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1. Εισαγωγή

1 .1  Χ ο ν δ ρ ιχ θ υ ε ς  σ τ ο ν  Ε λ λ α δ ικ ό  χ ώ ρ ο .

Οι Χονδριχθύες (Chondrichthyes) διαχωρίζονται σε 2 υποκλάσεις, στους 

Ολοκέφαλους και στα Ελασμοβράγχια, από τις οποίες η 2η υποκλάση αποτελείται 

από τους καρχαρίες και τις ράγιες. Οι καρχαρίες χωρίζονται σε 8 τάξεις οι οποίες 

είναι: Carcharhiniformes, Heterodontiformes, Hexanchiformes, Lamniformes,

Orectolobiformes, Pristiophoriformes, Squaliformes και Squatiniformes. H 

μεγαλύτερη και πιο σημαντική τάξη είναι η Carcharhiniformes, η οποία περιλαμβάνει 

περίπου 200 είδη τα οποία χωρίζονται σε 8 οικογένειες: Carcharhinidae, 

Proscylliidae, Scyliorhinidae, Leptochariidae, Pseudotriakidae, Trikidae, 

Hemigaleidae και Sphymidae. Η κυριότερη οικογένεια της τάξης Charcharhiniformes 

είναι η Carcharinidae, η οποία περιλαμβάνει 50 είδη. Οι ράγιες, αποτελούνται από 

600 είδη τα οποία ανήκουν σε 18 οικογένειες και σχηματίζουν 5 τάξεις, Rajiformes, 

Myliobatiformes, Rhinobatiformes, Torpedini και Pristiformes. Η πιο σημαντική είναι 

η τάξη Rajiformes η οποία περιλαμβάνει περίπου το 44% των ειδών από τις ράγιες. 

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν είδη Χονδριχθύων από τον Ελλαδικό χώρο τα 

οποία παρουσιάζονται στον Πίνακα 1.1.

Πίνακας 1.1. Είδη Χονδριχθύων που μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία.

Είδος Τάξη Οικογένεια

Scyliorhinus stellar is Carcharhiniformes Scyliorhinidae

Scyliorhinus canicula Carcharhiniformes Scyliorhinidae

Galeus melastomus Carcharhiniformes Scyliorhinidae

Raja naevus Rajiformes Rajidae

Raja miraletus Rajiformes Rajidae

Prionacea glauca Carcharhiniformes Carcharhinidae

Squalus acanthias Squaliformes Squalidae

Squalus blainvillei Squaliformes Squalidae
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1 .1 .1  Scyliorhinus stellaris

To είδος S. stellaris ανήκει στην οικογένεια Scyliorhinidae, ζει σε θαλάσσιο 

περιβάλλον και προτιμά τους υφάλους. Το συναντάμε σε υποτροπικό κλίμα και σε 

εύρος βάθους 1 -  400 m. Η εξελικτική ελαστικότητα του είδους είναι μικρή με 

ελάχιστο χρόνο πληθυσμιακού διπλασιασμού 4,5 -  14 έτη. Το διαιτολόγιό του 

αποτελείται από βενθικά ψάρια και από ασπόνδυλα, όπως μαλάκια και 

οστρακόδερμα. Το μέγιστο μήκος που έχει αναφερθεί για το είδος αυτό είναι 170 cm.

1 .1 .2  Scyliorhinus canicula

Το είδος S. canicula ανήκει επίσης στην οικογένεια Scyliorhinidae. Είναι βενθικό 

είδος και συναντάται σε βάθη από 10 έως 780 m σε υποτροπικό κλίμα. Τρέφεται 

κυρίως με μαλάκια, οστρακόδερμα, μικρά κεφαλόποδα, πολύχαιτους και μικρά 

ψάρια. Το μέγιστο μήκος που έχει καταγραφεί είναι 100 cm.

1 .1 .3  Galeus m elastom us

Άλλο ένα είδος μέλος της οικογένειας Scyliorhinidae είναι το G. melastomus. 

Είναι βαθύβιο είδος και απαντάται σε εύρος βάθους 55 -  1873 m. Τρέφεται κυρίως 

στον βυθό με ασπόνδυλα, όπως γαρίδες και κεφαλόποδα, με μικρά πελαγικά ψάρια 

καθώς και με άλλα μικρά ελασμοβράγχια. Είναι ωοτόκο και αποθέτει περισσότερα 

από 13 αυγά την φορά. Το μέγιστο μήκος που έχει καταγραφεί για αρσενικό και για 

θηλυκό είναι 75 cm και 90 cm αντίστοιχα.

1 .1 .4  Raja naevus

Το είδος R. naevus είναι σαλάχι που ανήκει στην οικογένεια Rajidae. Είναι 

βενθικό θαλασσινό είδος, διαβιεί σε βάθος εύρους 20 -  500 m και εμφανίζεται σε 

υποτροπικά κλίματα. Είναι ωοτόκο με απόθεση 7 0 -  150 αυγών το χρόνο και η τροφή 

του αποτελείται από διάφορα βενθικά είδη. Το μέγιστο μήκος που έχει αναφερθεί 

είναι 71 cm για τα αρσενικά και 68 cm για τα θηλυκά.

1 .1 .5  Raja miraletus

Αυτό το είδος ράγιας ανήκει επίσης στην οικογένεια Rajidae και είναι βενθικός 

οργανισμός. Συναντάται σε θαλασσινά και υφάλμυρα νερά με υποτροπικό κλίμα, το
7



εύρος βάθους εξάπλωσης του είδους είναι 17 -  462 m. Τρέφεται με σχεδόν όλους 

τους βενθικούς οργανισμούς, είναι ωοτόκο και γεννάει 40 -  72 αυγά το χρόνο. Για τη 

R. miraletus έχουν αναφερθεί μέγιστα μήκη, 63 cm για τα αρσενικά και 59,7 cm για 

τα θηλυκά.

1 .1 .6  Prionacea glauca

Ο μπλε καρχαρίας (Ρ. glauca) ανήκει στην οικογένεια Carcharhinidae. Είναι 

ωκεανόδρομο είδος με εύρος εξάπλωσης 1 -  350 m. Η εξελικτική ελαστικότητα του 

είδους αυτού είναι πολύ μικρή, με τον ελάχιστο χρόνο διπλασιασμού του πληθυσμού 

να είναι >14 έτη. Είναι ζωοτόκο είδος και κάθε θηλυκό γεννάει μέχρι 80 μικρά 

μήκους 40 cm. Η κυοφορία του διαρκεί περίπου ένα έτος. Η τροφή του αποτελείται 

κυρίως από ψάρια, μικρούς καρχαρίες, καλαμάρια και πελαγικά κόκκινα καβούρια. 

Το μέγιστο μήκος που έχει αναφερθεί είναι 400 cm, το μέγιστο βάρος 205,9 kg και η 

μέγιστη ηλικία 20 έτη.

1 .1 .7  Squalus acanthias

Ο καρχαρίας αυτός ανήκει στην οικογένεια των Squalidae, είναι βενθοπελαγικό 

ωκεανόδρομο είδος που μπορούμε να το συναντίσουμε σε θαλασσινά και υφάλμυρα 

νερά, σε βάθη 0 -  1.460 m. Η εξελικτική ελαστικότητα του S. Acanthias είναι πολύ 

χαμηλή, με ελάχιστο χρόνο διπλασιασμού του πληθυσμού >14 έτη. Είναι ωοζωοτόκο 

είδος, η κυοφορία του διαρκεί 2 χρόνια και γεννάει 1 - 2 0  μικρά τη φορά. Το μέγιστο 

μήκος που έχει αναφερθεί είναι 160 cm για τα αρσενικά και 120 cm για τα θηλυκά, το 

μέγιστο βάρος που έχει βρεθεί είναι 9.100 g, ενώ η μέγιστη ηλικία ανέρχεται στα 75 

έτη.

1 .1 .8  Squalus blainvillei

Και το είδος αυτό ανήκει στην οικογένεια των Squalidae. Ζει στο βυθό 

υφάλμυρων ή θαλασσινών νερών, κυρίως υποτροπικών κλιμάτων, σε εύρος βάθους 

16 -  780 m. Είναι ωοζωοτόκο είδος και γεννάει 3 - 4  μικρά τη φορά. Η τροφή του 

αποτελείται κυρίως από ψάρια, αλλά τρέφεται επίσης και με καβούρια, αστακούς και
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χταπόδια. Μέχρι σήμερα τα μέγιστα μήκη που έχουν αναφερθεί για το S. Blainvillei

είναι: 100 cm για τα αρσενικά και 64 cm για τα θηλυκά (www.fishbase.com).

1 .2  Σ κ ο π ό ς  ε ρ γ α σ ία ς

Οι φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ των ελασμοβράγχιων είναι ασαφής και η 

συστηματική τους κατάταξη με βάση τα μορφολογικά χαρακτηριστικά και τα 

απολιθώματα δεν δίνουν ξεκάθαρα αποτελέσματα (Dosay-Akbulut, 2008). Ο σκοπός 

της παρούσας εργασίας, σε πρώτη φάση ήταν η ανάλυση-ταυτοποίηση, μέσω 

μοριακών τεχνικών, των 17 δειγμάτων χονδριχθύων με προέλευση από τον ελλαδικό 

χώρο, προκειμένου να προσδιοριστεί σε πιο είδος ανήκει το καθένα και με τη βοήθεια 

ειδικών λογισμικών, να βρεθεί η φυλογένεια μεταξύ των ειδών. Η μέθοδος που 

χρησιμοποιήθηκε για την περάτωση της εργασίας ήταν η δημιουργία φυλογενετικών 

δένδρων. Για την μέθοδο αυτή ακολουθήθηκαν τα παρακάτω βήματα: απομόνωση 

του γενομικού DNA από τα δείγματα, ενίσχυση γενετικών τόπων του DNA με 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR), αλληλούχιση των προϊόντων PCR, 

ταυτοποίηση των αλληλουχιών μέσω ενός λογισμικού προγράμματος Blast, 

κατασκευή (σχεδίασμά) φυλογενετικών δένδρων και υπολογισμός γενετικών 

αποστάσεων και άλλων γενετικών παραμέτρων μέσω ειδικών προγραμμάτων.

2. Υλικά και Μ έθοδοι

2.1  Δ ε ιγ μ α τ ο λ η ψ ία

Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην εργασία είναι 17 από τα οποία τα 7 

αλιεύθηκαν στην περιοχή της Λέσβου, ένα στην περιοχή της Λήμνου και τα υπόλοιπα 

9 μας χορηγήθηκαν από την Λέκτορα του Τμήματος Βιολογίας, ΕΚΠΑ, Κα. 

Μεγαλοφώνου Περσεφόνη. Τα είδη δίνονται αναλυτικά στο Πίνακα 2.1 που 

ακολουθεί.
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Πίνακας 2.1. Είδη και τοποθεσία δειγματοληψίας

Είδος Περιοχή Αλίευσης / 

Χορήγηση

1. Scyliorhinus stellaris Λέσβος

2. Scyliorhinus stellaris Λέσβος

3. Scyliorhinus canicula Λέσβος

4. Scyliorhinus canicula Λέσβος

5. Galeus melastomus Λέσβος

6. Raja naevus Λέσβος

7. Raja miraletus Λέσβος

8. Prionacea glauca Λήμνος

9. Squalus acanthias ΕΚΠΑ

10. Squalus acanthias ΕΚΠΑ

11. Squalus acanthias ΕΚΠΑ

12. Squalus acanthias ΕΚΠΑ

13. Squalus acanthias ΕΚΠΑ

14. Squalus acanthias ΕΚΠΑ

15. Squalus acanthias ΕΚΠΑ

16. Squalus blainvillei ΕΚΠΑ

17. Squalus blainvillei ΕΚΠΑ

Από το κάθε δείγμα πάρθηκε λευκός ιστός ο οποίος τοποθετήθηκε σε 80% EtOH και 

αποθηκεύτηκε στους -24° C μέχρι να χρησιμοποιηθεί.

2 .2  Α π ο μ ό ν ω σ η  D N A

Η απομόνωση του γενομικού DNA έγινε ακλουθώντας τροποποιημένη μέθοδο 

της κλασσικής φαινόλης/χλωροφόρμιου (Miler et al., 1988).

Τα στάδια που ακολουθήθηκαν είναι:

1. Μικρό κομμάτι ιστού (-0,01 g) τοποθετήθηκε σε αποστειρωμένο Eppendorf 

(Biologix, ΒΜΤ-15Ν).
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2. Στο Eppendorf προστέθηκαν:

• 500 μΐ ΤΝΕ (10 mM Tris-HCl, 100mM NaCl, lOmM EDTA, pH 8)

• 70 μΐ SDS περιεκτικότητας 10 %

• 20 μΐ Πρωτεινάση K (Proteinase Κ) συγκέντρωσης 10 mg/1

3. Έγινε λιοτρίβιση του ιστού με έμβολο μέσα στο μείγμα.

4. Τοποθετήθηκε το δείγμα για επώαση σε υδατόλουτρο, στους 55° C, για 

τουλάχιστον 2 ώρες (για την απομάκρυνση των πρωτεϊνών).

5. Μετά την επώαση προστέθηκαν 600μ1 φαινόλη-χλωροφόρμιο-ισοαμυλική 

αλκοόλη σε αναλογία 25:24:1,

6. Ανακινήθηκαν ελαφρώς για 10 λεπτά σε περιστρεφόμενο αναδευτήρα 

(rotator) στους 40 κύκλους/min και ακολούθησε φυγοκέντριση για 10 λεπτά 

σε 13.000 στροφές σε θερμοκρασία 4° C για να διαχωριστούν σε 2 φάσεις.

7. Μετά την φυγοκέντρηση απομακρύνθηκε η υπερκείμενη φάση με την βοήθεια 

πιπέτας και τοποθετήθηκε σε καινούριο Eppendorf (το αρχικό Eppendorf με 

την κάτω φάση πετάχτηκε).

8. Στο νέο Eppendorf προστέθηκαν 400 μΐ χλωροφόρμιο-ισοαμυλική αλκοόλη 

σε αναλογία 24:1.

9. Ακολούθησε ανάδευση για 10 λεπτά σε περιστρεφόμενο αναδευτήρα (rotator) 

στους 40 κύκλους/min και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά σε 13.000 στροφές σε 

θερμοκρασία 4° C.

10. Μετά το τέλος της δεύτερης φυγοκέντρησης αφαιρέθηκε ξανά το υπερκείμενο 

και τοποθετήθηκε σε τρίτο Eppendorff στο οποίο προστέθηκε ποσότητα 

οξικού νατρίου (Sodium acetate) συγκέντρωσης 3Μ, ίση με το 10% της 

ποσότητας του υπερκείμενου και ίσος όγκος ισοπροπανόλης με το 

υπερκείμενο που αφαιρέθηκε.

11. To Eppendorff τοποθετήθηκε στους -20° C για 30 min (για την δέσμευση του 

DNA σε στερεά μορφή).

12. Έγινε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 13.000 στροφές, στους 4° C.

13. Μετά την φυγοκέντρηση σχηματίστηκε λευκό ίζημα (pellet) (στο κάτω μέρος 

του Eppendorff).

14. Αφαιρέθηκε προσεκτικά η αλκοόλη (χωρίς να πέσει η πελέτα) και προστέθηκε 

1 ml αιθανόλη.
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15. Στο δείγμα έγινε ξανά φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 13.000 στροφές, στους 

4° C.

16. Η αιθανόλη αφαιρέθηκε τελείως και το Eppendorf τοποθετήθηκε με ανοικτό 

το πώμα στον κλίβανο επωάσεως για περίπου 20 λεπτά στους 40° C για να 

εξατμιστούν τα υπολείμματα αιθανόλης.

17. Έπειτα διαλύθηκε η πελέτα σε 50 μΐ ΤΕ και αποθηκεύτηκε σε καταψύκτη 

στους -20° C, μέχρι να αναλυθεί.

2 .3  Η λ ε κ τ ρ ο φ ό ρ η σ η  D N A

Μετά την απομόνωση του DNA, προκειμένου να ανιχνευθεί η ποσότητα και η 

ποιότητά του, έγινε ηλεκτροφόρηση και συγκρίθηκε με τον μάρτυρα μοριακών 

μεγεθών log-2. Η ηλεκτροφόρηση έγινε με πηκτή αγαρόζης (Invitrogen) 1% σε 

ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ 1% (Tris-HCl, Acetic Acid και EDTA, pH 8).

Εια την παρασκευή της πηκτής χρησιμοποιήθηκαν:

• 100 ml ΤΑΕ

• 1 g στερεής αγαρόζης, και

•  3 μΐ Βρωμιούχου Αιθίδιου 1%

Η στερεή αγαρόζη διαλύθηκε μέσα στο διάλυμα ΤΑΕ, με θέρμανση σε 

φούρνο μικροκυμάτων για 3 λεπτά, στους 90° C. Έπειτα προστέθηκε Βρωμιούχο 

Αιθίδιο 3 μΐ και μετά από σύντομη ανακίνηση το διάλυμα ρίχθηκε σε κατάλληλο 

εκμαγείο, στο οποίο έχει τοποθετηθεί ειδική “χτένα” για τη δημιουργία θέσεων στις 

οποίες θα τοποθετούταν τα δείγματα του DNA. Αφού έπηξε το πήκτωμα, αφαιρέθηκε 

η χτένα και το τοποθετήθηκε μέσα στην συσκευή ηλεκτροφόρησης (SCIE-PLAS). 

Από τα δείγματα του DNA φορτώθηκαν 6 μl μαζί με την προσθήκη 2 μl χρωστικής 

βρωμοφαινόλης (Blue-bromophenol) σε κάθε μια θέση. Η χρωστική χρησιμοποιείται 

για το διαχωρισμό των προϊόντων του DNA. Στη συνέχεια διοχετεύθηκε τάση, 80 

Volt, στην συσκευή ηλεκτροφόρησης μέσω του τροφοδοτικού (CONSORT E l43) για 

30 λεπτά. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης η πηκτή τοποθετήθηκε στο μηχάνημα 

DNR, Mini Bis Bio-Imaging Systems, με το οποίο λήφθηκε φωτογραφία της πηκτής 

με την χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας (UV).
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2 .4  Α λ υ σ ιδ ω τ ή  Α ν τ ίδ ρ α σ η  Π ο λ υ μ ε ρ ά σ η ς  (P C R )

Από το γενομικό DNA, για το σκοπό της εργασίας, επιλέχθηκαν για ενίσχυση οι 

περιοχές COI, COII (Normark et al., 1991) και ITS2 (Dosay-Akbulut, 2008), με την 

τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR). Η ενίσχυση έγινε με τους 

εκκινητές που φαίνονται στον Πίνακα 2.2, χρησιμοποιώντας ένα θερμοκυκλοποιητή 

MJ Research, PTC-0150.

Πίνακας 2.2: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του DNA.

Γ ονίδιο Εκκινητής Αλληλουχία Πηγή

COI L 5950 

Η 7196

5'-AC ΑΑΤ C AC AAAG A(CT) AT (CT)GG-3' 

5'-AGAAAATGTTG(AT)GGGAA(AG)AA-3'

(Normark

1991)

et al.,

CO II L 7450 

Η 8055

5 A A AGG AAGG A AT CGA ACCCCC-3' 

5 '-GCT CAT GAGT GG AGGACGT CTT-3'

(Normark

1991)

et al.,

ITS2 ITS2F L 

ITS2R Η

CTACGCCTGTCTGAGTGTC 

ATAT GCTT AAATT C AGCGGG

Dosay-Akbulut 

M„ 2008

Οι συνθήκες της PCR, για κάθε εκκινητή, καθορίστηκαν με πειραματικό 

σχεδιασμό αλλάζοντας μια συνθήκη κάθε φορά και η θερμοκρασία συγκόλλησης του 

εκκινητή (Tm) υπολογίστηκε με την μαθηματική εξίσωση:

Tm(°C) = 4-(C + G) + 2-(A + T)

Όπου C, G, Α και Τ ο συνολικός αριθμός των νουκλεοτιδίων Κυτοσίνης, Γουανίνης, 

Αδενίνης και Θυμίνης αντίστοιχα. Από το Tm μπορούμε να υπολογίσουμε και την 

θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών (Τα) από τον τύπο:

Ta(°C) = Tm(°C) -  5(°C)

Οι συνθήκες θερμοκρασιακών κύκλων που χρησιμοποιήθηκαν για την 

ενίσχυση του DNA είναι οι ακόλουθες: Μετά από μια δεκάλεπτη αποδιάταξη στους 

95° C, ακολουθούν 35 κύκλοι: αποδιάταξης (denaturation) στους 95° C για 45 sec, 

υβριδισμού (annealing) στους 50° C για COI, 55° C για COII ή 53° C για ITS2 για 45
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sec και επιμήκυνσης (extention) στους 72° C για 1 min. Τέλος ακολουθεί η τελική 

επιμήκυνση στους 72° C για 10 min.

Τα προγράμματα συνθηκών θερμοκρασιακών κύκλων που χρησιμοποιήθηκαν για την 

PCR δίνονται αναλυτικά στον Πίνακα 2.3.

Πίνακας 2.3. Προγράμματα που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR.

Προγραμματισμός

Βήμα COI c o n ITS2

1
95° C /1 0

95° C / 10 min 95° C /1 0  min
min

2 95° C / 45 sec 95° C / 45 sec 95° C / 45 sec

3 50°C / 45 sec 55° C / 45 sec 53° C / 45 sec

4 72° C /1  min 72° C / 1 min 72° C / 1 min

5
Go to 2, 

34 times

Go to 2, 

34 times

Go to 2, 

34 times

6
72° C /1 0

72° C /  10 min 72° C / 10 min
min

7 4° C / 0 4° C / 0 4° C / 0

8 END END END

Η αντίδραση της PCR έγινε σε συνολικό όγκο 50 μΐ και αποτελούταν από 5 μl 

PCR buffer (10Χ), 2 μl MgCl2, 1 μl dNTPs (10 mM από κάθε νουκλεοτίδιο: dATP, 

dCTP, dGTP και dTTP), 2 μl από κάθε εκκινητή (forward-reverse), 0,5 μl Taq DNA 

πολυμεράση και 1 μl DNA. Ο υπόλοιπος όγκος μέχρι τα 50 μl συμπληρώθηκε με 

υπερκάθαρο νερό. Στον Πίνακα 2.4 δίνονται αναλυτικά οι συγκεντρώσεις των 

αντιδραστηρίων που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR. Τα προϊόντα της PCR 

ελέγχθηκαν σε ηλεκτροφόρηση με πηκτή αγαρόζης που περιείχε βρωμιούχο αιθίδιο, 

χρησιμοποιώντας 5 μΐ από το προϊόν.
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Πίνακας 2.4. Συγκεντρώσεις αντιδραστηρίων για τελικό όγκο PCR 50 μΐ.

Αντιδραστήριο Συγκέντρωση (μl)

10Χ PCR Buffer 5

MgC12 2

dNTPs 1

Εκκινητής Forward 2

Εκκινητής Reverse 2

Taq DNA πολυμεράση 0,5

DNA 1

H 20 36,5

Σύνολο 50

2 .5  Α λ λ η λ ο ύ χ ισ η

Προκειμένου να γίνει η αλληλούχιση του προϊόντων PCR, καθαρίστηκαν με το 

NucleoSpin Extract Kit (Macherey Nagel, Duren, Germany) προκείμενου να 

απομακρυνθούν τα δευτερεύοντα προϊόντα. Το 5 ' άκρο του κάθε προϊόντος 

αλληλουχήθηκε χρησιμοποιώντας τους forward εκκινητές L5950, L7450 και ITS2F 

L, ενώ το 3 ' άκρο αλληλουχήθηκε με τους reverse εκκινητές Η7196, Η8055 και 

ITS2R Η. Η αλληλούχιση έγινε με τον αλληλουχιτή ΑΒΙ PRISM® 3700 DNA 

Analyzer (Applied Biosystems).

2 .6  Α ν ά λ υ σ η  δ ε δ ο μ έ ν ω ν

Τα αποτελέσματα των αλληλουχήσεων αρχικά ελέγχθηκαν για τυχών λάθη από τα 

χρωματογραφήματά τους με τη βοήθεια του προγράμματος ChromasPro Version 1.49 

(Technelysium Pty Ltd) και διορθώθηκαν στο πρόγραμμα BioEdit Sequence 

Alignment Editor (Hall, 1999). Με το ίδιο λογισμικό έγινε και η ευθυγράμμιση των 

τελικών αλληλουχιών χρησιμοποιώντας την επιλογή ClustalW Multiple alignment 

(Thompson, 1994), με παραμέτρους: Full Multiple alignment και Bootstrap NJ Tree -  

Number o f bootstraps 1000. Για την ταυτοποίηση των αλληλουχιών έγινε έλεγχος 

ομολογίας, με λογισμικό BLAST, σε σύγκριση με την βάση δεδομένων GenBank 

(http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/). Η φυλογενετική και μοριακή ανάλυση έγινε με την

15

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


χρήση του λογισμικού MEGA 4 (Tamura et al., 2007). Για τη δημιουργία των 

φυλογενετικών δένδρων ακολουθήθηκε η μέθοδος Neighbor - Joining με το μοντέλο 

p-distance και με τις επαναλήψεις (Bootstrap) να ορίζονται στις 1000 (Εικόνα 2.1).

jM j Μ4: Analysis Preferences Γ Ξ Π Γ β Ί Ι ^ Ι
Options Summary j Jest of Phytogeny j

Option Selection

DalaType Nucleotide

Analysis Phytogeny reconstruction

->Method Neighbotdoining

->Phylogeny Test and options Bootstrap (1000 replicates; seed=64238) □

->Gaps/Missing Data Pairwise Deletion □

->Model Nucleotide: p-distance □
^Substitutions to Include d: T ransitions + T ransversions □

-> Pattern among Lineages Same (Homogeneous) d
->Rates among sites Uniform rates

y  Compute X Cancel: ?  Help

Εικόνα 2.1. Παράμετροι της μεθόδου Neighbor-Joining.

Ο υπολογισμός των γενετικών αποστάσεων έγινε επίσης με το λογισμικό MEGA4 

συνολικά για όλες τις αλληλουχίες. Μετρήθηκαν οι παρακάτω παράμετροι: Ανά 

ζεύγος γενετική απόσταση (Pairwise distance), συνολική μέση γενετική απόσταση 

(Overall mean distance), ανάλυση ομοιογένειας με βάση το πρότυπο 

υποκαταστάσεων (Substitution Pattern homogeneity test), γενετική απόσταση με 

βάση τη σύσταση σε βάσεις (Composition distance), πρότυπο υποκατάστασης 

(Substitution Pattern 4X4). Οι θέσεις όπου υπήρχαν κενά στις αλληλουχίες δεν 

λήφθηκαν υπόψη για την εξαγωγή των αποτελεσμάτων.
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3. Αποτελέσματα

3 .1  Ε ύ ρ ε σ η  ο μ ο λ ο γ ία ς  κ α ι  ν ο υ κ λ ε ο τ ιδ ικ ή  ε υ θ υ γ ρ ά μ μ ισ η  

α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν

Από την ταυτοποίηση BLAST που έγινε για τα δείγματα που μελετήθηκαν, 

προέκυψαν τα είδη που εμφανίζουν τη μεγαλύτερη ομολογία με τις αλληλουχίες των 

δειγμάτων μας, τα αποτελέσματα αυτά δίνονται στον Πίνακα 3.1:

Πίνακας 3.1. Είδη που εμφάνισαν τη μεγαλύτερη ταυτοποίηση με τις αλληλουχίες 
των δειγμάτων που μελετήθηκαν.

Δείγμα Είδος που εμφάνισε την 
μεγαλύτερη ταυτοποίηση

1 Scyliorhinus stellaris
2 Scyliorhinus stellaris
3 Scyliorhinus canicula
4 Scyliorhinus canicula
5 Galeus melastomus
6 Raja naevus
7 Raja miraletus
8 Prionacea glauca
9 Squalus acanthias
10 Squalus acanthias
11 Squalus acanthias
12 Squalus acanthias
13 Squalus acanthias
14 Squalus acanthias
15 Squalus acanthias
16 Squalus blainvillei
17 Squalus blainvillei

Τα αποτελέσματα των ευθυγραμμίσεων των αλληλουχιών (κάθε γονιδίου 

ξεχωριστά αλλά και συνολικά για όλες τις αλληλουχίες) δίνονται στο Παράρτημα 

(Appendix).
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3 .2  Φ υ λ ο γ ε ν ε τ ικ ά  δ έ ν δ ρ α

Τα φυλογενετικά δένδρα που προέκυψαν από την επεξεργασία των αλληλουχιών 

φαίνονται παρακάτω. Για το γενετικό τόπο COII -  Εικόνα 3.1, για τον COI -  Εικόνα 

3.2, για τον ITS2 -  Εικόνα 3.3 και για το σύνολο των αλληλουχιών -  Εικόνα 3.4.

65

100

68

100

70

S. blainvillei 

S. blainvillei 

S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias

100
62

■ S. stellaris

100

■ P. glauca

■ S. stellaris 

S. canicula 

S. canicula

0 .05

----- G. melastomus

R. naevus

R. miraletus

Εικόνα 3.1. Δενδρόγραμμα γενετικής απόστασης με την χρήση του αλγόριθμου 

Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) για τον εκκινητή COII.
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100

100

■ P. glauca

58

61

100

67 S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias 

S. blainviilei 

S. blainviile i 

S. acanthias 

S. acanthias 

G. melastomus 

S. canicula

R. naevus

R. miraletus

■ S. stellaris

0.05

Εικόνα 3.2. Δενδρόγραμμα γενετικής απόστασης με την χρήση του αλγόριθμου 

Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) για τον εκκινητή COI.

100
94

----------------------------- Ρ. glauca

I----------- 1
0.05

100

96
99

100

100
■ G. melastomus

_ r
100 L T  

1 0 0 Ϊ  
88* 1

S. stellaris 

S. canicula 

S. stellaris 

S. canicula

S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias 

S. blainviilei 

S. acanthias 

S. acanthias 

- S. acanthias 

—— S. blainviilei

---- - S. acanthias

1 ■ R. naevus 

——  R. miraletus

Εικόνα 3.3. Δενδρόγραμμα γενετικής απόστασης με την χρήση του αλγόριθμου 

Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) για τον εκκινητή ITS2.
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97

98

91 £t>

100 
100

98

100

100 i—  S. acanthi as 

96 Μ —  S. acanthias

•.......S. acanthias

S. blainvillei 

• S. acanthias 

S. acanthias 

S. acanthias

-  S. blainvillei

— S. acanthias

•—      G. melastomus

-------------------------R. naevus

---------------------------------R. miraletus100

100 L |
9 7 1 rs
100 l s - c

■ S. stellaris

S. canicula 

stellaris 

S. canicula

■ P. glauca

0.05

Εικόνα 3.4. Δενδρόγραμμα γενετικής απόστασης με την χρήση του αλγόριθμου 

Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) για το σύνολο των αλληλουχιών.

3 .3  Σ τ α τ ισ τ ικ ά

Τα αποτελέσματα από τον υπολογισμό των γενετικών αποστάσεων συνολικά για 

όλες τις αλληλουχίες είναι:

3 .3 .1  Σ υ ν ο λ ικ ή  μ έσ η  γ ε ν ε τ ικ ή  α π ό σ τ α σ η

Τα αποτελέσματα βασίζονται στην ανάλυση ανά ζεύγος των 17 αλληλουχιών. Το 

σφάλμα μέσου όρου υπολογίστηκε με μια αυτόνομη διαδικασία 1.000 επαναλήψεων 

(bootstrap: 1000 replicates). Η ανάλυση έγινε χρησιμοποιώντας τη μέθοδο Tamura- 

Nei στο πρόγραμμα MEGA4 (Tamura & Nei, 1993). Η τιμή μέσης γενετικής 

απόστασης βρέθηκε d = 0.651 ± 0.014.

3 .3 .2  Α ν ά  ζ ε ύ γ ο ς  γ ε ν ε τ ικ ή  α π ό σ τ α σ η

Ο αριθμός των βάσεων που υποκαταστάθηκαν σε κάθε τόπο από την ανάλυση 

μεταξύ των αλληλουχιών φαίνεται στον Πίνακα 3.2. Τα αποτελέσματα βασίζονται 

στην ανάλυση ανά ζεύγος των 17 αλληλουχιών. Το σφάλμα μέσου όρου 

παρουσιάζεται στο πάνω μέρος από την διαγώνιο και υπολογίστηκε από μια 

αυτοδύναμη διαδικασία 1000 επαναλήψεων (bootstrap: 1000 replicates). Η ανάλυση
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3 .3 .3  Α ν ά λ υ σ η  ο μ ο ιο γ έ ν ε ια ς  μ ε β ά σ η  τ ο  π ρ ό τ υ π ο  

υ π ο κ α τ α σ τ ά σ ε ω ν

Μελετήθηκε η πιθανότητα απόρριψης της μηδενικής υπόθεσης, δηλαδή ότι οι 

αλληλουχίες έχουν εξελιχθεί με την ίδια μέθοδο υποκατάστασης, με βάση το μέγεθος 

των διαφορών στην σύσταση σε βάσεις που διαφοροποιείται μεταξύ των 

αλληλουχιών (Display index test). Χρησιμοποιήθηκε το τεστ Monte Carlo (1000 

επαναλήψεις) για να υπολογιστούν οι τιμές των πιθανοτήτων, οι οποίες φαίνονται 

στον Πίνακα 3.3 κάτω από την διαγώνιο. Οι τιμές των πιθανοτήτων που είναι 

μικρότερες από 0.05 είναι στατιστικώς σημαντικές και είναι μαρκαρισμένες με 

κίτρινο. Η εκτίμηση του δείκτη ομοιογένειας συγκεντρωτικά για κάθε τόπο φαίνεται 

για κάθε ζεύγος αλληλουχιών στον πίνακα, στο πάνω μέρος από την διαγώνιο (Kumar 

& Gadagkar, 2001).

3 .3 .4  Γ εν ετ ικ ή  α π ό σ τ α σ η  μ ε β ά σ η  τ η  σ ύ σ τ α σ η  σ ε  β ά σ ε ις

Η διαφορά σε σύσταση σε βάσεις που αποκλίνει για κάθε τόπο παρουσιάζεται

στον Πίνακα 3.4. Ακόμα και όταν υπάρχει ομοιογένεια στον τρόπο υποκατάστασης 

μεταξύ των κλάδων, οι γενετικές αποστάσεις με βάση τη σύσταση σε βάσεις 

συσχετίζονται με τον αριθμό των διαφορών μεταξύ των αλληλουχιών (Tamura & Nei, 

1993).

3 .3 .5  Π ρ ό τ υ π ο  υ π ο κ α τ ά σ τ α σ η ς  4 X 4

Οι ρυθμοί υποκατάστασης από πουρίνες σε πουρίνες και από πυριμιδίνες σε 

πυριμιδίνες φαίνονται με έντονα γράμματα και οι υποκαταστάσεις από πουρίνες σε 

πυριμιδίνες και από πυριμιδίνες σε πουρίνες φαίνονται με πλάγια γράμματα στον 

Πίνακα 3.5. Οι συχνότητες των νουκλεοτιδίων είναι 0.23 (Α), 0.292 (Τ), 0.259 (C) 

και 0.22 (G). Οι αναλογίες των ρυθμών transition/trasversion είναι k l = 1.368 

(πουρίνες) και k2 = 1.84 (πυριμιδίνες). Η ολική απόκλιση transition/trasversion είναι 

R = 0.828, όπου R=[A*G*kl+T*C*k2]/[(A+G)*(T+C)] (Tamura et al, 2004).

έγινε χρησιμοποιώντας τη μέθοδο Tamura-Nei στο πρόγραμμα MEGA4 (Tamura &

Nei, 1993).
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Πίνακας 3.2. Εκτίμηση της εξελικτικής απόστασης μεταξύ των αλληλουχιών (Tamura & Nei, 1993).
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S. blainvillei 0.005 0.015 0.031 0.014 0.014 0.017 0.018 0.021 0.033 0.015 0.015 0.015 0.015 0.016 0.016 0.018
S. blainvillei (2)* 0.061 0.015 0.033 0.014 0.015 0.016 0.018 0.020 0.033 0.016 0.016 0.016 0.016 0.017 0.015 0.016
S. stellaris 0.395 0.409 0.010 0.001 0.002 0.016 0.020 0.020 0.026 0.034 0.033 0.035 0.036 0.035 0.034 0.037
S. stellaris(2) 0.712 0.745 0.215 0.009 0.009 0.033 0.039 0.064 0.026 0.036 0.036 0.038 0.038 0.037 0.035 0.040
S. canicula 0.388 0.402 0.006 0.213 0.002 0.016 0.020 0.020 0.026 0.034 0.033 0.035 0.036 0.035 0.034 0.037
S. canicula(2) 0.408 0.423 0.019 0.214 0.016 0.017 0.021 0.022 0.026 0.035 0.034 0.035 0.037 0.036 0.035 0.037
G. melastomus 0.438 0.437 0.383 0.714 0.383 0.403 0.019 0.022 0.032 0.040 0.040 0.040 0.041 0.042 0.041 0.043
R. naevus 0.533 0.535 0.525 0.842 0.526 0.531 0.492 0.010 0.046 0.046 0.047 0.045 0.048 0.044 0.046 0.046
R. miraletus 0.599 0.601 0.609 1.148 0.600 0.628 0.556 0.215 0.059 0.062 0.066 0.063 0.065 0.065 0.066 0.069
P. glauca 0.691 0.696 0.600 0.662 0.598 0.599 0.692 0.895 1.134 0.033 0.035 0.035 0.033 0.033 0.034 0.033
S. acanthi as 0.459 0.521 0.967 0.843 0.968 0.964 1.072 1.114 1.396 0.799 0.003 0.004 0.003 0.005 0.004 0.005
S. acanthias(2) 0.460 0.535 0.959 0.836 0.960 0.957 1.068 1.106 1.411 0.805 0.036 0.003 0.004 0.005 0.005 0.006
S. acanthias(3) 0.449 0.517 0.979 0.859 0.980 0.977 1.071 1.096 1.389 0.807 0.040 0.036 0.004 0.005 0.005 0.006
S. acanthias(4) 0.467 0.517 0.969 0.845 0.970 0.967 1.085 1.124 1.403 0.795 0.021 0.041 0.046 0.005 0.004 0.005
S. acanthias(5) 0.479 0.514 0.996 0.872 0.997 0.993 1.083 1.113 1.427 0.808 0.056 0.056 0.051 0.060 0.005 0.006
S. acanthias(6) 0.485 0.516 0.961 0.841 0.962 0.959 1.065 1.106 1.404 0.808 0.047 0.051 0.053 0.047 0.059 0.006
S. acanthias(7) 0.560 0.571 1.007 0.888 1.008 1.003 1.079 1.144 1.455 0.819 0.071 0.088 0.092 0.075 0.086 0.080

*Οι αριθμοί στις παρενθέσεις αναφέρονται στο διαφορετικό άτομο του ίδιου είδους.
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Πίνακας 3.3. Τεστ ομοιογένειας της μεθόδου υποκατάστασης μεταξύ των αλληλουχιών (Kumar & Gadagkar, 2001).
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S. blainvillei 0.054 0.301 5.175 0.280 0.168 0.000 6.927 6.571 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.097
S. blainvillei (2) 0.135 0.736 6.609 0.708 0.476 0.340 7.935 8.243 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

S. stellaris 0.103 0.010 1.820 0.000 0.015 0.000 3.835 3.186 1.032 0.000 0.517 0.270 0.001 0.452 0.111 0.703
S. stellaris(2) 0.000 0.000 0.000 1.809 1.852 1.973 1.456 0.269 5.273 3.998 5.974 5.438 4.450 6.277 4.780 6.899

S. canicula 0.120 0.020 1.000 0.000 0.020 0.000 3.733 3.066 1.109 0.000 0.467 0.224 0.000 0.419 0.079 0.676

S. canicula(2) 0.205 0.047 0.132 0.000 0.080 0.000 4.053 3.736 1.109 0.000 0.341 0.112 0.000 0.148 0.000 0.315
G. melastomus 1.000 0.122 1.000 0.000 1.000 1.000 3.139 3.418 1.533 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.538
R. naevus 0.000 0.000 0.000 0.006 0.000 0.000 0.000 0.037 7.162 5.887 8.009 7.277 6.618 7.554 7.140 8.700
R. miraletus 0.000 0.000 0.000 0.229 0.000 0.000 0.000 0.323 7.371 6.118 8.107 7.476 6.968 7.925 7.477 9.505
P. glauca 1.000 1.000 0.014 0.000 0.014 0.016 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
S. acanthi as 1.000 1.000 1.000 0.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000 0.135 0.062 0.009 0.017 0.000 0.384
S. acanthias(2) 1.000 1.000 0.108 0.000 0.128 0.186 1.000 0.000 0.000 1.000 0.001 0.000 0.056 0.050 0.085 0.461
S. acanthias(3) 1.000 1.000 0.198 0.000 0.254 0.334 1.000 0.000 0.000 1.000 0.041 1.000 0.014 0.000 0.017 0.242
S. acanthias(4) 1.000 1.000 0.394 0.000 1.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000 0.232 0.078 0.263 0.000 0.000 0.291
S. acanthias(5) 1.000 1.000 0.136 0.000 0.151 0.292 1.000 0.000 0.000 1.000 0.270 0.110 1.000 1.000 0.000 0.166
S. acanthias(6) 1.000 1.000 0.308 0.000 0.313 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000 1.000 0.048 0.257 1.000 1.000 0.226
S. acanthias(7) 0.278 1.000 0.079 0.000 0.104 0.189 0.139 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.011 0.001 0.020 0.002
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Πίνακας 3.4. Εκτίμηση των διαφορών της σύνθεσης βάσεων που αποκλίνουν μεταξύ των αλληλουχιών (Tamura & Nei, 1993).
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S. blainvillei

S. blainvillei (2) 0.113

S. stellaris 0.603 1.046

S. stellaris(2) 5.629 7.074 2.005

S. canicula 0.578 1.013 0.001 1.993

S. canicula(2) 0.477 0.793 0.034 2.037 0.035

G. melastomus 0.306 0.666 0.064 2.425 0.054 0.170

R. naevus 7.302 8.311 4.205 1.952 4.103 4.425 3.493

R. miraletus 6.977 8.650 3.597 0.842 3.472 4.155 3.804 0.222

P. glauca 0.255 0.303 1.436 5.702 1.511 1.512 1.979 7.673 7.944

S. acanthias 0.080 0.192 0.400 4.501 0.374 0.297 0.244 6.460 6.747 0.258

S. acanthias(2) 0.080 0.210 1.054 6.474 1.004 0.877 0.466 8.582 8.738 0.260 0.170

S. acanthias(3) 0.012 0.096 0.812 5.945 0.767 0.654 0.317 7.847 8.104 0.330 0.101 0.030

S. acanthias(4) 0.073 0.115 0.540 4.953 0.513 0.381 0.305 7.192 7.598 0.134 0.030 0.096 0.058

S. acanthias(S) 0.059 0.025 0.999 6.789 0.966 0.695 0.556 8.129 8.559 0.112 0.071 0.104 0.028 0.043

S. acanthias(6) 0.061 0.077 0.648 5.282 0.617 0.475 0.350 7.713 8.106 0.161 0.016 0.134 0.069 0.009 0.050

S. acanthias(7) 0.490 0.143 1.252 7.415 1.225 0.863 1.105 9.281 10.143 0.332 0.451 0.543 0.329 0.362 0.247 0.302
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Πίνακας 3.5. Υπολογισμός τιμών υποκατάστασης (Tamura et al., 2004).

A T C G

A - 8.04 7.13 8 .3

T 6.34 - 1 3 .1 2 6.06

C 6.34 1 4 .7 9 - 6.06

G 8 .67 8.04 7.13 -
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4. Συζήτηση

Στην παρούσα εργασία επιχειρήθηκε να γίνει σε διάφορα είδη χονδριχθύων 

ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους, μέσω άμεσης αλληλούχισης και να βρεθούν οι 

φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ τους. Σε πρώτη φάση πραγματοποιήθηκε ενίσχυση 

(PCR) του DNA που είχε απομονωθεί από τα δείγματα και προέκυψε ένα προϊόν για 

κάθε δείγμα. Τα προϊόντα αυτά των PCR μας έδειξαν από μόνα τους πολυμορφισμό 

σε επίπεδο είδους, καθώς είχαν διαφορετικό μήκος βάσεων, ο οποίος ήταν ικανός να 

διαχωρίσει σε κάποιο βαθμό ορισμένα από τα είδη. Από την ευθυγράμμιση των 

αλληλουχιών που έγινε με το πρόγραμμα BioEdit, όπως φαίνεται στο Παράρτημα, 

βλέπουμε ότι σε πολλές περιοχές των ευθυγραμμισμένων αλληλουχιών παρατηρείται 

μεγάλη συντηρητικότητα των βάσεων. Η μεγαλύτερη ομολογία παρατηρείται στις 

αλληλουχίες του γονιδίου COII καθώς επίσης και στις αλληλουχίες του γονιδίου 

ITS2. Η μεγαλύτερη διαφοροποίηση μεταξύ των αλληλουχιών παρατηρείται στο 

γονίδιο COI, η οποία μας δείχνει ότι το γονίδιο αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

ενδοπληθυσμιακή και διαειδική ανάλυση.

Στα φυλογενετικά δένδρα που δημιουργήθηκαν από την επεξεργασία των 

αλληλουχιών και φαίνονται στις εικόνες 3.1, 3.2, 3.3 και 3.4 χρησιμοποιήθηκε ως 

είδος αναφοράς ο μπλε καρχαρίας (Ρ. glauca). Σε όλα τα δένδρα δημιουργήθηκαν 3 

ομάδες ειδών με βάση τις γενετικές τους αποστάσεις. Και στα 4 δένδρα παρατηρούμε 

ότι τα είδη S. acanthias και S. blainvillei αποτελούν την πρώτη ομάδα. Οι 

διαφοροποιήσεις μεταξύ των δένδρων, οφείλονται στον τρόπο σχηματισμού των 

άλλων δύο ομάδων από τα υπόλοιπα είδη. Στο πρώτο δένδρο, που σχηματίστηκε με 

βάση το γενετικό τόπο COII, όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.1, η δεύτερη ομάδα 

σχηματίζεται από τα είδη G. melastomus, R. naevus και R. miraletus και η τρίτη 

ομάδα αποτελείται από τα είδη S. stellaris και S. canicula. Στο δεύτερο δένδρο που 

δημιουργήθηκε με βάση το γενετικό τόπο COI, βλέπουμε ότι η δεύτερη ομάδα 

αποτελείται από δύο άτομα του είδους S. canicula και ένα άτομο του είδους S. 

stellaris και η 3η ομάδα σχηματίζεται από τα δύο είδη, R. naevus και R. miraletus. Το 

είδος G. melastomus φαίνεται να διαφέρει εξελικτικά με τα υπόλοιπα καθώς δεν 

εντάσσεται σε καμία ομάδα, καθώς επίσης και ένα άτομο του είδους S. stellaris 

φαίνεται να αποκλίνει εξελικτικά από τα υπόλοιπα σε αυτό το γονίδιο. Στο τρίτο
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δένδρο, που προέκυψε από το γενετικό τόπο ITS2, οι ράγιες και πάλι σχημάτισαν μια 

ομάδα μόνες τους και η τρίτη ομάδα σχηματίστηκε από τα είδη S. stellaris και S. 

canicula, ενώ η διαφοροποίηση που παρατηρείται είναι για το είδος G. melastomus το 

οποίο δεν συμπεριλαμβάνεται σε καμία ομάδα και φαίνεται ότι διαφέρει εξελικτικά 

περισσότερο από τα άλλα είδη σε αυτό το γονίδιο. Τέλος για το δενδρόγραμμα που 

προέκυψε συνολικά από όλες τις αλληλουχίες η δεύτερη ομάδα σχηματίστηκε από τα 

είδη G. melastomus, R. naevus και R. miraletus και τα άτομα των ειδών S. stellaris 

και S. canicula ομαδοποιήθηκαν όλα μαζί σε μια τρίτη ομάδα. Από τα φυλογενετικά 

δένδρα αυτά που προέκυψαν παρατηρούμε ότι όλα τα δείγματά μας ομαδοποιήθηκαν 

σύμφωνα με την οικογένεια στην οποία ανήκαν. Το μόνο είδος το οποίο παρέκλινε 

από την οικογένεια στην οποία ανήκει είναι το G. melastomus το οποίο 

ομαδοποιήθηκε με την οικογένεια Rajidae.

Η μέση εξελικτική απόσταση που προέκυψε από τις αλληλουχίες είναι 0.651 ± 

0.014, η τιμή αυτή δείχνει ότι διαφοροποιούνται επιτυχώς τα είδη μέσω των 

νουκλοτιδικών υποκαταστάσεων. Από τον υπολογισμό των γενετικών αποστάσεων 

που έγινε ανά ζεύγος, τα είδη που φαίνεται ότι αποκλίνουν περισσότερο είναι οι 

ράγιες, R. naevus και R. miraletus, και τα είδη Ρ. glauca και G. melastomus. 

Συγκεκριμένα όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.2, οι ράγιες παρουσιάζουν τις 

μεγαλύτερες γενετικές αποστάσεις από τα άλλα είδη με τη μέγιστη απόσταση να 

φτάνει το 1.455 ± 0.069 για το είδος R. miraletus με το ένα άτομο του είδους S. 

acanthias. Επίσης μπορεί να διαπιστωθεί ότι όλα τα άτομα του κάθε είδους 

παρουσίαζαν πολύ μικρή εξελικτική απόσταση ενδοειδικά, καθώς το ίδιο συμβαίνει 

και μεταξύ των ειδών που ανήκουν στην ίδια οικογένεια. Τέλος παρατηρείται ότι όλα 

τα άτομα του είδους S. acanthias εμφανίζουν πολύ μεγάλες εξελικτικές αποκλίσεις σε 

σχέση με όλα τα είδη που ανήκουν σε διαφορετική οικογένεια, με τις τιμές απόκλισης 

να ξεκινάνε από 0.843 ± 0.036 σε σχέση με το είδος S. stellaris και να φτάνουν την 

τιμή 1.455 ± 0.069 σε σχέση με το είδος R. miraletus.

Όλες οι στατιστικές επεξεργασίες ανάλυσης γενετικών αποστάσεων βασίζονται 

στην υπόθεση ότι οι αλληλουχίες έχουν εξελιχθεί με την ίδια μέθοδο υποκατάστασης, 

έτσι για να δούμε αν ισχύει η υπόθεση αυτή έγινε ανάλυση ομοιογένειας με βάση το 

πρότυπο υποκαταστάσεων, όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.3. Όπου δεν υπήρχε 

ομοιογένεια στην υποκατάσταση των βάσεων η ανάλυση παίρνει τιμές μεγαλύτερες 

του 1 και οι πιθανότητες ομοιογένειας παρουσιάζονται στο κάτω μέρος του πίνακα,
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με τις τιμές που είναι στατιστικώς σημαντικές (Ρ < 0.05) να φαίνονται με κίτρινο 

χρώμα. Όπως παρατηρείται τη μεγαλύτερη ανομοιογένεια στον τρόπο 

υποκατάστασης των βάσεων παρουσίασαν κυρίως οι ράγιες R. naevus (1.456 -  8.700) 

και R. miraletus (3.066 -  9.505) και ένα άτομο του είδους S. stellaris (1.809 -  6.899). 

Ο υπολογισμός της γενετικής απόστασης με βάση τη σύσταση σε βάσεις (Πίνακας 

3.4) μας κατέδειξε ότι τα τρία είδη που αναφέρθηκαν και προηγουμένως φαίνονται να 

διαφέρουν σημαντικά από τα υπόλοιπα. Τέλος από τον υπολογισμό των τιμών 

υποκατάστασης των βάσεων, που παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.5, βρέθηκε ότι η 

μεγαλύτερη πιθανότητα υποκατάστασης υπήρξε ανάμεσα στις βάσεις Τ -  C με 

πιθανότητα 27.91 %, ενώ οι υποκαταστάσεις με την μικρότερη πιθανότητα εμφάνισης 

ήταν ανάμεσα στις βάσεις G -  Τ και G -  C με τιμή 13.19%.

Από τα αποτελέσματα που προέκυψαν τα δύο είδη της οικογένειας Rajidae, R. 

naevus και R. miraletus, διαφέρουν στατιστικώς σημαντικά με βάση τις γενετικές 

αποστάσεις και την φυλογένεια, από τα υπόλοιπα είδη χονδριχθύων, όπως 

αναμενόταν, καθώς ανήκουν σε διαφορετική τάξη από τα υπόλοιπα δείγματά μας. Το 

ένα δείγμα του είδους S. stellaris δεν παρουσίασε τα αναμενόμενα αποτελέσματα, 

καθώς εμφανίζει μεγάλη γενετική απόσταση από τα άλλα είδη, ακόμα και από άτομα 

της ίδιας οικογένειας (Scyliorhinidae). Η παραπάνω διαπίστωση θα μπορούσε να 

αποδοθεί και σε κάποιο λάθος κατά τη μέθοδο της δειγματοληψίας ή σε πραγματική 

εξελικτική παρέκκλιση.

5. Συμπεράσματα

Τα συμπεράσματα στα οποία καταλήξαμε από τα αποτελέσματα της εργασίας είναι 

ότι:

ΐ) Είναι εφικτή η ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους μέσω μοριακών τεχνικών

ϋ) Μπορούν τα είδη να ταξινομηθούν με βάση τις αλληλουχίες των γονιδίων 

τους, και

ϊΐϊ)Με τα φυλογενετικά δένδρα μπορούμε να προσδιορίσουμε σε μεγάλο βαθμό 

τις γενετικές αποστάσεις μεταξύ των διαφορετικών ειδών.
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7. Παράρτημα
Ευθυγράμμιση για το γονίδιο COII

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S. stellaris 
S. canicula 
S. canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S . acanthias 
S. acanthias

S. blainvillei 
S. blainvillei 
S. stellaris 
Ξ. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S. acanthias 
S. acanthias 
S . acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias

S. blainvillei 
S. blainvillei 
S. stellaris 
S . stellaris 
S. canicula 
S. canicula 
G. melastomus

CACCACTC
CACCACTC
CACCACTC
CACCACTC
CACCACTC
CACCACTC
CACCACTC

9 0  1 0 0 1 1 0  1 2 0  1 3 0  1 4 0  1 5 0  1 6 0
.1----I-----| ----- | -----| -----| -----| ----- | -----| -----| -----I

1 7 0  1 8 0  1 9 0  2 0 0  2 1 0  2 2 0  2 3 0  2 4 0

2 5 0  2 6 0  2 7 0  2 8 0  2 9 0  3 0 0  3 1 0  3 2 0
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R . naevus
R . miraletus 
p . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S. blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S. blainvillei 
S · blainvillei

.COAT

R.TAGTATCTACCAAGCTTACAAACAAATACATTTTAGATTCCCAAGAAATTGAAATTGTATGAACCATC 

rTATAGCAATAGTATCTACCAAGCTTACAAACAAATACATTTTAGATTCCCAAGAAATTGAAATTGTATGAACCATC  

M ’TATAGCAATAGTATCTACCAAGCTTACAAACAAATACATTTTAGATTCCCAAGAAATTGAAATTGTATGAACCATC  

ATAGCAATAGTATCTACCAAGCTTACAAACAAATACATTTTAGATTCCCAAGAAATTGAAATTGTATGAACCATC  

TATTATAGCAATAGTATCTACCAAGCTTACAAACAAATACATTTTAGATTCCCAAGAAATTGAAATTGTATGAACCATC  

TATTATAGCAATAGTATCTACCAAGCTTACAAACAAATACATTTTAGATTCCCAAGAAATTGAAATTGTATGAACCATC  

TATTATAGCAATAGTATCTACCAAGCTTACAAACAAATACATTTTAGATTCCCAAGAAATTGAAATTGTATGAACCATC

3 3 0  3 4 0  3 5 0  3 6 0  3 7 0  3 8 0  3 9 0  4 0 0

4 1 0  4 2 0  4 3 0  4 4 0  4 5 0  4 6 0  4 7 0  4 8 0

rCTTACTATTAAAGCCATAGGACATCAGTGATACTGAAGTTATGAATACACAGATTATGAAGACCTGGGCTTTGACTCC  

ATCTTACTATTAAAGCCATAGGACATCAGTGATACTGAAGTTATGAATACACAGATTATGAAGACCTGGGCTTTGACTCC  

ATCTTACTATTAAAGCCATAGGACATCAGTGATACTGAAGTTATGAATACACAGATTATGAAGACCTGGGCTTTGACTCC  

A T C T T AC TAT T AAAGC C ATAGGACAT CAGT GATAC T GAAGT T A T GAATACACAGAT TAT GAAGAC C T GGGC T T T GAC T C C 

ATC T TAC TAT TAAAGC CATAGGACAT CAGT GATAC T GAAGT TAT GAATACACAGATTAT GAAGAC C T GGGC TT T GAC T C C 

ATCTTACTATTAAAGCCATAGGACATCAGTGATACTGAAGTTATGAATACACAGATTATGAAGACCTGGGCTTTGACTCC  

ATCTTACTATTAAAGCCATAGGACATCAGTGATACTGAAGTTATGAATACACAGATTATGAAGACCTGGGCTTTGACTCC

:t g t a c c c a t a <

5 7 0  
- - I · -

5 8 0 5 9 0 6 0 0

CCCCTATTCGTGTTTTAGTATCCGCAGAAGACGTCCT'

CCCCTATTCGTGTTTTAGTATCCGCAGAAGACGTCCT'
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S. stellaris 
S. stellaris 
S. canicula 
S. canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S. acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias
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Ευθυγράμμιση για το γονίδιο COI

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus 
R . miraletus

GGTGAGAGCC
G e::GG& G6GG:'G"( 
JSceCGSC GGGG G C

■ I cgI ctgI g| tgtc 
| | c| cg| ctg1g1tgtc
GGGT-AGGGCC

60
• I.

7 0  
■ I - -

8 0
I

GCTGGGGT TCi CG
G GAGAGCGCG GGCTGGGGTGTCGCAG 
G GAGAGCGCG GGCTGGGGTGTCGCAG 

AGCG G GCTGGGGTGTCGCAG 
iTGAGAGCGCA GCTGGGGTGTCGCAG 
’GAGAGCGCA GCTGGGGTGTCGCAG 

■GGTGAGAGCGCA GCTGGGGTGTCGCAG 
iTGAGAGCGCA GCTGGGGTGTCi 

■GGTGAGAGCGCA GCTGGGGTGTCi 
■GGTGAGAGCGCA GCTGGGGTGTCi 
■GGTGAGAGCGCA GCTGGGGTGTCi

iCTGG
ICBC i GT 

G GT 
G GT
e g t

AGGC 
GGGGC G CC 
GGGGC ,/M  CC

H e »
CTG< 

AGGCCTGG 
AGGCCTGG 
AGGCCTGG 

CTGG 
ICTGG 
CTGG

TAAGTGCA
TAAGTGCA

TCCTCTTTGTCCCCCTAAGTGCA
TCCTCTTTGTCCCCCTAAGTGCA
t c c t c t cIg t c c c c c t a a g t g c a
TCCTCT TGTCCCCCTA 
TCCTCT TGTCCCCCTAAGT 
TCCTCT TGTCCCCCTAAGTGCA

ctiB c|g I“c c c s c a a g t g c a
TCCTCt|CGTCCCC TAAGTGCA 
TCCTCTT GTCCCCCTAAGTGCA 
TCCTCTCTGTCCCCCTAA TGCA 
TCCTCTTTGTCCCCCTAAGTGCA 
TCCTCTTTGTCCCCCTAAGTGCA 
TCCTCTTTGTCCCCCTAAGTGCA 
TCCTCTTTGTCCCCCTAAGTGCA 
TCCTCTTTGTCCCCCTAAGTGCA 
TCCTCTTTGTCCCCCTAAGTGCA 
TCCTCTTTGTCCCCCTAAGTGCA

9 0  1 0 0
[ | . . . . | ----I-----I-----

TTTCTCCCCACTGG 
TTTCTCCCCACTGG 

lGAGTT c t c c g c a c t g g
LGAGTT CTCCGCACTGG 

CTCCGCACTGG 
CTCCGCACTGG 
TCCG G GG 

CTCCGCGC G 
CTCCG GC G 

I  TCCGCG GG 
lGAGTTTCTCCCCACTGG 

CTAGAGTTTCTCCCCACTGG 
CTAGAGTTTCTCCCCACTGG 
CTAGAGTTTCTCCCCACTGG 
CTAGAGTTTCTCCCCACTGG 
CTAGAGTTTCTCCCCACTGG 
CTAGAGTTTCTCCCCACTGG

110  

■ - I - ■
120 
• · I · ·

1 4 0 1 5 0 1 6 01 3 0
• I - · · · I----I-----I-----I-----I-----1

GTCTTGTTCGGCGTCGCi 
GTCTTGTTCGGCGTC 

G TCGG TC GGG 
G GTCGG TC GGG 
G GTCGG TC GGG 
G GTCGG TC GGG 
G GTCGGC cB cIgII 

CC G G GGTGGGGG GGCGGCi
■  ggcBgtggtggtggo

GT G GG C CC
TCTTGTTCGGCGTCGCC 
CTTGTTCGGCGTCGCC 

TGTCTTGTTCGGCGTCGCC 
EGTCTTGTTCGGCGTCGCC 
TGTCTTGTTCGGCGTCGCC 

TCTTGTTCGGCGTCGCC 
TGTCTTGTTCGGCGTCGCC

GAGTT 
lGAGTT 
GAG T 
tGAG 
tGAG 
lGAGT

AGAGT TGACCC 
AGAGT TGACCC 
AGAGT TGACCC 
AGAGT qMTGj 
G A T  GCCC^CC1 
GAT GCĈ CC 
AGAG GACC 
AGAGTATGACCCl 
AGAGTATGACCCI 
AGAGTATGACCCl 
AGAGTATGACCCl 
AGAGTATGACCCl 
AGAGTATGACCCl 
AGAGTATGACCi

ITCCTTTI 
CTTTI
CGGTi 
GGTi 

CGGTi 
CGGTi

TTG
TTG

1 7 0 1 8 0 1 9 0 200 210 220 2 3 0 2 4 0

2 5 0 2 6 0 2 7 0 2 8 0 2 9 0 3 0 0 3 1 0 3 2 0
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Ρ . glauca 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

CAC
TCAGTGT' 

TCAGTGTT( 

3TGTTI 

TGTTl 

rCAGTGTTl 

2GTCAGTGTT' 

STCAGTGTTi

r |c g T |c C C T T C G G jT ^ G c |a G G G 'T  G TCTC

CTCGCCCAAGGCATTAACCGCCCTCGGGGCAGGGTTGTC 

:CTCGCCCAAGGCATTAACCGCCCTCGGGGCAGGGTTGTCTCT 

CTCGCCCAAGGCATTAACCGCCCTCGGGGCAGGGTTGTCTCl 

TGAGCCTCGCCCAAGGCATTAACCGCCCTCGGGGCAGGGTTGTCTCT 

CTCGCCCAAGGCATTAACCGCCCTCGGGGCAGGGTTGTCi 

CTCGCCCAAGGCATTAACCGCCCI 

GAGCCTCGCCCAAGGCATTAACCGCCCTCGGGGCAGGGTTG

|TGT|GAq|T|T
TGAGCGATTGGA

TGAGCGATTGGA

TGAGCGATTGGA

TGAGCGATTGGA

TGAGCGATTGGA

TGAGCGATTGGA

TGAGCGATTGGA

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

ACAGAGAGAAACGTTGGC

ZGAGAGTl
ZGAGAGTT

d g a g a g t tB i
:g a g a g t tB

G T  G G G

JtIg c c c c

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

4 8 0

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G . melas tomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

4 9 0  5 0 0  5 1 0  5 2 0 5 3 0  5 4 0  5 5 0  5 6 0

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S. stellaris

5 7 0 5 8 0 5 9 0 6 0 0 6 1 0 6 2 0 6 3 0 6 4 0
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S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S. acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S. canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S. acanthias 
S. acanthias 
S. acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S. acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S. stellaris 
S. canicula 
S. canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S. acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S. acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

'GTTTTGT'

AGCCCC C 
GAACCCC C 
AA CCCC C 
GA CcfgjTT 
AA CCCC C

8 1 0 8 2 0 8 3 0 8 4 0 8 5 0 8 6 0 8 7 0 8 8 0
I....I....|....|

CCT TGCCTG

CC fcCCACAi I  

C T  C Ί  

CC T  c.
CC TCC&CAJ 

TGTGCCG

GCCTGA |gCCCTCCCG 
GCCTGATTGCCCTCCCI 

CG TGCGG CCΪ TGCCTI 

T  CCT  

v,*  TGCCT1 

CCT TGCCTi 

:c t  t g c c t i 

:c t  t g c c t i 

:c g  t g g c t

8 9 0 9 0 0 9 1 0 9 2 0 9 3 0 9 4 0 9 5 0 9 6 0
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S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
p . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

I----I
■t a g a c a c  
Jt a g a c a g

GTAG 
GTAG 
GTAG 
GTAG 

CCGAAAG 
CTGTGT 
CTGTGTT
|t t t|g c a c t

■CCAGCATTT
It c a g c c t t t 
| a c a a c a t t| 
g c c a g t g t g t 
■t c g a c a c t· 
It a g a c a c t |
§CCAGCATTT

1 0 5 0  1 0 6 0  1 0 7 0  1 0 8 0  1 0 9 0  1 1 0 0  1 1 1 0  1 1 2 0

■ I ■  
CGGCGCCAGTAAGCT 

CGGCGCC

1CAGTAAGCT

CCAGTAAGCT
It c tJ t TCI GGCC TeGGCTCACAClρτι
pCT TC3 GGCC tIg g c t c a c a c IITTI
p c A r TCI GGCC tIg g c t c a c a cIρτι

τ α GGCC t|g g c t c a c a c||TTl

I .
|g a c g c

rCTGACTCGATCTCGCTCAGT
rCTGACTCGATCTCGCTCAGA

rCTGACTCGATCTCGCTCAGT
rCTGACTCGATCTCGCTCAGT

ATCACCCTCTCTC
GTCTCTCTCTCTC
ATCACCCTCTCTC
ATCACCCTCTCTC
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s . acanthias
acanthias

GAGCTAATGCCCGGC
GAGCTAATGCCCGGC

CGGCGCCAGTAAGCT CTGC
s . CGGCGCCAGTAAGCT m
s. acanthias GAGCTAATGCCCGGC CGGCGCCAGTAAGCT CTGC

s. blainvillei
s. blainvillei
s. stellaris
s. stellaris
s. canicula
s. canicula
G. melastomus
R. naevus
R. miraletus
P. glauca
S. acanthias
s. acanthias
s . acanthias
s . acanthias
s. acanthias
s . acanthias
s . acanthias

1 2 1 0  1 2 2 0  1 2 3 0  1 2 4 0  1 2 5 0  1 2 6 0  1 2 7 0  1 2 8 0

CCT CCGTTGTACCGCCGCC CTCCTCTCCGCTGCGAGCGTCCGCCCGCCACATGCACGCCGCCGCCGCAAATC 
TCCGTCGTCGGTGTACCGCCGCCTT CTCCTCTCCGCTGCGAGCGTCCGCCCGCCACTTGCACGCCACCGC AAATC 
CCT CCGTTGTACCGCCGCC CTCCTCTCCGCTGCGAGCGTCCGCCCGCCACATGCACGCCGCCGCCGCAAATC 
CCT CCGTTGTACCGCCGCC CTCCTCTCCGCTGCGAGCGTCCGCCCGCCACATGCACGCCGCCGCCGCAAATC

TGGTCGCTCGACCGGCGATCGGTGGTGGTGGCTGGCCAGCCAGTCACGCACCAGCCGTTCTCTGCCTACGACGTCAGT
GCACCGTGTGGTGGTCAGTGGCTGTGCATCCGCTGTGCAGCCAGGCCATGCACTTTGCGTGCAGGTACGTGTG'TTGCCTT

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

1 2 9 0  1 3 0 0  1 3 1 0  1 3 2 0  1 3 3 0  1 3 4 0
! ----- I ------ I ------ I ------ 1------ I ------ I ------ 1-------I ------ I ------ I ------ ! . .

GGGTGCTCTGGAACAGTTTTATGCGCCGAGCCCGGCTGCTGGCCGGCCGGCCTG TG 
GGGTGCTCTGGAACAGTTTTATGCGCCGAGCCCGGCTGCTGGCCGGCCGGCCTG TG 
GGGTGCTCTGGAACAGTTTTATGCGCCGAGCCCGGCTGCTGGCCGGCCGGCCTG TG 
GGGTGCTCTGGAACAGTTTTATGCGCCGAGCCCGGCTGCTGGCCGGCCGGCCTG TG

GAGCGCTGGAAGGTATGCCT TGAGGAGCGGCCGGCCACACAGCAACAAAGCTGCTG
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Ευθυγράμμιση για το γονίδιο ITS

ίο 20 3 0 4 0 5 0 60 7 0
■ I ■ I ■

8 0
. I

s . blainvillei
s . blainvillei
s . stellaris
s . stellaris
s . canicula
s . canicula
G. melastomus
R. naevus
R. miraletus
P . glauca
S . acanthias A1
S . acanthias A1
S. acanthias A
S. acanthias A

S. acanthias A
S . acanthias a :

S. acanthias A'

'AGGCACCGCCCTTAGCTTACTTATTCGAGCAGAATTAAGCCAGCCTGGAACACTCCTGGGAGATGATCAAAT' 
'AGGCACCGCCCTTAGCTTACTTATTCGAGCAGAATTAAGCCAGCCTGGAACACTCCTGGGAGATGATCAAATi 

C i CCCT AGC T CT ATTCGAGC GAG TAGG CAGCCGGG CACT T GGGGATGATi

TAGGCACCGCCCTTAGCTTACTTATTCGAGCAGAATTAAGCCAGCCTGGAACACTCCTGGGAGATGATCAAATC 
ACCGCCCTTAGCTTACTTATTCGAGCAGAATTAAGCCAGCCTGGAACACTCCTGGGAGATGATGAAAT 

TAGGCACCGCCCTTAGCTTACTTATTCGAGCAGAATTAAGCCAGCCTGGAACACTCCTGGGAGATGATCAAAT 
7CGCCCTTAGCTTACTTATTCGAGCAGAATTAAGCCAGCCTGGAACACTCCTGGGAGATGATC 

TAGGCACCGCCCTTAGCTTACTTATTCGAGCAGAATTAAGCCAGCCTGGAACACTCCTGGGAGATGATCAAATCT

9 0  1 0 0  1 1 0  1 2 0  1 3 0  1 4 0  1 5 0  1 6 0

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

1 7 0  1 8 0  1 9 0  2 0 0  2 1 0  2 2 0  2 3 0  2 4 0

S . blainvillei GATTAGTACCTTTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCTTTTCCACGGATAAATAATATAAGCTTTTGATTGTTGCCCCCA 
S . blainvillei GATTAGTACCTTTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCTTTTCCACGGATAAATAATATAAGCTTTTGATTGTTGCCCCCA 
S. stellaris GA TAGTACC TAATGATTGG GCACCAGA ATAGC TT CC CG ΑΪΑΑΑΤΑΑ ATAAGCTT TGA T T CC CC
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

?AAGCTT T
.GAG T
?AAGtB c T

tH c T

HTTAGTACCTTTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCTTTTCCACGGATAAATAATATAAGCTTTTGATTGTTGCCCCCA
VTTAGTACCTTTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCTTTTCCACGGATAAATAATATAAGCTTTTGATTGTTGCCCCCA
MTAGTACCTTTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCTTTTCCACGGATAAATAATATAAGCTTTTGATTGTTGCCCCCA
ATTAGTACCTTTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCTTTTCCACGGATAAATAATATAAGCTTTTGATTGTTGCCCCCA
rTAGTACCTTTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCTTTTCCACGGATAAATAATATAAGCTTTTGATTGTTGCCCCCA
rTAGTACCTTTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCTTTTCCACGGATAAATAATATAAGCTTTTGATTGTTGCCCCCA
rTAGTACCTTTAATAATTGGTGCACCAGACATAGCTTTTCCACGGATAAATAATATAAGCTTTTGATTGTTGCCCCCA

I . I I I I ■ I . I I
TAATGTTATCGTAACTGCTCACGCTTTTGTAATAATCTTTTTCATAGTTATGCCTGTAATAATCGGTGGATTC 
TAATGTTATCGTAACTGCTCACGCTTTTGTAATAATCTTTTTCATAGTTATGCCTGTAATAATCGGTGGATTC 
TAA!TCj|A§KSaS«el(P|<^§Tf C T TIC GTAAT AAT C TTCfT ATAjGTTATGCCAJGTAATAAT eQCGGAT!p|sq^l|tT

TAATGT ATCGTAACTGC CA GCTTT GTAAT AAT C T T TT ATAGTTATGCC 
TAA GT ATCGTAACTGC CA G TTT TAATAATCTT TT ATAGTTATGCC )
TAATGTGATCGTAAC GC CA GC: TTTGTAATAATCTTTTT ATGGTTAT CC GTAAT!
TAATGT GG G A  V,G CAGGC TTG GATAAT TTTTG GTGG AT CC T 
TAATGT AT GT AC GC CACGC TT GTAATAATCTTTTT ATGGT AT CC T

iTTATCGTAACTGCTCACGCTTTTGTAATAATCTTTTTCATAGTTATGCCTGTAATAATCGGTGGATTCG
JATCGTAACTGCTCACGCTTTTGTAATAATCTTTTTCATAGTTATGCCTGTAATAATCGGTGGATTCGGAAAC 
TATCGTAACTGCTCACGCTTTTGTAATAATCTTTTTCATAGTTATGCCTGTAATAATCGGTGGATTCGGAAAC 

GTTATCGTAACTGCTCACGCTTTTGTAATAATCTTTTTCATAGTTATGCCTGTAATAATCGGTGGATTCGGAAAC 
lTGTTATCGTAACTGCTCACGCTTTTGTAATAATCTTTTTCATAGTTATGCCTGTAATAATCGGTGGATTCGGAAAC 
lTGTTATCGTAACTGCTCACGCTTTTGTAATAATCTTTTTCATAGTTATGCCTGTAATAATCGGTGGATTCGGAAACI 
GTTATCGTAACTGCTCACGCTTTTGTAATAATCTTTTTCATAGTTATGCCTGTAATAATCGGTGGATTCGGAAACa

2 5 0  2 6 0  2 7 0  2 8 0  2 9 0  3 0 0  3 1 0  3 2 0

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus 
R. miraletus
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ρ . glauca 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S . stellaris

TCCCTCCTGCTACTCTTAGCCTCTGCTGGTGTAGAAGCAGGAGCCGGAACCGGCTGAACAGTTTACCCCCCGCTAGCAGG

TCCCTCCTGCTACTCTTAGCCTCTGCTGGTGTAGAAGCAGGAGCCGGAACCGGCTGAACAGTTTACCCCCCGCTAGCAGG

TCCCTCCTGCTACTCTTAGCCTCTGCTGGTGTAGAAGCAGGAGCCGGAACCGGCTGAACAGTTTACCCCCCGCTAGCAGG

TCCCTCCTGCTACTCTTAGCCTCTGCTGGTGTAGAAGCAGGAGCCGGAACCGGCTGAACAGTTTACCCCCCGCTAGCAGG

TCCCTCCTGCTACTCTTAGCCTCTGCTGGTGTAGAAGCAGGAGCCGGAACCGGCTGAACAGTTTACCCCCCGCTAGCAGG

TCCCTCCTGCTACTCTTAGCCTCTGCTGGTGTAGAAGCAGGAGCCGGAACCGGCTGAACAGTTTACCCCCCGCTAGCAGG

TCCCTCCTGCTACTCTTAGCCTCTGCTGGTGTAGAAGCAGGAGCCGGAACCGGCTGAACAGTTTACCCCCCGCTAGCAGG

3 3 0  3 4 0  3 5 0  3 6 0  3 7 0  3 8 0  3 9 0  4 0 0

iTATAGCCCATGCTGGCGCATCCGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCATTTAGCTGGTATTTCCTCAATTTTAGCCT 

lTATAGCCCATGCTGGCGCATCCGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCATTTAGCTGGTATTTCCTCAATTTTAGCCT 

kTATAGC C ATG CaS$A SC A TCC G T GA T C ATCTTCTC CTCCA TAGCTGGTATTECAfCAATTTTAGC T

.TATAGCCCATGCTGGCGCATCCGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCATTTAGCTGGTATTTCCTCAATTTTAGCCT 

.TATAGCCCATGCTGGCGCATCCGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCATTTAGCTGGTATTTCCTCAATTTTAGCCT 

TAATATAGCCCATGCTGGCGCATCCGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCATTTAGCTGGTATTTCCTCAATTTTAGCCT 

TAATATAGCCCATGCTGGCGCATCCGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCATTTAGCTGGTATTTCCTCAATTTTAGCCT 

CCATGCTGGCGCATCCGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCATTTAGCTGGTATTTCCTCAATTTTAGCCT 

TAGCCCATGCTGGCGCATCCGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCATTTAGCTGGTATTTCCTCAATTTTAGCCT 

lTATAGCCCATGCTGGCGCATCCGTAGACCTGGCCATCTTCTCACTCCATTTAGCTGGTATTTCCTCAATTTTAGCCT

4 1 0  4 2 0  4 3 0  4 4 0
• I ■··■ I---I------ I · · ■ · I-----I-----I .

TGT

iAfti X X i f t i U U  liu lrtrtUllrtrtftĥ^

TAATTTTATCACAACTATTATTAACATAAAACCTCCTGCCA  

C TAT TAAT TT TAT CACAACTATTAT TAACATAAAAC C T C C T GC CA 

C T AT TAAT T T TAT CACAAC TAT TATTAACATAAAAC C T C C T GC CA 

C TAT TAAT T TTAT CACAAC TAT TA T TAACATAAAAC C T C CTGCCA 

CTATTAATTTTATCACAACTATTATTAACATAAAACCTCCTGCCA  

CTATTAATTTTATCACAACTATTATTAACATAAAACCTCCTGCCA

4 5 0  4 6 0  4 7 0  4 8 0
I I

4 9 0  5 0 0  5 1 0  5 2 0  5 3 0 5 4 0  5 5 0  5 6 0

'CTTCTTi

iTAACT'

s a s a

c:;

6 0 0  6 1 0  6 2 0  6 3 0  6 4 0
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S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

6 5 0  6 6 0  6 7 0  6 8 0  6 9 0  7 0 0  7 1 0  7 2 0

7 3 0 7 4 0  7 5 0  7 6 0  7 7 0  7 8 0  7 9 0  8 0 0
I

8 1 0 8 2 0 8 3 0 8 4 0 8 5 0 8 6 0 8 7 0 8 8 0

8 9 0  9 0 0  9 1 0  9 2 0  9 3 0  9 4 0  9 5 0 9 6 0
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I
S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S . stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R. miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S. acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S. stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

S . blainvillei 
S . blainvillei 
S. stellaris 
S . stellaris 
S . canicula 
S . canicula 
G. melastomus 
R . naevus
R . miraletus 
P . glauca
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias

9 7 0  9 8 0  9 9 0  1 0 0 0  1 0 1 0  1 0 2 0  1 0 3 0  1 0 4 0

TGGGCCCTAGGTTTTATTTTCTTATTTACAGTAGGAGGTCTAACAGGAATTGTTTTAGCTAATTCTTCCTTGGACATCGT
TGGGCCCTAGGTTTTATTTTCTTATTTACAGTAGGAGGTCTAACAGGAATTGTTTTAGCTAATTCTTCCTTGGACATCGT
TGGGCCCTAGGTTTTATTTTCTTATTTACAGTAGGAGGTCTAACAGGAATTGTTTTAGCTAATTCTTCCTTGGACATCGT
TGGGCCCTAGGTTTTATTTTCTTATTTACAGTAGGAGGTCTAACAGGAATTGTTTTAGCTAATTCTTCCTTGGACATCGT
TGGGCCCTAGGTTTTATTTTCTTATTTACAGTAGGAGGTCTAACAGGAATTGTTTTAGCTAATTCTTCCTTGGACATCGT
TGGGCCCTAGGTTTTATTTTCTTATTTACAGTAGGAGGTCTAACAGGAATTGTTTTAGCTAATTCTTCCTTGGACATCGT
TGGGCCCTAGGTTTTATTTTCTTATTTACAGTAGGAGGTCTAACAGGAATTGTTTTAGCTAATTCTTCCTTGGACATCGT

1 0 5 0  1 0 6 0  1 0 7 0  1 0 8 0  1 0 9 0  1 1 0 0  1 1 1 0  1 1 2 0

TCTTCACGACACTTACTATGTAGTAGCCCACTTCCACTATGTGTTATCAATAGGAGCCGTATTTGCAATTATAGCTGGTT 
TCTTCACGACACTTACTATGTAGTAGCCCACTTCCACTATGTGTTATCAATAGGAGCCGTATTTGCAATTATAGCTGGTT 
c t t c a c g§ t̂ ^ ^ P J P ( c]£t a g t a g c c c a  t t c c a c t a t g t  t t c  a t a g g a g c a G t t t t g c  a t t a t a g c a g g  t

TTCCACTATI
CTTCACGA ACTTA TA GTAGTAGCCCA TTCCACTATI 

TCTTCACGACACTTA TAG TAGTAGC CA TTCCA CAT 
CTTCA GACAC TACTATGT GTAGC CA TTCCA TATI 
CTTCA GACAC TACTATGT GTAGCCCA TTCCACTATGT

'GC ATTA'
T C AT A' 

TT GC ATTATAI 
GTATTTGC ATTATAI

TCTTCACGACACTTACTATGTAGTAGCCCACTTCCACTATGTGTTATCAATAGGAGCCGTATTTGCAATTATAGCTG 
TCTTCACGACACTTACTATGTAGTAGCCCACTTCCACTATGTGTTATCAATAGGAGCCGTATTTGCAATTATAGCTG 
TCTTCACGACACTTACTATGTAGTAGCCCACTTCCACTATGTGTTATCAATAGGAGCCGTATTTGCAATTATAGCTGGTT 
TCTTCACGACACTTACTATGTAGTAGCCCACTTCCACTATGTGTTATCAATAGGAGCCGTATTTGCAATTATAGCT 
TCTTCACGACACTTACTATGTAGTAGCCCACTTCCACTATGTGTTATCAATAGGAGCCGTATTTGCAATTATAGCTG 
TCTTCACGACACTTACTATGTAGTAGCCCACTTCCACTATGTGTTATCAATAGGAGCCGTATTTGCAATTATAGCTGGT 
TCTTCACGACACTTACTATGTAGTAGCCCACTTCCACTATGTGTTATCAATAGGAGCCGTATTTGCAATTATAGCT

• l·
1 1 3 0
••I···

1 1 4 0 1 1 6 0
··!.·· I

1 1 7 0  
• · I----I

1 1 8 0

TTA!
TTA'
TTA'

lTTCACTGATTC c c a c t a t t t t c c  
•ATTCACTGATTC CCACTATTTTO 
'ATTCA TGATTC CCACTA T TCCi

CCTTCACTCTACTTGAACAAAAACTC 
CCTTCACTCTACTTGAACAAAAACTC 
ICCTTCa :'SK*AC^TGfT|GfTfCTC

1 1 9 0  
• I - .

1 2 0 0

. I

ATTCACTGATTC CCACTATTTTCC 
ATTCACTGATTC CCACTATTTTCCl 

TCACTGATTC CCACTATTTTCCl 
TCACTGATTC CCACTATTTTCCl

ICCTTCACTCTACTTGAACAAAAACTd AATACC 
CCTTCACTCTACTTGAACAAAAACTo AATACC 
‘CCTTCACTCTACTTGAACAAAAACTO AATACC 
CCTTCACTCTACTTGAACAAAAACTC
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S . acanthias 
S . acanthias 
S . acanthias
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