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Analiza drevne DNK iz uzoraka nekropole Mokrin (2100 — 1800 god. p.n.e.):
rekonstrukcija biolo§kog srodstva u kontekstu drustvene strukture
bronzanodopske populacije

REZIME

Analiza bioloskog srodstva u arheologiji pruza uvid u problematiku rodackih
odnosa u kontekstu organizovanja strukture drustva i prenosa statusa i materijalnog
bogatstva sa generacije na generaciju. Razvoj paleogenetike, kroz analizu drevne DNK i
u odredivanje srodstva, doprineo je razumevanju socijalne organizacije i socijalnih
promena u ranim egalitarnim i hijerarhijski organizovanim drustvima.

Dvadeset Cetiri petrozne kosti sa rano-bronzanodopske nekropole u Mokrinu
analizirane su novom generacijom sekvenciranja kako bi se uvidilo postoji li vertikalna i
horizontalna socijalna diferencijacija na ovoj nekropoli i na koji nacin su se materijalni i
socijalni status nasledivali.

Analizom srodstva detektovano je 9 porodi¢nih veza koje ukljucuju 15 individua.
Sveukupni podaci sugeriSu da su bogatstvo i status vezani za pol individue: dok sinovi
nisu nasledivali socijalni status od bioloskih majki, ali su imali priliku da ga zasluze
tokom Zivota, zene su mogle naslediti status od majki ili ga posti¢i putem socijalnih veza.
Geneticki podaci takode sugeriSu da se ne moZe prihvatiti hipoteza o podeljenosti
nekropole na juzni i1 severni deo na osnovu porodi¢nih veza. Veliki diverzitet
uniparentalnih geneti¢kih markera sugeriSe da drustvo u Mokrinu nije bilo matrilokalno,
ali i da nije bilo strogo patrilokalno, dok procenjeni koeficijent inbridinga ukazuje na
odsustvo geneticke strukturiranosti. Osnovne populacione analize na populaciji sa
Mokrina ne pokazuju nikakvo odstupanje od ocekivanih proporcija porekla
karakteristicnog za bronzano doba, niti uzorci izlaze iz opsega geneticke varijabilnosti
savremenih populacija u Evropi.

Na istim uzorcima procenjena je ucestalost alela funkcionalnih markera za
depigmentaciju koze i toleranciju na mleko. Izvedeni aleli povezani sa svetlom kozom i
plavim oCima prisutni su u populaciji sa Mokrina, dok je ucestalost alela za toleranciju
laktoze kod 18 uzoraka sa Mokrina niska.

KLJUCNE RECI: drevna DNK, paleogenetika, NGS, bronzano doba, Mokrin, srodstvo,
inbriding, uniparentalni markeri, populacione analize, tolerancija na laktozu.
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Ancient DNA analyses of individuals of the Mokrin necropolis (2100 - 1800 BC):
the reconstruction of kinship and social organization of Early Bronze Age society

ABSTRACT

Detecting biological relatedness is significant in archeology as it is believed that
kinship ties were important in organization of societies and that they were the main
mechanism of transgenerational transmission of status and wealth. With development of
paleogenetics field, ancient DNA became efficient tool in determining kinship in order to
better understand social organization and social changes in early egalitarian and
hierarchical societies.

Twenty-four petrous bones from Early Bronze Age Mokrin necropolis were
sequenced with NGS method to address the hypotheses regarding vertical and horizontal
stratification of the necropolis and to obtain information whether the wealth and status
were hereditary.

Nine kin relationships were identified among 15 individuals. The observed results
indicate that the wealth and status were depended on the individuals’ sex: men could not
inherit status from their biological mothers, but they probably could achieve it during life,
while women could inherit the status or accomplish it through their links with prestigious
individuals. aDNA analyses could not confirm hypothesis regarding the division of
necropolis into Northern and Southern parts in which each community was integrated
through kinship ties. The great variability of uniparental genetic markers indicates that
Mokrin society was not matriliear, but it was also not a strictly patrilocal, while estimated
inbreeding coefficient indicates that the population was genetically unstructured. The
basic population analyses do not show any unexpected results of ancestry proportions,
and all Mokrin samples could be placed within genetic variation of modern Europeans.

Frequency of alleles for skin depigmentation markers and lactose tolerance were
also estimated in Mokrin population. Derived alleles associated with light hair and blue
eyes are detected, while the frequency of allele for lactose tolerance in 18 Mokrin samples
is low.

KEY WORDS: ancient DNA, paleogenetics, NGS, bronze age, Mokrin, kinship,
inbreeding, uniparental markers, population analyses, lactose tolerance

SCIENTIFIC FIELD: Biology
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Skracenice

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

A - adenin

G - guanin

C —citozin

T - timin

U - uracil

bp — bazni par

MO - mikroorganizmi

T - temperatura

PCR — lanc¢ana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction)

NGS - nova generacija sekvenciranja

STR — kratki tandemski ponovci (engl. Short Tandem Repeats)

SNP - pojedinaéni nukleotidni polimorfizmi (engl. Single Nucleotide Polymorphisms)
mtDNK — mitohondrijska DNK

NRY - nerekombinovani delovi Y hromozoma (engl. non-recombining region Y)
BC — pre nove ere

LP - tolerancija na laktozu (engl. lactase persistence)

rCRS — engl. revised Cambridge Reference sequence

PCA — analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis)



1. UvOD

1.1. Koncept srodstva

Posmatranje sli¢nosti bioloskih srodnika od velikog je znacaja za razvoj genetike
i dobijanje informacija o genetickim promenama, principima nasledivanja, kao i o
naslednom udelu odredenih karakteristika i bolesti (Jacquard 1974). Srodstvo se takode
moze Koristiti i za objasnjenje altruisticCkog ponasanja i na koji nacin selekcija favorizuje
individue koje pomazu geneticke srodnike povecavajué¢i njihovu adaptivnu vrednost po
cenu sopstvenog prezivljavanja i reprodukcije (Hamilton 1964). Ovi podaci od znacaja
su i u populacionoj genetici jer se srodnici moraju iskljuditi iz statisti¢kih analiza.

Pored genetike, informacija o srodstvu moze biti korisna i u brojnim drugim
disciplinama. U forenzici se koristi za identifikaciju individua, u poljoprivredi prilikom
ukrstanja vrsta i predvidanja aditivnih i dominantnih komponenti, a u konzervacionoj
biologiji radi spre¢avanja reprodukcije izmedu srodnika (Weir et al. 2006). S obzirom da
porodica i brak imaju klju¢nu ulogu u organizovanju zivota pojedinaca kako u sadaSnjosti
tako i u proslosti, procenjivanje srodstva veoma je vazno i u arheologiji i antropologiji.
U arheologiji, ovi podaci mogu se koristiti za procenjivanje socijalne organizacije drustva
u proslosti, kao 1 za dobijanje informacija na koji nacin je doslo do razvoja 1 odrzavanja

socijalne nejednakosti medu ¢lanovima jednog drustva.

1.1.1. Biolosko srodstvo

Biolosko srodstvo se definiSe kao proporcija gena koju delimo sa srodnicima.
Kako bi podaci o srodstvu bili informativni, ono se mora kvantifikovati, a to se najcesce
radi preko koeficijenta srodstva @ (engl. coefficient of kinship ili coancestry coefficient),
koji kvantifikuje prisustvo identi¢nih gena i broj generacija koje razdvajaju dve individue
(Jacquard 1974; Weir et al. 2006). Drugim recima, koeficijent srodstva predstavlja
verovatnocu da su dva nasumic¢no izabrana alela na istom lokusu dve individue identi¢na
po poreklu (engl. identical by descent - IBD), tj. nasledeni od blizeg zajedni¢kog pretka
(Jacquard 1974; Lipatov et al. 2015). Broj segmenata koji su identi¢ni po poreklu daje
infomaciju o geneti¢koj vezi medu individuama. Sto je broj ovih segmenata veéi i duzi,

to su individue bliZze 1 dele skorijeg zajednickog pretka. Kako srodnic¢ka veza postaje



dalja, poveéava se broj mejoza koji ove segmente razdvaja, njihov broj znacajno opada i
razbija se na manje delove u procesu rekombinacije (Racimo et al. 2020).

Odnos koeficijenta srodstva @ sa k koeficijentima — Kotermanovi koeficijenti
(engl. Cotterman coefficients) i koeficijentom r (engl. coefficient of relatedness) moze se
opisati jednacinom:

20=r= % + k,

ko + ki, + k, =1, gde ko, ki i ko definiSu broj alela koje dve diploidne jedinke
dele usled zajednickog porekla (Racimo et al. 2020). Dok ko predstavlja verovatnocu da
dve individue nemaju alele koji su identi¢ni po poreklu na nasumi¢nom lokusu u genomu,
k1 i k2 predstavljaju verovatnoc¢u da dve individue imaju jedan, odnosno oba alela koji su

identi¢ni po poreklu. Vrednosti ovih koeficijenata zavise od stepena srodstva (Slika 1.1.,

Tabela 1.1.).

O
I O H =0

oror6 Gl Bixe
14) 6_11. 17 18

Slika 1.1. Sematski prikaz porodi¢nog stabla. Zelenom bojom je prikazana roditeljska veza,
plavom bojom veza izmedu brata i sestre, narandZasta boja prikazuje nesrodne individue, dok su
crvenom bojom prikazane veze drugog stepena (veza izmedu bake i unuka, ujaka i sestrica ili
polubrace i sestara). Dalje rodacke veze prikazane su ljubicastom (prvi rodaci) i roze bojom (drugi
rodaci). (Slika modifikovana iz Racimo i saradnici (2020) i Vai i saradnici (2020)).

Tabela 1.1. @ i k koeficijenti za srodnicke veze. @ - koeficijent srodstva; k — Kotermanovi
koeficijenti.

Srodnicka veza Individue %] ko kg ka2
Identi¢ni blizanci 17-18 0.5 0 0 1
Roditelj - dete 2-5 0.25 0 1 0
Brat - sestra 4-5 0.25 0.25 0.5 .25
Baka - unuk, ujak — sestri¢, polubrada (sestre) | 2-12,5-10,14-15 | 0.125 0.5 0.5 0
Prvi rodaci 10-11 0.0625 0.75 0.25 0
Drugi rodaci 16 - 17 0.0156 | 0.9375 | 0.0625 0
Supruznici 7-8 0 1 0 0




Hardi-Vajnbergova teorema podrazumeva da se ucestalosti alela u idealnoj
populaciji ne menjaju, a da ucestalosti genotipova predstavljaju proizvode ucestalosti
alela (Tuci¢ 2003). Da bi populacija bila idealna, u populaciji se mora odigravati
panmiksija, odnosno nasumi¢no ukrstanje (engl. random mating). Medutim, situacija je
Cesto drugacija u realnosti, a asortativno ukrStanje (ukrStanje koje nije nasumicno i
para u populaciji) naruSava Hardi Vajnbergovu ravnotezu i dovodi do promena u
ucestalosti genotipova u populaciji. Asortativno ukrStanje moze biti pozitivno, kada se
ukrStaju individue sa sli€énim genotipovima i fenotipovima, ili negativno, kada dolazi do
ukrstanja individua razli¢itih genotipova i fenotipova (Hamilton 2013). Procene srodstva
1 naCin ukrStanja medu individuama je od vaznosti za procene ucestalosti genotipova u
populaciji.

Efekat nenasumi¢nog ukrStanja na ucestalosti genotipova se kvantifikuje
indeksom fiksacije (F) koji predstavlja odnos izmedu Hardi-Vajnbergovih oc¢ekivanih
uCestalosti heterozigota (H) sa njihovim stvarnim ugestalostima u populaciji?, pri ¢emu
heterozigotnost predstavlja meru geneti¢ke varijacije u populaciji, i moze se meriti i kada

postoje vise od dva alela na lokusu (Hamilton 2013).

F = (Hotekivana — Hdobijena)

H otekivana

Vrednost indeksa fiksacije F se definiSe od -1 (broj heterozigota H je ve¢i od
oc¢ekivanog) do 1 (broj homozigotnih genotipova je veéi od ocekivanog). Indeks fiksacije
moze posluziti 1 za procenu obrasca ukrStanja, jer viSe vrednosti ukazuju da je do
ukrStanja doSlo medu slicnim individuama (ukrStanje medu srodnicima ili

samooplodivanje).

1 U idealnoj populaciji ne dolazi do delovanja evolucionih mehanizama i takva populacija ima sledeée
karakteristike: vrsta je diploidna, polno se razmnozava, generacije se ne preklapaju, dolazi do slucajnog
ukrstanja, populacija je neogranic¢eno velika, migracije i mutacije su zanemarljive, a prirodna selekcija ne
utic¢e na ucestalost alela. Teorijski znacaj ovakvih populacija je njihovo poredenje sa realnim populacijama
kako bi se utvrdile promene ucestalosti alela i genotipova pod delovanjem odredenih evolucionih
mehanizama (Tuci¢ 2003).

2 Razlika izmedu o&ekivanih i dobijenih udestalosti heterozigota deli se sa oSekivanom heterozigotno§éu,
kako bi se dobla proporcija i kako bi se F definisao od -1 do 1.



1.1.1.1. Inbriding

Rodaci, nasuprot dvema nasumicno odabranim individuama, imaju vecu
verovatnoc¢u da dele jedan ili dva alela koji su nasledeni od zajednickog pretka. 1z ovog
razloga, ukr$tanje medu srodnicima ili inbriding (engl. inbreeding) povecéava verovatnoc¢u
da ¢e potomstvo dobiti isti alel od oba roditelja i imati homozigotni genotip nego u
slucajevima kada dolazi do nasumi¢nog ukrStanja. Drugim re¢ima, inbriding povecava
verovatnocu da su dva nasumicna alela na lokusu dve individue identi¢na po poreklu
(Racimo et al. 2020). Na taj na¢in se smanjuje geneticka varijabilnost u populaciji i
povecava njena strukturiranost (Hamilton 2013). Do inbridinga moZe do¢i i usled male
efektivne velicine populacije.

Koeficijent inbridinga (f) moze imati vrednosti od 0 do 1 i definiSe se sledecom
jednacinom:

n
f= G) (1 + FE,), gde je n broj individua ukljucenih u rodoslovno stablo, a Fa je

verovatnoca da je individua A autozigot, tj. homozigot sa alelima identi¢nim po poreklu
(Slika 1.2.). Ukoliko individua A nije autozigot, tj. ako je Fa jednak nuli, koeficijent

inbridinga iznosi:

(a) (b)

Slika 1.2. (a) Rodoslovno stablo se koristi za izra¢unavanje verovatnoce da su dva alela na
jednom lokusu osobe G identi¢éna po poreklu. Slika (b) prikazuje upro$éenu verziju
rodoslovnog stabla i put u kome se aleli mogu naslediti od osobe A. (Slika preuzeta iz Hamilton
(2013)).



lako inbriding dovodi do opadanja heterozigotnosti, koje je proporcionalno
povecanju koeficijenta inbridinga, inbriding ne uti¢e na promenu ucestalosti alela za
razliku od geneti¢kog drifta® koji moze dovesti i do gubitka alela iz populacije (Hamilton
2013).

Ucestalost alela p nakon inbridinga: D = p? + fpq

Ucestalost heterozigota: H = 2pq — f2pq = 2pq (1 — f)

Ucestalost alela q nakon inbridinga: R = q° + fpq

Kada se ocekivana heterozigotnost (Hocekvana) zameni za 2pg, dobijena

heterozigotnost u populaciji usled efekta inbridinga iznosi:
Hdobijena = Hoterivana (1 — f)

H Hoteki - H . .. . .. . . s
f =1 Mposmatrane _ (Hotekivana™ Mposmatrana) = ior i indeks fiksacije i koeficijent

Hogekivana Hotekivana

inbridinga predstavljaju procenu heterozigotnosti u populaciji.

Kao posledica promena ucestalosti genotipova i efekta na adaptivnu vrednost, koji
je povezan sa ovim promenama, moze do¢i 1 do promena fenotipova u populaciji. Usled
opadanja heterozigotnosti i povecanja homozigotnosti, inbriding moze dovesti do
povecanja ucestalosti recesivnih Stetnih mutacija 1 povecanja ucestalosti recesivnih
homozigota, te visok inbriding za posledice ima slabiji imunitet, pojavu bolesti, smanjeni
fertilitet, rast, prezivljavanje potomstva ili opadanje njihove reproduktivne sposobnosti
kod jedinki koje su za Stetne recesivne alele homozigotne (Charlesworth and Willis 2009;
Ceballos et al. 2018). Ovo povecanje homozigotnosti za recesivne Stetne mutacije, koje
su inaCe niske ucestalosti u populaciji, oznacava se kao inbriding depresija. U ovim
slu¢ajevima dolazi do poveéanja genetickog opterecenja, pri Cemu se Stetni homozigoti
odstranjuju iz populacije 1 dolazi ili do ponovnog uspostavljanja ravnoteze ili do
izumiranja populacije. Inbriding depresija moze dovesti i do smanjene ucestalosti
adaptivno korisnih heterozigota, pri ¢emu se ucestalost heterozigota ne¢e oporaviti dok
god se obrazac ukrStanja ne promeni (Charlesworth and Willis 2009).

Autozigotnost ili homozigotnost po poreklu (engl. homozygosity by descent -
HBD) predstavlja verovatno¢u da ¢e neka jedinka imati u svom genotipu par alela (2n)

identi¢nog porekla. Nasuprot tome, alozigotnost predstavlja situaciju kada dva alela nisu

3 Geneticki drift se definiSe kao slu¢ajno odstupanje u ucestalostima alela u populaciji (Tucié¢ 2003).



nasledena od istog pretka. U populaciji ograni¢ene veliine, bilo koja dva genska alela
mogu biti identicnog porekla, te verovatnoca autozigotnosti nije jednaka nuli. Kako dva
bioloska srodnika dele veliki deo genoma (tj. dugacke segmente identi¢ne po poreklu),
inbriding rezultuje u homozigotnosti na brojnim segmentima genoma kod potomaka
(Racimo et al. 2020). Identifikacija ovakvih segmenata moze biti veoma informativna
prilikom procenjivanja demografske istorije jedne populacije, procene da li je bilo
epizoda inbridinga u populaciji, kao i predvidanju povecanog rizika za retke recesivne
bolesti (Slika 1.3.) (Ceballos et al. 2018). Na primer, genomska struktura populacije koja
je prosla kroz usko grlo, pokazivaée kod potomaka veliki broj kratkih segmenta
homozigotnih po poreklu od malog broja osniva¢a. Medutim, potomci srodnih individua
pokazaju duze i kontinuirane segmente homozigotne po poreklu, a broj ovih segmenata
pruza procenu koeficijenta inbridinga (Racimo et al. 2020). Male populacije odlikuje vise
ovakvih segmenata u poredenju sa velikim populacijama i populacijama sa izrazenim
protokom gena. NajviSe segmenata identi¢nih po poreklu pronalazi se u populacijama sa
malom efektivnom veli¢inom u kojima je zastupljen inbriding (Ceballos et al. 2018).

Homozigotni segmenti identi¢ni po poreklu nejednako su distribuirani u genomu,
¢eS¢i u regionima genoma gde je visok nivo neravnoteZze vezanosti i mali stepen
rekombinacije (u X hromozomu i delovima genoma niskog genetickog diverziteta) s
obzirom na to da rekombinacije dovode do naruSavanja vezanih kombinacija sekvenci na
hromozomima tokom mejoze, te dugacki predacki haplotipovi opstaju duze u ovakvim
regionima (Slika 1.3.) (Ceballos et al. 2018).

Dugacki i kontinuirani homozigotni genotipovi mogu se detektovati specificnim
metodama procene homozigotnosti (engl. runs of homozygosity - ROH). S obzirom da se
ove metode oslanjaju na dobijanje ta¢nih diploidnih genotipova, dostupni su samo za
drevne uzorke sa visokom pokriveno$c¢u sekvenciranja. Druge metode koje se oslanjaju
na dobijanje najverovatnijih genotipova zahtevaju poznavanje ucestalosti alela koji nisu

dostupni za drevne populacije (Racimo et al. 2020).
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Slika 1.3. Sematski prikaz rekombinacije i inbridinga. (Slika preuzeta i modifikovana iz
Racimo i saradnici (2020)).

1.1.2. Socijalno srodstvo

Koncept bioloskog srodstva definiSe se kroz stati€ne 1 nepromenljive geneticke
veze 1 stoga se veoma cesto odnosi samo na tradicionalni, odnosno nuklearni model
porodice. S obzirom da se individue ponasaju razli¢ito prema srodnicima medu kojima je
primecena veca verovatnoc¢a pozrtvovanja, srodstvo se prepli¢e sa mnogim socijalnim
pitanjima i ima veliki uticaj na meduljudske odnose i strukturu drustva. Covek je jedina
vrsta kod koje postoji veza izmedu srodstva i institucija, jer upravo ono predstavlja centar
socijalne organizacije, kako u proslim, tako i u savremenim drustvima (Crews and Bogin
2010). Organizacija porodice uti¢e na ponasanje oveka i njegove svakodnevne odluke,
poput ekonomskih aktivnosti, kolektivnih akcija, formiranje grupa i afinalnih veza
(brakova), a posledi¢no je odgovorna i za distribuciju materijalnog bogatstva, razvoj
institucionalizovane socijalne nejednakosti, veza unutar i izmedu zajednica i organizaciju
drustva (Smith et al. 2010; Mattison et al. 2016). Drugim re¢ima, socijalno-politicka
hijerarhija u velikoj meri formira se na osnovu porodi¢nih veza, oko kojih se organizuje
1 odrzava ekonomija i1 ideologija zajednica (Crews and Bogin 2010).

Koncept srodstva je vremenski i prostorno varijabilan, i ne postoji univerzalan
obrazac porodice i bracnog prebivanja koje je najéeSce patrilokalno (formira se oko
oceva) ili matrilokalno (formira se oko majke) (Cronk et al. 2019). Upravo zbog
nerazumevanja znacaja razli€itih koncepata porodice, posmatranje srodstva i njegove
uloge u drustvu ne predstavlja lak zadatak. Znacajan porast studija srodstva poslednjih
godina javio se kao odgovor na sveprisutniji stav u medijima da je tipi¢na i tradicionalna
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porodica najbolja po individue, decu i drustvo (Sear and Mace 2008; Johnson and Paul
2016). Medutim, kao $to je ve¢ pomenuto, normativi porodice nisu svuda isti 1 zavise od
mnogih faktora. Stoga, vrednost istrazivanja u sagledavanju razli¢itih modela porodice u
drustvenom kontekstu, uz premisu da je socijalno srodstvo veoma vazan Cinilac u
organizovanju zajednice, zavisi od mnogih faktora i pokazuje da ne postoji jedan
univerzalan model porodice.

Nasuprot bioloskom srodstvu, socijalno srodstvo je dinamican i slozeni kulturni
proces u kome su nesrodne individue integrisane u drustvo socijalnim vezama (Alt and
Vach 1995). Ono se definise kao bilo koji proces organizovan oko zajednickog prostora,
hrane, rada ili iskustva, i koji na taj nafin povecava socijalnu interakciju, kao i prava i
odgovornosti medu ¢lanovima zajednice (Johnson and Paul 2016). Kooperacija medu
uzim 1 Sirim srodnicima, imala je 1 veliki uticaj na verovatnoc¢u prezivljavanja deteta u
proslosti. Ovakav kulturni napredak, poput zajednicke brige o potomstvu, predstavlja
vaznu odskocnicu u ljudskoj evoluciji jer utie na povecanje populacije i fertiliteta Zena
u praistoriji (Sear and Mace 2008; Sear 2018).

lako bi u lokalnoj idealnoj populaciji trebalo da dolazi do sluc¢ajnog ukr$tanja,
socijalni faktori i te kako uti€u na odabir partnera i stvaran broj ljudi koji ostavljaju
potomstvo. Medutim, za proucavanje socijalnog ponasanja ljudi, odnosno strategije
reprodukcije i izbora partnera, potrebne su informacije o zivotnoj sredini, populacionoj
strukturi i socijalnim vezama izmedu individua (Tuci¢ 2003). Saradnja i rivalstvo izmedu
pojedinaca i grupa, kao i formiranje brakova, ¢esto zavise od porekla individue. Poznato
je da su se ljudi Cesto vencavali unutar grupa, formirajuéi odredenu srodnicku strukturu,
a u genetickom smislu povecavali stepen inbridinga, Sto moze dovesti do brojnih

geneticki uzrokovanih poremecaja®.

1.1.3. Znacaj studija srodstva
Utvrdivanje porodi¢ne organizacije u drevnim populacijama od velikog je znacaja
u analizama zajednica, jer predstavlja vezu sa socio-politickom organizacijom drevnih

drustava (Ensor et al. 2017) 1 doprinosi razumevanju socijalne strukture i socijalnih

4 Smatra se da je do poveéanog ukritanja u srodstvu dolazilo kada je saradnja medu &lanovima grupe
neophodna i u sluc¢aju velikih konflikata, te je brak u proslosti bio vazan za odrzavanje socijalnih interakcija
i Cesto je oznacavao ujedinjenje izmedu klanova zbog sukoba oko zemlje i hrane (Bittles and Black 2010).
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promena u ranim egalitarnim i hijerarhijski organizovanim drustvima (Alt and Vach
1995). Analize srodstva omogucavaju rekonstrukciju bra¢nog prebivaliSta, obrazaca
nasledivanja imovine i drusStvenog statusa, sahranjivanja, podele rada i formiranja
nejednakosti u odnosu na pol ili socijalnu poziciju individue (Alt and Vach 1995; 1998;
Stojanowski and Schillaci 2006; Larsen and Walker 2010; Meyer et al. 2012; Johnson
and Paul 2016). Informacije o ovim sustinski kratkorocnim procesima mogu biti
povezane sa pitanjima poput mobilnosti ljudi, zamena populacija, difuzije ekonomskih i
kulturnih karakteristika, kao 1 prirodom veza unutar drustva i izmedu drustava (Johnson
and Paul 2016). Socijalne veze predstavljaju esencijalni deo integracije u drustvo, a
razumevanje na koji na¢in su pojedinci ili grupe integrisane u sistem neophodan je za
proucavanje kvaliteta i nacina zivota, demografske strukture i politi¢ke i ekonomske
evolucije praistorijskih drustava.

Istrazivanje srodstva i socijalne organizacije u proslosti od velikog je znacaja za
bolje upoznavanje i sagledavanje promenljive prirode porodice - $ta je to $to oznacava
“normalnu” porodicu tokom ljudske istorije, ko ima prava na sklapanje braka i podizanje
dece ili nasledivanje materijalnog bogatstva (Johnson and Paul 2016). Ove studije mogu
doprineti razumevanju ljudskog ponasanja i drustava po pitanjima afiniteta ka stvaranju

porodice i uslova koji dovode do ostvarivanja razli¢itih porodi¢nih struktura.

1.1.4. Metode istrazivanja srodstva

Sve bioloske karakteristike coveka pod uticajem su kulture i fizicke okoline, tj.
zavise od dostupnosti prirodnih resursa, ishrane, klimatskih uslova, prisutnosti patogena,
ali 1 drustvenog konteksta u kom se odvija zivot. Stoga se biologija zivih bica i socijalni
fenomeni ne mogu posmatrati odvojeno jedno od drugog. Posmatranje samo jednog dela
dokaza nesumnjivo vodi ka pogreSnim interpretacijama, pa se bioloski i kulturni ¢inioci
moraju sagledati kao jedna celina radi potpunijeg razumevanja socijalne strukture drevnih
populacija (Meyer et al. 2012).

Informacije o organizaciji porodica u proslosti se dobijaju posmatranjem skeletnih
ostataka 1 konteksta u kom su pronadeni (Larsen and Walker 2010). Studije razli¢itih
kultura, koje se zasnivaju na ovim pristupima, polaze od premise da druStvena
organizacija moze biti koristan pokazatelj promenljive prirode porodi¢ne strukture i

mogu doprineti definisanju zajednickih porodi¢nih karakteristika unutar populacija, kao
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1 ¢iniocima koji doprinose variranju u zavisnosti od sredinskih uslova, tj. predstavljaju

adaptacije na odredenu sredinu (Sear and Mace 2008).

1.1.4.1. Antropoloski markeri

Holisticki pristup 1 integracija nau¢nih metoda u rekonstrukciji nacina Zivota
praistorijskih zajednica doprineli su razvoju bioarheologije kroz multidiciplinarna
istrazivanja koja spajaju arheologiju sa biologijom, i obuhvataju i bioloski i1 socijalni
aspekt srodstva. Drugim recCima, svaka informacija dobijena iz osteoloSkih ostataka,
ukljucujuéi i patologiju i traumu, mora biti integrisana u arheoloski i socijalni kontekst
radi dobijanja verodostojne slike o socijalnoj strukturi drustva (Meyer et al. 2012;
Johnson and Paul 2016).

Intraregionalne analize, koje se bave poredenjem fenotipskih 1 morfoloSkih
karakteristika na nivou individua, najcesc¢e se koriste za identifikaciju srodnih grupa u
nekropolama (Buikstra et al. 1990; Stojanowski and Schillaci 2006; Ricaut et al. 2010;
Meyer et al. 2012; Ensor et al. 2017). Analiza bioloske distance, koja predstavlja meru
sli¢nosti 1 razlika izmedu populacija ili grupa unutar populacija (Buikstra et al. 1990),
koristi dve klase fenotipskih osobina za dobijanje geneticke informacije: 1. kvantitativne,
tj. metricke karakteristike i 2. kvalitativne, tj. nemetricke ili diskretne karakteristike.
Metricke osobine predstavljaju kontinuirane karakteristike koje mogu imati bilo koju
vrednost u populaciji (od konkretne minimalne do maksimalne vrednosti), poput duzine
i $irine zuba ili kranijuma (Larsen 2002; Pietrusewsky 2008)°. Nemetricke (diskretne ili

diskontinuirane) osobine® odnose se na karakteristike koje se ne mogu izraziti u mernim

® Tradicionalno, varijable uzimane u metri¢kim analizama bile su linerane dimenzije (proste distance i
uglovi), definisane specificnim tackama na uzorku. Razvoj geometrijske morfometrije i 3D analize
omogucile su vizualizaciju malih promena oblika §to predstavlja jednu od znacajnih prednosti u odnosu na
tradicionalnu morfometriju. Geometrijska morfometrija se bazira na obelezavanju i merenju distanci medu
specifi¢nim tatkama i upotrebi digitalne tehnologije i tro-dimenzionalnih tehnika za vizuelizaciju (Ivanovi¢
and Kalezi¢ 2013). Primenom ove metode moguce je kvantifikovati varijabilnost u obliku morfoloskih
struktura koje se potom nezavisno analiziraju uni- i multivarijantnim statistickim metodama kako bi se
procenila sli¢nost izmedu populacija ili individua, kao i za klasifikaciju nepoznatih vrsta (Pietrusewsky
2008; Ivanovi¢ and Kalezi¢ 2013).

6 Da bi se dokazalo da individue koje poseduju mali broj retkih ili anomalnih fenotipskih karakteristika jesu
¢lanovi porodice, potrebno je proveriti da li je povecana ucestalost ovih osobina statisticki znacajna, tj.
nasledna (FiSerov t-test), a ne rezultat sluc¢ajnosti. To se postize definisanjem nulte i alternativne hipoteze.
Nulta hipoteza podrazumeva da su individue nasumicno izabrane iz populacije, dok alternativna hipoteza
podrazumeva njihovu srodnost (Stojanowski and Shillaci 2006). Male p vrednosti i odbacivanje nulte
hipoteze sugeriSu da je pojava specifi¢nih osobina u posmatranim grupama rezultat njihove genetike
povezanosti, a ne slucajnosti (Alt and Vach 1995).
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jedinicama, ve¢ su ove morfoloSke varijante ili odsutne ili prisutne u razli¢itom stepenu
fenotipske ekspresije (npr. osobina je prisutna u tragovima, parcijalno prisutna ili
kompletno prisutna).

Analize bioloske distance baziraju se na pretpostavci da populacije koje
razmenjuju partnere tokom vremena postaju fenotipski slicnije i dele odredene skeletne i
dentalne karakteristike. Tacnije, takve populacije imaju znacajno sli¢nije srednje
vrednosti za metricke osobine (poput veli¢ine i oblika), kao i slicne ucestalosti za
nemetricke osobine (zajednicka morfoloska anomalija ili varijanta), dok je konacan
efekat nizak nivo osteometrijskih razlika izmedu susednih ili sukcesivnih populacija i
opadanje fenotipske varijabilnosti (Stojanowski and Shillaci 2006). Nasuprot tome,
populacije koje medusobno ne razmenjuju partnere postaju fenotipske razli€ite brzinom
koja je srazmerna njihovoj efektivnoj veli¢ini (Stojanowski and Shillaci 2006; Larsen and
Walker 2010).

Alt i saradnici (1997) opisali su i identifikovali nekoliko preduslova koje je
potrebno zadovoljiti kako bi se utvrdilo srodstvo medu pronadenim individuama na
arheoloSkom nalaziStu. Osnovna ideja u ovim studijama je da za svaku porodicu postoji
set retkih karakteristika koje su nasledne i jedinstvene. Stoga, fenotipske karakteristike
koje se posmatraju moraju biti nasledne, retke u populaciji, nezavisne od godina i pola i
naravno dostupne za posmatranje. Dodatna zna¢ajna informacija o srodnicima dobija se
posmatranjem prostorne i vremenske organizacije arheolo§kog nalazista ukoliko su retke
osobine prisutne sa neSto ve¢om ucestaloS¢u medu individuama koje su sahranjene jedna
kraj druge (Alt and Vach 1995; Stojanowski and Shillaci 2006).

Anatomske dentalne varijante korisniji su parametri od linearnih dimenzija
kranijuma, pre svega zbog njihove bolje oCuvanosti i dostupnosti ¢ak i kada je ostatak
tela dezintegrisan (Meyer et al. 2012). Takode, dentalne osobine su pod vecom
genetickom kontrolom nego skeletne mere, lako se posmatraju i slabo su zavisne od pola
i starosti (Alt et al. 1997; Larsen 2002; Stojanowski and Shillaci 2006; Scott 2008). Alt
and Vach (1995) su objavili spisak od 137 osobina koje su korisne u utvrdivanju srodstva:
varijante krunica i korena zuba, razli€iti oblici, broj (npr. hipodoncija), veli¢ina, struktura
i pozicija zuba, odredene nemetricke osobine kranijuma i vilice i abnormalije koje
ukljucuju vilice 1 zube. Medutim, vecina osobina je pod poligenskom kontrolom, tj.

izmedu odredenih osobina postoji geneticka povezanost i te 0sobine moraju se zajedno
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posmatrati (Scott 2008). Postkranijalne mere ne mogu biti zastupljene u analizi za
procenu bioloskih veza jer nisu dovoljno geneticki varijabilne i podloZzne su promenama

pod uticajem sredinskih faktora (Buikstra et al. 1990).

1.1.4.2. Geneticki markeri

Posmatranje fizicko-antropoloskih markera, iako jeste efikasna, jeftina i
nedestruktivna metoda, ipak ima prilicna ograni¢enja u odredivanju srodstva i pola.
Naime, ove metode ogranicene su ocuvanoscu uzoraka i nepouzdanosc¢u fizickih markera
(pogotovo kod dece), a detekcija srodstva moguca je samo ukoliko je dovoljan broj
karakteristika 1 osoba uklju¢eno u analizu, pri ¢emu ne postoji mogucnost da se detektuju
specificne bioloske veze, poput roditeljstva ili brace i1 sestara. Takode, greske obuhvataju
1 greSke merenja, zavisne od samih istrazivaca. Druga velika mana fenotipskih analiza je
njihova plasticnost, tj. veliki sredinski uticaj na razvi¢e fenotipa. Stoga, slicnost u
osteometrijskim parametrima izmedu individua ne mora biti rezultat zajednickih gena veé
uticaja zajednicke sredine na razvice svojstava (Stojanowski and Schillaci 2006).

Molekularne studije su se u poslednjih 20 godina pokazale veoma efikasnim u
prevazilaZenju ogranicenja standardnih antropoloSkih metoda u odredivanju pola (Stone
et al. 1996; Skoglund et al. 2013) i veza medu ¢lanovima porodice (npr. Gill et al. 1994;
Keyser-Traqui et al. 2003; Haak et al. 2008; Deguilloux et al. 2014; O’Sullivan et al.
2018). Na taj nacin, analiza drevne DNK, uz savremene bioinformaticke metode, moze
dati uvid u porodi¢ni Zivot praistorijskih populacija, njihove socijalne mreze, obicaje
sahranjivanja, itd. Ovakav pristup omogucava odgovore na brojna pitanja - izmedu
ostalog 1 na pitanje nasledivanja materijalnog i socijalnog statusa. Takode, geneticka
informacija se moze koristiti kako bi se utvrdila geneticka varijabilnost i kretanje
populacija zavisno od pola (Knipper et al. 2017), kao i za testiranje hipoteza patri- i
matrilokalnosti.

Minisatelitski markeri, koji su se koristili u prvim studijama srodstva, brzo su
zamenjeni mikrosatelitima i nukleotidnim polimorfizmima (Weir et al. 2006; Canturk et
al. 2014). Mikrosateliti predstavljaju kratke tandemske ponovke (engl. short tandem
repeats - STR) duzine od 2-5 baznih parova koji se najcesce koriste u forenzici i testovima
ocinstva, s obzirom da su visoko polimorfni u populacijama. Ove sekvence imaju visoke

stope mutacije i heterozigotnosti. Dodatno, u populacionim analizama koriste se tzv.
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neutralni markeri ¢ija se ucestalost ne menja pod uticajem prirodne selekcije, veé se
promene deSavaju iskljucivo usled mutacija, genetickog drifta i migracija, tj. protoka
gena (Kimura 1968). Takvim mikrosatelitskim genetickim markerima ljudski genomi
obiluju.

Danas se u paleogenetickim analizama najces$¢e koriste pojedinacni nukleotidni
markeri (engl. single nucleotide polymorphism - SNP) s obzirom da su fragmenti drevne
DNK najcesc¢e kra¢i od 100 bp, pa je laksa identifikacija tackastih mutacija (zamena
pojedinacnih nukleotida) u odnosu na mikrosatelitske lokuse koji zahtevaju duze
fragmente genoma. Pojedina¢ni nukleotidni markeri mutiraju rede (znacajno niza stopa
mutacija) u odnosu na mikrosatelite, manje su varijabilni i pokazuju stabilnije
transgeneracijsko nasledivanje (Amorim and Pereira 2005). Prilikom analiza ovih
markera treba imati u vidu da se pouzdanost rezultata povecava istovremenom analizom
veéeg broja medusobno nezavisnih markera (Weir et al. 2006). U genomu postoje milioni
pojedinacnih nukleotidnih polimorfizma koji se mogu simultano analizirati, a neki od njih
pruziti i fenotipske informacije. Ovakvi markeri jesu pod uticajem prirodne selekcije i
uti¢u na adaptivnu vrednost organizama u odredenim uslovima sredine.

Genetic¢ki markeri na mitohondrijskoj DNK (mtDNK) i nerekombinovanom delu
Y hromozoma (engl. non-recombining region Y - NRY, deo Y hromozoma koji ne podleze
rekombinaciji sa X hromozomom) mogu biti korisni za odbacivanje srodstva izmedu
muskih individua, ali ne i za utvrdivanje stepena srodstva. Nedostatak ovih markera je
mogucnost rekonstruisanja genealogije samo po jednoj roditeljskoj liniji (nasleduju se
uniparentalno), kao i nemogucnost detektovanja veza, poput majke i cerke, zbog
identi¢nosti mtDNK u ¢itavoj zenskoj liniji. Dodatno, ovi markeri ne podlezu procesu
rekombinacije, koji predstavlja veliki izvor geneticke varijabilnosti, te se nove varijante
stvaraju samo mutacijama (supstitucije, insercije i delecije). Varijabilnost genetickih
markera koji se nasleduju uniparentalno takode je znacajno osetljivija na promene u
efektivnoj veli¢ini populacija, tj. promene ucestalosti ovih markera pod velikim su
uticajem genetickog drifta. Pored studija srodstva, markeri na mtDNK koriste se za
rekonstrukciju demografskih procesa koji su oblikovali varijabilnost drevnih i
savremenih populacija (npr. Haak et al. 2010; Brandt et al. 2013; Bollongino et al. 2013;
Allentoft et al. 2015; Haak et al. 2015; Fu et al. 2016).
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Za razliku od mtDNK i Y hromozoma, markeri na autozomima nasleduju se od
oba roditelja — po jedan alel od svakog roditelja se prenosi na potomstvo pri ¢emu nastaju
kombinacije ovih alela. Analiza kompletnih genoma omogucava preciznu detekciju
porodicnih veza i dobijanje informacije o procesima meSanja populacija, kao 1 odgovore
na brojna demografska pitanja - npr. da li postoje razlike u migracijama muskog i Zenskog
pola.

| pored toga Sto je ispitivanje drevne DNK znacajno efikasnija i specificnija
metoda za utvrdivanje porodi¢nih veza, klasicno arheoloSke metode su Cesto jedine
dostupne zbog visoke cene, zahtevnih uslova i opreme, kao i zbog nedovoljne ocuvanosti
molekula DNK. U takvim slu¢ajevima, korisno je koristiti fenotipske karakteristike i
specificnu organizaciju nekropole kao procenu srodnosti i socijalne organizacije
populacije (Haak et al. 2008; Ricaut et al. 2010). Dodatni problem paleogenetickih
istrazivanja Cesto su i malobrojnost individualnih skeletnih ostataka i njihova nejednaka
1 ograni¢ena geografska distribucija. Iz ovih razloga, Cesto je nemoguce nasumicno
odabrati uzorke za analizu, te se statisticki modeli moraju specijalno prilagodavati.
Takode, pazljiva interpretacija paleogenetiCkih podataka je neophodna i mora biti
posmatrana u kontekstu i u skladu sa hemijskim, arheoloSkim i antropoloskim podacima,

u medusobnoj saradnji geneticara, arheologa, antropologa i lingvista.

1.2. Drevna DNK

1.2.1. Razvoj paleogenetike

Razvojem metoda poput lan¢ane reakcije polimeraze (engl. polymerase chain
reaction - PCR) (Mullis and Faloona 1987) i najpre Sangerove metode sekvenciranja
(Sanger et al. 1977), a potom i nove generacije sekvenciranja — NGS (engl. new
Generation Sequencing) (Margulies et al. 2005; Bentley et al. 2008) omogucena je
amplifikacija i odredivanje sekvence veoma male koli¢ine DNK prisutne u arheoloskom
materijalu.

Osnovni cilj paleogenetike je kvantifikacija genetiCkog diverziteta u razli¢itim
vremenskim periodima i klimatskim uslovima i prouocavanje procesa koji su doveli do
formiranja genetickog diverziteta kakvog detektujemo danas. Molekularna evolucija

podrazumeva promene na genima i promene u ucestalosti alela u populaciji. Ona je
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rezultat dinamicnih i sloZzenih procesa poput prirodne selekcije, razlicitih demografskih
procesa (promene u veli¢ini populacije, meSanja i zamena populacija, migracije, prolaska
kroz uska grla), i stohasti¢kih procesa poput genetickog drifta i mutacija (Stoneking and
Krause 2011; Li and Durbin 2011; Lazardis et al. 2014; 2016). Da bi se razumela sloZzena
istorija predasnjih populacija i procesa koji su doveli da stvaranja geneticke varijabilnosti
savremenih populacija, svi ovi procesi se moraju uzeti u obzir.

Studije drevne DNK omogudile su rekonstrukciju istorije ljudskih populacija i
pruzile odgovore na dugo postavljena pitanja o poreklu populacija (Ingman et al. 2000;
Slatkin and Racimo 2016), filogenetskim odnosima izmedu izumrlih i savremenih vrsta,
kao i o vremenu divergencije medu njima’ (Green et al. 2010; Reich et al. 2010). Analize
drevne DNK omogucile su i otkrivanje novih vrsta, poput denisovaca, i to samo iz molara
i malog dela prsta u Sibiru (Reich et al. 2010)8.

Sa porastom broja i preciznosti studija ljudskih populacija doSlo se i do
informacija o velikim migracijama, demografskim promenama i protoku gena izmedu
populacija, kao i na koji nain su ovi procesi doprineli promenama u genetickoj
varijabilnosti. Studije su vodile ka saznanju o trojnom poreklu danasnjih Evropljana: od
zapadnih lovaca sakupljac¢a (engl. Western hunter-gatherers - WHG), populacija koje

vode poreklo sa Bliskog istoka i dolaze u Evropu za vreme neolita (engl. Early European

"Sa analizama drevne DNK rasvetljene su filogenetske veze moe, mamuta i mastodona, velikih lenjivaca,
pecinskog lava, medveda iz Pleistocena i mnogih drugih (Pd4bo et al. 2004). Takode se danas mnogo vise
zna o susretu neandertalskog (Homo sapiens neanderthalensis) i savremenog ¢oveka (Homo sapiens
sapiens) (Green et al. 2010; Fu et al. 2016). Savremeni ljudi napustili su Afriku pre oko 50,000 - 80,000
godina i na svom putu sreli su neandertalce na Bliskom istoku (pre oko 37,000 - 86,000) (Priifer et al. 2014,
Sankararaman et al. 2014; Fu et al 2014; 2015), a potom i denisova populaciju u Novoj Gvineji (Green et
al. 2010). Na osnovu prvih analiza mtDNK pretpostavilo se da do meSanja izmedu neandertalaca i
anatomski modernog ¢oveka nije doslo (Krings et al. 1997), s obzirom da se njihova mtDNK razlikovala
od mtDNK savremenih populacija. Medutim, ova moguénost se nije mogla odbaciti jer je doprinos
neandertalskih gena mogao biti izgubljen u procesima genetickog drifta ili kontinuiranim prilivom DNK
anatomski savremenog Coveka u neandertalski genski fond (Padbo et al. 2004). Kasnija istrazivanja jedarne
DNK pokazala su da je do meSanja ipak doslo (Green et al. 2010) i da su genomi ljudi iz neafrickih
zna da prose¢no 2% genoma savremenog ¢oveka u Evroaziji poti¢e od neandertalaca, dok drevni genom
savremenog ¢oveka sadrZi visi procenat neandertalske DNK (Fu et al. 2016). S obzirom da stupanje u
kontakt sa populacijama koje sadrze nizu stopu neandertalske DNK ne moze objasniti primetno smanjenje
kod savremenih ljudi, smatra se da je prirodna selekcija delovala protiv neandertalske DNK u ljudskom
genomu (Fu et al. 2016).

8 Denisovci predstavljaju sestrinsku grupu neandertalaca, koja se od njih odvojila nakon §to su se preci
savremenog ¢oveka rastali od neandertalaca. Komponenta genoma denisovaca moze se na¢i kod ljudi koji
naseljavaju Maleziju, kod starosedeoca na australijskom kontinentu, i u manjoj meri kod isto¢nih Azijata
(Slatkin and Racimo 2016).
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farmers - EEF), i Jamne populacije poreklom iz stepa (Allentoft et al. 2015; Mathieson
et al. 2015; Haak et al. 2015; Fu et al. 2016; Lazaridis et al. 2016; Lipson et al. 2017).

Promene ucestalosti alela nekih gena mogu biti i rezultat adaptacije na razlicite
uslove sredine (Pédbo et al. 2004). U odredenim slucajevima, kada su fenotipske promene
proizvod pojedinacnih mutacija, moguce je ustanoviti delovanje prirodne selekcije
analizama drevne DNK. Takve studije radene su, na primer, u slucaju pigmentacije
(Wilde et al. 2014) i gena za toleranciju na laktozu (Itan et al. 2009; Saag et al. 2019;
Burger et al. 2020).

Analize drevne DNK omoguéile su i determinisanje kompletnih genoma
mikroorganizama, $to je znaCajno za studije paleopatologije, s obzirom na to da su
patogeni prisutni u velikoj koli¢ini u mekanom tkivu, a relativno mali broj njih ostavice
tragove i lezije na kostima i zubima. Otkri¢e ovih patogena doprinelo je saznanjima o
njihovom poreklu i koevoluciji sa domacéinima (npr. Schuenemann et al. 2011; 2013;
Rasmussen et al. 2015). Takode, poslednjih godina sve viSe se analiziraju 1 uporeduju
mikrobiomi predasnjih 1 savremenih populacija do ¢ijih je promena doslo usled kulturnih
inovacija, najpre sa razvojem poljoprivrede 1 domestikacije zivotinja pre oko 10,000
godina, a potom i sa industrijskom revolucijom (Tito et al. 2012; Adler et al. 2013;
Warinner et al. 2015).

Kulturne inovacije i ekoloske promene uticale su na zivot ljudi, dovodile do
migracija i interakcija medu populacijama, i doprinele njihovom razvoju i promenama u
socijalnoj organizaciji. Genetic¢ki markeri pokazali su se korisnim u studijama socijalne
organizacije (Keyser-Traqui et al. 2003; Haak et al. 2008; Mittnik et al. 2019), za
odredivanje pola individue kod dece i nedovoljno ocuvanih skeletnih ostataka (Stone et
al. 1996; Skoglund et al. 2013), utvrdivanje dinamike maternalnih i paternalnih linija
(Mittnik et al. 2019; Furtwangler et al. 2020, Sjogren et al. 2020), kao i istorije migracija
muskaraca i zena (Knipper et al. 2017).

Pre razvoja nove generacije sekvenciranja, analize drevne DNK uglavnom su bile
zasnovane na analizi hipervarijabilnih regiona mtDNK (Krings et al. 1997). Postojanje
mitohondrija u stotinama kopija u ¢eliji omogucava lakse izolovanje DNK iz arheoloskog

materijala. Mitohondrijska DNK ima veliku stopu mutacije i nasleduje se samo po
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ma;j¢inoj liniji, pri ¢emu ne dolazi do rekombinacije®. Razvoj NGS omogucio je analizu
ne samo kompletne mtDNK (npr. Krause et al. 2010; Meyer et al. 2014), ve¢ i kompletne
jedarne DNK, a time 1 analize genetickih markera na jedarnom genomu i
nerekombinovanim delovima Y hromozoma, najpre iz 20,000 godina starog mamuta
pronadenog u Sibiru (Miller et al. 2008), a potom i ¢oveka: paleo-Eskimo individue sa
Grenlanda® (Rasmussen et al. 2010), neandertalaca (Green et al. 2010; Priifer et al. 2014),
denisovaca u Rusiji (Reich et al. 2010; Meyer et al. 2012), najstarijeg ljudskog genoma
do sada izolovanog (starog oko 430,000 godina) Sima de los Huesos u Spaniji (Meyer et
al. 2016), slavnog Otzi-jal! (Keller et al. 2012; Sikora et al. 2014), itd. Veliki potencijal
ovih studija naro¢ito ¢e do¢i do izrazaja kada izolovanje drevne RNK (Smith et al. 2014;
2019), kao i epigeneticke studije (Gokhman et al. 2016), postanu sastavni deo istrazivanja

paleogenetickih laboratorija.

1.2.2. Oc¢uvanost drevne DNK

Iako su metode molekularne biologije znacajno napredovale, odredena
ograni¢enja u analizama drevne DNK i dalje postoje. Pored visoke cene i destruktivne
prirode analiza, glavni ogranicavajuéi faktori predstavljaju o¢uvanost drevne DNK i
njena mala koli¢ina u uzorku.

Degradacija makromolekula DNK poc¢inje odmah nakon smrti organizama kada
mehanizmi popravke DNK i kontrolni mehanizmi enzima nukleaza vise ne postoje, $to
dovodi do trajnog naruSavanja integriteta genoma (Lindahl 1993). Inicijalni faktor

degradacije je aktivnost endogenih nukleaza, koje su u zivim ¢elijama pod strogom

9 MtDNK je dvolanéani, kruzni molekul, koji se sastoji od lakog i teSkog lanca, §to je rezultat nejednake
raspodele G i C baza u lancima. Sadrzi 16,569 bp i gene neophodne za procese oksidativne fosforilacije i
dobijanje Celijske energije (Anderson et al. 1981). Na mtDNK razlikuju se kodirajuéi region i 1,100 bp dug
kontrolni region, u okviru kojeg se nalaze i hipervarijabilni regioni (HVS-1, HVS-1I i HVS Il1) koji su se
najéesce koristili za analize varijabilnosti populacija. Mutaciona stopa mtDNK (pogotovo u kontrolnom
regionu) prevazilazi stopu mutacije jedarnog genoma, $to moze biti posledica nedostatka popravnih
mehanizama ili prisustva slobodnih radikala formiranih tokom procesa celijskog disanja (Witas and
Zawicki 2004). Takode, metoda molekulskog sata, kada se uzmu u obzir razlicite stope mutacija i reverzne
mutacije, moze se koristiti za procene starosti zenskih linija i vremena njihove divergencije (Witas and
Zawicki 2004).

10 paleo-Eskimo populacija predstavlja prvu populaciju ljudi koja je zapocela ekspanziju iz Sibira na Arktik
pre oko 4,500 godina, i ¢ija se migracija razlikuje od prethodnih koje su dovele do stvaranja americkih
starosedeoca, pre oko 13,000 godina (Rasmussen et al. 2010; Slatkin and Racimo 2016).

11 Otzi je 5,300 godina stara mumija pronadena u Alpima, ¢iji genom pokazuje sli¢nosti sa danasnjim
populacijama Sardinije (Keller et al. 2012; Sikora et al. 2014).

17



kontrolom. Takode, kosti gube svoju gustinu i postaju porozne, Sto za posledicu ima lakse
i dublje prodiranje vode u tkivo i degradaciju biomolekula (Dabney et al. 2013).

Koli¢ina mikroorganizama (MO), bakterija ili gljiva, koji dalje razlazu molekule,
kao 1 njihova enzimska aktivnost, zavise od spoljasnje sredine, te se proces degradacije
usporava niskim temperaturama (T) ili brzim isuSivanjem tela. Medutim, hemijski procesi
poput oksidacije 1 hidrolize, uti¢u na strukturu i stabilnost DNK molekula bez obzira na
uslove i podsti¢u dalju degradaciju i modifikaciju molekula u odsustvu mehanizama
popravke DNK (Lindahl 1993; P&abo et al. 2004). Rezultat ovih procesa je fragmentovan
molekul DNK sa odredenim strukturalnim promenama. Iz ovog razloga, u arheoloskim
uzorcima uvek je pored male koli¢ine endogene DNK (DNK od interesa) prisutna i velika
koli¢ina egzogene DNK (sredinska DNK) (Briggs et al. 2007; Marciniak et al. 2015).

Iako je zapazeno da se fragmentacija DNK povecava sa staroS¢u uzorka (Allentoft
et al. 2012), ova korelacija nije uocena kada su poredeni uzorci sa razli¢itih arheoloskih
nalaziSta (Sawyer et al. 2012). Iz ovoga sledi da mnogi procesi utiCu na ocuvanost
makromolekula, tj. da analiza u najvecoj meri zavisi od sredine u kojoj je uzorak
pronaden, a tek onda od starosti (Marciniak et al. 2015; Llamas et al. 2017). Koli¢ina
endogene DNK moze znacajno varirati ¢ak i u okviru jednog arheoloskog nalazista, jer
koli¢ina vode, salinitet, pH, kao i brzina rasta MO, variraju na “mikroskali” (Dabney et
al. 2013).

Sredina u kojoj je DNK najbolje ocuvana je ona u kojoj nema velikih promena
temperature i vlaznosti, jer vlaznost u kombinaciji sa visokom T dovodi do brZe diageneze
kostiju i degradacije biomolekula (Bollongino et al. 2008). Voda predstavlja glavni faktor
degradacije, jer dovodi do razlaganja apatita u kostima i omogucava rast i razmnozavanje
MO. Povecane temperature ubrzavaju hemijske reakcije i razmnozavanje MO, a sunceva
svetlost takode uvecava koli¢inu slobodnih radikala koje vode ka oksidaciji DNK
(Bollongino et al. 2008). Degradacija molekula DNK zavisi i od tipa zemljista u kojem
se uzorak nalazi, te optimalna kiselost zemljiSta za oCuvanje molekula iznosi pH 7.8
(Pruvost et al. 2007; Bollongino et al. 2008).

Permafrost predstavlja sredinu gde su biomolekuli odlicno ocuvani i uspesno

izolovani iz biljaka (Willerslev et al. 2007), mikroorganizama (Bellemain et al. 2013,
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Legendre et al. 2014), zivotinja*? (Orlando et al. 2013) i ljudi (Rasmussen et al. 2010).
Pecine, zbog konstantne hladne i1 suve klime tokom cele godine, takode predstavljaju
odlican izvor dobro ocuvanih arheoloskih uzoraka. S obzirom da su pecine tamna,
anaerobna i blago bazna zemljista, aktivnost MO je smanjena, a razlaganje kostiju
usporen proces (Bollongino et al. 2008). Nasuprot pe¢inama, DNK je loSije o¢uvana na
otvorenim arheoloskim nalaziStima, kao i na mestima sa toplijom klimom gde su
temperature visoke i vlaznost vazduha velika (Bollongino et al. 2008). Ovo u znacajnoj
meri moZe uticati na kvalitet istrazivanja i moguénost odgovara na antropoloska pitanja3.

Zbog malih razlika u mikroklimi, koje mogu dovesti do znacajnih razlika u
pogledu ocuvanosti makromolekula, jedini pouzdani metod da se proveri o¢uvanost DNK
jeste skrining sekvenciranje uzoraka. Medutim, neki pokazatelji za dobru o¢uvanost DNK
mogu biti svetlija boja kostiju i kosti koje nisu porozne i ne sadrze pukotine (Bollongino

et al. 2008).

1.2.3. Degradacija drevne DNK
Najces¢e promene koje se dogadaju na drevnoj DNK su: 1. fragmentacija
molekula, 2. stvaranje lezija koje blokiraju amplifikaciju, 3. stvaranje lezija koje dovode

do pogresnog sparivanja baza.

1.2.3.1. Fragmentacija molekula

Glavna karakteristika drevne DNK je redukcija u veli¢ini ovog molekula, na
fragmente krace i od 70 bp, a u slu¢aju optimalnih uslova (kada su procesi degradacije
usporeni) na fragmente veli¢ine oko 100-500 bp (P&ébo et al. 2004; Knapp and Hofreiter
2010; Dabney et al. 2013). Do fragmentacije dolazi odmah nakon smrti organizama, kao
Sto je ve¢ navedeno, usled aktivnosti MO i enzima nukleaza koji katalizuju hidrolizu
fosfoestarskih veza u DNK okosnici na specifiénim “vru¢im” mestima (engl. hot spots)

izmedu nukleozoma (Lindahl 1993).

12 Do skoro, najstarija izolovana DNK je bila DNK izolovana iz 700,000 godina starog konja pronadenog
u permafrostu (Orlando et al. 2013). Nedavno je objavljeno da su istrazivaci uspeli da izoluju DNK iz zuba
milion godina starog mamuta, takode pronadenog u permafrostu (https://www.nature.com/articles/d41586-
021-00442-2).

13 Na primer, uzorak denisova individue, pronadenog u peé¢ini u juznom Sibiru, sadrzao je ¢ak 70%
endogene DNK (Reich et al. 2010), dok je samo 0.01% - 0.03% endogene DNK izdvojeno iz ranog
modernog coveka u pecini u severnoj Kini (Fu et al. 2013).
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NGS tehnologija omogucdila je sekvenciranje krajeva kratkih fragmenta DNK i
dobijanje informacije o tome da li je redukcija u velicini DNK posledica hidroliticke
depurinacije (gubitka adenina - A i guanina - G) (Briggs et al. 2007; Meyer et al. 2012).
Usled depurinacije, DNK lanac podleZe reakciji B eliminacije, §to rezultuje u hidrolizi
fosfoestarskih veza u okosnici i prekidu lanca DNK (Lindahl 1993; Pa&bo et al. 2004;
Dabney et al. 2013). Rezultat B eliminacije su krajnji 5”-fosfatni i 3"-aldehidni krajevi
(Slika 1.4.). Analize konja iz pleistocena starog 40,000 godina (Orlando et al. 2011)
takode su pokazale da je G na 5" krajevima prisutniji od A, tj. da je depurinacija G Ce$ca,
Sto je najverovatnije posledica rezonantne strukture guanina koja zahteva nizu
aktivacionu energiju za pucanje N-glikozidne veze (Overballe-Petersen et al. 2012;
Dabney et al. 2013). Medutim, A je dominantan na 5" krajevima u relativno mladim
uzorcima (oko 100 godina) (Sawyer et al. 2012) usled degradacije enzimima (Dabney et
al. 2013). Bitno je jo§ pomenuti da nije zapaZena korelacija DNK fragmentacije sa

godinama uzorka (Sawyer et al. 2012).
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Slika 1.4. Fragmentacija molekula DNK izazvana hidrolitickom depurinacijom. Prvo dolazi
do hidrolize N-glikozidne veze izmedu purina i Secera, §to rezultuje u oslobadanju baze. Potom
je DNK lanac fragmentovan u procesu 8 eliminacije, ostavljaju¢i 5 -fosfatne i 3"-aldehidne
krajeve. (Slika preuzeta i modifikovana iz Dabney i saradnici (2013)).

1.2.3.2. Stvaranje lezija koje blokiraju amplifikaciju DNK

Prilikom izlaganja uzoraka jonizuju¢em zrac¢enju dolazi do oksidacije i formiranja
slobodnih radikala (02, OH", i H202) koji napadaju dvostruke kovalentne veze u bazama
i okosnici DNK, sto za posledicu ima fragmentaciju baznih prstenova i $eCernog prstena
(Hofreiter et al. 2001; Paabo et al. 2004). Rezultat oksidacije, pre svega pirimidina

(citozina - C i timina - T), jesu modifikovane baze koje se nazivaju hidantoini, molekuli
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koje Taq polimeraza ne prepoznaje tokom umnozavanja PCR metodom (Hofreiter et al.
2001; Dabney et al. 2013). UV radijacija dovodi i do stvaranja veza izmedu timina ¢ime
se takode blokira amplifikacija (Paébo et al. 2004).

Drugi tip oSte¢enja koji blokira DNK polimerazu jeste formiranje kovalentnih
veza izmedu razli¢itih DNK fragmenata, a ponekad i izmedu dezoksiriboze i primarnih

amino grupa u proteinima, kao $to je to slu¢aj u koprolitima (Péaibo et al. 2004).

1.2.3.3. Stvaranje lezija koje dovode do pogreSnog sparivanja baza

N-glikozidna veza izmedu baze i Secera u molekulu DNK podlozna je hidrolizi
§to dovodi do destabilizacije DNK i fragmentacije lanca (Lindahl 1993). Hidroliza u
prisustvu kiseline dovodi do gubitka baze i primarne strukture DNK. Pokazano je da se
depurinacija (A 1 G) deSava cesce 1 brze nego depirimidinacija (C 1 T) (Mitchell et al.
2005; Briggs et al. 2007).

Medutim, baze adenin, citozin, 5-metilcitozin i guanin, takode su podlozne
hidrolitickoj deaminaciji (gubitak amino grupe), $to dovodi do stvaranja hipoksantina,
uracila, timina, i ksantina, redom (Paabo et al. 2004). Ovakve promene ne ometaju
amplifikaciju DNK, ali ¢e prilikom umnozavanja lanaca do¢i do pogreSnog sparivanja
baza. Dvolan¢ana DNK inace pruza dobru zastitu od ovakve deaminacije (Lindahl 1993).

Pored fragmentacije, naj¢eS¢a promena u molekulu drevne DNK upravo je
uzrokovana hidrolizom i predstavlja deaminaciju C u U (Slika 1.5.), §to za posledicu ima
zamenu C sa T tokom aplifikacije DNK u 5" - 3" pravcu (Paabo et al. 2004; Stiller et al.
2006). U toku amplifikacije U ¢e se sparivati sa A, koji ¢e dalje, prilikom umnozavanja
lanca, dovesti do ugradnje T po principu komplementarnosti lanaca. Nakon
sekvenciranja, referentni genom bice bogat C, a drevni genom T bazama (Slika 1.6.).
Komplementarni kraj drevne DNK odlikuje se tranzicijama G u A (Briggs et al. 2007;
Brotherton et al. 2007). Promene C u T deSavaju se slicnom i visokom ucestalo$¢u na oba
kraja DNK fragmenata (Orlando et al. 2011; Meyer et al. 2012), gde se ¢ak i do 40% C
pojavljuje kao T, dok se ove supstitucije smanjuju ka unutraSnjosti molekula (Briggs et
al. 2007; Brotherton et al. 2007). Deaminacija je takode dva puta brza u jednolan¢anoj
nego dvolancanoj DNK (Lindahl 1993), te se smatra da su mnogobrojne C u T supstitucije
posledica prisustva jednolancanih krajeva u drevnoj DNK (Briggs et al. 2007; Orlando et
al. 2011).
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Slika 1.5. Deaminacija C u U. Ova deaminacija rezultuje u pojavi T umesto C na referentnom
genomu i pojavi A umesto G na referentnom genomu usled komplementarnosti lanca. (Slika
preuzeta i modifikovana iz Dabney i saradnici (2013)).

Jedan od nac¢ina da se ove promene uklone jeste upotreba enzima uracil-N-
glikozilaze, koji uklanja U i ostavlja prazno mesto koje se kasnije popravlja
endonukleazom V111 (Hofreiter et al. 2001; Briggs et al. 2010). Ova karakteristika drevne
DNK je u prvim koracima analiza, kada se proverava ocuvanost endogene DNK, veoma
korisna jer je zajedno sa proverom duzine fragmenata DNK postala glavni kriterijum za
proveru autenti¢nosti rezultata u analizama (Ginolhac et al. 2011; Jonsson et al. 2013).
Nasuprot duzini fragmenata, zapazeno je da je proporcija supstitucija C u T na 5
krajevima lanaca pozitivno korelisana sa staro$¢u uzoraka (Sawyer et al. 2012).

Deaminacija

citozina
Jednolancani
- ACGTGATCAAG%E ACGTTGCACGGA] DNK molekul
PCR amplifikacija
i sekvenciranje

Dobijena sekvenca
ACGTGATCAAGTEITACGTTGCACGGA

= nakon sekvenciranja

LOLE 1L LRI L .
gm@éms“;m;m
\/

Stvarna razlika Razlika usled oStecenja DNK
u genomima

Slika 1.6. Pogresno sparivanje baza usled hidroliticke deaminacije citozina. (Slika preuzeta
i modifikovana iz Stiller i saradnici (2006)).

1.2.4. Kontaminacija savremenom DNK

Prvi pokusaji izolacije drevne DNK zapoceti su jo§ 1984. 1 1985. godine, kada su
i objavljeni rezultati analize dela mtDNK iz izumrlog rodaka zebre Equus quagga
(Higuchi et al. 1984) i deo DNK iz 2,400 godina stare egipatske mumije (Paébo 1985).

Nakon toga, usledila su uzbudljiva otkrica poput DNK dinosaurusa (Woodward et al.
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1994), DNK izdvojene iz hloroplasta miocenske biljke (Golenberg et al. 1990) ili ¢ilibara
(DeSalle et al. 1992). Medutim, pokazalo se da su prvi izolati drevne DNK bili lazno
pozitivni i posledica kontaminacije savremenom DNK. Upravo su ova pionirska
istrazivanja bila od velikog znacaja jer su dovela do saznanja da kontaminacija
savremenom DNK predstavlja najveci izazov u istrazivanjima.

Prilikom izolovanja drevne DNK, ne dolazi samo do izdvajanja endogene DNK,
ve¢ 1 DNK poreklom od MO (Briggs et al. 2007; Marciniak et al. 2015; Llamas et al.
2017). U izolatu se takode moze naci i kontaminant, ¢iji su DNK fragmenti veoma sli¢ni
endogenoj DNK (Slika 1.7.). Na primer, DNK mikroorganizama ne predstavlja problem
u istrazivanjima humanog genoma, ali ¢e zbog geneticke srodnosti biti kontaminant u
slucaju studija drevnih patogena. U studijama drevnih zivotinjskih i biljnih vrsta,
kontaminacija naj¢eS¢e potice od referentnih vrsta koje se koriste u komparativnim
studijama (Yang and Watt 2005).

Zbog porozne strukture kostiju kontaminacija ¢e uvek predstavljati problem u
paleoantropoloskim istrazivanjima. Godine rada 1 iskustva bile su potrebne da bi se
razvile metode i mere predostroznosti kako bi se kontaminacija svela na minimum i
smanyjila cena analiza (Hofreiter et al. 2001; Péadbo et al. 2004). Za pocetak, sve analize
drevne DNK moraju se obavljati u specijalnim laboratorijama posveéenim samo ovim
analizama (Knapp et al. 2012). Ovakve laboratorije sterilizovane su UV svetlom?4,
povrSina i aparati obrisani pomocu izbeljivaca i agensom koji uniStava DNK (DNA-
Exitus-Plus), a istrazivaci su obuceni u zastitno odelo sa vise pari rukavica (Champlot et
al. 2010; Knapp et al. 2012). Deo laboratorije za pripremu uzorka i NGS biblioteke (pre-
PCR sobe) i deo laboratorije za umnozavanje molekula (post-PCR sobe)'® moraju biti
odvojene i opremljene HEPA ventilacijom sa pozitivnim pritiskom vazduha, kako bi se

sprecilo da vazduh spolja ulazi u laboratoriju (Knapp et al. 2012). Medutim, i pored svih

14 UV svetlo (254 nm) dovodi do formiranja dimera timina koji spre¢avaju amplifikaciju jer predstavljaju
barijeru za Taq polimerazu. Takode, UV svetlo dovodi do oksidacije baza i prekida jednolancane i
dvolancane DNK. Ovaj nacin dekontaminacije efikasan je samo do odredenog stepena jer je efikasnost
dekontaminacije ograni¢ena na povrsine koje su blizu lampi. Takode, DNK kontaminante na laboratorijskoj
opremi je teSko odstraniti UV svetlos¢u (Champlot et al. 2010).

15 PCR metoda je moguéi izvor kontaminacije, jer zbog velike senzitivnosti ove tehnike, postoji opasnost
umnoZzavanja i kontaminanta iako je prisutan u znatno manjoj koli¢ini (Yang and Watt 2005; Champlot et
al. 2010; Llamas et al. 2017). Cak i kada je kontrola ¢ista, do kontaminacije moze doéi zbog takozvanog
efekta nosaca, kada se niska koncentracija kontaminanta vezuje za Secere ili MO koji postaju njihovi nosaci
i umnozavaju se za vreme PCR reakcije (Pdabo et al. 2004). Na taj nacin, kontaminant je umnozen zajedno
sa izolatom. Ovde je vazna negativna kontrola, jer tu ne postoje molekuli-nosadéi.
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predostroznosti, do kontaminacije moze do¢i zbog nepaZnje istrazivaca ili zbog
kontaminacije reagenasa'® (Champlot et al. 2010). 1z tog razloga, svi rezultati moraju biti
reproduciblilni, a prilikom svakog eksperimentalnog koraka ukljucene negativne kontrole

u kojima ne postoji uzorak.

B Endogena DNK od interesa

@ Egzogena DNK
° DNK koja nije od interesa
A\ sredinska DNK
@) Kontaminant

@ Nepoznata DNK

Slika 1.7. 1zolat drevne DNK. (Slika preuzeta i modifikovana iz Marciniak i saradnici (2015)).

U prvim koracima istrazivanja specijalna paZnja posvecuje se procesu
dekontaminacije koji podrazumeva povrSinsko uklanjanje potencijalnih izvora
kontaminacije (Champlot et al. 2010). Procesi dekontaminacije mogu biti destruktivni po
endogenu DNK, te treba pazljivo odabrati metod ili njihovu kombinaciju, a najcesce se
koriste UV zracenje, fizicko uklanjanja kontaminacije (poput peskiranja), preinkubacija
u fosfatnom puferu (Korlevi¢ et al. 2015) ili EDTA (Der Sarkissian et al. 2014; Damgaard
et al. 2015), kao i tretiranje malih uzoraka poput zuba ili slu$nih ko3¢ica izbeljivacem?’
(Malmstrom et al. 2007; Adler et al. 2013; Korlevi¢ et al. 2015).

Medutim, s obzirom da i dalje postoji problem dokazivanja kontaminacije uzoraka
sa starijih iskopavanja, kada su istraZzivanja drevne DNK jo$§ uvek bila nepoznanica,
potrebno je kombinovati nekoliko programa za dekontaminaciju nakon sekvenciranja
DNK jer stariji kontaminant takode podleze degradaciji i procesima depurinacije

(Champlot et al. 2010).

8 Domace zivotinje najéesée su koriséene kao izvor agenasa (na primer, govedi serum ili Zelatin), pa mogu
biti i izvor kontaminacije (Champlot et al. 2010).

7 Provera efikasnosti dekontaminacije kvantitativnom PCR metodom pokazala je da je najefikasniji metod
ispiranje izbeljivacem. U manjoj meri je efikasno jednocasovno osvetljivanje UV svetlom na bliskim
distancama (10 cm) u sluc¢aju kada odredeni materijali ne smeju biti tretirani izbeljivacem (Champlot et al.
2010).
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1.2.4.1. Adekvatno rukovanje arheoloskim materijalom

S obzirom na cenu molekulskih analiza drevnih uzoraka i problema koji su
skopéani s njima, uzorci zahtevaju adekvatno rukovanje, §to je detaljno opisano u Zegarac
(2019). Sve osobe koje su u kontaktu sa arheoloskim materijalom moraju preduzimati sve
moguce mere zastite kako se ne bi desile dodatne degradacije i kontaminacije (Yang and
Watt 2005; Pruvost et al. 2007; Bollongino et al. 2008; Allentoft et al. 2012; Llamas et
al. 2017).

Uzorke ne treba ispirati (u slucaju potreba muzeja trebalo bi ih ocistiti cetkom),
jer voda, kao 1 soli i bakterije koje voda sadrzi, ubrazavaju degradaciju DNK. Uzorke bi
trebalo zakloniti od sunca, pustiti ih da se osuse, 1 tek onda spakovati odvojeno u plasti¢ne
i Ciste kese, kako bi se sprecilo da vlaga stvori idealne uslove za rast MO. Obavezno treba
nositi rukavice prilikom kontakta sa uzorcima i menjati ih izmedu rukovanja razli€itim
uzorcima i nakon dodirivanja drugih objekata. Alatke koje se koriste moraju biti o¢iS¢ene
izbeljivacem i dobro osusene kako izbeljivaé ne bi dodatno unistio uzorak (Zegarac
2019).

Pozeljno je skladistiti uzorke na suvim mestima gde nema variranja u temperaturi
1 vlaznosti buduci da ovi faktori mogu podstaci hidrolizu i dalji rast MO. Optimalno mesto
za Cuvanje uzoraka je frizider, a ukoliko se DNK analiza odlaze potrebno je ¢uvanje na
temperaturi od -20 do +4°C (Pruvost et al. 2007; Bollongino et al. 2008). Cesto menjanje

mesta i promene u temperaturi i vlaznosti treba izbegavati.

1.2.5. Materijal za izolovanje DNK

Izbor materijala za izolovanje drevne DNK =zavisi od cilja istrazivanja,
dostupnosti, starosti i oCuvanosti materijala, kao i njegove otpornosti na kontaminaciju.

Kalcifikovan materijal je najcesc¢i izbor za izolaciju drevne DNK, pre svega zbog
njegove dostupnosti. Zube odlikuje manja poroznost u odnosu na kosti, pa su i manje
izloZeni kontaminantima. Prilikom odabira zuba za analize, najpozeljniji je koren molara
glatke povrsine (Damgaard et al. 2015; Hansen et al. 2017; Llamas et al. 2017). Zubi su
takode veoma korisni prilikom analize patogena koji mogu ostati zarobljeni u dentalnoj
pulpi (Bos et al. 2011; Schuenemann et al. 2011; Wagner et al. 2014), ili u studijama
mikrobioma u kojima kamenac sluzi kao izvor oralnih bakterija (Adler et al. 2013;

Warinner et al. 2014).
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Kosti za potrebe analize drevne DNK moraju biti o¢uvanih povrSina i bez znakova
patologije (poput linija i crnih rupa usled napada MO) (Parker et al. 2020). Cvrste, teske
i kompaktne kortikalne kosti, poput tibije i femura, pogodnije su za analizu DNK od
sunderastih kostiju, kao Sto su rebra, skapularne kosti, pelvis, i neki delovi lobanje, jer
porozan materijal dozvoljava ulazak vode i kontaminaciju (Bollongino et al. 2008;
Llamas et al. 2017).

Pravu revoluciju u istrazivanju DNK izazvalo je otkri¢e da izolavanje iz petroznog
dela temporalne kosti sisara omoguc¢ava dobijanje najvece koli¢ine endogene DNK, ¢ak
4-16 puta vece od materijala dobijenog iz zuba (Gamba et al. 2014; Pinhasi et al. 2015),
a 183 puta viSe u odnosu na ostale kosti (Gamba et al. 2014). Petrozna kost predstavlja
najguscu kost sisara, ¢ije je remodelovanje tokom individualnog razvi¢a manje u odnosu
na ostale kosti, pa su bakterijski uticaj kao i hemijske promene nakon smrti najmanje'®
(Hansen et al. 2017; Furtwéngler et al. 2018). Uzorkovanjem najgusé¢ih delova petrozne
kosti dobija se manje mitohondrijske DNK u odnosu na jedarnu DNK (Furtwéngler et al.
2018).

Ovo otkrice omogucilo je dobijanje informacije iz arheoloSkog materijala
pronadenog i u veoma toplim krajevima, poput Bliskog Istoka (Broushaki et al. 2016;
Gallego-Llorente et al. 2016), Okeanije (Skoglund et al. 2016) i Afrike (Gallego-Llorente
et al. 2015; van de Loosdrecht et al. 2018). Takode, upotreba petroznih kostiju znac¢ajno
je smanjila cenu sekvenciranja jer dobijanje vece koli¢ine endogene DNK vodi ka veéoj
sloZenosti biblioteka i ve¢oj pokrivenosti genoma (Parker et al. 2020). Ipak, treba imati u
vidu da petrozne kosti pruzaju i vazne paleoantropoloske podatke, kao S§to su
kraniometrijske mere znacajne za morfoloske analize, zbog Cega treba saCuvati Sto vise
materijala (Sirak et al. 2017).

Slusne koscice (Ceki¢, nakovanj i uzengija) najmanje su kosc¢ice u ljudskom telu 1
imaju slicne histoloske karakteristike i proces razvica kao unutra$nje uvo (Sirak et al.

2020). Njihova uloga je da omoguce sluh ljudima prenose¢i mehanicke vibracije iz

18 Za odli¢nu oCuvanost DNK u petroznoj kosti zasluZzna je velika gustina labirinta, koji dostize punu
veli¢inu kod ¢oveka u toku gestacijskog perioda i pokazuje smanjeno remodelovanje tokom individualnog
razviéa u poredenju sa drugim kostima. Inhibicija remodelovanja kostiju vodi ka prisustvu velikog broja
mineralizovanih osteocita (sa smanjenim brojem mitohondrija) koji ostaju u lakunama u tkivu kostiju, a
smanjenom broju metaboli¢ki aktivnih osteoklasta i osteoblasta (Rask-Andersen et al. 2012). Pinhasi i
saradnici (2019) izneli su hipotezu da ovako stvorena sredina sa mineralizovanim osteocitima i zasticenom
pozicijom kohlee doprinose dugotrajnoj ocuvanosti DNK.
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spoljasnjeg ka unutraSnjem uhu. Za razliku od vecine kostiju u ljudskom telu, a sli¢no
kohlei, njihova krajnja velic¢ina i morfologija dostignuta je ve¢ po rodenju i nema promena
nakon prve godine zivota (Sirak et al. 2020). Kao i petrozna kost, slusne koscice su se
pokazale kao odli¢an izvor jedarne 1 mtDNK, ali mogu biti podlozZnije kontaminaciji
(Sirak et al. 2020). Vazno je napomenuti da su kos¢ice takode morfoloski informativne u
cilju utvrdivanja razlika metri¢kih i nemetrickih karakteristika roda Homo i1 razumevanja
slusnih kapaciteta i evolucije sluSnog aparata.

Kao izvor DNK mogu posluziti i dlake (Gilbert et al. 2007; Rasmussen et al.
2010), nokti, pera, koproliti (Kuch and Poinar 2012), sedimenti (Haile 2012), i ocuvani
delovi biljaka poput semena, rizoma, polena (Kistler 2020).

Kosa (kao i drugi keratinski materijal - pero, rog i nokti) ¢esto se moze naci na
mumificiranim ostacima i u izuzetno hladnim sredinama poput permafrosta. Kosa je
veoma otporna na degradaciju i kontaminante zbog hidrofobne prirode i strukture keratina
(Gilbert et al. 2007; Rasmussen et al. 2010; Campos and Gilbert 2019). Zapazeno je da
je DNK bolje o¢uvana u korenu (metabolicki aktivni deo) i unutrasnjim slojevima kose
od keratinizovanog dela kose (Bengtsson et al. 2012).

Koproliti predstavljaju mineralizovane fekalne ostatke koji se mogu pronaci na
arheoloskim nalaziStima. NajceSce se koriste kao izvor drevne DNK mikroorganizama
koji su nekada ziveli u utrobi u cilju rekonstruisanja nac¢ina ishrane (Kuch and Poinar
2012) ili proucavanja diverziteta mikrobioma koji koevoluira sa domac¢inom i na taj nacin
moze pruziti informaciju o zdravlju, ishrani i migracijama ljudi (Tito et al. 2008; 2012;
Warinner et al. 2015). Protokol za izolaciju DNK iz koprolita drugaciji je u odnosu na
izolaciju iz kosti budu¢i da moze do¢i do formiranja produkata koji su rezultat reakcije
Se¢era u DNK lancu i amino grupa iz proteina (Péadbo et al. 2004). Rezultate ovih analiza
treba pazljivo interpretirati jer koproliti mogu biti kontaminirani sredinskom DNK (Tito
et al. 2012; Llamas et al. 2017).

Sedimenti su odli¢an rezervoar drevne DNK mikroorganizama, biljaka i Zivotinja
u razli¢itim sredinama, a posebno u pec¢inama i permafrostu (Willerslev et al. 2003).
Prilikom raspada organizama, DNK se vezuje za huminsku Kiselinu i organsko-mineralne
komplekse prisutne u zemljistu koji donekle Stite od dalje degradacije (Haile 2012).
Sredinska DNK se koristi kao dodatni alat u pruzanju informacije o paleosredini i

predasnjim ekosistemima. Medutim, mora se imati na umu da kiseline iz zemljista
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blokiraju PCR amplifikaciju i1 da uzorak mora biti dovoljno veliki s obzirom na
heterogenu prirodu zemljista (Haile 2012).

Drevna DNK se takode moze izolovati iz muzejskih primeraka (Gilbert et al.
2007; Fulton et al. 2012), ukoliko nisu bili izlozeni hemijskim agensima (npr.
formalinom) u cilju bolje ocuvanosti, jer hemikalije mogu inhibirati PCR amplifikaciju i
dalje degradirati biomolekule.

Ocuvani delovi biljaka (seme, polen, rizom, itd) mogu posluziti kao izvor DNK
molekula. Herbarijum je znacajan izvor miliona vrsta, starih i oko 400 godina, koji moze
pruziti uvid u procese domestikacije i pod kojim selektivnim pritiscima je dolazilo do
promene diverziteta flore (Kistler 2020). Makrofosili u arheobotanici (plod, seme, drvo)
¢esto su pronalazeni ocuvani u ugljenisanom stanju, ali izolovanje DNK iz ovih uzoraka
nije do sada bila uspesna. Nasuprot tome, odlicnu o¢uvanost DNK pokazali su uzorci Koji
su brzo osuseni u suvim pe¢inama i sredinama. Kao i kod koprolita, protokol za izdvajanje
DNK se razlikuje zbog prisutstva Secera, polifenola ili drugih sekundarnih produkata koji

mogu biti PCR inhibitori (Kistler 2020).

1.3. Nova Generacija Sekvenciranja (NGS)

Sekvenciranje po Sangeru (Sanger et al. 1977), zajedno sa kapilarnom
elektroforezom, omogucéilo je dobijanje geneticke informacije iz bilo kog bioloskog
entiteta. Medutim, kako je i dalje postojao problem sa brzinom sekvenciranja,
rezolucijom i koli¢inom podataka, javila se potreba za razvojem nove, druge generacije
sekvenciranja (Margulies et al. 2005; Bentley et al. 2008). Upotreba NGS metode u
paleogenetici omogucila je sekvenciranje celih genoma iz veoma male koli¢ine
arheoloskih uzoraka®®, a sama metodologija neprestano napreduje u cilju izolovanja i
Citanja veoma kratkih fragmenata, proizvodnje velike koli¢ine podataka i Smanjene cene
sekveniciranja. Medutim, greSka NGS metode je veca od sekvenciranja po Sangeru
(Kircher and Kelso 2010, Racimo et al. 2016) i povecava se sa duzinom sekvenci zbog
smanjene efikasnosti enzima (engl. phasing effect), sto ima za posledicu dobijanje
sekvenci nejednakih duzina, ograni¢enih na 36 do 150 bp (Metzker 2010).

¥ Dok je ranije bilo potrebno odvojiti 1 g arheolos$kog materijala za ove analize, danas je potrebno samo
150 mg materijala za izolaciju drevne DNK (Stoneking and Krause 2011).
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Vecina protokola za izolaciju bazira se na silika kolonama i razli¢itim
modifikacijama sastava vezujuceg pufera, §to je omogucilo uspe$no izolovanje i veoma
kratkih fragmenata DNK (od 30 do 60 bp) (Rohland and Hofreiter 2007; Gamba et al.
2016; Dabney et al. 2013%°; Meyer et al. 2014). Sekvenciranje kratkih fragmenata i
uocavanje oste¢enja tipi¢nih za drevnu DNK, omoguéeno je dodavanjem univerzalnih
dvolancanih adaptera na krajeve fragmenata u procesu pripreme biblioteke prajmera
neophodnih za amplifikaciju i sekvenciranje. NGS metodom omoguéeno je i
sekvenciranje vise uzoraka paralelno (engl. multiplexing) i dobijanje ogromne koli¢ine
podataka za kratko vreme, ¢ime je znacajno smanjena cena sekvenciranja. Dodatno, u
upotrebi su i mnoge metode za obogacivanje endogene DNK u odnosu na sredinsku DNK
i kontaminante (engl. enrichment), ¢ime se takode redukuju cena i vreme analiza.

Priprema uzoraka za sekvenciranje na Illlumina platformi?* moze se podeliti u
nekoliko faza: 1. fragmentacija DNK fizickom ili hemijskom metodom (pomocéu
specifi¢nih restrikcionih enzima). Ovaj korak je u studijama drevne DNK izostavljen s
obzirom da je drevna DNK ve¢ degradovana na male fragmente; 2. priprema biblioteke;
3. formiranje klonalnih klastera i njihovo sekvenciranje; 4. analiza podataka koji se
dobijaju sekvenciranjem (Mardis 2008; Metzker 2010; Kircher and Kelso 2010).

Priprema biblioteke podrazumeva dodavanje univerzalnih adaptera na sve DNK
fragmente, kao i dodavanje razli¢itih indeks sekvenci kako bi se uzorci sekvencirali
paralelno na proto¢noj ¢eliji sekvenatora. Adapteri se najéesée dodaju na dvolancanu
DNK (engl. double-stranded library) (Meyer and Kircher 2010; Orlando et al. 2013), te
ovakva priprema biblioteke ne moze da obuhvati sve molekule, jer je ligacija adaptera
inhibirana na jednola¢anoj DNK ili na DNK sa razli¢itim modifikacijama baza. Iz ovog
razloga priprema biblioteke na jednolacanoj DNK (engl. single stranded library
preparation) postala je praksa za loSije oCuvane ili veoma stare uzorke (Meyer et al.
2012). U ovom protokolu koraci pre¢iS§¢avanja su preskoceni, a zajedno sa njima i gubitak

fragmenata male duZine, jednolacanih molekula i informacije??, ali je sama metoda

20 Dabney i saradnici (2013) uspeli su da izoluju kratke fragmente DNK od samo 50 bp peéinskog medveda
starog skoro 300,000 godina sa istog arheoloskog nalazi$ta u Spaniji gde je pronaden i Sima de los Huesos
(Meyer et al. 2014).

2L lllumina platforma je trenutno vodeéa platforma u svetu za sekvenciranje zbog proizvodnje velike
koli¢ine podataka po znatno manjoj ceni, kao i sekvenciranja kratkih fragmenata u studijama drevne DNK
(https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms.html).

22 Procesi preciscavanja su &esti u protokolu i mogu dovesti do gubitka ¢ak 16 % - 40 % uzoraka (Knapp
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skuplja i vremenski zahtevnija (Meyer et al. 2012; Gansauge and Meyer 2013).

Da li ¢e do¢i do sekvenciranja celih genoma (engl. shotgun sequencing) ili do
obogacivanja odredenih delova genoma (mtDNK, odredenih gena, regiona ili genetickih
markera) zavisi od oCuvanosti uzorka, ali i istrazivatkog pitanja. Sekvenciranje celih
genoma predstavlja nasumi¢no sekvenciranje cele DNK biblioteke ¢ime se dobija
informacija o kompletnom izolatu, kao 1 o distribuciji duzina fragmenata i potencijalnom
nivou kontaminacije savremenom DNK, i primenjuje se kada je sadrzaj endogene DNK
visok jer se dobijene sekvence mogu efikasno mapirati na referentni genom (Knapp and
Hofreiter 2010).

Metode obogacivanja drevne DNK u odnosu na sredinsku DNK i kontaminaciju,
primenjuju se kada sekvenciranje celih genoma nije ekonomic¢no u slucaju loSe
ocuvanosti uzoraka (Meyer et al. 2012). Ove metode se najceSCe zasnivaju na
“selektivnom zarobljavanju” regiona od interesa procesom hibridizacije sa prethodno
dizajniranim oligonukleotidnim probama (engl. baits), pri ¢emu se “eliminise” sva DNK
koja nije predmet istrazivanja (Fu et al. 2013; Enk et al. 2014). Ovakav korak zahteva
amplifikaciju biblioteke pre hibridizacije kako bi se osigurao dovoljan broj molekula, kao
1 amplifikaciju obogacene biblioteke nakon hibridizacije kako bi se omogucila dovoljna
koncentracija DNK za sekvenciranje (Knapp and Hofreiter 2010). Na ovaj na¢in moze se
analizirati kontrolni region mtDNK ili kompletna mtDNK (Maric¢i¢ et al. 2010;
Brotherton et al. 2013; Posth et al. 2016), odredeni geneti¢ki markeri (Haak et al. 2015;
Mathieson et al. 2015%%), egzomi (Burbano et al. 2010; Castellano et al. 2014), hromozomi
(Fu etal. 2013), ili izolovati veoma mala koli¢ina endogene DNK (Carpenter et al. 2013;
Enk et al. 2014). Medutim, i ova tehnologija ima svoje mane. Pored toga $§to DNK koja
nije od interesa ne moze biti potpuno eliminisana u najve¢em broju slucajeva, ova metoda
ne pruza moguénost da se rekonstruiSu nove varijante 1 delovi genoma s obzirom da su
probe generisane u odnosu na referentni genom. U istrazivanjima DNK anatomski
savremenog Coveka i njegovih srodnika taj nedostatak najeSce ne predstavlja veliki

problem, ali se javljaju problemi prilikom istrazivanja genoma bakterija i virusa.

and Hofreiter 2010).

23 Mathieson i saradnici (2015) su postavili standard za sekvenciranje 1,237,207 pojedina¢nih nukleotidnih
markera koji su informativni u populacionoj i funkcionalnoj analizi, i u kome se koriste probe
komplementarne fragmentima koji okruzuju ove markere (engl. 1240k capture).
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Velika koli¢ina podataka koja se dobija nakon sekvenciranja zahteva i sloZzenu
bioinformati¢ku analizu. Sekvence (engl. reads) dobijene nakon sekvenciranja
predstavljaju identifikovane lance baza. Prvi i osnovni korak je identifikacija baze (engl.
base calling), pri ¢emu se vrsi i procena tacnosti identifikacije. Nakon otklanjanja
adapterskih sekvenci i1 spajanja sekvenci koje su sekvencirane sa oba kraja DNK
molekula, dobijene sekvence se poravnavaju na referentnim genomom (engl. allignment).
Broj ocitavanja jedne baze na odredenom mestu u uzorku predstavlja dubinu ili
pokrivenost sekvenciranja (engl. coverage) na tom lokusu, a prose¢na dubina
sekvenciranja celog genoma izracunava kao odnos izmedu broja ocitavanja (sekvenci) i
njihove duzine sa duzinom genoma. Dubina sekvenciranja zavisi od dostupnosti
materijala, cene, ali i istrazivackog pitanja. Tako ¢e dubina sekvenciranja biti veca
ukoliko se ispituju samo odredeni delovi genoma, u slucaju kori$¢enja slozenih
demografskih modela, kao i za dobijanje epigentickih informacija (Metzker 2010) Sto
vodi ka vec¢oj pouzdanosti podataka, ali i vi$oj ceni analiza. Medutim, kada se analize
rade za populacione studije, $to zahteva sekvenciranje velikog broja uzoraka, genomi se
sekvenciraju na manjoj dubini (ispod 1X), pre svega zbog cene i pouzdanosti dobijenih

parametara u matematickoj analizi.

1.4. Socijalna organizacija praistorijskih drustava

1.4.1. DrusStveni status i evolucija socijalne nejednakosti

Pitanje pojave i razvoja institucionalizovane socijalne nejednakosti u drustvu
(engl. permanent social inequality), kao i na¢ina na koji se ona odrzala u drustvu (Fried
1967; Sahlins 1972; Ames 2007; Drennan et al. 2010; Price and Feinmann 2010; Mattison
et al. 2016) spadaju u mnogobrojna pitanja socijalnih antropologa i arheologa. Naime,
iako je razli¢itost medu ljudima u zajednici oduvek postojala, jasno je da je vremenom
postalo opste prihvaceno da odredeni resursi 1 socijalni polozaji u ljudskom drustvu nisu
svima podjednako dostupni, ve¢ su dodeljeni na osnovu razli¢itog porekla, pola ili godina
(Ames 2007).

Kada se sagledaju pozicije ¢lanova i nacina na koji su resursi i mo¢ rasporedeni u
druStvu, mogu se razlikovati egalitarna 1 rangirana drustva (Fried 1967). U egalitarnim

drustvima, iako nejednakost na osnovu pola, godina i sposobnosti pojedinaca postoji, ona
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nije unapred predodredena i sve osobe imaju jednak pristup resursima i prestiznim
pozicijama u druStvu. Broj prestiznih pozicija u drustvu je neogranicen, prolazan i moze
ih zauzeti bilo koja osoba koja to zasluzi (Fried 1967). Dakle, prestiz i autoritet se u
ovakvim dru$tvima sti¢u (npr. ulovom hrane) i odrzavaju deljenjem resursa sa svim
¢lanovima zajednice, ¢ime pojedinac gradi i odrzava postovanje i autoritet u drustvu?,
Ekonomija u ovim druStvima je uzajamna, velikodusnost se nagraduje, te ne dolazi do
akumulacije bogatstva (Ames 2007).

Pored egalitarnih drustava, zabelezena su i rangirana i stratifikovana drustva. U
rangiranom druStvu postoji jednak pristup resursima, ali ne i vrhovnim stalnim
pozicijama u druStvu. Pozicije moci viSe nisu neogranicene, ne moze ih svako dosti¢i, ali
one i dalje mogu biti zasluzene (engl. achieved) ili dodeljene rodenjem (engl. ascribed)
(Bowles et al. 2010). Za razliku od rangiranih drustava, u stratifikovanim drusStvima,
pored razliitog pristupa viSem statusu u drustvu, postoji i razlika u pristupu osnovnim
resursima potrebnim za zivot, §to se reflektuje u ishrani, zdravlju, duzini Zivota, pa i u
mogucénostima da se ostavi potomstvo (Fried 1967). U ovakvim drustvima, mala grupa
dominantnih pojedinaca (koje su sticajem okolnosti stekle pravo na odredene resurse)
akumulira bogatstvo i svojim ponaSanjem istiCe te razlike, pokazuje silu, a svoj autoritet
1 polozaj mo¢i zasniva na strahu ostatka populacije (Ames 2007).

Uobicajno je misljenje da se evolucija drustva odvijala od prostijeg egalitarnog
oblika do slozenijeg oblika (drzave), pri ¢emu se ova promena odigrava u jednom smeru
u poslednjih 10,000, a posebno u poslednjih 5,000 godina (Richerson and Boyd 2000).
Medutim, ovakav tok razvoja druStva u kome egalitarni oblik predstavlja osnovno i
pocetno drustvo, dovodi se u pitanje jer upravo zbog nepostojanja stalne socijalne
nejednakosti, egalitarni sistem zahteva visok nivo saradnje i tezak rad medu osobama,
kao i aktivnu supresiju ambicije i pohlepe, velike kognitivne sposobnosti i visok moralni
i eticki kodeks (Fried 1967; Ames 2007)%. Moguce je da se egalitarnost upostavila kao

socijalna adaptacija u pleistocenu kada su klimatski uslovi bili veoma promenljivi, a

X 199

24 Autoritet predstavlja sposobnost ljudi da “uti¢u
poslusnosti (Fried 1967; Ames 2007).

%5 S obzirom da ostali primati (3impanze, bonobo i gorile) takode imaju hijerarhijske sisteme, neki
istrazivaci tvrde (Boehm et al. 1993) da egalitarno drustvo nikada nije ni postojalo, ve¢ da su to zajednice
koje ¢ine osobe niskog statusa i koje donekle umanjuju mo¢ osoba visokog statusa. Ovakvo ponaSanje je
nauceno i u populaciji bi se Sirilo brzo. Medutim, razvoj kognitivnih sposobnosti kod modernog ¢oveka
omogucio bi i razvoj egalitarnih drustava (Ames 2007).

na ponasanje i mi$ljenje drugih ljudi u odsustvu mo¢i i
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druStva manja i mobilna, te akumulacija bogatstva nije bila od koristi nijednom ¢lanu
zajednice (Richerson and Boyd 2000; Ames 2007; Bowles et al. 2010).

Sa nastupanjem stabilnije klime, po¢etkom holocena, dolazi do promena u na¢inu
zivota 1 ekonomiji. Ove promene pre svega podrazumevaju sedentarni nacin Zivota,
domestikaciju biljaka i Zivotinja, proizvodnju hrane i moguénost njenog skladiStenja.
Veca dostupnost hrane omogucila je 1 porast broja clanova zajednice, a samim tim i
gustine naseljenosti, Sto dovodi do usloznjavanja meduljudskih odnosa, vise interakcija i
nesuglasica, pri ¢emu se javlja veca potreba za vodom i uredenim sistemom (Shennan
2018). Pojedinci u ovakvim okolnostima prvo dele resurse sa blizim ¢lanovima porodice,
zbog Cega rodbinski odnosi dobijaju na znacaju. Kombinacija faktora, poput povecanog
populacionog pritiska, promene u demografiji i ekonomiji, proizvodnji viska,
specijalizacije rada, tehnoloskih inovacija 1 mogucénosti kontrole nad odredenim
resursima, dovodi do promena i u drustvenoj organizaciji i razvoja institucionalizovane
socijalne nejednakosti (Fried 1967; Smith et al. 2010; Bowles et al. 2010; Mattison et al.
2016). Medutim, mora se napomenuti da pojava socijalne nejednakosti nije univerzalni
obrazac, ve¢ varira od populacije do populacije, bez obzira na njenu brojnost, 1 rezultat je
aktivnosti ljudi koji su nastanjivali razli¢ite Zivotne sredine (Harding 2000).

Medu glavnim pitanjima kada se proucava socijalna organizacija drustva jeste na
kojinacin je doSlo do formiranja drustva u kome vecina ljudi predaje mo¢ nekolicini ljudi,
kao 1 na koji nacin su ove povlaséene osobe uspele da odrze svoju poziciju u drustvu
(Earle 1987; Kristiansen and Larsson 2005; Kristiansen 2014). Jedna od pretpostavki je
da su upravo porodi¢ne veze bile glavni mehanizam prenosa statusa i materijalnog
bogatstva sa generacije na generaciju (Smith et al. 2010; Mattison et al. 2016). U slozenim
drustvima, poput poglavarstva u bronzanom dobu, srodstvo, pol i brakovi postaju vazni
jer predstavljaju glavni na¢in povezivanja na osnovu kojih se baziraju status osobe i
nasledivanje statusa, kao i veze unutar i izmedu zajednica. Srodstvo omogucava vodi da
rasporeduje bogatstvo, kontroliSe radnu snagu i na taj nafin osigurava svoju poziciju
(Harding 2000, Kristiansen and Larsen 2005).

S obzirom da za veéi deo praistorije ne postoje pisani dokazi, vrlo je teSko
rekonstruisati socijalnu organizaciju drevnih zajednica. Ipak, socijalna nejednakost se
moze nagovestiti na osnovu razlika utroSene energije u necije sahranjivanje (Binford

1971; O'Shea 1984; Carr 1995). Osnovna ideja prilikom ovih procena je da nacin
33



sahranjivanja, polozaj tela i orijentacija, kao i koli¢ina ulozene energije na sahranu
pojedinaca (veli¢ina i detalji na grobu, varijabilnost priloga) reflektuje socijalni status i
ulogu preminulog pojedinca u drustvu (Saxe 1970; Binford 1971; Ames 2007).
Materijalni dokazi u arheologiji (npr. veliCina gradevina, kuca, groba i njihov sadrzaj),
kao i skeletni ostaci, mogu biti pokazatelji prisustva socijalne nejednakosti i bar
delimi¢no pruziti informaciju o strukturi praistorijskog drustva. Tako, odredene
patologije, losa ishrana, tezak fizic¢ki rad, manja telesna visina, i siromastvo u grobnim
prilozima reflektuju nizi status individue, dok su pojedinci za ¢iju je sahranu utroSeno
dosta energije, verovatno uzivale visi polozaj u drustvu. Medutim, stepen rangiranosti
drustva tesko je proceniti i treba naglasiti da odsustvo pokazatelja rangiranog drustva ne
znac¢i nuzno da je drustvo bilo egalitarno. Iz ovog razloga, studije socijalne evolucije
zahtevaju veoma pazljivu interpretaciju rezultata, a pojedinci i njihov status ne smeju se

posmatrati van konteksta nekropole (O'Shea 1996; Ames 2007).

1.4.2. Bronzano doba

Bronzano doba (2500 - 800 godine pre n.ere u Evropi) (Harding 2000) predstavlja
period velikih kulturnih promena, koje pre svega karakteriSe masovna produkcija i
trgovina metalom, o ¢emu svedoce brojne pronadene metalne alatke, sekire i nakit. Metal
je zahvaljujuéi svojoj Cvrstini 1 dugotrajnosti pruzio tehnolosku prednost civilizacijama
koje su ga koristile. Medutim, proizvodnja metala bila je ograni¢ena na nekoliko delova
Evrope, odakle su se sirovine dobro organizovanom i kontrolisanom trgovinom upucivale
ka drugim zajednicama. To je dovelo i do uspostavljanja komunikacije izmedu udaljenih
mesta, vecu mobilnost ljudi i relativno brzu razmenu ideja i znanja medu populacijama
(Kristiansen 2014, Miiller 2017). Da bi se zastitili putevi trgovine, pozicije moci i
kontrole rudnih leziSta, doslo je do pojave voda ili agresivnih i ambicioznih individua
(Hayden and Villeneuve 2010), koji su medusobno formirali saveze naj¢esée formiranjem
brakova (Kristiansen 1999; 2014). Iako je oruzje Cesto koriS¢eno samo kao nacin
prikazivanja bogatstva, tragovi na pronadenom oruzju (bodezima, macevima i sekirama)
U bronzanom dobu svedoce o njihovoj upotrebi 1 Cestim sukobima. Upotreba oruzja,
zajedno sa domestikacijom konja i specijalizacijom rada, dovela je do vece kompeticije i
¢esc¢ih osvajanja, ¢iji su glavni uzroci bili rast populacije, ekoloski nepovoljni uslovi i
odrzavanje mo¢i (Kristiansen 2014).
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Bronzano doba karakteriSu manje ili vise sloZzena poglavarstva, sa centrom mo¢i
oko staresine 1 njegove porodice, oko kojih se organizuje i odrzava ekonomija i ideologija
zajednica. 1z ovog razloga, pretpostavlja se da je srodstvo igralo veoma vaznu ulogu u
organizovanju socijalne strukture drustva, odnosno, da se socijalno politicka hijerarhija
formirala na osnovu porodi¢nih veza (Earle 1987).

Nova tehnologija i inovacije omogucile su kontrolu nad vrednosnim objektima i
podelu rada, Sto je rezultovalo u akumulaciji materijalnog bogatstva i transformaciji
drustvenog i politicko-ekonomskog sistema (Harding 2000; Kristiansen and Larsen 2005;
Kristiansen 2014). DruStva su nesumnjivo postala sloZenija: status i mo¢ postaju veoma
vazni, a stratifikacija druStva postaje ociglednija. Bronzano doba je specifi¢no po tome
Sto je nejednakost u druStvu postala dovoljno izrazena da bude primecena kroz
materijalnu kulturu i sahranjivanje (Earle 1987; Harding 2000). Tako su prestizni
predmeti bili rasporedeni na odredeni nacin (npr. samo oko 5% grobova je sadrzalo
bronzu), dok se orijentacija groba muskaraca i Zena jasno razlikuje prilikom
sahranjivanja. Ovo su pokazatelji da su se druStva pridrZavala odredenih pravila i da su
uloge medu polovima postale izrazenije (Kristiansen 2014).

Upravo zbog izraZene socijalne nejednakosti izmedu pojedinaca i grupa u Evropi
u bronzanom dobu (Harding 2000), ovaj period je od izrazite vaznosti za studije socijalne

evolucije i nejednake distribucije mo¢i unutar jednog drustva.

1.4.3. Geneticka struktura Evrope za vreme bronzanog doba

Geneticka struktura danasnjih Evropljana rezultat je sloZenih procesa iz proslosti.
Jedna od velikih migracija anatomski savremenih ljudi obuhvatila je dolazak ranih famera
sa Bliskog istoka u Evropu, pre oko 10-11,000 godina. Ovaj period oznacio je pocetak
neolita i Sirenje poljoprivrede u Evropi. Poljoprivreda je preko Anadolije 1 Balkana stizala
u Evropu dvema glavnim rutama: 1) uz reku Dunav ka srednjoj Evropi i 2)
mediteranskom rutom ka Pirinejskom poluostrvu (Mathieson et al. 2018; Shennan 2018).
Analize drevne DNK ukazale su da je prilikom migracije zemljoradnic¢ko-stocarskih
zajednica dolazilo do njihovog mesanja sa lokalnim lovcima sakuplja¢ima, kao i da se
Sirenje poljoprivrede deSavalo procesom demicke difuzije (Bollongino et al. 2013; Haak

et al. 2015; Hoffmanova et al. 2016; Mathieson et al. 2018).
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Oko 3,000 god. pre n.e. doslo je do znacajnijeg slabljenja neolitskih populacija.
Najverovatniji uzrok opadanja brojnosti ovih populacija bila je pojava kuge (izazvana
bakterijom Yersinia pestis) i njeno brzo Sirenje usled losih higijenskih uslova (Brandt et
al. 2013; Rasmussen et al. 2015). Stabilnost neolitskih populacija dodatno je ugrozena
velikom migracijom Jamne populacije oko 3,000 god. pre n.e. iz Azije u srednju i

jugoisto¢nu Evropu?®

, Sto je dovelo do postepenog nestanka neolitskih zajednica i
uspostavljanju bakarnog, a potom i bronzanog doba (Kristiansen 2014). Za owvu
populaciju nomadskih stocara iz pontskih stepa danasnje Rusije vezuju se, u kulturnom
kontekstu, nadgrobni spomenici (kurgani), individualno ili porodi¢no sahranjivanje i
dekorisanje tela crvenim pigmentom (Kristiansen et al. 2017). Bili su medu prvim ljudima
koji su koristili zaprezna kola, a moguce je da je upravo Jamna kultura donela i znanje o
pripitomljavanju konja (Anthony 2013), kao i proto-indo-evropski jezik (Allentoft et al.
2015; Haak et al. 2015). Takode, smatra se da su ljudi iz stepa bili veliki ratnici i dobro
organizovani u osvajanju novih teritorija (Kristiansen et al. 2017). Sirenje njihove
tradicije doprinelo je napretku u komunikaciji, trgovini i tehnologiji, pa se kulturna
razmena izmedu populacija 1 transformacija civilizacija deSavala brzo dovodec¢i do
drugacijeg nacina zivota i socijalne reorganizacije porodice i drustva.

Na osnovu arheoloskih i genetickih podataka poznato je da je Jamna populacija
dosla u kontakt sa tadaSnjim Evropljanima (Allentoft et al. 2015). Populacione analize
pokazale su relativno brze promene u genskom fondu, pri ¢emu je doslo do smanjivanja
tzv. neolitske i paleolitske geneticke komponente u Evropi, dok se nova geneticka
komponenta iz stepa drasti¢no povecala (Allentoft et al. 2015; Haak et al. 2015; Cassidy
et al. 2016). Naime, po dolasku u Evropu, Jamna populacija je zivela zajedno sa lokalnim
Evropljanima koji vode poreklo od zemljoradnicko-stocarskih populacija i populacija
lovaca sakupljaca iz ranijih perioda, pre poslednjeg ledenog doba, i za samo nekoliko
stotina godina doprinela je velikim procentom genetickom fondu ljudi u centralnoj Evropi
(Allentoft et al. 2015; Brandt et al. 2015). MeSanje kultura u Evropi dovelo je do velikih
demografskih i ekonomskih promena koje su vodile i ka formiranju novih kultura, poput

% Tako je uzrok velike migracije Jamne populacije i dalje nepoznat, takode se pretpostavlja se da je do toga
dovela pandemija kuge (Rasmussen et al. 2015; Knipper et al. 2017).
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kulture vrpcaste keramike?” (engl. Corded Ware) oko 2,800 god. pre n.e (Allentoft et al.
2015; Haak et al. 2015; Kristiansen et al. 2017).

Uporedo sa kulturom vrpcaste keramike, populacija zvonastih pehara?®, koja
pokazuje najvecéu geneti¢ku sli¢nost sa savremenim populacijama iz jugozapadne Evrope,
naseljava centralnu Evropu i Iberijsko poluostrvo u eneolitu i ranom bronzanom dobu
(2,600 - 1,800 godine pre nove ere) (Brandt et al. 2015). S obzirom da su se ove dve
kulture preklapale u centralnoj Evropi tokom 300 godina, ova regija je vazna za
razumevanje interakcija i dinamike medu kulturama. Oko 2,200 godine pre nove ere,
rano-bronzana populacija Unjeticka zamenjuje obe kulture (Brandt et al. 2015). Ove
evropske, kasno-neolitske kulture i kulture bronzanog doba, poput kulture vrpcaste
keramike, kulture zvonastih pehara, Unjeticka, i populacija iz Skandinavije, iako su
pokazivale visok stepen geneticke sli€nosti, formiraju klinu genetickog afiniteta prema
Jamna populaciji. Najvecu slicnost Jamna populacija deli sa kulturom vrpcaste keramike,
a najmanju sa populacijama na teritoriji danaSnje Madarske, dok se kultura zvonastih
pehara i Unjeticka populacija nalaze na sredini kline (Allentoft et al. 2015; Haak et al.
2015). Nasuprot rezultatima dobijenim za centralno evropske populacije, na Iberijskom
poluostrvu nije pronaden geneticki uticaj iz stepa u ovom periodu (iako postoje sli¢nosti
izmedu populacija kasnog neolita Iberijskog poluostrva i centralne Evrope kada se
posmatraju brojni artefakti), te se zakljucuje da je uticaj sa istoka dospeo u delove
Iberijskog poluostrva u kasnijem periodu (Szécsényi-Nagy et al. 2017). Poreklo iz stepa
ne detektuje se kod eneolitskih individua u jugoisto¢noj Evropi, sa izuzetkom dve
individue koje pokazuju poreklo iz stepa ¢ak 2,000 godina ranije nego $to je to ocekivano
(Mathieson et al. 2018). Uticaj Jamne kulture primetan je u malom intenzitetu za vreme
ranog bronzanog doba, a najveéi je u kulturama ljudi sa Balkana za vreme kasnog
bronzanog doba (Mathieson et al. 2018). Sve analize, arheoloske i1 geneticke, pokazuju
da je tokom migracija ljudi dolazilo i do protoka gena i do prenosa kulture i znanja.

Geneticke analize ukazuju da su skoro sve savremene populacije manje geneticki

diferencirane od lokalnih grupa iz bronzanog doba u odnosu na populacije iz mezolita i

27 Kulturu vrpeaste keramike karakterisale su sekire za borbu i novi tip specifi¢ne keramike (Kristiansen et
al. 2017).

28 Grobnice ove populacije odlikuju se zvonastim kerami¢kim $oljama, strelama, a povremeno su se mogli
naci zlato, ¢ilibar i bronzani objekti.
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neolita. lzuzetak tome su savremene populacije sa Sicilije i Sardinije koje pokazuju
najnizi medupopulacioni indeks fiksacije (Fst) sa neolitskim zemljoradnicko-stocarskim
zajednicama (Allentoft et al. 2015). Utvrdeno je da savremeni Evropljani vode poreklo i
od drevnih populacija severne Evroazije (engl. ancestral North Eurasians - ANE), ali je
ta geneticka povezanost verovatno u vezi sa uticajem Jamna populacije u kojoj se takode
uoc¢avaju geneticke komponente populacija severne Evroazije?®. Takode, manje geneticke
razlike postoje izmedu savremenih populacija nego izmedu drevnih populacija, tj. drevne

grupe su bile geneticki strukturisanije (Allentoft et al. 2015).

1.4.4. Arheolosko nalaziste Mokrin

Detaljno iskopavanje nekropole u Mokrinu trajalo je od 1958. do 1965. godine
pod pokroviteljstvom Narodnog muzeja u Kikindi (Giri¢ 1971). Giri¢ (1971) u svojoj
monografiji dokumentuje prostorni raspored ove nekropole, veli¢inu i orijentaciju
grobova, poloZaj 1 pol pokojnika, kao i njthove grobne priloge. U tom periodu pronadeno
je 312 grobova, a iskopavanja u 2020. godini dovela su do otkrica jos§ tri groba. Smatra
se da postoji jo§ oko 50 - 100 neistrazenih grobova.

Nekropola u Mokrinu nalazi se u mestu Lalina Humka, u podrucju sela Mokrin,
u blizini Kikinde u severnom Banatu. Pripada moriskoj kulturi koja predstavlja skup rano-
bronzanodopskih zajednica i koja se prostirala na teritoriji juznoistoéne Madarske,
zapadne Rumunije i severne Srbije, izmedu reka Kara$ na severu, Tise na zapadu i Zlatice
i Galacke na jugu (Slika 1.8.). Brojna arheoloska iskopavanja u blizini reke Maros i Tise
dovela su do otkri¢a i drugih naselja i nekropola moriske kulture - Perjamos, Pécska,
Szoreg, Pitvaros, Deszk "A" Deszk "F", Oszentivan, Obéba, Klarafalva, Tapé,
Kiszombor, Rabé, Torokkanizsa (Giri¢ 1971), a nekropola u Mokrinu predstavlja najvecu

medu njima.

2 Vrlo je verovatno da ova geneticka komponenta potice iz populacija isto¢nih lovaca sakupljaca, a potom
se pojavljuje i kroz Jamnu populaciju i populaciju vrpcaste keramike (Haak et al. 2015).
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Slika 1.8. Geografski poloZaj nekropole u Mokrinu. Svetlije tacke predstavljaju ostala
arheoloska nalazista moriske kulture i ukljucuju i naselja i nekropole.

Ukupno 57 radiokarbonskih datuma je publikovano za bronzanodopsku morisku
kulturu (2,700 — 1,500 god. pre n.e.), ¢iji je vrhunac razvoja bio oko 2,000 god. pre n.ere
(O'Shea 1992; O'Shea et al. 2019%°). Od dostupnih 57 datuma, Sest datuma potice sa
Mokrina (Tabela 1.2.) i pripadaju rasponu od oko 2,100 — 1,800 god. pre n.e. (2,086 -
1,807 calBC), sto je u korelaciji sa relativnom hronologijom ove nekropole (O'Shea
1992). Ovaj raspon sluzenja nekropolom u Mokrinu potvrden je i dobijanjem jo§ devet
apsolutnih datuma (Tabela 1.2.) u saradnji Nacionalnog muzeja u Kikindi i Laboratorije

za bioarheologiju u Beogradu (publikacija u pripremi).

%0 O'Shea i saradnici (2019) su objavili 33 nova datuma moriske kulture sa arheoloskih nalazita Szoreg,
Ostoji¢evo, Semlac i Rabe koji pripadaju periodu ranog i srednjeg bronzanog doba (2,467 - 1,503 calBC).
Izuzetak je uzorak sa Ostoji¢eva iz kasnog bronzanog doba (1,409 - 1,265 calBC) koji se mora tretirati sa
posebnom paznjom bududi da je za datovanje uzorkovana kremirana kost (O'Shea et al. 2019).
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Tabela 1.2. Apsolutni datumi za Mokrin. Prvih Sest datuma je objavljeno u O'Shea (1996).
Preostalih devet datuma bice objavljeno u saradnji sa Nacionalnim muzejom u Kikindi.

Laboratorijska | Kontekst Nekalibrisani | SD Kalibrisani 1 Sigma opseg
oznaka datum (B.P.) datum (B.C.)

GrN-8809 Grob 259 3500 35 1807 1879-1737 B.C.
GrN-14181 Grob 237 3595 35 1922 2010-1831 B.C.
GrN-14180 Grob 227 3650 35 1992 2107-1927 B.C.
GrN-7977 Grob 52 3650 50 1990 2130-1920 B.C.
GrN-14178 Grob 110 3655 30 1991 2108-1938 B.C.
GrN-14179 Grob 208 3690 30 2086 2134-1974 B.C.
1 (5045) Grob 39 3680 30 2070 2135-1985B.C.
3 (5047) Grob 82 3521 30 1839 1894-1774 B.C.
4 (5048) Grob 92 3509 30 1827 1887-1772 B.C.
5 (5049) Grob 104 3521 30 1834 1894-1774 B.C.
6 (5050) Grob 159 3575 30 1925 2008-1885 B.C.
7 (5051) Grob 163 3599 30 1955 2017-1901 B.C.
8 (5052) Grob 171 3724 30 2114 2196-2041 B.C.
9 (5053) Grob 240 3591 30 1945 2011-1897 B.C.
10 (5054) Grob 279 3476 30 1805 1876-1746 B.C.

1.4.4.1. Sahranjivanje u Mokrinu

Sahranjivanje na Mokrinskoj nekropoli uglavnom je bilo individualno sa jasno
definisanim grobovima. Ne postoji znacajna razlika u dubini grobova za odrasle, ali su
muski grobovi, srazmerno fizickim karakteristikama, bili duzi od Zenskih. Pokojnici su
sahranjivani u zgréencu, na boku, i lica okrenutih ka istoku, a orijentacija groba i1 polozaj
tela zavisili su od pola pokojnika. Dok su muskarci polagani na levi bok sa glavom
okrenutom ka severu, Zene su polagane na desni bok sa glavom okrenutom ka jugu (Giri¢
1971; O'Shea 1996)3!. Degtiji grobovi generalno su losije o¢uvani, dok su grobovi dece
mlade od 3 godine vrlo retki, §to moze ukazivati i na poseban nacin ili posebno mesto
njihovog sahranjivanja (O'Shea 1996).

Dokumentovani su 1 alternativni nacini sahranjivanja u moriskoj kulturi, ali nisu
svi prisutni na Mokrinu (tabela 1.3.). Grupni grobovi su veoma retki, a pretpostavljeno je
da su osobe sahranjene u grupnim grobovima u srodstvu i da su neocekivano umrle u isto
vreme usled nesrece, bolesti ili sukoba (O'Shea 1996). Grupni grob takode moze biti
posledica ekonomskih moguénosti porodice ili posebnog statusa u druStvu. Na Mokrinu,

prisutna su samo tri dvojna groba (grobovi 22, 257, 308) i jedan grob sa tri pokojnika

31 Primeéeni su i odredeni izuzeci od normativnog nacina sahranjivanja, poput sedam skeleta u isto¢nom
delu nekropole ¢ija lica nisu okrenuta ka istoku (grobovi 138, 141, 153, 167, 270, 272, 278). Jedan skelet
okrenut je ka zapadu (grob 193), a postoje i slu¢ajevi kada su individue postavljene u medu- orijentacijama
(O'Shea 1996). Nije poznato da li su ova odstupanja bila namerna ili slu¢ajna.
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(grob 122) (Slika 1.9.) (Giri¢ 1971).

Tabela 1.3. Tipovi sahranjivanja dokumentovani na nekropoli u Mokrinu. (Tabela
modifikovana iz O'Shea (1996)).

Tip sahranjivanja Opis Broj grobova na Mokrinu
Alternativni polozaj Ispruzeno sahranjivanje 1
Romboidalno sahranjivanje | 3
Parcijalno sahranjivanje 4
Grupni grobovi Dvojni 3
trojni 1
Simboli¢no sahranjivanje 5
Kremacija raniji period nekropole 3
Mutilacija® Promena na telu, ta¢nije ruku | 41
i nogu nakon smrti
Trepanacija® Promene pre smrti individue | 7
Normativno sahranjivanje 278

Uoceno je da je na nekropoli u Mokrinu sahranjeno znatno vise Zena, §to moze
biti posledica umiranja muskaraca na velikim udaljenostima od doma usled trgovinskih
aktivnosti ili sukoba®. Normativni na¢in sahranjivanja prati 92% sahranjenjih muskaraca
(67 od 73) 1 97% sahranjenih Zena (102 od 105) (O'Shea 1996).

Posmatrajuci pazljivo tipove sahranjivanja i prostornu distribuciju grobova, u
svom radu O'Shea (1996) iznosi hipotezu da proces odavanja pocasti pokojniku reflektuje
njegov socijalni status i polozaj u druStvu i da alternativno sahranjivanje odrazava
poseban socijalni status individue. Ovakvo posmatranje funerarne prakse omogucava da
se pretpostavi socijalna diferencijacija unutar nekropole. Ipak, mora se imati u vidu da

nisu svi aspekti funerarne prakse vidljivi u arheoloskom nalazu, ve¢ je to samo jedan mali

32 ZabeleZene su tri kategorije alternativnih poloZaja sahranjivanja na Mokrinu: 1. ispruZeno sahranjivanje
deteta u duplom grobu 308, $to je verovatno posledica viska mesta za dete i nepotrebog zgréenca, 2.
"romboidni" polozaj u kome je telo smesteno na leda, sa nogama rasirenim i savijenim u kolenima (grobovi
152, 260, 299), i 3. parcijalno sahranjivanje gde je telo u zgréencu ali rotirano na taj nacin da leZi ili na
ledima ili na stomaku (grobovi 65, 79, 127, 184) (O'Shea 1996). Nije primecéeno da postoje razlike u odnosu
na pol.

3 Dve individue imaju odse¢ene samo ruke, 26 individua stopala i postoje 13 sluc¢ajeva gde nedostaju i
ruke i stopala. Mutilacija je bila jednako zastupljena medu odraslima i decom, ali znacajno vise medu
muskarcima nego zZenama i dokumentovana je samo u slucaju dobro ocuvanih skeleta (O'Shea 1996).

3 Trepanacija je proces koji se obavlja pre smrti, ali moZe oznacavati specifi¢ni status individue. Ova
procedura karakteriSe odrasle Zzene i muskarce, i nije zabelezena kod dece. Znacenje ovog tretmana je i
dalje nepoznato, ali moguée je da je sluzio za tretiranje ozbiljnih rana na glavi dobijenih u sukobu (O'Shea
1996) ili kao metod kojim bi se lecile osteoporotske degeneracije lobanje (Farkas and Liptak 1971).

% Pored oruZja pronadenog u grobovima, dokazi da su postojali sukobi predstavljaju i rane na skeletima
koje poti¢u od otrih predmeta (O'Shea 1996).
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deo ceremonije koja takode ukljucuje parametre koje je nemoguce kvantifikovati, poput

oplakivanja, gozbe, duzine propovedi, itd.

Slika 1.9. Grupni grobovi. A. Dvojni grob 257 A i B. Tela su postavljena paralelno u zgréencu,
na desnoj strani. Lica su okrenuta ka istoku, dok su tela orijentisana u pravcu jugoistok -
severozapad. Pripadaju manje o¢uvanom skeletu deteta (za koje je pretpostavljeno da je devojcica
na osnovu nac¢ina sahranjivanja) i starijoj Zeni, koja joj moze biti baka. Ispred lobanje deteta nalazi
se deo bikoni¢nog pehara. B. Trojni grob 122. Grupni grob 122 podse¢a na uzu porodicu
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sahranjenu u zgréencu: odrasli muskarac 122S (sahranjen u orijentaciji Zene), zena 122W i jedno
dete 122E. Skelet E pripada decaku, poloZenom na levi bok, licem okrenutim prema istoku.
Orijentisan je u pravcu sever — jug. Ruke su savijene u laktovima i privuc¢ene grudima tako da su
Sake kod lica. Ispred grudi, postavljeni su grobni prilozi: kratka kosStana igla, manja ogrlica (koju
sacinjavaju delovi kosti, §koljke, 9 bikoni¢nih i jedno oblo zrno od kaolina zelenkaste boje) i
jedna fragmentovana nausnica od bronzane zice. Skelet S nalazi se u sredini rake (izmedu skeleta
E i W) i pripada odraslom muskarcu. Telo je postavljeno na levi bok, licem prema istoku u
orijentaciji jug — sever. Ruke su savijene u laktovima sa Sakama ispred brade. Fotografije:
Nacionalni muzej, Kikinda.

1.4.4.2. Moriska naselja

Naselja moriske kulture gradena su pored reka gde je samo odredeni deo zemlje
mogao biti suv i dostupan stanovnicima. To je vodilo ili ka ve¢oj gustini naseljenosti na
ovim predelima, ili su ¢lanovi zajednice bili primorani da naselja grade na brdima kako
bi se zastitili od poplava (Stefanovi¢ 2008).

Neki arheolozi smatraju da je moriSka kultura pratila isti tip arhitekture i naselja
kao kasno neolitske zajednice: centralni naseljeni deo okruzen je manjim i kratkotrajnim
naseljima izmedu kojih nije dokazano da postoji jasno izrazena razlika u funkciji i
aktivnosti (Giri¢ 1987). Medutim, za razliku od velikih, kasno neolitskih kuca, koje su
verovatno bile dom veéem broju porodica, kuée moriske kulture su naseljavale
pojedinacne uze porodice. One su male (od 8-14 m u duzini i oko 4 m u $irini), sa glinenim
podovima, zidovima od pruca, i krovovima od trske, a njihovu unutrasnjost krasila su
ognjista, peénice i prostor za okupljanje porodice. Vazan deo ovih naselja bila su mesta
za skladiStenje hrane, kako unutar kuce, tako i1 izvan kuca (O'Shea 1996).

Groblje je takode bilo sastavni deo naselja, a Mokrin sa 315 iskopanih grobova je
najvec¢e medu njima i nalazi se u blizini pet moriskih sela (Giri¢ 1971). Iako je prvobitno
smatrano da je svako naselje povezano sa jednom nekropolom, njihova lokacija ide u
prilog pretpostavci da je jedno groblje moglo sluziti za nekoliko zajednica (Giri¢ 1987).

Bioarheoloski ostaci govore nam da su se pripadnici moriske kulture bavili
zemljoradnjom, uzgojem zivotinja, lovom 1 ribolovom u svakodnevnom Zivotu. Uzgajala
jejeCam i sorte pSenice koje su uspevale na vlaznijem zemljistu (O’Shea 1996). Pronadeni
su i mnogobrojni zivotinjski nalazi, medu kojima dominiraju domace Zivotinje - Svinje,
goveda, ovce, koze 1 psi, a u manjoj meri ima i konja. Takode, pronadeni su i ostaci

crvenog jelena i dabra (Bokonyi 1972).
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1.4.4.3. Materijalna kultura

Najznacniji aspekt moriske kulture predstavlja keramika (¢inije, tegle, posude za
tecnosti), medu kojom se razlikuje fina keramika i keramika grube izrade. Dok je fina
keramika zahtevala odredenu vestinu za izradu, jer je pravljena po strogim dimenzijama
i sa veoma preciznim detaljima, keramika od grube izrade je prostija, uglavnom obuhvata
veCe posude za skladiStenje hrane i teCnosti, 1 mogla je biti proizvedena u svim
domadinstvima za svakodnevnu upotrebu (O’Shea 1996).

Drugi vazan element ekonomije bila je metalurgija bakra i bronze, o ¢emu
svedoCe mnogi artefakti od ovih materijala (pre svega nakit, bodezi i sekire). Metalni
artefakti najceS¢e su pronadeni u grobovima (retko kada u naseljima) gde su
najverovatnije sluzili kao prikaz socijalnog statusa pojedinaca. Zlatni artefakti, poput
prstenova ili nakita za kosu, takode su pronadeni na moriskim nekropolama (O’Shea
1996; Stojanovi¢ 2021).

Znacajna koliCina alatki, poput ¢ekica, §ila, igli, klinova, nakita, perli 1 privezaka,
proizvedena je od Zivotinjskih kostiju, zuba i rogova. Nasuprot tome, kamene alatke su
retke i uglavnom predstavljaju sekire i brusilice. Takode, tri vrste Skoljki, Dentalium sp.,
Cardium sp., i Columbella rustica, pronadene su medu grobnim prilozima i koristile su
se u proizvodnji perli (Ljustina et al. 2019).

Centralna pozicija moriSkih sela na reci predstavljala je pogodno i vazno mesto
za trgovinu, te pored dokaza za postojanje lokalne proizvodnje, postoje i mnogobrojni
dokazi o uspostavljanju regionalne razmene materijalnih dobara izmedu moriskih sela 1
drugih kultura. Ova veza posebno je bila razvijena sa Nagyrév kulturom, koju karakterise
jedinstvenost u materijalnoj kulturi 1 sahranjivanju, a koja je predstavljala i vezu moriskih
sela sa severno nastanjenim zajednicama (O’Shea 1996). Odsustvo metalnih izvora3®
(zlata, bakra i kalaja potrebnog za izradu bronze) zahtevalo je uspostavljanje trgovinskih
odnosa sa udaljenim mestima kako bi se nabavljale rude ili gotovi metalni artefakti.
Takode, specijalne regionalne radionice za izradu fine keramike, brojne nelokalne

sirovine i prisustvo “egzoti¢nih” materijala (Dentalium sp. i Columbella rustica skoljke;

% Analize elemenata artefakta pokazale su da bakar i bronza najverovatnije poticu sa dva izvora: 1. iz
Slovacke i centralne Evrope, 2. iz Rumunije, dok zlato potice iz isto¢nih izvora, tacnije Rumunskih Karpata
(O’Shea 1996).
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keramika Nagyrév kulture ili metalni artefakti), nesumnjivo dokazuju da je postojala

aktivna interakcija izmedu moriskih sela i drugih kultura (Ljustina et al. 2019).

1.4.4.4. Socijalna organizacija

Dok nam naselja mogu pruziti informacije o svakodnevnom Zivotu zajednica,
nacin na koji su individue sahranjene moze nas informisati o socijalnoj organizaciji
drustva. Upravo je O’Shea (1996) predstavio analizu svih grobnih priloga sa moriskih
nekropola u cilju utvrdivanja drustvene organizacije ove kulture. Na osnovu pola i starosti
pokojnika, kao i prostorne distribucije odredenih grobnih priloga, primetio je postojanje
nasledne prirode razli¢itog drustvenog statusa osoba. Grobni prilozi (Slika 1.10.) poput
oruzja (bodezi i sekire)®’, pojasne niske®, ukrasi za glavu®® i kostane igle* variraju u
zavisnosti od pola, godina i dela nekropole i smatrani su pokazateljima visokog
drustvenog statusa. Takode, oznakama visokog drusStvenog statusa smatrani su i
“egzotini” grobni prilozi, koji vode poreklo iz udaljenih mesta. Najsiromasniji ¢lanovi
drustva i ¢lanovi koji su imali nizi drusStveni status sahranjeni su bez priloga ili samo sa
keramickom posudom ili nekoliko perlica (O’Shea 1996; Stefanovi¢ 2008). Takode je
zapazeno da markeri visokog statusa, pronadeni kod muSkaraca, nisu proizvedeni
lokalno, ve¢ su obezbedeni trgovinskom razmenom, dok su Zene (izuzimajuéi ukrase za
glavu) sahranjene sa pojasnim niskama i koStanim iglama proizvedenim od lokalnih
materijala (kaolin, keramika, zivotinjske kosti 1 zubi) (O’Shea 1996).

S obzirom da su bogati prilozi (izuzev ukrasa za glavu kod Zena) nalaZeni i kod
dece, pravo na njihovo nosenje verovatno je bilo nasledno. Takode, mali broj vrednosnih

priloga ukazuje da je broj osoba koji su ih mogli posedovati verovatno bio ograni¢en

37 Pronadeno je $est bodeZa kod odraslih muskaraca u juznom delu nekropole, i dve metalne i &etiri kamene
sekire kod odraslih muskaraca u severnom delu nekropole na Mokrinu.

38 Pojasne niske, sa¢injene od razli¢itih perlica i Zivotinjskih zuba, obmotavane su oko struka starijih Zena.
U slu¢aju mladih Zena, pojasne niske bile su smestene pokraj individue, a samo je u jednom sluc¢aju mlada
zenska individua nosila svoj pojas. Nadene su u severnom i severno-zapadnom delu nekropole (O’Shea
1996).

39 Ukrasi za glavu na Mokrinu pronadeni su kod Zena srednjih godina, ali i kod nekih muskaraca. Samo
jedan decji grob (161) posedovao je ovaj prilog. S obzirom da ukrasi za glavu nisu pronadeni kod starijih
zena, pretpostavlja se da je to ukrasavanje moglo pokazivati privremeni socijalni status, a ne trajnu
zasluzenu poziciju u drustvu. Jedna od pretpostavki je da su ga nosile supruge ili sestre muskaraca visokog
statusa (O’Shea 1996).

40 Kostane igle su proizvedene lokalno i deo su grobnih priloga odraslih i mladih Zena u juZno-isto¢nom
delu nekropole u Mokrinu. Dok se kod mladih individua nalazila jedna kostana igla, pokraj odraslih se
mogao naci par (O’Shea 1996).
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(O’Shea 1996).
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Slika 1.10. Grobni prilozi uzorkovanih individua. a. bodez (grob 211), b. sekira (grob 163), c.
sekira (grob 243), d. ukras za glavu (grob 161), e. ogrlica (grob 122S), f. pehar (grob 181), g.
pehar (grob 163), h. pehar sa finijim radom (grob 282), i. ¢inija (grob 163), j. pojasna niska (grob
161).
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O’Shea (1996) je na osnovu istrazivanja grobnih priloga i procenjene veli¢ine
populacije pretpostavio da su sela moriske kulture bila autonomna, ali isuvise mala za
samostalno prezivljavanje, te su se verovatno udruzivala putem srodstva i uspostavljala
regionalnu organizaciju koja nije bila strogo hijerarhijska. Odredena socijalna i politicka
organizacija u ovim zajednicama je postojala, ali uniformno sahranjivanje ¢lanova
zajednice na jednom mestu, kao i odsustvo gradevina, ne sugeriSu veée druStvene
promene karakteristi¢ne za bronzano doba.

Por¢i¢ i Stefanovi¢ (2009) posmatrali su fizicke markere stresa na individama
kako bi procenili vezu izmedu intenziteta fizickih aktivnosti pojedinaca i njihovog
socijalnog statusa, i kako bi utvrdili da li je drustvo u Mokrinu (kao i ve¢ina drustava u
bronzanom dobu) bilo stratifikovano. Zapazeno je da su fizi¢ki aktivniji i snazniji
muskarci (sa izuzetno izrazenim miSi¢nim pripojima) sahranjivani sa bogatim prilozima,
te se smatra da su oni svoj status sticali u druStvu, na primer ratovanjem. Sa opadanjem
znakova fiziCke aktivnosti opada i broj muskaraca sahranjenih u bogatim grobovima.
Medu pokojnicima koji su imali najmanje ispoljene miSiéne pripoje nema nijednog koji
je sahranjen u grobu sa markerima visokog statusa ili u grobu bogatom prilozima.
Nasuprot njima, sa smanjenjem dokaza fizickih aktivnosti kod Zena rastao je i njihov
status. Zene sa viSe priloga nisu radile i najverovatnije su svoj status sticale preko udaje.
Pripadnice zZenskog pola koje su imale najizrazenije miSi¢ne pripoje najceSée su
sahranjivane u najsiromasnijim grobovima (tj. onim bez priloga). Medutim, postoje
odredeni izuzeci jer je bilo 1 Zena koje su za Zivota obavljale izrazito teske fizicke poslove,
a bile su sahranjene sa markerima visokog drustvenog polozaja. Stoga, nije iskljuceno da
je promena statusa zena bila moguca, tj. prelazak iz nizeg u viSe drustvo usled raznih
zivotnih situacija (Porc¢i¢ and Stefanovi¢ 2009). Prema rezultatima analize, ponudena je
interpretacija da je nasledeni druStveni status nekim Zenama omogucio izbegavanje teskih
fizickih poslova, dok su Zene nizeg statusa obavljale teze poslove. Kod muskaraca je slika
drugacija — izgleda da oni koji su rodenjem stekli visi druStveni status nisu bili poStedeni
teSkog fizickog rada, ve¢ da je fizicka aktivnost bila izuzetno vazna za odrzavanje visokog

drustvenog polozaja (Stefanovi¢ 2008).
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1.5. Funkcionalni markeri

Prirodna selekcija predstavlja proces u kome odredena osobina koja dovodi do
veée adaptivne vrednosti individue u datim uslovima postaje ¢eSéa (pozitivna selekcija),
dok osobina koja svojim nosiocima smanjuje adaptivnu vrednost postaje manje
zastupljena u slede¢im generacijama (negativna selekcija). Selekcija deluje samo na
postojece fenotipske varijante u populaciji 1 dovodi do promena ucestalosti alela na
genima koji imaju efekat na prezivljavanje i reprodukciju svojih nosilaca. Smanjena
geneticka varijabilnost na odredenom lokusu usled delovanja selekcije unutar
pojedinacnih populacija odrazava se na vecu diferenciranost izmedu populacija.

Istrazivanja efekata prirodne selekcije zasnivaju se na analizama tzv.
funkcionalnih markera, tj. onih delova genoma c¢ija ukljucenost u razvi¢e fenotipa i
postojanje razli¢itih varijanti na tim lokusima imaju efekte na diferencijalno
prezivljavanje i reprodukciju jedinki u populaciji. Pronalazenje takvih, selektivno
prepoznatljivih markera, pruZa mogucénost opisivanja geneti€¢kih promena koje su
omogucile prilagodavanje ljudi na razliCite Zivotne sredine (selektivne pritiske) u
pros$losti. Selekcija ne utice isklju¢ivo na promene ucestalosti alela kodirajucih gena, ve¢
i na regulatorne delove genoma, koji dovode do varijabilnosti u ekspresiji gena. S
obzirom na ¢injenicu da se za mali broj osobina moze re¢i da se u njihovoj razvojnoj
osnovi nalazi aktivnost jednog gena (monogenske osobine), a da su poligenska priroda i
interakcije izmedu viSe gena pre pravilo nego izuzetak u razviéu najveceg broja
fenotipskih karakteristika, Citav set gena i signalnih puteva koji se moraju analizirati
komplikuju istrazivanje fenotipske evolucije (Daub et al. 2015).

Prilikom pronalazenja markera kandidata za analizu prirodne selekcije,
identifikuju se aleli sa neobi¢no malom staro$¢u za ustanovljene visoke ucestalosti u
populaciji (Wilde et al. 2014). Jedan od uslova jeste i pretpostavka o kontinuitetu
populacije na istom geografskom podrucju i odsustvo strukturiranosti populacije (Wilde
et al. 2014). Mathieson i saradnici (2015) analizirali su regione genoma koji odstupaju
od uobicajne ucestalosti genetickih komponenti poreklom od isto¢nih zemljoradnicko-
stoCarskih zajednica, zapadnih lovaca sakupljaca i populacija iz stepa, pretpostavljajuci
da se takva odstupanja deSavaju ukoliko je taj deo genoma pod pozitivnom ili balansnom
selekcijom. Prilikom ove analize, identifikovani su lokusi asocirani sa depigmentacijom
i tolerancijom na laktozu (LCT, SLC45A2, SLC24A5, HERC?2), koji su zatim prou¢avani
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u drevnim genomima i poredeni izmedu populacija (Mathieson et al. 2015). S obzirom
da drevna DNK c¢esto nije dovoljno o¢uvana, mora se imati u vidu da je procena

heterozigotnosti u ovim studijama ogranicavajuca.

1.5.1. Pigmentacija

Pigmentacija pokazuje kontinuiranu varijabilnost i rezultat je aktivnosti
medusobne interakcije gena ukljucenih u razviée koze, duzice i dlake. Ucestalost
razliitih alela varira izmedu populacija 1 zavisi od spoljaSnje sredine, tj. geografskog
podrucja. Tako je tamna koZa karakteristi¢na za toplije krajeve, gde ima ulogu zastite od
UV zracenja 1 na taj nacin predstavlja ekoloSku adaptaciju. Nasuprot tome, u hladnijim
podruc¢jima, gde je nizak intenzitet sunceve svetlosti i posledicno je u ljudskom telu
smanjena sinteza vitamina D3 i apsorpcije Ca?*, formiranje kostiju i imunitet su oslabljeni
1 poremeceni i povezani sa sr¢anim oboljenjima i rahitisom (Chaplin and Jablonski 2009;
Marciniak and Perry 2017). Kako u kozi sa pove¢anjem koncentracije melanina*' opada
apsorpcija UV zraka neophodna za sintezu vitamina D, sa pove¢anjem geografske Sirine
(tj. smanjenjem intenziteta svetlosti) raste selektivni pritisak koji favorizuje svetliju boju
koze - na taj nacin se omogucava sinteza dovoljne koli¢ine vitamina D 1 izbegava se
pojava patoloskih stanja (Chaplin and Jablonski 2009; Wilde et al. 2014; Ju and
Mathieson 2021). Promena ishrane nakon neolita takode je mogla doprineti favorizovanju
svetlije koze u Evropi. Naime, ishrana u mezolitu bogata ribom i vitaminom D postepeno
je zamenjivana zitaricama koje sadrze mnogo manje ovog vitamina (Marciniak and Perry
2017).

Iako opisane promene mogu objasniti evoluciju depigmentacije koze, postavljeno
je pitanje uslova i razloga povecanja ucestalosti svetlih o¢iju i kose. Jedna od hipoteza
koja je ponudila objaSnjenje mehanizma ovakvog trenda promene boje o¢iju vezuje se za
dobro poznat fenomen u evolucionoj biologiji - seksualna selekcija zavisna od ucestalosti.

Naime, retka fenotipska svojstva mogu biti percipirana kao seksualni atraktanti i

41 Melanin predstavlja derivat aminokiseline tirozina koji nastaje aktivno$¢u enzima tirozinaze i odgovoran
je za pigmentaciju Zivotinja. Kod ljudi se javlja u dve forme: eumelanin (braon i crna boja) i feomelanin
(crvena i zuta boja). Sintetisan je u melanozomima, organelama koje su locirane u melanocitima u nekoliko
tkiva uklju¢ujuc¢i osnovni sloj epidermisa, folikule dlake i duzicu. Varijacija u pigmentaciji zavisi od razike
u veli€ini i tipu melanina, kao i od distribucije melanozoma u razli¢itim tkivima, i geneticki je odredena
(Chaplin and Jablonski 2009; Wilde et al. 2014).
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favorizovana prilikom odabira partnera za reprodukciju, pa se smatra da je pojava svetlih
ociju usled mutacije u OCA2 genu, koja je na pocetku svog nastanka svakako bila retka,
mogla biti prosirena kroz populacije usled ¢e$ceg i uspesnijeg ukrStanja ljudi sa tom
retkom osobinom (Wilde et al. 2014). Postoji i1 hipoteza da su plave o¢i favorizovane u
proslosti, dok su bile retko svojstvo, da bi muskarci lakSe verovali u sopstveno o€instvo
(Laeng et al. 2007).

Treba imati na umu da na osnovu drevnih genoma nije moguce sa apsolutnom
preciznos¢u odrediti boju koze buduci da ¢esto nedostaju podaci na nekim pozicijama u
dosta oSte¢enim DNK molekulima, pa se zakljucci o svetloj ili tamnoj kozi predstavljaju
u opsezima odredenih verovatnoc¢a (Chaitanya et al. 2018). Danas je poznato nekoliko
genetickih markera koji se smatraju odgovornim za depigmentaciju koze i ¢ija se
ucestalost menjala kroz vreme pod delovanjem selekcije, a danas su ili fiksirani ili imaju
visoku ucestalost medu Evropljanima (Marciniak and Perry 2017; Ju and Mathieson
2021). lzvedeni aleli gena SLC45A2, SLC24A5, TYR i HERC2, povezani sa
depigmentacijom koZe, u€estvuju u pigmentaciji koze poligenski, ali nije poznato da li je
svaki od ovih alela bio pod delovanjem selekcije i u kom vremenskom periodu (Ju and
Mathieson 2021).

Pigmentacija praistorijskin populacija Evrope uglavnom se razlikovala od
pigmentacije populacija savremenih ljudi na istom geografskom podrucju. Ucestalost
alela za tamnu pigmentaciju zna¢ajno je opala tokom poslednjih 40,000 godina (Ju and
Mathieson 2021). Analize genetickih markera na drevnim genomima pokazale su da su
ljudi u paleolitu (50-20,000 godina pre nove ere) imali tamnu kozu, bas kao i neandertalci
1 Denisova arhai¢ni ljudi (Marciniak and Perry 2017; Ju and Mathieson 2021). Takode,
mezolitski lovci sakupljaci nosili su manje alela za svetliju kozu u poredenju sa ranim
zemljoradnicko-stoCarskim zajednicama ili populacijama iz stepa (Olalde et al. 2014; Ju
and Mathieson 2021). Smatra se da su svetlija koza, kosa i o€i bili jo$ uvek intenzivno
favorizovani prirodnom selekcijom u periodu pre oko 6,500-4,000 godina, Sto sugerise
da su selekcioni pritisci uzrokovani slabijim suncevim zracenjem i dalje bili aktuelni za
vreme kasnog plesitocena i ranog holocena, ili da su se u novoj sredini pojavili novi
selekcioni pritisci koji su takode favorizovali depigmentaciju (Olalde et al. 2014; Wilde
et al. 2014).

HERC2 gen predstavlja glavnu determinantu pigmentacije duZice
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(braon/plava), a takode je povezan i sa pigmentacijom koze i kose. Njegov recesivan
izvedeni alel rs12913832 A>G povezuje se sa pojavom svetlih o¢iju. HERC2 gen nalazi
se uzvodno od promotora OCA2 gena, i s obzirom da ima ulogu u regulaciji ekspresije
OCA2 gena, oni zajedno u€estvuju u determinaciji boje o¢iju (Branicki et al. 2009). OCA2
gen je lociran na dugom kraku hromozoma 15 i smatra se da takode regulise proizvodnju
melanina na taj na¢in $to kodira za transmembranski protein melanozoma (protein P) koji
je uklju€en u transport i procesuiranje tirozinaze, i u¢estvuje u regulaciji pH melanozoma
i metabolizmu glutationa (Donnelly et al. 2012). Mutacije u ovom genu dovode do
okulokutanog albinizma tipa 2, retkog genetickog oboljenja koje se nasleduje autozomno
recesivno 1 dovodi do nemogucénosti sinteze melanina u kozi, kosi 1 oima. Ekspresija
OCA2 gena povecana je u melanocitima koji nose predacki A alel HERC2 gena, a utiSana
u melanocitima koji imaju izvedeni G alel. Homozigotni AA, kao i heterozigotni AG
genotipovi na HERC2 genu najcesce su prisutni kod osoba sa braon o¢ima, dok se
homozigotni GG genotip nalazi kod plavookih ljudi. Zanimljivo je da je u nalazu ljudske
individue iz mezolita, oznacene kao La Brafia, pronadena varijanta HERC2 markera
asocirana sa plavim o¢ima, 1ako u mezolitu selekcija za svetlu kozu joS§ uvek nije fiksirala
odgovarajuce alele na drugim genima, S$to upucuje na zakljucak da je selekcija za svetle
o¢i mogla prethoditi selekciji za svetlu kozu (Olalde et al. 2014).

Dva markera SLC45A2 i SLC24A5 nalazila su se pod jakom selekcijom koja je
favorizovala ove alele oko 19,000-11,000 godina pre nove ere (Wilde et al. 2014).
Njihova ucestalost rasla je relativno brzo u ranom neolitu u Evropi, verovatno i
zahvaljuju¢i migracijama (Wilde et al. 2014; Ju and Mathieson 2021). SLC45A2
(rs16891982 C>QG) alel ukljucen je u procese distribucije i1 intracelijskog procesovanja
tirozinaze i drugih enzima vaznih za pigmentaciju. Izvedeni rs16891982*G alel, c¢ija
ucestalost opada od severa ka jugu u Evropi, asociran je sa svetlijom kozom, kosom i
o¢ima kod savremenih populacija (Wilde et al. 2014). Izvedeni alel markera SLC24A5
(rs1426654*A ili A111T), takode povezan sa depigmentacijom koze kod Evropljana,
skoro je fiksiran medu ranim zemljoradni¢ko-sto¢arskim zajednicama i populacijama iz
stepa (Ju and Mathieson 2021). U analizi 104 geneticke varijante asocirane sa vaznim
fenotipskim osobinama, uoceno je da upravo ova dva pojedinacna nukleotidna
polimorfizma (rs1426654 i rs12913832) pokazuju brzo povecanje ucestalosti za vreme

bronzanog doba u Evropi (Allentoft et al. 2015). Ucestalost rs1426654 povecava se od
51



veoma niske do fiksacije u periodu od svega 3,000 godina izmedu mezolita i bronzanog
doba u Evropi (Allentoft et al. 2015).

TYR gen (rs1042602 C>A) kodira za tirozinazu, enzim koji katalizuje prva dva
koraka u procesima melanogeneze, te je vazan za proizvodnju melanina. Izvedeni A alel
je asociran sa svetlom bojom koze i o€iju, kao i odsustvom pega, a visoko je polimorfan
kod Evropljana (Wilde et al. 2014).

1.5.2. Tolerancija na laktozu

Tolerancija na laktozu, disaharid prisutan u mleku (engl. lactase persistence - LP),
predstavlja autozomnu dominantnu osobinu kontinuirane produkcije enzima laktaze i u
odraslom dobu. Enzim laktaza hidrolizuje laktozu na glukozu i galaktozu, Secere koji se
potom mogu apsorbovati i koristiti. Kod svih sisara, sinteza enzima laktaze prestaje nakon
perioda odojceta, pa stoga odrasle jedinke sisara ne mogu konzumirati mleko u ishrani
jer ono dovodi do dijareje i dehidracije. Tolerancija na laktozu u odraslom dobu nije bila
prisutna kod ¢ovekovih predaka, bas kao ni kod drugih odraslih sisara.

Kod Evropljana, tolerancija na laktozu povezana je sa tranzicijom C u T u intronu
MCM6 gena (13,910*T) na hromozomu 2 (2921), lociranim 13.91 kb uzvodno od gena
za laktazu (LCT) (Enattah et al. 2002). Ovaj alel, takode poznat kao rs4988235 (G>A),
uti¢e na mogucénost vezivanja transkripcionog faktora AP-2 i promotorsku aktivnost ovog
gena. Analize su identifikovale jos jednu promenu u intronu MCM6 gena povezanu sa
mogucnos¢u varenja laktoze u odraslom dobu: G/A-22018, lociranu 22 kb uzvodno od
LCT gena (Enattah et al. 2002). Ove dve varijante u MCM6 genu medusobno su udaljene
oko 8 kb i locirane izmedu dva mikrosatelita D2S3013 i D2S3014 (Slika 1.11.).
Homozigoti za C i G alel asocirani su sa netolerancijom na laktozu, dok su heterozigoti i
homozigoti za T i A alel povezani sa sposobno§¢u varenja mleka (Enattah et al. 2002).

Ucestalost alela koji omogucavaju toleranciju na laktozu zavisi od geografskog
podrucja koje naseljava ljudska populacija. Savremeni ljudi iz severne Evrope imaju
visoku ucestalost rs4988235*A alela (¢ak 73-95% Britanaca i Skandinavaca), $to je u
korelaciji sa manjim brojem sun¢anih dana u godini i nedovoljnom sintezom vitamina D
u kozi, a koji je neophodan za absopciju Ca?". Visoka udestalost ovog alela takode je
karakteristicna za zapadnu i centralnu Evropu (56-67%), kao i za odredene grupe iz

Afrike, sa srednjeg istoka, ili juzne Azije koje se bave stocarstvom (Itan et al. 2009;
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Campbell and Tishkoff 2010). Medutim, tolerancija na laktozu vrlo je retka u drugim
ljudskim populacijama, npr. samo 6-36% u juznoj Evropi (Itan et al. 2009). Kultura i
navike ljudi u ovim krajevima su drugaciji i mle¢ni proizvodi se uglavnom koriste u formi
jogurta, sira i kefira.

Smatra se da je odredena kombinacija spoljasnjih faktora odgovorna za poveéanje
ucestalosti alela za laktoznu toleranciju od neolita do savremenog doba. Pre svega, mleko
predstavlja vazan izvor nutrijenata u odsustvu hrane i obezbeduje dovoljnu koli¢inu
vitamina D i Ca?* (Flatz and Rotthauwe 1973), a predstavlja i vazan izvor te¢nosti na
mestima sa suvom klimom ili kontaminiranom vodom (Cook 1978). Takode je pokazano
da mleko ima ulogu u suzbijanju simptoma malarije (Cordain et al. 2012) 1 poboljSanju
sastava stomacnog mikrobioma (Cederlund et al. 2013; Gibson et al. 2017).

Sirenje LP alela je pored selektivnih prednosti koje nosi sa sobom, takode zavisno
1 od migracija predasnjih populacija, pre svega migracije ranih zemljoradni¢ko-stocarskih
zajednica iz Grcke preko Balkana Dunavskom rutom (Hoffmanova et al. 2016). Medutim,
utvrdeno je da nisu isti aleli odgovorni za rezistenciju na laktozu kod Evropljana (i
nekoliko zapadno-africkih sto¢arskih populacija) i kod populacija iz Afrike i sa Bliskog
Istoka, gde su identifikovana jo§ tri postojeca polimorfizma (G/C-14010 u Tanzaniji i
Keniji, a T/G-13915 i C/G-13907 u severnom Sudanu i Keniji), locirani oko 14 kb
uzvodno od ovog gena (Tishkoff et al. 2007). Dakle, u Africi, postoji najmanje Cetiri alela
povezanih sa tolerancijom na laktozu (tri su verovatno africkog porekla, dok je alel
13,910*T evropskog porekla), Sto je zanimljiv primer konvergentne evolucije (Tishkoff
et al. 2007).

Jos§ uvek nije poznato poreklo dominantnog evropskog LP alela. Analize drevnih
populacija pokazale su da je ovaj alel redak ili odsutan medu ranim zemljoradnic¢ko-
stoCarskim zajednicama iz centralne i isto¢ne Evrope (Burger et al. 2007), $to podrzava
hipotezu o povecanju ucestalosti tek nakon $to je mleko uvedeno u ishranu. Analizom
distribucije ovog alela medu drevnim populacijama, procenjena je starost ove varijante
kod Evropljana na vreme izmedu 7,450 i 12,300 godina, kada je zapoceta praksa
zemljoradnje (Itan et al. 2009). Jedna od pretpostavki porekla ovog alela podrazumeva da
je mutacija nastala u populaciji smestenoj izmedu centralne Evrope i severnog Balkana u
vreme ve¢ zapocete povecane proizvodnje mlecnih proizvoda i gajenja stoke, kada je

pokrenuta intenzivna selekcija koja je za kratko vreme podigla ucestalost alela pocevsi
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od svega par jedinki nosilaca (Itan et al. 2009). Zapravo, evolucioni modeli predvidaju
inicijalno sporo povecanje ucestalosti alela dok je on jako redak u populaciji, ali se moze
ocekivati da njegova ucestalost naglo poraste usled demografskih ekspanzija i
medusobno zavisnog procesa bioloske i kulturne evolucije, jer je sposobnost
konzumiranja mleka, kao vaznog izvora nutrijenata i tecnosti, pruzala odredenu
selektivnu prednost (Itan et al. 2009). Allentoft i saradnici (2015) smatraju da je
povecéanje ucestalosti alela asociranog sa genom za toleranciju na laktozu najverovatnije
skorijeg datuma, s obzirom da je ova varijanta prisutna sa malom ucestaloS¢u u
bronzanom dobu (Burger et al. 2007; Allentoft et al. 2015; Mathieson et al. 2015; Olalde
et al. 2018; Mittnik et al. 2019), kao i da poreklo ove varijante potice od stepskih
populacija i njihove migracije u Evropu (Allentoft et al. 2015).
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r T T T T T T T 1
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q 136350481] < 136313666
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...c[a/C]macTTACCA .............. aeaTAT/GlaTAcfcTlecic/cl Te. . .GGCECGGTGG L
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Slika 1.11. Mapa regiona LCT i MCM6 gena. Prikazana je lokacija pojedina¢nih nukleotidnih
polimorfizama u intronu 9 i 13 MCM6 gena u Africkim i Evropskim populacijama. (Slika
preuzeta iz Tishkoff i saradnici (2007)).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovne pretpostavke od kojih se polazi u ovom radu podrazumevaju da
materijalni 1 skeletni dokazi iz drevnih nekropola mogu pruziti informacije o Zivotu
svakog pojedinca, kao i da polozaj i nacin sahranjivanja govori o statusu koji je osoba
imala u zajednici. Uzimajuéi u obzir ove podatke, moguce je uobli¢iti znanja o socijalnoj
organizaciji praistorijskih drustava.

Nekropola u Mokrinu, u blizini Kikinde, pripada rano-bronzanodopskom periodu
koji karakteriSu intezivne drustvene i ekonomske promene. S obzirom na bogatstvo
pronadenih skeleta i grobnih priloga tokom iskopavanja, ova nekropola je od posebnog
znacaja za studije druStvene organizacije. Analize drevne DNK pazljivo izabranih skeleta
sa ove nekropole imaju za cilj utvrdivanje srodstva izmedu sahranjenih individua, a zatim
1 odnosa izmedu njihovog drustvenog statusa i srodstva kako bi se definisala druStvena
organizacija ove drevne zajednice. Uzimajuci u obzir analizu odgovarajucih genetic¢kih
markera, podatke iz predasnjih istrazivanja na ovoj nekropoli (O’Shea 1996; Porci¢ and
Stefanovi¢ 2009), kao i raznovrsne antropoloSke i arheoloske informacije, ciljevi ovog
istrazivanja bi podrazumevali odgovore na sledec¢a pitanja:

1. Da li postoji vertikalna socijalna diferencijacija, odnosno da li postoje razlike u
drustvenom statusu individua, kao i da li su bogatstvo i status nasledni?

Geneticke analize pruzaju moguénost da se proveri srodstvo izmedu bogatih ili
siromasnih odraslih pojedinaca i1 dece. Kriterijume za izbor skeletnih ostataka definisao
je O’Shea (1996). Studije drevne DNK ne mogu objasniti kada je i zaSto nastala socijalna
nejednakost, ali mogu odgovoriti na pitanje kako je nejednakost odrZavana, jer srodstvo
moze biti jedan od nacina prenosa bogatstva kroz generacije (Fried 1967).

2. Da li postoji horizontalna diferencijacija nekropole, odnosno drustvena razlicitost
prema polu, uzrastu i srodstvu?

Na osnovu grobnih priloga, O’Shea (1996) je pretpostavio da se nekropola u Mokrinu
moze podeliti na severni i juzni deo. Analizama srodstva, koje detektuju bliskost u istom
segmentu nekropole, moze se proveriti da li je ova velika nekropola podeljena na klanove
koji su organizovani oko rodbinskih veza.

3. Kakvo je bilo bracno prebivaliste u Mokrinu?
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Brac¢no prebivaliste i institucija braka vazni su za analizu 1 interpretaciju drustvene
dinamike 1 srodnic¢kih odnosa, jer upravo ovi procesi uticu na protok gena i varijabilnost
izmedu srodnih grupa (Ensor et al. 2017). Na osnovu podataka dobijenih iz analize
uniparentalnih genetickih markera moze se pretpostaviti da li je drustvo bilo
organizovano kao matrijarhat ili patrijarhat, a u cilju rekonstrukcije socijalne strukture i
transmisije statusa u drustvu.

4. Da li postoje tragovi inbridinga u Mokrinskoj populaciji?

Procene geneticke varijabilnosti ove populacije mogu ukazati na koji na¢in su ljudi stupali
u bra¢ne odnose i da li su rodbinske veze u€estvovale u odrzavanju statusa u drustvu.

5. Da li se geneticka stuktura populacije iz Mokrina razlikuje od geneticke strukture
bronzanodopskih i savremenih populacija?

Pored pracenja promena u funerarnoj praksi i1 nainu zivota, studije drevne DNK
omogucavaju medusobno poredenje populacija kroz osnovne populacione analize kako
bi se bolje sagledale interakcije izmedu drevnih populacija. Razumevanje tranzicije
bakarnog ka bronzanom dobu ukljucuje i odgovor na pitanje da li se moriska kultura moze
posmatrati kao potomak bakarne kulture iz populacije koja je ranije Zivela na ovim
prostorima, ili je Mokrinska populacija migrirala na ova podrucja. S obzirom da ovakve
analize nisu do sada radene na teritoriji dana$nje Srbije, nije poznato u kojoj meri su
kulture stupale u medusobni kontakt i mesale se, zasto su slabile i nestajale, kao 1 koje
kulture su se razvile nakon dolaska Jamne populacije.

6. Da li se u populaciji sa Mokrina mogu detektovati funkcionalni geneticki markeri za
depigmentaciju koze i toleranciju na mleko?

Na osnovu analiza funkcionalnih genetickih markera mogu se proceniti njihove
ucestalosti u populaciji sa Mokrina, a potom i porediti sa drugim drevnim i savremenim
populacijama sa ciljem razumevanja fenotipskih karakteristika “mokrinskih ljudi” i

njihovog nacina ishrane.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. SKELETNI MATERIJAL

3.1.1. Uzorkovanje materijala

Materijal sa arheoloskog nalazista Mokrin uzorkovan je u saradnji sa Nacionalnim
muzejom u Kikindi. 24 petrozne kosti dobre ocuvanosti izabrane su na osnovu prostorne
distribucije grobova, specificnog arheoloSkog konteksta i grobnih priloga na osnovu
Kriterijuma koji je postavio O’Shea (1996) (Slika 1.10.).

Postojanje vertikalne i horizontalne diferencijacija analizirano je kroz izbor
skeletnih ostataka i grobnih artefakata sa severa nekropole — odraslih i mladih siromas$nih
individua (257A, 257B, 260, 282, 295) (Tabela 3.1.) i odraslih i mladih bogatih individua
(161, 163, 181, 243, 287, 288, 302) (Tabela 3.2.). Isti princip koriséen je i za juzni deo
nekropole: odrasle i mlade siromasne individue (186, 220, 223, 224, 225) (Tabela 3.3.) i
odrasle i mlade bogate individue (122S, 122E, 211, 228, 237, 246, 247) (Tabela 3.4.).

Tabela 3.1. Siromasne individue sa severnog dela nekropole u Mokrinu.

Laboratorijska | Grob Pol Starost Grobni prilozi
oznaka

Mok 10b 257TA |7 40-60 /

Mok 27 257 B M infant | 1. Bikoni¢na ¢asa
Mok 28a 260 M 15-18 /

Mok 29a 282 M 15-20 1. Bikoni¢na ¢aSa

2. Bikoni¢na posuda
3. Pehar sa detaljima

Mok 32 295 M 15-20 1. Cilindri¢na ¢asa
2. Bikoni¢na posuda
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Tabela 3.2. Bogate individue sa severnog dela nekropole u Mokrinu.

Laboratorijska
oznaka

Grob

Pol

Starost | Grobni prilozi

Mok 14

161

V]

9-11 1.

Ogrlica napravljena od Dentalium $koljki, kaolinskih

perli, zivotinjskih kostiju i zuba
. Bronzani ukras za glavu

. Kostana igla

. Bronzani prsten

Mok 15

163

45-55

. Bikoni¢na posuda
. Kamena sekira
. Bikoni¢na ¢aSa

Mok 16a

181

N

>18

. Bikoni¢na posuda
. Ogrlica napravljena od Dentalium $koljki, kaolinskih
erli, zuba jelena i duguljaste bakarne ploce

Mok 24a

243

20-35

. Bikoni¢na posuda
. Kamena sekira

Mok 30

287

N

20-35

O WD EIN~T N~RIWLWN R~ WN

6.
7.

. Bronzani ukras za glavu

. Bakarni dleto (moguce za trepanaciju),

. Dve kostane igle

. Bakarna narukvica

. Ogrlica napravljena od Columbela rustica i Dentalium
Skoljki, bakarnih i kaolinskih perli

Zlatni privezak,
Dve bikoni¢ne posude

Mok 31

288

N

60+ 1.
2.
pe
3.
4.
5.

Dve bakarne narukvice

Ogrlica napravljena od Dentalium skoljki i kaolinskih
rli

Dve kostane igle

Bikoni¢na posuda

Bikoni¢na ¢asa

Mok 33

302

N

20-35 1.
2.

Koni¢na posuda
Casa

3. Bronzani ukras za glavu sa Zivotinjskim zubima i kostima,
kaolina, Dentalium perlama, Columbella rustica i Cardium

sp.

Tabela 3.3. Siromasne individue sa juZnog dela nekropole u Mokrinu.

Laboratorijska Grob Pol | Starost Grobni prilozi

oznaka

Mok 17a 186 7z 8-11 1. Bikoni¢na posuda
2. Bikoni¢na ¢asa

Mok 19a 220 M 15-25 /

Mok 20 223 Z 7-10 1. Bikoni¢na posuda
2. Caga

Mok 21a 224 7 25-40 /

Mok 22 225 M 25-35 /
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Tabela 3.4. Bogate individue sa juZznog dela nekropole u Mokrinu.

Laboratorijska Grob | Pol | Starost | Grobni prilozi
oznaka

N«

Mok 9b 237 15-20 1. Bronzani ukras za glavu

2. Ogrlica napravljena od Dentalium $koljki i kaolinskih
perli

3. Bronzana narukvica

4. Bikoni¢na posuda

5. Bikoni¢na amfora

Mok 12 122E | M 6-9 . Kostana igla

. Bronzana mindus$a

1
2. Ogrlica od kaolinskih i kostanih perli
3
1

35-50

N

Mok 13 122S . Ogrlica od kaolina, zivotinjskih zuba, Columbela
rustica i Dentalium skoljki
2. Bronzana narukvica

3. Bronzani ukras za glavu

Mok 18a 211 M 50-55 1. Bronzani bodez
2. Veca posuda

N

Mok 23 228 35-50 1. Loptasti pehar
2. Pojasna niska (koStane perle, perle od Dentalium $koljki

i kaolina)

N«

Mok 25a 246 45-50 1. Amfora

2. Poklopac

3. Ukras za glavu od bronzanih plo¢ica i Columbella
Skoljki

4. Ogrlica od bronze, kaolina i Dentalium $koljki

5. Unionidae skoljka

6. Dve kostane igle

N«

Mok 26a 247 10-12 1. Ogrlica od kaolina, zivotinjskih zuba i Dentalium
Skoljki

2. Kostana igla

3. Vilica ovce

3.1.2. Fizicko antropoloSke analize na skeletima sa Mokrina

Fizicko antropoloske analize na skeletima sa Mokrina sprovelo je nekoliko autora
sa ciljem procene bioloSkog statusa odabranih individua (Farkas and Liptak 1971; Rega
1995; 2000; Stefanovi¢ 2008). Farkas i Liptak (1971) su procenili pol i starost koristec¢i
kranijalne i postkranijalne kriterijume, nezavisno od orijentacije grobova, osim u slu¢aju
mladih individua. Marija Kreckovi¢ Gavrilovi¢ uradila je procenu starosti (Tabela 3.5.) i
novije antropoloske analize na 24 uzorkovane individue (Buikstra and Ubelaker 1994,
rezultati objavljeni u Zegarac et al. 2021) (Tabela 3.5.), procenjujuéi visok tafonomski
uticaj na skeletne ostatke, verovatno usled kiselosti zemljiSta. Visinu je bilo moguce
proceniti samo za polovinu uzoraka, s obzirom na fragmentaciju dugih kosti (Trotter

1970). Pet od 24 individua imalo je karijes, dok je linearna hipoplazija zubne gledi (LEH)
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prisutna kod 7 od 24 individue. Cribra orbitalia, porozna hiperostoza i periostitis, stanja

koja su relativno Cesta u praistorijskim skeletnim ostacima, takode su prisutna u uzorku.

Kod individue u grobu 228 zapazena je auditorna egzostoza, a kod individue 246 doslo

je do srastanja L3 1 L4 prSljenova. Moguce je da je muskarac u grobu 225 imao zale¢enu

frakturu frontalne kosti (Zegarac et al. 2021).

Tabela 3.5. Fizi¢ko antropoloske analize na 24 skeleta sa Mokrina. Skrac¢enice: LEH - linearna
hipoplazija zubne gledi; C.orbitalia - Cribra orbitalia; P.hyperostosis — porozna hiperostoza.

Grob | Pol | Starost | Visina | Karijes LEH | C.orbitalia | P. hiperostoza | Periostitis
122E | M 6-9 / ne ne prisutna odsutna prisutan
1228 | Z 35-50 / ne da N/A N/A odsutan
161 7 9-11 / ne ne odsutna odsutna odsutan
163 M 45-55 164.67 | ne ne odsutna odsutna odsutan
181 z >18 / N/A N/A odsutna odsutna odsutan
186 7z 8-11 / ne ne odsutna prisutna odsutan
211 M 50-55 / ne ne odsutna odsutna prisutan
220 M 15-25 163.01 | ne ne prisutna odsutna prisutan
223 7 7-10 / ne da odsutna odsutna odsutan
224 z 25-40 143.4 da ne odsutna odsutna odsutan
225 M 25-35 165.77 | ne ne odsutna odsutna odsutan
228 Z 35-50 155.52 | da ne prisutna odsutna odsutan
237 7 15-20 / ne da odsutna odsutna prisutan
243 M 20-35 162.5 ne ne N/A N/A prisutan
246 | Z 45-50 | 154.84 | da ne N/A N/A odsutan
247 7 10-12 / ne da prisutna prisutna odsutan
257A | Z 40-60 / ne ne odsutna odsutna odsutan
257B | M child / ne ne odsutna odsutna odsutan
260 M 15-18 / ne ne N/A odsutna odsutan
282 M 15-20 / da da N/A N/A prisutan
287 z 20-35 155.29 | ne ne odsutna odsutna odsutan
288 Z 60+ / da da odsutna prisutna odsutan
295 M 15-20 / ne da odsutna odsutna prisutan
302 Z 20-35 / ne ne odsutna odsutna odsutan
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3.2. METODE

3.2.1. Produkcija paleogenoma

Eksperimentalni deo doktorske disertacije uraden je u specijalno prilagodenoj
laboratoriji za istrazivanja drevne DNK na Johanes Gutenberg univerzitetu u Majncu, u
Nemackoj (Institute of Organismic and Molecular Evolution - IOME, Johannes
Gutenberg University). Finansije za analizu drevne DNK dobijene su kroz stipendiju
“Wenner-Gren” fondacije (Gr. 9637) za projekat “Kinship, Status and Social inequality
in the Early Bronze Age of Southeastern Europe: the Case of Mokrin Necropolis”. Svi
koraci analiza uradeni su po protokolima za analizu drevne DNK 1 ukljucuju negativne
kontrole kako bi se kontaminacija savremenom DNK sprecila i detektovala (Paabo et al.
2004; Knapp et al. 2012; Llamas et al. 2017).

3.2.1.1. Priprema uzoraka za DNK izolovanje

Zbog destruktivne prirode analize drevne DNK, 24 petrozne kosti sa nekropole u
Mokrinu su prvo fotografisane, deskriptivno opisane i evidentirane laboratorijskim
brojem (Slika 3.1.), a potom i povrSinski sterilisane na UV svetlu (254 nm) 45 minuta sa
svake strane. Za odstranjivanje povrSinske kontaminacije i ¢iS¢enje kostiju i njihovih
kanala od zemlje i lepka (koji mogu redukovati efikasnost Taq polimeraze i na taj na¢in
inhibirati PCR reakciju), koriS¢en je fini i granulirani pesak pod pritiskom (P-G 400,
Harnisch & Rieth, Winterbach, Germany; Spezial-Edelkorund EW60/250 my i 30B/50
my; Harnisch+Rieth). Nakon toga, disk busilicom (Electer Emax IH-300, MAFRA)
odvojen je najgus¢i deo petrozne kosti (deo kosti koji je svetliji i bez pora), koji je joS
jednom sterilisan UV zracima (254 nm) 45 minuta sa svake strane. U procesu
pulverizacije (20 s na frekvenciji od 20/sec u bikerima; MM200, Retsch) dobija se prah
najkompaktnijih delova petrozne kosti. Za jedno izolovanje DNK odvaja se 0,15 g, dok
se ostali materijal skladisti u frizideru. Negativna kontrola tokom procesa pulverizacije
umesto uzorka sadrzi hidroksiapatit i tretirana je identicno kao i uzorci u narednim

koracima.
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3.2.1.2. 1zolovanje DNK
DNK je izolovana®? prate¢i protokol Yang i saradnici (1998) sa modifikacijama
opisanim u MacHugh i saradnici (2000) i Gamba i saradnici (2014), kao i odredenim

promenama opisanim detaljno u Prilogu 1.

Slika 3.1. Petrozna kost iz groba 163.

U procesu izolacije DNK uradena je pre-liza (inkubacija uzoraka u puferu ili
izbeljivacu) u cilju povecanja koli¢ine endogene DNK 1 odstranjivanja necisto¢a (Der
Sarkissian et al. 2014; Damgaard et al. 2015). Svakom uzorku (0.15 g skeletnog praha),
dodatje I mL EDTA (0.5 M, pHS), nakon ¢ega su uzorci inkubirani na sobnoj temperaturi
10 minuta, a potom je rastvor centrifugiran na maksimalnoj brzini (14,000 rpm) 5 minuta,
a supernatant skladisSten na temperaturi od 4°C. Nakon toga, 1 ml izolacionog pufera, koji
sadrzi EDTA (0.5 M, pHS), Tris-HCI (1 M, pH8), N-laurilsarkozin (5 %) i proteinazu K
(14 — 22 mg/ml), dodat je svakom uzorku kako bi doslo do lize. Negativna kontrola

42 prethodna metoda u upotrebi za izolavanje DNK koristila je fenol i hloroform i zasnivala se na razlici u
polaritetu DNK i proteina pri cemu se DNK odvaja u vodenoj fazi, dok se proteini denaturi$u u organskoj,
tj. hidrofobnoj fazi (Hagelberg and Clegg 1991). Danas se najcese koristi metod sa silika membranama u
kome se DNK adsorbuje na silkonske Cestice pod odredenim uslovima (Rohland and Hofreiter 2007;
Dabney et al. 2013). Upotrebom haotropskih soli raskidaju se vodoni¢ne veze izmedu lanaca i izaziva
odvajanje DNK od ostatka materijala (kostiju ili dentalnog matriksa) njenim vezivanjem za siliku. Ove soli
takode denaturiSu proteine i smanjuju koizolaciju PCR inhibitora (Rohland and Hoftreiter 2007; Dabney et
al. 2013).
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sadrzala je samo izolacioni pufer, ne i uzorak. Reakcione tubice pokrivene su parafilmom,
vorteksovane i inkubirane na 37°C, 24 sata u termosejkeru (900 rpm) kako bi se DNK
oslobodila. Nakon zavrSene inkubacije, uzorci su centrifugirani 10 minuta na 10,000 rpm
kako bi ¢elijski ostaci i proteini formirali talog, dok DNK lanci ostaju difuzno rasporedeni
u supernatantu. Supernatant je pazljivo otklonjen i prebacen u nove 1.5 ml tube (izolat 1).
Postupak sa izolacionim puferom je ponovljen i uzorci su jo§ jednom inkubirani na 37°C
I 24 sata (900 rpm), centrifugirani 10 minuta na 10,000 rpm, kako bi se dobio izolat 2.
Poslednjeg dana izolacije izolati 1 i 2 svakog uzorka spojeni su na amikon filteru (Amicon
Ultra-4 30 kDA, 15 ml)* i centrifugirani 10 minuta na 2500 rpm. DNK je potom isprana
dva puta sa 3 ml 1X Tris-EDTA, a uzorci centrifugirani na 2500 rpm 20 minuta dok se
rastvor nije koncentrovao prvo do 250 pl, a potom do 100 ul na amikon filterima. DNK
je precisc¢ena od nukleotida, enzima i soli, sa specijalno dizajniranim QIAgen MinElute
kolonama sa silika membranom (Qiagen, Hilden, Germany) po protokolu proizvodaca.
Nakon dodavanja 500 pl vezujuceg pufera i 100 ul svakog uzorka iz amikon filtera svakoj
koloni sa silika gel membranom (odnos 5:1 u korist vezujuceg pufera), dodato je 750 pl
pufera za ispiranje koji sadrzi etanol kako bi se uklonile sve preostale necistoce sa
membrane ostavljaju¢i samo DNK vezanu za silika gel. Kolone su centrifugirane dva puta
(2 minut na 13,000 rpm) kako bi se pufer dobro isprao. Zatim je dodato 44 ul elucionog
pufera (10 mM Tris-Cl, pH 8.5 ili voda, T = 65°C) svakoj koloni, a nakon inkubacije 5
minuta na sobnoj temperaturi i centrifugiranja dolazi do oslobadanja Vvisoko

koncentrovane DNK sa silika membrane na dno epruvete.

3.2.1.3. Prirema biblioteke za skrining uzoraka

Biblioteke sa dvojnim indeks sekvencama pripremljene su za sekvenciranje na
Illumina MiSeq platformi po protokolu Kircher i saradnici (2012) uz minimalne
modifikacije. 1zolati DNK se za potrebe skrininga ne tretiraju USER enzimom kako bi se
specificni obrasci oSte¢enja DNK koristili za proveru njihove autenti¢nosti.

Negativne kontrole, kao i pozitivne kontrole koje predstavljaju oligonukleotide

poznate koncentracije (engl. nonsense hybrids) procesuirane su u svakom koraku

43 Amikon filteri imaju celulozne vertikalne membrane $to omoguéava veéu povriinu za filtraciju. Sluze za
koncentrovanje i pre¢i§¢avanje DNK - odnosno kao filteri na osnovu veli¢ine Eestica kroz koje prolazi
veoma kratka DNK, proteinaza K i joni.
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pripreme biblioteke i PCR reakciji da bi se detektovala potencijalna kontaminacija.

Proces pripreme biblioteke moze se podeliti u nekoliko koraka:

1) Formiranje ravnih krajeva dvolan¢ane DNK i fosforilacija 5" kraja

Prvi korak u pravljenju biblioteke na dvolan¢anoj DNK jeste formiranje ravnih
krajeva DNK molekula (engl. blunt end-repair). Naime, fragmenti DNK molekula ¢esto
imaju nejednake krajeve (engl. overhangs), pa se 3" jednolancani krajevi hidrolizuju, a 5
krajevi se prevode u dvolan¢anu DNK. Ova obrada DNK zapocinje se upotrebom dva
enzima simultano (NEBNext End Repair Module): 1. T4 DNK polimerazom koja
popunjava mesta gde ne postoji baza u 5°-3" smeru i na taj na¢in formira ravni 5” kraj, a
takode poseduje i 3-5" egzonukleaznu aktivnost ¢ime se hidrolizuju jednolancani 3°
krajevi; 2. T4 polinukleotidnom kinazom koja generise 5'-fosforilisane krajeve, tj. dodaje
fosfatnu grupu neophodnu za ligaciju adaptera na ravne krajeve dvolanéane DNK (Briggs
et al. 2007; Reich et al. 2010). Enzimi su funkcionalni uz prisustvo NEB pufera (10X, pH
=7.9; New England Biolabs) (Prilog 1). 20 pl uzorka, enzimi (3.5 pl), NEB pufer (7 pl)
i 39.5 pl vode prvo je inkubirano 15 minuta na 25°C, a potom 5 minuta na 12°C. Za
preciS¢avanje uzoraka koris¢ene su Qiagen MinElute kolone po protokolu proizvodaca.

2) Ligacija adaptera

Ligacija adaptera, koji sadrze P5 i P7 sekvence i omogucavaju da se DNK
fragmenti vezu za proto¢nu celiju sekvenatora i amplifikuju, vr$i se na oba kraja
fragmenata DNK (Metzker 2010). Upotreba adaptera takode je omogucila sekvenciranje
kra¢ih fragmenata, kao i dobijanje informacije o krajevima molekula i oSte¢enjima DNK
nakon smrti organizma, §to je od izuzetnog znacaja za studije drevne DNK (Knapp and
Hofreiter 2010).

U ovom koraku, specificni enzim (T4 DNK ligaza) katalizuje formiranje
fosfodiestarske veze izmedu 5” fosfatne grupe i 3" OH grupe adaptera i fragmenata DNK.
Odnos izmedu adaptera i fragmenata ne bi trebalo biti visi od 10:1, jer previse adaptera
moze dovesti do formiranja njihovih dimera (Head et al. 2014).

1 pl adapter miksa (30 uM) dodato je precis¢enoj DNK uz vorteksovanje, a zatim
i 19 ul master miksa koji je sadrzao vodu (10 ul), enzim T4 DNK ligazu (5 U/ul; 1 pl;
ThermoFisher Scientific), PEG-4000 (50 %; 4 ul) i T4 DNK ligaza pufer (10X; 4 ul).
Rastvor je inkubiran 30 minuta na 22°C, nakon ¢ega su uzorci ponovo pre¢isceni Qiagen

MinElute kolonama.
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3) Popunjavanje jednolanc¢anih praznina DNK

Ligacija adaptera moze ostaviti mesta bez baza, a koja se popunjavaju enzimom
Bst DNK polimerazom (engl. fill-in step). 20 pl master miksa, koji se sastoji od vode
(13.5 pl), ThermoPol pufera (10X, 4 pl), dNTP-a (10 mM, 1 ul) i Bst polimeraze (8 U/pl,
1.5 ul; New England Biolabs), dodato je prec¢is¢enoj i ligiranoj DNK. Rastvor je inkubiran
20 minuta na 37°C, a potom i 20 minuta na 80°C.

4) Dodavanje indeks sekvenci

Jedinstvene kombinacije indeks sekvenci, koje funkcioni$u kao jedinstveni bar
kodovi, omogucavaju paralelno sekvenciranje vise uzoraka**. Na ovaj nain, znatno se
smanjuje vreme analiza i1 cena znacajno opada buduci da se uzorci zajedno pripremaju za
sekvenciranje u odredenim koncentracijama (engl. pooling) (Gansauge and Meyer 2013;
Kircher et al. 2012). Bar kodovi najcesce sadrze 8-10 baza 1 takode omogucavaju da se
razlikuje drevna od moderne DNK nakon pripreme biblioteke (Knapp and Hofreiter
2010).

Po 1 pl indeks sekvenci iz NexteraXT index Kit v2 (Illumina), Index-Primer P7
(5 uM), Index-Primer P5 (5 puM), dodali su se obradenim DNK fragmentima (3 pl),
zajedno sa 20 pl AccuPrime™ Pfx SuperMix (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, United States) (Prilog 1).

Pripremljene biblioteke su zatim umnozene PCR reakcijom u cilju detekcije
drevne DNK, pod uslovima opisanim u tabeli 3.6. Dve PCR kontrole, koje umesto uzorka
sadrze vodu, takode su procesuirane. Nakon zavr§enog PCR-a, PCR produkti su bili
preciséeni pomoéu MSB® Spin PCRapace kolona (Invitek, Stratec Molecular, Berlin,
Germany), dodavanjem 250 ul pufera za vezivanje i oslobadanjem DNK sa 11 pl pufera

za eluciju (Prilog 1).

4 lako se mogu dodavati ili jedna (48 indeks i7 sekvenci od 6 bp) ili dve indeks sekvence u obe adapterske
sekvence (na oba kraja DNK sekvenci) (24 index i7 sekvenci od 8 bp i 16 indeks i5 sekvenci takode od 8
bp), preporuceno je koristiti jedinstvenu kombinaciju dva indeksa kako bi se sprecila pogre$na
identifikacija uzoraka. Na ovaj nadin generise se izuzetno veliki broj jedinstvenih biblioteka i smanjuje se
verovatnocCa greske, jer se identifikacija sekvenci proverava dva puta (Kircher et al. 2012).
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Tabela 3.6. Temperaturni profil PCR-a za umnoZavanje DNK biblioteka.

Korak Temperatura [°C] Vreme
1. Inicijalna denaturacija 95 5 min
2. Denaturacija 95 155 12 ciklusa
3. Dodavanje prajmera 60 30s
4. Elongacija 68 30s
5. Finalna elongacija 68 5 min
4 co

3.2.1.4. Kvantifikacija DNK i spajanje uzoraka

Merenje koncentracije biblioteka nakon njihovog umnozavanja uradeno je
fluorometrijskom metodom na aparatu Qubit® Fluorometric (dAsSDNA High Sensitivity
assay, Invitrogen) i analizom fragmenata na aparatu Agilent 2100 Bioanalyzer System
(High Sensitivity DNA, Agilent Technologies) (Prilog 1).

Uzorci su spojeni u jednakoj koncentraciji dobijenih pomocu fluorometrijske
metode (Tabela 3.7., Prilog 1). Pre sekvenciranja, spojene biblioteke su precis¢ene
pomocu pozitivno naelektrisanih magnetnih sfera (Agencourt® AMPure® XP beads,
Beckmann Coulter) koje targetuju specificne DNK sekvence i vezuju se za njih na niskoj
pH. Nasuprot tome, na visokoj pH postaju negativno naelektrisane pri ¢emu se DNK
oslobada. Magnetne sfere se koriste kako bi bili odstranjeni dimeri adaptera i prajmera,
koji bi nepotrebno zauzimali mesto predvideno za uzorak na proto¢noj ¢eliji i na taj nacin
smanjili efektivnost i kapacitet sekvenciranja. Takode, dimeri povecavaju broj sekvenci

koje se ne poravnavaju na referentni genom i na taj nacin uti¢u na kvalitet podataka.

3.2.1.5. Skrining uzoraka

S obzirom na to da procenat endogene DNK veoma varira i zavisi od
mnogobrojnih faktora, jedini pouzdani metod za proveru ocuvanosti uzoraka je njihov
skrining. Procena koli¢ine endogene DNK dobijena je povrSinskim sekvenciranjem na
MiSeq [llumina platformi u StarSEQ GmbH laboratoriji (Majnc, Nemacka).
Sekvenciranje je radeno sa jednog kraja i duzinom sekvenci od 50 bp. Na osnovu ovih

rezultata procenjuje se koji ¢e uzorci biti sekvencirani na vecoj dubini.
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Tabela 3.7. Kvantifikacija i spajanje uzoraka za njihov skrining na MiSeq Illumina
platfomi. Uzorci Mok - uzorci sa nekropole Mokrin; MC - kontrola procesa pulverizacije; EK -
kontrola izolovanja DNK; LK - kontrola biblioteke; NH - pozitivna kontrola; PK - PCR kontrola.

Biblioteka Uzorak USER enzim Qubit (ng / pl) ul za spajanje
LIBL 11 Mok 9B - 133 1.80
LIB1L 2 1 Mok 12 - 12.9 1.85
LIB1 31 Mok 13 - 12.4 1.93
LIB1 4 1 Mok 14 - 20.2 1.18
LIB1 51 Mok 15 - 18.5 1.29
LIB1 6 1 Mok 16A - 0.76 31.45
LIBL 71 Mok 17A - 18.4 1.30
LIB1 8 1 Mok 18A - 175 1.37
LIB1L 91 Mok 19A - 21.8 1.10
LIB1 10 1 Mok 20 - 14.8 1.61
LIB1 11 1 Mok 21A - 23.2 1.03
LIB1 12 1 Mok 22 - 20.6 1.16
LIB2 11 Mok 23 - 41.1 1.16
LIB2 2 1 Mok 24A - 21.1 1.13
LIB2 31 Mok 25A - 22.6 1.06
LIB2 4 1 Mok 26A - 13.9 1.72
LIB2 51 Mok 27 - 22.3 1.07
LIB2 6 1 Mok 28A - 16.7 1.43
LIB2 7 1 Mok 29A - 15.9 1.50
LIB2 8 1 Mok 30 - 17.3 1.38
LIB2 9 1 Mok 31 - 10.9 2.19
LIB2 10 1 Mok 32 - 15.3 1.56
LIB2 11 1 Mok 33 - 23.2 1.03
LIB2 12 1 Mok 10B - 17.7 1.35
SL28 7 1 MC _27-09-18 - 0.279 10.75
SL28 8 1 MC _28-09-18 - 0.87 3.45
SL28 9 1 MC 01-10-18 - 0.604 4.97
SL28 6 1 EK1 - 0.325 9.23
SL28 5 1 EK2 - 0.642 4.67
LIB1 13 1 NH - 21.5 -
LIB1 14 1 LK1 - 0.217 13.82
LIB1 PK1 PK1 - 0.319 -
LIB1 PK2 PK2 - 0.356 -
LIB2 13 1 NH - 28.5 -
LIB2 14 1 LK2 - 1.09 2.75
LIB2 PK1 PK1 - 1.74 -
LIB2 PK2 PK2 - 0.872 -

3.2.1.6. Sekvenciranje celih genoma

Dodatne biblioteke pripremljene su za dublje sekvenciranje (~1X) za sva 24

uzorka. Pre pripreme biblioteke, u 16.25 pl DNK izolata dodato je 5 pl USER enzima (1

U/ul). Enzim uracil DNK glikozilaza (UDG) otklanja uracil (U) i ostavlja abazno mesto

za sobom koje se nakon toga uklanja delovanjem enzima endonukleaze V11l na oba lanca
(Briggs et al. 2010; Rohland et al. 2015; Orlando et al. 2015). Rastvor je inkubiran 3 sata
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na 37°C. Ovaj tretman obezbeduje eliminaciju U baze usled ¢ega dolazi do stvaranja nesto
manjih fragmenata i nemoguénosti provere specificnog obrasca za autenticnost uzoraka.

Nakon ovog koraka, priprema biblioteke za sekvenciranje nastavljena je kao u
prethodno opisanim koracima (poglavlje 3.2.1.3.), sa dodavanjem novih jedinstvenih
kombinacija indeks sekvenci (Prilog 1). Za amplifikaciju biblioteka takode je koris¢en
enzim AccuPrime™ Pfx SuperMix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
United States), ali ovoga puta u 12 PCR paralela kako bi se povecala slozenost biblioteke.
Broj ciklusa na PCR-u sveden je na minimum na osnovu profila dobijenog fragment
analizom (Agilent 2100 Bionalayzer) i iznosio je od 10 do 12 (Tabela 3.8.). Svako
povecavanje broja ciklusa na PCR-u povecava koli¢inu gresaka prilikom umnoZzavanja i
dovodi do stvaranja veceg broja duplikata. lako visok broj duplikata moze biti eliminisan
tokom bioinformati¢kih analiza, on je nepozeljan jer smanjuje dubinu sekvenciranja
zauzimajuéi mesto na protocnoj ¢eliji i dovodi do smanjenja molekularne sloZenosti
biblioteka, odnosno diverziteta sekvenci. Veca koncentracija endogene DNK zahteva
manji broj ciklusa umnoZzavanja, §to rezultuje u manjoj koli¢ini duplikata i boljim
rezultatima. Sve paralele pre¢is¢ene su zajedno nakon amplifikacije, kvantifikovane i
spojene u jednakim koncentracijama po protokolu opisanim u poglavlju 3.2.1.4.

Uzorci su sekvencirani na [llumina’s NovaSeq 6000 platformi na Institutu za
genetiku Univerziteta u Bernu. Sekvenciranje je radeno sa oba kraja (engl. paired-end
run) i duzinom sekvenci od 50 bp. Nivo pouzdanosti podataka sekvenciranja zavisi od
toga koliko je puta jedna pozicija na genomu procitana, tj. broja razli¢itih o¢itavanja koji
potvrduju da se tu nalazi odredena baza (engl. coverage) (Kircher et al. 2012). Teorijski
proracun za dobijanje dubine sekvenciranja (C) od 1X, Sto je dovoljno za procenu

srodstva medu individuama, kao i osnovne populacione analize, ratunat je po
Lander/Waterman jednacini: C = % (Lander and Waterman 1988), gde je L - duzina

ocitavanja (65 u slucaju 2X50 sekvenciranja), N - broj ocitavanja i G - duzina genoma
koja za referentni genom hgl9 iznosi 2,858,674,665 baza. Stopa duplikata je

pretpostavljena empirijski i iznosi 20%.
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Tabela 3.8. Kvantifikacija i spajanje uzoraka za sekvenciranje na NovaSeq Illumina 6000
platformi. Uzorci Mok - uzorci sa nekropole Mokrin; LK - kontrola biblioteke; NH - pozitivna

kontrola; PK - PCR kontrola.

Biblioteka Uzorak USER enzim | Broj PCR ciklusa | Qubit (ug/ pl) | pl za spajanje
Lib31-1 Mok 9B da 10 27.12 5.74
Lib32-1 Mok 12 da 10 23.8 9.47
Lib33-1 Mok 13 da 10 23.1 6.86
Lib 34-1 Mok 14 da 10 18.9 8.51
Lib 35-1 Mok 15 da 10 24.7 7.16
Lib 36-1 Mok 16A da 12 42.2 3.22
Lib37-1 Mok 17A da 10 49.6 3.03
Lib 38-1 Mok 18A da 10 47.1 20.40
Lib39-1 Mok 9A da 10 55 2.19
Lib 310-1 Mok 20 da 10 44.7 3.78
Lib311-1 Mok 21A da 10 59.2 7.84
Lib 312-1 Mok 22 da 10 32.3 4.11
Lib 313-1 Mok 23 da 10 42.1 2.84
Lib 3 14-1 Mok 24A da 10 47 2.60
Lib41-1 Mok 25A da 10 34.9 3.52
Lib42-1 Mok 26A da 10 38.6 3.05
Lib43-1 Mok 27 da 10 41.6 4.47
Lib 4 4-1 Mok 28A da 10 29.6 4.22
Lib45-1 Mok 29A da 10 28.1 4.13
Lib 4 6-1 Mok 30 da 10 36 3.33
Lib47-1 Mok 31 da 10 40.3 3.63
Lib 4 8-1 Mok 32 da 10 42.1 3.23
Lib49-1 Mok 33 da 10 27.1 5.49
Lib 4 10-1 Mok 10B da 10 46.9 2.53
Lib 315-1 NH da 12 21.5 /
Lib 3 16-1 LK1 da 12 0.217 /
Lib411-1 NH da 12 28.5 /
Lib4 12-1 LK2 da 12 1.09 /
PK1 13.11 | PK1 / 12 0.4 /
PK2 13.11 | PK2 / 12 0.87 /
PK1 15.11 | PK1 / 12 0.61 /
PK2 15.11 | PK2 / 12 0.46 /

3.2.2. Bioinformati¢ke analize

Bioinformati¢ke analize radene su u Unix operativnom sistemu po protokolu

opisanim u Sell (2017), specijalno prilagodenom za obradu podataka dobijenih

sekvenicranjem drevne DNK (Slika 3.2.).

3.2.2.1. Obrada podataka
Podaci sekvenciranja dobijaju se u tekstualnom fasta formatu (.fa ili .fastq) koji

prikazuje redosled nukleotida u DNK. Svakoj bazi dodeljen je odreden broj koji

predstavlja meru kvaliteta (engl. base quality score - Q) i verovatno¢u da je baza na
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odredenoj poziciji tacno ocitana. Visoka vrednost kvaliteta predstavlja malu verovatnocu
da je doslo do greske prilikom ocitavanja baza (Sell 2017). Potrebno je da baze imaju
minimalnu vrednost 15 kako bi bile dobrog kvaliteta. Moguc¢nost detektovanja razlike
izmedu retkih bioloskih varijanti i greSaka prilikom sekvenciranja ujedno je jedan od
najveéih problema ove tehnologije. Ovaj problem se reSava poveéavanjem pokrivenosti
sekvenciranja jer se odredena promena detektuje na vise oCitavanja.

Nakon razdvajanja .fastq fajlova na osnovu svojih specifi¢nih indeks sekvenci
(demultipleksiranje), uklonjeni su artefakti poput dimera adaptera i himernih sekvenci
pomocu programa TagDust. Ovaj program zahteva .fastq ulazne fajlove i poredi
originalne adapter i prajmer oligonukleotidne sekvence sa izlaznim fajlovima (Kircher
2012).

Sekvence koje sadrze kratke DNK od interesa ¢esto na svojim krajevima sadrze 1
delove adaptera ukoliko duzina olitane sekvence prevazilazi DNK molekul koji je
sekvenciran. Ove ostatke sekvenci adaptera na krajevima DNK sekvenci od interesa
potrebno je identifikovati 1 “trimovati”, tj. ukloniti kako ne bi uticale na mapiranje
sekvenci 1 dalje analize. “Trimovanje” je uradeno prema protokolu Kircher (2012) uz
pomo¢ softvera trimmomatic O (Bolger et al. 2014) koji preklapa sekvence adaptera sa
svakom sekvencom, pocevsi od poslednje baze sekvence i prve baze adaptera. Kriterijum
za njihovo uklanjanje je identi¢nost od najmanje 90%. Potom sve sekvence prolaze
proveru kvaliteta svake baze u svakoj sekvenci, kako lose oCitane baze ne bi uticale na
dalje analize. Sekvence koje sadrze vise od 5% baza koje ne dostizu prag kvaliteta od 15,
uklonjene su iz analiza (Kircher 2012).

S obzirom da je sekvenciranje radeno sa oba kraja, “forward” i “reverse”
sekvence su spojene u jednu sekvencu koriste¢ci BBMerge program koji zahteva
minimalno preklapanje od 3 bp (Bushnell et al. 2017). Sekvenciranje sa oba kraja za
kratke sekvence svodi gresku na minimum jer se povecava kvalitet mapiranja usled
dobijanja vec¢e duzine sekvenci (oko 65 bp) i veéeg kvaliteta baza. Prilikom provere
kvaliteta, odredene sekvence gube svog para (engl. orphans), te su one odstranjene iz
daljih analiza.

Jedan od izazova prilikom ovih analiza je upravo proces preklapanja krajeva
kratkih DNK sekvenci u duze (engl. contigs), njihovo grupisanje u formaciju “skele”

(engl. scaffolds) i poravnanje na referentni genom radi dobijanja celog genoma.
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Poravnanje na referentni genom (engl. alignment) zahteva upotrebu slozenih algoritama,
a softveri naj¢esc¢e dozvoljavaju odredene praznine i odredeno nepreklapanje izmedu
sekvenci i referentnog genoma zbog gresaka prilikom sekvenciranja ili ponovljenih
nizova u genomu. U slu¢aju nedoumica prilikom mapiranja sekvenci, softver Koristi
probabilisticki model poput procene najvece verovatnoée (engl. maximum likelihood
method) i na taj na¢in odreduje najverovatnije poreklo sekvence. Sekvence su poravnate
na humani referentni genom hgl19 (GRch37, dostupan u databazi nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije - NCBI) softverom Bwa aln (Burrows Wheeler
Transformation), podeSenog na preporucene parametre za procenat identi¢nosti,
tolerisanje praznina i dozvoljenih nepodudarnosti (Li and Durbin 2009). Nakon
konvertovanja fastq formata u .sai, tekstualni SAM format (-- bwa samse komanda),
softver Samtools je koris¢en za konvertovanje SAM fajlova u izlazni fajl mapiranja -
binarni BAM format (engl. Binary Alignment Map) koji je efikasniji za skladiStenje
podataka. Kvalitet poravnavanja procenjen je i prilikom ovog koraka, pri ¢emu su
odstranjene sve sekvence koje su ili nepravilno ili nisu mapirane na referentni genom.

Duplikati su proizvodi umnoZavanja prilikom PCR reakcije koji dovode do
prezastupljenosti odredenih sekvenci. Prilikom poravnanja, duplikati su detektovani i
odstranjeni softverom sambamba (Tarasov et al. 2015) kako ne bi doslo do stvaranja
pogresnog konsenzusa (reprezentativne sekvence sa najve¢om sumom mere kvaliteta) ili
pogresne procene sekvenci na polimorfnim mestima u genomu. Stopa duplikata (razlika
izmedu svih sekvenci koje su poravnate na referentni genom i jedinstvenih sekvenci) je
informativna, jer visoka stopa duplikacije sugeriSe nisku slozenost biblioteke (mali broj
razli¢itih molekula u biblioteci) i loSe o¢uvan uzorak.

U prvom lokalnom poravnanju, bwa aln softver dozvoljava odredena
nepreklapanja pri ¢emu moze do¢i do greske u identifikaciji insercija i delecija (indela).
Sekvence su nakon odstranjivanja duplikata ponovo lokalno poravnavate GATK
softverom (The Genome Analysis Toolkit) i svaka pozicija oko poznatih nukleotidnih
polimorfizama i indela je proverena radi poboljSanja kvaliteta informacije i dobijanja
optimalnog poravnanja i sekvence sa najve¢im kvalitetom (McKenna et al. 2010). Iako
prvenstveno dizajniran za otkrivanje varijanti i genotipova, GATK se Kkoristi i za
rekalibraciju kvaliteta baza i sekvenci (GATK Base Recalibrator - BQSR). Sekvence su

dalje filtrirane za minimalnu duzinu od 30 bp.
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Detekcija pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama (engl. SNP calling) uradena
je koriste¢i ATLAS paket metodom najvece verovatno¢e (Hoffmanova et al. 2016; Link
et al. 2017, ATLAS paket je koristio Jens Blocher u saradnji sa Univerzitetom u Majncu)
kako bi se dobila informacija o genotipu, a potom i procena o ucestalosti alela i
heterozigotnosti. Efikasnost procesa raste sa dubinom sekvenciranja i ve¢om sloZeno§¢u
biblioteka. ATLAS procenjuje i greSske sekvenciranja i promene na DNK nakon smrti
organizama, S§to predstavlja veliku prednost kod uzoraka sa niskom dubinom
sekvenciranja, jer se ove promene moraju uzeti u obzir prilikom detekcije varijanti i
procene genetickog diverziteta. Koriste¢i rekalibrisane .bam fajlove za ulaz, za svaki
lokus nezavisno je izraCunata verovatnoc¢a svakog genotipa, a potom je diploidni genotip
sa najvecom verovatno¢om odreden za dati lokus (maximum likelihood estimate - MLE)
(Hoffmanova et al. 2016), kao 1 verovatno¢a da je odredena baza prisutna na svakoj
poziciji (engl. allele presence call) radi detekcije 124,000 pojedina¢nih nukleotidnih
polimorfizama (Mathieson et al. 2015) medu kojima su i polimorfizmi na Y hromozomu
i mtDNK. lzlazni fajl je u .vcf formatu (engl. variant call format) u kome su varijante
prikazane za svaku poziciju u genomu.

Iako je moguce proceniti diplodne genome, detekcija varijanti je Cesto ograni¢ena
na haplotipove, pri ¢emu se nasumi¢no odabira jedan od prisutnih alela na svakoj poziciji
ili alel koji je najée$¢i na toj poziciji. lako je ovom metodom samo polovina alela
procenjena, ovo je prednost kada se radi o genomima sa niskom dubinom sekvenciranja
(Hoffmanova et al. 2016). Kako bi se haploidni genom uporedio sa diploidnim
referentnim genomom, on se mora duplirati, pri ¢emu se dobija pseudodiploidni genotip.
Za razliku od vecine programa, ATLAS ne procenjuje alel na osnovu najces¢e baze na
odredenoj poziciji, ve¢ ocenjuje kvalitet svakog alela baziranog na verovatnoci, dok se
na osnovu individualnih genotipova procenjuje ucestalost alela u populaciji (doBaysian
opcija) (Link et al. 2017).

Pomocu softvera samtools (opcija bedcov), koji racuna prosecan broj alela na
svakom alelu u referentnom genomu i broj alela koji su pokriveni barem jednom, dobija

se dubina sekvenciranja.
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Slika 3.2. Sematski prikaz obrade podataka.

3.2.2.2. Provera autenti¢nosti rezultata

Razvoj tehnologije omogucio je lakSu detekciju kontaminacije i1 proveru
autenti¢nosti uzoraka bioinformatickim metodama koje se baziraju na poredenju sekvenci
na nukleotidnim pozicijama koje su dobro karakterisane u savremenoj DNK (Green et al.
2010; Ginolhac et al. 2011; Jonsson et al. 2013; Skoglund et al. 2014; Korneliussen et al.
2014; Renaud et al. 2015; Peltzer et al. 2016). U studijama skeletnih ostataka sa Mokrina

svaka sekvenca prosla je sledece kontrole kvaliteta kako bi se potvrdila autenti¢nost

rezultata:
1. Proveru duZine sekvence.

2. Visoku ucestalost tranzicija C u T usled deaminacije citozina na jednolanc¢anim duzim
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krajevima, i njima komplementarnim zamenama G u A (Briggs et al. 2007; Sawyer et al.
2012) programom MapDamage 2.0. Ovaj program koristi SAM fajl kao input (samtools),
a graficki prikaz se radi u R-u (Ginolhac et al. 2011; Jonsson et al. 2013). Drevni uzorci,
koji nisu tretirani UDG-om, pokazuju viSu ucestalost tranzicija C u T na 5” krajevima
poravnatih sekvenci, dok drevni uzorci tretirani enzimom koji popravlja ova oSte¢enja ne
pokazuju tipican obrazac promena. Nedostatak ovog programa je nepostojanje jasne
razgranicenosti izmedu oc¢ekivanih obrazaca kod drevne i moderne DNK. Ove promene
nakon smrti organizama procenjene su i tokom detekcije varijanti ATLAS softverom (Link
etal. 2017).

3. Programom ContaMix (Fu et al. 2013) koji se koristi za detekciju kontaminacije.
Dobijene mtDNK sekvence se porede sa odredenim pozicijama na mtDNK iz databaze
koja sadrzi 311 referentnih genoma mtDNK savremenih ljudi iz razli¢itih populacija, a
koji bi predstavljali kontaminaciju (Green et al. 2009). Sekvence su klasifikovane kao
autenti¢ne ukoliko ne postoji sli€nost sa modernom mtDNK, pri ¢emu se mora proceniti

vise od 95% sekvenci kako bi rezultat bio pouzdan (Green et al. 2009).

3.2.2.3. Odredivanje pola

Pol je veoma vazan u odredivanju uloge i ponasanja individua tokom zivota, kao
i za njihovu reprodukciju, a samim tim i za dobijanje informacija o populacionoj strukturi,
0 migracijama u kojima je jedan pol potencijalno dominanatan, kao i o bra¢nom
prebivalistu.

Dobijene sekvence sa Mokrina koriséene su za odredivanje bioloskog pola po
metodi Skoglund i saradnici (2013). Pouzdanost ove metode je visoka, ali je neophodno
da sekvence budu duze od 30 bp i da se sekvenciranjem dobije minimum od 100,000
sekvenci mapiranih na svim hromozomima ili 3,000 sekvenci mapiranih na polnim
hromozomima. Sekvence se mapiraju na humani X i Y hromozom, pri ¢emu se dobija Ry
koji predstavlja odnos broja Y sekvenci koje su mapirane u odnosu na ukupan broj
sekvenci na polnim hromozomima. U slucaju groba 211, prethodno opisan metod nije
dao pouzdani rezultat, te je koris¢en metod Cassidy i saradnici (2020), zasnovan na
izraCunavanju RX, koji predstavlja odnos sekvenci na X hromozomu i svih autozomnih

sekvenci. Ovaj metod je efikasan i prilikom dobijanja manjeg broja sekvenci.

74



3.2.2.4. Uniparentalni Markeri
Za predvidanje mitohondrijske haplogrupe (Hg) koris¢en je .vcf fajl i program

Haplogrep2.0 (https://haplogrep.i-med.ac.at/app/index.html) (Weissensteiner et al.

2016). Za poravnanje mtDNK koris¢en je referentni genom rCRS (engl. revised
Cambridge Reference Sequence).

Analize markera na Y hromozomu pruzaju informaciju o nasledivanju po oc¢evoj
liniji, te mogu biti informativni o kretanjima i ponasanju muskaraca. Postoje mnogi
izazovi prilikom odredivanja haplogrupa Y hromozoma, a pre svega su to visoko
ponovljeni delovi hromozoma i vezanost udaljenih genetickih markera (Kivisild 2017),
pa je potrebno pazljivo odabrati program s obzirom da postoje varijacije u predvidanju.
Y haplotip odreden je pomoc¢u programa yhaplo (Poznik et al. 2016), koji je tolerantan
prema nedostajuc¢im podacima i greSkama, te je i koristan kod uzoraka sa malom dubinom
sekvenciranja. Program koristi .vcf format koji je transformisan u plink format, a potom i
u specifi¢an yhaplo input format (Poznik et al. 2016). Nomenklatura je bazirana na isogg
tree (International Society of Genetic Genealogy, is0gg.2016.01.04.txt), koji se pokazao
najoptimalnijim za analizu diverziteta Y hromozoma ukoliko su uzorci iz Evrope
(Kivisild 2017).

Na osnovu dobijenih rezultata, utvrden je ukupan broj haplotipova u uzorku (k) i
izradunat njihov diverzitet A:

h =

n

(n-1)
haplotipa, a n = broj individua.

X (1— ¥k . x2), gde je k = broj haplotipova, xi = ucestalost odredenog

3.2.3. Analize srodstva

Kako bi se procenile verovatnoce da su aleli dve individue identi¢ni po poreklu,
mora se sagledati: 1. broj deljenih varijanti na lokusu pri ¢emu se dobijaju vrednosti za
Kotermanove koeficijente (Ko, k1 i k2) i stepen srodstva izmedu dve individue (Weir et al.
20006); 2. ucestalost ovih varijanti u populaciji. Aleli koji su redi (odnosno imaju nisku
ucestalost u populaciji) su informativniji u studijama srodstva, jer deljenje retkih alela
predstavlja jak pokazatelj da su aleli identi¢ni po poreklu (Vai et al. 2020). Nazalost,
ucestalosti alela na svakom lokusu nisu uvek poznate za drevne populacije, te se za

analize koriste programi sa razli¢itim pristupom ovom problemu (Prilog 2) (Keyser-
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Tracqui et al. 2003; Anderson and Weir 2007; Lipatov et al. 2015; Korneliussen and
Moltke 2015; Sikora et al. 2017; Kuhn et al. 2018).

3.2.3.1. Analiza srodstva pomo¢u IcMLkin programa

Analiza srodstva uradena je pomoc¢u C++ softvera IcMLkin (Lipatov et al. 2015)
koji je specijalno prilagoden radu sa drevnim uzorcima. Od .bam fajlova se generiSu
genotipovi sa najboljim kvalitetom i procenjuje se verovatnoc¢a da su diploidni genomi
identi¢ni po poreklu, kao i njihov koeficijent srodstva. Mala dubina sekvenciranja (kao u
slu¢aju uzoraka sa Mokrina) dovodi do smanjenja pouzdanosti prilikom posmatranja
manjeg broja markera, kao i do procenjivanja manjeg broja heterozigota. 1z tog razloga,
analize su bile ogranicene na 467,179 pojedinacnih nukleotidnih polimorfizama kako bi
svih 24 individua rezultovalo u ~200,000 alela koji se mogu koristiti za njihovo poredenje
i pouzdano odredivanje odnosa izmedu individua. IcMLKin sofver takode pretpostavlja da
su pojedina¢ni nukleotidni polimorfizmi nezavisni, Sto se postize programom PLINK 2
(Chang et al. 2015) i komande --indep-pairwise 50 5 0.2.

Ovaj softver nije efikasan u dve situacije: ukoliko individue za koje se srodstvo
proverava vode poreklo iz vise populacija, §to moze voditi ka lazno pozitivnim
rezultatima, ili ukoliko je doslo do inbridinga. Kako bi se odstranile ove poteskoce,

dodatne ekstenzije i parametri su postali sastavni deo softvera, ali je ipak ove analize uvek

.....

3.2.3.2. Analiza srodstva pomocu programa READ (engl. Relationship

Estimation from Ancient DNA)

Rezultati dobijeni sa IcMLkin sofverom provereni su programom READ (Kuhn et
al. 2018) koji predstavlja heuristicki metod za detektovanje mogucih srodnih individua.
Takode je specijalno dizajniran za drevne podatke sekvencirane na maloj dubini, ali se
oslanja na pseudohaploidne genotipove (po jedan nasumicno izabran alel po individui i
lokusu) s obzirom da genomi sekvencirani na maloj dubini obi¢no ne vode ka dobijanju
heterozigotnih genotipova. Input za READ program su .tped / .tfam fajlovi koji sadrze
pseudohaploidne genotipove sa Mokrina i 99 nesrodnih referentnih individua iz
savremene centralne evropske populacije (CEU).

Za razliku od IcMLKin sofvera, READ ne zavisi od procena ucestalosti alela u
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populaciji i zasniva se na normalizaciji podataka pod pretpostavkom da individue nisu
srodne kako bi analiza bila nezavisna od geneti¢kog diverziteta populacije.

READ daje nizak nivo lazno pozitivnih rezultata, ali usled malog broja
pojedinacnih nukleotidnih polimorfizama moze do¢i do lazno negativnih rezultata za

detektovanje veza drugog stepena.

3.2.4. Populacione analize uzoraka sa Mokrina

Da bi geneticki markeri bili informativni u populacionim analizama, oni moraju
biti polimorfni. Na uzorcima sa Mokrina, uradena je analiza glavnih komponenti (engl.
principal component analysis - PCA), analiza porekla i f statistika. Za vizuelizaciju je
koris¢en R. Ove osnovne populacione analize trebalo bi uraditi zajedno sa analizama
srodstva kako bi se utvrdilo da li su populacije od interesa geneticki strukturirane i da li
postoji geneticka sli¢nost izmedu ove populacije sa drugim modernim i drevnim

populacijama.

3.2.4.1. Analiza glavnih komponenti

PCA predstavlja metodu u kojoj se multidimenzionalni podaci, koji poti¢u od
individua i ogromnog broja pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama, redukuju na
dobijanje informacije o odnosima izmedu individua u dve dimenzije (Novembre and
Stephens 2008). Na taj nacin se rezultat moze vizuelno predstaviti, pri ¢emu dolazi do
minimalnog gubitka varijabilnosti podataka. Glavne komponente PC1 i PC2 (engl.
principal components - PC) sadrze najveci deo varijabilnosti i na grafiku su predstavljene
jedna naspram druge.

PCA analiza uradena je radi dobijanja informacija o genetickoj sli¢nosti ili
razli¢itosti populacije sahranjene na Mokrinu sa populacijama savremenih Evropljana
koje su koris¢ene kao referentni panel (Lazaridis et al. 2016). Analiza je uradena u
programu LASER 2.04 (Wang et al. 2015). U prvom koraku analize formira se referentni
panel na osnovu genotipova modernih individua®: juznoevropljana (sa severa i juga
Italije, Sicilije i Sardinije, Kipra, iz Gréke, Spanije i Baskije), iz centralne i istoéne Evrope

(Bugarske, Rumunije, Madarske, Nemacke, Francuske, Hrvatske), slovenskih populacija

45 Ne-evropske populacije, kao i odredene populacije iz Evrope su uklonjene iz referentnog panela kako bi
plot bio jasniji.
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(Rusije, Ukrajne, Belorusije, Poljske i Mordovije), sa Baltika (Litvanije), Britanskih
ostrva (Engleske, Skotske, Irske, Velsa) i Norveske. Potom su ulazni podaci uzoraka
(.bam fajlovi) projektovani na referentni panel Kkoriste¢i analizu prokrusta
implementiranu u LASER i baziranu na 10 ponavljanja (analiza prokrusta dozvoljava da
se uzorak projektuje na referentni prostor).

Prednost PCA metode ogleda se u tome $to ne zahteva generisanje genotipova i
Sto se moze uraditi na relativno malom broju pojedinacnih nukleotidnih polimorfizama,
te se uspesno moze koristiti i na podacima koji nisu duboko sekvencirani. Medutim, kao
1 u svim analizama, projekcija je verodostojnija sa veCom dubinom sekvenciranja jer

obuhvata i veéi broj pojedinac¢nih nukleotidnih polimorfizama.

3.2.4.2. Analize porekla populacije u Mokrinu

ADMIXTURE je program koji se koristi za procenjivanje proporcija predackih
komponenti uzoraka na osnovu velikog broja neutralnih lokusa, dok je program PLINK
koris¢en za konvertovanje .vcf fajlova (Patterson et al. 2012). Iz referentnog seta
pojedinac¢nih nukleotidnih polimorfizama HOIIl (Haak et al. 2015), programom PLINK
su uklonjeni markeri koji nisu determinisani ni u jednom uzorku, kao i oni koji pokazuju
geneticku neravnotezu.

Analize porekla radene su pomocu -- unsupervised opcije koja ne zahteva
precizno definisanje pripadnosti individua odredenim populacijama, te su korisne pre
upotrebe drugih metoda gde populacije i njihovo poreklo moraju biti poznati. S obzirom
da broj klastera, odnosno broj predackih populacija, moZze varirati, na 0Snovu saznanja iz
prethodnih populacionih studija (Lazaridis et al. 2014; 2016; Allentoft et al 2015,
Hoffmanova et al. 2016; Mathieson et al. 2018) uzorci iz bronzanog doba modelovani su
sa tri komponente (K=3). Populacije su predstavljali zapadni lovci sakupljaci
(Loschbour_snpAD.DG, LaBranal published.SG, 11507, Bichon.SG, Villabruna),
neolitske zemljoradni¢ko-stocarske zajednice (11581, 11583, 11580, 11585, 11579, 11099,
11103, 11101, 11097, 10744, 11096, 11098, 10708, 10745, 10746, 10707, 10709, 10736,
10723, Bon002.SG, Tep003.SG, Bar31.SG, Bar8.SG) i populacije iz stepa isto¢ne Evrope
(10231, 10370, 10444, 10357, 10429, 10438, 10443, RISE547.SG, RISE548.SG,
RISE550.SG, RISE5S52.SG). Savremeni i drevni referentni genomi dostupni su na internet
stranici laboratorije Dejvida Rajha (Mallick et al. 2016;
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https://reich.hms.harvard.edu/downloadable-genotypes-present-day-and-ancient-dna-

data-compiled-published-papers; 2019). Buduci da se Mokrin nalazi na teritoriji danasnje

Srbije, za referentne genome uzete su populacije lovaca sakupljaca sa Perdapa, neolitskih
zemljoradni¢ko-stoCarske zajednice iz Egeje i Jamne kulture kako bi se procenilo da li
individue sa Mokrina vode poreklo od vise populacija.

Za izraCunavanje proporcija porekla populacije koris¢en je statisticki program
gpAdm implementiran u Admixtools, koji pretpostavlja da je doSlo do meSanja izmedu
dve ili viSe populacija i omogucava procenu protoka gena (Haak et al. 2015). gpAdm se
bazira na f-statistici i pokazuje da li se populacija od interesa moze modelovati kao
potomacka populacija jedne ili viSe predackih populacija, te ovaj metod zahteva
definisanje target i izvornih populacija (referentne populacije), kao i geneticki veoma
udaljenih populacija (Patterson et al. 2012). Za gpAdm analizu koriS¢en je set dalekih
populacija: Han, Karitiana, Mbuti, Onge, Papuan, Mota, Ust’-Ishim, MAL, El Miron,
GoyetQ116-1. gpAdm standardne greske racunate su opcijom - jackknifing iskljucujuci
sukcesivne blokove od 5¢cM.

Dodatno, indivudue sa Mokrina analizirane su zajedno pri ¢emu je po jedna
individua iz para srodnika (individua za koju su analize rezultovale u manjem broju
nukleotidnih polimorfizama) morala biti iskljuena iz analiza, te su koriS¢ene sledece
individue: 237, 257A, 122E, 122S, 163, 186, 220, 223, 224, 246, 247, 260, 282, 287, 295,
302.

3.2.4.3. f-statistika

f-statistika posmatra korelacije u ucestalosti alela medu dve, tri ili ¢etiri populacije
kako bi se dobila informacija 0 stepenu zajednicke evolucione istorije populacija
(Patterson et al. 2012; Lipson et al. 2013; Lipson 2020).

Kako bi se izraunala geneticka slicnost populacije sa Mokrina sa drugim
populacijama, koris¢ena je outgroup fs statistika. Ona predstavlja poseban slucaj f3
statistike, opisan kao F3(C:A,B) ili F3(outgroup:test,uzorak), u kojoj se referentne
populacije (A ili test) i uzorci od interesa (B) uporeduju u odnosu na veoma daleke
predacke populacije (oznacene kao C ili outgroup populacije), tj. populacije koje nisu u
bliskoj relaciji sa drugim populacijama, a za koje se naj¢eS¢e uzimaju africke Komani,
Mbuti ili Yoruba populacija. Prednost ispitivanja veoma udaljene populacije ogleda se u
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tome §to pokazuje isti odnos ucestalosti alela u odnosu na sve druge populacije (Patterson
et al. 2012), a svaka slede¢a promena u ucestalosti alela, usled delovanja genetickog
drifta, ne utice na odnos izmedu populacija A i B. Menjanje populacija A (ili test) za koje
se sumnja da postoji geneticka slicnost sa uzorcima od interesa (B), ogleda se u
promenama vrednosti fs statistike, a bi¢e proporcionalna efektima genetickog drifta od
vremena kada su se dve populacije razdvojile. Vise vrednosti f3 statistike ukazuju na vecu
geneticku sli¢nost medu uzorcima.

Za analize je koriS¢en program Admixtools koji predstavlja kolekciju statistickih
programa za izraCunavanje f3 i D-statistike: gp3Pop program za outgroup fs statistiku,
gpDstat za D-statistiku, gpAdm za izraCunavanje procenata porekla populacije (Patterson
et al. 2012). PLINK je kori$¢en kako bi se Mokrin podaci u .vcf formatu kombinovali sa
referentnim genomima, kao i za konvertovanje fajlova koji su potom spojeni u
EIGENSTRAT format koriste¢i program convertf, takode sastavni deo Admixtools-a.
Prednost ovih metoda je u tome $to se mogu Koristiti i na uzorcima sekvenciranim na
maloj dubini. Kori$¢eni su sa preporucenim parametrima i na pozicijama definisanim
HOIII setom pojedinacnih nukleotidnih polimorfizama (Haak et al. 2015). Znacajnost
rezultata je zasnovana na Z skoru (opcija --jackknife). Ukoliko je Z > 3, rezultat je
znacajno pozitivan, dok ukoliko je Z <=3, rezultat je znacajno negativan.

Populacija sa Mokrina je uporedena sa Khomani outgroup grupom i referentnim
genomima uzetim na osnovu prethodnih studija (F3(Khomani, test, Mok)). Posebna
paznja je posvecena uzorcima koji pripadaju moriSkoj kulturi i nadeni su na prostoru
danasnje Madarske - RISE371.SG, RISE373.SG i RISE374.SG. U drugoj analizi, test
populacije su izostavljene, a uzorci sa Mokrina su bili medusobno poredeni (F3(Khomani,
MokX, MokY)) radi ispitivanja geneticke sli¢nosti i strukturiranosti populacije

(potencijalnog grupisanja unutar populacije).

3.2.4.4. Koeficijent inbridinga — f

Iskljucivo sekvence visokog kvaliteta, koje su mogle biti determinisane u vise od
10 uzoraka, koris¢ene su za procenjivanje koeficijent inbridinga (f) programom ATLAS,
opcija --inbreeding (Burger et al. 2020) kako bi se detektovalo postojanje potencijalne

populacione strukture izmedu uzoraka sa Mokrina. Ocekivano je da koeficijent inbridinga
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bude pozitivan u strukturiranoj populaciji usled opadanja broja heterozigotnih genotipova

i Valundovog efekta.

3.2.5. Funkcionalni markeri

Ucestalosti alela odredenih funkcionalnih markera, odnosno pojedina¢nih
nukleotidnih polimorfizama ¢ija uCestalost u populaciji zavisi od pravaca 1 intenziteta
delovanja prirodne selekcije (Mathieson et al. 2015; VVeeramah et al. 2018) procenjene su
na osnovu .vcf fajlova koriste¢i Bayesian pristup u programu ATLAS (commit 52a2276,
task alleleFreq, doBayesian) (Burger et al. 2020). Razlike u ucestalostima alela u
savremenim populacijama za funkcionalne markere ispitana je procenom vrednosti Fst
(Bhatia et al. 2013). Budu¢i da ne postoji direktna referentna populacija iz regiona odakle
se moze pretpostaviti da uzorci sa Mokrina poticu, ucestalosti alela bile su uporedene sa
Cetiri referentne populacije iz Evrope iz projekta 1000 Genoma (96 uzoraka iz CEU -
savremene centralne evropske populacije, 88 uzoraka GBR - Velika Britanija, 104
uzoraka IBS - Iberija i 107 uzoraka TSI - Toskana) (1000 Genomes project consortium
et al. 2012), i dobijeni su uz pomo¢ softvera vcftools (Danecek et al. 2011). Podaci su
spojeni programom PLINK i python skriptom.

Kako bi se procenila promena ucestalosti alela za toleranciju na mleko -
rs4988235, a potom 1 koeficijent selekcije za ovaj alel, uCestalost ovog alela na Mokrinu
je uporedena sa 14 individua sa arheoloskog nalazista Tolens u Nemackoj (1,200 godine
p.n.e.), 37 individua poreklom iz isto¢nih stepa (4,000 - 2,000 godine p.n.e.) i savremenim
uzorcima. Program ATLAS je koris¢en kako bi se uporedile ucestalosti alela (task =
compareAlleleFreq, commit 8af19b9) (Burger et al. 2020), a program ApproxWF
(Admetilla et al. 2016) za procenu koeficijenta selekcije na specificnom lokusu, sa
opcijama za konstantnu efektivnu veli¢inu populacije i greSkom sekvenciranja. Individue
koje su u srodstvu bile su iskljucene iz analiza. Ove analize radene su u kolaboraciji sa
Univerzitetom u Friburgu u Svajcarskoj.

Procena funkcionalnih markera proverena je programom PhenoReport koji
polazec¢i od .bam i .vcf fajlova detektuje polimorfizme za ukupno 52 monogenske i 30
poligenske osobine (Pukaj 2021). Koristec¢i .vcf fajlove, odredeni alel se detektuje (0: nije
prisutan, 1: heterozigot, 2: homozigot), a na osnovu nacina njegovog nasledivanja 1

efektivne interakcije izmedu alela na istom lokusu procenjuje se prisustvo odredene
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osobine - dva alela u genotipu u slucaju recesivne osobine i najmanje jedan dominantan
alel neophodan za dominantan fenotip. Alternativno, program koristi .bam fajlove koji ne
pruzaju informaciju o genotipu nego o bazama na odredenim pozicijama, Cime je
pouzdanost rezultata manja ukoliko sekvence nisu prosle korake za proveru kvaliteta i
rekalibracije. Takode, u sklopu PhenoReport-a nalaze se i programi za procenu
haplogrupa (haplogrep i yleaf), a u upotrebi je i softver Hirisplex-S*¢ (Chaitanya et al.
2018) koji koristi genotipove za fenotipsku predikciju i rekonstrukciju boje koze, o¢iju i

kose 1 poredi varijacije za odredeni marker u drevnim i modernim populacijama.

46 https://hirisplex.erasmusmc.nl/
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4. REZULTATI

4.1. Skrining uzoraka

U cilju procene zastupljenosti endogene DNK u drevnim uzorcima, 24 petrozne
kosti sa Mokrina sekvencirane su na MiSeq Illumina platformi sa jednog kraja i duzinom
sekvenci od 50 bp. Sekvenciranje je rezultovalo u 709,737 sirovih sekvenci u proseku,
koje su procesuirane specifi¢nim bioinformatickim metodama za drevnu DNK. Nakon
uklanjanja duplikata iz analiza izracunat je procenat endogene DNK u uzorku koji
predstavlja odnos jedinstvenih sekvenci poravnatih na referentni genom i ukupnim
brojem sekvenci koje su prosle kontrolu kvaliteta. Proporcija endogene DNK uzoraka sa
Mokrina varira od 8% do 70%, sa samo dva uzorka ispod 20% (individue iz groba 211 i
224), sto svedoc¢i o dobroj molekularnoj o¢uvanosti odabranih skeletnih ostataka, ali i da
oCuvanost DNK varira ¢ak i u okviru iste nekropole 1 uslovima skladiStenja i zavisi od
mnogobrojnih faktora. Rezultati skrininga prikazani su u tabeli 4.1., a procenat duplikata

i endogene DNK izracunat je po slede¢im formulama:

o (poravnate sekv.— sekv.nakon odstranjivanja duplikata)
Duplikati (%) = x 100
poravnate sekv.

Endo.DNA (%) = Sekvence nakon odstranjivanja duplikata % 100
nao. (%) = Sekvence nakon provere kvaliteta

4.2. Duboko sekvenciranje

Uzorci su pulovani na osnovu koncentracije biblioteka i prethodno procenjene
koli¢ine DNK u svakom uzorku kako bi se dobila dubina sekvenciranja od 1X. Cak i u
slu¢aju kada je procenat endogene DNK veoma nizak (5-8% za individuu 211), postojao
je dovoljan broj sekvenci za postizanje odredene dubine sekvenciranja. Nakon obrade
sirovih podataka dobijenih sekvenciranjem na NovaSeq Illumina 6000 platformi,
izraCunat je procenat duplikata i endogene DNK (Tabela 4.2.). Postoje minimalne razlike
u proceni endogene DNK na drugacijim platformama za sekvenciranje zbog ocitavanja
razliCitih biblioteka i tretmana USER enzimom koji povecava fragmentaciju, te je vise

sekvenci iskljuéeno iz analiza. Takode, prilikom sekvenciranja sa oba kraja dolazi do
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dodatnog gubitka ocitavanja, jer se sekvence koje ne nadu svog para odstranjuju iz

analiza.

Tabela 4.1. Obrada podataka i procena endogene DNK nakon sekvenciranja na MiSeq
IHlumina platformi.
* Sekvence koje su prosle proveru kvaliteta, tj. sadrze 95% baza koje dostizu prag kvaliteta iznad

15.
Lab.broj [Grob|Sirove [Sekvence [Sekvence |Poravnate |Sekvence Sekvence [Procenat |Endogena
sekvence |nakon nakon sekvence [nakon nakon duplikata [DNK [%0]
trimovanja |provere odstranjivanja |[filteraza |[%0]
kvaliteta* duplikata njihovu
duZinu

Mok 9b  |237 |714070 [714061 708825 374252 374022 364612 0.0615 52.7665
Mok 12 |122E |646445 646439 639430 233131 232972 219370 0.0682 36.4343
Mok 13 |122S |884330 [884323 878212 455598 455231 437405 0.0806 51.8361
Mok 14  |161 730244 |730238 724576 370294 370103 361429 0.0516 51.0786
Mok 15 |163 642998 |642991 637433 296456 296190 291061 0.0897 46.4661
Mok 16a |181 |152639 [152638 151862 91720 91689 89613 0.0338 60.3765
Mok 17a |186 [727900 |727891 723065 395708 395291 384537 0.1054 54.6688
Mok 18a |211 [450126 |450119 441604 37754 37744 35499 0.0265 8.547
Mok 19a |220 |895220 [895219 892057 609577 608986 597556 0.097 68.2676
Mok 20 |223 |790460 |790454 782950 380953 380737 367464 0.0567 48.6285
Mok 21a |224 |557587 [557582 547940 96960 96935 91559 0.0258 17.6908
Mok 22 |225 |618748 |618743 614352 380634 380310 375895 0.0851 61.9042
Mok 23  |228 776385 |776379 773630 531816 531398 518180 0.0786 68.6889
Mok 24a 243 824841 (824837 821350 551680 551268 541116 0.0747 67.1173
Mok 25a |246 |742948 |742944 740133 494740 494304 481128 0.0881 66.7858
Mok 26a |247 |775488 |[775485 772759 538497 538168 526451 0.0611 69.6424
Mok 10b |257A [852410 |852401 849602 589070 588486 573671 0.0991 69.2661
Mok 27  |257B [459521 |459514 454912 200830 200747 195003 0.0413 44.1287
Mok 28a |260 |685143 [685135 682380 448460 448095 435796 0.0814 65.6665
Mok 29a |282 [860515 |860511 857623 607172 606781 597171 0.0644 70.7515
Mok 30 |287 |870381 [870377 866881 595156 594592 582529 0.0948 68.5898
Mok 31 |288 [776164 |776157 770819 432931 432652 417467 0.0644 56.1289
Mok 32 |295 [987532 |987521 983176 595133 594617 583904 0.0867 60.4792
Mok 33 |302 |611581 [611577 607977 336014 335823 328409 0.0568 55.2361

Prose¢na postignuta dubina sekvenciranja iznosila je 0.85X + 0.25 (od 0.33X do

1.41X) na autozomima (Tabela 4.2.). Standardna devijacija racunata je po formuli: o =

T (xi— u)?
—
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Svi genomi su dostupni na Internet stranici European Nucleotide Archive, pod
brojem PRJEB38643 u .bam i fastq formatu.

Tabela 4.2. Obrada podataka i procena endogene DNK nakon sekvenciranja na NovaSeq
IHlumina 6000 platformi.

Lab.broj Grob [Procenat duplikata [%] |Endogena DNK [%] | Dubina sekvenciranja
Mok 9b 237 3.46 38.19 0.89
Mok 12 122E (3.75 24.79 1.09
Mok 13 1225 [3.76 36.45 0.78
Mok 14 161 3.18 35.09 1.20
Mok 15 163 4.35 35.33 1.21
Mok 16a 181 3.74 46.47 0.62
Mok 17a 186 3.25 41.12 0.33
Mok 18a 211 4.05 5.05 0.79
Mok 19a 220 3.25 52.76 0.64
Mok 20 223 3.35 37.08 0.39
Mok 21a 224 3.19 12.37 0.77
Mok 22 225 6.82 47.43 0.82
Mok 23 228 7.75 53.39 0.95
Mok 24a 243 3.61 49.58 1.12
Mok 25a 246 3.72 52.02 0.98
Mok 26a 247 7.87 52.48 0.90
Mok 10b  |257A |7.64 55.69 0.60
Mok 27 257B |7.24 29.32 0.61
Mok 28a 260 7.99 50.00 0.92
Mok 29a 282 8.01 51.94 1.41
Mok 30 287 6.74 53.00 0.81
Mok 31 288 7.49 43.02 0.81
Mok 32 295 7.42 44.20 0.82
Mok 33 302 7.89 42.99 0.89

4.3. Provera autenti¢nosti rezultata

Osnovni kriterijum za proveru autenti¢nosti drevne DNK jeste mala duzina

fragmenata koja najces¢e ne prelazi 100 bp, dok se duzi fragmenti (500 — 1000 bp)

smatraju rezultatom kontaminacije. Nakon dubokog sekvenciranja na NovaSeq Illumina

6000 platformi, prosecna duzina fragmenata uzoraka sa Mokrina iznosila je od 47.29 do

57.38 bp (Tabela 4.3.). Medutim, za ocekivati je da je USER tretman dodatno doveo do

fragmentacije molekula i da je duzina fragmenata manja posle dubokog sekvenciranja.
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Odli¢na ocuvanost uzoraka takode je potvrdena programom MapDamage 2.0 za
biblioteke koje nisu tretirane USER enzimom. Deaminacija na prvoj bazi 5 kraja
sekvenci iznosi od 0.13 — 0.26 (Tabela 4.3., Slika 4.1.), §to u kombinaciji sa malom
duzinom fragmenata, koja u proseku iznosi 53.6 bp, podrzava autenti¢nost rezultata.
Stepen deaminacije zavisi i od skeletnog elementa koji se uzorkuje, ali s obzirom da je
drevna DNK svih uzoraka izdvojena iz petroznih kosti ne uoc¢ava se znacajnije variranje.

Dodatno, nizak nivo mitohondrijske kontaminacije (<1%) utvrden je i programom
contamMix (Fu et al. 2016) nakon dubokog sekvenciranja (Tabela 4.3.). Takode, nije
detektovana heterozigotnost kod haploidnih lokusa (mtDNK i nerekombinovani deo Y

hromozoma i X hromozoma kod muskaraca).

030 | | 030
Mok 12 - grob 122E (Lib1-2-1)
025 - ~ 025
020 - 020
g
% 015 - 015
o
£
0.10 - o010
005 — = 005
0.00 - | L o000
I I I
raovoermoorNoYLere2gNRAS §IYSo ORI oN-2PRN YT RYY
LI | [ A O R I I B I )
030 | ' : : ~ 030
LK (Lib1-14-1)
029 - 025
020 - 020
g
2 015 - 015
o
&
0.10 - 010
009 - 005
000 - — 000
MMTTT T T T T I T T T T T T T T I T T TTT] MMTTTT T I T T T T T T T T T T T ITT T 1
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Slika 4.1. Primeri obrazca oStecenja karakteristicnog za drevnu DNK. X-osa oznadava
poziciju baze, dok y-osa predstavlja u¢estalost tranzicija C u T na 5~ kraju (crvena boja) i Gu A

na 3" kraju (plava boja), dobijenih programom MapDamage nakon plitkog sekvenciranja na
MiSeq Illumina platformi za uzorak (122E) i kontrolu (LK).
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Tabela 4.3. Prose¢na duZina sekvenci i procena kontaminacije MapDamage i ContaMix
softverom za uzorke sa Mokrina.

Lab.broj |Grob| DuZina |5 C-T naprvoj |3" G-Anaprvoj |GreSka  |Autenti¢ne sekvence
sekvenci [poziciji poziciji

Mok 9B |237 | 53.76 0.16 0.10 3.00E-04 0.9998788
Mok 12 |122E | 48.74 0.24 0.21 6.00E-04 0.9996691
Mok 13 |122S | 51.51 0.19 0.13 8.00E-04 ]0.9998111
Mok 14 |161 | 55.04 0.14 0.08 5.00E-04 |0.9967753
Mok 15 |163 | 54.65 0.17 0.09 4.00E-04 [0.9990109
Mok 16a |181 | 53.27 0.19 0.11 6.00E-04 0.9997659
Mok 17a |186 | 53.30 0.18 0.11 5.00E-04 0.9998227
Mok 18a |211 | 47.29 0.26 0.21 5.00E-04 |0.9994216
Mok 19a |220 | 54.55 0.17 0.09 4.00E-04 [0.9929535
Mok 20 |223 | 52.22 0.17 0.12 5.00E-04 |0.9997578
Mok 21a |224 | 48.73 0.22 0.18 5.00E-04 |0.9930579
Mok 22 |225 | 57.38 0.17 0.05 4.00E-04 [0.9970579
Mok 23  |228 | 54.03 0.18 0.10 4.00E-04 [0.9998199
Mok 24a |243 | 55.59 0.15 0.07 4.00E-04 [0.9995789
Mok 25a |246 | 53.95 0.17 0.10 5.00E-04 |0.9996178
Mok 26a |247 | 54.67 0.15 0.08 4.00E-04 [0.9998358
Mok 10B |257a | 52.88 0.19 0.11 5.00E-04 0.9993889
Mok 27  |257B | 55.30 0.13 0.07 5.00E-04 |0.994112
Mok 28a |260 | 54.23 0.15 0.09 4.00E-04 [0.9996998
Mok 29a |282 | 56.08 0.14 0.07 4.00E-04 (0.9851043
Mok 30 |287 | 55.12 0.15 0.08 4.00E-04 [0.9998323
Mok 31 |288 | 52.44 0.19 0.12 6.00E-04 0.999708
Mok 32 |295 | 55.61 0.15 0.07 4.00E-04 [0.9962457
Mok 33  |302 | 55.97 0.14 0.07 4.00E-04 [0.9990027

Negativne kontrole nisu pokazale tragove kontaminacije na MiSeq Illumina

platformi, kao ni fragment analizom na Agilent Bioanalyzer-u (Slika 4.2.).
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Slika 4.2. Primeri elektroforegrama dobijenih fragment analizom (Agilent Bioanalyzer). Na
slici su prikazani jedna biblioteka uzorka Mok29a (LIB4_5 1), negativna kontrola (LIB1_14 1)
i PCR kontrola (LIB2_PK2_15-10-18). x 0sa - o¢itava veli¢inu molekula (broj baznih parova); y
o0sa - oCitava intenzitet signala.

4.4. Odredivanje pola

Metodom Skoglund i saradnici (2013) utvrdeno je 14 Zenskih i 10 muskih
individua (Tabela 4.4.). Ova metoda nije dala pouzdan rezultat samo u slucaju individue
sahranjene u grobu 211. Naime, sekvence su bile mapirane na X i Y hromozome, tj.
sugerisan je XY Kariotip koji je bio u saglasnosti sa antropoloskom analizom, ali nivo
pouzdanosti nije bio zadovoljavaju¢i. Nepouzdanost ovog rezultata moze biti posledica
nedovoljnog broja dobijenih sekvenci, razli¢ite veli¢ine X 1 Y hromozoma, ili degradacije
1 oStecenja nakon smrti organizama. Muski pol ove individue ipak je nesumnjivo potvrden
metodom Cassidy i saradnici (2020).

Postoje tri neslaganja izmedu molekularnog i arheoloskog odredivanja pola,
odnosno odredivanja pola na osnovu normativne funerarne prakse u Mokrinu (Girié¢

1971): kod individua 122S, 220 i 257B. Individue 257B i 122S su iz dvojnog i trojnog
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groba, koji su izuzetak na Mokrinu, te je moguce da i polozaj ovih individua moze
odstupati od klasicnog obrasca sahranjivanja.
Kontrole nakon skrininga nisu raspolagale sa dovoljno sekvenci kako bi pol bio

nesumnjivo odreden.

Tabela 4.4. Odredivanje pola (Skoglund et al. 2013, Cassidy et al. 2020). Pol se moze odrediti
i nakon dubokog sekvenciranja i nakon skrininga. Samo dve kontrole su dale rezultat nakon
sekvenciranja na MiSeq Illumina platformi. N = ukupan broj sekvenci, N_Y = broj sekvenci na
Y hromozomu, N_X = broj sekvenci na X hromozomu, Ry = odnos broja Y sekvenci u odnosu
na ukupan broj sekvenci na polnim hromozomima, SE = standardna greska, CI = interval
poverenja, Na = nepoznato.

Labbroj |[Grob [N N_Y+N X [N_Y Ry SE 95% ClI Pol
Mok 9B [237 |52806950 |2634140  |5853 0.0022 |0 0.0022-0.0023 [XX
Mok 12 122E  |39836683 |1139161  |89096  |0.0782 |0.0003 |0.0777-0.0787 |XY
Mok 13 122S 68055935 |3463610  |8659 0.0025 |0 0.0024-0.0026 [ XX
Mok 14 |161  |45447494 (2279376  |5012 0.0022 |0 0.0021-0.0023 [XX
Mok 15 163 |70089798 (1963143  [159133 [0.0811 [0.0002 |0.0807-0.0814 |XY
Mok 16a  |181  |73299351 |3701882  |8771 0.0024 |0 0.0023-0.0024 [ XX
Mok 17a  |186  |37465491 |1846298  |4910 0.0027 |0 0.0026-0.0027 [ XX

Mok 18a 211 22587267 (641172 45993 0.0717 ]0.0003 [0.0711-0.0724 | XY

Mok 19a 220 46207454 |1303408 104967 0.0805 ]0.0002 ]0.0801-0.081 |XY

Mok 20 223 39178684 (1979534 4533 0.0023 |0 0.0022-0.0024 | XX
Mok 21a 224 25621944 (1300086 3080 0.0024 |0 0.0023-0.0025 | XX
Mok 22 225 44269060 (1242131 101223 0.0815 ]0.0002 ]0.081-0.082 |XY
Mok 23 228 50972495 (2544729 5772 0.0023 |0 0.0022-0.0023 | XX
Mok 24a 243 54268369 (1526010 122838 0.0805 ]0.0002 ]0.0801-0.0809 | XY
Mok 25a 246 66535034 (3335841 8058 0.0024 |0 0.0024-0.0025 | XX
Mok 26a 247 60036548 (2992613 7191 0.0024 |0 0.0023-0.0025 | XX
Mok 10B 257a |57028156 (2855328 7057 0.0025 |0 0.0024-0.0025 [ XX

Mok 27 257B [36435648 1033088 83612 0.0809 0.0003 0.0804-0.0815 | XY

Mok 28a 260 56651208 (1589793 128549 0.0809 0.0002 0.0804-0.0813 | XY

Mok 29a 282 83223480 (2336244 188509 0.0807 ]0.0002 ]0.0803-0.081 |XY

Mok 30 287 48838966 (2440440 5859 0.0024 |0 0.0023-0.0025 | XX

Mok 31 288 51399176 2568817 6141 0.0024 |0 0.0023-0.0025 | XX

Mok 32 295 48709188 (1369940 110264 0.0805 ]0.0002 (0.08-0.0809 ([XY

Mok 33 302 53433740 (2673649 6363 0.0024 |0 0.0023-0.0024 | XX

Libl-14-1 |[LK1 [116 6 0 0 0 0.0-0.0 odredena
poklapanja
sa XX

SL28-9-1 MK 237 7 1 0.1429 10.1323 [-0.5185 Na
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4.5. Uniparentalni markeri

Uniparentalni markeri pokazuju relativno veliki diverzitet i za mtDNK (h = 0.95)
i za nerekombinovani deo Y hromozoma (NRY, h = 0.81) (Tabela 4.5.). U uzorku
Mokrina prisutno je 14 razli¢itih haplogrupa mtDNK. Sest individua pripada haplogrupi
U (jedna individua grupi U3, dve grupi U4 i tri grupi U5) koja je karakteristicna za lovce
sakupljace u centralnoj Evropi (Bramanti et al. 2009). Ostale individue pripadaju
grupama H (njih deset), T2 (tri individue), K1 (jedna individua) i J1 (Cetiri individue).

Prema proceni programa yhaplo, prisutno je pet haplogrupa Y hromozoma medu
deset muskih individua, od kojih 3 individue imaju R1b haplogrupu, uobicajnu
haplogrupu za savremene evropske populacije (Haak et al. 2015). Cetiri individue imaju
12, jedna individua ima J2 i dve individue imaju BT haplogrupu. Treba napomenuti da je
program yleaf u sastavu programa PhenoReport za dve muske individue (243 i 282)

procenio drugacije haplogrupe: R1blalblb3alail2alalbl haplogrupu.

Tabela 4.5. Odredivanje haplogrupa za individue sa Mokrina.

Grob Geneti¢ki pol | Starost | Mt-hg (Haplogrep) Y-hg (yhaplo)
122E XY 6-9 Uba2bla 12alb

122S XX 35-50 H32 *

161 XX 9-11 H80 *

163 XY 45-55 U4a2 J2b

181 XX >18 U4a2 *

186 XX 8-11 H1laj *

211 XY 50-55 Uba2bla 12alb

220 XY 15-25 T2bh11 R1bla2a2cl
223 XX 7-10 U3al *

224 XX 25-40 T2b *

225 XY 25-35 Jiblal R1bla2a2cl
228 XX 35-50 Jic *

237 XX 15-20 T2b *

243 XY 20-35 H BT

246 XX 45-50 H80 *

247 XX 10-12 H1 *

257A XX 40-60 H *

257B XY inf. | Kla4 R1bla2a2clal
260 XY 15-18 Jic I12a2ala2a2
282 XY 15-20 H2b BT

287 XX 20-35 U5h2a2c *

288 XX 60+ HV0e *

295 XY 15-20 H80 12ala

302 XX 20-35 Jic *
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4.6. Analize srodstva

Polaze¢i od uobicajene Fst vrednosti za strukturiranost populacija od 0.03,
dobijene pi-hat vrednosti vece od 0.08 ukazuju na to da su individue u srodstvu, dok
vrednosti za parove individua koje su bile jednake ili manje od 0.004, ukazuju da
individue najverovatnije nisu srodnici (Prilog 2, Tabela 4.6.). Dakle, analiza srodstva
IcMLkin programom utvrdila je da se medu individuama sa Mokrina moze detektovati 9
porodi¢nih veza koje ukljucuju 15 individua (Tabela 4.7.). Ovi rezultati potvrdeni su i
READ softverom koji pruza grafic¢ki prikaz sa procenom gresaka i klasifikaciju rezultata
na osnovu srodstva (Slika 4.3.). Medutim, READ nije u mogu¢nosti da prikaze tacan
odnos veza, npr. majka - ¢erka ili brat i sestra. Medu devet porodi¢nih veza, detektovane
su tri roditeljske veze, dva brata, brat i sestra, tri veze drugog kolena (npr. unuk i baka ili
deka, ujak 1 sestri¢, ili polubraca i polusestre), kao 1 jedna rodacka veza. Devet Zenskih
individua (186, 122S, 223, 224, 237, 246, 247, 287, 302) nisu bile u srodstvu ni sa jednom

individuom.

Tabela 4.6. IcMLkin tabela sa dobijenim vrednostima za Fst = 0.03. Na slici su prikazane
individue za koje je utvrdeno srodstvo i nekoliko nesrodnih individua. Kompletna tabela sa
vrednostima moze se naéi u Prilogu 2. ko = verovatnoca da individue dele 0 alela koji su identi¢ni
po poreklu, k; = verovatnoca da individue dele 1 alel koji su identi¢ni po poreklu, k; = verovatnoca
da individue dele 2 alela koji su identi¢ni po poreklu.

Ind. 1 Grob | Ind.2 Grob ko ki ko pi_hat
Mok 12 122E | Mok 18a 211 0.449 0.305 0.246 0.398
Mok 15 163 Mok 16a 181 0.306 0.629 0.065 0.379
Mok 10b 257A | Mok 24a 243 0.252 0.742 0.006 0.377
Mok 23 228 Mok 28a 260 0.342 0.565 0.092 0.375
Mok 14 161 Mok 32 295 0.45 0.381 0.169 0.36
Mok 19a 220 Mok 22 225 0.753 0.224 0.024 0.135
Mok 24a 243 Mok 27 257B 0.804 0.195 0 0.098
Mok 10b 257A | Mok 27 257B 0.835 0.13 0.035 0.1
Mok 29a 282 Mok 31 288 0.894 0.052 0.054 0.08
Mok 20 223 Mok 28a 260 0.992 0.008 0 0.004
Mok 12 122E | Mok 17a 186 0.994 0.006 0 0.003
Mok 17a 186 Mok 18a 211 0.995 0.005 0 0.002
Mok 22 225 Mok 23 228 0.995 0.004 0.001 0.003
Mok 21a 224 Mok 22 225 0.995 0.005 0 0.002
Mok 12 122E | Mok 23 228 0.996 0.004 0 0.002
Mok 19a 220 Mok 23 228 0.996 0.004 0 0.002
Mok 21a 224 Mok 23 228 0.996 0.004 0 0.002
Mok 22 225 Mok 28a 260 0.996 0.004 0 0.002
Mok 18a 211 Mok 23 228 0.996 0.004 0 0.002
Mok 28a 260 Mok 9b 237 0.996 0.004 0 0.002
Mok 12 122E | Mok 15 163 0.997 0.003 0 0.002
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Mok 13 1225 Mok 25a 246 0.996 0.004 0 0.002
Mok 13 1225 Mok 23 228 0.996 0.004 0 0.002
Mok 18a 211 Mok 28a 260 0.997 0.003 0 0.002
Mok 16a 181 Mok 26a 247 0.996 0.004 0 0.002
Mok 17a 186 Mok 31 288 0.996 0.004 0 0.002
Mok 21a 224 Mok 28a 260 0.996 0.004 0 0.002
Mok 23 228 Mok 30 287 0.996 0.004 0 0.002
Mok 23 228 Mok 33 302 0.996 0.004 0 0.002
Mok 12 122E | Mok 16a 181 0.997 0.003 0 0.002
Mok 12 122E | Mok 22 225 0.996 0.004 0 0.002
Mok 12 122E | Mok 29a 282 0.997 0.003 0 0.002
Mok 13 122S Mok 21a 224 0.995 0.005 0 0.002
Mok 22 225 Mok 33 302 0.996 0.004 0 0.002
Mok 10b 257TA | Mok 12 122E 0.997 0.003 0 0.002
Mok 10b 257A | Mok 13 122S 0.997 0.003 0 0.002

Tabela 4.7. Utvrdene srodnicke veze individua sa Mokrina. Srodstvo je dobijeno IcMLkin i
READ programom.

Biolo$ka veza Individua 1 Individua 2
Grob | Polistarost | Grob | Pol i starost
Roditelj - potomak
257A Q, odrasla ind. | 243 &, odrasla ind.
228 Q, zrelaind. 260 &, mlada ind.
163 d, odrasla ind. | 181 Q, odrasla ind.
Bracda i sestre
122E &, infant 11 211 &, zrelaind.
161 Q, infant Il 295 &, mlada ind.
Drugi stepen srodstva (polubraca i sestre, ujak — sestri¢ i sl., baka, deka - unuk)
257B &, infant | 257A Q, odrasla ind.
257B &, infant | 243 &, odrasla ind.
220 &, mladaind. | 225 &, odrasla ind.
Rodaci
| 282 | &, mladaind. | 288 | 2, starija ind.
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016 0.18 020 022 024 026 0.28
|

100 120 140
|

80
|

Frequency

0.20 021 0.22 0.23 0.24 025 0.26 0.27

Average pairwise PO

Slika 4.3. Parovi srodnika dobijeni READ programom. Ne-normalizivane PO vrednosti za sva
poredenja i uzorke sa Mokrina.

4.7. Populacione analize

4.7.1. PCA analiza
PCA analiza uradena je na osnovu 511,042 pojedina¢na nukleotidna markera. Na
PCA plotu drevni uzorci sa Mokrina su projektovani na referentni panel uzoraka iz

savremenih ljudskih populacija iz Evrope (Slika 4.4.).
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Slika 4.4. PCA plot sa uzorcima sa Mokrina i savremenim populacijama iz Evrope.

4.7.2. Analize porekla

Sa dobijenog grafika admiksije (Slika 4.5.) moze se uociti da se sve individue sa
Mokrina, izuzev individue 186, mogu modelovati, tj. povezati poreklom sa tri predacke
populacije: zapadni lovci sakupljac¢i sa Perdapa, neolitske zemljoradnicko-stocarski
zajednice iz Egeje i populacije iz stepa istocne Evrope. Takode, individue sahranjene u
grobovima 211, 247, 257B i 295 bolje se uklapaju u jednostavniji model sa dve predacke
geneticke komponente, a iskljucuje lovce sakupljace.

Kada su individue posmatrane zajedno, proporcije genomskog porekla su
procenjene na 12.5% (£ 1.8% SE) od lovaca sakupljaca sa Derdapa, 53.7% (+ 2.5% SE)
od neolitskih zemljoradni¢ko-sto¢arskih zajednica iz Egeje i 33.8% (x 2.3% SE) od

populacija iz stepa isto¢ne Evrope (Slika 4.6.).
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Slika 4.5. Individualne geneti¢ke proporcije porekla.
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Slika 4.6. Procenjene proporcije geneti¢ckog porekla svih individua sa Mokrina zajedno.
Proporcije porekla iznosile su 12.5% od lovaca sakupljaca sa Perdapa, 53.7% od neolitskih

zemljoradnicko-stocarskih zajednica iz Egeje i 33.8% od populacija iz stepa isto¢ne Evrope.

4.7.3. Outgroup f3 statistika

Za poredenje populacije sa Mokrina sa drugim populacijama uzeti su uzorci stari
od 4,000-8,000 godina iz baze podatake sa internet stranice Dejvida Rajha (Slika 4.7.).
Kori$¢eno je 300,000 nukleotidnih polimorfizama koji su kod svih individua prisutni
(Haak et al. 2015). Kao S$to je pomenuto, vise vrednosti f3 statistike ukazuju na vecu
geneticku sli¢nost uzoraka sa Mokrina i drugih drevnih uzoraka.

Medusobno poredenje uzoraka sa Mokrina (F3(Khomani, MokX, MokY))

outgroup fs statistikom prikazano je na slici 4.8.
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Slika 4.7. Outgroup fs statistika svih uzoraka sa Mokrina zajedno i drevnih individua iz baze
podataka sa internet stranice Dejvida Rajha. A) Na slici je prikazano prvih 15 individua koje
pokazuju najvecu sli¢nost sa uzorcima sa Mokrina na osnovu pojedinacnih nukleotidnih
polimorfizama. B) Na slici je prikazano poslednjih 15 individua koje pokazuju najmanju sli¢nost
sa uzorcima sa Mokrina na osnovu pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama.
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Slika 4.8. Outgroup f; statistika izmedu parova individua sa Mokrina potvrduje prethodno
definisane rodbinske veze.

4.7.4. Koeficijent inbridinga — f

Procenjeni koeficijent inbridinga u populaciji sa Mokrina iznosi f =0, $to ukazuje
na odsustvo geneticke strukturiranosti, ukljucujuéi i diferencijaciju izmedu severnog i
juznog mokrinskog lokaliteta. Kako bi se moguénost strukturirane populacije definitivno
iskljucila, analize su ponovljene sa opcijom f > 0, $to je rezultovalo u srednjim

vrednostima f od 1.3222e-05 + 1.2447e-05.
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4.8. Fenotipski markeri

Ucestalost alela rs1426654*A (SLC24A5) na Mokrinu procenjena je kod 15
individua i iznosi 1 (0.8899-1) (Tabela 4.8.). Drugi alel asociran sa depigmentacijom
koze rs16891982*G (SLC45A2) takode je detektovan kod 15 individua sa Mokrina
(Tabela 4.8.), a ucestalost ovog alela iznosi 0.7098 (0.5365-0.8476).

20 individua sa Mokrina nosila su informaciju za izvedeni G alel na poziciji
rs12913832 u HERC2 genu, ¢ija je ucestalost procenjena na 0.4498 (0.2946-0.6127)
(Tabela 4.8.).

Ucestalost alela za toleranciju laktoze kod 18 uzoraka sa Mokrina je niska i iznosi
5,5% (Tabela 4.8.). Medutim, procenjena ucestalost alela za toleranciju na laktozu preko
programa ATLAS i najverovatnijim genotipovima iznosi 4.6% (0.0458; sa intervalom
poverenja 90%: 0.001 - 0.145).

Procena koeficijenta selekcije za alele koji obezbeduju toleranciju na laktozu
zahteva poredenje ucestalosti alela izmedu drevnih i1 savremenih populacija, a da bi se
utvrdilo selektivno favorizovanje, ucestalost alela mora biti ve¢a u savremenim uzorcima.
Selekcioni koeficijent za toleranciju na laktozu u analizama sa mokrinskim uzorcima u
odnosu na savremene populacije, Tolens 1 individuama iz istocne stepe procenjen je na
vrednost 6% (s = 0.06).

PhenoReport nije bio efikasan u procenjivanju fenotipskih osobina verovatno

usled male dubine sekvenciranja.
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Tabela 4.8. Ucestalosti funkcionalnih markera na osnovu .vcf. fajlova.

Uzorak Grob | LCT HERC2 SLC45A2 SLC24A5
rs4988235 (G>A) | rs12913832 (A>G) | rs16891982 (C>G) | rs1426654 (G>A)

Pozicija Hrom. 2: Hrom. 15: Hrom. 5: 33951693 | Hrom. 15:
136608646 28365618 48426484

Mok 9B 237 GG AA AA

Mok 12 122E | GG GG GG

Mok 13 122S | GG AA GG AA

Mok 14 161 GG AA AA

Mok 15 163 GG GG GG AA

Mok 16a 181 AA GG CcCc

Mok 17a 186 AA

Mok 18a 211 AA

Mok 19a 220 GG GG GG AA

Mok 20 223 GG

Mok 21a 224 AA GG

Mok 22 225 GG

Mok 23 228 AA GG AA

Mok 24a 243 GG AA

Mok 25a 246 GG GG GG

Mok 26a 247 GG GG GG AA

Mok 10B | 257A | GG AA AA

Mok 27 257B | GG AA GG

Mok 28a 260 GG GG AA

Mok 29a 282 GG GG

Mok 30 287 GG GG GG AA

Mok 31 288 AA GG AA

Mok 32 295 GG AA GG AA

Mok 33 302 GG GG CcC AA
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5. DISKUSIJA

5.1. Biolosko srodstvo medu individuama u Mokrinu i nasledivanje statusa

Analize u Mokrinu obuhvatile su 14 starijih individua i desetoro dece, od kojih je
20 individua sahranjeno pojedina¢no, dve su sahranjene u dvojnom grobu (grob 257), a
dve analizirane u trojnom grobu (grob 122). Pored o¢uvanosti petroznih kostiju, glavni
Kriterijumi za odabir uzoraka bili su raznovrsnost materijalne kulture i prostorna bliskost
grobova mladih 1 starijih individua kako bi se detektovale bioloske veze, kao 1 moguce
nasledivanje drustvenog statusa. Pod pretpostavkom da porodi¢ni odnosi imaju veliki
uticaj na organizaciju mnogih nekropola (Keyser-Tracqui et al. 2003; Deguilloux et al.
2014; Amorim et al. 2018; Mittnik et al. 2019), ovakva analiza omogucila je upoznavanje
funerarne prakse u drevnom Mokrinu.

Analizom drevne DNK detektovano je 15 individua koje su u razli¢itom stepenu
srodstva. Srodne individue su, kao §to je i pretpostavljeno prilikom odabira uzorka,
sahranjene blizu jedna drugoj sugerisuci da je nekropola organizovana oko porodi¢nih
veza (slika 5.1.). lzuzetak je bio samo jedan slucaj u uzorku - veza izmedu majke i sina
sahranjenih u grobovima 260 i 228.

Veca porodi¢na stabla, odnosno prosirene porodice koje bi €inile klanove u naSem
uzorku na Mokrinu, nisu detektovana. Iako se ne moze iskljuciti mogucénost da koris¢eni
programi za analizu srodstva nisu bili dovoljno efikasni prilikom detektovanja veza iznad
treceg stepena srodstva na dubini sekvenciranja od ~1X, pretpostavlja se da rezultat o
odsustvu porodi¢nih klanova jeste pouzdan, uzimajuéi u obzir ¢injenicu da su oba
koris¢ena programa (IcMLkin i READ), testirana i prilagodena analizi genoma
sekvenciranim na maloj dubini (Lipatov et al. 2015, Kuhn et al. 2018), kao i da su
prosirene porodice detektovane na drugim analiziranim nekropolama istim metodama
(Amorim et al. 2018; Mittnik et al. 2019). Jedina moguc¢nost da se u mokrinskoj analizi
dobije lazno negativni rezultat klanovske organizacije jeste mala veli¢ina uzorka (24
individue). U svakom sluaju, dobijeni rezultati ne mogu potvrditi hipotezu o
horizontalnoj stratifikaciji i podeljenosti nekropole na juzni i severni deo na osnovu

pripadnosti porodi¢nim linijama.
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Ukoliko se socijalni status u drevnoj zajednici prenosio sa generacije na
generaciju, to bi se, prema o¢ekivanjima, odrazilo na materijalnu kulturu srodnika. Na
osnovu prethodnih paleogenetickih i izotopskih istrazivanja iz slicnog praistorijskog
perioda (Mittnik et al. 2019; Sjogren et al. 2020), kao i na osnovu antropoloskih i
arheoloskih istrazivanja koja su uradena na nekropoli u Mokrinu (O’Shea 1996,
Stefanovi¢ 2008; Porci¢ and Stefanovi¢ 2009), postavljena je hipoteza da se socijalni
status prenosio preko oceva, dok su Zene svoj status sticale preko braka. Dosadasnja
saznanja pokazala su da su proSirene porodice, praksa zZenske egzogamije i patrilinearnost
karakterisali rano bronzano doba, te se smatra da su predstavljali strategiju za formiranje
saveza sa susednim grupama (Bertemes and Heyd 2015). lako razlike u statusu kod
drustva sahranjenog na Mokrinu nisu bile narocito izrazene (O’Shea 1996, Stefanovi¢
2008), velika varijabilnost u grobnim prilozima omogucava da se razlikuju prestizni i
jednostavno opremljeni grobovi (Slika 6.1.).

S obzirom na to da su uzorci sa Mokrina sekvencirani na maloj dubini, koeficijenti
srodstva nisu bili dovoljni za donosenje potpuno pouzdanih zaklju¢aka o bioloskim
vezama izmedu individua, sama analiza morala je uzeti u obzir i mitohondrijske 1 Y
haplogrupe, kao i starost individua u trenutku smrti. Geneti¢ki podaci detektovali su tri
roditeljske veze u uzorku. Prva roditeljska veza je izmedu starije Zene iz dvojnog groba
(257A) i 20-35 godina starog muSkarca iz susednog groba 243. Kao §to je i
pretpostavljeno pre analiza, deCak (257B), pored koga je naden pehar, je u drugostepenoj
vezi sa starijom Zenom 257A iz istog groba, ali i sa individuom iz groba 243. Ovo je
ujedno i jedini slucaj u uzorku gde su tri individue u srodstvu. Normalizovani koeficijenti
srodstva izraCunati programom IcMIkin izmedu individua 257B i 243, i 257B i 257A
iznose 0.6, 0.351 0.05 (Prilog 2). U prvom moguéem scenariju, individua 257A je majka
individue 243, dok bi decak 257B, koji je podjednako u srodstvu sa obe individue, bio
unuk individue 257A 1 sestri¢ (bratanac) individue 243. Medutim, dobijeni podaci se
razlikuju od teorijskih stepena srodstva za ovakvu vezu, gde bi koeficijenti trebalo da
iznose 0.5, 0.5 1 0. S obzirom da koeficijenti za rodacku vezu iznose 0.75, 0.25 1 0,
posmatrane vrednosti su smestene izmedu vrednosti za drugi i tre¢i stepen srodstva - i
mogu oznacavati duple prve rodake (0.5625, 0.375, 0.0625). Ovo je situacija do koje
dolazi ukoliko braca ili sestre jedne porodice stupe u bracne odnose sa bracom ili sestrama

druge porodice, a njihova deca koja imaju iste bake i deke postaju dupli prvi rodaci.
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Ovakav slucaj srodstva je redak u savremenim drustvima, ali nije toliko neobi¢an u
predasnjim, pogotovo manjim populacijama. U drugom scenariju, mladi covek 243 bi bio
otac starije Zene 257A, a ona tetka de¢aka 257B. Medutim, kada se uzme u obzir da
individue 257A i 243 imaju haplogrupu H, veéa je verovatnoca da je prvi scenario tacan.
Decakove mt-haplogrupa (K1a4) i Y-haplogrupa (R1bla2a2clal) dodatno komplikuju
situaciju, jer se razlikuju od haplogrupa muskaraca u grobu 243 (H i BT). Stoga, iako je
prva pretpostavka razumljiva, izgleda da ova veza moze biti dalja i komplikovanija.
Decak 257B je definitivno u srodstvu sa obe individue $to pokazuju i IcMLKin, READ i f3
statistika, ali s obzirom na rezultate Y haplogrupe, kao i mtDNK, najbolje je reci da su
veoma blisko srodni, negde izmedu drugog i trec¢eg stepena sa moguc¢im komplikovanim
inbridingom. Kada je Y haplogrupa posmatrana drugom metodom (yleaf), haplogrupa
muskarca u grobu 243 bila je ista kao 1 deCakova (R1b), pa je moguce da je deCak bratanac
individue 243, a unuk 257A.

Iako ni decak ni starija Zena iz dvojnog groba nisu posedovali nijedan marker
visokog statusa, grob muskarca 243 opremljen je kamenom sekirom koja sugerise visi
status, ali i da taj status nije mogao biti nasleden preko majke. Dakle, ovaj muskarac je
status nasledio preko oca ili ga je stekao svojim umec¢em tokom zivota.

Geneti¢kim podacima detektovane su jo§ dve roditeljske veze. Zena iz groba 228,
sahranjena sa pojasnom niskom i peharom, majka je mladog muskarca (15-18 godina) iz
groba 260 koji je sahranjen bez grobnih priloga. Do ovog rezultata se doslo na osnovu
zajednicke haplogrupe mtDNK — J1c. lako je majka stekla ili nasledila visoko statusne
markere, izvesno je da nije prenela svoj status na sina.

Tre¢i primer roditeljske veze detektovan je izmedu individua sahranjenih sa
visoko statusnim markerima - odraslog muskarca iz groba 163, sahranjenog sa kamenom
sekirom i jednostavnom keramikom, i odrasle Zene iz groba 181, sahranjene sa ogrlicom
napravljenom od Dentalium s$koljki i bronzanih perli, i peharom. Sudeé¢i po
mitohondrijskoj haplogrupi (oboje imaju U4a2), zena je najverovatnije majka musSkarca
u grobu 163. Budu¢i da su obe individue sahranjene sa grobnim prilozima, indikatorima
visokog socijalnog statusa, a da je muSkarac ve¢ odrasla osoba u trenutku svoje smrti,
nemoguce je zakljuciti da li je on svoj status stekao ili nasledio.

Nasuprot prethodnom sluc¢aju grupnog groba, geneticka veza izmedu decaka 122E

1 zene 1228 iz trojnog groba nije detektovana, §to je iznenadujuéi rezultat s obzirom da
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su grupni grobovi ¢esto porodi¢ne grobnice (Haak et al. 2008). Medutim, decak 122E je
imao brata, odraslog musSkarca sahranjenog u grobu 211 sa bodeZzem i1 keramiCkom
¢inijom. Takve rezultate podrzavaju i njihove haplogrupe, kao i prostorna bliskost
grobova. Ovo je ujedno i jedini slu¢aj gde je decak imao vrednije grobne priloge: koStanu
iglu, ogrlicu napravljenu od kaolina i koStanih perli i bronzanu mindusu, iako se u ovakav
zaklju€ak moze sumnjati s obzirom na to da grobni prilozi poticu iz grupnog groba, te
postoji moguénost greske u prisvajanju artefakta. Zbog loSe oCuvanosti, tre¢a individua
iz trojnog groba (122W) nije mogla biti analizirana, §to ostavlja moguénost potencijalne
porodi¢ne veze u grupnom grobu i dalje otvorenom. Prethodna istrazivanja su pokazala
da je funerarna praksa morisSke kulture dovoljno stroga da se pretpostavi da su grupni
grobovi izuzetak i da verovatno nisu rezultat slucajnosti (O’Shea 1996), te je vrlo
verovatno da su sve tri individue preminule u sli¢no vreme ili usled neobi¢nih okolnosti,
a iz prakticnih i ekonomskih razloga su sahranjene zajedno. Podatak da individue
sahranjene u trojnom grobu nisu geneticki povezane sugeri$e da pozicija na groblju nije
uslovljena samo genetickim vezama, ve¢ i drugim faktorima poput socijalnih veza,
vremena smrti, a mozda i pripadnosti odredenoj socijalnoj grupi. Yaka i saradnici (2021)
isticu socijalno srodstvo kao veoma vazan faktor u formiranju kuca i nekropola i
odredivanju socijalne organizacije, pogotovo u kasnijem neolitu u centralnoj Anadoliji.
Koliko su socijalne veze bile vazne i cenjene u formiranju strukture drustva svedoci i
zajednicko sahranjivanje bioloski nesrodnih pojedinaca ¢ak i u slucaju nasilne smrti
(Haak et al. 2008; Schroeder et al. 2019).

Druge opservacije na Mokrinu takode ne pruzaju podrsku hipotezi da se socijalni
status mogao prenositi na muskarce. Drevnom DNK detektovana je veza sestre 1 brata:
9-11 godina stara devojcica iz groba 161 imala je 15—-20 godina starog brata sahranjenog
u grobu 295. Obe individue imaju mt-haplogrupu H80, a sahranjene su sa razli¢itim
statusnim simbolima. Dok je devojcica pokraj sebe imala markere visokog socijalnog
statusa (ogrlicu, bronzani ukras za glavu, koStanu iglu i bronzani prsten), grob njenog
brata sadrzao je samo malu i jednostavnu keramiku. Treba napomenuti da je devoj¢ica
najverovatnije premlada da ovaj status stekne udajom, ali ga je mogla naslediti kao deo
svog miraza. Cinjenica da brat i sestra pokazuju razli¢iti status u grobu saglasna je sa
sistemom u kome zene, ali ne 1 muSkarci, mogu naslediti socijalni status.

Pored individua sahranjenih u grobovima 163 1 181, samo su u jos jednom slucaju
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srodnici pokazali slican socijalni status kroz grobne priloge. Dva muskarca u grobovima
220 (15-25 godina star) i 225 (25-35 godina star) u drugom su stepenu srodstva. Ta¢na
priroda ove bioloske veze ne moze se zakljuciti na osnovu postoje¢ih podataka, osim
informacije da je ostvarena preko muske linije, jer oba muskarca poseduju istu Y
haplogrupu (R1bla2a2c1). Mladi muskarac, u grobu 220, sahranjen je u juzno-Severnoj
orijentaciji koja je uobicajna za zene. Oba muskaraca sahranjena su bez grobnih priloga,
Sto ide u prilog modelu da su muSkarci morali da zasluze status, a nasleduju samo
potencijal da status dostignu.

Ustanovljena je samo jedna rodacka veza, iznad treceg stepena srodstva, izmedu
starije zene visokog statusa iz groba 288 i mladog muskarca nizeg statusa iz groba 282.
Dok je ovaj muskarac sahranjen sa tri keramicka artefakta, Zena je sahranjena sa dve
bakarne narukvice, ogrlice napravljene od Dentalium i kaolin perli, dve kostane igle i
bikonic¢ne €inije i pehara. Ovaj podatak jo§ jednom sugeriSe da mladi muskarac nije
mogao naslediti visi status, ¢ak 1 kada su drugi ¢lanovi porodice imali prestizne pozicije
u drustvu. Ipak, buduéi da nisu pronadene nesporne veze otac-Sin, ne moze se sa
sigurnoS¢u odbaciti mogucnost da su u ovom sistemu muska deca mogla naslediti status
od oceva.

Zarazliku od analiza bronzanodopskog nalazista u Nemackoj, gde su detektovana
deca sahranjena i sa o¢evima i majkama (Mittnik et al. 2019), analize srodstva na Mokrinu
nisu detektovale vezu izmedu oceva i ¢erki (ve¢ samo tri majke i jednu sestru), tj. nije
bilo primera uze porodice (majka, otac i dete). Odsustvo ¢erki onemogucava donosenje
sigurnog zakljucka o tome da li su zene nasledivale ili sticale svoj status.

Devet individua, koje nisu u geneti¢koj vezi ni sa jednom drugom individuom iz
uzorka (186, 12285, 223, 224, 237, 246, 247, 287, 302), su zene (3 mlade i 6 odraslih
zena). Nije uocena nikakva pravilnost u njihovoj distribuciji na groblju u odnosu na
status, jer je medu njima bilo i siromasnih i bogatih zena. S obzirom da je sedam od njih
sahranjeno blizu individua za koje je neka od rodbinskih veza detektovana, moze se
zakljuciti da nisu bile izolovane, ve¢ da je odredena socijalna veza mogla postojati.
Bra¢na veza moze biti pretpostavljena za dve zene: 1) odrasla Zena iz groba 224
sahranjena je odmah do odraslog muskarca iz groba 225, a sudec¢i po grobnim prilozima
nijedno od njih nije uzivalo visoki status u drustvu; 2) mlada Zena iz groba 302 sahranjena

je blizu muskarca iz groba 163 i njegove majke (181). Svo troje su imali prestizne grobne
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priloge pokraj sebe. Dodatne analize drevne DNK razjasnile bi da li ove individue imaju
rodake u trenutno neuzorkovanom delu Mokrina, dok bi analize Sr izotopa dale odgovor
da 1i su ove zene dosle u zajednicu iz okolnih mesta, kao Sto je to bio slucaj na rano-
bronzanodopskoj nekropoli u Nemackoj (Mittnik et al. 2019).

Bioloske veze su detektovane za 10 muskaraca u uzorku. Uzimajuéi u obzir samo
srodnicke veze prvog stepena, za tri od Sest muskaraca zakljucuje se da je malo verovatno
da su svoj status nasledili (20-25 star mladi¢ u grobu 243, 15—18 star mladi¢ u grobu 260
i 15-20 star mladi¢ u grobu 295) buduci da su se njihovi zenski srodnici (majke ili sestra)
razlikovali u grobnim prilozima. Za muskarce iz grobova 163 (45-55 godina) i 211 (50—
55 godina) ne moze se jasno odrediti da li su status nasledili ili stekli. Analizirani uzorci
ne sadrzi oceve sahranjenih musSkaraca i jedino $to se sa sigurno$¢u moze zakljuciti je to
da sinovi nisu nasledivali status od majki.

Bez obzira na malu veli¢inu uzorka, rezultati su u saglasnosti sa prethodnim
istrazivanjem u kom se zakljuc€uje da je nasledivanje viSeg statusa blisko vezano za pol
individue (Por¢i¢ and Stefanovi¢ 2009). Sinovi nisu nasledivali socijalni status od
bioloskih majki, ali su imali priliku da ga zasluZe tokom Zivota kroz neku aktivnost 1
drustveni kvalitet. Ne postoji dovoljno podataka za proveru hipoteze da su sinovi
nasledivali status od oceva, jer nisu pronadene vece porodice, niti supruUznici Sa
drugacijim statusom kroz grobne priloge. Alternativno objasnjenje moze podrazumevati
da je u Mokrinu vazio zakon prvorodenog deteta, a da su u naSem uzorku prisutna samo
kasnije rodena deca, Sto nije nekarakteristiéno za bronzano doba gde su privilegije za
prvorodencad predstavljale strategiju za regulisanje naslednosti i politicko-ekonomske
organizacije druStva (Bertemes and Heyd 2015). Prisustvo grobnih priloga kod nekih
decaka (257B, 122E, 282, 295) moze ukazivati na to da su deca koja su bila u srodstvu sa
nekim individuama viSeg statusa, mogla imati ve¢e mogucnosti i prilike da i oni ostvare
visi status. S obzirom na to da su neki ¢lanovi drustva u Mokrinu bili ukljuceni u trgovinu
na velike razdaljine ili u manje konflikte, ne moze se odbaciti moguénost da su fizicki
jaki 1 hrabri muskarci mogli zasluziti visok drustveni status. S druge strane, devojcica
koja je sahranjena sa velikim brojem vrednih priloga pokazuje da je status mogao biti
nasledan za zene. Takode, moguce je da su zene dostizale svoj status udajom ili kroz
rodbinsku vezu sa prestiznim musSkarcem.

Ustanovljeni odnosi u Mokrinu svakako ukazuju na nesSto drugaciju druStvenu
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dinamiku u poredenju sa drugim rano-bronzanodopskim zajednicama, poput onih u
Nemackoj gde je potvrdeno nasledivanje statusa (Mittnik et al. 2019), ili u kasno-
neolitskim drustvima, poput kulture zvonastih pehara u Bavariji, u kojima su uoceni

signali da su muskarci mogli nasledivati status (Sjogren et al. 2020).
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Slika 5.1. Prostorna distribucija 24 analizirana groba na Mokrinu i prikaz detektovanih
rodbinskih veza. Ukrasi za glavu su prikazani polukrugom, ogrlice zatvorenim krugom, a
pojasne niske talasastim linijama. Materijal koji je kori§¢en za izradu nakita je prikazan unutar
samog nakita. Plava i crvena boja reflektuju status individua na osnovu njihovih grobnih priloga.
Autor slike: Mona Schreiber.

5.2. Bracno prebivaliSte

U mnogim ljudskim drustvima, kako u proslosti, tako i u savremenoj civilizaciji,
odredeni nivoi organizacije zasnivaju se na srodstvu i okupljanju oko zajednickog
porekla. Patrilinearna druStva zasnivaju se na organizovanju kroz muske linije, dok se
matrilinearna okupljaju preko Zenskih linija nasledivanja. Praksa bra¢nog prebivalista
zavisi od kombinacije mnogih faktora koji imaju efekat na prezivljavanje ljudi u drustvu
- sukobi, podele rada, posedovanje pokretnog bogatstva (stoke, novca ili robova) ili
jacanje lokalne samouprave (Ember and Ember 1971). Nisu, medutim, sva drustva jasno
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organizovana, niti su pozicije pojedinaca strogo odredene rodenjem i statusom porodice
buduci da se genetickim srodstvom ne moze objasniti celokupna kooperacija izmedu ljudi
u zajednicama (Cronk et al. 2019).

Na osnovu razlika izmedu populacija u varijabilnosti antropoloski relevatnih
karakteristika ljudi, u arheologiji je moguce donositi zakljucke o bra¢nom prebivalistu i
migracijama polova. Na primer, mobilniji pol pokaziva¢e vecu varijabilnost skeletnih 1
dentalnih osobina unutar jednog arheoloSkog nalazista, dok ¢e pol koji se manje krece
ispoljavati vecu varijabilnost ovih karakteristika izmedu razli¢itih populacija (Johnson
and Paul 2016). Sli¢éno tome, mitohondrijske 1 Y haplogrupe, kroz analize geneticke
varijabilnosti unutar i izmedu populacija, istrazivanja srodstva i socijalne organizacije
praistorijskih druStava, mogu voditi zaklju¢ku o tome da li je drustvo bilo patrilokalno ili
matrilokalno.

U uzorku sa Mokrina zapaZa se velika varijabilnost mtDNK (h = 0.95) i prisustvo
ak 14 razli¢itih haplogrupa. Sest individua pripada haplogrupi U: jedna grupi U3, dve
grupi U4 i tri su nosioci mitohondrija sa genomom iz grupe U5. U4 i U5 haplogrupe su
karakteristi¢ne za mezolit i lovacko sakupljacka drustva u centralnoj i severnoj Evropi
pre neolita (Bramanti et al. 2009; Bollongino et al. 2013; Brandt et al. 2013; Fu et al.
2013), a poseduju ih i ljudi iz kasno-neolitskih populacija (Bollongino et al. 2013). Smatra
se da je U5 haplogrupa najstarija medu njima, nastala jo$ pre oko 30,000 — 42,000 godina
(Fu et al. 2013; Brandt et al. 2015). S obzirom na geografsku rasirenost i starost ove
haplogrupe u Evropi, pretpostavlja se da je postojao geneticki kontinuitet po Zenskoj liniji
od prvog naseljavanja Evrope pa sve do neolita (Fu et al. 2013; Brandt et al. 2015; Sikora
et al. 2017). Za razliku od U4 haplogrupe, koja nije pronadena medu paleolitskim ljudima
u Evropi, haplogrupe U2 i U8 su detektovane i u periodu od pre poslednjeg glacijalnog
maksimuma (oko 26-19,000 godina), ali ne i u mezolitu (Fu et al. 2013). Opreznost u
tumacenju ovih podataka namece se zbog malobrojnih uzoraka iz paleolita, kao i zbog
genetickih efekata intenzivnih prolazaka evropskih populacija kroz uska grla usled
dramati¢nih promena klime, i kasnijih ponovnih naseljavanja. U4 i U5 haplogrupe nisu
detektovane u populacijama ranog neolita za razliku od mitohondrijskog genskog pula
lovacko sakupljackih drustava (Bramanti et al. 2009; Haak et al. 2010). Haplogrupa U
danas je druga po ucestalosti u Evropi, odmah iza haplogrupe H. U danas$njim

populacijama U3 je reda od U4 i U5 haplogrupa i prisutnija je na Bliskom istoku nego u
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ostatku Evrope (Haak et al. 2010).

Deset individua sa Mokrina sadrzi grupu H mitohondrijskog genoma, koja je i
najzastupljenija mtDNK haplogrupa (~40%) u Evropi medu savremenim populacijama
(Brandt et al. 2013). Kod lovaca sakuplja¢a u centralnoj Evropi i Skandinaviji ova
haplogrupa nije prisutna, ali je ustanovljena u populacijama lovaca sakupljaca na
Iberijskom poluostrvu, a njena se distribucija menjala tokom neolita (Brandt et al. 2013;
2015). Smatra se da je H grupa stigla u Evropu sa Bliskog istoka zajedno sa RO i HVO
pre oko 22,000 godina (Brotherton et al. 2013). Dve individue iz Mokrina su nosioci
mitohondrijskog genoma H1 podgrupe, koja se iz zapadnog refugijuma rasirila po Evropi
u holocenu, pre oko 12,000 godina (Brandt et al. 2015).

Haplogrupi J1 (J1blal i Jlc) pripadaju cetiri individue sa Mokrina, dok tri
individue sadrze haplogrupu T2b. J i T haplogrupe odvojile su se od JT haplogrupe ¢ija
se starost procenjuje na oko 58,000 godina. Upravo J i T haplogrupe smatraju se
markerima Sirenja neolita u Evropu sa Bliskog istoka (Pala et al. 2012). Od haplogrupe J
definisale su se dve glavne grane pre oko 33,000 godina: J1 (J1b, J1d i J1c) i J2 (Pala et
al. 2012). Konkretno, subklada J1bla je karakteristi¢na za Evropu i datira od pre ~14,000
godina, dok je J1c stara oko ~16,000 godina. Dominantna je u centralnoj Evropi, Balkanu
i Ukrajni, a pronadena je i medu neolitskim ostacima iz zapadne Evrope (Pala et al. 2012).

Od haplogrupe T razdvojile su se dve podgrupe, T1 i T2, pre oko 21,000 godina.
T2b predstavlja najc¢es¢u subkladu T2 haplogrupe, a rasirila se migracijom tokom ranog
neolita pre oko 10,000 godina (Pala et al. 2012). Dominantna je u Evropi i identifikovana
je kod nekoliko neolitskih skeletnih ostataka iz zapadne Evrope.

Samo jedna individua iz Mokrina ima K1 grupu (Kla4), koja se danas moze
detektovati na Bliskom istoku, Anadoliji, ali i u celoj Evropi. Starost K1a haplogrupe
procenjena je na oko 19-22,000 godina, nije pronadena u ostacima iz mezolita,
karakteristicna je za rane zemljoradnic¢ko-stocarske zajednice i veoma je zastupljena i u
Evropi i na Bliskom istoku (Mathieson et al. 2015; Lazaridis et al. 2016).

U uzorku sa Mokrina prisutno je pet haplogrupa Y hromozoma medu deset
mugkih individua. Cetiri muskarca nosilo je 12a haplogrupu koja se §irila nakon
poslednjeg glacijalnog maksimuma iz jadranskog refugijuma i karakteristi¢na je za
evropske lovce sakupljace. Haplogrupa I je nesSto reda kod zemljoradnicko-stocarskih

zajednica (Lazaridis et al. 2016), ali odlikuje i ljude u bronzanom dobu (Allentoft et al.
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2015; Haak et al. 2015; Mathieson et al. 2015). Danas je prisutna u Evropi sa najve¢om
ucestalo$¢u kod Skandinavaca i juznoisto¢nih Evropljana (Lazaridis et al. 2014; Brandt
et al. 2015).

Haplogrupa J, koja je sestrinska grupi I, pronadena je u jednom muskom ostatku
(J2b) sa Mokrina. Ova haplogrupa bila je prisutna kod lovaca sakupljaca sa Kavkaza i
kod dve individue ranih zemljoradnika iz Anadolije, a njena ucestalost raste tokom
bronzanog doba u centralnoj i zapadnoj Evropi (Allentoft et al. 2015; Haak et al. 2015;
Mathieson et al. 2015; Lazaridis et al. 2016).

Tri muska skeleta sadrzala su R1b haplogrupu koja je Cesta u savremenim
populacijama zapadne Evrope. Ova haplogrupa karakteristi¢na je i za kulturu zvonastih
pehara i asocirana je sa dolaskom migranata iz stepa u centralnu Evropu oko 3,000 godine
pre nove ere, dok je kao i R1la odsutna kod ranih zemljoradni¢ko-stocarskih zajednica
(Allentoft et al. 2015; Haak et al. 2015; Brandt et al. 2015; Mathieson et al. 2015; Olalde
etal. 2018). U uzorku nije detektovana R1ala haplogrupa, karakteristi¢na za juznoisto¢nu
Evropu, kasnoneolitsku kulturu vrpcaste keramike i drevne populacije iz stepa istocne
Evrope (Brandt et al. 2013).

Kod dve muske individue (243 1 282) pronadena je jedna od najstarijih haplogrupa
(BT) (Cruciani et al. 2011), kako je procenjeno programom yhaplo. Nasuprot tome,
program yleaf procenio je da se zapravo radi o haplotipovima R1blalblb3alail2alalbl.

Na osnovu prikazanih genetickih podataka nije moguce sa sigurnosc¢u zakljuciti
kakvo je bilo bra¢no prebivaliSte u Mokrinu. Ipak, u prilog praksi Zenske egzogamije sa
drugim naseljima govore visoka varijabilnost mtDNK, odsustvo ¢erki u uzorku, kao i
prisustvo zena razliitog statusa koje nisu bile u bioloSkom srodstvu sa muskarcima.
Takav zakljucak sli¢an je studiji sa rano-bronzanodopskog nalazista u juznoj Nemackoj,
gde je ustanovljeno i odsustvo odraslih ¢erki i prisustvo Zena visokog statusa za koje nije
utvrdeno srodstvo (Mittnik et al. 2019). Mora se, medutim, imati u vidu da uzorkovanje
ogranicenog broja ostataka iz Mokrina moze biti razlog zbog kog nisu detektovane ¢erke
ili srodnici devet zenskih individua.

Na osnovu rezultata svih analiza, sigurno je da se moze odbaciti matrilokalnost
drevnog drustva u Mokrinu, ali se ne moZe zakljuciti da li je drustvo u Mokrinu bilo
strogo patrilinearno ili patrilokalno. Podaci o nekropoli koje je koristila nestrukturirana
populacija, u kojoj nisu detektovane vece grupe ili porodice i U kojoj postoji visoka
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varijabilnost Y haplotipova, takode ne podrzavaju hipotezu o strogoj patrilokalnosti. Ovoj
hipotezi ne doprinosi ni ¢injenica da nisu pronadeni ocevi u analiziranom uzorku.

Patrilinearnost je Cesto povezana sa Zzenskom egzogamijom, tj. praksom u kojoj
se Zzene udaju izvan svoje socijalne grupe, a nasuprot endogamiji kojom se oznacava brak
unutar populacije ili zajednice. Moguce je da je dolazak zena iz drugih naselja u jednu
zajednicu predstavljao adaptaciju za vreme kasnog neolita kada su migracije grupa
muskaraca bile ¢este usled brojnih sukoba (Kristiansen et al. 2017). Bioloski i socijalni
faktori podsticu bracne veze izmedu razliCitih grupa, ukoliko one nisu izolovane
geografskim ili kulturnim mehanizmima. Protok gena, koji je posledica migracija, dovodi
do smanjene diferencijacije izmedu populacija ili nastanka jedne, geneticki heterogene
populacije. lako je mobilnost bila neophodna za distribuciju metala i novih tehnologija
za vreme bronzanog doba u Evropi i Aziji, masovne migracije nisu bile jedini izvor ideja
1 kulturnih inovacija, ve¢ su i kretanja pojedinaca, karakteristina za odredeni pol ili
godine, imala ogroman uticaj. Drugim rec¢ima, egzogamija je predstavljala vazan faktor
za Sirenje ideja i novina (Knipper et al. 2017).

Jedna od malobrojnih studija socijalne organizacije u ranoj praistoriji, sa
arheoloskog nalaziSta Sungir iz kasnog paleolita (pre oko 34-33,000 godina) u zapadnoj
Rusiji, pokazala je da medu lovcima sakuplja¢ima ukrStanje izmedu srodnika nije bilo
favorizovano, ve¢ su bile Ceste egzogamija i meSanja izmedu dema. Takva socijalna
dinamika mogla je doprinositi poboljSanju kooperacije izmedu lokalnih grupa (Sikora et
al. 2017). Egzogamija je, na osnovu analiza izotopa stroncijuma, dokazana i u centralnoj
I zapadnoj Evropi u kasnom neolitu i ranom bronzanom dobu (Haak et al. 2008; Knipper
et al. 2017; Mittnik et al. 2019; Schroeder et al. 2019; Sjogren et al. 2020; Furtwéngler et
al. 2020), ali i u skorijem periodu, u ranom srednjem veku (Veeramah et al. 2018).

Patrilokalnost je ocigledno bila dominantna forma bra¢nog prebivanja u
zajednicama kasnog neolita u centralnoj Evropi i ogleda se u veoma niskom diverzitetu
Y haplotipova i visokoj varijabilnosti mtDNK (Sanchez-Quinto et al. 2019; Mittnik et al.
2019; Schroeder et al. 2019; Sjogren et al. 2020; Furtwangler et al. 2020), dok je
matrilokalnost tek ponegde zabeleZena (Kennett et al. 2017). Ovakav sistem takode se
vezuje i za kulturu vrpcaste keramike i donoSenje geneticke komponente iz stepa u
Evropu. Smatra se da zivot u kom su c¢lanovi zajednice veoma mobilni, cesto

podrazumeva puno konflikata sa drugim lokalnim zajednicama, a stoga i musSku
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agresivnost i patrilokalnost (Haak et al. 2015; Allentoft et al. 2015). Poznavanje
populacione dinamike neophodno je za potpuno razumevanje geneticke varijabilnosti
populacija, njihovog mesanja i donoSenja antropoloskih zaklju¢aka. Na primer, odredena
haplogrupa moze biti ¢esta u datom trenutku i prostoru zbog prethodne istorije migracija
ili prolaska populacije kroz usko grlo, odnosno ne mora nuzno reflektovati specificnu
socijalnu organizaciju i patrilokalnost (Sjogren et al. 2020).

U Mokrinu je detektovan visok diverzitet mitohondrijskih 1 Y haplogrupa, vise
razlicitih linija 1 manjih porodica, pa se moze pretpostaviti da je ovu nekropolu koristilo
viSe zajednica moriSke kulture koje su medusobno saradivale. Takav zaklju¢ak podrzava
hipotezu da je druStvo u Mokrinu bilo malo naselje koje je uspevalo da opstane kroz
uspostavljanje rodbinskih veza i zajednickih socijalnih i ekonomskih aktivnosti (Harding
2000). Ukoliko je Mokrin zaista bio zajednicka nekropola, verovatno je da ni jedna

analiza ne moze sa sigurno$¢u ustanoviti da li je druStvo bilo matrilokalno ili patrilokalno.

5.3. Rekonstrukcija socijalne organizacije u Mokrinu

Morisku zajednicu, nasuprot ocekivanjima, ne odlikuje tipi€an rangirani sistem,
iako su utvrdena neka pravila u nasledivanju bogatstva. Dosadasnja istraZivanja ukazuju
da pripadnici drustva na Mokrinu nisu bili jednaki prema statusu i mo¢i — individue su
sahranjene sa razli¢itim grobnim prilozima i odredena podela rada je postojala; dok su
neki pojedinci obavljali teske fizicke poslove, drugi su bili postedeni napornog rada
(O’Shea 1996; Porci¢ and Stefanovi¢ 2009). Premda je drusStvo bilo donekle rangirano,
geneticki podaci, sli¢na funerarna praksa i odsustvo dokaza o postojanju monumentalnih
gradevina, ne pruzaju dokaze da je drustvo u Mokrinu bilo poglavarstvo koje je
karakteristicno za bronzano doba. Drustveni status mogao je biti donekle nasledan i
oznaCen grobnim prilozima, markerima visokog druStvenog statusa (O’Shea 1996,
Stefanovi¢ 2008; Por¢i¢ and Stefanovi¢ 2009). Moguce je da je druStveni status zena bio
posledica odredenih socijalnih veza, dok su muskarci status morali da zasluze, pa je
komponenta fizi¢ke aktivnosti bila vazna za sticanje i odrzavanje drustvenog polozaja.
Sve ovo ukazuje na transegalitarno drustvo kakva su bila druStva na prelazu ka rangiranim
drustvima. Pristup prestiznim pozicijama je nejednak, ali broj tih pozicija nije stalan, one
su Cesto zasluzene 1 zasnovane na velikodusnosti, a vode imaju socijalnu moc¢ i teze da

oko sebe prikupe pristalice (Ames 2007).
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Za razliku od drustva u Mokrinu, na salaSima u juznoj Nemackoj jasno je uocena
socijalna nejednakost. Nekropole u ovoj regiji odlikuju vece porodice i jasna podeljenost
na dva dela: jedan gde su sahranjene visoko statusne i srodne individue sa lepse uredenim
grobovima, i drugi deo gde su sahranjene nesrodne individue nizeg statusa (Mittnik et al.
2019). Slic¢an sistem drustva uspostavljen je i u ranom srednjem veku (5-7 vek), $to je
zaklju€eno na osnovu analiza na dve nekropole Longobarda u severnoj Italiji 1 Madarskoj
(Amorim et al. 2018). Izrazene socijalne promene se detektuju i u drustvima van Evrope,
kod kasno-neolitske Lungsan kulture u Kini (2,275-1,844 godine p.n.e), koje se ogledaju
u promenama u obrascu sahranjivanja (nekropole su manje i nema velikih grupnih
grobova), distribuciji kuca, u ishrani, i promenama sistema - od egalitarnog do
stratifikovanog drustva u kom je socijalna i politicka hijerarhija izrazenija (Ning et al.

2021).

5.4. Geneticka varijabilnost i struktura populacije sa Mokrina

Mali koeficijent inbridinga, ravnomerna rasporedenost genotipova na PCA plotu
i veliki diverzitet haplogrupa pokazuju da populacija sahranjena na Mokrinu ne
predstavlja izolovanu i geneticki strukturiranu populaciju. Ovo ne iskljucuje postojanje
socijalne hijerarhije u drustvu, ali sugeriSe da u populaciji nije doslo ni do strogih
geografskih, niti socio-kulturnih barijera u sklapanju brakova izmedu socijalnih grupa.

Kada se posmatra PCA plot i varijacije obuhvacene sa prve dve glavne
komponente, PC1 (57% varijanse) i PC2 (38% varijanse), uzorci sa Mokrina ne izlaze iz
opsega geneticke varijabilnosti savremenih populacija u Evropi i homogeno su
rasporedeni na referentnom panelu modernih uzoraka. Individue sa Mokrina se lokalizuju
1 vizualizuju unutar evropske geneticke varijabilnosti, kao Sto je i1 pretpostavljeno na
osnovu prethodnih uzoraka iz bronzanog doba, reflektujuci geneticku heterogenost u
Evropi u ovom periodu. Na plotu se uocava samo jedan klaster, odnosno sve mokrinske
individue se grupiSu zajedno 1 duz obe PC komponente izmedu severnih, istocnih i juznih
Evropljana (Italije), a najvise oko centralno/isto¢nih Evropljana - u sredini Bugarske,
Rumunije, Madarske, Nemacke i Francuske. Dominantno neolitsko (ili mezolitsko)
poreklo uslovilo bi da uzorci sa Mokrina odstupaju od ove varijabilnosti i bili bi smeSteni
blize savremenim uzorcima sa Sardinije usled njihove geneticke slicnosti sa ranim

zemljoradnicko-stocarskim zajednicama i geografske izolacije u Evropi. U slucaju
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dominantnog lovacko sakupljackog porekla, analizirani mokrinski uzorci bili bi smeSteni
najblize ljudima iz isto¢nog Baltika.

PCA i ADMIXTURE pre svega imaju ulogu u vizuelizaciji geneticke strukture,
dok gpAdm testira razli¢ite modele meSanja izmedu populacija i procenjuje proporcije
mesSanja. Drugim re¢ima, ova metoda kvantifikuje procenat porekla. Poput PCA grafika,
ADMIXTURE analiza nije pokazala odstupanje od ocekivanih proporcija porekla
karakteristicnog za bronzano doba, a u odnosu na prethodna istrazivanja (Lazaridis et al.
2014; Allentoft et al. 2015). Mali procenat lovacko sakupljackog porekla je ocekivan, s
obzirom na to da se njegov uticaj vremenom smanjivao i odsutan je kod rano-neolitskih
zemljoradnicko-stocarskih zajednica, ali je ustanovljeno da se povecava u populacijama
srednjeg i kasnog neolita pruzajuc¢i dokaze da je dolazilo do meSanja zemljoradnicko-
stoCarskih zajednica 1 zapadnih lovaca sakupljaca (Haak et al. 2010). Kod kasno
neolitskih populacija dosta lovacko sakupljackog porekla bilo je zamenjeno poreklom iz
isto¢nih stepa oko 3,000 godine p.n.e., a koje danas najvise oslikava populacije severne
Evrope (Haak et al. 2015; Hoffmanova et al. 2016).

f3 statistika je koriS¢ena, pored detektovanja srodnickih veza izmedu ljudi
Mokrina, 1 za analizu sli¢nosti sa drugim populacijama i relacije sa druge dve drevne
populacije. Najveca geneticka sli¢nost populacije iz Mokrina uocena je sa odredenim
neolitskim uzorcima sa teritorije danasSnje Madarske, Iberijskog poluostrva i Ukrajine
(11889, 12978, 11899, 11972, 15892), kao i sa ranim kulturama bakarnog doba sa prostora
danasnje Ukrajine, Madarske, gpanije i Hrvatske (12110, 11303, 12395, 12785, 12792).
Najmanja geneticka sli¢nost, kako se 1 oc¢ekivalo, pronadena je u odnosu na udaljene i
geografski izolovane populacije sa Krita, iz Izraela, lovaca sakupljaca iz Svedske, i nesto
starije datovanih rano-neolitskih populacija sa Iberijskog poluostrva (pre oko 9,000-7,000
godina).

Ocekivalo se, takode, da ¢e uzorci sa Mokrina pokazati vecu geneti¢ku slicnost sa
nalazima iz kasnog bronzanog doba sa teritorije danasnje Crne Gore (RISE595.SG i
RISE596.SG), uzorkom moriske kulture iz istog perioda (RISE371.SG), ili sa dva uzorka
moriske kulture 200 godina kasnije (RISE373.SG, RISE374.SG) sa teritorije Madarske
(Allentoft et al. 2015). Ovakav rezultat moze se objasniti velikom mobilnos¢u ljudi u
ovom periodu, pa samim tim 1 raznovrsnim genetickim uticajima pod kojima se nalazila

populacija u Mokrinu. Takode, rezultati sugeriSu da outgroup fs statistika nije dovoljno
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dobra metoda za jasno stratifikovanje varijabilnosti u Evropi u bronzanom dobu jer se
intenzivno mesanje ljudi ve¢ dogodilo.

Za sada ne postoje podaci 0 nastanku moriske kulture. Pretpostavlja se da je
moriska kultura formirana nakon nestanka kultura kasnog bakarnog doba, ali jos uvek je
nepoznato da li je na ovom prostoru doslo do kontakta izmedu kulture bakarnog doba 1
novopridoslih populacija (Stefanovi¢ 2008). S obzirom na veliku heterogenost
antropoloskih podataka, kao i na susrete i meSanje mnogih populacija u proslosti,
pretpostavlja se da je to mogao biti slucaj (Stefanovi¢ 2008).

Odredene sli¢nosti materijalne kulture i karakteristika nekropole i sahranjivanja
ukazuju na jaku vezu izmedu populacija regije Morisa i Tise sa kulturama u Austriji i
Bavariji (Endrédi and Pasztor 2006; Bertemes and Heyd 2015). Na primer, specifi¢ni tip
keramike sa utisnutim koncentri¢nim krugovima, karakteristican je za Csepel grupu
kulture zvonastih pehara, a uocen je i u ranim fazama Nagyrév i moriske kulture (Endrédi
and Péasztor 2006). Zlatne plocice su takode zajednicke za kulturu zvonastih pehara iz
Madarske, Obéba i Mokrin (Endrédi and Pasztor 2006). Ove sli¢nosti mogu biti posledica
trgovackih veza izmedu rano-bronzanodopskih kultura u Dunavskoj regiji, koje je
odlikovao odlican strateski polozaj u blizini bakarne rude i koji je omogucio aktivnhu
razmenu materijala i ideja sa moriSkom populacijom (Endrédi and Pasztor 2006;
Bertemes and Heyd 2015). Karakteristike populacija u Austriji i Bavariji jesu nove
nekropole koje mogu biti koris¢ene i po nekoliko vekova (kao i Mokrin), tipi¢an nacin
sahranjivanja u odnosu na pol, odreden tip keramike, kao i specifi¢ni ukrasni nakit za telo
1 odecu, koji vise nije uniforman, ve¢ varijabilan i ¢e$¢i (Bertemes and Heyd 2015). Nove
nekropole ukazuju na nepostojanje kontinuiteta groblja izmedu kasnog bakarnog perioda
1 ranog bronzanog doba, kao i da se jedno drustvo polako usloznjavalo (Bertemes and
Heyd 2015). Dakle, Mokrin je u svojoj inicijalnoj fazi veoma sli¢an nekropolama u
danaSnjoj Austriji, a pokazuje i sli¢nost sa populacijom zvonastih pehara. S obzirom, da
ne postoje groblja sli¢nih karakteristika Nagyrév grupe, predloZena je i hipoteza da su
dunavske Leitha ili Unterwo6lbling populacije u Austriji migrirale juzno i nastanile na
podrucju reke Mori§ oko 2,200 godine p.n.e. Druga moguc¢nost je da su grupe koje su
migrirale bile deo vece kulture zvonastih pehara ¢ija su naselja ubrzo postala deo Nagyrév

grupe (Bertemes and Heyd 2015). Razlozi migracije nisu poznati, ali one su svakako bile
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uslovljene ekonomskim faktorima, drustvenom organizacijom i na¢inom zivota, te je do
njih doslo verovatno usled rasta populacije, demografskog pritiska i nedostatka resursa.

Oko 1,500 godine p.n.e. moriska kultura nestaje iz nepoznatog razloga, ali
moguce je da se razlozi mogu prona¢i u ucestalim migracijama i ¢e$¢im konfliktima
(O’Shea 1996), ili u poplavama, s obzirom na polozaj pokraj reka i Cinjenice da ovaj
predeo kasnije nije nastanjen drugim populacijama (Stefanovi¢ 2006).

U genetickom kontekstu, zapaza se trend porasta genetickog diverziteta mtDNK;
na primer, dva puta je manji kod ranih zemljoradni¢ko-sto¢arskih zajednica (T2, K, J,
HV,1V) nego kod danasnjih Evropljana (Fu et al. 2013) kod kojih su naj¢escée haplogrupe
K, H, HV, V, J, T iU2-U5 (Brandt et al. 2015). Sa dolaskom Jamne kulture, deSavaju se
promene u ucestalostima odredenih haplogrupa mtDNK (Jamnu kulturu karakteriSu
haplogrupe I, T1, U2, U4, U5a, W i H), ali i haplogrupa na Y hromozomu, §to potvrduje
da su oba pola ucestvovala u migracijama, iako su muskarci bili dominantni (Haak et al.
2010; Brandt et al. 2013; Szécsényi-Nagy et al. 2015; Haak et al. 2015; Allentoft et al.
2015). Bronzano doba u Evropi odlikuju haplogrupe I, U2, T1, U4, i U5a, kao i
haplogrupe tipi¢ne za rane zemljoradnicko-stocarske zajednice, §to sugeriSe da su obe
kulture ucestvovale po maj¢inoj liniji u tranziciji od neolita ka bronzanom dobu (Brandt

et al. 2013).

5.5. Inbriding

Ukrstanje individua koje su u veéem stepenu srodstva od prosecnog para u
populaciji oznacava se kao inbriding, a procenjuje se koeficijentom inbridinga f. U slucaju
ukrStanja izmedu polubrata i polusestre (ili npr. izmedu ujaka i sestricine), prvim, drugim
ili tre¢im rodacima, f bi iznosio 0.125, 0.0625, 0.0156 i 0.0039, redom (Ceballos et al.
2018). Efekat inbridinga na nivou populacije ogleda se u smanjenju ucestalosti
heterozigotnih genotipova i meri se parametrom indeksa fiksacije. Procenjeni koeficijent
inbridinga u zajednici Mokrina jednak je nuli. Strukturiranost populacije (tj. postojanje
delimi¢no izolovanih lokalnih grupa) uslovljava pad heterozigotnosti u odnosu na
ocekivanu heterozigotnost kada bi populacija bila panmiksi¢na (Valundov efekat) i meri
se pozitivnom indeksom fiksacije. Svi matemati¢ki parametri ukazuju da populacija

Mokrina nije bila strukturirana
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Jos je O’Shea (1996) pretpostavio da tipi¢éno morisko selo predstavlja autonomno
selo koje se sastojalo od 6-8 domacinstva razli¢itih po socijalnom statusu, u kojima su
pojedini muskarci, umesni u ratovanju ili trgovini sa udaljenim mestima, doprinosili ovoj
segregaciji. lako je razlika u nasledivanju 1 ekonomskim mogucnostima postojala,
verovatno je da su zajednice bile previSe male za formiranje vece socijalne barijere
izmedu Clanova. Raspored 1 izgled grobova u Mokrinu potvrduju zakljucak da su bogati
1 siromasni ¢lanovi drusStva delili mesto sahranjivanja i svoje obaveze prema zajednici.

Procenjuje se da cak 10% ljudi na svetu predstavlja potomstvo nastalo iz
srodnickog ukrstanja (Bittles and Black 2010). Veca incidenca brakova medu rodacima
prisutna je u delovima sveta gde kultura 1 religija to dozvoljavaju (npr. zapadna i juzna
Azija, medu americkim starosedeocima i grupama u Amazonu), kao i u druStvima u
kojima su prisutni specifi¢ni socijalno-demografski faktori i veoma izrazena pripadnost
nekoj grupi (npr. izmedu privilegovanih klasa), ili u druStvima sa jasnom socijalnom
stratifikacijom, u kojima, iz tog razloga, odsustvuje panmiksija (Ceballos et al. 2018).
Takode, do ukrstanja medu rodacima dolazi ¢es¢e ukoliko je efektivna velic¢ina populacije
(Ne) mala, a populacija je izolovana i sklona endogamiji (Ceballos et al. 2018). Studije su
pokazale da se ucestali inbriding odrazava na geneticku strukturu malih osnivackih
populacija i populacija koje su prolazile kroz uska grla usled epidemija, nestasice hrane
ili sukoba (Bittles and Black 2010).

Inbriding je detektovan i kod neandertalaca (Priifer et al. 2014) i kod Denisova
individue iz Sibira ukazujué¢i na malu brojnost njihovih populacija (Kuhlwilm et al.
2016). Kod nekih savremenih druStava sa izolovanim kulturama (npr. u Amazonu),
takode postoji visok nivo inbridinga (Sikora et al. 2017). Dosadasnje analize pokazuju,
medutim, da ukoliko postoji moguénost egzogamije, ¢ak 1 u manjim lovacko
sakupljackim drustvima (poput Sungir populacije ¢ija je veli¢ina populacije brojala oko
200 individua), ukrstanje u srodstvu nece biti favorizovano (Sikora et al. 2017). Nasuprot
endogamnim, zatvorenim zajednicama (Ning et al. 2021), koeficijent inbridinga opada sa
otvoreno$¢u zajednica, Sto je ustanovljeno kod neolitskih zemljoradni¢ko-stocarskih
zajednica, a nakon toga i u bronzanom dobu usled cestih migracija. MeSanje medu
rodacima je svakako bilo dominantno kod kraljevskih i elitnih porodica (Bittles and Black
2010; Cassidy et al. 2020), poput Habzburske dinastije (Alvarez et al. 2009) ili kineske
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Han dinastije (Ning et al. 2021), kako bi se odrzao visok socijalni status i jake politicke

Veze.

5.6. Fenotipski markeri

5.6.1. Pigmentacija

Oba izvedena alela rs1426654*A (SLC24A5) i rs16891982*G (SLC45A2),
asocirana sa depigmentacijom koze, detektovani su kod 15 individua sa Mokrina.
Ucestalost SLC24A5 alela na Mokrinu iznosi 1 (0.8899-1). Ovaj alel je fiksiran i kod
savremenih Evropljana i bio je pod jakim intenzitetom prirodne selekcije. Ucestalost
drugog SLC45A2 alela u populaciji sa Mokrina iznosi 0.7098 (0.5365-0.8476), sli¢no
dana$njim populacijama u Spaniji (0.8178). lako se i ovaj alel nalazio pod intenzivnom
selekcijom kod modernih i drevnih Evropljana, on nije fiksiran u populaciji (ucestalost
iznosi 0.94), sto se moglo o¢ekivati uzimajuéi u obzir podatak da se povecanje ucestalosti
ovog alela deSavalo u kasnijem neolitu (Furtwéngler et al. 2020). Nedavna studija je
pokazala da su aleli SLC45A2 i SLC24A5 i izvedeni alel za svetlije oc¢i HERC2 prisutni i
kod individua iz neolita, eneolita i bronzanog doba sa danasnjeg podrucja Hrvatske
potrvrdujuci da se ucestalost izvedenog alela SLC24A5 brzo povecava za vreme neolita
zahvaljuju¢i migracijama (Freilich et al. 2022). Trend depigmentacije, tacnije smanjenja
pojave crne kose i tamnije puti i povecanja braon kose i nesto svetlije puti, se uocio i kod
stanovnika Anadolije, Irana i Levanta za vreme bronzanog doba (Lazaridis et al. 2022).

Kao §to je pomenuto, izvedeni G alel na poziciji rs12913832 u HERC2 genu
predstavlja mutaciju asociranu sa depigmentacijom duzice (plave oc¢i). 20 individua sa
Mokrina nosila su informaciju za ovaj alel ¢ija je uCestalost bila 0.4498 (0.2946-0.6127),
sli¢no savremenoj populaciji u Toskani (0.4206; 0.4206 — 0.4415). Plave o¢i su zapazene
jo§ kod mezolitskih ljudi (Olaide et al. 2014), a nasuprot alelu za depigmentaciju koze,
postaje manje zastupljen u kasnijem neolitu (Furtwangler et al. 2020). Ovaj marker, kako
su studije pokazale, bio je prisutan sa srednjom ucestalos¢u kod Evropljana u bronzanom
dobu, dok ga kod Jamne populaciji nije bilo. Velike migracije Jamna ljudi donele su u
Evropu gene za svetliju kozu i braon oc¢i (Allentoft et al. 2015). U Britaniji se zapaza

porast ucestalosti dva alela za depigmentaciju koze 1 o€iju od kraja neolita 1 pocCetka
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bronzanog doba, §to se povezuje sa dolaskom kulture zvonastih pehara (Olalde et al.
2018).

Medu stanovnicima Mokrina nije detektovan visoko polimorfan alel kod
Evropljana TYR (rs1042602 C>A) gde je izvedeni A alel asociran sa svetlom bojom koze
i o¢iju (Wilde et al. 2014).

5.6.2. Tolerancija na laktozu

Povecanje ucestalosti 13,910*T alela za toleranciju na laktozu deSava se nakon
Sto je mleko uvedeno u ishranu. Pojava laktozne tolerancije u adultnom dobu predstavlja
jedan od najznacajnijih primera uticaja kulturne evolucije na biolosku evoluciju ljudi.
Osobe koje su nosile ovaj alel, a na samom pocetku ih je moralo biti svega nekoliko,
pokazivale su veliku prednost u prezivljavanju i reprodukciji kroz mogucnost upotrebe
novog nutrijenta u ishrani. Relativno brzo Sirenje LP alela u populacijama odredenih
evropskih prostora ukazuje na znacCajan efekat selekcije pod uticajem odredenih
ekoloskih faktora (klimatski uslovi i koli¢ina UV zraka), ali i posledice dinamic¢nih
demografskih promena, poput migracija i rasta populacija (Itan et al. 2009).

Kroz savremene i drevne podatke pokazano je da se ova osobina nalazila pod
jakim intenzitetom selekcije kod ljudi. Studije drevne DNK ustanovile su da je ovaj alel
bio redak ili odsutan medu ranim zemljoradni¢ko-stocarskim zajednicama iz centralne
Evrope (Burger et al. 2007), a u skladu sa sporim inicijalnim povec¢anjem ucestalosti ovog
alela, niska ucestalost je detektovana i u kasnom neolitu (Furtwéngler et al. 2020). Mali
porast ucestalosti (5% - 10%) zapazen je oko 3,000 godina p.n.e, na pocetku bronzanog
doba u Evropi, kada ova osobina postaje vidljiva u populacijama, ¢ak i kada je
uzorkovano svega nekoliko ostataka, Sto ipak pokazuje da je ova genska varijanta
favorizovana kasnije nego §to je to prvobitno pretpostavljeno (Allentoft et al. 2015;
Mathieson et al. 2015; Olalde et al. 2018). Medu evropskim ljudima, najviSu ucestalost
LP alela imale su individue koje su pripadale kulturi vrpc¢aste keramike i njima srodne
bronzanodopske kulture sa prostora Skandinavije, dok je ucestalost ovog alela medu
drevnim grupama bila najvisa kod Jamna populacije (oko 25%) (Allentoft et al. 2015).
Na osnovu ovih nalaza, Allentoft i saradnici (2015) pretpostavljaju da je mutacija nastala

u stepama isto¢ne Evrope odakle se migracijom $irila kroz Evropu.
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Predacki alel G markera rs4988235 na hromozomu 2 asociran je sa netolerancijom
na laktozu, dok je izvedeni alel A u homozigotnom (AA) i heterozigothom (AG) stanju
asociran sa sposobnoscu varenja mleka i u odraslom dobu. Populacija sa Mokrina imala
je relativno nisku ucestalost ovog alela, samo 4.6%. Ljude sa bronzanodopskog
arheoloskog nalazista Tolens u severnoj Nemackoj (14 individua je analizirano), gde se
desio najstariji zabelezeni konflikt ve¢ih razmera koji se desio 1,200. godine p.n.e.,
takode odlikuje niska ucestalost od 7.1% LP alela (Burger et al. 2020). Ovaj alel,
medutim, nije detektovan u 37 individua poreklom iz isto¢ne Evrope i stepa (Bugarske,
Ukrajine i Rusije), datovanih od 4,000 — 2,000 godine p.n.e. (Burger et al. 2020). S
obzirom da alel nije prisutan u ovim populacijama, hipoteza da se njegovo poreklo vezuje
za evropske stepe ne moze biti potvrdena. Drugim rec¢ima, znacajan doprinos Jamne
populacije genetiCkom fondu Evrope nije uslovio veliku promenu u ucestalosti ovog alela
(Burger et al. 2020). Dodatno, sve analizirane individue sa danasnjeg podrucja Hrvatske
iz neolita, eneolita i bronzanog doba nisu bile sposobne da vare laktozu kao odrasle osobe,
Sto je u korelaciji sa rezultatima populacije sa Mokrina da je ucestalost LP alela niska u
bronzanom dobu (Freilich et al. 2022). Ucestalosti alela za ovaj marker u savremenim
populacijama iznose: CEU - 0.7374 (0.6825 - 0.7848), GBR - 0.7198 (0.6616 - 0.7705),
IBS - 0.4579 (0.4029 - 0.5142) i TSI - 0.089 (0.051 — 0.127). Takode je relativno niske
ucestalosti kod savremenih Grka, Turaka i ljudi sa Sardinije kada se uporede sa
centralnim i severnim Evropljanima.

Sumarno, sve analize vode zakljuc¢ku da je mali broj ljudi bio tolerantan na laktozu
po zavrsetku bronzanog doba u Evropi. Poredenjem ucestalosti LP alela izmedu drevnih
i savremenih populacija (1000 CEU genoma koji nisu u srodstvu) iz centralne Evrope
uocena je jaka pozitivna selekcija u poslednjih 3,000 godina (160 generacija), s = 0,06.
Nasuprot starijim uzorcima, mladi uzorci iz Letonije (2680 - 2510 BP, N= 8,57%)
(Mittnik et al. 2018) i srednjovekovni uzorci iz juzne Nemacke i Madarske imaju visoku
ucestalost LP alela (70%).

Povecani selekcioni koeficijent za rs4988235*T alel od bronzanog doba do
srednjeg veka moze biti povezan sa poboljSanjem imuniteta i pojavom patogena
(Sverrisdottir et al. 2014; Walker and Thomas 2019). U isto vreme zapazena je i jaka
selekcija za alel rs7570971*C na istom haplotipu, koji ima ulogu u redukciji holesterola

(Zhang et al. 2013), kao i za izvedeni alel rs5743810 (s = 1.8%), lociran u regionu genoma
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za receptore slicne Tollu (engl. toll-like receptors - TLR), zna¢ajnom komponentom
urodenog imunskog sistema (Burger et al. 2020). Ovi receptori su specifi¢ni za razlicite
komponente mikroorganizama i imaju ulogu u prepoznavanju patogena i aktivaciji
signalnih puteva koji stimulisu ekspresiju gena koji kodiraju za proteine uklju¢ene u
proces inflamacije i otpornost na virusne i bakterijske infekcije (Abbas and Lichtman
2008). Veliko povecanje ucestalosti svih ovih alela za relativno kratko vreme (oko 3,000
godina) namece postavku da je jaka selekcija za laktoznu toleranciju delovala
istovremeno sa favorizovanjem imunskih i drugih svojstava kao odgovor na nepovoljne
uslove sredine, poput pojave epidemija i infekcija, izraZzene kontaminacije vode i

nedostatka adekvatne hrane.
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6. ZAKLJUCAK

Analize drevne DNK imaju veliki zna¢aj za dobijanje informacija o proslosti, ali
se moraju posmatrati zajedno sa arheoloSkim i antropoloskim podacima.
Multidisciplinarnost antropoloskih istrazivanja neophodna je da bi se razumeli sredinski,
kulturni ili ekonomski faktori koji su uticali na migraciju ljudi, njihovo mesanje i
oblikovanje savremene varijabilnosti 1 danasnjih drustava.

Osnovni zakljuCci na osnovu analiza drevne DNK na 24 skeletna ostatka sa
Mokrina doprineli su razumevanju ove drevne zajednice, ali ¢e veca paleogeneti¢ka
studija celog Mokrina i moriSke kulture u buduénosti biti od velikog znacaja za pracenje
socijalne evolucije svih rano-bronzanodopskih drustava. Nekoliko rezultata genetickih
analiza rasvetlili su vazna pitanja o drustvenoj organizaciji populacije sa Mokrina:

1. Srodnicki odnosi detektovani su izmedu 15 pojedinaca: tri roditeljske veze,
veza izmedu brace, izmedu brata i sestre, tri veze drugog stepena srodstva i jedna rodacka
veza. lzuzev dve individue koje su sahranjene u grobovima 260 i 228, srodnici su
sahranjeni u neposrednoj blizini $to pokazuje da je nekropola organizovana oko
porodic¢nih veza.

2. U dvojnom grobu potvrdena je srodnicka veza drugog stepena, ali geneticka
veza izmedu dve analizirane individue u trojnom grobu nije detektovana. Na osnovu ovog
nalaza moze se zakljuciti da sahranjivanje u nekropoli u Mokrinu nije bilo uslovljeno
isklju¢ivo srodnic¢kim, ve¢ 1 socijalnim vezama. Takode, ¢lanovi zajednice mogli su biti
sahranjivani zajedno usled neobi¢nih, zadesnih okolnosti ili iz prakti¢nih i ekonomskih
razloga.

3. Nasledivanje drustvenog statusa bilo je vezano za pol. Sinovi nisu nasledivali
socijalni status od svojih bioloSkih majki, ali su mogli nasledivati ve¢i ili manji potencijal
da ga steknu kroz neku aktivnost i socijalni kvalitet. Zene su mogle naslediti status od
majki ili ga posti¢i putem socijalnih veza. Ne postoji dovoljno podataka za potvrdivanje
ili odbacivanje hipoteze da su muska deca nasledivala drustveni status od o¢eva. Mokrin

se po ovom pitanju razlikuje od drugih analiziranih rano-bronzanodopskih i kasno-



neolitskih drustava u Evropi u kojima su muskarci mogli nasledivati socijalni status i
ugled.

4. Sli¢nost u sahranjivanju bogatijih 1 siromasnijih srodnika, ustanovljena na
osnovu geneticke analize skeletnih ostataka i1 grobnih artefakata, kao i odsustvo dokaza
da su postojale monumentalne gradevine, ukazuju da razlike u drustvenim statusima u
Mokrinu nisu bile narocito izrazene. Drustvo u Mokrinu ne odlikuje izrazena stratifikacija
karakteristicna za bronzano doba, za razliku od praistorijskih drustava u centralnoj i
zapadnoj Evropi.

5. ProSirene porodice nisu pronadene u analiziranom uzorku ljudi sa Mokrina
(moguce usled nedovoljne veli¢ine uzoraka), ¢ime se odbacuje hipoteza o podeljenosti
nekropole na juzni i severni deo na osnovu pripadnosti porodi¢nim linijama.

6. Visok diverzitet haplotipova mitohondrijskog genoma i Y hromozoma u
mokrinskoj populaciji onemogucava donoSenje sigurnog zakljucka o praksi bracnog
prebivalista. Drustvo u Mokrinu nije bilo matrilokalno, ali ni strogo patrilokalno. Takvi
podaci izdvajaju drustvenu praksu zajednice iz Mokrina od drustava slicnog vremenskog
perioda u centralnoj i zapadnoj Evropi, i doprinose saznanju da su obrasci nasledivanja i
socijalne organizacije druStava iz ovog perioda varirali regionalno i temporalno.
Zajednicka odlika svih do sada analiziranih drustava iz ovog perioda jeste praktikovanje
zenske egzogamije.

7. Geneticke analize populacije sa Mokrina uklapaju se u opseg genetickih
varijacija u savremenim populacijama ljudi u Evropi i ne pokazuju odstupanje od
ocekivanih proporcija porekla karakteristicnog za bronzano doba. Nije ustanovljena veca
geneticka slinost uzoraka sa Mokrina sa uzorcima moriSke kulture, verovatno zbog
izrazene mobilnosti ljudi u ovom periodu i posledi¢ne nestrukturiranosti moriskih
populacija.

8. Odsustvo inbridinga, analize porekla i veliki diverzitet haplogrupa pokazuju da
populacija sahranjena na Mokrinu nije bila izolovana od drugih zajednica. lako je
postojala odredena socijalna hijerarhija u drustvu, u populaciji nije bilo strogih

geografskih i socio-kulturnih barijera u sklapanju brakova. Jedan od mogucéih zakljucaka
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ove studije jeste da je nekropola u Mokrinu mogla biti kori$¢ena od strane vise zajednica
moriSke kulture, koje su opstajale kroz uspostavljanje rodbinskih veza i zajednickih
socijalnih i ekonomskih aktivnosti.

9. Analize gena za pigmentaciju koze pokazuju visoku ucestalost alela za svetlu
kozu, ali jedna geneticka varijanta asocirana sa depigmentacijom (alel SLC45A2) nije
fiksirana, Sto je oCekivani nalaz uzimajuéi u obzir podatak da se povecanje ucestalosti
ovog alela desavalo u kasnijem neolitu. Ucestalost izvedenog alela HERC2 za plave oci
je umerena u populaciji sa Mokrina.

10. Niska ucestalost alela za toleranciju na laktozu (svega 4.6%) u zajednici sa
Mokrina odlikuje i populaciju iz bronzanodopskog arheoloskog nalazista Tolens u
severnoj Nemackoj, kao i1 nesto starije populacije poreklom iz stepa istocne Evrope. Brzo
uvecanje ucestalosti alela za laktoznu toleranciju, samo u poslednjih 3,000 godina
(uCestalost i do 70% u nekim savremenim evropskim populacijama), ukazuje na jak

selektivni pritisak (s = 0,06) koji je favorizovao upotrebu ovog nutrijenta u ishrani.
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Prilog 1

1.1. DNK izolovanje

Dan I.

e Pre-liza - Svakom uzorku (0.15 g skeletnog praha), dodati 1 mL EDTA (0.5 M, pH8),
vorteksovati i inkubirati na sobnoj temperaturi 10 minuta.
EDTA (engl. Ethylen diamine tetra acetic acid) zaustavlja enzimske reakcije tako $to
vezuje jone metala koji su neophodni kao kofaktori za funkcionisanje enzima. Na taj
nacin, EDTA inhibira aktivnost DNKaza i doprinosi dobroj ocuvanosti nukleinskih
kiselina. EDTA takode odstranjuje Ca*™* i Fe** jone iz hidroksiapatita i demineralizuje
kosti, i obezbeduje da se ostaci razbijenih ¢elija i necistoca grupisu dok je apsorpcija
DNK za druge komponente u matriksu smanjena.

e Centrifugirati rastvor na maksimalnoj brzini 5 minuta. Pazljivo pomeriti supernatant
bez pomeranja taloga i skladistiti ga u frizider.

e Dodati 1 ml izolacionog pufera svakom uzorku, koji dovodi do njihove lize.

Negativna kontrola sadrzi samo izolacioni pufer.

Reagensi 1ml (za 1 uzorak)
EDTA (0.5 M, pH8) 950 ul

Tris-HCI (1M, pH8) 20 ul
N-Laurilsarkozin (5%) 17 ul

Proteinaza K (14 — 22 mg/ml) 13 ul

Ukupno 1ml

Prilikom demineralizacije kostiju i odstranjivanja Ca** jona iz hidroksiapatita
dejstvom EDTA, oslobadaju se i joni H*, ¢ime se naruSava pH, pa je potrebno dodati
I Tris-HCI koji odrzava pH rastvora (Rohland and Hofreiter 2007). N-Laurilsarkozin
(5%) je detardzent za koji je zapazeno da poveéava prinos DNK na taj nadin §to
inhibira DNKaze, a takode potpomaze lizu ¢elija (MacHugh et al. 2000; Rohland and
Hofreiter 2007). Proteinaza K degraduje histone i druge proteine prisutne u rastvoru
1 na taj na¢in oslobada DNK.

e Pokriti reakcione tubice parafilmom i vorteksovati dok rastvor ne postane homogen.
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e Inkubirati uzorke na 37°C i 24 sata na termosejkeru (900 rpm) kako bi se DNK
oslobodila.

Dan 11

e Nakon zavrSene inkubacije, centrifugirati uzorke 10 minuta na 10,000 rpm kako bi
celijski ostaci i proteini formirali talog, dok DNK fragmenti ostaju difuzno
rasporedeni u supernatantu.

e Pazljivo prebaciti supernatant u nove 1.5 ml tube (ekstrakt 1). Skladistiti ekstrakt 1 u
frizideru.

e Pripremiti dodatni izolacioni pufer 1 dodati po 1 ml svakom uzorku. Zastititi tubice
parafilmom, vorteksovati i inkubirati ponovo na 37°C 1 24 sata (900 rpm). Ovo ¢e biti
ekstrakt 2.

Dan 111

e Nakon inkubacije, centrifugirati uzorke 10 minuta na 10,000 rpm.

e Sterilisati amikon filtere (Amicon Ultra-4 30 kDA, 15 ml) pod UV svetlom u trajanju
od 30 minuta.

e Nakon lize, ekstrakt 1 i ekstrakt 2 se spajaju na Amikon filteru.

e Centrifugirati 10 min na 2500 rpm.

e Isprati DNK sa 3 ml 1x Tris-EDTA. Na pH = 8, nukleaze su manje aktivne, a takode
EDTA privlac¢i jone neophodne za aktivnost ovih enzima pri ¢emu se DNK §titi od
dalje degradacije.

e Centrifugirati na 2500 rpm ~20 minuta na Amikon filterima.

e (dbaciti ono Sto je proslo filtere.

e Isprati dodatno sa svezih 3 mL 1X Tris-EDTA.

e Centrifugirati ponovo na 2500 rpm ~20 minuta na Amikon filterima.

e PreciS¢avanje dvolanCane DNK sa specijalno dizajniranim QIAgen MinElute
kolonama sa silika membranom (Qiagen, Hilden, Germany) od nukleotida, enzima,
soli, pri ¢emu se dobija visoko koncentrovana DNK, fragmenata veli¢ine vece od 70
bp. Efikasnost precis¢avanja zavisi od specijalnih uslova i u slu¢aju optimalnih uslova
dostize 80%.

1. Zagrejati pufer za eluciju na 65°C.
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2. Dodati 500 pl pufera za vezivanje svakoj koloni sa silika gel membranom i 100 pl
svakog uzorka iz Amikon filtera. Mesati pazljivo pipetom.

DNK se adsorbuje na silika membranu u prisustvu visokih koncentracija haotropnih
soli (koje destabiliSu hidrofobne interakcije i omogucavaju vezivanje DNK za
membranu na taj nacin Sto pozitivno naelektrisani joni prave most izmedu negativno
naelektrisane silike i DNK), i na pH 7.5. Efikasnost adsorbcije molekula smanjuje se
sa porastom pH, ali se kontrolise dodavanjem 3M natrijum acetata, pH 5. So takode
¢ini DNK manje rastvorljivom u vodi pa se drugi mali organski molekuli rastvaraju u
vodi.

Centrifugirati kolone 1 min na 13,000 rpm. Filtrat odbaciti, a DNK ostaje vezana za
silika gel.

Dodati 750 ul pufera za ispiranje (koji sadrzi etanol) svakoj koloni. Posto se DNK ne
rastvara u etanolu, na ovaj nacin se uklanjaju sve preostale necistoce, ostavljajuéi
samo DNK vezanu za silika gel membranu.

Centrifugirati kolone 1 min na 13,000 rpm. Odbaciti filtrat. Centrifugirati kolone
ponovo 1 min na 13,000 rpm kako bi se dobro osusile. Pufer za vezivanje se mora
kompletno isprati jer u slu¢aju visoke koncentracije soli, DNK se neée u potpunosti
osloboditi sa silike. Takode, etanol moze uticati na rastvorljivost DNK u vodi
prilikom elucije i mora se odstraniti.

Prebaciti kolone u nove 1.5 ml tube.

Isprati sa 44 ul pufera za eluciju, inkubirati 5 min na sobnoj temperaturi.

Pufer za eluciju (10 mM Tris-Cl, pH 8.5 ili voda) oslobada DNK sa silika membrane
na dno epruvete i efikasan je u prisustvu soli niskih koncentracija i pH izmedu 71 8.5.
U slucaju elucije vodom DNK mora biti skladistena na —30°C do —15°C jer moze doci
do njene dalje degradacije u odsustvu Tris-a.

Centrifugirati kolone 1 min na maksimalnoj brzini (13,000 rpm).

Izolat staviti u frizider.
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1.2. Prirema biblioteke za skrining uzoraka

1.2.1. Formiranje ravnih krajeva dvolan¢ane DNK (engl. Blunt End Repair,

NEBNext End Repair Module)

e Napraviti master miks (MM) i dodati 48.75 pl MM-a u 20 pl izolata (ukupna

1.2.2. Pre¢iS¢avanje uzoraka sa Qiagen MinElute kolonama

zapremina 70 pl).

Reagens Zapremina [ul] MM + 10%
NEBNext End Repair Enzyme Mix 4 35 92.4
NEBNext End Repair Reaction Buffer (10X) | 7 184.8

Voda 39.5 1042.8
Uzorak 20

Ukupno 70

N=24

Inkubirati najpre 15 minuta na 25°C, a potom 5 minuta na 12°C.

15 min

25°C

5 min

12°C

Dodati 350 ul pufera za vezivanje izolatu koji sadrzi DNK sa ravnim Krajevima

(odnos 5:1 u korist pufera za vezivanje).

Centrifugirati kolone 1 min na 13,000 rpm. Odbaciti filtrat.

Dodati 750 pl pufera za precis¢avanje svakoj koloni.

Centrifugirati kolone 1 min na 13,000 rpm. Odbaciti filtrat. Centrifugirati kolone

ponovo 1 min na 13,000 rpm kako bi se osusile.

Prebaciti kolone u nove LoBind 1.5 ml tube.

Isprati sa 22 ul of pufera za eluciju, inkubirati 5 minuta na sobnoj temperaturi.

Centrifugirati kolone 1 min na 13,000 rpm. Cuvati rastvor u frizideru.

47 NEBnext end repair mix sastoji se od: 2,5 mM dNTP u jednakim koncentracijama, 10 mg/ml BSA pufera,
10 mM ATP, T4 PNK i T4 polimeraze. BSA pufer se koristi kako bi se inhibicija PCR reakcije svela na
minimum, pos$to su koinhibitori obi¢no koizolovani sa drevnom DNK. NEBNext End Repair Reaction pufer
(10X, pH 7,5) sastoji se od: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl, 10 mM DTT, 1 mM ATP.
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1.2.3. Ligacija adaptera

e Pripremiti master miks (MM), DNK ligazu dodati na kraju i nezno promesati rastvor.

Reagens Zapremina (ul) | Finalnaconc. | MM + 10% | N=24
H.O 10 264

T4 DNK Ligaza pufer (10x) 4 1x 105.6

PEG-4000 (50%0) 5% 105.6

T4 DNK Ligaza (5U/ul) 1 0,125 U/ul 26.4

Adaptermiks (30 pM), P5 i P7 (IDT, | 1 0.75 UM 26.4

Leuven. Belaium)

Uzorak 20

Ukupna zapremina 40

T4 DNK ligaza katalizuje formiranje fosfodiestarske veze izmedu 5° fosfatne

grupe i 3" OH grupe u dvolan¢anoj DNK. Odnos izmedu adaptera i fragmenata u ovoj
reakciji bi trebalo da bude 10:1.
e Dodati 1 pl adapter miksa (30 uM) precis¢enoj DNK. Vorteksovati.

e Dodati 19 pl MM-a (ukupna zapremina rastvora = 40 pl). Vorteksovati.

e Inkubirati 30 minuta na 22°C.

e Predistiti uzorke koriste¢i Qiagen MinElute kolone po protoklu opisanim iznad, sa

jednom modifikacijom: dodati 200 pl pufera za vezivanje (odnos 5:1 u korist pufera

za vezivanje u odnosu na uzorak).

1.2.4. Popunjavanje jednolan¢anih praznina DNK

Pripremiti master miks (MM) i dodati 20 pl MM-a precis¢enoj DNK sa adapterima

(ukupna zapremina rastvora = 40 ul). Vorteksovati.

Reagens Zapremina (ul) | Finalnaconc | MM +10% | N=24
H.0 13.5 356.4

TermoPol pufer (10x) 4 1x 105.6

dNTP (10mM) 1 250uM 26.4

Bst Polimeraza (8U/pl) 15 0, 3 U/ul 39.6

Uzorak 20

Ukupna zapremina 40

e Inkubirati 20 minuta na 37°C, a potom i na 20 minuta na 80°C.

| I \20min

\37°c
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I 20 min 80 °C

1.2.5. Dodavanje indeks sekvenci

e Dodati 20 pl master miksa (MM) u PCR tube, po 1 ul odgovarajuceg indeks adaptera
P5 (5 uM) i P7 (5 uM), i 3 pl DNK uzorka (ukupna zapremina rastvora je 25 ul)
(Tabela P1.1.). Vorteksovati.

Reagens Zapremina (pl) | Finalnaconc | MM +10% | N=24
AccuPrime™ Pfx SuperMix (Thermo Fisher | 20 528

Scientific, Waltham, Massachusetts, United

States)

Index-Primer_P7 (5uM) 1 200 nM

Index-Primer_P5 (5uM) 1 200 nM

Uzorak

Ukupna zapremina 25

e UmnoZavanje DNK na PCR-u.

1.2.6. Preciséavanje uzoraka sa MSB® Spin PCRapace kolonama (Invitek, Stratec

Molecular, Berlin, Germany)

e Zagrevanje pufera za eluciju na 65°C

e Dodati 250 ul pufera za vezivanje svakom uzorku i prebaciti rastvor u kolone.

e Centrifugirati kolone 2 min na 11,000 g. Odbaciti filtrat. Centrifugirati kolone ponovo
2 min na 11,000 g kako bi se osusile.

e Prebaciti kolone u nove LoBind 1.5 ml tube.

e Isprati sa 11 pl pufera za eluciju, inkubirati 5 min na sobnoj temperaturi, a zatim

centrifugirati kolone 1 min na 11,000 g.

1.2.7. Kvantifikacija DNK fluorometrijskom metodom (Qubit® Fluorometric
dsDNA HS assay, Invitrogen)

dsDNA HS assay kit je dizajniran i visoko selektivan za brzo merenje
koncentracije dvolanc¢ane DNK u opsegu od 10 pg/ul do 100 ng/ul na sobnoj temperaturi
na osnovu odnosa koncentracije dva standarda: S1 koji ne sadrzi DNK, 1 S2 koji sadrzi
DNK visoke koncentracije.

e Pripremiti master miks (199 pl pufera + 1 pl boje) za jedan uzorak i standarde. S
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obzirom da je boja senzitivna na svetlo, treba je zastiti aluminijumskom folijom.
e 1 pl eluiranog produkta dodati u 199 pul master miksa.
e Po 10 pl standarda 1 i standarda 2 dodati u 190 pul master miksa.
e Vorteksovati i inkubirati 2 minuta kako bi se postigla optimalna fluorescencija.
e Ocitati koncentracije DNK (oc¢itava kompletnu DNK, ne samo endogenu) najpre

standarda, a posle i uzoraka.

1.2.8. Kvantifikacija DNK fragment analizom

Fragment analiza na Agilent 2100 Bioanalyzer-u je komercijalno dostupan sistem,
baziran na principu gel elektroforeze*® prebacenog u format ¢ipa, ¢ime se smanjuje vreme
separacije nukleinskih kiselina i proteina (Agilent 2100 Bioanalyzer High Sensitivity DNA
manual). Na Cipu se nalaze medusobno povezani bunari za gel, uzorke i standard Kkoji
sadrzi molekule poznatih veli¢ina i koncentracija na osnovu kojih se formira standradna
kriva migracije na osnovu veliine fragmenata i ocitava koncentracija i veli¢ina uzoraka.
Za vreme pripreme ¢ipa, polimer i fluorescentna boja ispunjavaju bunare i mikrokanale,
dok elektrode takode dolaze do bunara na Cipu pri cemu Cip postaje elektri¢no kolo.
Naelektrisani biomolekuli zapoc¢inju svoju migraciju. Zahvaljujué¢i svom konstantnom
odnosu izmedu mase i naelektrisanja, molekuli se razdvajaju na osnovu veli¢ine pri cemu
¢e manji molekuli migrirati brze. Markeri poznatih veli¢ina su insertovani u biomolekule
dozvoljavajuéi detekciju laserom i CCD kamerom, dok su podaci prebaceni u format
elektroferograma. Na X osi se o€itava veli¢ina molekula, dok se na Y osi o¢itava njegov
intenzitet, a koncentracija fragmenta je proporcionalna intenzitetu pika.

Cip je pripremljen na osnovu instrukcija proizvodaca.
e Skladistiti reagense (gel koji sadrzi boje, standard i marker) pola sata na sobnoj

temperaturi u mraku.

e (cistiti elektrode pre korisc¢enja.
e 9 ul gela dodati u tamnije obelezen bunar G.
e Postaviti Cip u prajming stanicu kako bi se gel rasirio na sve bunare na Cipu. Ostaviti

1 min.

48 Elektroforeza je standardna tehnika za razdvajanje molekula na osnovu njihove veli¢ine i naelektrisanja.
Kada se primeni elektri¢ni potencijal pozitivni molekuli migriraju ka katodi dok negativni molekuli, kao
Sto je i DNK, migriraju ka anodi razli¢itim brzinama koje zavise od njihove veli¢ine.
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e Dodati 9 pl gela i u ostale bunare oznacene sa G.

e Dodati 5 pl markera u svaki bunar. Dva markera poznate koncentracije (“donji” i
“gornji” markeri — prvi i poslednji pik na elektroforegramu), koriste se kao standardi
za oCitavanje velicine 1 koncentracije uzorka.

e Dodati 1 pl standarda u bunar S.

e Dodati 1 pl uzoraka u odgovaraju¢em razblazenju u ostale bunare sa markerom.

e Vorteksovati ¢ip 1 min kako bi se eliminisali mehuri¢i.

Sve negativne kontrole bile su Ciste od kontaminacije, §to je potvrdeno i fragment

analizom na Agilent Bioanalyzer-u.

1.2.9. Spajanje uzoraka

e Vorteksovati magnetne sfere da se dobije homogena masa i staviti ih na sobnu
temperaturu, 30 minuta.

e Podeliti spojene uzorke od 100 pl na dva dela (jedan ¢e biti precis¢eni, drigi ne).
Zapremina spojenih uzoraka za sekvenciranje na MiSeq platformi iznosi 50 pl.

e Dodati 1,8x koli¢ine magnetnih sfera uzorku (MiSeq 90 pl). Vorteksovati.

e Inkubirati 5 minuta na sobnoj temperaturi.

e Staviti tubice na magnetno postolje i ponovo inkubirati 5 minuta na sobnoj
temperaturi.

e Kada je DNK vezana za magnetne sfere, odstraniti pazljivo rastvor bez njihovog
dodirivanja.

e Dodati 200 pl 70% etanola.

e Inkubirati 1 minut.

e (Qdstraniti etanol pazljivo, bez dodirivanja magnetnih sfera.

e Ponoviti proces sa 200 pl 70% etanola i inkubacijom od 1 minuta. Odstraniti ponovo
etanol pazljivo.

e Staviti tubice na termalni blok na 37°C, 3-5 minuta kako bi se pelet osusio.

e Dodati 50 ul pufera za eluciju peletu. Vorteksovati sve dok se ne dobije potpuno
homogena masa.

e Centrifugirati 2 minuta, 13,000 rpm.
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Inkubirati 2 minuta na sobnoj temperaturi van magnetnog postolja, a zatim ih vratiti

na magnetno postolje na inkubaciju od jo§ 3 minuta.

Prebaciti eluat u nove 1,5 ml LoBind tubice bez magnetnih sfera jer oni mogu uticati

na dalje analize.

Tabela P1.1. Priprema, kvantifikacija i spajanje uzoraka i kontrola za skrining na MiSeq
IHlumina platformi bez USER tretmana.

Biblioteka | Uzorak Indeks 17 | Sekvenca 17 Indeks 15 | Sekvenca I5 | Qubit ul za
(ng/nl) | spajanje
LIB1 11 | Mok9B 701 TAAGGCGA | 501 CTCTCTAT | 133 1.80
LIBL 2 1 | Mok12 702 CGTACTAG 502 TATCCTCT | 12.9 1.85
LIB1 3 1 | Mok 13 703 AGGCAGAA | 503 GTAAGGA | 124 1.93
LIB1 4 1 | Mok 14 704 TCCTGAGC 504 ACTGCAT | 20.2 1.18
LIB151 | Mok15 705 GGACTCCT 505 AAGGAGT | 185 1.29
LIB1 6 1 Mok 16A 706 TAGGCATG 506 CTAAGCC | 0.76 31.45
LIB1 7 1 | Mok 17A 707 CTCTCTAC 507 CGTCTAA | 184 1.30
LIB1 8 1 | Mok 18A 708 CGAGGCTG | 508 TCTCTCCG | 17.5 1.37
LIB1 9 1 | Mok 19A 709 AAGAGGCA | 509 TCGACTA | 218 1.10
LIB1_10_ | Mok 20 710 GTAGAGGA | 510 TTCTAGCT | 14.8 1.61
LIB1 11 | Mok 21A 711 GCTCATGA 511 CCTAGAG | 23.2 1.03
LIB1 12 | Mok 22 712 ATCTCAGG 512 GCGTAAG | 20.6 1.16
LIB2 1 1 | Mok23 715 GCGTAGTA | 515 GAGCCTT | 411 1.16
LIB2 2 1 Mok 24A 716 CGGAGCCT 516 TTATGCG 21.1 1.13
LIB2 3 1 | Mok 25A 717 TACGCTGC 501 CTCTCTAT | 22.6 1.06
LIB2 4 1 | Mok 26A 718 ATGCGCAG | 502 TATCCTCT | 13.9 1.72
LIB2 5 1 | Mok 27 719 TAGCGCTC 503 GTAAGGA | 223 1.07
LIB2 6 1 | Mok 28A 720 ACTGAGCG | 504 ACTGCAT 16.7 1.43
LIB2 7 1 | Mok 29A 721 CCTAAGAC | 505 AAGGAGT | 15.9 1.50
LIB2 8 1 | Mok 30 722 CGATCAGT 506 CTAAGCC | 173 1.38
LIB2 9 1 | Mok31 723 TGCAGCTA | 507 CGTCTAA | 10.9 2.19
LIB2_10_ | Mok 32 724 TCGACGTC | 508 TCTCTCCG | 15.3 1.56
LIB2_11 | Mok 33 701 TAAGGCGA | 509 TCGACTA | 23.2 1.03
LIB2_12_ | Mok 10B 702 CGTACTAG 510 TTCTAGCT | 17.7 1.35
SL28 7.1 | MC_27-09-18 711 GCTCATGA | 503 GTAAGGA | 0.279 10.75
SL28 8 1 | MC_28-09-18 712 ATCTCAGG 504 ACTGCAT | 0.87 3.45
SL28 9 1 | MC_01-10-18 713 ACTCGCTA 505 AAGGAGT | 0.604 497
SL28 6 1 | EK1 710 GTAGAGGA | 502 TATCCTCT | 0.325 9.23
EK2 714 GGAGCTAC | 506 CTAAGCC | 0.642 4.67
NH 713 ACTCGCTA 513 CTATTAA 215 -
LIB1 14 | LK1 714 GGAGCTAC | 514 AAGGCTA | 0.217 13.82
PK1 714 GGAGCTAC | 514 AAGGCTA | 0.319 -
PK2 714 GGAGCTAC | 514 AAGGCTA | 0.356 -
NH 703 AGGCAGAA | 511 CCTAGAG | 285 -
LIB2_14 | LK2 704 TCCTGAGC | 512 GCGTAAG | 1.09 2.75




PK1

704

TCCTGAGC

512

GCGTAAG

1.74

PK2

704

TCCTGAGC

512

GCGTAAG

0.872

1.2.10. Priprema uzoraka za sekvenciranje celih genoma

e Dodati 5 pl USER enzima (1 U/ul) u 16.25 ul DNK izolata, mesati pipetom.

Reagens Zapremina [pl]
USER enzim 5

DNK izolat 16.25

Ukupna zapremina 21.25

Inkubirati 3 sata na 37°C.

e Nastaviti pripremu biblioteke kao u prethodno opisanim koracima (Prilog 1.2), sa

dodavanjem novih jedinstvenih kombinacija indeks sekvenci (Tabela P1.2.).

Tabela P1.2. Priprema, kvantifikacija i spajanje uzoraka za duboko sekvenciranje na
NovaSeq 6000 IHlumina platformi sa USER tretmanom

Biblioteka | Uzorak Indeks | Sekvenca l7 | Indeks | Sekvencal5 | Broj PCR | Qubit pl za
17 15 ciklusa (ng/ ) | spajanje

Lib31-1 Mok 9B 701 TCGCCTTA | 501 CTCTCTAT |10 27.12 5.10
Lib32-1 Mok 12 702 CTAGTACG | 502 TATCCTCT |10 23.8 7.40
Lib33-1 Mok 13 703 TTCTGCCT | 503 GTAAGGAG | 10 231 5.20
Lib 34-1 Mok 14 704 GCTCAGGA | 504 ACTGCATA | 10 18.9 5.27
Lib35-1 Mok 15 705 GGACTCCT | 505 AAGGAGTA | 10 24.7 5.80
Lib 36-1 Mok 16A | 706 TAGGCATG | 506 CTAAGCCT | 12 42.2 4.46
Lib37-1 Mok 17A | 707 CTCTCTAC | 507 CGTCTAAT |10 49.6 4.93
Lib38-1 Mok 18A | 708 CGAGGCTG | 508 TCTCTCCG | 10 47.1 31.51
Lib39-1 Mok 9A 709 AAGAGGCA | 509 TCGACTAG | 10 55 3.94
Lib310-1 | Mok 20 710 GTAGAGGA | 510 TTCTAGCT |10 44.7 5.54
Lib311-1 | Mok 21A | 711 GCTCATGA | 511 CCTAGAGT | 10 59.2 15.22
Lib312-1 | Mok 22 712 ATCTCAGG | 512 GCGTAAGA | 10 32.3 4.35
Lib313-1 | Mok 23 713 TAGCGAGT | 513 CTATTAAG | 10 42.1 3.92
Lib314-1 | Mok 24A | 714 GTAGCTCC | 514 AAGGCTAT | 10 47 401
Lib41-1 Mok 25A | 715 TACTACGC | 515 GAGCCTTA | 10 34.9 4.03
Lib42-1 Mok 26A | 716 AGGCTCCG | 516 TTATGCGA | 10 38.6 3.87
Lib 4 3-1 Mok 27 701 TCGCCTTA | 503 GTAAGGAG | 10 41.6 6.10
Lib44-1 Mok 28A | 702 CTAGTACG | 504 ACTGCATA | 10 29.6 4.10
Lib45-1 Mok 29A | 703 TTCTGCCT | 505 AAGGAGTA | 10 28.1 3.80
Lib 4 6-1 Mok 30 704 GCTCAGGA | 506 CTAAGCCT |10 36 3.93
Lib47-1 Mok 31 705 GGACTCCT | 507 CGTCTAAT |10 40.3 4.80
Lib 4 8-1 Mok 32 706 TAGGCATG | 508 TCTCTCCG | 10 42.1 4.45
Lib49-1 Mok 33 707 CTCTCTAC | 509 TCGACTAG | 10 27.1 4.87
Lib410-1 | Mok 10B | 708 CGAGGCTG | 510 TTCTAGCT | 10 46.9 3.90
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Lib315-1 | NH 708 CGAGGCTG | 507 CGTCTAAT | 12 215 /
Lib316-1 | LK1 709 AAGAGGCA | 508 TCTCTCCG | 12 0.217 /
Lib411-1 | NH 709 AAGAGGCA | 511 CCTAGAGT | 12 28.5 /
Lib412-1 | LK2 710 GTAGAGGA | 512 GCGTAAGA | 12 1.09 /
PK1_13.11 | PK1 701 TCGCCTTA | 501 CTCTCTAT |12 0.4 /
PK2_13.11 | PK2 716 AGGCTCCG | 516 TTATGCGA | 12 0.87 /
PK1 15.11 | PK1 718 CTGCGCAT | 503 GTAAGGAG | 12 0.61 /
PK2_15.11 | PK2 711 TCATGAGC | 515 GAGCCTTA | 12 0.46 /
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2.1. Procene srodstva IcMLKin programom

Prilog 2

U uzorku sa Mokrina identifikovano je 6,191,202 pojedinac¢nih nukleotidnih

polimorfizama ¢ija je ucestalost bila ve¢a od 5% u databazi 1000 Evroazijskih Genoma

(1000 Genomes Project Consortium et al. 2012). Za procenu srodstva IcMLkin

programom kao referentni sistem koristile su se i populacija od interesa i savremene
populacije (99 CEU individua i 503 EUR individua iz projekta 1000 genoma) (1000
Genomes Project Consortium et al. 2012; Lipatov et al. 2015; Amorim et al. 2018).

Rezulati su prikazani u tabeli P2.1.

Tabela P2.1. Kompletna tabela sa svim individuama sa Mokrina i dobijenim vrednostima
za Fst = 0.03 pomo¢u programa IcMLKin. ko = verovatno¢a da individue dele 0 alela koji su
identi¢ni po poreklu, ki = verovatnoéa da individue dele 1 alel koji su identi¢ni po poreklu, k» =
verovatnoc¢a da individue dele 2 alela koji su identi¢ni po poreklu. Z0, Z1, Z2 su normalizovane
vrednosti koeficijenta srodstva.

Ind. 1 Ind. 2 ko ky k> pi_hat | Broj SNP-a | Z0 Z1 Z2 pi_hat | Broj SNP-a
MOK12 | MOK18A | 0.449 | 0.305 | 0.246 | 0.398 | 122570 0.24 | 05 0.26 | 0.513 | 78640
MOK15 | MOK16A | 0.306 | 0.629 | 0.065 | 0.379 | 299332 0.05 | 092 | 0.04 | 0495 | 138455
MOK10B | MOK24A | 0.252 | 0.742 | 0.006 | 0.377 | 251906 0.09 | 0.84 | 0.07 | 0489 | 119083
MOK23 | MOK28A | 0.342 | 0.565 | 0.092 | 0.375 | 243193 0.07 | 0.89 | 0.04 | 0487 | 115711
MOK14 | MOK32 | 045 |0.381 | 0.169 | 0.36 225314 0.27 | 05 0.23 | 0.482 | 111087
MOK19A | MOK22 | 0.753 | 0.224 | 0.024 | 0.135 | 224072 0.58 | 0.36 | 0.06 | 0.236 | 109636
MOK24A | MOK27 | 0.804 | 0.195 | O 0.098 | 212891 0.6 0.35 | 0.05 | 0.228 | 107503
MOK10B | MOK27 | 0.835| 0.13 | 0.035 | 0.1 208718 0.6 0.35 | 0.05 | 0.227 | 105032
MOK29A | MOK31 | 0.894 | 0.052 | 0.054 | 0.08 273587 0.69 | 0.28 | 0.03 | 0.166 | 127504
MOK20 | MOK28A | 0.992 | 0.008 | O 0.004 | 217060 0.86 | 0.14 | 0.01 | 0.073 | 107015
MOK12 | MOK17A | 0.994 | 0.006 | O 0.003 | 175871 093 | 0.07 |0 0.036 | 93552
MOK17A | MOK18A | 0.995 | 0.005 | 0 0.002 | 119667 095 | 005 |0 0.026 | 78395
MOK22 | MOK23 | 0.995 | 0.004 | 0.001 | 0.003 | 226450 096 | 004 |0 0.019 | 110276
MOK21A | MOK22 | 0.995 | 0.005 | O 0.002 | 147293 097 | 003 |0 0.014 | 87459
MOK12 | MOK23 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 199608 098 | 002 |0 0.012 | 100099
MOK19A | MOK23 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 228078 098 | 002 |0 0.011 | 110891
MOK21A | MOK23 | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 149576 098 | 002 |0 0.009 | 87767
MOK22 | MOK28A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 238880 098 | 002 |0 0.009 | 114290
MOK18A | MOK23 | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 136514 099 |0.01 |O 0.005 | 83372
MOK28A | MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 250560 099 |001 |O 0.005 | 118369
MOK12 | MOK15 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 229950 099 |001 |O 0.004 | 109971
MOK13 | MOK25A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 281792 099 |0.01 |O 0.004 | 128855
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MOK13 MOK23 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 253359 099 (001 |0 0.003 | 117908
MOK18A | MOK28A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 143827 099 [ 001 |O 0.003 | 85441

MOK16A | MOK26A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 278515 1 0 0 0.002 | 129340
MOK17A | MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 203069 1 0 0 0.002 | 102408
MOK21A | MOK28A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 157897 1 0 0 0.002 | 90405

MOK23 MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 229569 1 0 0 0.002 | 111218
MOK23 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 236679 1 0 0 0.002 | 114198
MOK12 MOK16A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 227620 1 0 0 0.001 | 109817
MOK12 MOK22 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 195714 1 0 0 0.001 | 99218

MOK12 MOK29A | 0.997 | 0.003 | 0 0.002 | 238259 1 0 0 0.001 | 113919
MOK13 MOK21A | 0.995 | 0.005 | O 0.002 | 167519 1 0 0 0.001 | 92933

MOK?22 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 232415 1 0 0 0.001 | 113010
MOK10B | MOK12 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 206820 1 0 0 0 102450
MOK10B | MOK13 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 262130 1 0 0 0 120852
MOK10B | MOK14 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 232230 1 0 0 0 112414
MOK10B | MOK15 | 0.997 | 0.003 | O 0.001 | 273804 1 0 0 0 126473
MOK10B | MOK16A | 0.997 | 0.003 | O 0.001 | 270336 1 0 0 0 125538
MOK10B | MOK17A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 210542 1 0 0 0 105292
MOK10B | MOK18A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 141979 1 0 0 0 84996

MOK10B | MOK19A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 235795 1 0 0 0 113448
MOK10B | MOK20 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 213034 1 0 0 0 105279
MOK10B | MOK21A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 155733 1 0 0 0 89548

MOK10B | MOK22 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 234276 1 0 0 0 112458
MOK10B | MOK23 | 0.997 | 0.003 | O 0.001 | 238380 1 0 0 0 113641
MOK10B | MOK25A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 265302 1 0 0 0 123790
MOK10B | MOK26A | 0.998 | 0.001 | 0.001 | 0.002 | 254351 1 0 0 0 119521
MOK10B | MOK28A | 0.997 | 0.003 | O 0.001 | 251137 1 0 0 0 118096
MOK10B | MOK29A | 0.997 | 0.002 | 0.001 | 0.002 | 283653 1 0 0 0 132368
MOK10B | MOK30 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 237506 1 0 0 0 113375
MOK10B | MOK31 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 237987 1 0 0 0 112487
MOK10B | MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 239355 1 0 0 0 114297
MOK10B | MOK33 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 244872 1 0 0 0 116454
MOK10B | MOK9B | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 245659 1 0 0 0 116140
MOK12 MOK13 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 221595 1 0 0 0 106483
MOK12 MOK14 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 194240 1 0 0 0 99059

MOK12 MOK19A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 197555 1 0 0 0 100074
MOK12 MOK20 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 178245 1 0 0 0 94070

MOK12 MOK21A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 132598 1 0 0 0 81846

MOK12 MOK24A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 210867 1 0 0 0 104604
MOK12 MOK25A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 222867 1 0 0 0 107861
MOK12 MOK26A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 213011 1 0 0 0 104494
MOK12 MOK27 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 173845 1 0 0 0 93409

MOK12 MOK28A | 0.996 | 0.003 | O 0.002 | 210280 1 0 0 0 103393
MOK12 MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 198839 1 0 0 0 100038
MOK12 MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 199854 1 0 0 0 99724

MOK12 MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 200330 1 0 0 0 100534
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MOK12 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 204968 1 0 0 0 102208
MOK12 MOKO9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 206038 1 0 0 0 102088
MOK13 MOK14 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 246668 1 0 0 0 116640
MOK13 MOK15 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 290771 1 0 0 0 131964
MOK13 MOK16A | 0.996 | 0.003 | 0 0.002 | 287532 1 0 0 0 131406
MOK13 MOK17A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 223939 1 0 0 0 108764
MOK13 MOK18A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 153869 1 0 0 0 88507

MOK13 MOK19A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 250791 1 0 0 0 117334
MOK13 MOK20 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 226815 1 0 0 0 108964
MOK13 MOK22 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 248776 1 0 0 0 116505
MOK13 MOK24A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 267470 1 0 0 0 123885
MOK13 MOK26A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 270110 1 0 0 0 124221
MOK13 MOK27 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 221325 1 0 0 0 108207
MOK13 MOK28A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 266636 1 0 0 0 122575
MOK13 MOK29A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 301077 1 0 0 0 138210
MOK13 MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 252307 1 0 0 0 117600
MOK13 MOK31 | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 252856 1 0 0 0 117018
MOK13 MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 254070 1 0 0 0 118442
MOK13 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 259935 1 0 0 0 121057
MOK13 MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 261010 1 0 0 0 120519
MOK14 MOK15 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 257657 1 0 0 0 122266
MOK14 MOK16A | 0.997 | 0.003 | O 0.001 | 254348 1 0 0 0 120913
MOK14 MOK17A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 198515 1 0 0 0 102124
MOK14 MOK18A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 132408 1 0 0 0 82255

MOK14 MOK19A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 221673 1 0 0 0 109554
MOK14 MOK20 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 200461 1 0 0 0 102390
MOK14 MOK21A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 145639 1 0 0 0 86963

MOK14 MOK22 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 220773 1 0 0 0 109077
MOK14 MOK23 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 224319 1 0 0 0 110103
MOK14 MOK24A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 237155 1 0 0 0 115401
MOK14 MOK25A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 249643 1 0 0 0 119266
MOK14 MOK26A | 0.996 | 0.003 | O 0.002 | 239627 1 0 0 0 115797
MOK14 MOK27 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 196010 1 0 0 0 102134
MOK14 MOK28A | 0.997 | 0.003 | 0 0.001 | 236535 1 0 0 0 114246
MOK14 MOK29A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 267206 1 0 0 0 127708
MOK14 MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 223537 1 0 0 0 110176
MOK14 MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 223731 1 0 0 0 109023
MOK14 MOK33 | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 230494 1 0 0 0 112766
MOK14 MOKS9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 231062 1 0 0 0 112517
MOK15 MOK17A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 234285 1 0 0 0 113682
MOK15 MOK18A | 0.997 | 0.003 | 0 0.002 | 157729 1 0 0 0 89829

MOK15 MOK19A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 261957 1 0 0 0 123138
MOK15 MOK20 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 236683 1 0 0 0 113794
MOK15 MOK21A | 0.996 | 0.003 | 0 0.002 | 172902 1 0 0 0 94991

MOK15 MOK22 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 260271 1 0 0 0 122391
MOK15 MOK23 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 264625 1 0 0 0 123333
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MOK15 MOK24A | 0.997 | 0.003 | O 0.001 | 279543 1 0 0 0 130386
MOK15 MOK25A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 294203 1 0 0 0 135836
MOK15 MOK26A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 282511 1 0 0 0 131161
MOK15 MOK27 | 0.997 | 0.003 | 0 0.001 | 231964 1 0 0 0 113770
MOK15 MOK28A | 0.997 | 0.003 | 0 0.001 | 278746 1 0 0 0 129446
MOK15 MOK29A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 314129 1 0 0 0 146832
MOK15 MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 263771 1 0 0 0 123880
MOK15 MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 264124 1 0 0 0 122377
MOK15 MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 265699 1 0 0 0 124362
MOK15 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 271892 1 0 0 0 127506
MOK15 MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 272709 1 0 0 0 126747
MOK16A | MOK17A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 230954 1 0 0 0 112668
MOK16A | MOK18A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 157428 1 0 0 0 90222

MOK16A | MOK19A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 258494 1 0 0 0 122270
MOKI16A | MOK20 | 0.998 | 0 0.002 | 0.002 | 233679 1 0 0 0 112946
MOK16A | MOK21A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 172079 1 0 0 0 95301

MOKI16A | MOK22 | 0.998 | 0.001 | 0.001 | 0.002 | 256695 1 0 0 0 121132
MOKI16A | MOK23 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 261346 1 0 0 0 122615
MOK16A | MOK24A | 0.997 | 0.002 | 0.001 | 0.002 | 275773 1 0 0 0 129237
MOKI16A | MOK25A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 290344 1 0 0 0 134762
MOKI16A | MOK27 | 0.997 | 0.003 | O 0.001 | 228485 1 0 0 0 112181
MOK16A | MOK28A | 0.997 | 0.003 | O 0.001 | 275109 1 0 0 0 127757
MOKI16A | MOK29A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 310130 1 0 0 0 145033
MOK16A | MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 260128 1 0 0 0 122540
MOK16A | MOK31 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 260746 1 0 0 0 121487
MOKI16A | MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 262174 1 0 0 0 123191
MOK16A | MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 268127 1 0 0 0 126124
MOK16A | MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 268926 1 0 0 0 125457
MOK17A | MOK19A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 201442 1 0 0 0 103299
MOK17A | MOK20 | 0.995 | 0.005 | O 0.002 | 181774 1 0 0 0 96420

MOK17A | MOK21A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 131547 1 0 0 0 82753

MOK17A | MOK22 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 200345 1 0 0 0 102389
MOK17A | MOK23 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 203705 1 0 0 0 103330
MOK17A | MOK24A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 215474 1 0 0 0 107593
MOK17A | MOK25A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 226852 1 0 0 0 111218
MOK17A | MOK26A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 217620 1 0 0 0 108359
MOK17A | MOK27 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 177994 1 0 0 0 96344

MOK17A | MOK28A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 214786 1 0 0 0 106878
MOK17A | MOK29A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 242890 1 0 0 0 118162
MOK17A | MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 203060 1 0 0 0 103237
MOK17A | MOK32 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 204667 1 0 0 0 103765
MOK17A | MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 209303 1 0 0 0 105475
MOK17A | MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 210198 1 0 0 0 105424
MOK18A | MOK19A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 135410 1 0 0 0 83268

MOK18A | MOK20 | 0.996 | 0.003 | O 0.002 | 122080 1 0 0 0 78949

MOK18A | MOK21A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 93593 1 0 0 0 70341
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MOK18A | MOK22 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 134312 1 0 0 0 82869
MOK18A | MOK24A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 144521 1 0 0 0 86030
MOK18A | MOK25A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 153228 1 0 0 0 88597
MOK18A | MOK26A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 145565 1 0 0 0 86071
MOKI18A | MOK27 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 118521 1 0 0 0 78283
MOK18A | MOK29A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 163602 1 0 0 0 92094
MOK18A | MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 135830 1 0 0 0 83226
MOKI18A | MOK31 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 137194 1 0 0 0 83408
MOK18A | MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 136417 1 0 0 0 83479
MOK18A | MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 139729 1 0 0 0 84541
MOK18A | MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 141001 1 0 0 0 84546
MOKI19A | MOK20 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 203503 1 0 0 0 102876
MOKI19A | MOK21A | 0.998 | 0 0.002 | 0.002 | 148532 1 0 0 0 87862
MOK19A | MOK24A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 240763 1 0 0 0 116055
MOKI19A | MOK25A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 253609 1 0 0 0 120316
MOK19A | MOK26A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 243447 1 0 0 0 116524
MOKI19A | MOK27 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 199278 1 0 0 0 102727
MOKI19A | MOK28A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 240509 1 0 0 0 115272
MOK19A | MOK29A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 271406 1 0 0 0 128854
MOKI19A | MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 227332 1 0 0 0 110671
MOKI19A | MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 227285 1 0 0 0 109675
MOK19A | MOK32 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 228957 1 0 0 0 111389
MOKI19A | MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 234035 1 0 0 0 113810
MOK19A | MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 234687 1 0 0 0 112969
MOK20 MOK21A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 133650 1 0 0 0 82949
MOK20 MOK22 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 202287 1 0 0 0 102385
MOK20 MOK23 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 205847 1 0 0 0 103401
MOK?20 MOK24A | 0.997 | 0.003 | 0 0.002 | 217446 1 0 0 0 107822
MOK?20 MOK25A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 229320 1 0 0 0 111456
MOK?20 MOK26A | 0.995 | 0.004 | O 0.002 | 220114 1 0 0 0 108273
MOK?20 MOK27 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 179465 1 0 0 0 96203
MOK20 MOK29A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 245339 1 0 0 0 118295
MOK20 MOK30 | 0.995 | 0.004 | O 0.002 | 205109 1 0 0 0 102923
MOK?20 MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 205333 1 0 0 0 102457
MOK20 MOK32 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 206439 1 0 0 0 103975
MOK?20 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 211584 1 0 0 0 105578
MOK?20 MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 212351 1 0 0 0 105152
MOK21A | MOK24A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 158436 1 0 0 0 91014
MOKZ21A | MOK25A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 167895 1 0 0 0 93688
MOK21A | MOK26A | 0.995 | 0.005 | O 0.003 | 159782 1 0 0 0 91095
MOK21A | MOK27 | 0.998 | 0.001 | 0.002 | 0.002 | 130302 1 0 0 0 82411
MOK21A | MOK29A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 179350 1 0 0 0 98087
MOK21A | MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 148771 1 0 0 0 87891
MOK21A | MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 150015 1 0 0 0 87524
MOK21A | MOK32 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 149940 1 0 0 0 87931
MOK21A | MOK33 | 0.995 | 0.005 | O 0.002 | 153828 1 0 0 0 89222
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MOK21A | MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 154445 1 0 0 0 89456

MOK?22 MOK24A | 0.997 | 0.003 | 0 0.002 | 239443 1 0 0 0 115184
MOK22 MOK25A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 252050 1 0 0 0 119522
MOK?22 MOKZ26A | 0.996 | 0.003 | 0.001 | 0.002 | 242104 1 0 0 0 115691
MOK?22 MOK27 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 197826 1 0 0 0 101996
MOK22 MOK29A | 0.996 | 0.003 | O 0.002 | 269796 1 0 0 0 127501
MOK?22 MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 225664 1 0 0 0 109882
MOK?22 MOK31 | 0.997 | 0.001 | 0.001 | 0.002 | 226207 1 0 0 0 109250
MOK22 MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 227679 1 0 0 0 110841
MOK?22 MOKO9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 233379 1 0 0 0 112666
MOK23 MOK24A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 243325 1 0 0 0 116560
MOK23 MOK25A | 0.996 | 0.004 | 0 0.002 | 256445 1 0 0 0 120846
MOK23 MOK26A | 0.997 | 0.003 | 0 0.002 | 246267 1 0 0 0 116871
MOK23 MOK27 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 201433 1 0 0 0 103125
MOK23 MOK29A | 0.997 | 0.003 | 0 0.002 | 274308 1 0 0 0 129286
MOK23 MOK31 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 229948 1 0 0 0 110123
MOK23 MOK32 | 0.997 | 0.003 | 0 0.002 | 231544 1 0 0 0 112105
MOK23 MOKS9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 237477 1 0 0 0 113838
MOK24A | MOK25A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 270743 1 0 0 0 127213
MOK24A | MOK26A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 259957 1 0 0 0 123137
MOK24A | MOK28A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 256681 1 0 0 0 121401
MOK24A | MOK29A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 289565 1 0 0 0 136910
MOK24A | MOK30 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 242844 1 0 0 0 116868
MOK24A | MOK31 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 242971 1 0 0 0 115256
MOK24A | MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.001 | 244457 1 0 0 0 117440
MOK24A | MOK33 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 250224 1 0 0 0 119751
MOK24A | MOK9B | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 251017 1 0 0 0 119241
MOK25A | MOK26A | 0.996 | 0.003 | 0.001 | 0.002 | 273726 1 0 0 0 127747
MOK25A | MOK27 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 224409 1 0 0 0 110881
MOK25A | MOK28A | 0.998 | 0.001 | 0.001 | 0.002 | 270118 1 0 0 0 125902
MOK25A | MOK29A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 304711 1 0 0 0 142835
MOK25A | MOK30 | 0.997 | 0.002 | 0.001 | 0.002 | 255587 1 0 0 0 120626
MOK25A | MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 255982 1 0 0 0 119732
MOK25A | MOK32 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 257473 1 0 0 0 121463
MOK25A | MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 263280 1 0 0 0 124117
MOK25A | MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 264284 1 0 0 0 123571
MOK26A | MOK27 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 215544 1 0 0 0 107882
MOK26A | MOK28A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 259468 1 0 0 0 121848
MOK26A | MOK29A | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 292633 1 0 0 0 137421
MOK26A | MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 245427 1 0 0 0 116998
MOK26A | MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 245563 1 0 0 0 115819
MOK26A | MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 247137 1 0 0 0 117737
MOK26A | MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 253015 1 0 0 0 120364
MOK26A | MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 253568 1 0 0 0 119360
MOK27 MOK28A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 212629 1 0 0 0 106868
MOK?27 MOK29A | 0.997 | 0.003 | 0 0.002 | 240430 1 0 0 0 118104
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MOK27 MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 200536 1 0 0 0 103032
MOK?27 MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 200739 1 0 0 0 102078
MOK27 MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 202397 1 0 0 0 103677
MOK?27 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 207235 1 0 0 0 105481
MOK?27 MOKS9B | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 207640 1 0 0 0 105174
MOK28A | MOK29A | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 288967 1 0 0 0 135336
MOK28A | MOK30 | 0.996 | 0.003 | O 0.002 | 242083 1 0 0 0 115615
MOK28A | MOK31 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 242362 1 0 0 0 114372
MOK28A | MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 244133 1 0 0 0 116321
MOK28A | MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 249371 1 0 0 0 118886
MOK29A | MOK30 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 273298 1 0 0 0 129429
MOK29A | MOK32 | 0.997 | 0.003 | O 0.002 | 275401 1 0 0 0 130265
MOK29A | MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 281841 1 0 0 0 133144
MOK29A | MOK9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 282564 1 0 0 0 132320
MOK30 MOK31 | 0.996 | 0.003 | 0. 0.002 | 229037 1 0 0 0 109973
MOKS30 MOK32 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 230767 1 0 0 0 111737
MOK30 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 236108 1 0 0 0 114042
MOK30 MOKS9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 236619 1 0 0 0 113347
MOK31 MOK32 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 230753 1 0 0 0 110800
MOK31 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 235946 1 0 0 0 112670
MOK31 MOKS9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 236926 1 0 0 0 112545
MOK32 MOK33 | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 237952 1 0 0 0 114658
MOK32 MOKS9B | 0.996 | 0.004 | O 0.002 | 238533 1 0 0 0 114431
MOKS3 MOK9B | 0.997 | 0.001 | O 0.002 | 243724 1 0 0 0 116500
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Jonarak 1.

N3jaBa 0 ayTopcTBY

[Tornucan-a XKerapan M. Anekcanapa

bpoj nnnekca: 53028/2016

HU3jaBibyjem

Jla je IOKTOpCKa JUcepTaIyja moJi HaCJIOBOM
Anamm3a napesHe JIHK wu3 y3sopaka Hexkponose Moxpun (2100 — 1800 m.m.e.):
PEKOHCTPYKIMja OHOJIOLIKOI CPOJACTBA Y KOHTEKCTY [pPYyIITBEHEe CTPYKType

OpPOH3aHOIOIICKe NMOMYyJIanuje

0 pe3yaTaT CONCTBEHOT CTPAXKUBAYKOT paja,

0 Jla TIpeII0KEeHA UcepTalja y HeIMHU HU Y IeTIOBUMA HUje Omiia peaioKeHa
3a noOujame OUJIo Koje AUMIIOME MpeMa CTYIUjCKUM MPorpaMumMa JpyTrux
BHCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

0 Jla Cy pe3yJTaTd KOPEKTHO HaBEJICHU U

0 Jla HUCaM KPIIMO/JIa ayTopaka MpaBa U KOPUCTHO/JIa HHTEIEKTyalTHy CBOJUHY

ApYTrux JIdia.

[ToTnuc nokropanaa

VY beorpany, 23.05.2023.
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Jonarak 2.

N3jaBa 0 ICTOBETHOCTH ITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje

JAOKTOPCKOT pajaa

Nme u npe3ume aytopa ZKerapan M. Anexkcanapa

bpoj nnnexca 53028/2016

Crymujcku porpam buosoruja, EBosynuona 6uosioruja

HacnoB paga Anaau3a npesne JHK u3 y3opaka nexkpomnoJsie Mokpun (2100 — 1800
.H.e.): PEKOHCTPYKIHja OMOJIOIKOr CPOJCTBA Y KOHTEKCTY JPYILITBEHE CTPYKTYype
OpPOH3aHOIOIICKE MOILYJIAIHje

MenTtop ap buibana Crojkosuh, n1p Coduja Credpanosuh

[Torniucan-a XKerapan M. Anekcanapa

W3jaBpyjeM na je mraMiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEP3UjH KOjy caMm Ipejana 3a 00jaBibUBame Ha MopTany JururaaHor peno3uropujyma
Yuusep3urtera y beorpany.

Jlo3BoJpaBaMm Jia ce o0jaBe MOjU JIMYHU IOJAllM Be3aHU 3a 100Mjame akaJeMCKOI 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MMe, Npe3nuMe, ToIMHa U MeCTO pohema 1 natym ondpaHe
pana.

OBU TMYHY TTIOAALIM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHUIIaMa TUTUTATHE ONOIHOTEKe,

y €JIEKTPOHCKOM KaTaJlory My nmyOnukanujama YHuBep3urera y beorpany.

[Tornuc nokropanaa
V¥ Bbeorpany, 23.05.2023.
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Jonarak 3.

H3jaBa o kopumhemy

Ognamthyjem YHuBep3urtercky O6ubmuoteky ,,CBero3ap Mapkosuh” pa y JurutamHu
peno3uTopujymM YHHUBEp3uTeTa y beorpamy yHece MOjy JOKTOPCKY IUCEPTAILH]y IO
HaCJIOBOM:

Ananusa napesHe JJHK u3 y3opaka nekpomnosie Mokpun (2100 — 1800 m.H.e.):
PEKOHCTPYKIMja OHOJIOIIKOr CPOJACTBA Y KOHTEKCTY [pPyLITBeHE CTPYKType
OpoH3aHoI0ICKe MomyJIalnuje

KOja je MOje ayTOPCKO JIeJIO.

Jlucepraiyjy ca CBUM MPUIIO3MMAa MPEao/ida caM y eJIEKTPOHCKOM (opMary MmOroHOM
3a TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy TOKTOPCKY JMCEPTAIH]jy MMOXPambeHy y JIUruTaiHu peno3uTopujyMm Y HUBEp3UTETA
y beorpamy Mory na KopucTe CBU KOjH TOIITY]y OJIpeade caapikaHe Yy ogadpaHoOM TUITY
muniennie Kpearusae 3ajeqauiie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce OTy4ro/Ja.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpPCTBO - HEKOMEPIIHjAJTHO

3. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIHjaITHO — 0e3 mpepaie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjaJTHO — JACIUTH MOl HCTUM YCIOBHMA

5. AytopctBo — 6e3 pepaje

6. AyTOpCTBO — JIETUTH O] UCTUM YCIOBUMA

(MosiuMo 1a 3a0KpYXKHTE CaMO je[HY OJ IIeCT MOHylEeHHX JHUICHIIM, KpaTaK OIUC

JIUTIEHIIN j€ CACTaBHU JICO U3]jaBe).

[Torniuc nokropanaa

VY Beorpany, 23.05.2023.
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1. AytopctBo - Jl03BOJbaBaTe YMHOXKABAWkE, JUCTPUOYIIN]Y U jABHO CAOMIITABAKE JENa,
W mpepajie, ako ce HaBejIe MMe ayTopa Ha HauWH ojpel)eH o/1 cTpaHe ayTopa MK TaBaola
JMIICHIIE, YaK B Y KoMepiujaiae cBpxe. OBo je Hajcin0001HU]a O] CBUX JTUICHITH.

2. AytopcTBO — HeKoMepIjaiHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, AUCTPUOYIIU]Y U jaBHO
caominuTaBame Jefa, U pepaje, ako ce HaBesle MMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH o/ cTpaHe
ayTopa Wiu AaBaola Juienne. OBa JIMIIEHIIa HE 03BOJhaBa KOMEPIHjAIHY YIOTpeOy
Jena.

3. AyTopcTBO - HEKoMmepuujaiHO — 0Oe3 mpepazne. Jlo3BospaBaTe yMHOKaBame,
IUCTpUOYLIM]y ¥ JaBHO CAOMIITaBAE Jiefia, 0e3 MpoMeHa, MpeodIuKoBamba UITH yIoTpede
JieTia y CBOM JIelTy, aKO ce HaBeJIe MMe ayTopa Ha HauuH ojpel)eH oJ] cTpaHe ayTopa Wil
naBaolia Juuenie. OBa JUICHIA He 103B0JbaBa KOMEpLUjaIHy yoTpeOy aena. Y ogHocy
Ha CBE OCTajie JIMIICHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM C€ OrpaHW4YaBa Hajpehum oOMM TmpaBa
Kopuurhema nena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpLHUjaTHO — JAEIUTH IOJ HUCTUM YycioBuMa. [lo3BospaBate
YMHOXaBame, TUCTPUOYIIM]y U jaBHO CAOIIITaBamkEe Jelia, U Ipepajie, ako ce HaBee uMe
ayTopa Ha Ha4MH oJpel)eH O] CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JMIEHIE U aKo ce mpepaja
IMCcTpuOyHpa TMOJ WCTOM WM CIMYHOM JHieHIIoM. OBa JIMIIEHIIA HE J103BOJbaBa
KOMepIHjanHy ynorpely Jieia u mpepaja.

5. AyropctBo — 6e3 mpepane. J[o3BospaBaTe yMHOXKaBawme, AUCTPUOYILH]y U jaBHO
CaoIIITaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, npeodInKoBama Wi YIoTpeoe 1ea y CBOM eIy, aKo
ce HaBeJIe MMe ayTopa Ha Ha4YwH ojipel)eH o1 cTpaHe ayTopa WM jJaBaoinia mieHie. OBa
JMIICHIIA T03BOJhaBa KOMEPIUjalIHy YIIOTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO - JENUTH TMOJl HUCTHM YycioBuMa. J[03BoJbaBaTe yYMHOXKaBambe,
JTUCTPUOYIIM]y W jJaBHO CAOIIITaBaKkE JIeNia, U Mpepaje, ako ce HaBelIe MMe ayTopa Ha
HauuH ozpeheH ol cTpaHe ayTopa WiTH JaBaolia JIMIICHIIE U aKo ce Mpepajia TUCTpUoyrpa
MIOJT UCTOM WJIM CITMYHOM JiiieHI[oM. OBa JIUIEHIIAa 103BOJhaBa KOMEPIUjaIHY YIIOTpeOy
nena u npepaga. Ciimdyaa je copTBEPCKUM JIMIIEHIIaMa, OJTHOCHO JIUIIEHIIaMa OTBOPEHOT

Koza.
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