UNIVERSITATEA BABES-BOLYAI
FACULTATEA DE BIOLOGIE SI GEOLOGIE
SCOALA DOCTORALA BIOLOGIE INTEGRATIVA

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Ereditate materna in populatii
istorice la portile Europei

Doctorand: Ioana RUSU

Conducator stiintific: Prof. Dr. Horia Leonard BANCIU

CLUJ-NAPOCA, 2019




REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Ereditate materna in populatii
istorice la portile Europei

Doctorand: Ioana RUSU

Conducator stiintific: Prof. Dr. Horia Leonard BANCIU




Cuprins
T =YL o] g=\VA (] 1 (o) T T T T T T OO TUOPRRRRRRRR 1
INEFOTUCETE ... 5

I. ADN vechi: instrument de cercetare folosit pentru a dezvilui trecutul populatiei umane 6

1L SCUIL ISTOTIC .t 6
1.1. Primele secvente de ADN VECHI......ccouiiiiiiiiiiiiiiiiic e 7
1.2. Progresul metodologic $1 Studii ChEIe........ccvviiiiiiiiiiciie e 7

2. Caracteristicile ADNa si dificultatile aSOCIate ..........ccveieiiiiieiiiiiiie e 11
2.1. Conservarea ADN si modificarile POSt-MOITEM.........c.oovviiiiiiieiie e 11
2.2. Contaminarea si autentificarea rezultatelor...........cccoovviiiiiiiiici e, 14

3. ADNmt ca sistem genetic utilizat in studiul istoriei populatiei umane.............cc.ccceeverernnene. 17
3.1. Proprietatile ADN-UlUi MItOCONAITAl .........ccoiiiiiiieiee s 18
3.2. Variatii ale secventei ADNmt in populatia umana.............ccoceevieiiiienieiesieneee e 19
3.3. Metode de analiza a ADN-ului mitocondrial .............cccoeviiiiiiiiiiiice 20

3.3.1. Amplificarea si secventializarea Sanger a regiunilor hipervariabile....................... 21
3.3.2. Secventializarea de noud generatie a intregului genom mitocondrial..................... 22

4. Istoria Europei reflectata de studii de ADN VEChI .....ocvviviiiiiiiiiicic e 25
4.1. Conexiuni genetice Tn EPoca BronzulUi............cccoviiiiiiiiiiiiiiceeee e 25
4.2. Genetica populatiilor din perioada medievala..............ccoovveiiiiiiieninc e 26
4.3. Genomuri moderne si antice din teritoriul actual al Romaniei ..........cccoceeeiiiiiiiinnnne, 27

1. SCOPUL STUTTUIUT ... bbbttt 30
1. Materiale si metode ... 31

1. Situri archeologice si informatii privind probele analizate .............ccocvvvveieieneninieninenns 31

2. Analize de antropologie fIZICA...........cceviiiiiiiiii 35
2.1. Determinarea profilului DIOIOGIC..........coiiiiiiicc 35
2.2. Evaluarea conditiilor patologice si a leziunilor traumatice............ccocevvivviivenisiinnene, 36

3. Analiza moleculard @ ADN-UIUT VECNI .....cc.oiiiiiiiiiiiie s 36
3.1. Metoda clasicd pentru reconstruirea regiunilor hipervariabile ale genomului
MITOCONITAL ...t 38

3.1.1. Pregatirea ProDEIOT ......ccviiiiiiiiiieie et 38
3.1.2. Extractia standard de ADN ..o 38
3.1.3. Extractia simultana de ADN-PIrOteINe ........cccovveiiiiiiiieieiie e 39
3.1.4. Amplificarea segmentelor hipervariabile (HVS) .......ccooiviiiiiiiiiiieec e, 40
3.1.5. Clonarea si secventializarea ADN.........cccooiiiiiiiiiiiici e 42
3.1.6. Criterii de aUtentifiCare............ccoooiiiiiiiiiiic s 43
3.2. Secventializarea de NOUA ENETALIC .......ccvevveriiriirieieiereie e 44
3.2.1. Extractia ADN si construirea bibliotecilor de ADN ..o 44
3.2.2. Capturarea secventelor de ADN mitocondrial si secventializare.............c.cccovenne. 47



3.2.3. Analiza bioinformaticd a secventelor brute............cceviveiiiiiiniie i 49

4. Analize comparative folosind date de ADNmt din literatura...........cccevvvveriiieiiieenniie e 50
4.1. Secvente moderne si vechi de ADNmt folosite in analizele comparative ..................... 50
4.1.1. Analize de genetica pOPUlatiilor..........cueiiiiiiiiiiiii e 52
4.1.2. Analiza filogenetica si fillogeografica .........ccoovviveieieiiiiieicee e 54

IV. Rezultate si diSCUtii............ccocooiiiiiiiiiiii 55
1. Ereditate materna in populatia medievala de la Capidava ............ccocovvviiiiiiiinciice, 55
1.1, ConteXtul @rNEOIOQIC .....cvv et 57
1.2. Profilul biologic, patologie, tralume ...........ccceieeieiie e 61
1.3. Diversitatea genetica in randul indivizilor inmormantati dupa ritual crestin, reflectata de
regiunea de control a genomului mitocondrial...........cccccovvveiiieiece e 66
1.3.1. Autentificarea rezultatelor ... 66
1.3.2. Haplogrupuri mitocondriale si relatiile dintre iNdiVIzi...........ccccooveveiiiinciiicnen 72
1.3.3. Conexiuni genetice cu alte populatii medievale..........ccooveriiiiiiininiiiccc e 73
1.3.4. Legaturi genetice cu populatii MOAEINE ......ccevvereeriiiiiiiciie e 78

1.4. Profilul genetic reflectat de secventa intregului genom mitocondrial..............c.cccceenene. 82
1.4.1. Rezultatele procesarii bioinformatice a datelor brute ...........cccvvvviiiiiiiiiie e, 83
1.4.2. Rafinarea incadrarii in haplogrup a indivizilor crestini .........ccoovevvvieiieeiiiincneene. 86
1.4.3. Diversitatea haplogrupurilor mitocondriale in randul indivizilor din groapa comuna
(COMPIEX CB8) ...ttt bbbttt b et 88
1.4.4. Distributia geografica si relatiile filogenetice pentru liniile materne identificate in
randul indivizilor din groapa COMUNA ..........ceeiiiiiiiiii e 90
1.4.5. Relatii genetice ale populatiei medievale de la Capidava cu alte populatii vechi... 97

1.5. Influente genetice si posibilele origini geografice ale indivizilor studiati .................... 99

2. Linii mitocondriale la indivizii de Epoca Bronzului si premoderni din situl arheologic
IVIIFBASA ... bbbt 101
2.1. Contextul arheologic si datarea CU radioCarboN .............ccovvvevrineiiienerese e 102
2.2. Analiza 0StEOIOZICA .......iiuiiiiiiiici e 104
2.3. Tipare ale polimorfismelor la nivelul regiunii de control mitocondriale...................... 106
2.3.1. Cele mai probabile haplogrupuri mitocondriale ale indivizilor de Epoca Bronzului
ANATIZALT ..ottt ettt re e neene e 107
2.3.2. Haplogrupurile mitocondriale ale probelor pre-moderne...........ccccccoeveveiienieennnn. 110

2.4. Profilul mitocondrial complet al indivizilor de Epoca Bronzului..............c.cccccveivenne. 111
2.4.1. Rezultatul analizei bioinfOrmMatiCe .............cccovvviiiiiiiicic e 112
2.4.2. Relatii filogenetice $i fllogeografice .........ccvviiieiiiiiiieiseseee e 112

V. CONCIUZIT ST PEISPECLIVE........oviiiiiiiiiiiiiiei et 116
Materiale SUPIIMENTATE..........ooiiiiie et e e e e ra e 119

Appendix |. Populatii medievale (Set de date 1) utilizate in analiza comparativa pe baza
HVS-I a indivizilor medievali crestini de la Capidava....................ccoonii 119

Appendix I.1. Informatii cu privire la populatiile identificate in literatura..............ccocovvrnenne. 119



ApPendiX 1.2, BIDHOGIAFI® .....ccveiiiii et te e 120

Appendix 1.3. Frecventa haplogrupurilor mitocondriale............cccoecerieriiiinieiinnene e 121
Appendix 1.4. Valorile Fst si valorile semnificative p (VErde) .......cooevvvviieienenciincseeen 122
Appendix 1.5. Matricea valorilor SIatKin Fsr ..o 123
Appendix 1.6. Valorile absolute ale haplotipurilor COMUNE ..........cccceevvieieeviee e 124

Appendix I1. Populatii moderne eurasiatice (Set de date II) utilizate in analiza comparativa

pe baza HVS-I a indivizilor medievali crestini de la Capidava.................cccccooeiiinnnnnn. 125
Appendix Il.1. Informatii cu privire la populatiile identificate Tn literatura .............c.ccoovennee. 125
AppendiX 11.2. BIDHOGrafie ........ccooviiiee e 127
Appendix 11.3. Frecventa haplogrupurilor mitocondriale ............coceveriniinininnenenenesesenes 130
Appendix 11.4. Valorile Fsr si valorile semnificative p (Verde) .........ccoovevevvieninciciiieie, 131
Appendix 11.5. Matricea valorilor SIatKin FsT ..o 133

Appendix I11. Secvente mitocondriale complete utilizate in retelele filogenetice (Set de date

L T ST TSP T TSSO ST PP PPRPRO 135
Appendix I11.1. Genomurile mitocondriale complete publicate in bazele de date si folosite in
analiza filogenetica a indivizilor din groapa comuna de la Capidava (C58)...........ccccevvrnnene 135
Appendix T2, BiblOGrafie.........coviiiieie s 142
Appendix I11.3. Genomurile mitocondriale complete publicate in bazele de date si folosite in
analiza filogenetica a indivizilor de Epoca Bronzului de la Mireasa............cccocevvnerencnnnnnns 146
AppendixX HLA. BiblIOgrafie........cccooiiiiicc e 148

Appendix V. Populatii istorice (Set de date IV) utilizate in analiza comparativa pe baza

intregului genom mitocondrial a indivizilor medievali de la Capidava.............c.ccocevcvrnnnne 150
Appendix IV.1. Descrierea Probelor ..........c.coveiiiiiiieiece s 150
AppendiX V.2, BIbHOGrafie..........ccoviiieiie e 163
Appendix IV.3. Valorile Fsr si valorile semnificative p (VErde) .......ccccoovvvieiiicicncieiee 164
Appendix 1V.4. Matricea valorilor SIatKin Fst.....ccooeiviiiiieiecccerece e 165

BIDIIOGIATIE ...t 166

LiSta 0 TMAGINT ...t e 180

Lista de tabele ...........cooviiii 183

MUIUIMIET .. 184

Performanta stiintificd (lucrari publicate)..............cccooiiiiiiiiie 186
Lista lucrdrilor stiintifice INCluse TN teZA ..........cccveiiiiiiiiiii 186
Lista lucrdrilor stiintifice NeIncluse T teZa ...........ccovvviiiiiiiiiii e, 186
Lista participarilor 1a CONfEIINEE ........ooovviiiiiiieiice e 186



Lista abrevierilor

ADN Acid dezoxiribonucleic

ADNa ADN antic/vechi

ADNmt ADN mitocondrial

bp Perechi de baze

BSA Albumina serica bovina

CTAB Bromura de cetil-trimetil-amoniu

HC Clustering ierarhic

HTS Secventializare ADN High-Throughput
HVS-I Regiunea Hipervariabila I

HVS-1I Regiunea Hipervariabila 11

MRCA Cel mai recent stramos comun

NGS Secventializarea de noud generatie

np Pozitia nucleotidelor

PCA Analiza componentelor principale

PCR Reactia in lant a polimerazei

PCs Componenetele principale

PTB “N-phenacylthiazolium bromide”

rCRS Secventa de referintd Cambridge revizuita (ADNmt)
RFLP Polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie
RSRS Secventa de referinta Sapiens reconstruita
SHA Analiza haplotipului comun

SNP Polimorfism uninucleotidic

Cuvinte cheie

ADN vechi, haplogrup mitocondrial, extractie dualda ADN-proteine, secventializarea de noud

generatie, diversitate geneticd, genetica populatiilor umane



Ereditate materna in populatii istorice la portile Europei

Introducere

Aspecte legate de originea omului, trecutul sau evolutiv, precum si istoria populatiilor au
starnit curiozitatea de milenii. Genomul populatiei umane este modelat Th mod continuu de
evenimente demografice majore si, din moment ce amprentele genetice sunt mostenite de la
generatiile anterioare, o dovada constanta a trecutului este reprezentata de materialul genetic
uman actual. Prin urmare, studiul variatiei genetice umane reprezinta un instrument util pentru
evaluarea tiparelor de migratie, a influentelor determinate de amestecul populatiilor asupra
fondului genetic si pentru determinarea originii populatiilor. Schimbarile demografice recente
au, de asemenea, o influentd asupra fondului genetic uman actual si pot masca impactul unor
evenimente mai vechi. Din acest motiv, accesul direct la moleculele de ADN conservate in
resturile fosile sau arheologice ofera informatii valoroase pentru o mai buna intelegere a istoriei

genetice a populatiilor umane.

I. ADN vechi: instrument de cercetare folosit pentru a dezvalui trecutul populatiei umane

Studiul ADN-ului antic a inceput sa se contureze ca domeniu de cercetare in anii ‘80 si a
suferit transformari impresionante de-a lungul timpului. Primele studii de ADN vechi s-au axat,
in general, pe analiza fragmentelor genomice extranucleare (ADN mitocondrial si/sau
cloroplastidian) care sunt mai numeroase intr-o celula decat fragmentele de ADN nuclear. Acest
aspect faciliteazd recuperarea materialului genetic si permite replicarea satisfacatoare a
rezultatelor. Datorita imbunatatirilor tehnice din ultimul deceniu (secventierea masiva paralela,
insotita de o crestere a puterii de calcul), a fost posibila recuperarea si analizarea secventelor
nucleare de ADN cu o mai mare regularitate (Linderholm, 2016). in acelasi timp, domeniul a
progresat de la analiza a catorva sute de perche de baze (pb) la analiza a sute de milioane de
perechi de baze, o schimbare tehnologica care a permis aprofundarea cunostintelor despre istoria

genetica a omului (si a celor mai apropiate forme inrudite) (Slatkin si Racimo, 2016).

1. Scurt istoric
Tn decursul ultimilor 30 de ani au fost publicate din ce n ce mai multe studii de ADN
vechi ce au Incercat sa raspundd la o gama variatd de intrebari legate de evolutia si genetica

populatiei umane cu scopul de a reconstrui trecutul istoric.

1.1. Primele secvente de ADN vechi

Domeniul de cercetare al ADN-ului vechi dateaza din 1984, cand Higuchi si colab.
(1984) au reusit pentru prima data sa izoleze molecule de ADN dintr-un specimen muzeal, vechi
de 140 de ani, ce apartinea unui membru disparut din genul Equus, o specie inrudita cu calul si

zebra. Pe langa faptul ca in acest studiu s-a demonstrat ca moleculele ADN pot fi conservate si
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recuperate din specimenele antice, importanta acestui studiu seminal consta in faptul ca a scos in
evidenta posibilitatea utilizarii moleculelor de ADN vechi pentru a clarifica relatiile filogenetice
ale speciilor disparute, deoarece rezultatele de ADNmt au aratat ca quagga a fost mai strans
inrudita cu zebra comuna decat cu calul (Higuchi si colab., 1984; Stoneking, 2016).

Un an mai tarziu, Paabo (1985) a secventializat si a clonat un fragment de ADN uman cu
0 lungime de 3,4 kpb, provenit de la 0 mumie egipteana, veche de aproximativ 2400 de ani.
Cercetarile ulterioare (Paabo si Wilson, 1988) au atras atentia asupra uneia dintre cele mai mari
probleme asociate studiilor de ADN vechi, contaminarea, si este acum acceptat ca primele date
genetice obtinute de la mumia egipteana, mentionatd mai sus, au fost rezultatele contaminarii cu

ADN exogen.

1.2. Progresul metodologic si studii cheie

Domeniul de cercetare al ADNa a progresat rapid odatd cu dezlvoltarea tehnicii
cunoscuta sub numele de reactia in lant a polimerazei sau PCR (Mullis si Faloona, 1987). Datele
genetice antice obtinute prin PCR au fost folosite pentru a analiza o gama variata de specii, cu o
distributie geografica si geografica larga, pentru a lamuri anumite aspecte biologice: procese
filogenetice si evolutive, istoria populatiilor si filogeografie, dietd si comportamente,
domesticirea anumitor specii (Hofreiter si colab., 2001; Paabo si colab., 2004; Paijmans si colab.,
2013). Spre sfarsitul anului 2000 s-a dovedit ca multe din secventele ADNa raportate anterior (de
ex. cele ale insectelor pastrate in cihlimbar) nu au putut fi reproduse (Austin si colab., 1997), in
timp ce altele (de ex. cele din oase de dinozaur) s-au dovedit a fi rezultatul contaminarii cu ADN
exogen (Young si colab., 1995). Aceste studii de Tnceput au demonstrat dificultatea evitarii
contaminarii atunci cand se lucreaza cu ADNa.

Aproape toate limitdrile asociate cu tehnica PCR cuplatd cu secventializarea traditionala
Sanger au fost depasite in prima decada a secolului XX, dupd aparitia tehnologiilor NGS
(Margulies si colab., 2005). Dezvoltarea NGS a deschis calea pentru optimizarea altor procedee
cu implicatii cruciale pentru bioarcheologia moleculard, cum ar fi extractia ADN si selectia
fragmentelor de interes (target enrichment) (Hofreiter si colab., 2015). Numarul mare de
secvente de date generate prin NGS au stimulat, totodata, dezvoltarea instrumentelor
bioinformatice necesare pentru reconstructia secventelor originale pornind de la secvenetele
brute.

Folosind NGS, au fost obtinute mai multe informatii despre evolutia omului si despre
relatiile dintre omul anatomic modern si alte subspecii arhaice (Fu si colab., 2015; Hajdinjak si
colab., 2018; Reich si colab., 2010), cu potentialul ca alte secrete genetice ale mai multor

specimene antice vor fi descifrate cu succes. De exemplu, studiile ample, bazate pe zeci sau mii
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de probe vechi, focalizate pe diferite perioade istorice, oferd o imagine mai clara a istoriei
populatiei umane din zona Eurasiatica (Allentoft si colab., 2015; Damgaard si colab., 2018;
Mathieson si colab., 2018; Mathieson si colab., 2015; Neparaczki si colab., 2018; Stolarek si
colab., 2018; Tassi si colab., 2017; Wang si colab., 2018).

Chiar daca tehnica NGS a revolutionat domeniul bioarcheologiei moleculare, aceasta este

in continud dezvoltare, deoarece inca existd loc de imbunatatiri.

2. Caracteristicile ADNa si dificultatile asociate
Spre deosebire de studiile de ADN modern, cele de ADN vechi intampina o serie de
probleme metodologice specifice domeniului, datorate proprietatilor pe care moleculele de ADN
din resturi arheologice o au. Principala dificultate este generarea unui numar suficient de

autentice secvente de ADN pentru a face un studiu concludent (Gilbert si colab., 2005)

2.1. DNA preservation and post-mortem modifications

Dupa ce organismul devine inactiv, procesele de reparare celulard inceteaza si, astfel,
leziunile ADN se acumuleazi progresiv. In plus, compartimentele celulare incep si se
dezintegreze si, drept consecintd, moleculele de ADN devin expuse efectelor intense ale
diferitilor factori care le afecteaza stabilitatea si pot cauza pierderea ADN-ului recuperabil. Tn
afara de scaderea cantitdtii totale de ADN conservat in probele antice, pot aparea diferite forme
de deteriorare a ADN-ului (rupturi ale catenelor, leziuni oxidative, ADN crosslinks si leziuni
hidrolitice). De exemplu, fragmentarea ADN limiteaza lungimea secventelor ADN care pot fi
amplificate prin PCR, unele leziuni blocheaza activitatea ADN polimerazei, altele cauzeaza
incorporarea unor baze incorecte in timpul PCR. Toate aceastea provoaca impedimente in
etapele experimentale necesare prentru recuperarea si procesarea ADNa (Dabney si colab.,
2013Db).

Pe langa procesele chimice care afecteaza structura ADN-ului si gradul lui de conservare
dupa moartea organismelor, mediul de depozitare (umiditate, temperatura, salinitate si pH) joaca
un rol important in progresul degradarii (Dabney si colab., 2013b). Supravietuirea ADN-ului este
favorizata Tn anumite circumstante cum ar fi regiunile de permafrost sau zonele in care
ramasitele sunt deshidratate imediat dupa deces (Orlando si colab., 2013; Willerslev si colab.,
2007). Ratele de degradare a ADN-ului diferd in functie de tipul de tesut. Tesuturile minerale
(oase si dinti) sunt predominant utilizate ca sursa de izolare a ADN-ului, deoarece adsorbtia
ADN-ului la fractiunea anorganicd a hidroxiapatitei incetineste rata degradarii si datoritd
ubicuitatii lor in inregistrarile arheologice si paleontologice (Campos si colab., 2012; Lindahl,

1993).
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2.2. Contaminarea si autentificarea rezultatelor

Contaminarea este una dintre cele mai serioase inconveniente in studiile ADN vechi, in
special in analize de ADN uman din cauza relatiei evolutive stranse dintre resturile umane
arheologice si omul modern care le manipuleaza, incepand de la sapaturile archeologice pana la
diferitele experimente de laborator (Kirsanow si Burger, 2012). Problema contaminarii este de
fapt o problemd de abundenta relativa intre ADN endogen si exogen. Chiar si in probele
arheologice bine conservate, cantitatea de ADN amplificabil este semnificativ mai mica (de mii
de ori) decét potentialele molecule contaminante din mediu (de exemplu, picaturi de aerosoli)
(Willerslev si Cooper, 2005). Contaminarea moderna umana este cea mai insidioasa, dar exista si
alte doua forme de contaminare care pot afecta analiza ADNa: substantele inhibitoare co-extrase
si ADN-ul microbian din mediu (Stoneking, 2016).

Tn timpul experimentelor de laborator, cea mai mare sursi potentiali de contaminare
asociatd cu metodele bazate pe PCR este reprezentata de produsii de amplificare din
experimentele anterioare (Deguilloux si colab., 2011; Kirsanow si Burger, 2012). Prin urmare, au
fost descrise si utilizate strategii standard pentru a evita, minimiza si detecta contaminarea
(Cooper si Poinar, 2000; Paabo si colab., 2004; Poinar, 2003). Cele mai importante criterii
utilizate pentru a asigura autenticitatea ADN includ: i) procesarea probelor in camera curata,
izolata fizic si dedicata analizei ADNa; ii) utilizarea controalelor negative; iii) reproductibilitatea
rezultatelor si replicarea independentd; iv) clonarea si secventializarea produsilor PCR; V)
testarea comportamentului molecular; vi) cuantificarea; vii) sens filogenetic.

In cazul secventelor obtinute prin NGS, se pot utiliza metode computationale pentru a
identifica tiparele caracteristice ale degradarii ADN cu scopul de a evalua autenticitatea
rezultatelor, ceea ce elimina necesitatea replicarii rezultatelor (Linderholm, 2016). Cu toate
acestea, contaminarea cu ADN exogen ramane o problema centrala in studiile de ADN vechi,

..........

incrucisate intre probe (Llamas si colab., 2017).

3. ADNmt ca sistem genetic utilizat in studiul istoriei populatiei umane
De la aparitia domeniului de cercetare a ADN-ului vechi, preferinta pentru o anumita
regiune genomica a fost determinata de disponibilitatea si progresul tehnologiei necesare pentru
a analiza si a interpreta datele genetice. Cel mai frecvent utilizat sistem genetic pentru evaluarea
diversitatii moleculare a populatiilor umane istorice a fost ADN-ul mitocondrial, datoritd unei

combinatii de proprietati particulare si din considerente practice (Galtier si colab., 2009).
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3.1. Proprietitile ADN-ului mitocondrial

Mitocondria, organit citoplasmatic responsabil de producerea energiei celulare, are un
genom mic, independent de cel nuclear (replicarea autonoma) (Schatz si colab., 1964). Spre
deosebire de ADN-ul nuclear, cromosomul mitocondrial este organizat ca o molecula circulara
dublu-catenara, asemanatoare genomului bacterian. Secventa completd a genomului mitocondrial
uman are 16569 perechi de baze si contine 37 de gene implicate in respiratia celulara, principala
functie a mitocondriilor (Anderson si colab., 1981). Pe langa regiunea de codificatoare, ADNmt
include un fragment de aproximativ 1100 bp, denumit regiune de control, deoarece are in
principal functii de reglare. ADN-ul mitocondrial uman a fost utilizat extensiv ca marker
molecular pentru studiul evolutiei umane si a migratiilor populatiilor umane, datorita
caracteristicilor sale particulare care 1l fac adecvat pentru astfel de studii: numarul ridicat de

copii, mostenirea pe linie materna, lipsa recombinarii si rata mutationala mare (Kivisild, 2015).

3.2. Variatii ale secventei ADNmt in populatia umana

Istoria evenimentelor mutationale poate fi reconstruita si vizualizata cu ajutorul arborilor
filogenetici care ilustreaza relatiile evolutive dintre secventele de ADN ale unei populatii sau ale
unei specii. Liniile inrudite de ADNmt, care au acelasi set de polimorfisme (mutatii de
diagnostic), sunt grupate Tn haplogrupuri care au evoluat din acelasi stramos comun, si reprezinta
astfel, puncte majore de ramificatic in arborele filogenetic mitocondrial. Cele mai comune
ramuri ale arborelui filogenetic mitocondrial au fost etichetate cu litere ale alfabetului latin
(Torroni si colab., 1993). Primele haplogroupuri mitocondriale au fost notate cu literele A, B si C
si au fost atribuite variatiei genetice din randul americanilor nativi (Torroni si colab., 1993).
Literele H-K sunt asociate cu linii mitocondriale europene (Torroni si colab., 1994), in timp ce
cel mai vechi haplogroup mitocondrial, regasit in Africa, este numit L (Chen si colab., 1995).
Acumularea rapidd a secventelor complete de ADNmt din diferite populatii umane a dus la
construirea si, ulterior, actualizarea arborelui filogenetic mitocondrial uman (van Oven si
Kayser, 2009). Arborele mitocondrial utilizat Tn prezent (mtDNA tree Build 17:
http://www.phylotree.org/) are o structurd robustd si oferda o viziune cuprinzitoare asupra
evolutiei genetice umane din perspectiva materna (van Oven, 2015).

Secventa genomului mitocondrial uman, secventa de referinta Cambridge (CRS), a fost
generata in 1981 si a fost utilizatd ca secventd de referinta pentru a inregistra polimorfismul
genetic mitocondrial uman (Anderson si colab., 1981). Opt ani mai tarziu, aceasta a fost inlocuita
cu o versiune actualizatd (Secventa de referinta Cambridge revizuita, rCRS) in care erorile

initiale de secventializare au fost eliminate (Andrews si colab., 1999). Se cunoaste acum ca
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secventa de referinta revizuita apartine haplogroupului european H2a2al (van Oven si Kayser,

2009).
3.3. Metode de analiza a ADN-ului mitocondrial

3.3.1. Amplificarea si secventializarea Sanger a regiunilor hipervariabile

Metoda traditionala se bazeaza pe selectarea tintita a regiunilor de interes si amplificarea
acestora prin PCR. Fragmentele genetice de interes sunt, de obicei, amplificate din ADN-ul
izolat, tintind cateva fragmente nucleotidice scurte si suprapuse (<200 bp), necesare datorita
naturii degradate a moleculelor de ADN (Gabriel si colab., 2001). Cea mai frecventa regiune
vizata este bucla D (HVS-I) a genomului mitocondrial uman, deoarece este cea mai polimorfica
si contine informatii filogenetice relevante. Metoda principala folosita pentru secventializare este
metoda Sanger, utilizatd pe scara largd si cunoscutd acum ca tehnologia de secventializare de

prima generatie.

3.3.2. Secventializarea de noua generatie a intregului genom mitocondrial

Desi strategiile bazate pe tehnica PCR sunt in prezent cele mai eficiente pentru tintirea si
amplificarea regiunilor de ADN de interes, tehnica NGS devine tot mai accesibila, fiind adesea
preferatd din mai multe motive (Vai si colab., 2016). Secventializarea de tip Sanger are 0
capacitate redusa si, drept consecintd, este costisitoare pentru secventializarea regiunilor
genomice vaste, in timp ce platformele NGS permit generarea a miliarde de fragmente genetice
intr-o singura etapa de secventializare si, prin urmare, costul este redus substantial (Rizzi si
colab., 2012). Etapele necesare pentru pregatirea probelor pentru secventializarea NGS necesita
mai putin timp. Un alt avantaj al NGS este posibilitatea de a recupera informatiile genetice
stocate chiar si in molecule de ADN scurte (30 pb) care sunt dominante in probele vechi
degradate si care nu pot fi detectate prin PCR (Dabney si colab., 2013a). Tn plus, cu ajutorul
instrumenetelor bioinformatice adecvate, se pot evalua tiparele de degradare ale ADN-ului,
specifice moleculelor antice, pentru a discerne intre secventele autentice si cele contaminate (Vai
si colab., 2016). Aceste aspecte au condus la o crestere substantiala a datelor genetice care au
creat necesitatea dezvoltdrii de noi algoritmi si resurse computationale pentru a procesa, stoca si
a transmite secventele generate (Muir si colab., 2016).

In prezent, exista patru platforme frecvent utilizate pentru secventierea masiva paraleld,
bazate pe principii mai mult sau mai putin asemanatoare in ceea ce priveste construirea
bibliotecilor de ADN, chimia reactiei de secventializare si randament (Knapp si Hofreiter, 2010).
Cel mai folosit sistem in studiile de ADN este Solexa, comercializat de Illumina, datorita
faptului ca permite citirea unor fragmente de lungime redusa (75 sau 100 pb), precum cele vechi

(Metzker, 2010). Exista trei etape cheie pentru generarea citirilor de secvente: (i) construirea
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bibliotecilor de ADN; (ii) capturarea si amplificarea fragmentelor de interes; (iii)

secventializarea NGS.
4. Istoria Europei reflectata de studii de ADN vechi

4.1. Conexiuni genetice in Epoca Bronzului

Epoca Bronzului in Europa (3,000-1,000 BC) a fost o perioada dinamica, caracterizata de
miscari pe scard-largd, inlocuiri si amestecuri populationale care au modelat peisajul genetic al
populatiei umane moderne din Europa si Asia.

Sudii complexe bazate pe analiza datelor genomice ale indivizilor asociati culturii
Yamnaya din regiunea Potico-Caspica au aratat migrarea masiva inspre Europa, in Epoca
Bronzului timpuriu. Datele genetice au ilustrat faptul c¢a populatia din stepa este un amestec de
cel putin doud elemente: descendenti ai vanatorilot-culegatorilor din estul Europei si vanatori-
culegatori din Caucaz (de Barros Damgaard si colab., 2018). Migratia populatiilor din stepa
Potico-Caspica, populatii de pastori migratori asociati culturii Yamnaya, inspre centrul si nordul
Europei si amestecul cu populatia locald Neolitici au dat nastere culturii “Corded-Ware”. Tn
acelasi timp, afinittile genetice dintre Yamnaya si cultura Afanasievo din regiunea Altai-Sayan,
indicd un val de migratie estic, inspre centrul Asiei (Allentoft si colab., 2015). Este foarte
probabil ca aceste valuri de migratie sa fi fost declansate de inovatii tehnologice asociate
calaritului, asociate culturii Yamnaya (Nielsen si colab., 2017).

Studiul complex privind primii agricultori din sud-estul Europei (Mathieson si colab.,
2018) a aratat ca aceasta regiune geografica "a servit ca zona de contact genetic intre est si vest
n decursul a mii de ani", cu legaturi genetice sporadice cu populatiile din stepd, care au avut loc
cu pana la 2000 de ani mai devreme decét influxul semnaturilor genetice din stepa in Europa
Centrala si de Nord. Chiar daca istoria genetica a fost caracterizatd pentru diferite regiuni
geografiece din Europa, mai ales din perioada Mezolitica pana in Epoca Bronzului, tiparul

acestor legaturi genetice ramane sa fie verificat prin dovezi particulare, specifice fiecarei situatii.

4.2. Genetica populatiilor din perioada medievala

In comparatie cu alte perioade istorice, pentru populatiile europene medievale existi
putine date arheogenetice disponibile, in special pentru regiunea sud-estici. In prezent, peisajul
genetic al acestei epoci este ilustrat ca un puzzle cu piese cunoscute mici si dispersate. Pana de
curand, majoritatea studiilor ADN din perioada medievald au vizat numai regiunea de control a
genomului mitocondrial, plus unele SNPs-uri informative din regiunea de codificare, pentru un
numar mic de probe (aproximativ 10-30) per populatia analizata: protobulgari (Nesheva si
colab., 2015); cumani (Bogacsi-Szabo si colab., 2005); lombarzi (Alt si colab., 2014; Vai si
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colab., 2015); slavi (Csakyova si colab., 2016; Juras si colab., 2014), vikingi (Krzewinska si
colab., 2015); spanioli (Alzualde si colab., 2006). Analize mai aprofundate de genetica
populatiilor medievale au fost efectuate pe baza probelor archeologice umane de pe teritoriul
actual al Ungariei (Csosz si colab., 2016; Neparaczki si colab., 2017; Tomory si colab., 2007).
Cel mai amplu studiu de ADN vechi pentru aceasta regiune si pentru perioada istorica este cel
publicat de Neparaczki si colab. (2018). Prin secventializarea si analizarea a aproximativ 100 de
genomuri mitocondriale complete apartinand ,,ungurilor cuceritori”, autorii arata ca indivizii care
au cucerit teritoriul Ungariei sunt cel mai probabil urmasi ai nomazilor din stepa Potico-Caspica,
dar care nu au avut o contributic majorda asupra fondului genetic din Bazinul Carpatic
(Neparaczki si colab., 2018). Studii interdisciplinare asupra invaziilor barbarilor au oferit
perspective noi privind organizarea sociala si tiparele de migratie asociate longobarzilor, barbari
ce 1si au originea in Pannonia si care au invadat Italia in secolul al VI-lea d.Hr. (Amorim si
colab., 2018; Vai si colab., 2018). Chiar daca cercetarea in domeniul ADN-ului vechi a
contribuit la identificarea unor piese de puzzle pe harta arheogenetica medievala a Europei, inca

mai existd numeroase necunoscute.

4.3. Genomuri moderne si antice din teritoriul actual al Roméniei

Studiile de ADN vechi care utilizeaza material arheologic provenit de pe actualul
teritoriu al Romaniei sunt putine, fiind limitate la anumite peroade istorice, cum ar fi Neoliticul
timpuriu sau Epoca Bronzului tarzie (Hervella si colab., 2015). Probabil cea mai remarcabila
descoperire este reprezentata de o fosila umana, vechede aproximativ 37.000-42.000 de ani, de la
Pestera cu Oase (Trinkaus si colab., 2003). Analiza genetica a acestui specimen a furnizat
informatii valoroase privind relatia dintre omului modern si omul de Neandertal. A fost
descoperit ca aproximativ 6-9% din genomul indidului din Pestera cu Oase deriva din cel al
omului de Neandertal, mai mult decat orice alta secventd provenitd de la orice om anatomic
modern analizat pana acum (Fu si colab., 2015). Intregul genom mitocondrial al unui Homo
sapiens de la Pestera Muierii, vechi de 35.000 de ani, a fost incadrat in haplogrupul bazal U6*,
nemaiintélnit in genomurile antice sau moderne analizate, ceea ce sustine ipoteza unei migratii
Tnapoi spre Africa din Eurasia la Tnceputul Paleoliticul superior (Hervella si colab., 2016). Datele
genomice ale altor 12 probe din Romania, ce dateaza din perioada Mezoliticd pana in cea
Neolitica, au devenit recent disponibile intr-un studiu care vizeaza clarificarea istoriei genetice a
Europei de sud-est (Mathieson si colab., 2018). Patru alte genomuri complete ale unor probele
preistorice din Portile de Fier au fost reconstruite, iar analiza lor a aratat ca procesul de
neolitizare din bazinul Dunarii de Jos sa bazat atat pe miscari populationale, cat si pe transferul

ideilor (Gonzalez-Fortes si colab., 2017).
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In prezent, majoritatea informatiilor despre peisajul genetic al populatiilor romanesti sunt
deduse din diversitatea ADN a locuitorilor actuali, reflectata de analiza regiunii de control a
genomului mitocondrial. Cateva studii au incercat sa evalueze relatia lor genetica cu alte
populatii moderne din Eurasia (Hervella si colab., 2014; Richards si colab., 2000; Turchi si
colab., 2016), in timp ce altele s-au axat pe variatia ADNmt in grupurile etnice minoritare
(Bosch si colab., 2006; Brandstatter si colab., 2007; Mendizabal si colab., 2012). Prin analiza
polimrfismului genetic la nivelul regiunii de control a genomului mitocondrial Tn réndul a
aproximativ 400 de romani, s-a constat ca diversitatea genetica este relativ omogena din punct de
vedere geografic in intreaga tara, fondul genetic fiind compus, in principal, din haplogrupuri
tipice pentru vestul Eurasiei (Turchi si colab., 2016). Un alt studiu (Hervella si colab., 2014) a
aratat ca exista un anumit grad de diferentiere genetica intre indivizii care traiesc in bazinul
Carpatic (Romania de Nord) si cei din afara Carpatilor (Romania de Sud. Pentru a aduce noi
indicii asupra posibilelor rute de migratie din trecut, un alt studiu a aratat ca tiparul de distributie
contemporana a haplogrupurilor mitocondriale din provinciile istorice (Tara Romaneasca,
Moldova si Dobrogea) este in mare parte guvernat de afinitati genetice fata de Balcani, in timp
ce populatia transilvaneana este mai stransa legata de grupurile din Europa Centrald (Cocos si

colab., 2017).
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I1. Scopul studiului

Primul scop al acestui studiu a fost de a furniza dovezi genetice pentru populatiile istorice
locale din sud-estul Romaniei (Dobruja), o regiune geografica care a servit de-a lungul timpului
ca un pasaj de trecere in ruta populatiilor migratoare, la intersectia dintre Est si Vest. Din acest
motiv, au fost analizati genetic indivizi istorici ce provin din doud situri arheologice din
Dobrogea: necropola medievala asociata cetatii Capidava si tumulul de la Mireasa ce dateaza din
Epoca Bronzului.

Pentru fiecare dintre aceste grupuri de indivizi, obiectivul principal a fost acela de a
determina arhitectura genetica a liniilor materne care poate reflecta diversitatea genetica, relatiile
de inrudire dintre indivizi, structura familiei si a populatiei, toate indicii pentru imaginea
genetica locala. Al doilea obiectiv a fost extinderea acestei imagini, prin compararea diversitatii
mitocondriale a populatiilor analizate cu alte populatii, datate in aceleasi perioade istorice.
Afinitatile genetice dintre aceastea pot oferi clarificari cu privire la miscarile populationale
anterioare si a interactiunilor dintre ele. Al treilea obiectiv a fost de a realiza o comparatie
genetica, din perspectivd mitocondriald, intre populatiile din aceeasi zond geografica, dar care
dateaza din diferite perioade istorice (Epoca Bronzului, perioada medievala si cea moderna)
pentru a identifica modificarile genetice Tn decursul timpului, Tn sud-estul Romaniei. Un alt
obiectiv, comun pentru indivizii din ambele situri arheologice, a fost acela de a profita de
rezolutia ridicatd, furnizata de variatia genetica in intregul genom mitocondrial, Tntr-o abordare
fitogeografica pentru a identifica posibilele origini genetice ale indivizilor analizati. Avand in
vedere contextul arheologic particular al necropolei de la Capidava, in care au fost identificate
doud tipuri de practici de inmormantare (gropi crestine unice si o groapa comund), a fost
realizata si evaluarea relatiilor genetice dintre cele doua grupuri de indivizi, ingropati in moduri
contrastante, in aceeasi necropola.

Al doilea scop al acestui studiu a aparut ca o consecintd a cerintelor metodologice,
specifice domeniului de cercetare al bioarheologiei moleculare. Protocoalele disponibile pentru
analiza acizilor nucleici si a proteinelor din oase si dinti stravechi presupun distrugeri repetate
ale probelor, ceea ce duce la pierderea nedorita a materialului arheologic, care este adesea pretios
si/sau limitat. Prin urmare, al doilea scop a fost dezvoltarea unei metode de izolare simultana a
ADN-ului si a proteinelor din aceeasi proba sursa pentru a reduce daunele aduse resturilor

arheologice umane si pentru a face uz de informatiile stocate in ambele tipuri de biomolecule.
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I11. Materiale si metode

1. Situri archeologice si informatii privind probele analizate
Materialul scheletic uman (29 de indivizi), prelucrat si discutat in acest studiu provine din
doua situri arheologice (Capidava si Mireasa) de pe teritoriul actual al Romaniei, regiunea de

sud-est (Dobruja).

2. Analize de antropologie fizica
Analizele de antropologie fizica au fost efectuate pentru a aduna informatii despre varsta
la momentul mortii, sex, leziuni tramatice, conditii patologice si markeri de stres, indicii pentru
structura demografica si conditiile epidemiologice in grupul de indivizi istorici analizati.
Disponibilitatea dintilor bine-conservati a fost un criteriu de selectie cutoff pentru analizele de

genetica moleculara ulterioare.

2.1. Determinarea profilului biologic
Analiza osteologica a fost efectuata folosind protocoalele standard, descrise anterior
(Buikstra si Ubelaker, 1994; Steckel si colab., 2011).

2.2. Evaluarea conditiilor patologice si a leziunilor traumatice

Fiecare schelet a fost analizat cu privire la patologiile dentare si scheletice specifice.
Principalele patologii dentare evaluate au fost: pierderea antemortem a dintilor, abcesele dentare,
tartru si periodontita, carii si hipoplazia dentara a smaltului (DEH) (Buikstra si Ubelaker, 1994;
Steckel si colab., 2011). In timpul evalurii initiale si al diagnosticului diferential au fost
respectate protocoalele descrise in literatura de specialitate (Aufderheide si Rodriguez-Martin,
1998; Ortner, 2003; Roberts si Manchester, 2005; Waldron, 2009). Leziunile traumatice si
fracturile au fost determinate urmand metodele descrise de Lovell Nancy (1998) si Buikstra si
Ubelaker (1994).

3. Analiza moleculara a ADN-ului vechi

3.1. Metoda clasica pentru reconstruirea regiunilor hipervariabile ale genomului
mitocondrial
Regiunea de control, cea mai polimorfica regiune a genomului mitocondrial uman, a fost

analizata prin amplificarea fragmentelor de interes cu ajutorul tehnicii PCR.

3.1.1. Pregitirea probelor
Izolarea AN-ului a fost realizata din pulberea obtinuta cu ajutorul unui micromotor din

pulpa dentara, dupa ce suprafata exterioard a dintilor a fost decontaminata.
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3.1.2. Extractia standard de ADN
Extractia ADN a fost realizata dupa unul din cele doua protocoale folosite in mod
obisnuit in laboratorul nostru. Primul protocol (P1), folosit pentru analiza indivizilor medievali
de la Capidava, presupune utilizarea coloanelor de centrifugare cu membrana de siliciu si a fost
descris de Yang si colab. (1998). Al doilea protocol (P2) a fost folosit pentru analiza probelor
de Epoca Bronzului descoprite in tumulul de la Mireasa. Pentru fiecare din aceste probe, ADN-ul
a fost izolat folosind un protocol bazat pe utilizarea coloanelor cu membrana de siliciu, care

permite recuperarea moleculelor de ADN foarte scurte (Dabney si colab., 2013a).

3.1.3. Extractia simultana de ADN-proteine
Aceasta sectiune este parte a articolului: Rusu I, Paica I, Vulpoi A, Radu C, Mircea C,
Dobrinescu C, Bodolica V, Kelemen B (2018) Dual DNA-protein extraction from human
archaeological remains. Archaeol Anthropol Sci https://doi.org/10.1007/s12520-018-0760-1.

3.1.4. Amplificarea segmentelor hipervariabile (HVS)

Amplificarea celor doua segmente hipervariabile (HVS-I si HVS-1I) ale genomului
mitocondrial uman a fost efectuata folosind un set de patru perechi de amorse speciale pentru
amplificarea ADN-ului degradat (Gabriel si colab., 2001). in plus, au fost amplificate cateva
SNPs-uri din regiunea codificatoare, semnificative din punct de vedere filogenetic, atunci cand

incadrarea in haplogrup a fost ambigui doar pe baza profilului genetic din regiunea HVS.

3.1.5. Clonarea si secventializarea ADN

Produsii de amplificare au fost clonati, folosind protocolul Sticky-End asociat kit-ului
CloneJet PCR Cloning (Thermo Scientific, Waltham, USA). Plasmidele recombinate au fost
secventializate la Macrogen Europe (Amsterdam, Olanda) cu amorsa standard pJET1.2R. Toate
secventele rezultate au fost aliniate utilizand algoritmul ClustalW, inclus in BioEdit Sequence
Alignment Editor v. 7.2.5.0 (Hall, 1999). Polimorfismul secventelor rezultate a fost comparat cu
secventa de referintd Cambridge revizuitd (rCRS, NC_012920) (Andrews si colab., 1999), iar
alinierea automata a fost verificatd manual. Determinarea haplogrupului a fost efectuatd in

programul online HaploGrep2 (van Oven, 2015; Weissensteiner si colab., 2016).

3.1.6. Criterii de autentificare
Toate etapele experimentale au fost desfasurate conform criteriilor standard pentru
analiza moleculara a probelor de provenenienta archeologica (Gilbert si colab., 2005; Paabo si
colab., 2004; Poinar, 2003) si au fost luate diferite masuri de precautie pentru prevenirea si
identificarea contamindrii cu ADN modern. Doud subseturi de probe au fost procesate

independent de doud grupuri de cercetare separate.
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3.2. Secventializarea de noua generatie

3.2.1. Extractia ADN si construirea bibliotecilor de ADN
Etapele experimentale efectuate au fost descrise anterior in mod detaliat de catre Modi si
colab. (2017) si Tassi si colab. (2017). Extractia ADN a fost realizata conform unui protocol care
permite recuperarea unor molecule de ADN de pana la 50 bp, predominante in probele vechi
(Dabney si colab., 2013a). Bibliotecile de ADN dublu-catenar, necesare in vederea
secventializarii NGS, au fost construite utilizand protocolul descris de Meyer si Kircher (2010).
Acesta cuprinde mai multe etape, printre care: indreptarea capetelor moleculelor de ADN,

ligarea adaptorilor si etichetarea cu secvente unice fiecarei probe.

3.2.2. Capturarea secventelor de ADN mitocondrial si secventializare
Selectarea fragmentelor de interes (genomul mitocondrial uman) din amestecul ADN
existent in bibliotecile obtinute s-a realizat prin capturare (target capture) (Maricic si colab.,
2010). Acest proces presupune hibridizarea secventelor ADN pe baza de complementaritate cu

secventele proba care sunt imobilizate pe sfere magnetice.

3.2.3. Analiza bioinformatica a secventelor brute
Citirile paired-end Illlumina au fost prelucrate cu ajutorul programelor bioinformatice
descrise de Modi si colab. (2017), iar haplogrupurile mitocondriale pentru fiecare proba au fost
determinate cu ajutorul programului HaploGrep (Weissensteiner si colab., 2016), ce utilizeaza

arborele mitocondrial PhyloTree build 17 (van Oven, 2015).

4. Analize comparative folosind date de ADNmt din literatura
Datele mitocondriale generate in acest studiu au fost discutate si comparate cu
informatiile disponibile in literatura de specialitate pentru a identifica legaturile genetice dintre
indivizii analizati si alti indivizi vechi si moderni, care ar putea furniza ulterior indicii privind

rutele de migratie ale populatiilor istorice analizate si posibila lor zona de origine.

4.1. Secvente moderne si vechi de ADNmt folosite in analizele comparative

Secventele de ADNmt descarcate din bazele de date de specialitate au fost grupate in
patru seturi de date: 495 secvente medievale HVS-I; 15368 secvente moderne HVS-I; 387 de
genomuri mitocondriale care au haplotipuri identice cu cele observate in grupurile analizate, 282

de genomuri mitocondriale vechi si moderne.

4.1.1. Analize de genetica populatiilor
Analiza componentelor principale (PCA) a fost efectuatd pe baza frecventelor

haplogrupurilor mitocondriale, utilizand functia prcomp a pachetului R-built-in R, versiunea R
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3.3.2 (R Development Core Team, 2016). Gruparea ierarchica aglomerativa a fost realizata pe
baza componentelor principale (PCs), folosind metoda Ward (Ward, 1963), iar distanta
euclidiana a fost calculata cu ajutorul functiei pvclust (Suzuki si Shimodaira, 2015). Semnificatia
fiecarui cluster este datd ca o valoare AU, exprimatd ca procent, ce a fost calculatd prin
reesantionarea cu bootstrap cu 10.000 de replici.

Indicele de fixare (Fst), masura a diferentelor populationale, a fost calculat pe baza
haplotipurilor cu lungime secventei uniforma in Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier si Lischer, 2010).
Cel mai potrivit model de substitutie nucleotidicd si estimarea parametrului gama au fost
determinate cu jModeltest 2.1.10 (Darriba si colab., 2012; Guindon si Gascuel, 2003). Valorile
Fst au fost calculate pe baza modelului de substitutie Tamura & Nei (Tamura si Nei, 1993),
10000 permutari si o valoare de 0,05 atribuita datelor lipsa.

Analiza haplotipului comun (SHA) a fost efectuatd prin numararea haplotipurilor comune
si absolute. Rezultatele fiecarui tip de analiza au fost vizualizate intr-un spatiu bidimensional,

utilizand pachetele specifice din R 3.3.2 (R Development Core Team, 2016).

4.1.2. Analiza filogenetica si filogeografica
Retelele Median-Joining au fost construite in POpART (Leigh si Bryant, 2015), cu
setarile implicite. Relatiile filogeografice au fost deduse pe baza originii geografice a celor mai

apropiate secvente similare din literatura.
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IV. Rezultate si discutii

1. Ereditate materni in populatia medievala de la Capidava

In provincia istorici Dobruja (sud-estul Europei) se gisesc indicii care marcheazi
trecerea mai multor populatii istorice (de exemplu, greci, romani, bizantini, pechenegi, tatari
etc.) (Barnea si Stefanescu, 1971). Un martor al schimbaérilor regionale este cetatea Capidava, de
la inceputul secolului al Il-lea d.Hr., cdnd romanii s-au stabilit si au devenit constienti de
importanta sa strategica, pana in secolul al XI-lea, cand invazia pecenegilor a pus capat locuirii
bizantine Tn acest loc (Florescu, 1946). Din aceasta perspectiva, Capidava poate fi considerata o
poarta de acces pentru populatiile migratoare catre Europa de Vest, cu 0 istorie extrem de
complexi in Evul Mediu. In secolul al X-lea d.Hr., cind Capidava este alternativ dominati, in
contextul conflictelor continue dintre Imperiul Bizantin, Rusii Kievani si Proto-bulgari, de catre
fiecare dintre ei. Intrebdrile legate de impactul si amploarea acestor evenimente demografice si
politice asociate, care au lasat amprente asupra structurii genetice locale si au influentat fondul
genetic actual european, raman fara raspuns, chiar daca primele indicii pot fi deduse din

contextul arheologic (Pinter si colab., 2011).

1.1. Contextul arheologic

Doua grupuri de indivizi, descoperiti in acelasi sit arheologic (Capidava, extramuros), dar
care provin din contexte arheologice diferite au fost analizati genetic in acest studiu: 11 indivizi,
inmormantati conform ritualului crestin, din terasa B si 6 indivizi, gasiti intr-o groapa comuna
din zona centrului de informare.

In cazul mormintelor descoperite in terasa B a fost identificat acelasi tipar de
inmormantare, si anume: groapa simpld, fara sicriu si o pozitie similiara a scheletelor. Acestea
erau ntinse pe spate, orientate est-vest, cu mainile pe bazin sau pe piept, ceea ce indicd unu
ritual specific unei populatii crestine din sec. X-XI d.Hr (Pinter si colab., 2011). Spre aceeasi
datare duce si analiza materialului funerar, prin analogie cu piese de acelasi tip identificate in
diverse complexe arheologice din Romania si sud-estul Europei (Pinter si colab., 2011) .

Spre deosebire de tiparul de Tnmormantare observat in cazul indivizilor din terasa B, lipsa
de consideratie pentru cei decedati este evidentd in cazul indivizilor din complexul arheologic
C58. Scheletele au fost gasite la baza unei gropi eliptice comune, fara inventar funerar. In cazul
acestora nu s-a observat nici un tipar de organizare, fapt ce sugereaza ca probabil au fost
aruncati, fie din neglijentd, fie din graba. Pozitia dezorganizata a celor 10 schelete din aceasta
groapa si absenta ritualurilor religioase specifice perioadei medievale sugereaza ca acesti indivizi
nu apartineau grupului (geografic, social sau religios), erau nedoriti sau lipsiti de drepturi in

comunitatea locala.
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1.2. Profilul biologic, patologie, traume

Materialul osteologic provenit din complexul arheologic C58 poate fi atribuit unui numar
minim de sase adulti si 3 subadulti. Distributia pe sexe este putin dezechilibratd, deoarece patru
dintre indivizi au trasaturi morfologice masculine (Cap-C58-1, Cap-C58-2, Cap-C58-3 si Cap-
C58-5), iar celelalti doi au markeri scheletici care indica faptul ca sunt probabil femei (Cap-C58-
6 si Cap-C58-11). Conditiile patologice identificate (hipoplazia dentard, cribra orbitalia,
hiperostoza poroasa, patologii dentare, inflamatia periostica si leziunile osteolitice pe vertebre)
reflectd calitatea slaba a vietii acestui grup de indivizi. Incindeta indicatorilor de stres este mai
ridicatd in cazul indivizilor din groapa comuna, in comparatie cu cei din “necropola crestina”.
Indivizii de sex masculin din C58 au leziuni traumatice. Tiparul acestor traume indica 0 moarte
violenta pentru aproape jumatate dintre indivizii din morméantul comun, toti barbati, care ar putea
fi rezultatul unei lupte.

Ramasitele osteologice descoperite in terasa B pot fi atribuite unui numar de 15 indivizi.
Dintre cei 11 inclusi 1in analiza moleculara, sase sunt fost subadulti, 3 sunt fost femei, iar
celelalti doi sunt barbati. Categoria de varstd din acest grup variaza de la 38-40 saptdmani
prenatale (Cap-M6) pana la 39,2-56 ani (Cap-M3). Spre deosebire de grupul C58 (unde toti

barbatii au prezentat leziuni traumatice), acesti indivizi nu prezintd semne de moarte violenta.

1.3. Diversitatea genetica in randul indivizilor inmorméantati dupa ritual crestin,
reflectati de regiunea de control a genomului mitocondrial
Aceastd sectiune este parte a articolului: Rusu I, Modi A, Vai S, Pilli E, Mircea C, Radu
C, Urduzia C, Pinter ZK, Bodolica V, Dobrinescu C, Hervella M, Popescu O, Lari M, Caramelli
D, Kelemen B (2018) Maternal DNA lineages at the gate of Europe in the 10th century AD.
PLOS One 13:e0193578.

1.3.1. Autentificarea rezultatelor

Regiunea mitocondriala de control a celor zece indivizi crestini medievali a fost
reconstruita cu succes, folosind o varietate de tehnici in trei laboratoare diferite. Toate secventele
care au fost replicate, impreuna cu rezultatele controalelor negative si prezenta greselilor datorate
degradarii post-mortem in toate clonele sugereaza cd secventele generate sunt autentice.
Rezultatele inconsecvente intre laboratoare au fost obtinute doar pentru individul Cap-M5 si,
prin urmare, acesta a fost exclus din analizele ulterioare. Rezultatele obtinute prin doua metode
de extractie diferite (extractie standard si extractie simultana ADN-proteine) au fost echivalente
pentru probele medievale sau mai recente, fapt ce sugereaza ca protocolul de co-extractie a

biomoleculelor poate fi folosit pentru a obtine informatii genetice autentice.
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1.3.2. Haplogrupuri mitocondriale si relatiile dintre indivizi

Cele 10 secvente consens obtinute pentru indivizii crestini, ce cuprind intervalele
nucleotidice 37-357 si 16009-16390 pot fi clasificate in 8 haplotipuri. Haplotipuri identice au
fost identificate in doud grupuri de cate doi indivizi ce provin din morminte adiacente (Cap-M3
si Cap-M4 apartin hg R0a2'3; Cap-M9 si Cap-M11 incadrate in hg N9a). Numarul mare de relatii
materne stranse in cadrul acestui grup, in raport cu marimea populatiei, sugereaza ca legaturile
familiale erau un factor important pentru distributia spatiald a inmormantarii. Pentru a evita
suprareprezentarea liniilor de ADNmt, din cauza relatiilor familiale, secventele duplicate au fost
eliminate din analiza statistica ulterioara. Grupul de indivizi medievali crestini analizati contine,
predominant, linii materne vest eurasiatice (H, RO, U3, U5 si V), componenta est eurasiatica

fiind reprezentata de hg N9a cu o frecventa de 12,5%.

1.3.3. Conexiuni genetice cu alte populatii medievale

Analiza PCA a celor 15 populatii medievale reflecta o grupare laxa intre populatia
analizatd (ROU-med) si cumani de-a lungul componentelor PC1 si PC2 (Fig. 1). Aceaste doua
populatii sunt plasate destul de departe fata de restul populatiilor medievale europene, aflandu-se
la polul opus de-a lungul axei PC2 fata de avari si cuceritorii maghiari, desi geografic sunt
aproapiate. Legaturi genetice stranse pot fi observate intre populatiile ce apartin aceleasi zone
geografice, insa acest tipar se observa numai pentru populatiile medievale din Europa de Sud si
cele din Europa de Nord. Astfel de conexiuni au fost observate anterior de Csakyova si colab.
(2016).

Clusteringul ierarhic ilustreaza o distributie a populatiilor similara cu cea reflectatd de
analiza PCA, dar accentueaza legatura stransa dintre puplatia medievald de la Capidava (indivizii
din terasa B) si cumani, fapt ce poate fi explicat prin interactiunea tuturor PC-urilor in aceasta
analiza.

In comparatie cu alte populatii care dateazi din aceeasi perioadd istorici, populatia
analizatd nu prezintd diferente statistic semnificative fatd de celelalte (p> 0,05). Cele mai mici
valori p asociate cu cele mai mari valori Fsr, au fost observate in populatia medievald din
Slovacia (SVK-med) cu p = 0,08336 + 0,0028 si Fst = 0,05047 si in cea din Italia (ITA-med) cu
p = 0,12999 + 0,0036 si Fst = 0,04055. Cele mai mici distante genetice inter-populationale au
fost observate fata de bulgarii medievali (Fst =-0.02839), Vikingi (Fst = -0.02839), Avari (Fst =
-0.0207) si Cumani (Fst = -0.0207).
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Fig. 1. Analiza PCA pe baza frecventelor haplogrupurilor identificate in 15 populatii medievale.
ROU-med include 8 indivizi din necropola crestina de la Capidava.

Analiza haplotipurilor comune (SHA) intre populatiile medievale reflecta un rezultat
diferit fatid de cel obtinut pe baza distantelor genetice. In acest caz, populatia analizati are in
comun cele mai multe haplotipuri cu populatiile medievale din Spania si Italia. Procentul mare
de linii materne comune ntre aceste populatii se datoreaza, cel mai probabil, frecventei ridicate a
haplogrupului H, cel mai comun in populatia moderna est eurasiatica, fapt ceea il face putin

informativ in acest context (populatie cu numar mic de indivizi, rezolotia scazuta a HVS-I).

1.3.4. Legaturi genetice cu populatii moderne
Diagrama PCA a populatiilor eurasiatice contemporane si a populatiei medievale de la
Capidava arata aglomerarea celor europene moderne, spre deosebire de populatiile asiatice
moderne care sunt dispersate (Fig. 2). De-a lungul PC1, populatia analizata este mai indepartata
de grupurile europene moderne decat cele din Asia, dar contributia PC2 arata ca aceste legaturi
nu sunt chiar atat de stranse. Din populatiile europene, cele care par sa aiba o afinitate genetica
mai mare fatd de cea analizatd sunt in principal populatiile slavice din Europa de Est, precum si

cele care isi au originea in Europa de Nord.
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Fig. 2. Analiza PCA a populatiilor moderne si a celei investigate in acest. ROU-med include 8
indivizi din necropola crestina de la Capidava.

Diagrama MDS (Multidimensional scaling) ilustreaza un tipar similar celui reflectat de
graficul PCA, aratand legatura stransa intre majoritatea populatiilor europene moderne de-a
lungul celor doua coordonate, in timp ce populatiile asiatice sunt mai rasfirate. Din populatiile
asiatice vestice, cea din Turcia prezinta afinitati mai puternice fata de cele europene si, de
asemenea, fata de populatia medievala analizatd. Acest fapt poate fi explicat prin multiple

interactiuni Tn decursul istoriei dintre popoarele din aceste regiuni.

1.4. Profilul genetic reflectat de secventa intregului genom mitocondrial
Tntregul genom mitocondrial a fost reconstruit pentru 11 indivizi medievali din necropola
de la Capidava, folosind metoda de capturd prin hibridizare din solutie combinatd cu

secventierea ADN de 1nalta performanta.

1.4.1. Rezultatele procesarii bioinformatice a datelor brute
Secventele rezultate au calitatea standard necesara pentru a garanta certitudinea datelor

NGS pentru toate probele, mai putin pentru Cap-M5 care a fost exclusa din analizele ulterioare.
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1.4.2. Rafinarea incadrarii in haplogrup a indivizilor crestini

Pe ldngd autentificarea rezultatelor obtinute pe baza analizei regiunii de control,
informatia genetica furnizata de intregul genom al celor cinci indivizi crestini a permis rafinarea
incadrarii in haplogrup (realizatd initial pe baza motivelor mutationale de la nivelul regiunilor
hipervariabile).

Conform datelor mitogenomice de inalta rezolutie, individul M2 apartine haplogrupului
V1a, sublinie a haplogrupui vest Eurasiatic V, dispersatda in prezent, conform secventelor
mitocondriale complete, in intreaga Europa si Rusia Europeana. Datele NGS confirma faptul ca
M9 si M11 au haplotipuri indentice si, datoritd prezentei tranzitiei T2287C, pot fi clasificate Tn
N9a9. Legatura genetica cu Asia Centrala, deja demonstrata de datele din regiunea de control,
este acum si mai evidenta, deoarece atat M9, cat si M11 au in comunn cele doua mutatii private
(G228T si A15799G) cu doi indivizi moderni, unul apartinand grupului etnic Tubalar si unul
care apartine grupului etnic Kyrgyz. Haplotipurile comune H, identificate pe baza regiunii de
control, pentru probele M15 si M17 pot fi, de asemenea, rafinate. Proba M15 contine toate
mutatiile definitorii pentru H13ala3, in timp ce variabilitatea maternd observatd in secventa
completd a probei M17 poate fi clasificata ca H5elal, avand o mutatie privata (A13731G).
Clasificarea mai profunda in Vla, H13ala3 si H5elal pentru cei trei indivizi atrage atentia
asupra legdturilor mult mai limitate din punct de vedere geografic catre Europa Centrald si de
Est, reducand astfel si mai mult puterea conexiunii aparente cu populatia medievala italiana,
spaniola si alte populatii peri-mediteraneene, care a rezultat din analiza frecventelor generice ale
haplogrupului H (SHA).

1.4.3. Diversitatea haplogrupurilor mitocondriale in randul indivizilor din
groapa comuna (complex C58)

Aceastd sectiune este parte a articolului: Rusu I, Modi A, Radu C, Mircea C, Vulpoi A,
Dobrinescu C, Bodolica V, Potarniche T, Popescu O, Caramelli D, Kelemen B (2019)
Mitochondrial ancestry of medieval individuals carelessly interred in a multiple burial from
southeastern Romania. Sci Rep, 9, 961, doi:10.1038/s41598-018-37760-8.

1.4.4. Distributia geograficd si relatiile filogenetice pentru liniile materne
identificate in randul indivizilor din groapa comuna

Rezolutia mai crescutd a secventelor mitocondriale complete a permis identificarea

legaturilor directe dintre mitogenomurile vechi si moderne apropiate si clarificarea afinitatilor

geografice. Analiza filogenetica a aratat ca trei haplogrupuri (Hllal, U4d2 si J1cl5) sunt

comune in Eurasia (Fig. 3), in timp ce T2b este raspandit pe intreg teritoriul Europei. Relatiile
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genetice elucidate pe baza retelelor median-joining indica afinitdti geografice restranse la

Orientul Mijlociu in cazul N1a3a si la regiunea mediteraneana pentru U6alal.
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Fig. 3. Reteaua filogenetica de haplotipuri H11al.

1.4.5. Relatii genetice ale populatiei medievale de la Capidava cu alte populatii
vechi

Rezultatele Fst indicd faptul ca populatia medievald din sud-estul Europei (toate
mitogenomurile de la Capidava) prezinta cele mai mici distante genetice fata de alte patru
populatii istorice: o populatie de Epoca Bronzului din Peninsula Balcanica (Balkans_BA) (Fst= -
0.0348), Srubnaya (SRU) (Fst= -0.02367), Poltavka-Potapovka (PBA) (Fsr=-0.01677), si
Hungarian Conquerors (HUN_Cong) (Fst=-0.01325); aceste valori fiind nesemnificative
(p>0.05). Cinci dintre grupurile antice (SBA, Scand, NEN, HUN_BA, and BBC) cu care a fost
efectuatd comparatia par sa fie cele mai indepartate din punct de vedere genetic de populatia

analizatd, gradul de diferentiere fiind semnificativ (Fig. 4).
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Fig. 4. Fsrsi distributia geografica. Cele mai mici valori ale Fsr care indica cele mai mici
distante genetice sunt marcate cu albastru. ROU-med include 11 genomuri mitocondriale
complete de la Capidava. Harta a fost creaté folosind QGIS 2.18.11 (QGIS Development Team,
2016.).

Diagrama MDS reflecta legatura extrem de stransa dintre populatia ROU-med si populatii
de Epoca Bronzului cu originea in stepa Pontico-Caspica (cultura Srubnaya si stramosii sai,
Potapovka si Poltavka). Grupul analizat are afinitdti genetice stranse cu populatia de Epoca
Bronzului din Balcani, precum si cu Hungarian Conquerors, grupuri apropiate din punct de
vedere geografic. Cele mai diferite populatii sunt Near Eastern Neolithic, Sintashta-Andronovo,
si Bell Beaker. Prin urmare, compozitia geneticad materna a populatiei Capidava indica o origine

mixta din mai multe surse.

1.5. Influente genetice si posibilele origini geografice ale indivizilor studiati

Diversitatea genetica ridicatd in randul indivizilor medieval de la Capidava, Inmormantati
conform ritualului crestin, sugereaza existenta unui mediu dinamic. Duplicatele genetice asociate
indivizilor descoperiti in morminte aldturate evidenteaza posibile afilieri familiale pe linie
materna, caracteristice pentru cimitirele crestine. Prezenta haplogrupului N9a cu originea in
centru Asiei la doi indivizi pare sd plasee Capidava intr-un peisaj genetic dominat de influente
turcice, In timp ce liniile comune europene (H si V) indicd conexiuni genetice cu Europa
Centrala si de Est.

Compozitia geneticd a celor 6 indivizi, desoperiti in groapa comund C58 (sase indivizi,
sase haplogrupuri) reflecta lipsa unor relatii materne stranse si o istorie complexa, deoarece

haplotipurile identificate au o distributie geografica variata (Eurasia, Orientul Mijlociu, Europa
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de Sud). Toate informatiile furnizate de genomul mitocondrial complet furnizeaza dovezi
suplimentare pentru legaturi genetice stranse ale populatiei de la Capidava cu populatia
medievala de pe teritoriul actual al Ungariei si populatii de Epoca Bronzului cu originea in stepa

Potico-Caspica.

2. Linii mitocondriale la indivizii de Epoca Bronzului si premoderni din situl arheologic
Mireasa

Tn anul 2012 au fost descoperite in apropierea satului Mireasa, situat in regiunea

Dobrogea, doua contexte arheologice asociate unui tumul (o necropola premoderna mare si un

mic ansamblu de morminte de Epoca Bronzului). Probe arheologice datate Th ambele perioade

istorice au fost analizate molecular, pentru a evidentia schimbarile genetice care au avut loc n

aceasta regiune.

2.1. Contextul arheologic si datarea cu radiocarbon

Tumulul T38 a inclus 15 morminte din Epoca Bronzului, care, pe baza contextului
funerar (intrarea care duce la o camera funerard, grinzi de lemn, pozitia ghemuita a scheletelor,
pulberea de ocru) ar putea fi asociate cu cultura Yamnaya. Inventarul funerar sarac pare a fi o
trasaturd regionald pentru cultura Yamnaya (care contribuie la disctinctia dintre Yamnaya de la
vestul Marii Negre si rudele sale nord-pontice). Considerand arhitectura funerara, pozitia si
orientarea scheletelor si analogiile cu alte gropi de inhumare descoperite in Dobrogea, celelalte
147 morminte au parut sa apartina perioadei medievale, dar datarea directd cu radiocarbon a unei

probe (Mir-M66) a aratat ca acest individ este datat in perioada premoderna.

2.2. Analiza osteologica

Examinarea morfologica a ramadsitelor umane a 12 indivizi de Epoca Bronzului din
Mireasa aratd cd sase dintre ei sunt adulti, iar ceilalti sase sub-adulti. Sexul a putut fi determinat
pentru cinci indivizi, toti fiind barbati. Prezenta hipoplaziei la nivelul smaltului dentar, cribra
orbitalia si a hiperostozei poroase corelate cu afectiunile dentare si inflamatia periostica
sugereazd cd acest grup populational a prezentat deficiente nutritionale si/sau un posibil status
imunologic scazut. Cu toate acestea, indivizii au reusit sa depaseasca aceste deficiente, in toate

cazurile leziunile fiind vindecate.

2.3. Tipare ale polimorfismelor la nivelul regiunii de control mitocondriale
Din cei 12 indivizi de Epoca Bronzului din Mireasa, ghidandu-ne dupa starea de
conservare a dintilor, noud au fost selectati pentru analiza moleculard. Tiparul polimorfismelor

regiunii de control a fost obtinut si pentru trei probe pre-moderne de la Mireasa.
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2.3.1. Cele mai probabile haplogrupuri mitocondriale ale indivizilor de Epoca
Bronzului analizati

Pe baza variatiei observate la nivelul regiunii de control mitocondriale a grupului de

Epoca Bronzului din Mireasa, compozitia haplotipurilor a acestei populatii pare sa fie limitata la

cateva linii materne eurasiatice comune, in procente egale (H, K, HV si U) si un haplogrup non-

H (probabil D, care apare cu frecvente crescute in Asia de Est).

2.3.2. Haplogrupurile mitocondriale ale probelor pre-moderne

Cele doua fragmente ale hipervariabile din regiunea de control a genomului mitocondrial
au fost reconstruite cu succes pentru trei indivizi din necropola pre-moderna de la Mireasa.
Secventa de consens pentru Mir-M47 contine polimorfismele de diagnostic necesare pentru
clasificarea sa in haplogrupul C, un haplogrup bazal din estul Eurasiei, si care apare pentru prima
data in seturile de esantioane prelucrate in acest studiu. Atribuirea haplogrupului pentru individul
Mir-M67 are putere moderata deoarece din secventa regiunii de control lipsesc doua SNP-uri de
diagnostic pentru haplogrupul K (73G si 16311C). Absenta lor pare a fi reala, deoarece mutatiile
nU au aparut in niciunul dintre replicate. Individul pre-modern Mir-M69 este incadrat in
haplotipul (HV13), derivat din haplogrupul HV, dar diferit de haplotipuri similare identificate in
probele de Epoca Bronzului localizate in apropiere. Acest haplotip aparte nu a fost detectat
frecvent in populatiile istorice. In prezent, singurul specimen vechi apartinand lui HV13 este un

individ Kangju din epoca tarzie a fierului din stepa central-asiatica.

2.4. Profilul mitocondrial complet al indivizilor de Epoca Bronzului
Genomurile mitocondriale complete au fost reconstruite pentru doi indivizi de Epoca

Bronzului din necropola asociata tumulului T38.

2.4.1. Rezultatul analizei bioinformatice
Secventele obtinute au atins standardul de calitate necesar pentru a garanta validitatea

secventelor NGS pentru ambele probe de Epoca Bronzului.

2.4.2. Relatii filogenetice si filogeografice
Genomurile mitocondriale complete reconstruite pentru doi indivizi de Epoca Bronzului
de la Mireasa permit atribuirea exacta a haplogrupurilor din care fac parte. Individul Mir-M160
contine toate mutatiile de diagnostic necesare pentru incadrarea in haplotipul U4a, o subclada
eurasiaticd a haplogrupului U4. Contine in plus o mutatie privatd in regiunea de control (pozitia
12172). Acest haplotip are o distributie geografica larga in populatia europeand moderna si pare
a fi bine reprezentata si in populatii de varste istorice (Fig. 5). Polimorfismele observate in

genomul mitocondrial complet al individului Mir-M4 permit clasificarea sa in haplotipul K1c1, o
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sub-ramura a haplogrupului K1 (Fig. 6). Deletia de la pozitia 498 asociata acestei variante
mitocondriale specifice este absenta, desi a fost observatd in toate clonele generate in cadrul
abordarii PCR-clonare-secventializare. K1c1 esre un haplotip comun in populatiile moderne din
nord-vestul Europei (Finnila si colab., 2001; Raule si colab., 2014) si in unele tari slave (Behar si
colab., 2012; Malyarchuk si colab., 2017).
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Fig. 5. Retea filogenetica — haplotipul U4a.
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Fig. 6. Retea filogenetica - haplotipul K1c1.
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V. Concluzii si perspective

Aceasta teza ofera noi perspective asupra ereditatii materne a populatiilor din sud-estul
Romaniei, o regiune geografica care este slab reprezentata pe harta arheogenetica europeana, dar
de mare interes datorita transformarilor sociale, culturale si demografice complexe din trecut. In
acelasi timp, a fost dezvoltat un nou protocol, conceput pentru a co-purifica ADN-ul si proteinele
din resturile umane arheologice pentru a minimiza distrugerea acestui material biologic valoros.

In prezent, diferite regiuni geografice si perioade istorice sunt caracterizate prin seturi de
date dezechilibrate, fie din cauza numarului de probe analizate/regiune, fie din cauza diferentelor
de rezolutie a fragmentelor genetice de interes, fapt ce impiedica efectuarea unor analogii
puternice, fard echivoc. Importanta principald a acestui studiu constd in furnizarea unei liste de
semndturi genetice mitocondriale pentru o regiune geografica lipsitd de astfel de informatii,
situatie adesea intalnitd pentru multe alte populatii istorice europene, in special pentru cele
medievale. In epoca tehnologiei NGS, o masi critici de date genetice trebuie atinsd pentru a
permite efectuarea unor comparatii ulterioare, mult mai informative filogenetic, filogeografic si
demografic.

In viitor, consideram ideald implementarea tehnologiei NGS in laboratorul nostru, in asa
fel incat sa putem analiza genomuri mitocondriale vechi pentru regiuni cu o dinamica
populationald semnificativa (valuri distincte de migratie, evenimente de colonizare anterioare
epocii moderne. Desi analiza genomului mitocondrial in populatiile istorice este inca pertinenta
as dori sd extind cercetarea proprie spre analiza genomului nuclear pornind de la specimene
arheologice. Analiza mai multor loci independenti va fi extrem de utila in reconstructia istoriei

demografice a populatiilor si a tiparelor de migratie, la o rezolutie mult mai mare
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