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Genetikai vizsgálatok 
a természetvédelmi biológiában

Az elmúlt évtizedekben egyértelmûen bebizonyosodott,
hogy a veszélyeztetett fajok hatékony védelméhez elen-
gedhetetlen az adott faj biológiájának minél pontosabb is-
merete. A veszélyeztetett fajok megõrzéséhez szükséges
védelmi intézkedések megtervezéséhez tisztában kell len-
nünk viselkedésükkel, táplálkozási, fészkelõhely- és pár-
választási szokásaikkal, mekkora területet igényelnek,
mennyire tûrik az emberi zavarást (Curio 1996). Az ilyen
jellegû vizsgálatok eredményeit jelentõsen növeli, ha lehe-
tõség van az egyedek azonosítására, fõleg ha azok sorsát
akár több éven át is nyomon tudjuk követni (Taberlet &
Luikart 1999).

A példányok azonosítására sokféle módszer alkalmas:
egyéni jellegzetességek keresése, krotáliák felhelyezése,
szõrzet vagy tollazat festése (Nunes et al. 2000), illetve
madaraknál a régóta használt gyûrûzés. Egyre gyakoribb a
rádiós (Webb & Shine 1997) és a mûholdas nyomkövetés
(Meyburg et al. 1995). A legtöbb technikának azonban ko-
moly hátránya, hogy használatuk jelentõs költségeket igé-
nyel (pl. mûholdas rendszerek), a jelölések befolyásolhatják
az állatok viselkedését, szaporodási képességét (pl. tolla-
zatfestés), vagy alacsony a megkerülési ráta (pl. madár-
gyûrûzés). Ezek a hátrányok általában ahhoz vezetnek,
hogy az ilyen jellegû vizsgálatok kis mintaszámmal tud-
nak dolgozni és jelentõs költségeket igényelnek.

A molekuláris technikák fejlõdésével a genetikai mód-
szerek is alkalmassá váltak az egyedek azonosítására (Morin
et al. 1994), ezek jelenleg is folyamatosan bõvülnek és egyre
biztonságosabbá válnak. Mára már hagyományosnak ne-
vezhetõ az RFLP (Restriction Fragment Length Polimor-
phism) és RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA),
miközben terjednek a modernebb módszerek, mint a direkt
szekvenálás, illetve a DNS-ujjlenyomat készítése mini- és
mikroszatelliták vizsgálata alapján (Sunnucks 2000). 

Az így nyert adatok alkalmasak arra is, hogy jelölés-visz-
szafogásos vizsgálatokat végezhessünk a populációkon,
hiszen a DNS-profil egyedi jelölésnek tekinthetõ, és az
adott populációból évrõl évre standard módon lehet mintá-
kat venni. Ezzel a módszerrel a populáció máshogy nehe-
zen becsülhetõ paramétereit tudjuk lemérni (pl. egyed-
szám, mortalitás, migráció).

A molekuláris genetikai módszerek emellett elengedhe-
tetlenek a veszélyeztetett fajok hatékony védelmében is,
mivel ezek segítségével gyorsan és pontosan megállapít-
hatjuk a különbözõ populációk genetikai polimorfizmusát
és a populációk közötti génáramlás mértékét. Ha kis popu-
lációk egymástól távol helyezkednek el, és nem jön létre
közöttük migráció és génáramlás, akkor genetikailag izo-
lálódnak, és felbomlik a dinamikus metapopulációs szer-
kezet, ami természetvédelmi szempontból rendkívül hátrá-
nyos (Standovár & Primack 2001). A genetikai állapot minél
pontosabb ismerete a súlyosan veszélyeztetett fajok popu-
lációiban jelentõsen segítheti a hatékony fajvédelmi munkát,
hiszen a populációs szerkezet (génáramlás, metapopulá-
ciók, genetikai sodródás) alapvetõen meghatározza a fajok
túlélési esélyeit, és így befolyásolhatja az alkalmazandó
védelmi stratégiát is. A mitokondriális DNS kontrollrégió-
ját számos gerinces fajnál használták már fajon belüli po-
pulációs összehasonlításokra (Rawlings et al. 2002, Li et
al. 2004, Martínez-Cruz et al. 2004).

A parlagi sas természetvédelmi helyzete 
a Kárpát-medencében

A parlagi sas számos nemzetközi természetvédelmi
egyezményben kiemelt helyen szerepel. Az IUCN (Interna-
tional Union for Conservation of Nature) vörös listáján a
„sebezhetõ” kategóriába tartozik, világállománya mindösz-
sze 2000–3000 párra tehetõ. Magyarországon fokozottan
védett, természetvédelmi értéke egymillió forint.
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A faj elterjedési területe Közép- és Délkelet-Európától
egészen Közép-Ázsiáig húzódik. Európában jelenleg három,
többé-kevésbé elszigetelõdött populációt különböztethe-
tünk meg: a Kárpát-medenceit, a Balkán-félszigetit és a
kelet-európai-síkságit. Az ázsiai területen élõ parlagisas-
populációk Kis-Ázsiában, a Kaukázusban, Nyugat-Ázsiá-
ban (Kazahsztánban, Oroszország) és a Távol-Keleten
(Oroszország Bajkál-tó környéki területei) találhatók
(Horváth et al. 2002).

A magyarországi állomány a 20. század közepére jelentõ-
sen lecsökkent (mindössze 15–25 párra), majd az 1990-es
évek elején számuk emelkedésnek indult, valószínûleg a me-
zõgazdasági mûvelésben bekövetkezett változásoknak és az
aktív fajvédelmi munkáknak köszönhetõen (Bagyura et al.
2002). Hazánkban két élõhelytípusban fészkel: középhegy-
ségi erdõkben, illetve síkvidéki fasorokban, magányos fá-
kon. A hegyvidéki állomány létszáma viszonylag állandó,
míg síkvidéken az 1989-es megjelenésük óta mind a mai na-
pig folyamatos egyedszám-növekedés tapasztalható. Jelenle-
gi hazai költõállománya 80–85 pár, melynek már háromne-
gyed része síkvidéki mezõgazdasági környezetben fészkel.

A Kárpát-medencében költõ öreg madarak állandóak, a
költõterület közelében telelnek, a fiatal madarak ivarérésü-
kig a Kárpát-medencében (elsõsorban a magyar Alföldön),
valamint Délkelet-Európában és a Közel-Keleten kóborol-
nak. Az 500 km-re délre található balkáni populációból
több gyûrûzési megkerülés is volt, de ezek mind telelõ fia-
talokra vonatkoztak, a költõ madarak migrációját a két po-
puláció között nem figyelték meg. A másik szomszédos
populáció legközelebbi állománya 900 km-re keletre, 
Ukrajnában található, amellyel közvetlen kapcsolat nem
ismert, de az innen származó fiatal madarak a Kárpát-
medencei fiatalokkal közös telelõterületet használhatnak a
Közel-Keleten és Kelet-Afrikában.

A Kárpát-medencén belüli szubpopulációk közti távol-
ság a parlagi sas diszperziós képességéhez mérten kicsi,
azonban a szomszédos populációktól való távolság már je-
lentõs gátat szabhat a génáramlásnak, így feltételezzük,
hogy a Kárpát-medencében egy önálló és egységes popu-
láció él. A Kárpát-medencei populáció belsõ genetikai
struktúrájának (szubpupolációk elkülönülése, madarak
egyedi azonosítása és nyomon követése), a szomszédos
populációkkal való kapcsolatának (metapopulációs rend-
szer, génáramlás), valamint a korábbi kis populációméret-
bõl adódó jellegzetességek (beltenyésztõdés, genetikai
sodródás) vizsgálatára kezdtük el populációgenetikai kuta-
tásainkat (Horváth et al. 2005, Vili et al. 2005).

Módszerek

Mintavétel

A DNS vizsgálatához szükséges minták begyûjtése gyak-
ran okoz nehézséget. A veszélyeztetett fajoknál különösen
fontos, hogy a mintavételi eljárás egyáltalán ne, vagy csak

minimális hatással legyen az állatokra, emellett sok esetben
technikailag sem lenne megoldható a megfelelõ számú állat
befogása (Taberlet et al. 1999, Taberlet & Luikart 1999). A
rendelkezésre álló módszereket az irodalom három csoport-
ba sorolja. A destruktív mintavételt gerinctelen szervezetek
vizsgálatánál alkalmazzák, ennek során a teljes egyedet fel-
használják. Ennél kevésbé drasztikus megoldást jelentenek a
nemdestruktív mintavételi módszerek, amilyen a vérvétel
vagy az ujjpercek lecsípése. Az ilyen eljárások során a vizs-
gálni kívánt állatok nagy valószínûséggel túlélnek, de jelen-
tõs stresszt kell elviselniük. A legkevésbé zavaró módszerek
a neminvazív kategóriába taroznak. Ezeknél a technikáknál
az állatok távollétében lehet a mintákhoz jutni, olyan általuk
hátrahagyott nyomokból, mint a szõr, toll, nyál, ürülék. A
módszer hátránya, hogy ilyen esetekben nem mindig megfe-
lelõ a DNS minõsége és mennyisége, így a minták nagy ré-
sze nem ad használható eredményt, emellett jelentõsen meg-
nõhetnek a laborköltségek.

Madarak esetén eddig a tollszár pulpáját, illetve bazális
hegyét használták forrásként a DNS-kivonáshoz, de ennél
az eljárásnál a megbízható eredményhez egy egyedtõl
több, lehetõleg friss tollra van szükség (Taberlet & Bouvet
1991), vagy mintánként mérni kell, hogy megfelelõ-e a
DNS-koncentráció az analízisekhez. Egy nemrégiben kö-
zölt módszer segítségével egyetlen levedlett tollból is ele-
gendõ mennyiségû DNS-hez lehet jutni (Horváth et al.
2005). A tollszárban található magvas vörösvérsejteket tar-
talmazó vérrögbõl kivont DNS elég a mikroszatellitákon
alapuló DNS-ujjlenyomat meghatározásához, illetve mito-
kondriális DNS-szakaszok szekvenálásához.

A vizsgálatok során felhasznált vedlett parlagisas-tolla-
kat a Magyar Madártani és Természetvédelmi Egyesület
Parlagisas-védelmi Munkacsoportja gyûjtötte be 1997 és
2007 között. A tollakat a fokozottan védett madarak zava-
rása nélkül, viszonylag egyszerûen és nagy hatékonysággal
be lehet gyûjteni a fészkek, illetve a rendszeresen használt
kiülõfák közelébõl. Ez lehetõséget nyújt nagyságrendekkel
nagyobb mintaszám feldolgozására az – egyébként termé-
szetvédelmi szempontból is aggályosnak tekintett – inva-
zív mintavételi eljárásokhoz képest. A tollak az idõjárástól
és a vedlés óta eltelt idõtõl függõen ép, vagy kevésbé jó ál-
lapotban maradnak meg. A tapasztaltak alapján a vedlés
után néhány hónap alatt erõteljes bomlásnak indulnak, így
annak a valószínûsége minimális, hogy adott évben az elõ-
zõ évbõl származó jó minõségû, feldolgozásra alkalmas
tollat lehessen találni.

Emellett feldolgozásra került 127 vérminta, amelyet a
Szlovák Ragadozómadár-védelmi Egyesület (RPS) gyûj-
tött be 2004 és 2006 között szlovákiai parlagi sas fiókák-
ból IsoCode STIX™ papírra.

Preparálás

A tollakon található egy felsõ köldöknek (superior um-
bilicus) nevezett rész, ahol a tollat a fejlõdése során tápláló
artéria a cséve külsõ felszínére lép. Mire befejezõdik a fejlõ-
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dés, ez az ér visszahúzódik, de az átlépés helyén visszama-
rad egy kis vérrög. A vizsgálatokhoz szükséges DNS nagy-
részt ebbõl a vérrögbõl származik. Az emlõsökkel össze-
hasonlítva a madarak vérébõl több DNS nyerhetõ ki, mi-
vel vörösvérsejtjeik is magvasak.

A felsõ köldök szikepengével kerül eltávolításra a toll
szárából (1. ábra). A preparálások során minden mintánál
steril pengét és gumikesztyût kell használni, valamint ki
kell cserélni a papír alátétet, amelyen a preparálás folyt, a
minták keresztkontaminációjának elkerülése érdekében
(Horváth et al. 2005).

A preparálást követõen a minták -20 °C-on, fagyasztó-
ban tárolandók, és a lehetõ legrövidebb idõn (általában 
1 hónapon) belül feldolgozásra kell kerülniük.

DNS-kivonás

A DNS-kivonás módosított kisózásos protokollal történik
(Gemmel & Akiyama 1998), melyben elsõ lépésként a kivá-
gott darabok egy éjszakán keresztül (55–60 °C-os vízfürdõ-
ben) enzimes (Proteináz-K-s) emésztésnek vannak kitéve.

A következõ lépés a maradék peptidek eltávolítása,
majd a tisztítás kloroform-izoamilalkoholos (24:1 arányú)
kirázással folytatódik. A DNS tömény etanol hozzáadásá-
val csapható ki, majd 70%-os etanolos rehidrálás után meg-
felelõ tárolóoldatban kell felvenni (Tris-EDTA puffer).
A kivont DNS mennyisége és minõsége 0,8%-os agaróz-
gélen való futtatással ellenõrizhetõ.

Vérminták esetében a gyártó által mellékelt protokoll
alapján dolgoztunk.

Ivarmeghatározás

A parlagi sasoknál nincs látványos ivari dimorfizmus,
csupán a testméretükben figyelhetõ meg kismértékû eltérés
(a tojó mintegy 5–10%-kal nagyobb méretû), de így tere-
pen, illetve a vedlett tollakból morfológia alapján csak rit-
kán lehet egyértelmûen ivarmeghatározást végezni. A vizs-
gálatunkban alkalmazott módszer PCR-en alapul, így na-
gyon kis mennyiségû DNS-bõl is mûködik.

A madaraknál a tojó a heterogametikus ivar (WZ ivari
kromoszómák) és a hím a homogametikus (ZZ), tehát a 

W kromoszómát, vagy annak szekvenciáit kell keresni, és
elkülöníteni az ivarmeghatározás során. Az elmúlt évti-
zedben fedezték fel az elsõ W-hez kötõdõ gént madarak-
ban (Griffiths & Tiwari 1995), ami a kromo-helikáz DNS-
kötõ fehérje kódolásáért felel, és a legtöbb fajra jellemzõ.
Mivel nagyon hasonlít az emberi CHD gének közül a
CHD1-hez, a CHD1W nevet kapta.

A CHD1W-nek van egy nem a W kromoszómához kötõ-
dõ változata (szintén a legtöbb fajnál), mégpedig a Z kro-
moszómán. Mivel egyrészt a CHD1 gének az ivari kromo-
szómák rekombinálódó pszeudoautoszomális régióin kívül
helyezõdnek, a CHD1W csak tojókra jellemzõ, másrészt
mindkét gén nagyon konzervatív, így alkalmasak lehetnek
az ivarok azonosítására (Fridolfsson & Ellegren 1999). 
A CHD1 génre irányuló specifikus PCR eredményekép-
pen parlagi sasnál mindkét nem esetében amplifikálható
egy mintegy 700 bázispár hosszú termék, míg tojóknál egy
további 450 bázispár hosszúságú szakasz készül a
CHD1W génrõl (Horváth et al. 2005). A génváltozatok
méretében jelentkezõ 250 bázispáros különbség agaróz-
gélen történõ futtatással jól kimutatható (2. ábra).

Mikroszatellita fragmensanalízis

A mikroszatelliták a nukleáris DNS nem kódoló régiói-
ban található di-, tri-, illetve tetranukleotid-ismétlõdések,
amelyek szerepe jelenleg nem ismert. Valószínûleg nincs
genetikai információtartalmuk, ezért szelekciós nyomás
sem hat rájuk. Mivel a DNS-polimeráz enzim a hosszú is-
métlõdések miatt gyakran ejt hibát ezen szakaszok máso-
lásakor, magas polimorfizmust mutatnak. Több ilyen sza-
kaszt vizsgálva, a bázispárokban megadott hosszuk egyedre
jellemzõ mintázatot ad, így egyedi azonosításra használ-
hatjuk õket (DNS-ujjlenyomat, DNS-profil).

A mikroszatellita fragmensek analízise fluoreszcens
kapilláris-elektroforézissel történik. Ez nagyobb felbon-
tást tesz lehetõvé, mint a poliakrilamid- vagy agarózgélen
történõ futtatás, és nagyobb mintaszámnál is kényelmesen
alkalmazható, ugyanis könnyen automatizálható. A hosz-
szokat a program ismert molekulaméretû markerhez (ún.
molekuláris létrához) viszonyítva számítja ki, ami megha-
tározott fragmenshosszoknál jól elkülönülõ jelet ad, így le-
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hetõvé teszi a különbözõ idõpontokban feldolgozott min-
ták pontos összehasonlítását is. (3. ábra)

A parlagi sasnál ez ideig 18 dinukleotid (Martínez-Cruz
et al. 2002), illetve 8 tetranukleotid (Busch et al. 2005) po-
limorf lokuszt azonosítottak.

A mitokondriális DNS kontrollrégiójának 
szekvenciaanalízise

A mitokondriális DNS (mtDNS) kontrollrégiója egy
közel egy kilobázis hosszúságú szakasz, amely a transz-
kripciót és a replikációt szabályozza. A csak anyai ágon
öröklõdõ mtDNS nem tartalmaz replikációs javító rend-
szert, ezért a mutációs rátája átlagosan magasabb, mint a
nukleáris DNS kódoló szakaszainak, azonban a mikrosza-
telliták rátájánál alacsonyabb. Így az azonos fajba tartozó
egyedek mtDNS szekvenciájában fellelhetõ különbségek
kevésbé alkalmasak egyedi azonosításra, viszont az egy
fajhoz tartozó egyedek populációinak összehasonlítására
jól használhatók.

A mtDNS kontrollrégiójának szekvenálására az AID1-
Fbox primer-pár (Martínez-Cruz et al. 2004, Godoy et al.
2004) által meghatározott, a hipervariábilis részt tartalma-
zó 345 bázispár hosszúságú amplifikált szakasza használ-
ható. A módszer segítségével pontosan meghatározható a
kontrollrégió bázissorrendje, majd a benne található 13 po-
limorf hely által meghatározható az egyed haplotípusa
(Martínez-Cruz et al. 2004).

Eredmények

DNS-kivonás sikeressége és a minták ivareloszlása

A hazai kutatócsoport eddigi munkája során 615 minta
(488 vedlett toll és 127 vérminta) feldolgozását kezdte el,
az esetek 94,6%-ában sikerült használható mennyiségû és
minõségû DNS-hez jutni. A DNS-kivonás hatékonysága
szignifikánsan nem különbözött a vedlett tollak (94,6%) és
a szlovák fiókák vérmintái (98,4%) között (Chi-négyzet
próba, p érték=0,785). Ez az eredmény alátámasztja mind-
két mintavételi módszer eredményességét és az ilyen vizs-
gálatokban való alkalmazhatóságát.

A munka során a következõ lépés volt az egyes madarak
ivarának meghatározása. A PCR-reakciók 92,7%-a adott ér-
tékelhetõ eredményt. Az ivarmeghatározás hatékonysága
szignifikánsan nem különbözött a vedlett tollak (90,1%) és
a szlovák fiókák vérmintái (98,4%) között (Chi-négyzet pró-
ba, p érték=0,5455). A vizsgált vedlett tollminták 87,1%-a
származott tojóktól és csupán 12,9%-a hímektõl. Ezt a szig-
nifikáns eltérést (Chi-négyzet próba, p érték< 0,0001) va-
lószínûleg az okozza, hogy a tollakat legnagyobb számban
a fészkek alatt lehet megtalálni, és itt a tojók lényegesen
több idõt töltenek, mint a hímek. Utóbbiak fõleg a kiülõ-
fák környékén tartózkodnak, de ezek a helyek kevés eset-
ben ismertek. A fiókák esetén a tojó–hím ivararány 61:65

volt, amely nem különbözött szignifikánsan az 1:1 ivar-
arány eloszlástól (Chi-négyzet próba, p érték=0,7216).

Egyedek azonosítása

A mikroszatellita fragmensanalízisek során 172 egyed
DNS-profilja készült el. A 38 hazai madártól származó
minta 9 dinukleotid, míg a szlovák populációból származó
134 minta 8 tetranukleotid mikroszatellita fragmens-analí-
zise alapján került elemzésre. Egyelõre a hazai és a szlo-
vák madarak eredményei nem összevethetõk, mivel a di-
nukleotidok és tetranukleotidok alapján készült DNS-pro-
filok nem hasonlíthatók össze.

Hazai minták

A vizsgálatok elsõ körében 17 olyan magyarországi ter-
ritórium került kiválasztásra, ahonnan 2002-bõl és 2003-ból
is rendelkezésre állt megfelelõ minõségû tollminta (Vili et
al. 2005). A vizsgált territóriumok közül 15-bõl csak a to-
jóktól, kettõbõl csak a hímektõl és egybõl a pár mindkét
tagjától származtak értékelhetõ minták. A kapott eredmé-
nyek alapján elmondhatjuk, hogy négy territóriumnál tör-
tént váltás, amikor is 3 tojó és 1 hím nem volt azonos a két
évben, így az éves kicserélõdési ráta 22%-os volt.

A szlovák minták

A Szlovákiából kapott minták döntõ többsége fiókáktól
származott (126 egyed, három egymást követõ évbõl), saj-
nos a tollak többsége nem volt elég jó állapotú a fragmen-
sanalízishez. Érdekes ugyanakkor, hogy az ivarmeghatá-
rozás ezen minták legtöbbjénél sikeres volt. Ezért egyelõre
az eredetileg tervezett jelölés-visszafogásos elemzést nem
lehetett elvégezni, azonban szülõ–utód, illetve testvérek
azonosítása több esetben lehetséges volt (szülõ–utód párt 
2 esetben, testvéreket 4 esetben). A molekuláris variancia
elemzése alapján az egymástól mintegy 150 km távolság-
ra található kelet- és nyugat-szlovákiai állományt geneti-
kai szempontból egységesnek lehet tekinteni (AMOVA,
RST=0,014, p érték=0,065).

Populációs szerkezet

A mitokondriális DNS kontrollrégiójának szekvencia-
analízise 20 Kárpát-medencei madár mintája alapján tör-
tént meg, melyek magyarországi fészkelõhelyekrõl (16) és
a Hortobágyi Nemzeti Park górési ragadozómadár-telepé-
rõl (2) gyûjtött tollakból, továbbá két szlovákiai fióka vér-
mintájából származtak.

A 13 publikált polimorf lokusz közül a 20 Kárpát-
medencei madárban négy volt polimorf (a 45. bázispárnál,
a 96. bázispárnál, a 118. bázispárnál és a 227. bázispárnál
lévõ). A négy polimorf lokusz pedig négy különbözõ hap-
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lotípust határozott meg (E: 40%, G: 15%, K: 30%, L: 15%).
A Kárpát-medencei populációban kettõ, eddig még nem
publikált haplotípust is sikerült azonosítani, méghozzá
elég nagy gyakoriságokkal (K: 30% és L: 15%). Az új
haplotípusok ismeretében felvázolható volt a haplotípusok
legvalószínûbb törzsfája (4. ábra). A 16 hazai költõterritó-
rium vizsgálatakor az L haplotípus csak a mátrai régióban
volt megtalálható. A K haplotípus a Zempléni-hegységben
nagyobb gyakorisággal (57,1%) fordult elõ, mint a Hevesi-
síkon (14,3%). A Hevesi-sík territóriumaiban az E haplo-
típus gyakorisága 57,1%, a Zempléni-hegységben pedig
28,6% volt. A G haplotípus 28,6%-os gyakorisággal for-
dult elõ a Hevesi-síkon és 14,3%-os gyakorisággal a Zemp-
léni-hegységben.

A kapott szekvenciák haplotípusát összehasonlítva egy
északnyugat-kazahsztáni stabil populáció már publikált
eredményeivel (Martínez-Cruz et al. 2004) meghatározha-
tók a két populáció genetikai összetételében lévõ különbsé-
gek. Az északnyugat-kazahsztáni populációban négy külön-
bözõ haplotípust találtak (D: 50%, E: 40%, F: 5%, G: 5%)
öt polimorf lokusszal (a 96. bázispárnál, a 118. bázispárnál,
a 134. bázispárnál, a 219. bázispárnál és a 227. bázispárnál
lévõ). A kazahsztáni és a Kárpát-medencei populáció hap-
lotípus-megoszlásai között szignifikáns különbség észlel-
hetõ (Fisher-féle egzakt teszt, p-érték<0,001, N1=20,
N2=20) (5. ábra). A két populáció haplotípus-variabilitása
is szignifikánsan eltér (Mann–Whitney-féle U-teszt, V=36,
p-érték<0,001, N1=20, N2=20). Az AMOVA (molekuláris-
variancia-elemzés) eredménye alapján a fixációs index szig-
nifikáns genetikai izoláltságot mutatott ki a két populáció
között (φPT=0,3936, p-érték=0,0001). A haplotípus és nuk-
leotid diverzitási indexek nagyobbak voltak a Kárpát-me-
dencei populációban. Eredményeink alapján a két populá-

ció genetikailag izolálódott egymástól, és a Kárpát-meden-
cei populáció genetikai diverzitása nagyobb.

Következtetések

A parlagi sas példányok genetikai azonosítása

A hazai populáció esetében a kis mintaszám ellenére is
mindenképpen figyelemre méltó, hogy hímeknél 30% körü-
li, tojóknál 20% volt a madarak kicserélõdési rátája egyik
évrõl a másikra egy adott territóriumban. Egy esetben sem
figyelhetõ meg átmozdulás a territóriumok között, és az ed-
digi madárgyûrûzési adatok alapján csekély az esély a mada-
rak elvándorlására egy másik populációba (a legközelebbi
életképes populációk mintegy 500 km-re vannak), így a to-
vábbi vizsgálatok során várható, hogy a madarak kicserélõ-
dési rátája túlnyomórészt a költõ madarak mortalitásával
lesz arányos. A hazai állományban tapasztalt arányhoz ha-
sonló mértékû (16%-os) kicserélõdési arányról számolnak
be északnyugat-kazahsztánban is (Rudnick et al. 2005).
Amennyiben nagyobb mintaszámnál is hasonló kicserélõdé-
si arány tapasztalható, akkor az alapjaiban változtatná meg a
Kárpát-medencei parlagisas-populáció dinamikájáról kiala-
kult képet. Egy ilyen éves mortalitási arány a költõ madarak-
nál, egy ilyen hosszú életû faj esetében (természetes életko-
ra bizonyítottan meghaladhatja a 26 évet is) rendkívül ma-
gasnak számítana (vö. pl. 6% az ibériai sasnál, Ferrer 2001).

A szlovák fiókák vér-, és a magyar fiókák tollmintái,
valamint a költõ madarak vedlett tollai alapján jelenleg is
folyamatosan bõvülõ „Kárpát-medencei parlagi sas DNS-
ujjlenyomat adatbázis” megalapozza a jelölés-visszafogá-
sos vizsgálatok nagy, több százas mintaszámon alapuló jö-
võbeli alkalmazását.

307

A parlagi sas genetikai változatossága

3. ábra
Két különbözõ egyed DNS-profilja (tetranukleotidok alapján, az azonos színû festékkel jelölt fragmensek láthatóak). 
1. egyed: A: lokusz heterozigóta (240–244 bp), B: lokusz homozigóta (328 bp); 
2. egyed: A: lokusz homozigóta (244 bp), B: lokusz heterozigóta (324–328 bp)
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A Kárpát-medencei parlagisas-populáció 
belsõ genetikai struktúrája

A mikroszatellita fragmensanalízis eredményeibõl meg-
állapítható, hogy a kelet- és nyugat-szlovákiai szubpopuláció
a viszonylag nagy földrajzi távolság (150 km) ellenére sem
tagolódik külön populációkra. Ezt nagy valószínûséggel a
velük feltehetõen szintén genetikailag egységes magyar állo-
mány segíti elõ, amelynek dél felõl komoly a „folyosó” sze-
repe. A hazai szomszédos szubpopulációk gyakorlatilag foly-
tonos állományt alkotnak, amely csak egy régióban szakad
meg (Cserhát), de ez sem haladja meg a 60 kilométert.

A Kárpát-medencei populáció mtDNS vizsgálatai során
az északi-középhegységi magterületeken lévõ territóriu-
mok és az újabb síkvidéki territóriumok (Hevesi-sík) ke-
rültek összehasonlításra. A Kárpát-medencében az egyes
szubpopulációk gyakorlatilag folytonosnak tekinthetõ el-
helyezkedése alapján, egy ilyen jó diszperziós képességgel
rendelkezõ fajnál azt várnánk, hogy az állomány kevere-
dése teljes, és egységesnek tekinthetõ a populáció. A hap-
lotípusok térbeli eloszlása azonban nem teljesen homogén
a 16 hazai territórium adata szerint. A kis mintaszám elle-
nére is az északi-középhegységi régióban nagyobb geneti-
kai polimorfizmus figyelhetõ meg, amelynek lehetséges
oka, hogy a 70-es, 80-as években átélt demográfiai kataszt-
rófa idején egyedül ezeken a magterületeken maradtak fent
költõ párok. Így itt jelenleg is megtalálható a haplotípusok
legnagyobb része, míg a síkvidéki területek késõbbi visz-
szahódításakor nem feltétlenül jutott le minden haplotípus.
A feltételezés bizonyításához nagyobb mintaszám vizsgá-
lata szükséges.

A Kárpát-medencei és egy kazahsztáni 
parlagisas-populáció összehasonlítása

A vizsgálatok harmadik része arra irányul, hogy más po-
pulációkkal is összehasonlíthassuk a Kárpát-medencei po-

puláció genetikai helyzetét. Jelen vizsgálatban az észak-
kazahsztáni Naurzum Nemzeti Parkban élõ parlagisas-
populáció mtDNS-elemzésének adataival történt összeha-
sonlítás. Az érintett mintegy 100 páros populáció a 25 éve
tartó monitorozási adatok szerint demográfiailag stabil
(Bragin 1999; Katzner et al. 2006), és a 3000 km-es távol-
ság miatt feltehetõen nincs közvetlen kapcsolatban a Kárpát-
medencei populációval. A vizsgált kazah populáció jelen-
leg kisebb méretû a Kárpát-medenceinél (126–139 pár),
azonban a hazai állomány a 80-as évek elejére mindössze
15–25 párra csökkent (Haraszthy et al. 1996, Bagyura et al.
2002), és a szlovák populáció sem lehetett nagyobb 10–15
párnál (Danko & Chavko 1996). A hazai állományra (80–85
pár) az elérhetõ demográfiai adatok alapján kiszámolt effek-
tív populációméret csupán 35 pár, amely jelentõs genetikai
degradációt eredményezhet. Ezzel ellentétben az észak-
kazahsztáni stabil populációban az effektív populációmé-
ret 90 párra becsülhetõ (Bragin 1999, Katzner et al. 2006).
A vizsgált kazah populáció valószínûleg összeköttetésben
áll a régióban található jelentõs, több száz páros állomá-
nyokkal, így mindent összevetve a hazai populációban lenne
várható alacsonyabb genetikai diverzitás.

A statisztikai elemzések szignifikáns különbséget mu-
tattak ki a két populáció haplotípus-eloszlása között, azon-
ban a várttal ellentétben szignifikánsan nagyobb volt a
Kárpát-medencei parlagisas-populáció genetikai variabilitása
a kazah populációénál. A kontrollrégió vizsgálata alapján
tehát a Kárpát-medencei parlagisas-populációból szárma-
zó mintákban nagyobb genetikai polimorfizmust találtunk,
mint a Naurzum Nemzeti Parkban. A megfigyelt, nem várt
eltérést az is okozhatta, hogy a kazah minták egy kisebb,
mintegy 4000 km2-es, míg a hazai minták egy mintegy
9000 km2-es vizsgálati területrõl származtak. A kiszámolt
fixációs index a vártnak megfelelõen szignifikáns geneti-
kai izoláltságot mutatott ki a két távoli populáció között.

Összességében elmondható tehát, hogy a Kárpát-me-
dencei populáció a jelenlegi adatok alapján genetikailag
megfelelõen diverznek tûnik, így remélhetõleg nem kell
tartani a genetikai leromlás negatív hatásaitól, a múlt szá-
zad kedvezõtlen demográfiai változásai ellenére sem.
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4. ábra
A mtDNS kontrollrégiója parlagi sasoknál ismert haplotípu-
sainak legvalószínûbb törzsfája. Az ágvégeken a jelenlegi, 
a csomópontoknál a feltételezett õshaplotípusok találhatóak, 
az ágakon lévõ piros vonalak a szubsztitúciókat jelölik. 
A K és az L haplotípusok a Kárpát-medencei populációból
kerültek elõször leírásra

5. ábra
A mtDNS kontrollrégió egyes haplotípusainak eloszlása a
Kárpát-medencei és az északnyugat-kazahsztáni populációban
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A vizsgálatban felhasznált hazai vedlett parlagisas-tollak be-
gyûjtését a Magyar Madártani és Természetvédelmi Egyesület
(MME) és a nemzeti parkok szakemberei által mûködtetett Parlagi-
sas-védelmi Munkacsoport, míg a szlovákiai minták begyûjtését a
Szlovák Ragadozómadár-védelmi Egyesület (RPS) végezte.

Külön köszönettel tartozunk a SZIE ÁOTK Zoológiai Intézet
(dr. Kabai Péter, dr. Hornung Erzsébet és Schrott Anikó), vala-
mint az Országos Gyógyintézeti Központ Hematológiai és Im-
munológiai Intézet Molekuláris Biológiai Laboratórium munka-
társainak (dr. Tordai Attila, Andrikovics Hajnalka, Bors András,
Szilvási Anikó és Meggyesi Nóra), valamint dr. Harnos Andreá-
nak és dr. Zöldág Lászlónak, hogy segítettek a vizsgálat hátteré-
nek megteremtésében és a munkák során felmerült nehézségek
leküzdésében. Köszönjük továbbá spanyol (Begoña Martínez-

Cruz, Juan José Negro és José Antonio Godoy) és amerikai kol-
légáink (Tod Katzner, Jamie Ann Rudnick) együttmûködését,
akik segítsége megalapozta a parlagi sasokon folyó hazai geneti-
kai vizsgálatokat.

A laborvizsgálatokat, illetve a tollak terepi begyûjtését az
MME, az RPS, az Eötvös Loránd Tudományegyetem (ELTE) és
a Magyar Természettudományi Múzeum (MTM) következõ pá-
lyázatai finanszírozták 2002 és 2007 között: Európai Bizottság
LIFE Nature programja (MME: LIFE02NAT/H/8627, RPS:
LIFE03 NAT/SK/00098), Környezetvédelmi és Vízügyi Minisz-
térium (ELTE: K-36-02-0005H, MME: K-36-03-00008T, K-36-
04-00008L), Nemzeti Kutatási és Fejlesztési Programok – 2004
(MTM: NKFP3-3B023-04).

Köszönetnyilvánítás

Irodalom

Bagyura, J., Szitta, T., Haraszthy, L., Firmánszky, G., Viszló, L., 
Kovács, A., Demeter, I. & Horváth, M. ( 2002): Population 
increase of imperial eagle (Aquila heliaca) in Hungary 
between 1980 and 2000. Aquila 107–108: 133–144.

Bragin, E. A. (1999): Status of the Imperial Eagle (Aquila heliaca)
in Kazakhstan. In: Proceedings of the 3rd Eurasian Confe-
rence of the Raptor Research Fundation, Mikulov, Czech 
Republic, 21–26 September 1999. Buteo (Supplement) 
1999: 51.

Busch, J. D., Katzner, T. E., Bragin, E. & Keims, P. (2005): 
Tetranucleotide microsatellites for aquila and haliaetus 
eagles. Molecular Ecology Notes 5: 39–42.

Curio, E. (1996): Conservation needs ethology. Trends in 
Ecology & Evolution 11: 260–263.

Danko, S. (1996): Beringungsergebnisse am Kaiseradler Aquila 
heliaca im Nordwesten des Brutareals. Pp. 389–403. In: 
Meyburg, B.-U. & Chancellor, R. D. (szerk.): Eagle Studies.
World Working Group on Birds of Prey (WWGBP), Berlin, 
London & Paris.

Danko, S. & Chavko, J. (1996): Breeding of the Imperial Eagle 
Aquila heliaca in Slovakia. Pp. 415–423. In: Meyburg, B.-U. 
& Chancellor, R. D. (szerk.): Eagle Studies. World Working 
Group on Birds of Prey (WWGBP), Berlin, London & Paris.
Ferrer, M. (2001): The Spanish Imperial Eagle. Lynx 
Edicions, Barcelona, 224 pp.

Fridolfsson, A. K. & Ellegren, H. (1999): A simple and universal
method for molecular sexing of non-ratite birds. Journal of 
Avian Biology 30: 116–121.

Gemmel, N. & Akiyama, S. (1998): An efficient method for the 
extraction of DNA from vertebrate tissue. Trends in Genetics 
12: 338–339.

Godoy, J. A., Negro, J. J., Hiraldo, F. & Donázar, J. A. (2004): 
Phylogeography, genetic structure and diversity in the endan-
gered bearde vulture (Gypaetus barbarus) as revealed by 
mitochondrial DNA. Molecular Ecology 13: 371–390.

Griffiths, R. & Tiwari, B. (1995): Sex of the last wild Spix’s 
macaw. Nature 375: 454.

Haraszthy, L., Bagyura, J., Szitta, T., Petrovics, Z. & Viszló, L. 
(1996): Biology, Status and Conservation of the Imperial 
Eagle Aquila heliaca in Hungary. Pp. 425–427. In: Meyburg, 
B.-U. & Chancellor, R. D. (szerk.): Eagle Studies. World 
Working Group on Birds of Prey (WWGBP), Berlin, London 
& Paris.

Horváth, M., Haraszthy, L., Bagyura, J. & Kovács, A. (2002): 
Eastern Imperial Eagle (Aquila heliaca) populations in 
Europe. Aquila 107–108: 193–204.

Horváth, M. B., Martínez-Cruz, B., Negro, J. J., Kalmár, L. & 
Godoy, J. A. (2005): An overlooked DNA source for non-
invasive genetic analysis in birds. Journal of Avian Biology 
36: 84–88.

Katzner, T. E., Bragin, E. A. & Milner-Gulland, E. J. (2006): 
Modelling populations of long-lived birds of prey for conser
vation: A study of imperial eagles (Aquila heliaca) in 
Kazakhstan. Biological Conservation 132: 322–335.

Li, M., Wei, F., Goossens, B., Feng, Z., Tamate, H. B., Bruford, 
M. W. & Funk, S. M. (2004): Mitochondrial phylogeography 
and subspecific variation in the red panda (Ailurus flugens): 
implications for conservation. Molecular Pylogenetics and 
Evolution 36: 78–89.

Martínez-Cruz, B., David, V. A., Godoy, J. A., Negro, J. J.,
O’Brien, S. J. & Johnson, W. E. (2002): Eighteen polymor-
phic microsatellite markers for the highly endangered Spanish 
imperial eagle (Aquila adalberti) and related species. 
Molecular Ecology Notes 2: 323–326.

Martínez-Cruz, B., Godoy, J. A. & Negro, J. J. (2004): 
Population genetics after fragmentation: the case of the 
endangered Spanish imperial eagle (Aqila adalberti). 
Molecular Ecology 13: 2243–2255.

Meyburg, B.-U., Haraszthy, L., Meyburg, C. & Viszló, L. 
(1995): Satelliten- und Bodentelemetrie bei einem jungen 
Kaiseradler Aquila heliaca: Familienauflösung und Dispersion. 
Vogelwelt 116: 153–157.

Morin, P. A., Moore, J. J., Chakraborty, R., Jin, L., Goodall, J. & 
Woodruff, D. S. (1994): Kin selection, social structure, gene 
flow, and the evolution of chimpanzees. Science 265: 
1193–1201.

Nunes, S., Muecke, E.-M., Ross, H. E., Bartholomew, P. A. & 
Holekamp, K. E. (2000): Food availability affect behavior but 
not circulating gonadal hormones in maternal Belding’s 
squirrels. Physiology & Behavior 71: 447–455.

Rawlings, L. H. & Donellan, S. C. (2002): Phylogeographic 
analysis of the green python, Morelia viridis, reveals cryptic 

diversity. Molecular Pylogenetics and Evolution 27: 36–44.
Rudnick, J. A., Katzner, T. E., Bragin, E. A., Rhodes, O. E. & 

DeWoody, J. A. (2005): Using naturally shed feathers for 
individual identification, genetic parentage analyses, and po-
pulation monitoring in an endangered Eastern imperial eagle 
(Aquila heliaca) population from Kazakhstan. Molecular 
Ecology 14: 2959–2967.

Standovár, T. & Primack, R. B. (2001): A természetvédelmi 
biológia alapjai. Nemzeti Tankönyvkiadó, Budapest, 542 pp.

4.4 VILI_HORVATH_Parlagi sas.qxd  1/20/2008  11:04 AM  Page 309



A KÁRPÁT-MEDENCE ÁLLATVILÁGÁNAK KIALAKULÁSA

310

Sunnucks, P. (2000): Efficient genetic markers for population 
biology. Trends in Ecology & Evolution 15: 199–203.

Taberlet, P. & Bouvet, J. (1991): A Single Plucked Feather as a 
Source of DNA for Bird Genetic Studies. The Auk 108: 
959–960.

Taberlet, P., Waitts, L. P. & Luikart, G. (1999): Noninvasive 
genetic sampling: look before you leap. Trends in Ecology & 
Evolution 14: 323–327.

Taberlet, P. & Luikart, G. (1999): Non-invasive genetic sampling 
and individual identification. Biological Journal of the 
Linnean Society 68: 41–55.

Vili, N., Kalmár, L. & Horváth, M. B. (2005): Individual identi-
fication of imperial eagles using non-invasive sampling 
methods. P. 237. In: Schrott, A. (szerk.): XXIX. International 
Ethological Conference Abstracts, Budapest, Hungary, 20–27 
August 2005. Hungarian Ethological Society, Budapest.

Webb, J. K. & Shine, R. (1997): A field study of spatial ecology 
and movements of a threatened snake species, Hoplocephalus 
bungaroides. Biological Conservation 82(2): 203–217.

4.4 VILI_HORVATH_Parlagi sas.qxd  1/20/2008  11:04 AM  Page 310



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /AdobePiStd
    /AdobeSansMM
    /AdobeSerifMM
    /AkzidenzGroteskBE-Regular
    /Albertus
    /Albertus-Bold
    /Albertus-Light
    /AllegroBT-Regular
    /Americana
    /Americana-Bold
    /Americana-Italic
    /American-TypewriterBold
    /American-TypewriterMedium
    /Amerigo-Medium
    /Architecture
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /ArialHU
    /ArialHUBold
    /ArialHUBoldItalic
    /ArialHUItalic
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialUnicodeMS
    /Ariston
    /Avant_Garde
    /Avant_Garde_Book
    /Avant_Garde_Book-Italic
    /Avant_Garde_Medium
    /Avant_Garde_Medium-Italic
    /Avant_Garde-Bold
    /Avant_Garde-BoldItalic
    /Avant_Garde-Italic
    /AvantGardeITCbyBT-Book
    /AvantGardeITCbyBT-BookOblique
    /AvantGardeITCbyBT-Demi
    /AvantGardeITCbyBT-DemiOblique
    /AvantGardeITCbyBT-Medium
    /BankGothicBT-Medium
    /BaskervilleBE-Italic
    /BaskervilleBE-Medium
    /BaskervilleBE-MediumItalic
    /BaskervilleBE-Regular
    /Batang
    /Bauer-Bodoni
    /BenguiatITCbyBT-Bold
    /BernhardFashionBT-Regular
    /BernhardModernBT-Bold
    /BernhardModernBT-BoldItalic
    /Bodoni
    /Bodoni-BoldCondensed
    /Bodoni-Book
    /Bodoni-BookItalic
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BremenBT-Bold
    /Britannic-Medium
    /Brush-Script
    /CabourgBoldHu
    /CabourgBoldObliqueHU
    /CabourgLightHU
    /CabourgLightObliqueHU
    /CabourgRegularHU
    /CabourgRegularObliqueHU
    /Caslon
    /Caslon-Bold
    /Caslon-BoldItalic
    /Caslon-Italic
    /Caslon-Openface
    /Celeste
    /Century
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /Century-Schoolbook
    /CharlesworthBold
    /Clarendon-Black
    /Clarendon-Bold
    /Clarendon-Condensed
    /Clarendon-CondensedBold
    /Clarendon-Heavy
    /Clarendon-Light
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /Copperplate-Gothic
    /CopperplateGothicBT-Bold
    /Copperplate-GothicHeavy
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /CourierStd
    /CourierStd-Bold
    /CourierStd-BoldOblique
    /CourierStd-Oblique
    /DauphinPlain
    /Digitdupla
    /DINEngschriftAlternate
    /DIN-Medium
    /DINMittelschriftAlternate
    /DIN-Regular
    /DTLDocumentaTA
    /DTLDocumentaT-BoldA
    /DTLDocumentaT-ItalicA
    /DTLDocumentaTMediumA
    /DynamoeHA
    /English111VivaceBT-Regular
    /Eras-Demi
    /EstrangeloEdessa
    /Eurostile
    /Eurostile-Bold
    /Eurostile-Condensed
    /Eurostile-CondensedBold
    /Eurostile-Extended
    /Eurostile-ExtendedBold
    /FFErikrighthandHA
    /FFErikrighthandH-Caps
    /FFJustlefthandHA
    /FFJustlefthandH-CapsA
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /Freestyle-Script
    /FreewayHDemi
    /Friz-Quadrata
    /Friz-QuadrataBold
    /Frutiger
    /Frutiger-Black
    /Frutiger-Light
    /Frutiger-LightItalic
    /Futura
    /Futura-Black
    /FuturaBlackBT-Regular
    /Futura-Bold
    /Futura-BoldCondensed
    /Futura-BoldCondensedItalic
    /Futura-BoldItalic
    /FuturaBookHBT-Italic
    /FuturaBookHBT-Normal
    /FuturaBT-Bold
    /FuturaBT-BoldItalic
    /FuturaBT-ExtraBlack
    /FuturaBT-Light
    /FuturaBT-LightItalic
    /FuturaCondensedHBT-Normal
    /Futura-ExtraBlack
    /Futura-ExtraBlackCondensed
    /Futura-ExtraBlackCondensedItalic
    /FuturaExtraBlackHBT-Italic
    /FuturaExtraBlackHBT-Normal
    /Futura-ExtraBlackItalic
    /FuturaHBT-Bold
    /FuturaHBT-BoldItalic
    /FuturaHBT-Italic
    /FuturaHBT-Medium
    /Futura-Heavy
    /Futura-HeavyItalic
    /Futura-Italic
    /Futura-Light
    /Futura-LightCondensed
    /Futura-LightCondensedItalic
    /Futura-LightItalic
    /Futura-Medium
    /Futura-MediumCondensed
    /Futura-MediumCondensedItalic
    /Futura-MediumItalic
    /Galliard
    /Garamond
    /Garamond-Bold
    /Garamond-BoldItalic
    /Garamond-Condensed
    /Garamond-CondensedBold
    /Garamond-CondensedBoldItalic
    /Garamond-CondensedItalic
    /Garamond-Italic
    /Gautami
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Gill-Sans
    /Gill-SansCondensed
    /Gill-SansCondensedBold
    /Gill-SansLight
    /GoudyHandtooledBT-Regular
    /Goudy-OldStyle
    /Goudy-OldStyleBold
    /Goudy-OldStyleBoldItalic
    /GoudyOldStyleBT-Bold
    /GoudyOldStyleBT-BoldItalic
    /GoudyOldStyleBT-Italic
    /GoudyOldStyleBT-Roman
    /Goudy-OldStyleExtraBold
    /Goudy-OldStyleItalic
    /Haettenschweiler
    /HansHand
    /HansHandHu-Italic
    /H-BodoniNormal
    /Helvetica_
    /Helvetica_hacsekkel
    /Helvetica_Szlovak
    /Helvetica-Black
    /Helvetica-BlackItalic
    /Helvetica-BlackRounded
    /Helvetica-BoldRounded
    /Helvetica-Condensed
    /Helvetica-CondensedBlack
    /Helvetica-CondensedBlackItalic
    /Helvetica-CondensedBold
    /Helvetica-CondensedBoldItalic
    /Helvetica-CondensedItalic
    /Helvetica-Extended
    /Helvetica-ExtendedBlackA
    /Helvetica-ExtendedBold
    /Helvetica-ExtendedLight
    /Helvetica-ExtraCompressed
    /Helvetica-Heavy
    /Helvetica-HeavyItalic
    /Helvetica-Inserat
    /Helvetica-Light
    /Helvetica-LightCondensed
    /Helvetica-LightCondensedItalic
    /Helvetica-LightItalic
    /Helvetica-Medium
    /Helvetica-MediumItalic
    /Helvetica-Narrow
    /Helvetica-NarrowBoldItalic
    /Helvetica-NarrowItalic
    /Helvetica-Thin
    /Helvetica-ThinItalic
    /Helvetica-UltraCompressed
    /H-GaramondBold
    /H-GaramondBoldItalic
    /H-GaramondLight
    /H-GaramondLightItalic
    /H-Helvetica-Bold
    /H-HelveticaLight
    /H-RotisSansSerif-Bold
    /H-RotisSansSerifExtra-ExtraBold
    /H-RotisSansSerif-Italic
    /H-RotisSansSerifLight-Italic
    /H-RotisSansSerifLight-Light
    /H-RotisSansSerif-Normal
    /Hu-BellCentAddBT
    /Hu-BellCentBdListBT
    /Hu-BellCentNamNumBT
    /Hu-BellCentSubCapBT
    /Hu-BellGothicBlkBT
    /Hu-BellGothicBT-Bold
    /Hu-BellGothicBT-Roman
    /Hu-Dutch801RmBT-Bold
    /Hu-Dutch801RmBT-BoldItalic
    /Hu-Dutch801RmBT-Italic
    /Hu-Dutch801RmBT-Roman
    /Hu-Exotc350BdBT
    /Hu-Exotc350DmBdBT-DemiBold
    /Hu-Exotc350LtBT-Light
    /Hu-GarmdITCBkBT
    /Hu-GarmdITCBkBT-Bold
    /Hu-GarmdITCBkBT-BoldItalic
    /Hu-GarmdITCBkBT-Italic
    /Hu-GarmdITCBkCnBT
    /Hu-GarmdITCBkCnBT-Bold
    /Hu-GarmdITCBkCnBT-BoldItalic
    /Hu-GarmdITCBkCnBT-Italic
    /Hu-Helvetica
    /Hu-Helvetica-Bold
    /Hu-Helvetica-BoldItalic
    /Hu-Helvetica-Italic
    /Hu-LydianBT-Roman
    /Humanist521BT-Bold
    /Humanist521BT-BoldItalic
    /Humanist521BT-Italic
    /Humanist521BT-Roman
    /Hu-MyriadRoman
    /Hu-NicolasCocTBla
    /Hu-NicolasCocTReg-Regular
    /Hu-Square721BT-Roman
    /Hu-Square721Dm-Normal
    /Hu-SymbolITCBkBT-Bold
    /Hu-Times-Bold
    /Hu-Times-BoldItalic
    /Hu-Times-Italic
    /Hu-Times-Roman
    /Hu-ZurichBlkBT
    /Hu-ZurichBlkBT-Italic
    /Hu-ZurichLtBT
    /Hu-ZurichLtBT-Italic
    /Impact
    /InvensysAndale-Bold
    /InvensysAndale-BoldItalic
    /InvensysAndale-Italic
    /InvensysAndale-Regular
    /Janson
    /Janson-Bold
    /Janson-BoldItalic
    /Janson-Italic
    /KabelITCbyBT-Book
    /KabelITCbyBT-Ultra
    /Kartika
    /LaFiguraHu
    /LaFiguraHuZe
    /Latha
    /Lithograph-Bold
    /LithographLight
    /Lucian
    /LucidaConsole
    /LucidaSans
    /LucidaSans-Demi
    /LucidaSans-DemiItalic
    /LucidaSans-Italic
    /LucidaSansUnicode
    /Mangal-Regular
    /Map-Symbols
    /Memphis
    /Memphis-Bold
    /Memphis-BoldCondensed
    /Memphis-BoldItalic
    /Memphis-ExtraBold
    /Memphis-ExtraBoldCondensed
    /Memphis-ExtraBoldItalic
    /Memphis-Italic
    /Memphis-Light
    /Memphis-LightItalic
    /Memphis-MediumCondensed
    /Meta-Bold
    /MicrosoftSansSerif
    /MonotypeCorsiva
    /MS-Mincho
    /MSOutlook
    /MT-Extra
    /MVBoli
    /News
    /Nexium-BoldA
    /Nexium-BoldItalicA
    /Nexium-LightA
    /Nexium-LightItalicA
    /Normande
    /Normande-Italic
    /Notepad
    /OceanSansForAventisBold
    /OceanSansForAventisBoldItalic
    /OceanSansForAventisBookItalic
    /OceanSansForAventisLight
    /OceanSansForAventisLightItalic
    /OceanSansForAventisSmBd
    /OceanSansForAventisSmBdItalic
    /Optima
    /OzHandicraftBT-Roman
    /Palatino_
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /PMingLiU
    /PosterBodoniBT-Roman
    /Queensland
    /Raavi
    /Rockwell
    /SerifaBT-Bold
    /SerifaBT-Italic
    /SerifaBT-Roman
    /SerifaBT-Thin
    /Shelley-Allegro
    /Shelley-Andante
    /Shelley-Volante
    /Shruti
    /SimSun
    /SMS-Normal
    /SouvenirITCbyBT-DemiItalic
    /SouvenirITCbyBT-Light
    /SouvenirITCbyBT-LightItalic
    /SPTPhonetic
    /Staccato222BT-Regular
    /Supplin
    /Swiss911BT-ExtraCompressed
    /Sylfaen
    /Symbol
    /SymbolMT
    /Symbol-Proportional
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TarzanaNarrow
    /TarzanaNarrowBold
    /TarzanaNarrowBoldItalic
    /TarzanaNarrowItalic
    /Times_
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Tunga-Regular
    /TypoUprightBT-Regular
    /Univers
    /Univers-Black
    /Univers-BlackExtended
    /Univers-Condensed
    /Univers-CondensedBold
    /Univers-CondensedBoldItalic
    /Univers-CondensedItalic
    /Univers-Extended
    /Univers-ExtendedBold
    /Univers-ExtraBlack
    /Univers-Light
    /Univers-UltraBlackExtended
    /Venetian
    /Venetian-Demi
    /Venetian-DemiItalic
    /Venetian-Italic
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /VolvoBroad
    /VolvoSansA
    /VolvoSansBoldBold
    /VolvoSansLightLight
    /VolvoSansMedium-MediumA
    /VolvoSansRegular
    /Vrinda
    /VSansH
    /Webdings
    /Weiss
    /Weiss-Extra
    /Wingdings2
    /Wingdings3
    /Wingdings-Regular
    /WP-ArabicScriptSihafa
    /WP-ArabicSihafa
    /WP-BoxDrawing
    /WP-CyrillicA
    /WP-CyrillicB
    /WP-GreekCentury
    /WP-GreekCourier
    /WP-GreekHelve
    /WP-HebrewDavid
    /WP-IconicSymbolsA
    /WP-IconicSymbolsB
    /WP-Japanese
    /WP-MathA
    /WP-MathB
    /WP-MathExtendedA
    /WP-MathExtendedB
    /WP-MultinationalAHelve
    /WP-MultinationalARoman
    /WP-MultinationalBCourier
    /WP-MultinationalBHelve
    /WP-MultinationalBRoman
    /WP-MultinationalCourier
    /WP-Phonetic
    /WPTypographicSymbols
    /WunderlichHA
    /WunderlichH-BoldA
    /WunderlichH-BoldItalicA
    /WunderlichH-ItalicA
    /WunderlichH-MediumA
    /Zapf-Chancery
    /Zapf-ChanceryBold
    /Zapf-ChanceryItalic
    /Zapf-Dingbats
    /ZapfElliptical711BT-Bold
    /ZapfElliptical711BT-BoldItalic
    /ZapfElliptical711BT-Italic
    /ZapfElliptical711BT-Roman
    /ZurichBT-RomanExtended
    /ZurichCondensedHBT-Normal
    /ZurichExtendedHBT-Normal
    /ZWAdobeF
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 400
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 400
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308030d730ea30d730ec30b9537052377528306e00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /FRA <>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /ENU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


