, C kalibreeringu tdendosus (kasutati OxCal 4.4 programmi (Bronk, Ramsey 2020)
IntCal 20 andmestikuga (Reimer jt 2020)).

e Keskkonnaga seotud informatsioon:
16. Asukohapdhine mullastiku info (EstSoil I ja Il 16imis ning nende stigavus mm, USDA
texture class I ja Il 16imis ning nende siigavus mm, Maa-ameti Mullastiku kaardi | (ja I1)
mulla tiup ning Ain Kulli méaratud asukohapdhised pH tasemed).

e Bioloogiline informatsioon:
17. Bioloogiline taustainfo (sugu, proovi tiip, anatoomiline element).
18. Endogeense DNA protsent, keskmine genoomne katvus, CT asenduste arv.

e Muu info:
19. Arheoloogiline periood, foto luust vahetult enne proovi vGtmist, proovi eest vastutav

kontakt geneetikute seas ja kontakt arheoloogide seas.

TGO teises etapis otsustati tuvastada ning lisada analulsi ka DNA-ta proovid. Kéesolevas
uurimistoos kasutati neid DNA-ta proove, mis péarinesid muististelt, kust dnnestus siiski
saada DNA-d teistest luudest.

2.2.2. Statistiline analts

2.2.2.1. Statistiliste testide aluseks olevad muutujad

Vana DNA sdilivuse iseloomustamiseks valiti nditajad nagu endogeense DNA protsent ja CT
asendused. Endogeenne DNA viitab geneetilisele materjalile, mis on parit uuritava
organismi, k&esoleval juhul inimese rakust, sinna kuulub autosomaalne, X ja' Y kromosoomi
DNA ning mitokondriaalne DNA. Endogeense DNA termin on eristamaks seda geneetilisest
materjalist, mis périneb bakteritelt, seentelt ja mikroorganismidelt vdi on proovis
kontaminatsiooni tottu ehk kaasaegselt inimeselt (Poinar jt 2006, 392). Selle protsent néitab,

kui palju geneetilisest materjalist, mis luust oli vdimalik katte saada, kuulub indiviidile, kelle
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luud proovistati (Damgaard jt 2015, 1). Kdrgem endogeense DNA protsent nditab, et

vOimalus geneetilist informatsiooni saada on suurem, sest proovi kvaliteet on parem.

Tsutosiini asendumine tlmiiniga (nn CT asendus) tekib Ghe DNA nukleotiidi koosseisu
kuuluva lammastikaluse tsttosiini (C) deaminatsioon tagajérjel, mille kdigus tsutosiin kaotab
aminogrupi ja muutub uratsiiliks (U) (Rasmussen jt 2010, 758; Hsu jt 2022, 1). DNA esineb
elusorganismides enamjaolt kaheahelalisena, kus ahelatevahelised vesiniksidemed tekivad
kindlate lammastikaluste — tsiitosiini ja guaniini ning timiini ja adeniini — paardumisel. DNA
ahelas puudub uratsiil, mistottu sekvenaatoris loetakse see tlmiinina (T), mis paardub
adeniiniga — seega kajastub see uuritava liigi refererentsgenoomiga vorrelduna asendusena.
Elusolendil on selliste muutuste likvideerimiseks olemas parandusmehhanismid, mis aga
I6petavad tootamise peale surma (Dabney jt 2013, 1), mistdttu keemiliste reaktsioonide
tagajérjel toimunud muutused kuhjuvad. CT asendusi kasutatakse seega DNA kahjustuste
hindamiseks, need kuhjuvad eelkdige DNA fragmentide otstesse ning asenduste sagedust
valjendatakse protsentides nukleotiidi kohta v@rrelduna referentsgenoomiga. CT asenduste

kdrge sagedus DNA fragmentide otstes on vana DNA autentsuse tunnistajaks.

Uratsiil (U)

oM,
O+ lCs _H
Ho _H- <
y [
N e NL N
H Z/ Clc‘N 5 q’ Cs
12 1 |
\ /C\N/,C\H
o Tiimiin (T)
1
Adeniin (A)

Joonis 4. Tsutosiini deaminatsioon ja adeniini side timiiniga (Békési, Vértessy 2011, 28).
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Joonis 5. Irust périt luu (IRU002) CT asenduste sagedus. Anallius on teostatud programmiga

mapDamage 2.0 (Jénsson jt 2013) Lehti Saagi poolt.
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Joonis 6. Siksélast péarit luu (SIK012) CT asenduste sagedus. Analiilis on teostatud
programmiga mapDamage 2.0 (Jonsson jt 2013) Stella Eileen Paidi poolt.

Véljatoodud DNA séilivust iseloomustavaid véartusi nagu endogeense DNA osakaal ja CT
asenduste sagedus DNA fragmendi (5’) otsas, vorreldi muutujatega, mis esinevad
kontekstides, millest proovistatud luud parit on. Nendeks muutujateks on mullatutp (selle
pH tase ja niiskus), matusetiiip, luude vanus ja luude vélja kaevamise aeg ehk hoiustamise
periood. Esimene eesmark oli uurida, kas pinnas mdjutab vana DNA sailimist, sest seda on
seni suhteliselt véhe késitletud. T66 kaigus tapsustusid ja lisandusid analiitisis kasutatavad
keskkonna parameetrid vastavalt sellele, mida peeti otstarbekaks ja mida oli vdimalik vélja

uurida.
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To0 esimeses etapis analitisiti mulla mdju 1Gimise pdhiselt, kuid Ain Kulliga” konsulteerides
sai selgeks, et hetkeseisu tdpsusastmel ei ole pdhjendatud ainult 16imiseid analliisida.
Ldimise Klassifitseerimine on suhteliselt tinglik, naiteks kui mulla I6imiseks teatud asukohas
on margitud saviliiv, siis saviliiv on seal domineeriv, aga kindlasti esineb ka teisi fraktsioone.
Lisaks segatakse eelkdige maahaudade rajamise puhul kogu pinnas segamini, sealhulgas
I6imised ja kihistused (Ain Kull suuliselt 12.12.2022).

pH taset oli vdimalik uurida tdnu koostddle Ain Kulliga, kes madras koordinaatide pdhiselt
asukohtade pH tasemed vdi vahemikud. Uldiste, mullaliigi pdhiste pH tasemete vahemikega
oleks analiitis olnud palju hipoteetilisem. Samas on ka kasutatavad pH tasemed
hinnangulised, kuna ei ole madratud pinnaseproovidest, mis vGetud DNA proovideks

kasutatud luude juurest.

Proovistatud luid Gmbritsenud pinnase niiskustaseme infot ei ole véimalik tagantjargi vélja
uurida, mistdttu otsustati analtiiis viia labi mullaliikide omaduste pdhjal tehtud jaotustena.
Tulenevalt valimi Kitsaskohtadest oli k&esolevas tods pinnase niiskuse mdju vdimalik uurida
vaid Uhe jaotuse pohiselt: vorreldes erodeeritud ning liiv- ja kruusmuldasid teiste
mullaliikidega.

Matusettlp lisati analliisi, sest eeldatavasti vdiksid vastavalt matuse tulbile varieeruda ka
keskkonnamdjud (nt niiskuse ja hapniku ligipaas, mikrofauna). Kui selline seos tegelikult
eksisteerib on see tdendoliselt varjutatud, kuna matusettiiibid on omakorda vaga tugevalt
seotud aja ja mineviku kultuuripiirkondadega.

Analitsi parameetriteks olid ka luude vanus ja véljakaevamise aeg ehk hoiustamise periood.
Luude vanusega voiks DNA lagunemisel olla seos mistdttu voiks erinevatest perioodidest

leitud luud anda erinevaid tulemusi. Hoiustamise aja analtiisimise mdju taga on aga teisigi

" Tartu Ulikooli loodus- ja téppisteaduste valdkonna, 6koloogia ja maateaduste instituudi loodusgeograafia
kaasprofessor.

26



pohjuseid. Eeldatavasti on (htlasi olulised mdjutajad hoiustamise jaoks kasutatavad
meetodid ja materjalid.

Kogutud andmeid kasutati statistilises analliisis. Analutside labiviimiseks kasutati kahte
tarkvara — R (R Core Team 2023) ja JASP (JASP Team 2023). R on vaba tarkvara
statistiliseks arvutuseks ja graafikute loomiseks. R annab vfimaluse Kirjutada ja kéivitada
statistilisi analulse erinevate funktsioonide abil, mis on saadaval R-i laienduste (nn
pakettide) kujul. JASP on samuti vaba tarkvara, mis sisaldab graafilist kasutajaliidest, mis

teeb andmete importimise, analliisimise ja tulemuste tdlgendamise lihtsaks.

Andmete iseloomustamiseks kasutati erinevaid Kirjeldavaid statistikuid (nt aritmeetiline
keskmine, standardhélve, miinimum ja maksimum) ja nende visualiseerimiseks graafikuid
(kast-, tulp- ja struktuurdiagrammid), mille abil hinnati andmete jaotust ja tuvastati
erandlikke vaartusi.

2.2.2.2. Toos kasutatud statistilised testid

Pidevate tunnuste (endogeense DNA osakaal ja CT asenduste sagedus) analtisimiseks
kasutati dispersioonanalliisi ANOVA (Analysis Of Variance) ja Tukey HSD (Honestly
Significant Difference) ja loodi lineaarse regressiooni mudeleid. Nende kdigi eesmérk on
vaadata, kas ja kuidas vana DNA sdilivust iseloomustavad tunnuseid mdjutavad todsse

kaasatud tegurid.

ANOVA testi kasutati, et vaadata, kas mdjutegurite kategooriate vahel endogeense DNA
osakaal ja CT asenduste sagedus erinevad. Testi tulemuseks on F-statistik (F), mis valjendab
numbriliselt, kas ja kui palju varieeruvus riihmade vahel on suurem, kui naturaalne
andmestiku varieeruvus, ehk see, mida testi parameetrid ei selgita (Field jt 2012, 405-407).
Selle statistiku olulisuse hindamiseks on vélja toodud olulisuse tdené&osus ehk p-véartus (ingl
p-value) (p). Olulisuse téen&osus hindab andmestiku jaotust ja annab F-statistikule konteksti

(Sauga 2017, 365). See peegeldab tGendosust jouda sama mudelini ehk saada sama voi
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suurem F-statistik, olukorras, kus kogumid Uksteisest tegelikult ei erine ehk nullhiipotees
peab paika. Teisisonu véljendab p-vééartus, kui palju tdendeid on nullhipoteesi Umber

lukkamiseks.

Tukey HSD testi kasutati konkreetsete erinevuste avastamiseks riithma keskmise vahel, kui
dispersioonanaliiisi tulemus oli statistiliselt oluline. Statistilist olulisust seal hinnati samuti
olulise tdendosuse alusel. See jareltest kdrvutab sdltumatu muutuja tasemeid omavahel,

vOttes arvesse, et vOrdluste arvuga suureneb esimest liiki vea tdendosus (Field jt 2012, 431).

Lineaarse regressiooni eesmark oli vaadata, kas ja mismoodi on pidevad tunnused omavahel
seoses. Seoste illustreerimiseks on tehtud hajumisdiagrammid. Nendelt on mingil mééaral ka
visuaalselt vBimalik hinnata, kas seost voiks olla ning mis on selle suund ja tugevus (Sauga
2017, 389-390). Lineaarse regressiooni puhul on lisaks F-statistikule ja olulisuse
tGenzosusele oluline naitaja determinatsioonikordaja ehk R ruudus (R?). See naitab, kui hasti
regressiooni joon selgitab kéesolevat andmestikku, see tahendab, kui suurt osa variatsioonist
sbltuvas muutujas on seletatav sdltumatu muutujaga. Regressioonanaltisi véljund R-i
tarkvaras h6lmab kahte varianti R vaartusest (ingl Multiple R-squared, Adjusted R-squared)
(Field jt 2012, 257-259). TO6s kasutati vaartust Adjusted R-squared, kuna seose tugevuse
vaatamiseks on see parem, sest selle arvutamisel arvestatakse sdltumatute muutujate arvu ja
proovide arvu andmestikus (Field jt 2012, 273).

F statistik naitab, kui sobilik on regressioon andmestiku varieeruvuse selgitamiseks ja R?
naitab, kui suurt osa Y (Uks s6ltuva muutuja) varieeruvusest on selgitatav X (liks s6ltumatu
muutuja) téttu (Sauga 2017, 467-468). Mdlemad hindavad mudeli sobivust andmestikuga
aga F-test naitab, kas mudel tervikuna on statistiliselt oluline ehk, kas mudel seletab sdltuva
muutuja hajuvusest dra suurema osa, kui juhuslikult voiks eeldada. R? naitab, kui hasti mudel
sobib andmetega. P-vaartus peegeldab ka siin tdendosust jouda sama mudelini ehk saada
sama vOi suurem F-statistik, olukorras, kus kogumid Uksteisest tegelikult ei erine ehk
nullhupotees peab paika (Sauga 2017, 473-474). F-statistik muutub seda olulisemaks, mida

rohkem muutujaid analuisi lisatakse, see véimaldab mudeleid omavahel vorrelda.
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Lineaarse regressiooni puhul on oluline ka ja&kvaartuste jaotus. Lineaarses regressioonis on
oluline vaadata jaakvaartuste jaotust, sest kui need ei jaotu normaalselt, tdhendab see, et
kaesolev mudel ei ole vaga hea suhte kirjeldamiseks. Jaakvaartused on ennustatud vaartuste
ja tegelike vaatlusvéartuste vahe ning kui need on keskmise suhtes kaldu, tdhendab see, et
mudel ei kirjelda andmete mustrit tapselt (Sauga 2017, 434-435). Sellistel juhtudel v6ib olla
vajalik kaaluda alternatiivseid mudeleid. Jadkvaartuste jaotust vaadati mudelite puhul, mis

eelnimetatud parameetrite jargi suhet hésti kirjeldasid.

Lineaarse regressiooni mudelitele lisati ka usaldusvahemik. Usaldusvahemik annab
kaesolevate andmete pdhjal tdeste regressioonijoone véartuste ulatuse (Sauga 2017, 437—
438). T6os on kasutatud regressioonijoone jaoks 95% usaldusvahemikku. Vahe reaalse
regressioonijoonega on see, et regressioonikordajad arvutati valimi pohjal ning need
esindavad parimat hinnangut suhte kohta pdhinedes olemasolevatel andmetel. Siiski voivad
nende véaartused erineda tlelistest populatsioonivédartustest valimivea tottu ja seda
valjendabki usaldusvahemik (Field jt 2012, 43-46).

Olulisuse tdendosuse ehk p-vaartuse lavendiks vdeti nivoo 0,05. See tdhendab, et kui ndhakse
statistilist erinevust, siis on 5% vdimalus, et tehakse | tlupi viga ehk nullhipoteesi
tagasilukkamisel leitakse seos kahe muutuja vahel, kuid tegelikult seost ei ole (Field jt 2012,
56-57). TO6s on arvestatud, et sel juhul on piisavalt tdendeid, et nullhiipotees Umber liikata.
Sama olulisusnivood on kasutatud ka varasemates uurimustes (nt Keighley jt 2021, Higgins
jt 2015).
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3. Proovide ja proovivotukohtade kirjeldav anallits

3.1. Pinnas ja pH tase

T60s kasutatavad proovid parinevad arheoloogilistest muististest, mille asukohtades on
kokku 19 erinevat mullaliiki ja neli nendevahelist kombinatsiooni ehk kokku 22 erinevat
mullalist keskkonda (joonis 7). Mullaliigi mé&arang on olemas luudel, v.a nendel, mis leiti
linnadest (58 proovi). Linnades pole mullaliigid kaardistatud, sest need on inimtegevuse
tagajarjel muudetud ja osaliselt havinud ning neid nimetatakse tehismuldadeks (Astover jt
2012, 268). Mdnel juhul on vdimalik linnades mullaliik maérata eksperditeadmiste pdhjal
umbrust tundes, ent siinses t66s seda tehtud pole.
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Joonis 7. Vana DNA proovide jaotumine erinevates mullaliikides.
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Mullaliikide luhendid on jargmised: Ag — gleistunud lammimuld, Ar — sooldunud primitiivne
muld, E2I — keskmiselt erodeeritud leetunud muld, E3k — tugevasti erodeeritud rahkmuld, K
— rdhkmuld, Kh" — 6huke paepealne muld, Kl — leetjas muld, Klg — gleistunud leetjas muld,
Ko - leostunud muld, Kog — gleistunud leostunud muld, Kr — koreserikas rahkmuld, L(k)I —
norgalt leetunud huumuslik leedemuld, LI — ndrgalt leetunud leedemuld, Lkl — ndrgalt
leetunud muld, LP — kahkjas muld, LPe — ndrgalt erodeeritud kahkjas muld, M™ — sligav
madalsoomuld, Pp — paljandpinnas. Kombinatsioonide lihendid on jargmised: K_Ko -
rahkmuld ja leostunud muld, K_Kr — rahkmuld ja koreserikas rahkmuld, Ko_KI - leostunud

muld ja leetjas muld, LP_KI — kahkjas muld ja leetjas muld.

Jooniselt 7 on néha, et proovide arv varieerub mérkimisvaarselt eri muldade vahel. Seepérast
mdeldi koostods Ain Kulliga vélja jaotused, mis v@imaldaksid analltsida eri mullaliikide
koosmd@ju vana DNA lagunemisele ja luua statistiliseks analtisiks v@imalikult vérdsed

uksused, et proovide arvud oleksid vorreldavad.

Kéesoleva t60 andmebaasis jagus piisavalt proove, et teha kaks jaotust. Esimeses eristati
tugevasti ja keskmiselt erodeeritud mullad ja I6imise jargi liiv- v6i kruusmuldasid teistest
mullaliikidest (Ain Kull suuliselt 12.12.2022). Erodeeritud muldadel esineb pindmise
mullakihi drauhe sademe- vOi lumesulamisveega, millest annab tunnistust erodeeritud

huumusehorisont ja dhenenud muldkate (Astover jt 2012, 381).

Erodeeritud muldasid on vGéimalik eristada mullaliigi pdhiselt, kuid he mullatiibi piires
vOib esineda erinevaid I6imiseid, mist6ttu tehti siin jaotus muistisepOhiselt. Jaotus tehti
eeldusel, et muistised, mis on tugevalt ja keskmiselt erodeeritud ja I6imise jargi liiv- voi
kruusmuldadel, on pduakartlikud. Erodeeritud mullad ning liiv- ja kruusmullad on kdik hasti
kuivad. Siinsel juhul on sobiv vaadata I16imist, sest kui ta on s6re (ainult liiv vdi kruus), siis
on muld tdendoliselt kuiv (Ain Kull suuliselt 12.12.2022). Selle t66 andmebaasis on
erodeeritud mullad E21 (Valgi), E3k (Vaabina); lilvmullad Juga, Kudrukila 11, Kunila I,
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Kunila Il, Lindora, Naakamae, Raatvere, Rock City, Riigikila I, Siksél&, Soe, Sope I, Sope
I1, Veibri, Viimsi, Vana-Kuuste; ning kruusmullad Kivisaare I, Kivisaare.

Teises jaotuses eristati LOuna-Eesti muistised Pohja- ja L&d&ne-Eesti muististest (k.a saared)
(Ain Kull suuliselt 12.12.2022). Erinevus jaotuste vahel tuleneb eeskétt lahtekivimist. Mulla
lahtekivimiks nimetatakse mullatekkeprotsessist haaratud pinnakatte (mdnel juhul aluspdhja)
ulemist osa. Aluspdhja kivimid on lahtekivimiks ainult 3%-l Eesti territooriumist. Enim
levinud on lubjakivi, seda eelkdige Pdhja-Eestis ja saartel. Ulejaanud Eestis on lahtekivimiks
pinnakattelised setted (Astover jt 2012, 59).

Mulla mineraalsete lahtekivimite jargi on Eestis vdimalik teha vahemalt seitse jaotust (samas,
59: 2.9). Kéesoleva t60 muististe paiknemist arvesse vottes jaotati need maakondade alusel
kahte riihma. LAuna-Eesti maakonnad on siinses t60s Tartumaa, Valgamaa, Viljandimaa,
Vorumaa. Pohja- ja L&&ne-Eesti (k.a saared) maakonnad on Harjumaa, lda-Virumaa, L&&ne-
Virumaa, Jogevamaa, Raplamaa, L&anemaa, Pdrnumaa ja Saaremaa. Enamus Pohja- ja
Ladne-Eesti (k.a saared) mullad on levinud moreenmaastikul, mille l&htekivimiks on
peamiselt lubjakivid ja dolomiidid, kohati paljandub paas (samas, 272). Selle piirkonna
aluspdhja setted ja neile kujunenud lahtekivimid on aluselisemad (Astover, Leedu 2019, 3).
Lduna-Eestis on aluspdhjaks peamiselt liivakivi savi vahekihtidega, kaguosas ka dolomiitjad
lubjakivid. Aluspdhi on kdéikjal kaetud pinnakattega, milleks on valdavalt punakaspruun
moreen (Astover jt 2012, 273). Loéuna-Eesti liivakivil péhinevad mullad on happelisemad
(Astover, Leedu 2019, 3).

Sisuliselt oleks vBimalik teha veel jaotusi. Naiteks vdiks turvasmullad eraldada kdigist
teistest mullaliikidest (Ain Kull suuliselt 12.12.2022). Turvasmuldades on liigniiske
keskkond, nendest niiskemad on vaid veealused mullad (Kdlli 2003, 48). Turvasmuldade
hulka kuuluvad madal- ja siirdesoomullad ning rabamullad (samas, 42). Turvasmuldade
puhul on veel lisaks vdimalik vaadata ka happelisuse rolli DNA lagunemises, sest
turvasmuldade happelisus on kdrge, see jaab vahemikku 2,5-6,5 (Astover jt 2012, 377; 380).

Ké&esolevas t60s oleks turvasmuldadest (M™) aga vaid (ks proov. Arvestades vaga
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ebavordseid proovide koguseid, mis selliste jaotuste tegemisel analulsimiseks jaaksid,
otsustati siin t60s neid mitte kasutada. Tulevikus, kui on kasutada suurem andmebaas, oleks

huvitav neid siiski analtitsida.

Enamik Eestis seni tehtud vana DNA proove on pdrit muististest Lduna- ja Pohja-Eesti
maakondadest ning arvestataval madral ka Saaremaalt. Tabelist 1 ilmneb, et proovide
jaotumine erinevate mullaliikide vahel ei ole maakondade I6ikes tihtlane. Uhest kiiljest on
see seotud kalmistute rajajate elukohtade ja traditsioonidega, teisest kuljest arheoloogide
uurimishuvidega praegu ja ka varem. See tahendab, et Eestis on piirkondi, kus on tehtud
rohkem uuringuid, mispérast on muistiseid neilt aladelt teada rohkem. Vahemuuritud on
Kesk-Eesti, naiteks Jarvamaa (Lé&tti 2004, 123).

Samas ei ole ka see seos nii selgepiiriline, sest méned muistised ongi levinud ainult teatud
piirkondades. Néiteks on kivikirstkalmed, varased tarandkalmed ning laev- ja kangurkalmed
peamiselt levinud Pdhja-Eesti rannikuvodndis ja Laane-Eestis ning saartel (Kriiska jt 2020,
211; 217). Haudade rajamisel on asukohavalikut m&jutanud kombed, uskumused ning
paiknemine maastikuelementide ja asulate suhtes. Noorema kiviaja maahauad rajati tavaliselt
elupaika voi selle lahedale (samas, 147). Maahaudkalmistute puhul vGis olla oluline liivane
vOi kruusane suhteliselt kuiv ja kergesti kaevatav pinnas. Kivikalmete puhul on samuti
olemas selged paiknemisloogikad, naiteks asetsevad Kivikirstkalmed tavaliselt rihmiti
(samas, 211). Tarandkalmete tarandite arv ja paiknemine Uksteise suhtes varieerub tldbiti,
varajaste juures voib esineda ka kirste voi kirstulaadseid konstruktsioone (samas, 217-219;
266).
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Joonise 8 ja tabeli 1 p6hjal on vdimalik jareldada, et tldiselt on siinses valimis maakondade
I6ikes paremini esindatud need mullaliigid, mis ongi vastavas maakonnas enamlevinud.
Néiteks on leete- ja leetunud liilvmuldasid ning kahkjaid ehk naivleetunud saviliivmuldasid
liivsavil ja litvsavimullal (joonisel 9 4. ja 5. jaotuses) Louna-Eestis rohkem kui mujal ning
selle t60 valimis on need mullaliigid ka sealt parit. Samamoodi on leostunud ja leetjad
litvsavimullad (hallikaskollasel moreenil) (joonisel 9 3. jaotus) levinud Jérva-, JOgeva- ja
Ladne-Virumaa eri osades ning kaesolevas t66s neli luud viimasest kahest maakonnast
valjatoodud jaotusesse ka kuuluvad. Kaheksa Laane-Virumaa proovi on réhksest mullast,
mis on veidi vdhem levinud, aga mida esineb mérgatavalt just seal maakonnas (joonisel 9 2.
jaotus).

NI
S
: Nsoss
v GRIPN ‘c:%iv \'
© ,A‘.\m~ @ “%—-_;

-1 y A Nt Lb«,
‘ '. J\ ‘ )y, LY
A s " (0
o

e 23 W25 7 ol 11

22 [as S =s WMo~z t\13

Joonis 9. Mullatiitipide jaotumine Eestis (Rooma, Voiman). Tingméargid: 1 — paepealsed
liivsavimullad ehk paepealsed rendsiinad, 2 — réhk-liivsavimullad ehk réhksed rendsiinad
(kollakashallil moreenil), 3 — leostunud ja leetjad liivsavimullad (hallikaskollasel moreenil),
4 — leede- ja leetunud liivmullad, 5 — kahkjad ehk néivleetunud saviliivmullad liivsavil ja
litvsavimullad (Lduna-Eestis punakaspruunil, Kesk-Eestis kollakaspruunil moreenil), 6 —

leet-glei-liivmullad, 7 — gleiliiv-, savi-, liiv-, savi-, liivsavi- ja mitmekihilise I6imisega
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mullad, 8 — glei-savimullad, 9 — madalsoomullad, 10 — raba- ja siirdesoomullad, 11 —
lammimullad, 12 — mitmesugused erodeeritud, erosiooniohtlike, deluviaal-, glei- ja
soomuldade kompleksid kinklikus maastikus (liiv-, saviliiv- ja liivsavimullad), 13 —
pdlevkivikarjadride puistangualade tehismullad ja pinnased. Viie esimese muldade rihma
koosseisu kuuluvad ka vastavad gleistunud mullad. Tingmérgid tahistavad teise mulla (teiste

muldade) esinemist valdava mulla kontuuris.

Siinse t66 andmestikku mdjutab oluliselt see, et Léuna- ja Pdhja- ning L&&ne-Eestist (k.a
saared) on arheoloogilisi muistiseid, kust on uurimist66 kisimusest lahtuvalt voi materjali
rohkuse pérast voetud palju ronkem proove kui teistest piirkondadest. Naiteks Kukruse ja
Siksala suur proovihulk tuleneb sellest, et need on kalmistud, mida uuritakse sinna matnud
kogukonna sugulussuhete selgitamiseks. Enamikust muististest (67) on 1-7 DNA proovi.

Méargatavalt rohkem proove on muististest, mis on esitatud allolevas tabelis 2.

Arheoloogid valivad vana DNA anallisiks proove eelkdige konkreetse teaduskisimuse
pdhjal, mis on seotud muistise tidbi ja huvipakkuva ajastu jargi, kuid valiku tegemisel
vOetakse arvesse ka luu visuaalset séilivust. Siiski ei ole voimalik uurida nditeks seda, kas on
teatud mullaliike, mida arheoloogid vdiksid proovistamiseks luude otsimisel véltida, sest
sealsed luud on visuaalselt halva séilivusega. Uurimiskisimus on sedavord olulisem, et DNA
proovide tegemiseks antakse ka n-0 halva visuaalse séilivusega luid, naiteks rauaaegsed

Lepna luud Saaremaalt.

Tabel 2. Prooviderohked muistised (v.a proovid linnadest).

Asukoht (proovide arv muistisest) Maakond (proovide arv maakonnas) Mullaliik (proovide arv mullaliigis) Piirkond Eestis

Kukruse (32) Ida-Virumaa (44) Kr (60) Pohja- ja Lddne-Eesti
Siksild (22) Vorumaa (31) Lkl (28) Louna-Eesti
Veibri (15) Tartumaa (42) Ag (18) Louna-Eesti
Kivisaare, Kivisaare I (17) Viljandimaa (17) Ko (18) Louna-Eesti
Liiva-Putla (12) Saaremaa (34) Kr (60) Pohja- ja Lddne-Eesti
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Tabelist 2 on ndha, et néiteks Siksdld proovid moodustavad Vorumaa ja mullaliigi Lkl
(ndrgalt leetunud muld) proovidest pea 80%. Kivisaare ja Kivisaare | moodustavad

Viljandimaa proovidest koguni 100% ja mullaliigi Ko (leostunud muld) proovidest 94,4%.

Tabelist 3 on n&ha, et kui votta valimist vélja prooviderohked muistised, ei kao ara tkski
mullaliik, seega on muldasid jatkuvalt 22 tudpi, kuid ndud 67 kohast. Mullaliikide
proportsioonid jadvad enam-vahem samaks, see tdhendab, et Ukski mullaliik ei esine teistest
tunduvalt sagedamini. Endogeense DNA protsendi varieeruvus jadb ka pdhimotteliselt
samaks ja on vaid véikeste muutustega. On néha, et mullatudpidel, kust proove on palju, on
ntid endogeense DNA protsendi mediaanvéartus langenud liikides Ko ja Kr ning natukene
tdusnud Ag puhul. Palju on muutunud nende mullaliikide endogeense DNA protsendi
varieeruvus. Mullaliigi Ag puhul on endogeense DNA protsendi standardhédlve koos
prooviderohkete muististega 14; Kr puhul 23; Ko puhul 19; Lkl puhul 25. Vaadates
standardhélvete vaartusi tabelis 3, on vdimalik jareldada, et nende muististe eemaldamisel
vaadrtused muutusid. Samas ei muutunud k&ik vaartused vaiksemaks, nditeks Ko puhul

muutus see suuremaks, mis tahendab, et kallutatus on juhuslik.

See tahendab, et isegi kui votta valimist vélja muistised, millest on palju proove, on valimis
siiski mullaliike, millest on palju rohkem proove ja need on siinse t66 kontekstis
uleesindatud. Samas on kallutatus, mida prooviderohked muistised tekitavad, néha siis, kui
vorrelda endogeense DNA protsendi standardhélvet enne ja parast prooviderohkete muististe

eemaldamist analidsist.
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Tabel 3. llma prooviderohkete muististeta mullaliigid, nendest périt proovide arv,
endogeense DNA protsendi aritmeetiline keskmine, standardhdlve, miinimum ja maksimum

(v.a proovid linnadest).

Proovide | Aritmeetiline

Mullaliik arv keskmine | Standardhiilve| Miinimum Maksimum
Ag 3 3 3 1 6
Ar | 0 NA 0 0
E21 1 2 NA 2 2
E3k | 9 NA 9 9
K 28 15 23 0 84
KI 7 41 28 0 69
Klg 1 22 NA 22 22
K Ko 2 1 1 1 2
K Kr 1 2 NA 2 2
Kh" 18 29 26 0 72
Ko 5 19 28 0 67
Ko KI 2 74 9 67 81
Kog 2 21 16 10 32
Kr 17 13 17 0 45
L(k)L 2 16 23 0 32
LI 4 17 31 0 63
LP 19 19 23 0 80
LP KI 6 17 32 1 82
LPe 4 9 13 0 27
LkI 6 26 19 4 51
M™ 1 59 NA 59 59
Pp 4 19 26 0 57

pH tasemed maéaras Ain Kull eri tdpsusastmega kdikides asukohtades, v.a linnades (Ain Kulli
e-kiri 17.11.2022). pH taseme tapsus sOltus osaliselt sellest, kui lahedal muistise
koordinaatidele olid Ain Kulli tehtud prooviaugud, mille pdhjal on ta koostanud pH tasemete

andmestiku.

Eestis on mulla pH enamasti vahemikus 3-7,5 (Astover, Leedu 2019, 1). Happelisus jaotub
jargnevalt: < 3,6 véga tugevalt happeline, 3,6-4,5 tugevalt happeline, 4,6-5,5 mdéddukalt
happeline, 5,6-6,5 ndrgalt happeline, 6,6-7,2 neutraalne, > 7,2 leelisene (samas, 2).

Jooniselt 10 on néha, et siinses t66s on arvestatavas koguses proove ndrgalt happelisest ja
neutraalsetest ning leeliselistest muldadest. Suhteliselt suur pH taseme varieeruvus on
mullaliikides, millest luumaterjali siinses t60s tegelikult eriti palju ei ole, néiteks Kl ja LI.
Tunduvalt vahem, aga siiski margatavalt on varieeruvust mullatiiipides Lkl, Ko, Kr ja Ag,

millest luumaterjali on suhteliselt palju. L6una-Eestis on happeliste muldade osatéhtsus suur
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(Astover, Leedu 2019, 6) ja siinse t60 valimis asuvadki seal muistised, kus pinnasel on
madalaim pH tase. Joonisel 10 jadvad nende pH vaartused peaasjalikult 6,5-st allapoole.
Huvitav on see, et suur osa proovidest on Lduna-Eestist, kuid siiski pole proove védga tugevalt
happelistest ja tugevalt happelistest keskkondadest ning suhteliselt vahe on ka mdddukalt

happelisest pinnasest.

PpH tase
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Joonis 10. pH taseme varieeruvus mullaliikides.

3.3. Matusetttip, luu vanus ja valjakaevamise aeg

Enamik t60s kasutatavatest proovidest on pdrit 1) maahaudadest, osa ka 2) kivikalmetest ja
3) ké&ébastest (joonis 11). Matuste jaotuse koostas autor kaevamisaruannete pohjal. Esimesse
jaotusesse kuuluvad matused, mis olid téies ulatuses pinnasest imbritsetud. Teises jaotuses
on kivikakalmed, enamasti tarand- ja kivikirstkalmed. Kolmandas jaotuses on kaks muistist

(Lindora, Jouga), kust proovistatud luud on pinnasekuhjatistest ehk kaabastest. Neid proove
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on liiga vahe, et teha siinses t00s jareldusi k&abastesse maetud luude sailivuse kohta, kuid

peeti maistlikuks jatta need eraldi jaotusesse.

1%

0 Kadbas
B Kivikalme
[ Maahaud

Joonis 11. Matusetiiipide protsentuaalne jaotumine.

Matmispaikade mulla mdju analiiusimisel, eriti maahaudade puhul, tuleb arvestada, et
maetud inimesed paigutati harva mullahorisonti, vaid pigem sligavamale, kus nad puutusid
kokku aluspdhja katva pinnakattega (nt liiva, kruusa vdi moreeniga). Kéesolevas t66s uuriti
mitmeid luid, mille puhul polnud vdimalik vélja selgitada nende tapset matmisstigavust.
Sellegipoolest vOib eeldada, et haudade rajamisel sattus luude Umber pinnast nii

mullahorisondist kui ka pinnakattest.

Maahauad jaotuvad siin t66s suhteliselt hajusalt eri mullaliikide vahel. See on ootuspérane,
sest neid leidub Ule Eesti erinevatest aegadest ja piirkondadest. Kivikalmed périnevad
eelkdige mullatiitipidest, mis ké&esoleva t66 valimis on périt Pdhja- ja L&ane-Eestist (k.a
Saaremaalt). See on mdistetav, sest suur osa Kivikalmeid eri aegadest on levinud just nendes
piirkondades (lk 33).
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Matusetttibid on tugevalt seotud ka ajaperioodide ja tollaste matmistraditsioonide levikuga.
Enamus ehk 217 dateeringut on muististele ja seega ka luudele antud kontekstipohiselt (217).
Radiosusinikdateeringud on tehtud 45 matusele ehk umbes 17%-le. Kédesolevas t66s on
dateerimata 23 luud, millest ei olnud vdimalik DNA-d eraldada. Maahaudasid on kas kdige
vanematest vOi suhteliselt hilistest muististest (joonis 12). Perioodist, kus siinses t60s
maahaudadest proove ei ole, on need olemas kivikalmetest. Selline suhe kalmettiupide vahel

on ootuspérane, sest maahaudkalmistud ja kivikalmed paigutuvad laias laastus eri ajastutesse.

Joonisel 12 on esitatud dateeringud vormis ,,aastat tagasi, kuna to0 statistilise analiiiisi jaoks
on see ainus sobiv formaat. Aja ja teiste tegurite omavahelise seose hindamiseks oli vaja
kasutada iihtset ajavormingut, kuna t66s on esindatud ka dateeringuid kujul ,,enne meie
ajaarvamise algust®.
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Joonis 12. Dateeringute jaotumine perioodidesse ja matusetiilipide jaotumine ajas.
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Suur osa t06s kasutatavaid luid on vélja kaevatud alates 1980. aastatest, kuid arvestataval
madral on ka varem vélja kaevatud ehk kauem hoiustatud proove (joonis 13). Kui kaevamiste
aasta langes tapselt kahe kategooria piirile, siis lisati see vaiksema vaartusega kategooriasse.
Néiteks kui aasta oli 1930, siis kuulub see perioodi 1921-1930, mitte perioodi 1930-1940.
Vanimad t06s kasutatavad proovid on vélja kaevatud aastal 1921 Muuksi Ldokesest Arthur
Spreckelseni poolt (lisa 2).
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Joonis 13. Véljakaevamiste perioodid.

3.4. Proovistatud anatoomilised elemendid

Enamus vana DNA proove voeti hammastest, kuid on ka proove muudest luudest, enamasti
kaljuluust (joonis 14). Sooliselt jaotusid proovistatud luud jargmiselt: naissoost 93 ja
meessoost 159. DNA-ga proove, millele sooméérangut ei dnnestunud teha, on 11. [iIma DNA-
ta proovide ehk 23 proovi puhul info geneetilise soo kohta puudub.
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Joonis 14. Proovistatud luu tidbid.
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Vana DNA sailivuse hindamiseks on siin t00s kasutatud CT asenduste ja endogeense DNA
osakaalu. Need muutujad on omavahel selges poordvordelises seoses ja seda seost illustreerib
joonis 15. See on ootuspérane (2.2), kuid on ka uurimusi, milles nendevahelist seost ei
tdheldanud (Keighley jt 2021, 1161). CT asenduste ja endogeense DNA protsendi seost
analliusiti, kasutades lineaarset regressiooni, mis kinnitas, et seos on statistiliselt oluline (R2
=0.08668, F = 24.77, p = 1.174e-06). Samas on R? vaartus suhteliselt madal, mistottu ei ole

konkreetne mudel kdige parem selle seose véljendamiseks.

Endogeense DNA protsendi puhul on palju rohkem selliseid proove, kust saadi 0-20%
endogeenset DNA-d, kui neid, millest saadi rohkem. CT asenduste puhul on ndha, et
enamikus proovides on 5-15% CT asendusi.

20 30

15

Proovide arv
=
Proovide arv
]

10

Endogeense DNA protsent CT asenduste protsent

Joonis 16. Proovide arvu jaotumine endogeense DNA ja CT asenduste protsendi puhul.
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Joonisel 17 né&itab hall graafik, kui sageli esinevad erinevad endogeense DNA protsendid
andmekogumis. X-teljel on endogeense DNA protsentide vahemik ning Y-teljel tihedus, mis
on mddde selle kohta, kui levinud on vastav protsent andmekogumis. Tihedusgraafik
vOBimaldab néha, kuidas jaotuvad endogeense DNA protsendid andmekogumis. Graafik

joonisel 17 on seetdttu vaga sarnane graafikule joonisel 16.

Statistilised testid, mida t60s kasutatakse, eeldavad, et analtlsitavad séltuvad muutujad on
normaalselt jaotunud. Normaaljaotus lisati graafikule joonisel 17 sinise joonena, et vorrelda
andmete jaotuse kuju normaaljaotusega. Kui andmete jaotus jargib tihedusgraafikul
normaaljaotuse joont, viitab see sellele, et andmed on normaalselt jaotunud. Normaalne
jaotus on alati kérgeim valimi keskmise kohal ja enamik vééartusi koondub selle l&hiimbrusse
(Field jt 2012, 19).
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Joonis 17. Endogeense DNA ja CT asenduste protsendi esinemistihedus ja normaaljaotus

(sinisega).
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Jooniselt 17 on néha, et CT asenduste protsendi jaotuvus on kdesolevas andmestikus Idhedal
normaaljaotusele, samas kui endogeense DNA protsendi jaotuvus ei ole. On ndha, et reaalne
jaotus kaldub normaaljaotusest vasakule. Uks vdimalik tagajarg on see, et mdnes analiiiisides
vorreldavas grupis vdib endogeense DNA protsendis olla rohkem varieeruvust kui teises, mis

vOib mdjutada statistiliste testide tulemuste t&psust (Field jt 2012, 412).
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4. DNA sailivuse analtiis

Selles peatiikis uuritakse keskkonna ja aja m6ju DNA sdilivusele, vaadeldes eri tegurite mdju
DNA séilivust iseloomustavatele muutujatele: endogeense DNA ja CT asenduste protsendile.

Statistiline analliis on t60s pustitatud uurimiskisimuste alusel jaotatud neljaks.

4.1. Pinnas, pH tase ja niiskus

Esimene kiisimus oli, kas proovistatud luude endogeense DNA hulk ja selle ehitusplokkideks
olevate lammastikaluste — tsutosiini (C) ja timiini (T) — surmajérgsete asenduste arv on
seotud mullaliigiga, kuhu surnukeha oli maetud (sh selle pH taseme vO0i niiskusega).
Kisimusele vastamiseks vaadatakse DNA sdilivust mdjutavate muutujate varieerumist
seitsmes eri jaotuses. Jaotuste tegemisel arvestati mullaliikide omadusi ja/vdi neist parit
proovide arvu. Omavahel vorreldakse 1) kdiki mullaliike; 2) kdikidest mullaliikidest neid,
kust on proove voetud vorreldavas koguses ehk 18-28 (jaotus Al); 3) mullaliike, millest
vOetud proovid on jaotuses Al keskajast; 4) prooviderohkeid muistiseid; 5) mullaliike,
millest oli vorreldavas koguses proove ehk 17-18, kui valimis eemaldati prooviderohked
muistised (jaotus A2); 6) Louna-Eesti muldasid Pdhja- ja Ladne-Eesti (k.a saarte)
mullaliikidega ning 7) erineva eeldatava niiskustasemega muldasid, tdpsemalt erodeeritud,
liiv- ja kruusmuldasid teiste valimis olevate mullaliikidega. Pinnaseid vorreldakse ANOVA
testiga selle alusel, mismoodi erinevad endogeense DNA ja CT asenduste protsendi
keskmised eelmainitud jaotuste gruppide sees ja nende vahel. Viimaks vaadatakse pH taset

seoses DNA ja CT asenduste protsendiga.

ANOVA-ga vorreldud gruppide puhul on vastavalt nullhiipoteesid: endogeense DNA ja CT
asenduste protsendi keskmised ei erine oluliselt 1) kdikide mullaliikide vahel, 2) mullaliikide
vahel jaotuses A1, 3) mullaliikide vahel jaotuses Al (konstandiga keskaeg) 4)
prooviderohkete muististe vahel, 5) mullaliikide vahel jaotuses A2, 6) L&una-Eestist parit
mullaliikide ja Pdhja- ning L&ane-Eestist parit mullaliikide vahel, 7) erineva eeldatava
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niiskustasemega mullaliikide vahel. Lineaarse regressiooni puhul on nullhlpotees, et pH
taseme ja endogeense DNA ning CT asenduste protsendi vahel seosed puuduvad.

4.1.1. Analtusid mullaliikidega

4.1.1.1. Esimene analiis

Kdikidest mullaliikidest, kust on analtiusitud tile kahe proovi, on endogeense DNA protsendi
miinimum ja maksimum véaga erinevad (joonis 18). Uhtlasi ndeme, et endogeense DNA
protsendi hajuvus keskmise suhtes (standardhélve) on mullastike sees suhteliselt suur. See
naitab, et thest mullaliigist leitud luudest on vdimalik saada vaga erineva endogeense DNA
sisaldusega proove ja saadud DNA-s on erineval madral kahjustust enk CT asendusi.
Paljudest mullaliikidest on proove alla kolme, mistdttu on nende puhul reaalse variatsiooni

hindamine raske.

Endogeense DNA puhul on ndha suhteliselt suuri keskmiste erinevusi (joonis 18). Samas on
naiteks mullaliikide Ko_KI (leostunud muld ja leetjas muld) ning M™ (stigav madalsoomuld)
puhul tegu Gksikmd6tmistega, proove on vastavalt kaks ja Uks. Sellegipoolest on keskmised
sedavdrd kdrged, et kui mullaliik rolli ei méangiks, peaksid need olema vaga suured erandid
vOi mojutas nende endogeense DNA protsenti miski, mida siin ei analulsita. M™ on stigav
madalsoomuld, mis on happeline, k&esolevas asukohas on pH tase olnud 4,5. Seepérast oleks
vBimalik vahemalt seda lugeda erandjuhuks, kui eeldada, et happelises keskkonnas sailib
DNA halvemini,

Mullaliikidest saadud luude endogeense DNA vordlemiseks kasutati dispersioonanaliusi.
Tulemustest jareldati, et mudelis on statistiliselt olulised erinevused (F = 2,174; p = 0,00306)
(lisa 1.1.1.1.). Paariviisiliste erinevuste tuvastamiseks kasutati Tukey HSD testi. Anallusi
tulemused nditasid, et (lisa 1.1.1.1.) statistiliselt oluline erinevus on jargnevate mullaliikide
vahel: Ko_KI (leostunud muld ja leetjas muld) ja Ag (gleistunud lammimuld) ning Lkl
(ndrgalt leetunud muld) ja Ag (gleistunud lammimuld). Mdlemal juhul on Ag luudes

keskmiselt vaiksem endogeense DNA protsent (joonis 18).

48



CT asenduste puhul on samuti ndha varieeruvust, kuid visuaalselt on seda raskem hinnata,

kuna varieeruvuse vahemik on vaid 3-30%. ANOVA tulemused naitasid, et mullaliikide

vahel on ka CT asenduste protsendis statistiliselt olulisi erinevusi (F = 3,112; p = 1,85e-05)
(lisa 1.1.1.2.). Tukey HSD testi tulemused naitasid (lisa 1.1.1.2.), et statistiliselt oluline

erinevus on jargnevate mullaliikide vahel: Lkl (n6rgalt leetunud muld) ja Kr (koreserikas

réhkmuld) ning LP (kahkjas muld) ja Kr (koreserikas rdhkmuld). Mdlemal juhul on Kr

luudest saadud DNA-s keskmiselt suurem CT asenduste protsent (joonis 18).
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Joonis 18. Endogeense DNA ja CT asenduste protsent eri mullaliikidest (NA — linnadest périt

proovid).
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4.1.1.2. Teine anallits

Eri mullaliikidest on siin to0s védga erinev arv proove, mispérast peeti otstarbekaks analtlisida
neid, millest on sarnane arv proove. Esmalt vaadeldi DNA varieeruvust mullattitipide puhul,

millest on proove kokku vahemikus 18-28. Selle jaotuse nimi on edaspidi Al.

Jooniselt 19 on néha, et mullatutpide Kh" (6huke paepealne muld) ja Lkl (ndrgalt leetunud
muld) puhul on endogeense DNA keskmine kdrgem kui tilejadnutel. Samas on jatkuvalt nédha
suurt hajuvust endogeense DNA véértustes mullaliikide siseselt. Dispersioonanalidisi
tulemustest jareldati, et mudelis on statistiliselt olulised erinevused (F = 4,53; p = 0,000797)
(lisa 1.1.2.1.). Tukey HSD testi tulemused naitasid (lisa 1.1.2.1.), et statistiliselt oluline
erinevus on jargnevate mullaliikide vahel: LKl (nGrgalt leetunud muld) ja K (réhkmuld), Lkl
(ndrgalt leetunud muld) ja Ag (gleistunud lammimuld) ning Kh" (6huke paepealne muld) ja

Ag (gleistunud lammimuld).

Erinevusi vaadati ka CT asenduste protsendi puhul ja ANOVA tulemuseks saadi, et
erinevused on statistiliselt olulised (F = 6,364; p = 2,97e-05) (lisa 1.1.2.2.), tdpsemalt
mullaliikide LP (kahkjas muld) ja Ko (leostunud muld) ning LKl (n6rgalt leetunud muld) ja
Ko (leostunud muld) vahel (lisa 1.1.2.2.). Md&lemal juhul on Ko luudest saadud DNA-s

keskmiselt suurem CT asenduste protsent (joonis 19).

Tuleb arvestada, et mullaliikides grupis A1 on mdnest muistisest parit ronkem proove ja neis
kohtades vBib DNA sailivust mdjutada veel moéni teadmata tegur. Siksala (Lkl), Veibri (Ag)
ja Kivisaare (Ko) proove on vastavalt mullaliikides Lkl, Ag ja Ko véga suures osas (tabel 2).
Lisaks on siin analtitsis kasutatud mullaliikidest parit proovid eri maakondadest, eri aegadel

valja kaevatud ja eri dateeringutega.

50



Lkl — —— Ko —

o JII— o

Koq 1

K - I E—

el | % . i ﬂ}
m

Mullalitk
Mullalik

K

Ag } . LP

0 25 50 75 100 0 10 20 30

Endogeense DNA protsent CT asenduste protsent

Joonis 19. Endogeense DNA ja CT asenduste protsendi varieeruvus mullaliikide puhul,
millest on proove vahemikus 18-28 (Al).

4.1.1.3. Kolmas analiiiis

Analidsi lisati voimalikud konstandid, et séiliks piisav vorreldavate proovide arv. Vastavalt

dateeringule on proovid périt ka samast matuse tlitibist (maahaud), sest periood ja matusettdip
on omavahel tihedalt seotud.

Joonisel 20 on ndha DNA sisalduses on jatkuvalt kallaltki palju variatsiooni.
Dispersioonanaltiiisi tulemused néitasid, et statistiliselt olulised erinevused on nii endogeense
DNA protsendis (F = 4,141, p = 0,00455) (lisa 1.1.3.1.) kui ka CT asenduste protsendis (F =
7,164, p = 7,11e-05) (lisa 1.1.3.2.). Vastavalt esimese puhul on statistiline erinevus LKI
(ndrgalt leetunud muld) ja Ag (gleistunud lammimuld) vahel, teise puhul on mullaliigist Ag

(gleistunud lammimuld) périt proovide keskmine CT asenduste protsent oluliselt kdrgem
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liikide K (rahkmuld), Ko (leostunud muld), LKkl (ndrgalt leetunud muld) ja LP (kahkjas muld)
keskmisest (lisad 1.1.3.1., 1.1.3.2.).

Tulemuste t6lgendamisel tuleb arvestada, et proove on analulsis kokku ainult 75, suur osa
on parit prooviderohketest muististest, samas on pH varieeruvus vaike (5,4—7,4). Jargmise
lahutusastme jaoks oleks proove ainult juhul, kui lisada konstandina, et proovid oleksid parit
Lduna-Eesti maakondadest. Seda ei peetud otstarbekaks, kuna mullaliik Lkl koosneks sel

juhul peaasjalikult Siksala (22) proovidest ja Ag vaid Veibri (15) proovidest. Kokku oleks
ainult 9 muistist ja 62 proovi, millest tle poole on kahest eelmainitud kohast.
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Joonis 20. Endogeense DNA varieeruvus mullaliikide puhul, millest on proove vahemikus

18-28 (A1) ja mis parinevad keskajast (matusetliiip on maahaud).
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4.1.1.4. Neljas analtiis

Kallutatuse analliisimiseks vaadati endogeense DNA  protsendi  varieeruvust
prooviderohkete muististe (tabel 2) puhul Uhe muistise piires ja uhtlasi vorreldi neid
omavahel. Uhe muistise sees on tegu sama pinnase, suhteliselt sarnaste matmisdateeringute
ja -kombestikuga. Uhtlasi on tihe muistise luud pea alati vélja kaevatud paari aasta jooksul
(v.a Siksald, Kivisaare), mis tdhendab, et neid on hoiustatud sama kaua ja vOiks ka eeldada,

et samadel tingimustel.

Uhe asukoha sees, kus peaksid kdik tunnused olema konstandid v&i vahemalt sarnaste
vadrtustega, on samuti endogeense DNA protsendi hajuvus suur (joonis 21). ANOVA
tulemus nditab, et endogeense DNA hulk on gruppide vahel statistiliselt oluliselt erinev (F =
5,831; p=0,000309) (lisa 1.1.4.1.). Tukey HSD tulemus nditas, et omavahel erinevad Siksala
ja Liiva-Putla (lisa 1.1.4.1.). Statistiline erinevus on taheldatav ka CT asenduste puhul (F =
12,98; p = 2,85e-08) (lisa 1.1.4.2.). Statistiline erinevus puudus ainult Veibri-Siksald,
Veibri—-Kukruse, Siksala—Kukruse ja Liiva-Putla—Kivisaare vahel. See tahendab, et kdik

teised kombinatsioonid erinesid liksteisest oluliselt (lisa 1.1.4.2.).
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Joonis 21. Prooviderohkete muististe endogeense DNA varieeruvus.

4.1.1.5. Viies analtils

Kirjeldavas analliusis illustreeris tabel 3 andmestikku, mille puhul on valimist vélja jaetud
prooviderohked muistised. Et ihe asukoha sisesed keskkonnatunnused ei méngiks tulemustes
nii suurt rolli, eemaldati need analliisitavast valimist ja vaadeldi pinnaseid, kust on piisavalt

proove (17-28). Selle jaotuse nimi on edaspidi A2.

Jooniselt 22 on néha, et méargatavalt kdrgem endogeense DNA protsendi keskmine ja
suhteliselt madal CT asenduste protsendi keskmine on Ohukese paepealse mullaga
asukohtadest périt proovidel (Kh"). Dispersioonianalliisi tulemustest jareldati siiski, et
mudelis ei ole statistiliselt olulisi erinevusi endogeense DNA protsendi puhul (F = 1,642; p
= 0,187) (lisa 1.1.5.1.). Erinevused on aga CT asenduste protsendi puhul (F = 7,767; p =
0,00015) (lisa 1.1.5.2.). Tukey HSD test nditas paariviisilisi erinevusi LP (kahkjas muld), K

54



(rahkmuld) ja Kr (koreserikas rahkmuld) vahel ning Kr ja Kh" (6huke paepealne muld) vahel
(samas).
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Joonis 22. Endogeense DNA varieeruvus mullaliikide puhul, millest on proove vahemikus
17-28, kui eemaldada valimist prooviderohked muistised (A2).

4.1.1.6. Kuues anallis

Seoses lahtekivimiga on pdhimdtteliselt eristatavad Louna-Eesti mullad P6hja-ja La&ne-Eesti
(k.a. saared) muldadest nii teatud mullaliikide rohkuse kui ka pH taseme pdhiselt (3.1).

Seepérast on asjakohane jargmiseks uurida endogeense DNA ja CT asenduste erinevusi
Lduna-Eesti ning PBGhja- ja Laane-Eesti proovide vahel.

Joonisel 23 on ndha véhesel mééral erinevusi piirkondade vahel. Erinevust analiusiti,
kasutades dispersioonanaliitisi. Tulemustest jareldati, et mudelis ei ole statistiliselt olulisi
erinevusi endogeense DNA protsendis (F = 0,976; p = 0,324) (lisa 1.1.6.1.), kuid on CT
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asendustes (F = 24,49; p = 1,34e-06) (lisa 1.1.6.2.). See tadhendab, et endogeense DNA
keskmises ei ole olulist vahet, kas proov on Lduna-, PGhja- vOi L&ane-Eestist, samas kui CT
asenduste puhul on Pdhja- ja L&ane-Eesti (k.a saared) luudest saadud DNA keskmiselt
rohkem kahjustunud kui Lduna-Eestist parit proovidel.
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Louna-Eesti Pohja- ja Ladne-Eesti

30
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CT asenduste protsent

Lduna-Eesti Pdhja- ja LaAne-Eesti

Joonis 23. Endogeense DNA varieeruvus Lduna- ning Pdhja- ja Laane-Eesti (k.a saared)

vahel.
4.1.1.7. Seitsmes analtis

Arvestades mullaliikide omadusi, on siinse t66 andmebaasi p6hjal véimalik analttsida veel
uhte grupeeringut mulla eeldatava niiskuse pdhjal: vorreldes erodeeritud, liiv- ja

kruusmuldasid tlejddnud mullaliikidega (3.1).

Joonisel 24 on naha véhesel maaral erinevusi jaotuste vahel. Erinevust analuisiti, kasutades

dispersioonanaltiiisi. Tulemustest jareldati, et mudelis ei ole statistiliselt olulisi erinevusi
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endogeense DNA protsendis (F =0,74; p=0,391) (lisa 1.1.7.1.) ega CT asenduste protsendis
(F = 0,586; P = 0,445) (lisa 1.1.7.2.). See téhendab, et endogeense DNA protsent ei ole
kdrgem ega ole ka selle kahjustus ehk CT asenduste protsent vaiksem pouakartlikest ehk
kuivadest mullaliikidest périt proovide puhul.
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Joonis 24. Endogeenne DNA ja CT asenduste protsent erodeeritud, liiv- ja kruusmuldades

(joonisel ELK) vorreldes tlejadanud mullaliikidega (joonisel T).

4.1.2. Analliis pH tasemega

Viimaks uuriti, kas CT asenduste ja endogeense DNA protsendi varieeruvus voiks olla seoses
mulla pH tasemega. Kasutades lineaarset regressiooni, analuisiti pH taseme ja endogeense
DNA protsendi seost ja néhti, et see pole statistiliselt oluline (R?= —0,004404, F = 0,004586,
p =0.9461) (lisa 1.2.1.). Mudelisse lisati veel Uihe s6ltumatu muutujana luu vanus, kuid sellise
mudeli pdhjal ei ole p6hjust nullhiipoteesis kahelda (R? = —0,01051 , F = 0,2651, p = 0,8505)

(samas). Mdlemal juhul on R? isegi negatiivne, mis tahendab, et pH tase ei seleta endogeense
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DNA varieeruvust ja parem oleks kasutada endogeense DNA keskmist lineaarse regressiooni

joone asemel.

Seos aga on statistiliselt oluline CT asenduste puhul (R?=0,01976, F = 5,294, p = 0,02237)
(lisa 1.2.2.). Seose puhul on niha, et, nii R? kui ka F-statistiku p-vaartused on madalad. See
tdhendab, et konkreetne lineaarne mudel ei seleta véga hasti pH taseme ja DNA sdilivuse
vahelist seost, aga on parem variant, kui aktsepteerida nullhipoteesi, et nende vahel ei ole
mingisugust suhet. Ka siia mudelisse lisati luu vanus ja jéareldati, et selline mudel seletab
tunduvalt suuremat osa varieruvusest (R? = 0,2122 , F = 20,03, p = 1,889e-11) (samas).
Madlema puhul on suhe positiivne, mis tdhendab, et koos pH taseme ja luu vanusega téuseb
surmajargsete kahjustuste arv, kuid sdltumatud muutujad ei ole omavahel seotud. See on
sisuliselt ebaloogiline just pH taseme puhul, sest suhe peaks olema negatiivne: see tdhendab,

et kahjustus peaks olema suurem, kui pH tase langeb ehk pinnas on happelisem.

4.2. Matusetuup

Teine uurimiskisimus oli, kas proovistatud luude endogeense DNA hulk ja selle
ehitusplokkideks olevate lammastikaluste — tsutosiini (C) ja timiini (T) — surmajargsete
asenduste arv on seotud matusetiilibiga. Matusettitipe vorreldi ANOVA testiga selle alusel,
mismoodi erinesid endogeense DNA ja CT asenduste protsendi keskmised tilpide sees ja
nende vahel. ANOVA-ga vorreldud gruppide puhul on nullhiipotees jargmine: endogeense
DNA ja CT asenduste protsendi keskmised ei erine oluliselt matusetttipide vahel.

Joonisel 25 on néha, et kdabastesse maetud luudest saadud proovide keskmine endogeense
DNA protsent on tunduvalt kdrgem, samas on kogu valimis kaabastest vaid kaks proovi (1%
proovidest). Maahaudadest saadud proovides on keskmine endogeense DNA protsent veidi
kdrgem kui kivikalmetest saadud proovidel, kuid proovide arv on kullaltki erinev, vastavalt

204 ja 80 proovi.
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Erinevusi anallusiti, kasutades dispersioonanalliisi. Endogeense DNA puhul jareldati
tulemustest, et statistiliselt olulised erinevused matusettitipide vahel on olemas (F = 3,809; p
= 0,0233) (lisa 1.3.1.). Tukey HSD testi tulemused nditasid, et paariviisiliselt erinevad
maahaud ja kivikalme (samas). CT asenduste puhul on samuti olemas statistiliselt olulised
erinevused (F = 18,03; p = 4,65e-08) (lisa 1.3.2.). Paariviisiliselt on erinevused kivikalmel
maahaua ning kdépaga (samas), kuid kaabastest on vaid kaks proovi.

Maahaudadest parit proovides on keskmiselt kdrgem endogeense DNA protsent ja DNA on
ka véhem kahjustunud kui kivikalmetes enk CT asenduste protsent on keskmiselt madalam.
Tuleb aga silmas pidada, et kivikalmeid on valimis 80 ja maahaudu 204 ehk enam kui poole
rohkem. See tdhendab, et teoorias vOivad maahaudade keskmised vastata reaalsusele

paremini kui Kivikalmetest parit proovide keskmised.
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Joonis 25. Endogeense DNA ja CT asenduste protsendi varieeruvus matusetiipides.
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4.3. Luu vanus

Kolmas uurimiskisimus oli, kas proovistatud luude endogeense DNA hulk ja selle

ehitusplokkideks olevate lammastikaluste — tsutosiini (C) ja timiini (T) — surmajargsete

asenduste arv on seotud luude kronoloogilise vanusega. Lineaarse regressiooni puhul on

nullhlpotees, et luu vanuse ja DNA ning CT asenduste protsendi vahel seosed puuduvad.

Kasutades lineaarset regressiooni, analutsiti CT asenduste ja endogeense DNA protsendi

seost ja nahti, et seos on statistiliselt oluline vaid CT asenduste puhul (R?=0,2191, F = 74,54,

p =6,067e-16) (lisa 1.4.2.). R? jargi on vdimalik delda, et 21,9% CT asenduste varieeruvusest

on seletatav luu vanusega. Jaakvaartused jaotuvad suhteliselt normaalselt keskmise Gmber

(miinimum: —12,3042, maksimum: 14,3752) (samas). Jdakvaartuse on ennustatud ja tegelike

vééartuste vahe ning kui need on keskmise suhtes kaldu, td4hendab see, et mudel ei kirjelda

seost hasti. Siit vdib seega jareldada, et kdesolev mudel on sobiv suhte kirjeldamiseks.
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Joonis 26. Endogeense DNA ja CT asenduste protsent seoses luu vanusega.
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4.4. Luu véaljakaevamise aeg

Neljas uurimiskusimus oli, kas proovistatud luude endogeense DNA hulk ja selle

ehitusplokkideks olevate lammastikaluste — tsutosiini (C) ja tumiini (T) — surmajargsete

asenduste arv on seotud luude véaljakaevamise ajaga ehk sellega, kui kaua neid on hoiustatud.

Lineaarse regressiooni puhul on nullhiipotees, et luu hoiustamise aja (véljakaevamise aeg) ja

endogeense DNA ning CT asenduste protsendi vahel seosed puuduvad.

Kasutades lineaarset regressiooni, analiisiti hoiustamise aja (valjakaevamiste aeg) ja

endogeense DNA ja CT asenduste protsendi seost ja nahti, et seos pole statistiliselt oluline
vastavalt esimese (R? = 0,0008766, F = 1,25, p = 0,2645) (lisa 1.5.1.) ega teise puhul (R? = —
0,003611, F = 0,05728, p = 0,811) (lisa 1.5.2.). CT asenduste puhul on R? negatiivne, mis
tdhendab, et hoiustamise aeg ei seleta varieeruvust uldse ja parem oleks isegi kasutada CT

asenduste keskmist lineaarse regressiooni joone asemel.
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Joonis 27. Endogeense DNA ja CT asenduste protsent seoses hoiustamise

(valjakaevamiste aeg).

perioodiga

61



4.5. Statistilise analttsi tulemuste tabel

Kas proovistatud luude endogeense DNA
hulk ja selle nukleotiididest ehitusplokkide
koosseisu kuuluvate limmastikaluste —
tsiitosiini (C) ja tiimiini (T) surmajargsete
asenduste arv on seotud:

Soltuvad
muutujad
analiiiisides

Soltumatud
muutujad
analiiiisides

Analiiiiside jaoks tehtud jaotused

1) koik mullaliigid

2) koikidest mullaliikidest need, kust oli
proove voetud vorreldavas koguses ehk 18-28
(jaotus A1)

3) proovidele jaotuses Al lisati ajaline
konstant: keskaeg ja vorreldi mullaliike
omavahel

Mullaliigid 4) ainult prooviderohked muistised

a) mullaliigiga, kuhu surnukeha oli maetud
(sealhulgas selle pH taseme voi niiskusega), 5) kogu valimist eemaldati prooviderohked
muistised ja vorreldi mullaliike, millest oli siis
vorreldavas koguses proove ehk 17-28 (jaotus
A2)

Endogeense DNA
ja CT asenduste
protsent
vastavates luudes

6) mullaliigid Louna-Eestist vordluses Pohja-
ja Lidne-Eesti (ka saared) mullaliikidega

7) erodeeritud, liiv-ja kruusmullad
(eeldatavasti kuivad mullaliigid) vordluses
teiste valimis olevate mullaliikidega

pH tase

b) matusetiiiibiga, Matusetiiiibid

Jaotusi ei tehtud

. Dateering (aastat
¢) luude kronoloogilise vanusega, 8

tagasi)
Vili ;
d) luude viljakaevamise ajaga ehk sellega, kui jaknevamise
. . aeg (aastat
kaua neid on hoiustatud? e
tagasi)

Kasutatud
analiiiis(id)

ANOVA, Tukey's
HSD

Lineaarne regressioon

ANOVA, Tukey's
HSD

Lineaarne regressioon

Tulemus analiiiisis
Nullhiipotees endogeense DNA
protsendiga
End se DNA ja CT asendusts tsendi
ndogeense A _|a.C o sendi Nullhiipotees liikati
keskmised ei erine oluliselt koikide mbé
mullaliikide vahel umber
Endogieense. DNA ja CT asendusl.e. p‘rotsendl Nullhiipotees liikati
keskmised ei erine oluliselt mullaliikide vahel i
. iimber
Jjaotuses Al
E"do“?’?‘:“sé DNA ja CT asendustf:l grotsendl Nullhiipotees liikati
keskmised ei erine oluliselt mullaliikide vahel 3
3 3 iimber
jaotuses Al, konstandiga keskaeg
Endogeense DNA ja CT asenduste protsendi 5 s
keskmised ei erine oluliselt mullaliikide vahel Nu"h“il;::::: hileaty

prooviderohkete muististe vahel

Endogeense DNA ja CT asenduste protsendi
keskmised ei erine oluliselt mullaliikide vahel
Jjaotuses A2

Nullhupoteesi ei liikatud
imber

Endogeense DNA ja CT asenduste protsendi
keskmised ei erine oluliselt Louna-Eesti ning |Nullhupoteesi ei liikatud
Pohja- ja Lidne- Eesti (k.a. saared) imber
mullaliikide vahel

Endogeense DNA ja CT asenduste protsendi

Tulemus analiitisis CT

asenduste protsendiga

Nullhiipotees liikati
iimber

Nullhiipotees liikati
iimber

Nullhiipotees liikati
iimber

Nullhiipotees liikati
iimber

Nullhiipotees liikati
iimber

Nullhiipotees liikati
iimber

keskmised ei erine oluliselt erodeeritud, liiv-ja | Nullhupoteesi ei liikatud | Nullhupoteesi ei liikatud

kruusmuldade ja teiste valimis olevate iimber

mullaliikide vahel

pH taseme ja endogeense DNA ning CT | Nullhupoteesi ei litkatud

asenduste protsendi vahel seosed puuduvad imber
E se DNA ja CT as s sendi

ndogeense DNA ja CT asenduste protsendi |y otees iikati
keskmised ei erine oluliselt matusetiiiipide difilieE

vahel

Luu vanuse ja DNA ning CT asenduste
protsendi vahel seosed puuduvad

Nullhupoteesi ei liikatud
iimber

Luu hoiustamise aja (viljakaevamise aeg) ja
endogeense DNA ning CT asenduste protsendi

vahel seosed puuduvad dmber

iimber

Nullhiipotees liikati
iimber, kuid seos oli
nork ja sisuliselt
ebaloogiline

Nullhiipotees liikati
iimber

Nullhiipotees liikati
iimber

iimber

Nullhupoteesi ei likkatud| Nullhupoteesi ei likatud
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5. Arutelu

Tulemuste tdlgendamisel tuleb arvestada, et kdesolevas andmebaasis on proove eri mullaliikidest
ja erineval arvul. Uhtlasi on valim tekkinud projektide uurimisteemade p&hiselt ja on seotud Gihest
kuljest uurijate ehk arheoloogide ja geneetikute huvialadega praegu ja ka varem, teisalt kalmistute
rajajate elukohtade ja traditsioonidega.

DNA pikaajalist séilivust mdjutavad tdendoliselt enamik senise uurimistdo Ulevaates valja toodud
teguritest. Sellegipoolest on uurijatel olnud raske muutujate individuaalset moju tdestada ja paljud
senitehtud uuringud on saanud Uksteist valistavaid tulemusi. Mitmes t66s on vélja toodud, et
naiteks luu vanuse olulisust on keeruline statistiliselt analiitisida, sest enamasti on suur varieeruvus
olemas juba (e arheoloogilise muistise siseselt (Gilbert jt 2003, Allentoft jt 2012, Keighley jt
2021). Seda on voimalik n&ha ka kaesoleva magistritoo tulemustes (joonis 21).

Mullaliikide siseselt oli endogeense DNA protsendi ja CT asenduste hajuvus vaga suur. See
tahendab, et Uhest mullaliigist leitud luudest oli vimalik saada vdga erineva endogeense DNA
sisaldusega proove ja saadud DNA-s oli erineval méaral kahjustust ehk CT asendusi.
Sellegipoolest oli vdimalik lukata Gmber enamik nullhlipoteese, mispérast voib jareldada, et
luudest saadud endogeense DNA protsent ja surmajargsete CT asenduste arv erinevad oluliselt eri

mullaliikide vahel.

Esimeses analuilsis olid endogeense DNA protsendis erinevused mullaliikide Ko_KI (leostunud
muld ja leetjas muld) ja Ag (gleistunud lammimuld) ning Lkl (ndrgalt leetunud muld) ja Ag
(gleistunud lammimuld) vahel. Md&lemal juhul oli Ag luudest keskmiselt vaiksem endogeense
DNA protsent (joonis 18). CT asenduste puhul olid erinevused mullaliikide LKl (ndrgalt leetunud
muld) ja Kr (koreserikas rahkmuld) ning LP (kahkjas muld) ja Kr (koreserikas rahkmuld) vahel.

Maolemal juhul oli Kr luudest saadud DNA-s keskmiselt suurem CT asenduste protsent (joonis 18).
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Jaotuses Al olid erinevused endogeense DNA protsendis kolme mullaliigi paari vahel: Lkl
(ndrgalt leetunud muld) ja K (rdhkmuld), Lkl (ndrgalt leetunud muld) ja Ag (gleistunud
lammimuld) ning Kh" (6huke paepealne muld) ja Ag (gleistunud lammimuld). Tukey HSD testiga
leiti, et CT asenduste protsent erines LP (kahkjas muld) ja Ko (leostunud muld) ning Lkl (ndrgalt
leetunud muld) ja Ko (leostunud muld) vahel. Kdige kdrgem keskmine CT asenduste arv oli
mullaliigil Ko ja madalaimad mullaliikidel LP ja LKkl (joonis 19). Endogeense DNA ja CT
asenduste vastastikust seost nagi selgelt mullatutbi Lkl kaudu, millel oli proovides kdige kdrgem
endogeense DNA keskmine véartus ja Uhtlasi vdga madal CT asenduste arvu keskmine. See oli
ootusparane, sest CT asenduste arv ja endogeense DNA keskmine peaksidki olema sellises seoses.

See tdhendab, et mida kdrgem on proovi kvaliteet, seda vahem on DNA kahjustunud (joonis 14).

Kui jaotusele Al lisati konstandiks luude parinemine keskajast, oli mullaliikide vahel siiski
erinevusi nii endogeense DNA kui ka CT asenduste protsendis. Vastavalt esimese puhul oli
erinevus Lkl (ndrgalt leetunud muld) ja Ag (gleistunud lammimuld) vahel. Teise puhul oli
mullaliigist Ag (gleistunud lammimuld) périt proovide keskmine CT asenduste protsent oluliselt
kdrgem liikide K (rdhkmuld), Ko (leostunud muld), LKl (ndrgalt leetunud muld) ja LP (kahkjas
muld) keskmisest. Konkreetne jaotus oli aga juba peaaegu muististe vaheline vdrdlemine, mistottu

rohkem konstante ei lisatud.

Konstandi lisamisel kadus valimist Kh™ (6huke paepealne muld). Méargatavalt muutusid DNA
séilivust iseloomustavate muutujate keskmised valimisse jaanud mullaliikides. Seoses sellega
muutus ka Tukey HSD testi tulemus. Néiteks konstantideta analliusis ei olnud endogeense DNA
protsendi keskmine oluliselt kdrgem ndrgalt leetunud mullas vorreldes rahkmullaga. CT asenduste
protsent oli keskaegsete (maahaudadest) proovide puhul oluliselt madalam gleistunud
lammimullal vdrreldes pea kdigi teiste mullaliikidega, samas kui ilma konstantideta anallisis ei
tulnud selle erinevus Uldse valja. See vordlus nditas kdige reljeefsemalt, et olgugi, et endogeense
DNA hulk ja selle kahjustused varieerusid mullaliikide vahel, oli eri jaotuste tulemused niivord

erinevad, et ei ole vdimalik 6elda, millises mullas on paremad tingimused.

Suur osa proove jaotuses Al oli prooviderohketest muististest. Naiteks Siksald proovid

moodustasid mullaliigi Lkl proovidest pea 80%, mispéarast vois mullaliikidest parit keskmiste
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erinevus tuleneda mdne teise teguri mdjust, mis the muistise siseselt vdis olla proovidel Uhine.
Seepaérast vaadeldi ka proovirohkete muististe siseseid endogeense DNA ja CT asenduste protsente
ja néhti, et need varieerusid ihe asukoha sees méargatavalt, ning veel tdéhtsam, asukohad erinesid
oluliselt ka Uksteisest.

Jaotuses A2, kus prooviderohked muistised olid eemaldatud, saadi dispersioonanaliiisi
tulemuseks, et mullaliikide vahel ei olnud erinevusi endogeense DNA protsendis, samas kui luudel
mullaliigist Kr (koreserikas réhkmuld) oli keskmine CT asenduste protsent oluliselt kdrgem kui
luudel mullas Kh™ (8huke paepealne muld) ning samamoodi oli protsent krgem luudel mullast K
(rahkmuld) kui mullast LP (kahkjas muld). Ka siin oli endogeense DNA ja CT asenduste
vastastikust seost naha hasti, just mullatutbi Kr (koreserikas rahkmuld) kaudu. Koreserikkast
rahkmullast kogutud luudel oli proovides kdige madalam endogeense DNA keskmine vaartus ja

uhtlasi kdige kdrgem CT asenduste arvu keskmine (joonis 22).

Jargmisena analtisiti DNA sailivust iseloomustavate muutujate varieeruvust Eesti eri
piirkondades ja mullaliigi eeldatava niiskuse pdhjal tehtud jaotuste pdhiselt. Tulemuseks saadi, et
endogeense DNA protsent ei varieeru oluliselt Eesti piirkondade 18ikes. Eeldati, et kuna Léuna-
Eesti ja Ulejaanud Eesti vahel on suur erinevus ka mulla happelisuses, vBiks see tulemus viidata
sellele, et happelisus ei ole markimisvéarse mdjuga muutuja. CT asendused aga varieerusid Lduna-
ning PBhja- ja L&&ne-Eesti (k.a saared) vahel. Keskmiselt ronkem CT asendusi oli PGhja- ja L&&ne-

Eesti (k.a saared) proovides (joonis 23).

Endogeense DNA protsent ja CT asenduste sagedused ei erinenud erodeeritud, liiv-ja
kruusmuldades vorreldes Glejddnud mullaliikidega. Kdesoleva valimi pohjal jareldati seega, et
pinnase niiskus ei ole oluline mdjutaja. Siin tuleb aga arvestada, et pdhiline alus selle jaotuse
tegemisel oli 16imis. Ldimise klassifitseerimine on Maa-ameti kaardil aga suhteliselt tinglik:
maérgitud I16imis on domineeriv, aga mitte ainuke. Lisaks segatakse eelkdige maahaudade rajamise
puhul kogu pinnas segamini, sealhulgas selle eri I16imised ja kihistused, mis tdhendab, et pinnase

niiskuse moju kohta ei saa teha maaravaid jareldusi vaid selle analttsi p6hjal.

65



Mulla pH tase ja luudest saadud endogeense DNA protsent ei olnud omavahel seoses. See néib
olevat vastuolus varasemate uurimistulemustega, sest nditeks rabalaipadest pole seni olnud DNA-
d véimalik eraldada. Seda suure tdendosusega seetdttu, et sealne keskkond on tugevalt happeline
ja niiske. K&esoleva magistritd6 andmebaasi analtitisimisel ei tulnud ilmselt happelisuse olulisus
valja, sest valimis ei ole Uhtegi proovi vdga tugevalt happelisest keskkonnast ja tugevalt
happelisest on vaid kaks (Lindora ja Kaberla). Statistiliselt oluline seos tuli valja aga pH taseme ja
CT asenduste vahel. Suhe oli positilvne, mis on sisuliselt ebaloogiline, sest happelisuse
vihenemisega vihenes surmajargsete modifikatsioonide hulk. Samas oli ka R? vaartus madal
(0,01976), mis tahendab, et konkreetne lineaarne mudel ei seletanud véga hésti nendevahelist
suhet, aga oli parem variant, kui aktsepteerida nullhlipotees, et nende vahel ei ole mingisugust

seost.

Jargmisena uuriti endogeense DNA protsendi ja CT asenduste sageduse seost matusetiitbi ja luu
vanusega. Endogeense DNA protsendi puhul oli statistiliselt oluline erinevus maahaudade ja
kivikalmete vahel. Endogeense DNA protsendi ja luu vanuse vahel korrelatsiooni aga polnud.
Seose puudumise tottu vaadati, mis on nende proovide vanused, millel ei olnud endogeenset DNA-
d tuvastatavas koguses sdilinud (0%). Eesmark oli vaadata, kas luud, millel ei ole endogeenset
DNA-d séilinud, on eelkdige vanematest muististest. Perioodide jérgi oli naha, et selliseid proove
on varajasest pronksiajast kuni keskajani, kuid enamus olid keskajast. PGhjus voib olla selles, et
keskajast on tehtud méarkimisvaarselt rohkem proove, mistdttu on suurem véimalus, et mdned neist

on nullprotsendiga.

Vastupidiselt endogeense DNA protsendile leiti, et CT asenduste ja luu vanuse vahel on seos:
vanematel proovidel oli surmajargseid modifikatsioone enam. See oli ootuspérane, sest DNA
fragmendid lahevad ajas lihemaks, seega kahjustused nagu fragmenteerumine ja CT asendused on
seotud ajaga. Siinkohal oli aga huvitav, et kahjustused ja proovi kvaliteet enk endogeense DNA
protsent on omavahel seoses, kuid ajaga oli neist seotud vaid Uks. Seega voiks jareldada, et CT
asendusi ehk DNA kahjustust mdjutab otsesemalt aeg, kuid proovi endogeense protsendi suurus
sOltub aja korval paljudest teistest teguritest, mis v6ivad aja moju varjutada, kaasa arvatud

keskkond ja arheoloogiline kontekst.

66



Vaadeldi ka pH taseme ja luu vanuse koosmdju CT asendustele. Regressioonanalilisi tulemus
naitas, et F-statistik oli tunduvalt suurem (74,54 > 20,03), kui mudelisse lisati ainult luu vanus. R?
vadrtus nditas, et luu vanus seletab 21,9% CT asenduste varieeruvusest. Tuleb aga réhutada, et
statistilise seose olemasolu ei t&dhenda, et muutujad oleksid omavahel pdhjuslikult seotud.

Sellegipoolest vihjab see p&hjusliku seose vdimalusele.

CT asendused erinesid oluliselt ka eri matusettitpides. Paariviisiliselt olid erinevused kivikalmel
nii maahaua kui kadpaga. Tosiseltvetav erinevus oli maahaua ja kivikalme vahel, sest nende
vordlemiseks oli valimis piisaval arvul proove. Analusi tulemus kinnitas Uhest kiiljest dateeringu
ja matusettitibi vahelist seost, sest CT asenduste puhul on nii luu vanus kui ka matusetiiip
statistiliselt olulised mdjutajad. Huvitavalt kombel oli endogeense DNA protsent keskmiselt
kdrgem kivikalmetes kui maahaudades ja CT asenduste protsent ehk DNA kahjustus oli keskmiselt
vaiksem. Samas ei ole endogeense DNA protsent statistiliselt olulises seoses ajaga. See omaette
vOiks viidata keskkonna olulisusele. Tuleb aga silmas pidada, et kivikalmeid on valimis 80 ja
maahaudu 204 ehk enam kui poole rohkem. Matusettpide vaheline keskmiste erinevus ei tdéhenda
tingimata, et see tuleneb kalme ehitusest, sest on muutujaid (nt hoiustamistingimused), mida siin

toos ei arvestata. Samas viitab see sellele, et matmiskeskkond vdib olla oluline.

Viimaks uuriti, kas on seost endogeense DNA ja CT asenduste varieeruvusel véljakaevamiste aja
ehk hoiustamise aja pikkusega. Statistiliselt olulist seost ei ndhtud mitte kummagi DNA kvaliteeti
iseloomustava néitajaga. V8imalik, et hoiustamise aja pikkus (101 aastat) ei ole piisavalt pikk, et
selline seos oleks eristatav. Naiteks CT asenduste ja luu vanuse seose graafikul (joonis 26) oli
néha, et 1000 aastast nooremate proovide puhul oli CT asenduste arv pigem véike ja aeglasemas
tdusus. Samas ei saa graafikut (joonis 27) vaadates Véita, et lihikest aega hoiustatud luude puhul

poleks kérgeid CT asenduste vaartusi.

Eeldatavasti mdjutavad DNA séilivust erinevad pinnaseomadused, nditeks niiskus, vee
labilaskvus, veetaseme muutused, hapniku tase, pH tase, mineraalsus, mikrofauna. Uks p&hjus,
miks siinses t60s pH taseme ja niiskuse moju ei tdheldatud, vdib olla see, et need tunnused
varieeruvad ka mullaliigi siseselt ning DNA lagunemise protsess vdib olla nende suhtes piisavalt

tundlik, et kvantitatiivse uuringu puhul seost ei ilmne. Ka k&esolevas andmestikus varieerub
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mullaliigi siseselt pH tase, eriti nditeks Kl ja LI mullaliikide puhul (joonis 10). Kindlasti oli
pdhjuseks ka see, et proovide ebavordse jaotuvuse tdttu oli omavahel t66s vdimalik vorrelda
vaheseid mullaliike. Samas oli n&ha, et mullaliikide vahel on endogeense DNA hulgas ja CT
asenduste sageduses statistiliselt olulisi erinevusi ja erinevused on ka Eesti eri piirkondadest péarit
proovides. Endogeense DNA protsent oli erinev ka Kivikalme ja maahaua vahel, kuid ajaga seost

ei olnud, mispérast vaiks jareldada, et erinevust mdjutas just keskkond.

To6s kasutatud andmestikust ei olnud ndha seost luude vanuse ja endogeense DNA protsendi
varieeruvuse vahel, aga see ei saa olla téielikult tdene, sest DNA-d ei ole saadud tile miljoni aasta
vanustest luudest (van der Valk, 2021). On tGenédolisem, et kdesolevas t60s uuritud muutujate
toime koos paljude seni uurimata teguritega avaldab kombineeritult méju DNA séilimisele ning
nende individuaalne moju varieerub ajas ja ruumis. Seda illustreerib hasti CT asenduste ja luu
vanuse omavaheline seos. Kuna CT asenduste arv hakkab jarsult suurenema alates 1000 aasta
vanuste proovide puhul (joonis 26), on véimalik, et sedagi seost ei oleks valja tulnud, kui t66s

oleks kasutada vaid kuni paarisaja-aastased proovid.

Kéesoleva t66 valimis on proove, mis on dateeritud vahemikku 200-8000 aastat tagasi. V@imalik,
et luu vanuse ja DNA protsendi seos ei tulnud esile, sest uuritud ajavahemik on DNA lagunemise
analiisimiseks liiga liihike. On teada, et suur osa DNA-d h&vib kohe peale surma (Gilbert jt 2003,
48), kuid ei ole tapselt teada, mis ajaks havib geneetiline materjal taielikult. MtDNA alusel on
teoreetiliselt valja arvutatud, et ideaaltingimustel v@iks piir olla umbes kuus miljonit aastat
(Allentoft jt 2012).

Ké&esoleva t66 andmestikus on kuni 1000 aasta vanustest luudest on tunduvalt rohkem proove,
mille endogeense DNA protsent on lle 50 (joonis 26). Tuleb siiski arvestada, et vanema
dateeringuga proove ongi vahem. See omakorda tekitab kaks probleemi. Esiteks, mida rohkem on
proove, seda suurem vdimalus on, et mdned on véga halva, aga ka et mdned on véga hea
kvaliteediga ning llejaénud jaavadki sinna vahele, see tdhendab, et jaotus ongi hajusam, sest ei ole
tdendoline, et proovi kvaliteeti mdjutab ainult vanus. Teiseks, vanemaid muistiseid on véhem

teada, mistottu on ka valikut vahem, et leida proovistamiseks sobivaid luid.
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Mdjurite kombinatoorsusele ja m&ju muutumisele ajas ja ruumis annab toetust veel asjaolu, et seni
tehtud uuringute tulemused on teinekord vastuolulised. See v@ib osaliselt tuleneda sellest, et
uurimismeetodid arenevad Kkiiresti, millega seoses uuemad tulemused saavadki teistsugused
varasematest toodest. Sellegipoolest ei ole joutud veel kbikide teadmisteni, mis toimub surnukeha
lagunemise kéigus molekulaarsel tasemel, rédkimata lagunemisprotsessidest, mis toimuvad

tuhandete aastate jooksul.

200-8000 aasta jooksul on ka matmiskeskkond luu Umber muutunud (kliima, veetase jms).
Vastavalt kronoloogilisele vanusele on luud olnud maetud erinevatesse kalmetesse, erineval viisil.
Enne Tallinna Ulikooli luuhoidla rajamist, kus hetkel hoiustatakse suuremat osa arheoloogilistest
luudest, olid proovistatud elemendid erinevatest hoiustamise keskkondades ning need kaevati valja
kuni 101 aastat tagasi. Lisaks vorreldi siin t66s omavahel proove, mis périnevad erinevatest
anatoomilistest elementidest ja nende erinevatest osadest, olgugi, et domineerivaks olid siiski
hambad.

Hetkel k&ttesaadavas valimis ei olnud voimalik uurida thte kindlat tunnust slvitsi ja analliisida
selle mdju suurust. Aarmiselt vahe on proove, mis parinevad erinevatest muististest ja millel oleks
rohkem kui kolm kattuvat konteksti tunnust. Ilmselt seet6ttu ei ole DNA sdilivuse uurimiseks
tehtud palju mitme tunnusega analitise. Olgugi, et valim ei olnud optimaalne, saadi tehtud uuringu
kéigus huvitavaid tulemusi, mis annavad pOhjust teemat edasi uurida, eeldatavasti tdpsemate

taustaandmete ja/vGi suurema valimiga.
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Kokkuvote

To66 peamisteks eesmarkideks oli uurida, kas pinnas, arheoloogiline kontekst, vanus ja hoiustamise
aeg mojutavad vana DNA sdilivust inimsailmetes. Vastust otsiti sellele, kas proovistatud luude
endogeense DNA hulk ja selle nukleotiididest ehitusplokkide koosseisu kuuluvate
lammastikaluste — tsutosiini (C) ja timiini (T) surmajargsete asenduste arv on seotud:

a) mullaliigiga, kuhu surnukeha oli maetud (sealhulgas selle pH taseme voi niiskusega),

b) matusetlibiga,

c) luude kronoloogilise vanusega voi

d) luude valjakaevamise ajaga ehk sellega, kui kaua neid on hoiustatud?

Tostatatud kisimustele vastamiseks kasutati 286 DNA proovi 74-st Eesti arheoloogilisest
muistisest. Algselt oli proovide taustainfo killustunud erinevate allikate vahel, mistottu see
koondati (ihtseks andmebaasiks. Loodud andmebaas on aluseks edasistele uurimistoddele ning see

aitab kaasa erinevate erialade andmete integreeritud kasutamisele.

Too6 analliisi osas leiti, et uuritavate mullaliikide vahel on endogeense DNA ja CT asenduste
protsendi keskmistes olulisi erinevusi. DNA sdilivust mdjutavate muutuvate varieerumist vaadati
seitsmes eri jaotuses. Jaotuste tegemisel arvestati mullaliikide omadusi ja/vdi neist périt proovide
arvu. Omavahel vorreldi 1) kdiki mullaliike; 2) k&ikidest mullaliikidest neid, kust oli proove
voetud vorreldavas koguses ehk 18-28 (jaotus Al); 3) mullaliike, millest vdetud proovid olid
jaotuses Al keskajast; 4) prooviderohkeid muistiseid; 5) mullaliike, millest oli v&rreldavas
koguses proove ehk 17-18, kui valimis eemaldati prooviderohked muistised (jaotus A2); 6)
muldasid Lduna-Eestit PGhja- ja Ladne-Eesti (k.a saarte) mullaliikidega ning viimaks 7) erineva
eeldatava niiskustasemega muldasid, tdpsemalt erodeeritud, liiv- ja kruusmuldasid teiste valimis
olevate mullaliikidega. Pinnaseid vorreldi ANOVA testiga selle alusel, mismoodi erinesid
endogeense DNA ja CT asenduste protsendi keskmised jaotustes vorreldavate gruppide sees ja

nende vahel. Viimaks vaadati pH taset seoses DNA ja CT asenduste protsendiga.
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Endogeense DNA protsent erines neljas analliisis (1-4) seitsmest erinevate mullaliikide vahel. CT
asenduste protsent erines teatud mullaliikide vahel kdigis jaotustes, valja arvatud viimases
analliusis, kus vorreldi eeldatavalt kuivasid mullaliike kdigi teiste valimis olevate mullaliikidega.
Ké&esoleva andmestiku pohjal ei ndhtud sisuliselt tosiseltvOetavat seost DNA séilivust
iseloomustavate muutujate ja pH taseme vahel. Tuleb arvestada, et pH tasemete varieeruvus oli
valimis suhteliselt véike (4,2-7,2). Sellegipoolest on vdimalik jareldada, et eelkdige DNA
kahjustus, kuid mingil maaral ka selle kvaliteet, erinevad oluliselt mullaliikide vahel. See
tdhendab, et mullaliik voiks olla kaalukas mojutaja, kuid vajab edasist uurimist, sest koiki

nullhlipoteese Umber ei likatud.

Vana DNA sdilivust iseloomustavate muutujate erinemise pdhjust teatud mullaliikide vahel ei
olnud voimalik vélja selgitada, sest seost ei ndhtud pH tasemega ega leitud erinevusi potentsiaalselt
kuivast mullast proovistatud luude vdrdlemisel potensiaalselt niiskemast pinnasest parit luudega.
Tuleb nentida, et ka muististe siseselt oli endogeense DNA ja CT asenduste protsendi varieeruvus
suur, olgugi et Uhes kohas on tegu sama mullaliigi, pH ja niiskustasemega ning enamasti sama

matusetlibi, sarnase dateeringu ja hoiustamise ajaga.

Endogeense DNA protsent oli oluliselt erinev matusetiilipide vahel aga ei olnud seoses luu
vanusega. See nditab, et erinevust maahaudade ja kivikalmete vahel mdjutab miski muu peale
vanuse. Tuleb siiski silmas pidada, et eri matusetulipidest on erinev arv proove ja see, et nende
gruppide vahel on erinevus, ei tahenda tingimata, et see tuleneb kalme ehitusest, kuid viitab sellele,

et matmiskeskkond v@iks olla oluline mdjur.

Siinses t60s oli kdige selgem lineaarne seos CT asenduste protsendi ja dateeringu vahel. Tegu oli
positiivse korrelatsiooniga, mis on igati loogiline, sest tdhendab, et mida aeg edasi, seda rohkem
on DNA kahjustunud. Statistiliselt oluliselt erinesid CT asendused ka matusetulipide vahel, kuid

proovide arvu tottu oli tdsiseltvdetav erinevus vaid maahaudade ja kivikalmete vahel.

Hoiustamise perioodi pikkuses ei ndhtud seost kummagi DNA sdilivust iseloomustava muutujaga.

Peeti tdendoliseks, et hoiustamise aeg (101 aastat) ei ole piisavalt pikk, et seos oleks olnud
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eristatav. Sealjuures oli ka lihikest aega hoiustatud luude puhul neid, millel oli kérge CT asenduste

protsent (joonis 27).

Statistilise analliusi tulemuste pohjal voib jareldada, et mullastiku ja matmisviisi tudbil on
maérkimisvaarne madju nii endogeense DNA kui ka CT asendusprotsendile. Kuigi luude vanus ei
ole seotud endogeense DNA protsendiga, mdjutab see proovi kahjustumist, see tdhendab seda, kui
suur on CT asenduste protsent. Ké&esolevas t00s kasutatav andmestik on suhteliselt juhuslik ja
véike. Et kiisimustele paremini vastata, peaks muutma uhte kahest. Siiski annab esialgne uurimus

hea aluse tulevastele toddele selles valdkonnas.

Mdned seosed, mida uuriti, ei sobinud hésti lineaarse regressiooni mudelisse. Tulevikus voiks
vaadata, kas neid selgitaks paremini méni muu mudel ja milline see seos vdiks sel juhul vélja néha.
Madnel juhul oleks vaja ka mitmekesisemat andmestikku. Naiteks pH taseme puhul on raske siinse
andmestiku pdhjal jareldusi teha, sest enamus pH tasemeid jaavad vahemikku 5,5-7,4. Samamoodi
on tunduvalt vahem proove viga vanadest luudest kui naiteks keskaegsetest. Uhtlasi ei jalginud
endogeense DNA protsent normaaljaotust. Tulevikus oleks ehk vdimalik selle kdrvalekallet

leevendada néiteks valimit suurendades.

Edaspidi vOiks valimisse lisada mullaliike teistest geograafilistest piirkondadest, nditeks Soomest,
mille mullastik erineb Eestist. Analulside tdpsuse suurendamiseks on téhtis teha spetsiaalne valim,
keskendudes sdilivusele, ning vétta luude Umbrusest pinnaseproove, mis voimaldaksid tapset
keskkonna ja seal elutseva mikrofauna analliisi. Huvitav oleks teha asukohapdhiseid vordlusi
kaevamisaruannete pinnasekirjelduste pohjal, kuid probleemiks vdib kujuneda asjaolu, et
kirjelduste pohjalikkus eri aruannetes varieerub. Voiks dokumenteerida ka mitmeid teisi

parameetreid, nditeks hoiustamise tingimused, kasutatud materjalid jms (joonis 1).
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The impact of soil, burial, and storage time on the preservation of
ancient DNA in human bones found in Estonia

Summary

Collaboration between the natural sciences and archaeology is becoming increasingly common,
making interdisciplinary work more necessary to create an effective workspace. This Master's
thesis investigates the effects of soil, burial, and storage time on the preservation of ancient DNA
in human bones found in Estonia. By understanding how environmental conditions and time affect
bone and DNA preservation, it would be possible to use archaeological material even more

efficiently.

DNA preservation studies have been conducted on both animal and human bones that range in
date from approximately 13,000 years ago to the 20th century. The bones used for preservation
analysis have come from various contexts and climatic zones. Based on the focus, the previous
research studies can be categorised into four main groups. One field of research has focused on
regional environmental differences, including the effects of soil and temperature. Another area of
research includes temporal factors, examining both the chronological age of bones and the length
of time archaeological material has been stored. The third field focuses on the properties of
different anatomical elements and their potential to affect DNA preservation. Studies evaluating

the combined and opposing effects of multiple factors make up the fourth group.

Most of the previous studies have mentioned, and to some extent considered, the origin of bones
from different archaeological and landscape contexts, but this has rarely been a focus on its own.
Soil type as a variable has only been added to the statistical analysis of one study (Garcia et al.
1996), which distinguished only two types of soil, while the bone material was not archaeological.

Burial type has not been included in the statistical analysis of any previous study.

The present study utilizes all DNA samples that have been extracted from Estonian archaeological
bones in the clean laboratory of the Estonian Biocentre at the University of Tartu in the context of
research projects between 01/04/2014 and 15/03/2022. A total of 286 samples from 74
archaeological sites were used, of which endogenous DNA was preserved in 263 samples and
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DNA was absent in 23 samples. The majority of the samples (267) were extracted from teeth, with

the remaining 10 from petrous bone and nine from other bones (Figure 14).

Initially, the information utilised throughout the study was fragmented and scattered across various
institutional databases, research projects, and excavation reports. Therefore, it was necessary to
collect and organise the information into a unified whole. The database created in this study will
prevent duplicate sampling, which would save resources and streamline sample collection and

analysis.

The information required for statistical analysis was divided into three categories: archaeological
(burial type, context, age, etc.), environmental (coordinates, soil type, pH, etc.), and biological (the
proportion of endogenous DNA and the frequency of CT substitutions at the 5 end of DNA
fragments). The continuous variables were analysed using ANOVA (Analysis of Variance),
Tukey's HSD (Honestly Significant Difference) and linear regression. The aim was to examine
whether and how the factors included in the study affect the features that describe the preservation
of ancient DNA.

The samples used in this study are from archaeological sites with 19 different soil types and four
combinations of them, making a total of 22 different soil environments (Figure 7). Most of the
samples in this study come from weakly acidic, neutral, and alkaline soils (Figure 10). Soil type
identification is not available for those found in cities (58 samples) as they have been altered and

partly destroyed by human activity.

The dataset used in this study is significantly influenced by the fact that there are archaeological
sites from which many more samples have been taken compared to others, either due to the
research question or the abundance of material. Most of the sites (67) have 1-7 DNA samples.
There are significantly more samples from sites presented in Table 2. The sample size from each
county is presented in Figure 8.

The majority of samples used in the study are from 1) inhumation graves, but also from 2) stone
graves, and 3) barrows (Figure 11). The distribution of burials was compiled by the author based
on excavation reports. When analysing the effect of soil in burial sites, especially in the case of

inhumations, one must consider that buried individuals were rarely placed in the topsoil, but rather
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deeper, where they came into contact with the surface layer covering the bedrock. Nevertheless, it
can be assumed that when graves were dug, soil from the topsoil and the surface layer was mixed

around the bones.

Burial types are strongly associated with time periods, according to the spread of burial traditions.
The majority of datings are context-based (217). Radiocarbon dating has been conducted on
approximately 17% of the burials (45). In this study, all bones (23) from which DNA could not be
extracted, are undated. The age of the bones used in this study ranges from 200 to 8,000 years old
(Figure 12). A large portion of the bones used in this study were excavated from the 1980s
onwards, but a significant proportion also includes samples excavated and stored for a longer

period of time (Figure 13).

During the study, the environmental parameters used in the analysis were grouped according to
what was deemed appropriate and what could be investigated according to the sample sizes. The
statistical analysis was divided into four parts according to the research questions posed in the

study.

The first question was whether the amount of endogenous DNA and the number of postmortem
cytosine (C) and thymine (T) substitutions are related to the soil type in which the body was buried
(including its pH level and moisture). To answer this question, seven categories were created
bearing in mind the characteristics of the soils and/or the number of samples taken from each. The
following were compared: 1) all soil types, 2) soil types from which a comparable amount of
samples (18-28) were taken (category Al), 3) soil types from category Al with samples from the
medieval period, 4) sites with a high density of samples, 5) soil types that had a comparable number
of samples (17-28) when sites with a high density of samples were removed from the dataset
(category A2), 6) soils from southern Estonia with those from northern and western Estonia
(including the islands), and finally 7) soils with different expected moisture levels, specifically
eroded, sandy and gravelly soils, compared to all other soil types in the sample. The soils were
compared using ANOVA testing based on the difference in the average percentage of endogenous
DNA and CT substitutions within and between comparable groups in each category. Finally, the
pH level was examined in relation to the percentage of DNA and CT substitutions.
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It was found that there are statistically significant differences in the average endogenous DNA
percent from bones between the groups compared in categories 1-4. The percentage of CT
substitutions differed in bones from soil types in almost all categories. It was only not relevantly
different in the comparison between eroded, sandy and gravelly soils and all other soil types in the
sample. Based on this dataset, there was no significant relationship between variables
characterising DNA preservation and pH level. It should be noted that the variability of pH in the
sample was rather small (4.2—7.2) and that pH also varied significantly within some of the soil

types (Figure 10).

The second and third questions were whether the amount of endogenous DNA in the sampled
bones and the number of post-mortem substitutions of the nitrogenous bases cytosine (C) and
thymine (T) is related to the type of burial or to the chronological age of the bones. The percentage
of endogenous DNA varied between burial types but was not related to bone age. This indicates
that something other than age is affecting the difference between inhumations and stone graves.
However, it should be noted that there are different numbers of samples from these burial types
(inhumations 204, stone graves 80) and that the difference between these groups does not
necessarily mean that it is due to grave type, but does suggest that the burial environment could be

a factor.

The clearest linear correlation in this study was between the percentage of CT substitutions and
age. This was a positive correlation, which is to be expected since it means that as time passes,
DNA becomes more damaged. CT substitutions also differed significantly between burial types.
Due to the number of samples, the difference that could be taken seriously was between

inhumations and stone graves.

The fourth question was whether the amount of endogenous DNA and the number of post-mortem
cytosine (C) and thymine (T) substitutions is related to the time since excavation, i.e. the storage
time of the bones. There was no correlation observed between the length of the storage period and
either of the variables used to describe DNA preservation. It was considered probable that the
storage time (101 years) was not long enough to make the correlation detectable. In addition, some
bones that were stored for a relatively short time had high percentages of CT substitutions (Figure
13).
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From the results of the statistical analysis, it is possible to conclude that there is a considerably
high possibility that soil and burial type have an influence on both the endogenous DNA and CT
substitution percentage. Even though the age of the bones does not correlate with the endogenous
DNA percentage it does have an effect on how damaged the sample is, i.e. on how large the

percentage of CT substitutions is.

Even though the dataset used in this study is quite small and random the initial exploration of the
effects of soil on the preservation of ancient DNA provides a solid foundation for future
investigations in this area. Some of the relationships investigated did not fit well into a linear
regression model and alternative models could be explored. Future studies could benefit from a
larger and more diverse dataset, for example including soil samples from other regions. It would
also be interesting to compare soil descriptions from excavation reports, although the level of detail
varies across reports. Finally, documenting additional parameters such as storage conditions could

improve the precision of the analysis.
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LISA 1. Statistiliste testide tulemused R-is

1.1. Analttsid mullaliikidega
1.1.1. Esimene analuis
1.1.1.1. Endogeense DNA-ga

ANOVA

Df Sum Sq Mean 5g F value Pr(=F)
maaamet_TIT 21 24225 1153.6 2.174 0.00306 ==
Residuals 206 109289 530.5
Signif. codes: © *===' Q0,001 ‘==’ 0.01 ‘= 0.0% *.
58 observations deleted due to missingness

Tukey HSD

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = endo ~ maaamet_III, data = BAAS)

Smaaamet_TIT

diff Twr upr p adj
Ar-Ag -6.62611111 -52.803388 79.551166 1.0000000
E2I-Ag -5.13611111 -91.313388 &1.041166 1.0000000
E3k-Ag 2.1038888% -B4.073388 88.281166 1.0000000
K-Ag 8.10531746 -17.235223 33.445857 0.9999245
K_Ko-Ag -5.32611111 -67.845679% 57.193456 1.0000000
K_Kr-Ag -4.80611111 -90.983388 81.371166 1.0000000
Kh"-2g 22.03833333 -5.921267 49.997934 0.3554198
KI-Ag 33.84817460 -3.514413 71.210763 0.1340415
KIg-Ag 15.70388889 -70.473388 101.881166 1.0000000
Ko-Ag 9.52444444  -18.435156 7.484045 0,999797%
Ko_KI-Ag 67.13388889 4.614321 129.653456 0.0206518
Kog-Ag 14.37888889 -48.140679 76.898456 0,9999997
Kr-Ag 12.32455556 -10.217195 34.866306 0.%27010%
L{k)I-ag 9.47388889 -33.045679 71.993456 1.0000000
LI-Ag D.8B388889 -36.481863 56.249641 0.999999%9
LkI-&g 27.80496032 2.464420 53.145500 0.0153107
LP-Ag 11.79967836 -15.789580 39.388937 0.9950172
LP_KI-Ag 10.29222222 -29.248624 49,833069 0.9999976
LPe-Ag 2.7113888% -43.654363 49.077141 1.0000000
M"'-Ag 52.15388889 -34.023388 138.331166 0.8325682
Pp-Ag 12.40638889 -33.959363 58.772141 0.9999961
E2I-Ar 1.45000000 -117.132539 120.112535 1.0000000
E3k-Ar 8.73000000 -109.89253% 127.352539 1.0000000
K-Ar 14.73142857 -70.632069 100.094926 1.0000000
K_Ko-Ar 1.30000000 -101.430132 104.030132 1.0000000
K_Kr-Ar 1.82000000 -116.802539 120.442539 1.0000000
Kh"-Ar 28.66444444 -57.512832 114,841721 0, 99938602
KI-Ar 40.47428571  -49.195925 130.144497 0,9903113
KIg-Ar 22.33000000 -96.29253% 140.952539 1.0000000
Ko-Ar 16.15055556 -70.026721 102.327832 1.0000000
Ko_KI-Ar 73.76000000 -28.970132 176.450132 0.5439607
Kog-Ar 21.00500000 -81.725132 123.735132 1.0000000
Kr-Ar 18.95066667 -65.624237 103.525570 0.9999998
L{k)I-Ar 16.10000000 -B86.630132 118.830132 1.0000000
LI-ar 16.51000000 -77.269351 110.289351 1.0000000
LkI-Ar 34.43107143 -50.932426 119,.794569 0,9976858
LP-Ar 18.42578947 -67.632045 104.483624 0,999999%
LP_KI-Ar 16.91833333 -73.681127 107.517794 1.0000000
LPe-Ar 9.33750000 -B84.441851 103.116851 1.0000000
M"'-Ar 58.78000000 -59.84253% 177.402539 0.5%722107
Pp-Ar 19.03250000 -74.746851 112.811851 1.0000000
E3k-E2I 7.24000000 -111.382539 125.862539 1.0000000
K-EZ2I 13.24142857 -72.122069 98.6045%26 1.0000000
K_Ko-E2T -0.1%000000 -102.920132 102.540132 1.0000000
K_Kr-E2I 0.33000000 -118.292539 118.952539 1.0000000
Kh"-E2I 27.17444444 -59.002832 113.351721 0.999939%
KI-EZI 38.98428571 -30.685925 128.654497 0.9938757
KIg-E2I 20.84000000 -97.782539 139.462539 1.0000000
Ko-E2I 14.66055556 -71.516721 100.837832 1.0000000
Ko_KI-EZ2T 72.27000000 -30.460132 175.000132 0.5848320
Kog-E2I 19.51500000 -83.215132 122,.245132 1.0000000
Kr-g2I 17.46066667 -67.114237 102.035570 1.0000000
L{k)I-E2I 14.61000000 -88.120132 117.340132 1.0000000
LI-E2I 15.02000000 -78.759351 108.799351 1.0000000
LkI-E2I 32.94107143 -52.422426 118.304569 0.9987392
LP-E21 16.93578947 -69.122045 102.993624 1.0000000
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Pp-KIg -3.29750000 -S7.076851 90.481851 1.0000000
Ko_KI-Ko 57.60344444 -4.910123 120.129012 0.1152587
Kog-Ko 4.85444444 -57.665123 67.374012 1.0000000
Kr-Ko 2.80011111 -19.741640 25.341862 1.0000000
L{k)I-Ko -0.05055556 -62.570123 62.469012 1.0000000
LI-Ko 0.35944444 -46.006308 46.725197 1.0000000
LkI-Ko 18.28051587 -7.060024 43.621056 0.5343980
LP-Ko 2.27523392 -25.314024 29.864492 1.0000000
LP_KI-Ko 0.76777778 -38.773069 40.308624 1.0000000
LPe-Ko -6.81305556 -53.178808 39.552697 1.0000000
M"'-Ko 42.62944444 -43,547832 128.806721 0.9727120
Pp-Ko 2.88194444 -43.483808 49.247697 1.0000000
Kog-Ko_KI -52.75500000 -136.633802 31.123802 0.7809050
Kr-Ko_KI -54.80933333 -115.101021 5.482354 0.1300720
L{k)I-Ko_KI -57.66000000 -141.538802 26.218802 0.6297859
LI-Ko_KI -57.25000000 -129.891173 15.391173 0.3556663
LkI-Ko_KI -39.32892857 -100.721925 22.064068 0.7531033
LP-Ko_KI -55.33421053 -117.689036 7.020615 0.1594593
LP_KI-Ko_KI -56.84166667 -125.328422 11.645088 0.2606931
LPe-Ko_KI -64.,42250000 -137.063673 8.218673 0.1602751
M"'-Ko_KI -14.98000000 -117.710132 87.750132 1.0000000
Pp-Ko_KI -54,72750000 -127.368673 17.913673 0.4457350
Kr-Kog -2.05433333 -62.346021 58.237354 1.0000000
L{k)I-Kog -4.90500000 -88.783802 78.973802 1.0000000
LI-Kog -4.49500000 -77.136173 68.146173 1.0000000
LkI-Kog 13.42607143 -47.966925 74.819068 0.9999999
LP-Kog -2.57921053 -64.934036 59.775615 1.0000000
LP_KI-Kog -4.08666667 -72.573422 64.400088 1.0000000
LPe-kKog -11.66750000 -84.308673 60.973673 1.0000000
M"'-Kog 37.77500000 -64.955132 140.505132 0.9993667
Pp-Kog -1.97250000 -74.813673 70.668673 1.0000000
L{k)I-Kr -2.85066667 -63.142354 57.441021 1.0000000
LI-Kr -2.44066667 -45.7554594 40.874160 1.0000000
LkI-Kr 15.48040476 -3.716840 34.677650 0.3121489
LP-Kr -0.52487719 -22.605603 21.555848 1.0000000
LP_KI-Kr -2.03233333 -37.947091 33.882424 1.0000000
-9.61316667 -52.927994 33.701660 0.9999999

39.82933333 -44.745570 124.404237 0.9841051

Pp-Kr 0.08183333 -43.232994 43.396660 1.0000000
LI-L(k)YT 0.41000000 -72.231173 73.051173 1.0000000
LKI-L(k)I 18.33107143 -43.061925 79.724068 0.9999753
LP-L(k)T 2.32578947 -60.029036 64.680615 1.0000000
LP_KI-L(k)I 0.81833333 -67.668422 69.305088 1.0000000
LPe-L(k)I -6.76250000 -79.403673 6€5.878673 1.0000000
M -L (k)T 42.68000000 -6€0.050132 145.410132 0.9965729
Pp-L(k)I 2.93250000 -69.708673 75.573673 1.0000000
LkI-LI 17.92107143 -26.914034 62.756177 0.9979524
LP-LI 1.91578947 -44.227584 48.059163 1.0000000
LP_KI-LI 0.40833333 -53.735200 54.551867 1.0000000
LPe-LI -7.17250000 -66.483770 52.138770 1.0000000
M"'-LI 42, 27000000 -51.509351 136.049351 0.9904719
Pp-LI 2.52250000 -56.788770 61.833770 1.0000000
LP-LkI -16.00528195 -40.936605 8.926041 0.7497558
LP_KI-LkI -17.51273810 -55.247102 20.221626 0.9865562
-25.09357143 -69.928677 19.741534 0.9102619

24.34892857 -61.014569 109.712426 0.9999885

-15.39857143 -60.233677 29.436534 0.9997710

-1.50745614 -40.787304 37.772392 1.0000000

-9.08828947 -535.231663 37.055084 1.0000000

40.35421053 -45.703624 126.412045 0.9848630

0.60671053 -45.536663 46.750084 1.0000000

-7.58083333 -61.724367 46.562700 1.0000000

41.86166667 -48.737794 132.461127 0.9872305

Pp-LP_KI 2.11416667 -52.029367 56.257700 1.0000000
M"'-LPe 49,44250000 -44,336851 143.221851 0.9479904
Pp-LPe S9.69500000 -49.616270 69.006270 1.0000000
Pp-M"" -39.74750000 -133.526851 54.031851 0.9955605

1.1.1.2. CT asendustega

ANOVA

Df Sum Eq Mean Sg F value Pr(=F)
maaamet_III 21 1463 69.63 3.112 1.85e-05 =%=
Residuals 192 4299 22.39

Signif. codes: 0 *===' 0,001 ‘==’ 0.01 *=’ 0.05 *." 0.1
72 observations deleted due to missingness

Tukey HSD

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = ct ~ maaamet_III, data = BAAS)

Smaaamet_IIT

diff Twr upr p adj
Ar-Ag -8.666667e+00 -26.388673 9.055340 0.97543%5
E2I-Ag -5.666667e+00 -23.388673 12.055340 0.9999224
E3k-Ag -5.666667e+00 -23.388673 12.055340 0.9999224

K-Ag .78787%9e-01 -5.103410 - 860986 1.0000000
K_Ko-Ag 8.333333e-01 -12.023561 13.690228 1.0000000

w
w
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.333333e+00
. 000000e+00
. 000000e+00

666667 e+00

045455e+00
500000e+00
200000e+01
555556e+00
000000e+01
000000e+01
300000e+01
000000e+00
000000e+01
117857e+01
200000e+01
333333e+00
607143e+00
105263e+00

-333333e+00
. 250000e+00

000000e+00
000000e+01
687539e-14
045455e+00
500000e+00
000000e+00
555556e+00
000000e+00

. 000000e+00
. 000000e+01
. 000000e+00
. 000000e+00
-178571e+00

000000e+00

.333333e+00

607143e+00

.105263e+00
-333333e+00
. 250000e+00

000000e+00

. 000000e+00
.045455e+00
- 500000e+00
. 000000e+00

555556e+00

. 000000e+00
. 000000e+00
. 000000e+01
. 000000e+00
. 000000e+00

178571e+00

. 000000e+00
-333333e+00

607143e+00

-105263e+00
.333333e+00
. 250000e+00
. 000000e+00
. 000000e+00
.545455e-01

954545e+00
898990e-01

.5345455e-01
.5345455e-01

954545e+00
045455e+00

-545455e-01
.133117e+00
.954545e+00
.712121e+00
LkI-K -3.
LP-K -3.
LP_KI-K -1.
LPe-K -1.
MK -8.
Pp-K 9.
K_Kr-K_Ko 2.
Kh'"-K_Ko -9.
KI-K_Ko 5.
KIg-K_Ko 5.
Ko-K_Ko 3.
Ko_KI-K_Ko -4.
Kog-K_Ko 5.
Kr-K_Ko 1.
L{k)I-K_Ko 2.
LI-K_Ko -3.
LkI-K_Ko -3.
LP-K_Ko -4,
LP_KI-K_Ko -2.

438312e+00
940191e+00
712121e+00
795455e+00
045455e+00
545455e-01
500000e+00
444442e-01
000000e-01
000000e-01
500000e+00
500000e+00
000000e-01
678571e+00
500000e+00
166667 e+00
892857e+00
394737e+00
166667e+00

-14.
-5.
-6.

-16.

.593402

-16.

-11.
-2.

-14.

-13.
-8.
-9.
-9.

-10.

-25.
-8.

-21.

-21.
-8.

-11.

-12.
-9.
-8.

-14.
-4.

-16.

-11.
-6.

-12.

-13.

-11.

-12.

-11.

-12.

-23.
-9.

-24.

-11.

-14.

-15.

-12.

-11.

-17.
-7.

-19.

-14.
-9.

-15.

-16.

-14.

-15.

-14.

-15.

-26.

-12.

-11.

-14.

-15.

-12.

-11.

-17.
-7.

-19.

-14.
-9.

-15.

-16.

-14.

-15.

-14.

-15.

-26.

-12.

-12.

-14.
-5.
-6.

-16.
-1.

-16.

-11.
-2.

-14.

-13.
-8.
-9.
-9.

-11.

-25.
-8.

-18.

-13.

-13.

-20.
-9.

-21.

-16.

-10.

-18.

-18.

-16.

-17.

-16.

388673
860889
350131
388673

523561
523561
161764
388673
090183
270703
235022
464747
951595
388673
201555
394242
394242
591554
626034
394242
166451
440314
394242
780207
126034
126034
224093
394242
584432
947513
592180
298077
035342
394242
285342
394242
591554
626034
394242
166451
440314
394242
780207
126034
126034
224093
394242
584482
947513
592180
298077
035342
394242
285342
591554
626034
394242
166451
440314
394242
780207
126034
126034
224093
394242
584482
947513
592180
298077
035342
394242
285342
284932
682463
972097
530785
682463
712571
784932
784932
207129
682463
328353
352672
342459
656581
171456
682463
421456
626034
801339
330235
626034
437001
749334
749334
734445
626034
913082
518077
217753
250689

w o

w0

-~

21.

[N )

=1

10.
10.
27.
27.
-682463
30.
36.
26.
28.
34.
30.
26.
31.
28.
36.
26.
23.
22,
25.
26.
25.
29.
24,
23.
27.
33.
23.
25.
31.
27.
23.
28.
-581236
33.
23.
20.
19.
22,
23.
22.
26.
23.
27.
33.
23.
25.
31.
27.
23.
-126034
25.
33.
23.
20.
19.
22,
23.
22.
26.
13.
20.
. 992299
.439876
18.
. 622062
-694023
13.
.473362
20.

00D DD

m

10.
23.
11.
14,
21.
16.
12,
17.
14,
23.
1z,
. 732363
.428279
11.

o o

R NN ]

-055340
- 638667
. 016797
19.
10.
.190228
14,

055340
260069

190228
185574
055340
423516
151655
112215
798081
118262
055340
868262
394242
394242

626034
394242
277562
440314
394242
780207
126034
126034
581236
394242
251149
161799
802707
964744
535342
394242
285342
394242
682463
626034
394242
277562
440314
394242
780207
126034
126034

394242
251149
161799
802707
964744
535342
394242
285342
682463
626034
394242
277562
440314
394242
780207
126034

581236
394242
251149
161799
802707
964744
535342
394242
285342
194023
591554

591554

694023

591554
904110
476049
462077
232339
580547
591554
330547
626034
912450
330235
626034
437001
749334
749334
091588
626034
579749

917356

I L D L

0000000
0000000
0000000
0000000
5053254
9999881
0000000
9367608
0000000
9999999
8655811
7820558
0000000
0000000
9941128
0000000
0000000
0000000
9597394
9905414
9738427
9786482
9313395
9970553
5053254
9999995
9828392
7470618
9733427
9999290
9999237
9999856
9982970
9991043
0000000
9551037
0000000
9997708
9999582
9993160
9999434
9989718
9999868
9053091
0000000
9993640
9841767
9993160
0000000
0000000
0000000
9999997
9999999
0000000
9994606
9997708
9999582
9993160
9999434
9989718
9999868
9053091
0000000
9993640
9841767
9993160
0000000
0000000
0000000
9999997
9999399
0000000
9994606
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
5991066
9999304
0000000
9740944
0000000
9999982
5938097
5103256
9999999
0000000
9887872
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
99995951
9999974
0000000
0000000
0000000
0000000
9999567
9997713
0000000

97



LPe-K_Ko -2.
M"'-K_Ko -8.
Pp-K_Ko 5
Kh'"-K_Kr -3.
KI-K_Kr -2.
KIg-K_Kr -2.
Ko-K_Kr 1.
Ko_KI-K_Kr -7.
Kog-K_Kr -2.
Kr-K_Kr -8.
L(K)I-K_Kr -5
LI-K_Kr -5
LkI-K_Kr -6.
LP-K_Kr -6.
LP_KI-K_Kr -4.
LPe-K_Kr -4.
M"-K_Kr -1.
Pp-K_Kr -2.
KI-Kh" 1.
KIg-Kh" 1.
Ko-kh" 4.
Ko_KI-Kh™ -3.
Kog-Kh" 1.
Kr-Kh" 2.
L(k)I-Kh" 3.
LI-Kh" -2.
LkI-Kh" -2.
LP-Kh" -3.
LP_KI-Kh™ -1.
LPe-Kh" -1.
M -Kh" -7.
Pp-Kh" 1.
KIg-KI 1.
Ko-KI 3.
Ko_KI-KI -5
Kog-KI 3.
Kr-KI 1.
L(K)I-KI 2.
LI-KI -3.
LkI-KI -4.
LP-KI -4.
LP_KI-KI -2.
LPe-KI -2.
M"'-KI -9.
Pp-KI 7.
Ko-KIg 3.
Ko_KI-KIg -5
Kog-KIg -1.
Kr-KIg 1.
L(K)I-KIg 2.
LI-KIg -3.
LkI-KIg -4,
LP-KIg—  -#.
LP_KI-KIg -2.
LPe-KIg =2.
M"'-KIg -9.
Pp-KIg -7.
Ko_KI-Ko -8.
Kog-Ko -3.
Kr-Ko -1.
L(k)I-Ko -1.
LI-Ko -6.
LkI-Ko -7.
LP-Ko -7.
LP_KI-Ko -5
LPe-Ko -5
M"'-Ko -1.
Pp-Ko -3.
Kog-Ko_KI 5
Kr-Ko_KI 6
L(K)I-Ka_KI 7
LI-Ko_KI 1
LkI-Ko_KI 6
LP-Ko_KI 1.
LP_KI-Ko_KI 2
LPe-Ko_KI 2
M"'-Ko_KI -4
Pp-Ko_KI 5
Kr-Kog 1
L(k)I-Kog 2.
LI-Kog -3.
LkI-Kog -4,
LP-Kog -4,
LP_KI-Kog -2.
LPe-Kog -2.
M"'-Kog -9.
Pp-Kog 3.
L(K)I-Kr 3.
LI-Kr -4.
LkI-Kr -5
LP-Kr -6.
LP_KI-Kr -3.
LPe-Kr -3.
M"'-Kr -1.
Pp-Kr -1.
LI-L(k)T -5
LkI-L({k)T -6.
LP-L(K)I -6.
LP_KI-L(K)T -4.
LPe-L{(k)T  -4.
M" ' -L{k)I -1.
Pp-L(K)T -2.
LkI-LI -7.

250000e+00
500000e+00

. 000000e-01

444442e+00
000000e+00
000000e+00
000000e+00
000000e+00
000000e+00
214286e-01

.506706e-14
- 666667 e+00

392857e+00
894737 e+00
666667 e+00
750000e+00
100000e+01
000000e+00
444444e+00
444442e+00
444444e+00
555556e+00
444444e+00
623016e+00
444444e+00
222222e+00
948413e+00
450292e+00
222222e+00
305556e+00
555556e+00
444442e+00
421085e-14
000000e+00

. 000000e+00

552714e-15
178571e+00
000000e+00
666667 e+00
392857e+00
894737 e+00
666667 e+00
750000e+00
000000e+00
105427e-15
000000e+00

. 000000e+00

0B5814e-14
178571e+00
000000e+00
666667 e+00
392857e+00
89473/ e+00
666667 e+00
750000e+00
000000e+00
105427e-15
000000e+00
000000e+00
82142%9e+00
000000e+00
666667 e+00
392857e+00
894737 e+00

. 666667 e+00
. 750000e+00

200000e+01
000000e+00

. 000000e+00
.178571e+00
. 000000e+00
-333333e+00
.071429e-01

052632e-01

-333333e+00
. 250000e+00
. 000000e+00
. 000000e+00
.178571e+00

000000e+00
666667 e+00
392857e+00
894737 e+00
666667 e+00
750000e+00
000000e+00
552714e-15
214286e-01
845238e+00

.571429e+00

073308e+00
845238e+00
928571e+00
017857 e+01
178571e+00

- 666667 e+00

392857e+00
894737 e+00
666667 e+00
750000e+00
100000e+01
000000e+00
261905e-01

-17.
-29.
-14.
-21.
-20.
-26.
-16.
-28.
-23.
-18.
-24.
-25.
-23.
-24.
-23.
-24.
-35.
-21.

-6.
-16.

-1.
-16.
-11.

-2.
-14.
-12.

-8.

-9.

-9.
-10.
-25.

-8.
-18.

-4.
-18.
-13.

-5.
-16.
-15.
-11.
-12.
-12.
-13.
-27.
-10.
-14.
-26.
-21.
-16.
-22.
-23.
-21.
-22.
-21.
-22.
-33.
-19.
-20.
-15.

-6.
-18.
-17.
-12.
-13.
-13.
-15.
-29.
-12.
-12.

-6.
-14.
-14.
-12.
-12.
-11.
-12.
-25.

-9.
-11.
-19.
-19.
-17.
-17.
-16.
-17.
-30.
-14.
-16.
-15.

-9.
-10.
-11.
-12.
-27.
-10.
-25.
-23.
-24.
-23.
-24.
-35.
-21.
-11.

188362
626034
438362
166451
440314
394242
780207
126034
126034
224093
394242
584482
947513
592180
298077
035342
394242
285342
239020
277562
482291
412450
412450
050653
277562
979072
159592
123911
353636
840484
277562
090454
440314
816768
830235
830235
736546
440314
569838
682031
521376
263310
561592
440314
811592
780207
126034
126034
224093
394242
584482
947513
292150
298077
035342
394242
285342
937001
937001
711155
780207
519135
798653
7476186
924157
392671
780207
642671
249334
234445
126034
413082
018077
717753
750689
688362
126034
938362
234445
126034
413082
018077
717753
750689
688362
126034
938362
581236
067422
563874
652957
254903
855950
581236
105950
584482
947513
592180
298077
035342
394242
285342
205039

12.
12,
1s5.
14.
16.
22.
is.
14.
19.
16.
24,
14.
11.
10.
13.
14.
13.
17.
.127909
19.
10.
.301339
14,
- 296685
21.
.534628
. 262766
-223326
- 909192
.229373
10.
10.
18.
10.
.830235
13.
.093689
20.
-236505
-896317
.731902
- 929977
. 061592
-440314
10.
20.
16.
21.
18.
26.
16.
13.
12,
15.
16.
1s.
19.
- 937001
- 937001
-068298
16.
.185801
-1.
-2.
.590823
. 892671
. 780207
-642671
22.
18.
28.
17.
13.
12,
16.
17.
17.
1s.
13.
23.
12.
-232363
. 928279
11.
12.
12,
14,
18.
. 376946
-1.
-1.
-564426
- 998807
. 224093
. 748807
14.
11.
10.
13.
14.
13.
17.
.752658

w

w

=1

e kR e

o

3

RN N

[T

s

L)

&

wn

[}

R

w

688362
626034
438362
277562
440314
394242
780207
126034
126034
581236
394242
251149
161799
802707
964744
535342
394242
285342

166451
371180

301339

166451

166451
979373
440314
816768

830235

440314

811592
780207
126034
126034
581236
394242
251149
161799
BULOS
964744
535342
394242
283342

780207

987061
041858

249334
591588
126034
079749
232363
928279
417356
188362
126034
938362
591588
126034
079749

417356
188362
126034
938362
224093

578983
493660

251149
161799
802707
964744
535342
394242
285342
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0000000
9977045
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
9993640
0000000
0000000
0000000
9999886
9994539

.9985212
- 9999987

9999991
9902237
0000000
0000000
0000000
4536501
9999929
0000000
9070059
0000000
0000000
9004071
8250198
0000000
0000000
9951027
0000000
0000000
9988000
9994912
0000000
0000000
0000000
9999574
8361590
7484258
9999923
9999983
9759606
0000000
0000000
9999995
0000000
0000000
0000000
0000000
9999988
9999929
0000000
0000000
9993160
0000000
8031151
9999997
9992144
0000000
8119953
0002910
0003938
6311811
8485721
6622914
9999499
9999843
9703727
9993640
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
9998409
0000000
0000000
9999997
9997123
9983880
0000000
0000000
9951497
0000000
0000000
9825756
0001841
0005655
9547444
9927246
8695117
0000000
9999886
9994539
9985212
9999987
9999991
9902237
0000000
0000000
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LP-LI -1.228070e+00 -11.944404 9.

LP_KI-LI 1.000000e+00 -11.197121 13
LPe-LI 9.166667e-01 -12.257730 14.
M"'-LI -5.333333e+00 -25.251149 14,
Pp-LI 3.666667e+00 -9.507730 16.
LP-LkI -5.018797e-01 -5.628905 4.
LP_KI-LkI 1.726190e+00 -6.033728 9.
LPe-LkI 1.642857e+00 -7.577300 10.
M -LkI -4.607143e+00 -22.1651799 12.
Pp-LkI 4.392857e+00 -4.827300 13.
LP_KI-LP 2.228070e+00 -5.849671 10.
LPe-LP 2.144737e+00 -7.344460 11.
M"-LP -4.105263e+00 -21.802707 13
Pp-LP 4.894737e+00 -4.594460 14.

LPe-LP_KI -8.333333e-02 -11.217731 11.
M"-LP_KI -6.333333e+00 -24.964744 12.
Pp-LP_KI .666667e+00 -8.467731 13.
M""-LPe -6.250000e+00 -25.535342 13
Pp-LPe . 750000e+00 -9.447121 14.
Pp-M"' . 000000e+00 -10.285342 28.

N

R

1.1.2. Teine analtids

488264
197121
091063
584482
841063
625145
486109
863014
947513
613014
305811
633934
592180
383934
051064
298077
801064
035342
947121
285342

1.1.2.1. Endogeense DNA-ga

ANOVA

Df Sum 5g Mean 5q F value

2290.4
305.86

maaamet_1828 5 11452
Residuals 123 62192

Signif. codes: 0O *===' 0.001 ¢

Tukey HSD

1.0000000
1.0000000
1.0000000
0.9999959
0.9999921
1.0000000
0.9999999
1.0000000
0.9999971
0.9815423
0.99999332
0.99999398
0.99999397
0.9573667
1.0000000
0.9997382
0.9999994
0.9999039
0.9999998
0.9853927

Pr(=F)

4.53 0.000797

E X2 D.Ol P
157 observations deleted due to missingness

Tukey multiple comparisons of means
95% Tamily-wize confidence Tevel

Fit: aov(formula = endo ~ maaamet_1828, data = BAAS)

Smaaamet_1828

diff Twr upr
K-Ag 8.105317 -11.5622090 27.772844
Kh"-Ag 22.038333 0.3380781 43.738589
Ko-Ag 9.524444 -12,1758107 31.224700
LkI-Ag 27.804960 3.1374338 47.472487
LP-Ag 11.799678 -9.6131435 33.212500
Kh"-K 13.933016 -5.7345106 33.600542
Ko-K 1.419127 -18.2483995 21.086653
LkI-K 19. 699643 2.3007314 37.098554
LP-K 3.694361 -15.6555606 23.044282
Ko-Kh" -12.513889 -34.2141441 9.186366
LkI-Kh" 5.766627 -13.90089595 25.434153
LP-Kh" -10.238655 -31.6514769 11.174167
LkI-Ko 18.280516 -1.3870106 37.948042
LP-Ko 2.275234 -19,1375880 23.688056

LP-LkI -16.005282 -35.3552035 3.344640

1.1.2.2. CT asendustega

ANOVA

Df Sum 5g Mean Sq F value

maaamet_1328 5 757.1 151.4
Residuals 115 2735.9 23.7

Signif. codes: 0O “===" 0.001

165 observations deleted due to missingness

p ad]
0.8393909
0.0442801
0.8003240
0.0010593
0.6031562
0.3200844
0.9999440
0.0167307
0.9937453
0.5544371
0.9575482
0.7363282
0.0843862
0.9996235
0.1661999

0.05

Pr(=F)

1 6.364 2.97e-05

9

0.01 =

0.05

0.1

0.1

99



Tukey HSD

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula =

Smaaamet_1828

K-Ag 0.
Kh"-Ag -0.
Ko-Ag 4.
LkI-Ag -3.
LP-Ag  -3.
Kh"-K -0.
Ko-K 3.
LkI-K -3.
LP-K -3.
Ko-Kh" 4.
LkI-Kh" -2.
LP-Kh" -3.
LkI-Ke -7.
LP-Ko -7.
LP-LkI -0.

diff
3787879
1111111
3333333
0595238
5614035
4598990
9545455
4383117
9401914
4444444
9484127
4502924
3928571
8947368
5018797

ct ~ maaamet_1828, data = BAAS)

-4,
-4,
-0.
-7
-3,
-4,
-0.
-7
-8.
-0.
-7
-8,

-11.

-12.
-4

Twr
1141577
8233522
5239336
. 3303550
2112281
9828446
6902732
. 4658845
3676300
4128225
. 2192439
1001170
8231873
6914748
. 7037425

WL R 0 D O e R o

1.1.3. Kolmas analiits

upr
8717335
6011300
1906003
2113074
0384211
0030466
5993691
5892612
4872472
3017114
3224185
1995322
9625270
0979939
6999831

1.1.3.1. Endogeense DNA-ga

ANOVA

maaamet_1828_al.kesk 4

Residuals

Signif.

codes :

0

p adj
. 9998783
. 9999998
1091406
. 3070188
. 2367630
. 9995697
1425544
1404758
1107598
.0933028
. 3482380
. 2692447
. 0000599
. 0000786
9993290

[= =N I e e e e e Y e e e e

Df Sum Sg Mean Sg F wvalue

211 observations deleted due to missingness

Tukey HSD

Tuke§ multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula

Smaaamet_1828_al. kesk

K-Ag 19.
Ko-Ag 37.
LkI-Ag 27.
LP-Ag  11.
Ko-K 17.
LkI-K 8.
LE-K -8.
LkI-Ko -9.
LP-Ko -26.
LP-LkI -16.

diff
975500
514667
985778
040456
539167
010278
935044
528889
474211
945322

-5.
-12.
6.
-11.
-32.

-14.
-33.
-57.
-75.

-36.

1.1.3.2. CT asendustega

ANOVA

maaamet_1828_al.kesk 4

Residuals

Signif.

codes :

Pr{=F)

9216 2304.0 4,141 0.00455
70 38951 356.4
===' 0,001 ‘*=' 0.01 *=° 0.05 ‘.’ O.
endo ~ maaamet_1828_al.kesk, data = BAAS)
Twr upr p adj
606828 45.557828 0.1969305
208441 87.237774 0.2263703
714599 49.256957 0.0033806
774070 33.854983 0.6580191
909864 67.983197 0.8661557
906536 30.927091 0.8639151
291150 15.421062 0.8419343
934594 38. 876816 0.9814415
577691 22.629270 0.5597595
724792 2.834149 0.1277188
Df Sum Sq Mean Sg F value Pri{=F)
202.3 50.63 7.164 7.1l1le-05
63 480.5 7.07
=== 0,001 ‘==’ 0.01 *=' 0.05 ‘.’ 0.1

o

213 observations deleted due to missingness

14

1

1
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Tukey HSD

Tuke;_ﬁu1tip1e comparisons of means
95% family-wise confidence Tlevel

Fit: aov(formula = ct ~ maaamet_1828_al.kesk, data

Smaaamet_1828_al.kesk
diff Twr

upr

K-Ag -5.0000000 -8.041221 -1.9587794
Ko-Ag -5.8000000 -11.407734 -0.1922662
LkI-Ag -3.3185185 -5.717466 -0.9195713
LP-Ag -3.6947368 -6.267742 -1.1217321
Ko-K -0.8000000 -6.570310 4.9703104

LkI-K 1.6814815 -1.0761%0 4

LP-K 1.3052632 -1.605090 4.2
LkI-Ko 2.4814815 -2.977677 7.9
LP-Ko 2,1052632 -3.432590 7.6
LP-LkI -0.3762183 -2.606932 1.8

1.1.4. Neljas anallis

1.1.4.1. Endogeense DNA

ANOVA

-4391530

156167
406396
431159
544951

_QJEi

Df Sum 5g Mean Sg F value

muistis 4 11372 2843.1
Residuals 94 45832 487.6

Signif. codes: 0 “===' 0,001

p adj

.0001755
.0351200
. 0021808
.0013393
. 9950655
. 4335806
.7181641
. 7079859
.B8235025
. 9895674

= BAAS)

Pr(=F)
5.831 0.000309 =*=

29 observations deleted due to missingness

Tukey HSD

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence Tevel

Fit: aov(formula = endo ~ muistis, data = BAAS4)

Smuistis

diff Twr
Kukruse-Kivisaare 10.2572381 -B8.696435
Liiva-Putla-Kivisaare -5.1841667 -28.970837
Siksala-Kivisaare 23.6084348 3.043333
Veibri-Kivisaare -5.7280000 -28.154288
Liiva-Putla-Kukruse -15.4414048 -35.986697
Siksala-Kukruse 13.3512468 -3.358894
Veibri-Kukruse -15.9852381 -34.938911
Siksala-Liiva-Putla 28.7926515 6.751944
Veibri-Liiva-Putla -0.5438333 -24.330504
Veibri-siksala -29.3364848 -49.901637

1.1.4.2. CT asendustega

ANOVA

29,
18.
44,
16.
30.
50.

23.
-8.

Of Sum Sg Mean 5g F wvalue

muistis 4 1102 275.57
Residuals 84 1784 21.24

Signif. codes: 0 f===' 0,001

upr
210911
602504
173637
698238
.103887
061387
. 968435
833359
242837
771333

Pr(=F)

12.98 2.85e-08

O000000000

0.01 =" 0.05 *.

p adj

-5617082
-9737948

0160471

.9536453

2328472

.1805579

1398313

. 0040729
- 9999962
. 0013095

==t .01 =7 0,05 C.7
39 obhservations deleted due to missingness

0.1

0.1

1
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Tukey HSD

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = ¢t ~ muistis, data

Emuistis
diff

Kukruse-Kivisaare -6.44514107 -10.
Liiva-Putla-Kivisaare -0.52272727 -5.
Siksala-Kivisaare -9.95454545 -14,
Veibri-Kivisaare -6.47272727 -11.
Liiva-Putla-Kukruse 5.92241379 1.
Siksala-Kukruse -3.50940439 -7
Veibri-Kukruse -0.02758621 -4.
Siksala-Liiva-Putla -9.43181818 -14.
Veibri-Liiva-Putla -5.95000000 -10.

w

Veibri-siksala

1.1.5. Viies analiits

-48181818 -0.

= BAAS

Twr
994402
885423
698664
572501
512719

-141698

113488
042273
925673
819981

1.1.5.1. Endogeense DNA-ga

ANOVA

maaamet_III 3 2584 86l.4
Residuals 77 40389 524.5

1.1.5.2. CT asendustega

ANOVA

maaamet_IIT 3 5038.9 169.64
Residuals 70 1528.9 21.84

Signif. codes: 0 “===' (0,001

4)

-1.
.8399689
.2104270
-1.
10.

Q.

4.0583158

P

-5

-4,
-0.
.7836173

7

1l.642

upr
8958797

3729532
3321087
1228896

8213638
9743266

of Sum 5q Mean S5g F wvalue Pr(=F)

0. 187

p adj
0014898
9987797
0000009
0057916
0029769
0633692
0000000
0000017
0108955
1695928

Df :SU'n 5g Mean 5g F value Pr(>F)

7.767 0.00015 ===

7 observations deleted due to missingness

Tukey HSD

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence Tewvel

Fit: aov(formula = ct ~ maaamet_III,

Smaaamet_IIT
diff Twr

Kh"-K -0.489899 -4.39907169 3.41927371
7

Kr-K 3.821212 -0.29735689
LP-K -3.940191 -7.79236846

LP-Kh" -3.450292 -7.49596062
LP-Kr -7.761404 -12.00974563

-0.

Kr-Kh" 4,311111 0.01102114 8.61120109
0.
-3.

bmElogogL feC
data = BAASE)

upr p adj
0.9875153

. 93978113 0.0785775
08801431 0.0430583
0.0491760

59537582 0.1214335
51306139 0.0000492

0.05 .7

0.1
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1.1.6. Kuues analtits

1.1.6.1. Endogeense DNA-ga

ANOVA

Df Sum Sg Mean 5q F wvalue Pr(>F)
649.7 0.976¢ 0.324

piirkond_Eestis_II 1 650
Residuals 284 188984

1.1.6.2. CT asendustega

ANOVA

B65.4

Of Sum Sg Mean 5g F value

piirkond_Eestis_II 1 615
Residuals 261 6551

Signmif. codes: 0O *===' Q.001 ‘==° 0.01 "=’ 0.0%

6l4.6 24.49 1.34e-08 ===

25.1

23 observations deleted due to missingness

1.1.7. Seitsmes analtils

1.1.7.1. Endogeense DNA-ga

ANOVA

Df Sum Sq Mean Sq
ELK_T_MNA 1 436 435.8
Residuals 226 133078 588.8
58 observations deleted due to

1.1.7.2. CT asendustega

ANOVA

Df Sum Sq Mean 5q
ELK_T_MNA 1 16 15.89
Residuals 212 5747 27.11
72 observations deleted due to

F value Pr{=F)
0.74 0.391

missingness

F value Pr{=F)
0.586 0.445

missingness
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1.2. Anallus pH tasemega

1.2.1. Endogeense DNA-ga

Call:
Tm(formula = BAASSendo ~ BAASSpH)

Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-20.67 -19.67 -11.61 15.45 69.53

Coefficients:

Estimate 5td. Error t value Pr(>=|t])
(Intercept) 21.4812 13.5693 1.583 0.115
BAASSpH -0.1408 2.0785% -0.068 0.946

Residual standard error: 24.31 on 226 degrees of freedom

(58 observations deleted due to missingness)

Multiple R-squared: 2.02%e-05, Adjusted R-=quared:

F-statistic: 0.004586 on 1 and 226 DF, p-value: 0.9461

Call:

Im{formula = endo ~ pH + dat_mean + pH:dat_mean, data

Residuals:
Min 10 Median L] Max
-24.39 -159.71 -11.88 15.42 £5.99

Coefficients:
Estimate 5td. Error t value Pr(=|t]|)
(Intercept) 2.988188 22.019955 0.136 0.892

pH 3.086924 3.510755 0.879 0. 380
dat_mean 0. 009029 0.012835 0.703 0.483
pH:dat_mean -0.001451 0.001%99 -0.726 0.469

Residual standard error: 24.61 on 209 degrees of freesdom

(73 observations deleted due to missingness)

Multiple R-squared: 0.003791, Adjusted R-zquared:
F-statistic: 0.2651 on 3 and 209 DF, p-value: 0.8505

1.2.2. CT asendustega

Call:
Tm{formula = BAASSct ~ BAASSpH)

Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-9.6074 -3.6074 -0.7347 2.2653 18.4330

Coefficients:
Estimate 5td. Error t walue Pr(=|t]|)

(Intercept) 5.1168 2.9376 1.742 0.0830 .
BAASSpH 1.0404 0.4522 2.301 0.0224 =
Signif. codes: © “===' Q.001 '==° 0.01 *=" 0.05 ‘.

Residual standard error: 5.15 on 212 degrees of freedom

(72 observations deleted due to missingness)

Multiple R-squared: 0.02436, Adjusted R-squared:
F-statistic: 5.294 on 1 and 212 DF, p-value: 0.02237

-0. 004404

BAAS)

-0.01051

0.1 * "1

0.01976
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Call:

Tm{formula = ct ~ pH + dat_mean + pH:dat_mean, data =

Residuals:
Min 10 Median g Max
-12.5557 -3.04537 -0.4049 2.5511 13.9401

Coefficients:

Estimate 5td. Error t wvalue Pri{=|t]|)
(Intercept) 0.1438788 4.1222950 0.035 0.9722
pH 1.4634500 0.6572387 2.227 0.027
dat_mean 0.0061154 0.0024027 2.545 0.0116
pH:dat_mean -0.0007307 0.0003743 -1.932 0.0522

Signif. codes: 0O *===' 0.001 *==° 0.01 *=' 0.05 °.

Residual standard error: 4.607 on 209 degrees of freedom

(73 observations deleted due to missingness)
Multiple R-sguared: ©0.2233, Adjusted R-=squared:

1.3. Matusetutip
1.3.1. Endogeense DNA-ga

ANOVA

Df Sum S5q Mean 5g F value Pr{=F)
m_tuup 2 4970 2485.2 3.809 0.0233 =
Residuals 283 184663 652.5

BAAS)

0.2122
F-statistic: 20.03 on 3 and 209 DF, p-value: 1.88%e-11

Signif. codes: O *===' Q0,001 **==' 0,01 *=' 0.05 *.* 0.1

Tukey HSD

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wize confidence lewvel

Fit: aov(formula = endo ~ m_tuup, data = BAAS)

Sm_tuup

diff Twr upr p adj
kivikalme-kdabas -33.659625 -76.7459810 9.426731 0.1583304
maahaud-kazbas -25.969657 -68.7354331 16.79611% 0.3264708

maahaud-kivikalme 7.689968 -0.2495094 15.629446 0.0599687

1.3.2. CT asendustega

ANOVA

Df Sum Sg Mean 5g F value Pr(=F)
m_tuup 2 873 436.3 18.03 4.65e-08 ===
Residuals 260 6293 24,2
Signif. codes: 0 *===' 0,001 ‘== 0.01 =" 0.05 *.’
23 observations deleted dus to missingness

0.1

1
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Tukey HSD

Tukey multiple comparisons of means
95% family-wise confidence level

Fit: aov(formula = ct ~ m_tuup, data = BAAS)

Sm_tuup

diff Twr upr p adj
kivikalme-ké&abas 9.133333 0.8247649 17.441902 0.0272067
maahaud-kaibas 5.284946 -2.9589767 13.528869 0.2873364

maahaud-kivikalme -3.848387 -5.4345932 -2.262181 0.0000001

1.4. Luu vanus

1.4.1. Endogeense DNA-ga

Call:
Tm{formula = BAASSendo ~ BAASidat_mean)

Residuals:
Min 1Q Median 30 Max
-25.83 -22.32 -11.92 16.94 65,38

Coefficients:

Estimate 5td. Error t wvalue Pri=|t])
(Intercept)  26.372532  2.318831 11.373 <2e-16 ===
BAaASSdat_mean -0.001197 0.001059 -1.131 0.25%9

Signif. codes: 0O "===' Q0,001 ‘*==° 0.01 =" 0.05 ".” 0.1 ° " 1

Residual standard error: 26.01 on 260 degrees of freedom

(24 observations deleted due to missingness)
Multiple R-squared: ©.004893, Adjusted R-squared: 0O.001066
F-statistic: 1.278 on 1 and 260 DF, p-value: 0.2592

1.4.2. CT asendustega

Call:
Tm(formula = BAASSct ~ BAASSdat_mean)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-12.3042 -3.0797 -0.1302 2.3953 14,3752

Coefficients:

Estimate 5td. Error t wvalue Pr{>|t]|)
(Intercept)  &.7600067 0.4110518 21.311 = 2e-16 #%%
BAASSdat_mean 0.0016167 0.0001877 8.615 6.87e-16 ===

Signif. codes: O "===' 0,001 **=° 0.01 ‘=" 0.05 . 0.1 * * 1

Residual standard error: 4.611 on 260 degrees of freedom
(24 observations deleted due to missingness)

Multiple R-squared: 0.2221, Adjusted R-=quared: 0.2191

F-statistic: 74.22 on 1 and 260 DF, p-value: 6.867e-16
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1.5. Luu valjakavamise aeg

1.5.1. Endogeense DNA-ga

Call:
Im{formula = BAASSendo ~ BAASik_aeg_tagasi_mean)

Residuals:
Min 1Q Median 30 Max
-26.37 -20.51 -11.91 16.81 70.15

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pri=|t])
(Intercept) 20.06046 2.63326 7.618 3.BBe-13 ===
BAASSk_aeg_tagasi_mean 0.06715 0. 06006 1.118 0. 264

Signif. codes: © *===' 0.001 *==° 0.01 *=' 0.05 *." 0.1 ' * 1

Residual standard error: 25.78 on 284 degrees of freedom
Multiple R-squared: ©0.004382, Adjusted R-squared: 0.0008766
F-statistic: 1.25 on 1 and 284 DF, p-value: 0.2645

1.5.2. CT asendustega

Call:
Tm(formula = BAASSct ~ BAASSk_aeg_tagasi_mean)

Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-8.4882 -3.3601 -0.5198 2.5661 13.7047

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr{=|t])
(Intercept) 11.235029 0.552180 20.347 =2e-16 ==
BAASSk_aeg_tagasi_mean 0.003014 0.012592 0.239 0.811

Signif. codes: O "===' 0.001 **=" 0.01 ‘=" 0.05% "." 0.1 " " 1

Residual standard error: 5.239 on 261 degrees of freedom

(23 observations deleted due to missingness)
Multiple R-squared: 0.0002194, Adjusted R-squared: -0.003611
F-statistic: 0.03728 on 1 and 261 DF, p-value: 0.811
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