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Abstract: The authors of this study focus on analyses of milk traces preserved in the
form of organic residues on potsherds dated to the Neolithic and later periods. Commercial
immunological tests for analyses of protein allergens in cooked food were used to detect
milk remains. By using this approach, it was possible to determine the type of milk used
in cooking, and specifically that some Neolithic pots from the Czech Republic contained
bovine milk, whilst others were used for goat milk. The abundance of milk in the human
diet requires the ability to digest it. This ability is not distributed evenly across past
and present populations. We therefore conclude with a discussion of the current state of
knowledge in this field of research.
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1. UOvop

Vyzkum keramiky je v archeologii jednim z dulezitych pilifa pozndni minulosti.
Ovsem vyzkumy byly doneddavna zaméieny pouze na jeji formalni aspekty, prede-
vSim tvar a vyzdobu, piipadné na technologii vyroby. Teprve v poslednich letech
se otviraji moznosti jak zkoumat i pozustatky stravy, ndpoju ¢ jinych latek,
které byly v keramice uchovavany (Copley et al. 2005a; Craig et al. 2004; Cramp,
Jones et al. 2014). V soucasnosti se vyzkum zaméfuje na ruzné otdzky, ale jednim
z hlavnich sméru je identifikace pozustatki mléka v keramické hmoté, predevsim
v obdobi zac¢atkl zemédélstvi (Craig et al. 2011). Neddvné vyzkumy (Gamba et
al. 2014), stejné jako starsi (Burger et al. 2007), poukazuji na zdkladé analyzy
archaické DNA (ancient DNA, aDNA) na to, Ze neoliti¢ti zemédélci nedokazali po
dosazeni dospélosti travit mléény cukr laktézu. To neznamend, Ze by pro né konzu-
mace syrového mléka, tj. mléka nezpracovaného do formy vhodného mlééného
vyrobku, byla vylozené skodliva. Mohla ale, v zavislosti na osobnich predispozi-
cich a mnozstvi zkonzumovaného mléka, zpusobovat nepiijemné zazivaci obtiZze
a nutriéni hodnota mléka by nebyla efektivné vyuzita.

V keramice mladsi a pozdni doby kamenné jsou nicméné stopy mléka prokaza-
telné. Nejstarsi vyuziti keramickych nadob pro skladovani a zpracovani mléka je
znamo z Blizkého vychodu a Balkanu, coz se podarilo dolozit chemickou analyzou
velkého souboru archeologickych nélezti datovanych do obdobi mezi 7. a 5. tisi-
ciletim pr. Kr. (Evershed et al. 2008). Tyto vysledky jsou v souladu s jiz diive
zjisténymi stopami mléka na neolitické keramice z Madarska a Rumunska, dato-
vané do 1. poloviny 6. tisicilet{ pf. Kr. (Craig et al. 2005). Na tizem{ u zdpadniho
pobrezi Baltského more a na Britskych ostrovech jsou nejstarsi doklady pouziti
keramickych nddob pro mlééné produkty datoviny do 4. tisicileti pf. Kr. (Craig
et al. 2011), takze ziskany obraz dobfe odpovidd modelu postupujici neolitizace
z Blizkého vychodu do severozidpadni Evropy. Stopy mléka byly bezpeéné zjistény
i v keramice pasteveckych kultur 5. tisicilet{ pfed Kr. z libyjské Sahary (Dunne et
al. 2012). V Cechéach jsme méli doposud pozitivni vysledky jen pro stfedni eneo-
lit (John a Pavelka 2010), starsi keramika ovSem nebyla testovdna. V neolitu je
spotifeba mléka obecné predpokladana, nebot patii mezi tzv. sekundarni produkty
domestikovanych zvifat, mezi néz se radi mléko, vina, tazna sila, jizda a hntij (Hal-
stead a Isaakidou 2011; Kovacikova et al. 2012).

Tato zjisténi se tedy zdaji byt v protikladu k vyse uvedenym zavériam genetic-
kych vyzkumi, které u neolitickych zemédélcu vylucuji schopnost travit laktozu.
Z toho vyvstava otazka, zda ji zemédélské populace ziskaly az pozdéji jako adaptaci
na dobfe dostupnou potravinu. Vyzkum archaické DNA ukazuje, ze prislusnici nej-
starsich zemédélskych kultur se misili s pivodnimi lovci a sbérac¢i (Balter 2014;
Rasteiro a Chikhi 2013), a to zfejmé v kazdém regionu specifickym zptsobem. Po-
dle starsich tdaju zjisténych na zékladé analyz mtDNA a chromozému Y prevlddly
v Evropé spiSe geny ptuvodnich lovcl a sbéraci (van Oven a Kayser 2009; Richards
et al. 2000; Wells et al. 2001). Je tedy pravdépodobné, ze vétsina dospélych obyva-
tel Evropy v pocatcich zemédélstvi nebyla schopna laktézu travit, nebot tolerance
laktézy v dospélosti se vyskytuje v rizné mife pouze u populaci, na které ptisobil
dlouhodobé selekéni tlak na tuto schopnost (Itan et al. 2009; Swallow 2003). Pro
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dnesni celosvétovou populaci se odhaduje, ze jen asi 35 % dospélych lid{ je schopno
syrové mléko efektivné travit (Witas et al. 2015). Neolitici tedy zfejmé mléko né-
jak zpracovavali, nebot produkty vzniklé naptiklad kysnutim, pripadné kvasenim
mléka maji vyrazné snizeny obsah laktézy. Vyzraly syr nemusi laktézu obsahovat
vibec a kysnutim se obsah laktézy v mléénych potravindch snizuje o desitky pro-
téchto mlécnych vyrobku oproti ¢erstvému mléku je navic jejich delsi trvanlivost
a lepsi skladovatelnost, coz umoznuje brat tyto potraviny s sebou na cesty nebo je
sménovat za néjakou protihodnotu (Halstead a Isaakidou 2011).

V této praci se zaméfujeme na otazku, nakolik je mléko prokazatelné v kera-
mickych nddobach z neolitu na nasem tzemi a z jakého druhu chovanych zvirat
pripadné pochézi. Podstatnym predpokladem je vsak vypracovani metodiky, na
jejimz zékladé by toto urcovani bylo mozné. Predchozi analyzy zbytk potravin
na keramice z naseho tzemi se zamérovaly na stopy, které byly makroskopicky
jasné patrné — tj. na karbonizované ,piiskvarky“ (Pavelka a Orna, 2011; Pavelka
a Vareka, 2008), téch se ale nachdzi pomérné mdlo. Je proto nutno vypracovat
metody, které by umoznily detekovat i mikroskopické/molekuldrni stopy potravin,
dochované pfimo v porézni keramické hmoté (srov. Copley et al. 2005a; Copley et
al. 2005b). Bézné se pro nas neolit predpoklddd vyuzivani kravského mléka, nebot
kosti skotu v archeologickych souborech obvykle pocetné dominuji (Kovacikova et
al. 2012). Proto jsme se zamérili na testovani pritomnosti stop kravského mléka,
ale v omezené mire rovnéz i mléka koziho, abychom dokazali zachytit — alespon
Castecné — pripadnou variabilitu puvodu mléka. Predchozi priace puvod mléka
vibec nerozlisovaly; na drovni lipidu a jejich rozkladnych produkti to ostatné ani
neni mozné. Na testy se totiz doposud nejcastéji pouziva hmotnostni spektrometrie
a jen v mensi mire se vyuziva i imunologickd detekce pomoci specifickych protilatek,
na ¢emz je zalozena nase metodika. Pokud byla v minulosti pouzita k detekci pro-
tildtka, jednalo se o protildtku proti mlééné bilkoviné kaseinu (Craig et al. 2003),
kterd neni druhové piilis specifickd, navic se podle popisu zdd, ze puvodni ka-
sein pouzity pfi vyrobé protilatky jako antigen nebyl v degradované formé, v jaké
se vyskytuje v archeologickych nélezech. Pak nemohla byt detekce pfilis presni,
naopak se daji u archeologického materidlu ocekavat nespecifické reakce, nebo jen
velmi slabé.

Obvyklym problémem pii podobnych testech provadénych v minulosti na
archeologickém materidlu byly tzv. kifzové reakce (cross-reactions; nespecifické
reakce mezi antigenem a protildtkou), jejichz nasledkem dochdzi k falesné pozi-
tivnim vysledkim (Brandt et al. 2002; Child a Pollard 1992). Tyto kfizové reakce
vznikaji mezi protildtkou a jinymi antigeny, nez jsou specifické cile, proti kterym
byly protilatky vytvoreny. To se déje u proteinti v archeologickém materidlu prede-
v$im v dusledku fyzikédlnich, chemickych a biologickych vlivi pusobicich v pudé,
rovnéz byla zaznamenéna pozitivni reakce u bunéénych povrchi nékterych pudnich
bakterii. Proto se ve starsich pracich nejevila detekéni metoda pomoci protilatek
v archeologii jako vhodna. Ovsem tyto starsi techniky byly ptivodné vyvinuty pro
pouziti na recentnich biologickych vzorcich, a proto maji obvykle omezenou nebo
problematickou pouzitelnost pri zkouméni archeologickych zbytku. Pti uziti ELISA
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testd mohou také hrat roli problémy s degradaci proteini, coz omezuje vazbu anti-
genu a tak vznikaji nespecifické vysledky (Dongoske et al. 2000).

To vsak plati ve zvysené mire u ELISA reakci vyvinutych na Cerstvé vzorky
a pak pouzitych na archeologicky materidl. U ndmi pouzitého imunologického testu
je takové riziko mnohem mensi. Zde detekce pocitd s identifikaci zkoumané latky
v potravinach, které jsou ruzné, zejména tepelné, upravoviny. Tyto zmény vsSak
vlastni identifikaci neohrozuji (Bjorklund et al. 2001). Naopak se po¢ita s tim, ze
analyzované vzorky predstavuji silné degradované proteiny v rizné upravenych po-
travinach, navic ve stopovém mnozstvi. Metody pouzivané v zahrani¢ni archeologii
standardné, jako plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii (GC-MS:
Gas chromatography-mass spectrometry, viz napt. Craig et al. 2004; Oudemans
a Boon 1991) vyuzivime pro nas vyzkum také, ale v mensi mife a jen u ndlezu,
u kterych je podezreni na dalsi organické komponenty v keramice, a také pro veri-
fikaci nékterych analyz.

Nasimi imunologickymi metodikami jsme schopni presnéji detekovat stopy
mléka v porézni keramice a navic urcit jeho puvod co se tyce zvifectho druhu.

Proteiny obsazené v kravském mléce jsou typové podobné proteinim v mléce
kozim (o-, -, x-kasein, B-laktoglobulin, o-laktalbumin aj.), ale lisi se ve svych
genetickych polymorfismech a frekvencich zastoupeni (Haenlein 2004). K rozli-
Seni mezi proteiny kravského a koziho mléka vyuzivame protilatek, které detekuji
specifické koz{ IgG (imunoglobuliny t¥idy G) a jinych, které jsou schopny rozeznat
-laktoglobulin skotu. Bovinni B-laktoglobulin je povazovan za jeden z hlavnich po-
tencidlnich alergenti v mléce skotu. Jedna se o hlavni bilkovinnou slozku syrovatky,
pricemz jeji slozitd molekula je velmi odolnéd vici tepelnému pusobeni i enzyma-
tickému Stépeni, proto se pouziva na testovani pritomnosti kravského mléka v te-
pelné upravenych potravinach a ze stejného duvodu je vhodnym indikdtorem i pro
analyzy archeologickych vzorku.

Proto bychom se v této studii chtéli zamérit na to, jaké mléko v neolitu lze de-
tekovat, protoze to zddna z predchozich studii nefesi. Z nalezenych osteologickych
zbytku lze sice ucit, jakd doméci zvifata se na dané lokalité chovala, ovsem nikoli,
ktery druh mléka byl skutecné vyuzivan ¢i uprednostnovan v kuchynském zpra-
covani. Mléko detekované v keramice vsak s vysokou pravdépodobnosti slouzilo
k lidské vyzive.

S nasim vyzkumem piimo souvisi otdzka schopnosti mléko (respektive nékteré
jeho slozky) travit. Jak jiz bylo uvedeno vyse, podil lidi, u nichz je i v dospélosti
aktivni enzym zvany laktaza, s jehoz pomoci je v tenkém stfevé Stépen mléény
cukr (laktéza) je v ruznych populacich rizné vysokd. V kojeneckém véku je pro-
dukce tohoto enzymu pfirozend vsem, nebotf je nezbytny pro ziskdvani energie
z matefského mléka, ale ve vét$iné svétovych populaci (a u savel vSeobecné)
se v prubéhu dospivani schopnost travit laktézu (tzv. laktézova tolerance) ztraci
(v souvislosti s evropskym neolitem tento jev podrobné&ji diskutuje Burger et al.
2007). Z dosavadnich vyzkumi se zd4, Ze nejstarsi zemédélci v Evropé neméli ge-
neticky zakédovanou perzistenci enzymu laktdzy (a tedy toleranci mlééného cukru
lakt6zy) do dospélého véku, zatimco v mladsich historickych obdobich je schopnost
travit mléény cukr v nékterych geografickych oblastech vice ¢i méné bézna. Kdy
a jakymi procesy nékteré populace perzistenci aktivni laktazy do dospélosti ziskali,



M. Ciperovd, J. Pavelka € L. Smejda: Detekce stop mléka v porézni keramice z neolitu 197

neni doposud plné objasnéno, proto na tomto poli neustdle probihd intenzivni
vyzkum (Witas et al. 2015). N&$ piispévek ke studiu vyuzivdni pravéké keramiky
pro skladovani a zpracovani mléka proto doplnujeme o prehled vysledku posled-
nich praci na téma selekénich tlaka a tok genu v evropské populaci, v dusledku
kterych vyrazné prevazili lidé se schopnosti travit laktézu v dospélém véku. Tato
dvé témata totiz spolu bezprostiedné souviseji.

2. MATERIAL A METODY

2.1. ELISA 1ESTY

Nami pouzitd metodika je zésti zaloZena na specidlnich komerénich ELISA!
kitech. Tyto testy jsou zaloZené na reakci substratu a protilatky a jedna se o pre-
cizné kalibrované, garantované reakce, které jsou urceny pro testovani alergent
v potravinach, coz znamena, zZe zachycuji i nepatrné kontaminace nezadoucich
proteind, a to jim davd potrebnou citlivost i pro detekci za priznivych okol-
nosti dochovanych archeologickych zbytki. Specifické protildtky jsou prichyceny
na dné jamek mikrotitra¢ni desticky a jsou schopny zachytit odpovidajici pro-
teiny ze vzorku, tato reakce je pak zviditelnéna pomoci pfidané biotinylované?
druhové specifické protilatky a fady promyvacich a barvicich roztokt. Pozitivni
reakce se vyznacuje zlutym zabarvenim, podobné jako pozitivni kontrola, zatimco
negativni kontrola se nezbarvuje, nebo jen velmi mirné. Pro vyhodnocovani je
mozné vizudlni nebo spektrofotometrickd detekee.® V nagich méfenich byla pouZita
detekce na spektrofotometru (obrdzky 1-4). Méreni bylo provddéno na ctecce
ELISA VERSAmax™ (Molecular Devices). V¥hoda metodiky spo&ivd mimo jiné
v tom, Ze je mozné ji provadét i v polnich podminkach a improvizovanych labo-
ratorich. Na rozdil od vyzkumi pracujicich s archaickou DNA existuje v ptipadé
detekce druhové specifickych mléénych proteint jen zanedbatelné riziko kontami-
nace vzorku persondlem, nebot cilové proteiny se v lidském organismu vibec ne-
nachézeji. Riziko kontaminace lze tedy prakticky odstranit zdkladni prevenci a ode-
birdnim vzorkl z vnitini keramické hmoty a nikoliv jen z povrchu nadob ¢i jejich
zlomku.

2.2. TESTOVACI SADY

Testy pro urceni, zda se jednd o stopy kravského mléka, se providély pomoci BIO-
KITS BLG (B-Lactoglobulin) Assay kitu, kde se vysledek urcoval na titracni des-
ticce. Jednalo se o ELISA kompetitivni test, kde se projevi specifickym zabarvenim
negativni reakce. Pouzité soupravy pochézely od spole¢nosti Neogen (dfive Tepnel
BioSystems).

IELISA - zkratka z anglického terminu Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay, jde o rozsiie-
nou imunologickou metodu slouzici k detekci protildtek. ELISA vyuzivd schopnosti proteini
vazat se na povrch umélych hmot a v druhé fadé pak schopnost vdzat enzymy na cCésti
imunoglobulinovych molekul.

2Biotinylace proces vazby biotinu (vitamin H) k molekule proteinu pomoci NHy skupiny.

3Spektrofotometry pristroje, které umoznuji mérit ¢ast absorpcéniho spektra v urcitém
useku vlnovych délek, pricemz monochromatické svétlo prochazi vzorkem. Vétsinou se pracuje
s roztoky, které se plni do standardnich kyvet s optickou drahou 1cm.



198 Acta FF ZCOU, 2015, roé. 7, &. 2

Obrdzek 1. Odbér keramické hmoty z neumyté keramiky ml. bronz Rataje II1I.

Picture 1. Removing ceramic material from unwashed pottery fragment of Late Bronze Age
site Rataje II1.

Obrdzek 2. Zdvérecnd faze ELISA testu — pipetovdini STOP roztoku do mikrotitraénich
jamek.

Picture 2. Final phase of ELISA text — pippeting of STOP solution in microtiter holes.
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Pritomnost koziho mléka byla ve vybranych ptipadech testovdna kitem RIDA-
SCREEN® GIS od spole¢nosti R-Biopharm AG (Pavelka a Orna 2011; Pavelka
a Vareka 2008). Test je zaloZen na imunologické detekci koziho IgG (imunoglobulin
t¥idy G), ktery je pfirozenou souédsti koziho mléka. Poté, co firma pfestala tento
kit vyrabét, jsme pro dalsi analyzy vybrali obdobny produkt s ndzvem Bio-Shield
Goat od firmy ProGnosis Biotech Ltd.

2.3. PRiPRAVA vzZORKD

Prvni faze predstavovala vytvofeni samotné vhodné metodiky. Seskrabali jsme
z vnitini stény a dna nékolika nddob z archeologickych nalezu cca 0,5 g keramické
hmoty, nadrtili ziskany material a smichali s naredénymi roztoky od prislusnych
firem (jednd se o extrakéni roztoky) v mnozstvi cca 200-400ul. Na rozdil od pokynit
vyrobce, které jsou zamysleny pro recentni vzorky, jsme pouzivali vyssi koncentrace
roztoku v poméru priblizné 1:10, nebo 1:15. Posléze jsme roztok s rozpusténymi
organickymi ¢astmi a jemnym keramickym materidlem aplikovali do detekcnich
jamek ELISA testu. Nésledné jsme postupovali podle instrukei vyrobce.

Oproti jingm metodikdm (plynovd chromatografie/hmotnostni spektrometrie)
je u naseho pristupu vyhodou absence slozitych a zatim nejednotnych zpusobu ex-
trakce proteint z keramické matrice. Craig a Collins (2002) srovndvali nejriznéjsi
extrakéni metody na izolaci proteinu bovinniho séra (BSA) z vlastni ¢isté keramiky,
kterda simulovala svym zpracovanim skute¢né archeologické ndlezy, a nasledné
provedli ELISA testy. Pouze omezeny pocet extrakénich technik se ukazal jako
pouzitelny (viz Craig a Collins 2002). AvsSak zda se, Ze pro imunologické ELISA
testy nejsou specidlni extrakéni techniky potiebné a jen by se jimi zvySovalo riziko
poskozeni proteint, protoze jemné nadrcené zbytky keramiky, slouzici jako jakési
nosice proteint, nemaji na reakci antigen — protildtka nijak zdsadni vliv. Protoze
se jednd o nové pouzitou metodiku, provedli jsme verifikaci testu na vybraném
vzorku na pracovisti hmotnostni spektrometrie na Jihoceské univerzité se shod-
nym vysledkem (Hlések et al., v pfipraveé).

2.4. VZORKY

Pro testovani nové metodiky jsme zvolili soubory keramiky z pravéku a pro srov-
nani i z raného stredovéku, kdy se pouzivani mléka v pripravé potravin predpokladé
jiz zcela bézné.

Z neolitu jsme vyuzili materidl z Jiho¢eského muzea v Ceskych Budgjovicich,
z lokality Mazice (okr. Tabor) pét keramickych zlomki ze sidlistniho objektu
(mladé faze kultury s linedrni keramikou) a pro srovnani jeden keramicky zlomek
ze stredovéku z téze lokality. Dalsi ¢ast souboru byla ziskana ze Zapadoceského
muzea v Plzni. Z Oddéleni zadchrannych archeologickych vyzkumt se jedna o pét
keramickych zlomka kultury s linedrni keramikou fize Ilc z lokality Radoby¢ice
(okr. Plzen-mésto) (Smetana 2010). Zde byl déle ziskdn vzorek z bombovité nddoby
z neolitické lokality Kiimice a z poharku nalezeného v détském hrobu z lokality
Kiimice — Balici posta (okr. Plzeni-mésto).

Dalsi soubor pochézel ze sbirky Jihodeského muzea v Ceskych Budgjovicich.
Jednalo se o keramiku stiedni doby bronzové z lokality Repe¢ (okr. Tébor).
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Obrdzek 3. Mikrotitracni desticka pred mérenim absorbance.

Picture 3. The microtiter plate prior to measuring absorbance.

Obrazek 4. Pristroj na méreni absorbance vyslednych reakci na mikrotitracnich destickdch —
ELISA reader VERSAmaz™ (Molecular Devices).

Picture 4. The device for measuring the absorbance of the resulting reaction of the
microplates — ELISA reader VERSAmaz™ (Molecular Devices).

e
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Mladsi doba bronzova je zastoupena, keramickym zlomkem z hrobu z lokality
Bfeznice (okr. Tdbor) a déle tfemi dny nddob, cednikem a keramickym zlomkem
z lokality Rataje I11, okr. Tabor a stfepem z depotu z katastru obce Podoli ze sbirek
Pracheniského muzea v Pisku. Starsi doba Zelezna (doba halStatska) je reprezen-
tovana jednak keramickym zlomkem pochazejicim z hrobu z lokality Bieznice
(okr. Tabor) z Jiho¢eského muzea v Ceskych Budé&jovicich, jednak keramickym
zlomkem ze sbirek Prachenského muzea v Pisku ze sidlistniho objektu a keramic-
kym zlomkem z mohyly na pohrebisti z lokality Albrechtice nad Vltavou (okr.
Pisek). Také jsme pro srovnani a ziskdni vétsiho ¢asového rozptylu vzorkl pouzili
vzorek z prelomu raného a vrcholného stredovéku z lokality Hefmar (okr. Pisek)
(Préchenské muzeum), jednalo se o jeden keramicky st¥ep ze sidlistniho objektu.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1. NOVA METODIKA

Aplikace metodiky s ovéfenymi protilatkami se v piipadé test na beta laktoglobu-
lin u kravského mléka ukézala jako plné pouzitelnd i na zbytky mléénych produktu
z drcené porézni keramiky. Ze 12 vzorki z riznych obdobi byly 4 pozitivni, ponékud
paradoxné vSechny z mladsi doby bronzové (lokality Bieznice, Podoli, Rataje — 2x),
nicméné z tohoto obdob{ bylo nejvice odbéru (tabulka 1). Byla také provedena veri-
fikace metodiky na knovizské amfofe (Hldsek et al., v pfipravé). Diky témto dattim
a vzhledem k verifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie, kdy byla seskrabana
keramika stejnym zptsobem, ale proteiny extrahovdny na pracovisti hmotnostni
spektrometrie JihoGeské univerzity v Ceskych Budéjovicich s identickym vysledkem
jako pomoci protildtek (Hlasek et al., v pfipravé), bylo mozno metodiku povazovat
za prukaznou.

Metodu ovsem nelze pouzit tam, kde jsou proteiny v keramice poskozeny c¢i
zcela znic¢eny zpusobem, ktery neodpovida prosté dlouhodobé degradaci v béznych
archeologickych situacich. Jako priklad muzeme uvést nékolik vzorkd z muzea
v Celdkovicich, lokalita Kvétnice, pFevazné z mladsi doby bronzové. Zde se nepo-
darilo uskutecnit jedinou pozitivni reakci, zfejmé proto, ze nddoby byly béhem la-
boratorniho ¢isténi ndlezi osetfeny kyselinou chlorovodikovou a tekutym mydlem
(Hlasek et al., v piipravé). Pozitivni imunologické reakce nemuzeme prili§ ocekavat
ani v pripadé nalezt vyzvednutych z chemicky agresivniho prostiedi, naptiklad ze
strfedovékych méstskych jimek.

Neolitické vzorky vykazovaly riiznou miru identifikace zbytk mléka na sledova-
nych lokalitdch (tabulka 2). Jiho¢eskd lokalita Mazice (mladé faze kultury s linedrni
keramikou) neobsahovala na testovanych keramickych zlomcich stopy mléka skotu,
i kdyz kontrolni stfedoveéky vzorek z téhoz mista slabou pozitivitu vykazoval.
Podobné na stiedoceské neolitické lokalité HoroméFice (linedrni keramika faze 11—
III), byl z péti vzorka pouze jeden, kde byl slaby signdl, ovSem na takové drovni, ze
je zde porzitivita spornd. Zapadoceskd lokalita Radoby¢ice (linedrni keramika faze
IT) pfinesla odlisné vysledky. Z péti keramickych zlomku byl jeden pozitivni, dalsi



202 Acta FF ZCU, 2015, roé. 7, é. 2

Tabulka 1: Testovdni metodiky na keramice z obdobi, kdy se predpoklddd bézZné pouzZivani
mléka a mléénych viyrobki (++ pozitivni reakce, - negativni vysledek).

Table 1: Testing methodologies for ceramics from the period when it is assumed the routine
using of milk and milk products (++4 positive reaction - negative result).

C. vzorku | Lokalita Staif vzorku BLG skotu
1 Reped stt. d. bronzova

2 Rataje 111 ml. d. bronzova ++
3 Rataje 111 ml. d. bronzova -

4 Rataje 111 ml. d. bronzova ++
5 Rataje 111 ml. d. bronzova -

6 Rataje 111 ml. d. bronzova -

7 Rataje 111 ml. d. bronzova ++
8 Podoli ml. d. bronzova ++
9 Bfeznice st. d. zelezna -
10 Albrechtice nad Vltavou | st. d. zelezna -
11 Albrechtice nad Vltavou | st. d. Zelezna -
12 Hefman rany/vrcholny stiedovék | -

slabé pozitivn{ a tfi byly pro mléko skotu negativni (tabulka 2). Negativni vzorek
byl do urcité miry kontrolni, protoze se jednalo o priskvarek jako v diive publiko-
vanych pracich (Pavelka a Vafeka 2008; Pavelka a Orna 2011), ostatni vzorky byly
ziskany striktné z keramické hmoty. Vzorky z obou lokalit v Krimicich byly oba
na -laktoglobulin skotu pozitivni, i kdyz reakce byla slabsi.

Rada vzorkfl byla také testovdna na pFitomnost koztho IgG, tedy piftom-
nosti koziho mléka. Soucasné s tim byla i provéfovdna funkénost nového kitu (de-
tekéni sady). Predchozi testy (Pavelka a Orna, 2011; Pavelka a Vareka, 2008) byly
provadény s jiz ovérenym kitem RIDASCREEN® GIS od spole¢nosti R-Biopharm
AG, kterd vsak uz tento kit prestala vyrdbét. Obdobny kit od firmy ProGnosis
Biotech Ltd se ukézal na archeologické zbytky nevhodny, ziejmé protilatka neni
schopna rozeznat konformacné zmeénény protein. Kit byl zpétné ovéfovan na né-
kterych vzorcich pozitivné testovanych v minulosti (Pavelka a Vareka 2008) a bez
aspéchu. Nicméné se pokusime do budoucna najit kit s protilatkou od nékterého
dalsiho vyrobce, ktery bude schopen detekovat kozi IgG podobné, jako tomu bylo
s kitem od firmy R-Biopharm AG, ktery se v této studii ukézal jako velmi efek-
tivni. Podle vysledku osteologickych analyz obvykle prevlddal na lokalitdch neolitu
i doby bronzové v Ceské republice vyrazné skot nad drobnymi prezvykavci (koza,
ovce), i kdyz jsou nalezisté, kterd se vyrazné odlisuji (Kovacikova et al. 2012; Rob-
lickovd 2003). Imunologickd metodika mé potencidl ovérit, zda se na konkrétni
lokalité shoduji osteologickd data a poméry mléka na keramice a porovnat tak
vypovidajici schopnost obou indikétort vyuzivani ruznych druhi domaécich zvirat.

V pripadé testi na pritomnost koziho mléka se prekvapivé ukéazalo, ze kozi
proteiny jsou na testované keramice pritomny velmi casto. Ze ¢trndacti testovanych
vzorku bylo tfindct pozitivnich. VSechny testované vzorky z lokalit Horoméfice
a Mazice byly pozitivni a pouze jeden vzorek z Radobycic byl negativni a odpovi-
dal kontrole. Negativni kontrola byla zcela shodnd s jednim z testovanych vzorku,



M. Ciperovd, J. Pavelka € L. Smejda: Detekce stop mléka v porézni keramice z neolitu 203

Tabulka 2: Testovdni neolitickych vzorkid (++ pozitivni reakce, + slabé pozitivni reakce,
- negativni vysledek).

Table 2: Testing Neolithic ceramics (++ positive reaction, + weak positive reaction,
- negative result).

C. vzorku | Lokalita Stari vzorku | BLG skotu | kozi IgG | Poznamka

1 Radoby¢ice 1 LnK II - ++ priskvarek

2 Radoby¢ice 2 LnK II ++ ++

3 Radoby¢ice 3 LnK II - ++

4 Radoby¢ice 4 LnK II + -

5 Radoby¢cice 5 LnK II - ++

6 Kfimice — LnK II + détsky hrob,
Balici posta ryté vyzdoba

7 Kfrimice 98 LnK IT +

8 Horomeéfrice 1 LnK IT-1IT - ++

9 Horomérice 2 LnK II-IIT - ++

10 Horoméfice 3 LnK IT-1IT - ++

11 Horomérice 4 LnK II-III ? ++

12 Horoméfice 5 LnK IT-1IT - ++

13 Mazice 1 LnK III - +

14 Mazice 3 LnK III - +

15 Mazice 4 LnK III - +

16 Mazice 5 LnK III - +

17 Mazice 6 LnK III -

18 Mazice 2 stiedovek +

coz vylucuje pripadnou faleSnou pozitivitu testu, ktery vysel prekvapivé v takovém
rozsahu pozitivné. Z finan¢nich divoda byly testovany pouze vzorky z neolitu.
Jako kontrola byl zvolen standard s velmi malym obsahem koziho mléka (0,05 %).
Vsechny zaznamenané vysledky tuto hodnotu vysoce prekracovaly. Pro presnéjsi
odhad mnozstvi koziho mléka v keramice by vsak byla zapotiebi dalsi série testu.
Pro potreby archeologie je vSak dulezitym zjisténim, ze se viibec podafrilo prokazat
pritomnost kozich IgG na témér kazdém testovaném keramickém zlomku, byt
prozatim jen kvalitativnim zptsobem.

3.2. INTERPRETACE ZISKANYCH DAT A V KONTEXTU VYZIVY V NEOLITU

Na zdkladé ziskanych vysledki (viz Tabulka 2) je mozno otevrit diskuzi o pivodu
mléka detekovaného v pravékych keramickych nddobach, protoze predchozi studie
(Craig et al. 2004; Craig et al. 2005a; Craig et al. 2005b; Craig et al. 2011) nebyly
druh mléka schopny rozlisit.

7 dosavadnich, pocetné zatim malo reprezentativnich vysledku se zda, ze se
uzivani kravského mléka, respektive mlécnych vyrobka z néj vyrobenych, mohlo
lisit v jednotlivych regionech. Je vSak tfeba zduraznit, ze oproti jinym studiim
(napt. Copley et al. 2003; Craig et al. 2005a; Craig et al. 2005b; Craig et al.
2004) méme zatim zpracovdno jen velmi mélo vzorku z jednotlivych lokalit. Na
druhou stranu, tolik ziskanych pozitivnich vysledkt na kozi mléko asi nebude pouze
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nidhodna fluktuace. Tak vysoké zastoupeni koziho mléka v analyzovaném souboru
patrné naznacuje jeho velmi rozsifenou konzumaci, pricemz absence metody, jak
vzajemné pomeéry zastoupeni mléka ruznych zvirecich druhu v jidelnicku zkoumat
na zékladé archeologickych prament, mohla vést k relativnimu podcenéni jeho
skuteéného vyznamu. Nicméné existuje rada dokladi o tom, Ze kozi mléko bylo
podavano détem, starsim lidem a jinym skupindam se specifickymi pozadavky na
vyzivu, nebot je diky svému slozeni pro lidsky organismus lépe stravitelné a nut-
ricné vyuzitelné nez mléko kravské (Ceballos et al. 2009; Devendra a Burns 1983;
Haenlein 2004). Je proto otdzkou, nakolik mohlo byt v lokalitach, kde nebylo mléko
skotu identifikovano, nahrazeno kravské mléko mlékem kozim. Primarné se dopo-
sud predpokladalo, vzhledem k dominanci kosti skotu v osteologickych nalezech, ze
nejbéznéji pouzivané bylo mléko kravské. Zatim nejsme schopni rozhodnout, zda
jeho zdanliva absence na nékterych pravékych lokalitach neni dana spise jen shodou
okolnosti. Nelze totiz zcela vylou¢it moznost, ze kravské mléko a z néj pochézejici
mlécné vyrobky byly pouzivany v relativné vyrovnaném poméru, ale keramické
nadoby byly pouzivany predevsim pro kozi mléko. Prestoze keramika predstavuje
v archeologickych pramenech pro zemédélsky pravék dominantni kategorii nalezu,
musime vzit v ivahu, ze byly v zivé kulture jisté pouziviany také drevéné nadoby
a kozené méchy, pricemz kazda z téchto skupin mohla mit specializované vyuziti
(Benes 1989; Vencl 1984).

3.3. OTAZKA SIRENT MUTACE 13910 * T PRO PERZISTENCI LAKTAZY V DOSPELOSTI

Z praci, které analyzovaly mutaci umoznujici travit laktézu v dospélém véku na
zékladé archaické DNA (aDNA), plyne, ze lidé v neolitu nebyli schopni lakt6zu
travit. Ve studii (Burger et al. 2007) byl tspésné osekvenovan 1 vzorek lidské
kostni tkané z prostiedi mezolitické ekonomiky vychodniho Polska a 8 neolitickych
vzorku DNA z vychodniho Némecka, Madarska, severovychodniho Polska a Litvy.
Jak se také nedavno prekvapivé ukazalo na 23 vzorcich ze tfinacti jednotlivcu
z prostoru Velké dunajské kotliny na vychodé Madarska, ziskanych z objektu da-
tovanych od neolitu do doby zZelezné, tamni populace patrné nebyly schopny travit
laktézu az do konce doby bronzové (Gamba et al. 2014). OvSem mutantni alela
umoznujici traveni laktézy se zrejmé vyskytovala v Evropé i pred dobou bron-
zovou, ale jeji geografickd distribuce byla velmi nerovnomérné. Ve skandinavském
prostiedi prezivajici lovecko-sbéracské ekonomiky v dobé soucasné s nasim eneo-
litem bylo ze zkoumanych 14 jedinct spolehlivé analyzovano 10, pricemz u jednoho
se nasla tato mutace v heterozygotnim stavu. To znamenad, ze frekvence byla velmi
nizkd (5 %) na rozdil od soucasnosti, kdy v soucasné $védské populaci je ve vysoké
frekvenci 74 % (Malmstrom et al. 2010), jiné zdroje uvadéji jesté podstatné vyssi
udaje, kolem 90 % (Witas et al. 2015). Rovnéz na Britskych ostrovech je podil
aktivnf laktézy v dospélosti velmi vysoky, pres 90 %. Obecné je dnes patrny rozdil
mezi severni Evropou s prumérem 70-80 % persistence laktézy a jihem kontinentu
s podilem pouhych 5-10 %. Tento latitudindlni gradient byl prokézdn opakované,
a to nejen porovnanim mezi staty, ale i komparaci dil¢ich regioni v ramci Britanie
(Smith et al. 2009).
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Velmi zajimavé je pozorovani, ze alelu zodpovidajici za perzistenci laktazy se
zatim nepodarilo detekovat na archeologickém kosternim materidlu souvisejicim
s predpoklddanymi sméry neolitizace Evropy, tj. Podunajim (balkdnsky neolit
a kultura s linedrni keramikou) a podél stfedomotského pobtezi (kultury s kar-
diovou keramikou). To potvrzuje i nova studie (Witas et al. 2015) hledajici alelu
pro perzistenci laktazy v archeologickém kosternim materidlu z polskych Kujav.
Zde byly ziskdny DNA sekvence ze 131 jedincu datovanych od neolitu (9) pfes
konec doby bronzové az starsi dobu Zeleznou (8), dobu Fimskou (34) az po stfedovék
(80 jedinct). VSechny neolitické vzorky byly vyhodnoceny jako patiici jedincim
netolerujicim laktézu v dospélosti a teprve vzorky datované do doby halstatské pii-
nesly z osmi zkoumanych jedinct dva s pfitomnou alelou 13910 * T, z nichz jeden
jedinec byl homozygotni. Na lokalitach z doby rimské a stredovéku byla perzistence
laktazy detekovana pomérné casto, na ruznych lokalitdch se ovSem lisila v rozsahu
46-86 %. Tyto vysledky zhruba potvrzuji situaci zjisténou v jinych éastech stiedni
Evropy, kde se dafi hledanou alelu zachytavat az v zavéru doby bronzové a na
pocatku doby zelezné. Pozoruhodné je ovsem v této souvislosti zjisténi, Zze pomérné
vysokd frekvence tolerance laktézy (27 %) byla zjisténa v Baskicku na severu Iber-
ského poloostrova velmi ¢asné — nékdy po roce 3000 pi. Kr., tedy jesté v tamnim
zévéru neolitu. Sifeni alely spole¢né s vlnou prichozich neolitickych zemédélct do
Evropy z Predniho vychodu se tedy zda byt nepravdépodobné; vzhledem k vyse
uvedenému by snad mohla byt ve hre alternativni cesta z Afriky pres Gibraltar
na Ibersky poloostrov a déle severozdpadni Evropou (Witas et al. 2015). Nelze
pochopitelné vylouéit ani jiny scénar (viz nize), nebot zadnd z pracovnich hypotéz
zatim nebyla presvédcivé podpofena empirickymi daty.

I pres vétSinovou netoleranci laktézy v dospélé populaci se ovsem v mnoha
regionech Evropy na neolitickych lokalitach nachazeji stopy mléka na keramickych
nadobéch a podle nagich prvnich vysledki je tomu tak také v zapadnich Cechach.
Evidentné tedy mléko slouzilo jako potravina, ale nejspise nikoli v syrové podobé.
Jak tedy bylo v pravéku mléko zpracovavano? Jak jsme jiz zminili v avodu, feSeni
spocivalo v nalezeni empirickych postupu, které i bez znalosti moderni védecké
teorie vedly k odstranén{ nebo alespon redukci obsahu mlééného cukru (laktézy).
Dalsi vyzkum by proto bylo zapotfebi zamérit i timto smérem. Idealni by bylo
vytvorit metodiku k testovdni pritomnosti laktobacili, bifidobaktérii a kvasinek
v archeologickych ndalezech keramiky, a tim zptisobem detekovat, zda mléko bylo
kysano ¢i kvaseno.

Naskyta se otdzka, zda je mozno poznatek o bézném rozsiteni schopnosti travit
laktozu v dospélém véku v Evropé az v dobé zZelezné zevseobecnovat, nebo zda se
vyskytovala od poc¢atku neolitu, anebo jesté diive jako relativné vzacnd mutace,
kterd se pozdéji rozsitila, protoze byla pro své nositele prospésnd a umoznovala
jim dosahovat vyssi reprodukéni tspésnosti (Bersaglieri et al. 2004; Gerbault et al.
2011; Sabeti et al. 2007). Vzdy se v zatim dostupnych studiich jedn4 o jeden pozi-
tivni vzorek s detekovanou mutaci, bud ze tfinacti (Gamba et al. 2014), nebo z de-
seti (Malmstrom et al. 2010), piipadné dva z osmi (Witas et al. 2015). Je zfejmé, ze
je doposud k dispozici velmi mélo dat z archaické DNA. OvSem zminovany soubor
z dnesniho Madarska z doby Zelezné ukazuje na moznou souvislost s kocovniky —
dolozenou blizkosti genomu k vychodnim populacim a i z archeologického hlediska
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ukazuji zkoumané artefakty pohiebniho ritu spiSe na stepni charakter (Gamba et
al. 2014). Kocovnici z pfelomu doby bronzové a zelezné se v tomto regionu obvykle
fad{ k historickym Kimmerijcim (Chochorowski 1993).

Nabizi se tedy i dalsi moznost, ze evropskd mutace pro toleranci k laktdze
vznikla mnohem drive ve stepich a sitila se z vychodu prirozenym genetickym
tokem a silnéji pfi opakovanych indoevropskych migracich. Pokud se migrace In-
doevropant dé ztotoznit s haplotypovym markerem chromozému Y Rlala (R-M17,
R-M198), i kdyZ to v soucasnosti nen{ jisté (Underhill et al. 2010), a jedna z uvazo-
vanych moznosti vysvétleni je, Ze ptuvodni Indoevropané nedogli dale nez do stfedni
Evropy a jazyk, pripadné dalsi kulturni atributy, se mohly déle sifit sekundarné.
To by potvrzovaly i vyzkumy, které naznacuji, ze mutace pro traveni laktézy se
dostala na sever Evropy migraci a je spojovana s nastupem s$ntrové keramiky, tedy
zfejmé Indoevropany (Vuorisalo et al. 2012; Cramp, Evershed et al. 2014), ovSem
domnivame se, Ze by tato teze méla byt rfadné provérena na trovni archaické DNA.
Ale at uz mutace vznikla kdekoliv, zustavéa pak nezodpovézenou otézkou, proc¢ a jak
se mutace Sifila Evropou, protoze nyni je jeji nejvétsi frekvence v severozapadni
Evropé (Leonardi et al. 2012). Je tfeba vzit v tvahu, Ze vzhledem k prirodnim
podminkam je tato mutace nejvyhodnéjsi pravé na severozapadé Evropy, proto se
tam mohla postupné nejvice prosadit. Mléko je totiz bohatym zdrojem vitamina D
(kalciferolt), které jsou dulezité pro hospodafeni organismu s vapnikem a fosforem.
Normélné se tyto vitaminy vytvareji v kuzi pomoci sluneéniho zafeni, avsak pri
jeho nedostatku je vhodné ho télu dodavat v potravé, napiiklad zahrnutim mléka
do jidelnicku. Proto schopnost travit mléko (laktézu) poskytuje vyraznou vyhodu
praveé na severu Evropy. To ovSem nevysvétluje zvysenou frekvenci vyskytu mutace
v nékterych oblastech poloZenych blizko rovniku, jako je zapadni Afrika a jihoza-
padni Asie. Zd4a se, ze doslo k nékolika nezévislym procesim adaptace na traveni
(Smith et al. 2009).

Nejvétsi selekeni tlak byl asi v dobé krizi, jaké predstavovaly hladomory, valky,
migrace nebo epidemie. Z tohoto hlediska je zajimavé se podivat na vyskyt dané
mutace ve stiedovéku, protoze mame k dispozici data z aDNA z 18 jedincu (ex-
trakce byla provadéna z 36 jedincii, ale ne vzdy dspésné) ze stredovékého hibitova
v Dalheimu v Némecku. Tato studie vyvozuje, ze do roku 1200 naseho letopoctu
stoupla tolerance k laktoze, tedy frekvence nasi mutace na vice nez 70 % oproti
starsim dobam, a to minimalné ve sledované lokalité. V dnesnim Némecku a Ra-
kousku se odhaduje na frekvence mutace na 71 az 80 % (Krittli et al. 2014).

Naproti tomu vzorky aDNA jen o mélo starsi, opét z Madarska, ale ze stre-
dovéku (10.-11. stol.), kde byly dspésné analyzovany vzorky z pozistatku 23 je-
dinct, prokazaly, ze alela pro tvorbu laktazy v dospélosti tam byla pfitomna pouze
v 11 % frekvenci (Nagy et al. 2011). Néktet{ autofi spekuluji o tom, zda zvyseni
Cetnosti alely pro toleranci k laktéze nemohla zpusobit selekce a geneticky drift
béhem morovych epidemii (Kriittli et al. 2014).

Data jsou zatim pfiliS nekonzistentni v ¢ase i ve stupni poznani evropskych
regiont, nicméné efekt postupného zvysovani ¢etnosti alely je nepopiratelny. Z po-
pula¢né genetického hlediska by nejrazantnéjsi prosazovani alely mélo prichézet
v dobé snizovani velikosti populaci, kdy tato vlastnost poskytovala vyraznou
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vyhodu. Asi by tedy bylo nejvyhodnéjsi dalsi mapovéani archaické DNA s durazem
na mistni populace pred a po zavaznych krizich.

4. HLAVNI ZAVERY A VYHLEDY DO BUDOUCNA

V této studii jsme se zamérili na detekci stop mléka v pérovité hmoté keramic-
kych nadob, ziskanych archeologickym vyzkumem lokalit z jihozdpadnich Cech,
datovanych do neolitu, doby bronzové, doby zelezné a okrajové i stredovéku. Ve
vSech téchto obdobich lze predpoklddat konzumaci mléka a existenci keramickych
nadob, v nichz bylo mléko skladovidno a zpracovavano. Prokézali jsme funkénost
nové, velmi jednoduché metodiky, zalozené na detekci termostabilnich antigent pro
zjistovani pritomnosti zbytkt mlécénych proteini v porézni keramice pomoci imuno-
logickych testti. Podrobnéji jsme se zamérili na vzorky datované do neolitu, kde
jsme v pozitivnich vzorcich rozlisili pomoci druhové specifickych protildtek mléko
skotu a mléko kozi. Ziskané vysledky ukazuji prekvapivé vysoké zastoupeni koziho
mléka oproti mléku kravskému. Je ziejmé, ze podil riaznych druhia domestikovanych
zvirat na mlé¢né produkci mtze byt ovlivnén radou faktort a ze bude tfeba do bu-
doucna vénovat této otdzce vice pozornosti. V zavéru ¢lanku shrnujeme soucasny
stav vyzkumu zaméreného na schopnost traveni mlééného cukru laktézy u minu-
Iych evropskych populaci a zvazujeme dalsi moznosti feseni této problematiky.
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SUMMARY

Pottery research in archeology is an important pillar for gaining knowledge on the past.
Until only recently, however, research has focused largely only on the shape, material or
method of firing pottery. Only in recent years have opportunities arisen for studying the
remains of food, drink or other materials that have been preserved in pottery (Copley et
al. 2005a; Craig et al. 2004; Cramp and Jones et al. 2014). This paper will focus on milk
and will attempt to contribute to the debate by being the first source to list information on
how measurable milk is in pottery containers from the Neolithic period on the territory of
today’s Czech Republic. In order to form a hypothesis, we first created a methodology that
made these designations possible. Previous work studying pottery in the Czech Republic
has focused on traces of food that are clearly recognizable, i.e. carbonized “char marks”
(Pavelka and Orna 2011; Pavelka and Vareka 2008), however even these are found in
relatively small number. It was necessary to create a method that could analyze remains
in porous pottery (similarly Copley et al. 2005a; Copley et al. 2005b). The potential
contribution of this study is in bringing forth the first findings on whether cow’s milk
was actually processed in the Neolithic period on the territory of today’s Czech Republic,
although this can be assumed judging by the majority of cattle bone findings from the time
(Kovacikova et al. 2012).

The method we have applied is partially based on special commercial ELISA sets.
These tests are based on the reaction of substrate and antibodies and provide precisely
calibrated and guaranteed reactions that are designed to test allergens. This means that
they are able to record even the smallest contamination by unwanted proteins in foods.
They also have the necessary sensitivity to detect preserved archeological traces. In order
to test this mew method, we have chosen pottery assemblages from the prehistoric and
early medieval periods, when the use of milk in food preparation is assumed to have been
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wholly common. From the Neolithic period, we have used the potsherds and remains of
containers from several locations in West and South Bohemia.

As concerns the tests for beta-lactoglobulin in cow’s milk, the application of these
methods with verified antibodies proved to be fully functional even for traces of dairy
products extracted from crushed porous pottery. We also found differences in the use of
dairy products in the Neolithic period among various locations. Our study is the first to
prove that it was cow’s milk that was used in Neolithic pottery. The study also differenti-
ates cow’s milk from sheep’s milk, which is surprisingly also quite abundantly found and
confirms the theory that both types of milk were quite largely used. Milk from cattle, how-
ever, is found significantly less. A number of hypotheses have been introduced in attempts
to explain this fact, e.g. the use of pottery for feeding children with goat’s milk as it is
more easily digested, while cow’s milk may have been produced in such a way that it did
not come into contact with pottery as often, which may have been a result of differences
in specific local traditions.

In conclusion, we summarize the contemporary state of research on ancient DNA
in terms of the ability to digest lactose in the past. Although we point out the fact that
data are still too inconsistent in the time and degree of knowledge of European regions,
the effect of gradually increasing allele frequency is undeniable. From a population and
genetic standpoint, the most significant boost in allele should take place in a period when
populations are decreasing, as this characteristic provided a significant advantage. Thus,
it is perhaps most appropriate to carry out further mapping with an emphasis on local
populations before and after serious crises.



