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RESUME DU PROJET INITIAL 
 
 
La pêche calédonienne est développée de façon artisanale dans le lagon, mais une 

diversification a étendu la pêche dans les eaux du large, en ciblant les grands pélagiques (thons, 
espadons, voiliers, marlins (VIRLY, 1996)). La pêche cible donc aujourd'hui principalement le thon 
au-delà du talus continental et les espèces profondes des monts sous-marins (AUZENDE et al., 1999). 

 
Le développement de la pêche dans les eaux calédoniennes nécessite une évaluation détaillée de 

la ressource. Afin d'éviter tout problème de surexploitation, il est nécessaire de diversifier la pêche et 
d'évaluer les biomasses existantes, par espèce et par zone géographique, cette dernière étant souvent 
définie de façon arbitraire faute de données réalistes sur les caractéristiques de populations. En effet, il 
est nécessaire de préciser les limites des populations pour ensuite définir les quantités autorisées à la 
pêche dans le cadre d'une gestion raisonnée. 
 

Une première campagne d'exploration (1996, sur le N/O néo-zélandais Tangaroa) a permis 
d'avoir un premier aperçu sur les ressources de la Zone Economique de la Nouvelle-Calédonie (ZEE), 
notamment sur les espèces profondes (GRANDPERRIN et al., 1997). Cependant, dans ce milieu très 
diversifié, il est nécessaire de réaliser une évaluation plus détaillée des populations et de leurs limites 
si l'on souhaite développer une pêche raisonnée et raisonnable, adaptée aux conditions locales. D'où la 
nécessité de développer rapidement les outils permettant d'évaluer avec précision les stocks présents, 
pour mettre en place une exploitation halieutique adaptée, tout en restant respectueux des ressources 
locales. 
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s’est pas concrétisé et l’étudiante n’a pas pu bénéficier d’une quelconque aide à ce niveau. 
 
 



PLANNIFICATION INITIALE 
 

Laboratoire(s) d’accueil :  
 
Station de Biologie Marine de Concarneau (antenne MNHN) – Laboratoire d’Evolution 
Moléculaire (D. SELLOS) 
 
Echéancier prévisionnel : (3 années de thèse) 
 
1ère année :  
Bibliographie 
Echantillonnage dans les différents secteurs géographiques 
Extractions d’ADN 
Production de fragments d’ADN et Caractérisation en électrophorèse 
Détermination des marqueurs moléculaires 
 
2ème année :  
Détermination des sondes spécifiques 
Extractions en série d’ADN sur des échantillons représentatifs 
Validation du niveau de polymorphisme de ces marqueurs 
Production d’un rapport d’avancement des travaux 
 
3ème année :  
Réalisation des manipulations en série (suite et fin) 
Traitement informatique des données et analyse 
Production d’un rapport final 
 
 
 

CONTENU DU PROJET 
 

Il est proposé d'effectuer l'identification des stocks ou des populations en utilisant des caractères 
génétiques. Cette identification constitue la première étape indispensable avant même la détermination 
d'autres paramètres tels que la structure démographique, la croissance, le taux de renouvellement, 
l'évaluation de l'état des stocks, leur productivité. Elle conditionne la définition du potentiel 
exploitable local et également à plus long terme la détermination des TAC (tonnages autorisés à la 
capture). La séparation géographique des différents stocks d'une même espèce est la base du système 
permettant d'ajuster les quotas à la réalité biologique. 

 
Cette étude pourrait permettre d’apporter les moyens d'une identification fiable des organismes 

et des populations de poissons d'intérêt économique en appliquant des techniques génétiques (biologie 
moléculaire et génétique des populations) pour la caractérisation des populations et la discrimination 
des stocks de poissons, de préférence des espèces cibles, à risque de surexploitation et à fort intérêt 
économique. 
L'analyse comparative des ADN des espèces sera réalisée, ceci afin d'établir et de comprendre les 
relations entre populations. De courts fragments ubiquistes de l'information génétique seront définis 
pour les espèces choisies et utilisés pour identifier les différentes populations et discriminer les stocks 
(phylogéographie). 

 
 

Présentation de la problématique biologique : 
 
L'aire de distribution des espèces se présente généralement selon deux modèles : 
 

- Hypothèse 1 : une aire continue sur une vaste zone géographique 



- Hypothèse 2 : plusieurs aires discontinues, isolées les unes des autres 
 

Dans le premier cas, il convient de déterminer s'il existe une seule population ou plusieurs 
populations distinctes juxtaposées 

Si au contraire les adultes ont une répartition discontinue, il convient de déterminer si ces 
agrégations correspondent à des unités de stocks complètement indépendantes ou si les juvéniles (ou 
recrues) proviennent de la même aire de ponte. 

L'identification de spécimens d'une même espèce, récoltés dans les différents secteurs de la 
Zone Economique de Nouvelle-Calédonie peut apporter des arguments en faveur de l'une ou de l'autre 
des hypothèses.  

 
 

Choix des espèces : 
 

Le choix des espèces a logiquement été effectué en fonction de leurs potentialités à être 
exploitées par les pêcheries commerciales et de leurs modèles de répartition. 

L'espèce principalement ciblée par la pêche industrielle est le Berycidae Beryx splendens, 
capturée entre 500 et 800 m (SERET et al.,1997). Cette étude aura donc en premier lieu pour objectif 
de caractériser génétiquement les populations de Beryx splendens.  

 
 

 
Figure 1 : Beryx splendens, Lowe 1834 

 
 
Une étude halieutique de 1991 à 1993 a permis de préciser la biologie de Beryx splendens et de 

définir les paramètres d'exploitation des stocks (LEHODEY, 1994). 
D'autres travaux (HOARAU et al., 1999 ; HOARAU & BORSA, 2000) sur la génétique des 

populations de cette espèce semblaient montrer que deux espèces jumelles étaient en fait désignées 
sous le seul nom de Beryx splendens et que celles-ci présentaient des flux géniques très élevés. Ces 
espèces jumelles étant pour le moment observées au Nord de la Nouvelle-Calédonie et dans les Iles 
Loyauté, sous forme de populations isolées.  

Les conclusions de ces études préliminaires demandent encore confirmation. En effet, s'il 
apparaît très nettement que les stocks de Beryx se présentent sous la forme de différentes populations 
entre lesquelles il n'y aurait pas d'échange, la gestion de ces ressources comme plusieurs petits stocks 
séparés et particulièrement vulnérables devrait s'envisager de façon raisonnée et en connaissance de 
cause. Au contraire, dans l'hypothèse où les spécimens de Beryx appartiendraient à un seul et même 
stock, la biomasse vierge exploitable a été estimée à environ 2000 tonnes (LEHODEY, 1994). B. 
splendens a déjà fait l'objet d'une exploitation commerciale ; la prise maximale soutenue alors s'est 
située entre 395 et 468 t/an et aucune baisse importante des rendements, signe de surpêche, n'a alors 
été observée. 

Parallèlement, d’autres approches pourront être menées afin de réaliser le même type de 
discrimination génétique, à l’échelle inter-océanique, sur des espèces aujourd’hui non commercialisées 
en Nouvelle-Calédonie mais qui le sont sous d’autres latitudes, par exemple Pentaceros decacanthus 
et Pseudopentaceros richardsoni. Ces deux espèces occupent les mêmes habitats que Beryx splendens 
et sont fréquemment pêchées au cours des mêmes traits. Il serait donc intéressant de se pencher sur 
leurs caractéristiques génétiques au même titre que Beryx splendens, d’autant plus que ces 
Pentacerotidae présentent également un potentiel économique. La comparaison des structures 
génétiques de leurs populations peut aider à une meilleure interprétation générale. 



 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2 : Pseudopentaceros richardsoni (Smith, 1844)*   Fig. 3 : Pentaceros decacanthus Günther, 1859* 
 

* Photographies : Lauriana LEVY 

 
 
 
 

Choix des marqueurs : 
 
 

De nombreux marqueurs moléculaires peuvent être utilisés en biologie moléculaire. Le choix se 
fera le plus souvent en fonction de la variabilité propre du marqueur. C'est ainsi par exemple que notre 
préférence portera dans un premier temps vers le Cytochrome b et la D-loop, cette dernière étant 
considérée comme étant hypervariable. 
 

Lorsque l'on travaille au niveau intra-spécifique, la mise en évidence de l'homologie des 
caractères moléculaires repose sur deux impératifs difficiles à concilier : 

 

- les séquences utilisées doivent d'une part être suffisamment variables pour être informatives, 
 

- mais suffisamment conservées pour pouvoir être alignées et comparées entre elles. 
 
 

L’ADN génomique peut être nucléaire ou mitochondrial. Cependant le taux de mutations 
nucléotidiques est de 5 à 10 fois inférieur dans le noyau que dans les mitochondries. Le choix ici de 
marqueurs mitochondriaux est lié à la considération de 2 paramètres : 
 
- Le rendement des amplifications pour des marqueurs mitochondriaux, représentés par un très grand 

nombre de copies cellulaires identiques (de 1000 à 1000000), reste supérieur à celui des marqueurs 
nucléaires. 

 
- Etant donné que notre problématique se situe pour partie au niveau intraspécifique, où le taux 

d'évolution peut être relativement lent, il est alors intéressant de bénéficier de marqueurs à évolution 
rapide (nombre de mutations nucléotidiques 5 à 10 fois supérieur à celui du génome nucléaire, ce qui 
augmente a priori leurs capacités de résolution) et affranchis des problèmes de recombinaison 
intragénétique. 

 
Le génome mitochondrial est petit (de 17000 à 18000 paires de bases chez les poissons osseux, 

OHNO, 1974), circulaire et de structure simple (cf. Fig.4). Il est haploïde (un seul type par individu) et 
est transmis maternellement.  
 
N.B. : On peut espérer qu'un marqueur transmis maternellement peut relativement bien représenter le 
maximum de variabilité (RUVOLO, 1994). 
 

Le génome mitochondrial est extrêmement condensé. La totalité du génome étant codante, soit 
pour des protéines, soit pour des ARNs, les gènes subissent une forte pression assurant le maintien des 
séquences.  
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caractéristiques propres des marqueurs utilisés : 
 
D-Loop 
 

La région de contrôle est une séquence non-codante, mais impliquée dans le contrôle de la 
réplication du génome mitochondrial. L'origine de réplication (D-loop) est donc moins sujette aux 
contraintes, bien que sa fonction biologique doive être maintenue avec une certaine pression de 
sélection. La partie étudiée est située entre les positions 16022 et 16469 de la séquence humaine de 
référence (ANDERSON, 1981) et est appelée la D-loop (pour Displacement loop). Cette séquence, qui 
évolue relativement rapidement, est constituée d'une alternance de régions très conservées et de 
régions très variables, d'où l'intérêt d'un tel type de marqueur. Les substitutions et les courtes 
insertions/délétions (ou indels) s'accumulent dans les deux zones hypervariables flanquantes (RH-1 et 
RH-2) tandis que la région centrale demeure extrêmement conservée (RCC). Grâce à cette variabilité, 
la D-loop correspond à l'un des marqueurs les plus utilisés pour les études de populations et plusieurs 
centaines de séquences sont disponibles dans les banques de séquences. 
 
Cytochrome b 
 

Le cytochrome b est une région de plus d’un millier de paires de bases du génome 
mitochondrial, situé en positions 14201 à 15341 dans la séquence humaine de référence 
(ANDERSON, 1981) et présente une variabilité relativement élevée malgré le fait qu’il s’agisse d’une 
séquence codante, ce qui justifie souvent le choix de ce marqueur. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : Positions du cytochrome b et de la région de contrôle D-loop dans le génome mitochondrial et 
représentation schématique de leurs variabilités. 

 
Le détail de la structure du génome mitochondrial de Beryx splendens est disponible en ligne 

dans la base de données GENBANK sous la référence NC 003188 (cf. Annexe).  
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PRESENTATION DU CADRE DE L’ECHANTILLONNAGE 
 
 

Une des premières étapes du travail consiste à se procurer et à rassembler la totalité des 
échantillons nécessaires à la réalisation du travail de recherche.  

 
Cependant et bien que le travail cible en priorité une discrimination et une répartition génétique 

précises des stocks locaux de Beryx splendens, l’acquisition d’échantillons « étrangers », qu’il s’agisse 
de l’espèce cible ou d’espèces annexes, constitue une condition indispensable.  

 

 

● 

● 

● 

● 

 

● 

● 

Echantillons étrangers (Atlantique N-E, Japon et Nelle-Zélande) 
Echantillons locaux (NC) 

 
Figure 6 : Distribution mondiale de Beryx splendens. 

 
 
En effet, l’appréciation de la qualité génétique des populations locales nécessite une 

comparaison inter-populations à l’échelle mondiale, autrement dit, une comparaison génétique inter-
océanique. Disposant de ce matériel biologique, il sera possible de réaliser à titre d’exemple des 
calculs de flux géniques qui permettront de juger de l’évolution génétique des populations. 

 
 
Dans le cadre de cette étude, il a été choisi de comparer les échantillons locaux de Beryx 

splendens avec un stock néo-zélandais, un autre du Japon et enfin avec un lot d’Atlantique Nord-Est.  
 
 
 

RESULTATS ATTENDUS 
 
 

 
Résultats scientifiques escomptés : 
 

- Mettre en place et utiliser des outils génétiques et moléculaires permettant de démontrer ou 
d'infirmer l'existence d'une ou de plusieurs populations de B. splendens et autres espèces à 
potentiel économique dans la Zone Economique de Nouvelle-Calédonie, 

 



- Connaître et établir les cartes de distribution des différents stocks. 
 

- Mieux comprendre les mécanismes de dispersion et/ou sédentarisation liés aux populations 
ichtyques des monts sous-marins ainsi que leur rythme d’évolution génétique en répondant à 
des questions telles que : 

 
- Le flux génique est-il proportionnel à la distance géographique ?  

 
- L’évolution génétique est-elle perceptible à l’échelle inter-monts sous-marins 

et/ou inter océans ?  
 

- L’évolution génétique varie-t-elle pour des espèces différentes mais côtoyant 
les mêmes habitats et donc soumises aux mêmes conditions de vie ? 

 
- A quel stade la dispersion spécifique a-t-elle lieu, si dispersion il y a ? Le stade 

larvaire joue-t-il un rôle à ce niveau ? 
 

- Les courants océaniques influencent-ils la répartition génétique des espèces ? 
Si oui, à quelle échelle ? 

 
 

 
 
 

Intérêt pour le développement : 
 
 

Les connaissances sur la structure génétique des stocks de B. splendens et autres espèces à 
potentiel économique sont d'un intérêt considérable pour : 

 
- l’évaluation et la répartition géographique précise des différents stocks, 
 
- la mise en place de quotas en vue d’un développement de la pêche profonde en Nouvelle-

Calédonie, 
 
- la bonne gestion de leurs pêcheries. 

 
 
L'analyse des facteurs géographiques et démographiques de la diversité génétique au niveau 

intraspécifique répond en partie à l'une des questions posées par la communauté scientifique, à savoir, 
celle de l'origine, de la distribution et de la dynamique de la biodiversité.  

 
Le Beryx constitue une des principales ressources halieutiques visées de façon préférentielle par 

la pêche commerciale. Les connaissances actuelles sur la biologie, l'écologie et leurs structures 
génétiques restent insuffisantes à ce jour pour envisager une gestion rationnelle de cette ressource. Le 
principe de développement durable imposant une logique de pêche, il est indispensable d'étayer les 
connaissances scientifiques dans ce domaine. 

 
 
 
 
 
 
 
 



ETAT D’AVANCEMENT DE L’ETUDE 
 
 

Obtention du budget de travail : 
 

Une demande de budget « fonctionnement » a été formulée spécifiquement pour ce projet auprès 
du programme ZoNéCo début 2002. L’avis du comité de pilotage a été favorable mais la décision 
officielle n’ayant pris effet que tardivement, le budget n’a été attribué qu’en Mai 2003, date à laquelle 
l’obtention par achat des échantillons « étrangers » et la commande des produits de laboratoire ont 
logiquement pu débuter.  

 
 
 
Obtention des échantillons de Beryx splendens : 
 
 
Echantillons locaux : 
 

Les échantillons locaux ont été obtenus en grande partie au cours des campagnes d’exploration 
réalisées par le navire OPERA (Armement ACP) au sein de la Zone Economique Exclusive (   ) de la 
Nouvelle-Calédonie au cours de l’année 2002. 

 
 

 
 

Figure 7 : Distribution des échantillons de Beryx splendens au sein de la ZEE de la Nouvelle-Calédonie. 
 

 
Un complément qualitatif et/ou quantitatif de cet échantillonnage « géographique » est tenu à 

disposition par l’IRD (suite aux campagnes HALICAL et HALIPRO     ). 
 
L’étudiante a embarqué à 5 reprises sur le chalutier de pêche au cours de l’année 2002 afin de 

multiplier les chances d’acquisition d’échantillons de localités différentes. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 8 : Un exemple de prise de Beryx splendens à bord de l’OPERA. 
 

 
Echantillons japonais 
 

Concernant les échantillons japonais, de nombreux échanges ont été réalisés avec le Professeur 
Kazuhiro NAKAYA (Hakodate - HOKKAIDO UNIVERSITY – Laboratory of Marine Biodiversity – 
Graduate School of Fisheries Sciences). Résidant sur l’île du Nord, le Pr. NAKAYA a à son tour 
sollicité la collaboration du Pr. Hiroshi SENOU (Conservateur du Muséum d’Histoire Naturelle de 
Kanagawa) pour qui l’obtention de spécimens de Beryx splendens était plus aisée, l’espèce étant bien 
plus fréquente dans l’île du Sud.  

Initialement estimé à 1000 ¥en (*) le poisson, le Pr. SENOU a réussi, le 22 Avril dernier, à 
obtenir à prix raisonnable et après plusieurs négociations, un lot d’une centaine d’individus 
directement auprès des pêcheurs locaux. Ainsi, 9 boîtes de 5 kg, contenant chacune 12-13 spécimens 
ont été négociées pour 42525 ¥en (*). Depuis, les étudiants du Pr. Nakaya ont effectué les biopsies (cf. 
illustrations ci-dessous) et les échantillons ont été envoyés par colis postal à la Station de Biologie 
Marine de Concarneau.  

 

(*) Cours du ¥en à l’achat au 21 Mai 2003 : 0,8498800  
 

   
 

Figure 9 : Biopsies de Beryx splendens par des étudiants japonais. 



Echantillons d’Atlantique Nord-Est 
 

Travaillant en collaboration étroite avec Daniel SELLOS (Station de Biologie Marine de 
Concarneau – Antenne MNHN), une demande d’échantillonnage de Beryx splendens a été formulée 
début Avril auprès de la criée de Concarneau. L’opération est donc en cours de réalisation. 

 
 

Echantillons néo-zélandais 
 
Concernant les échantillons de Nouvelle-Zélande, une centaine d’échantillons congelés et déjà 

disponibles avant la demande ont été gracieusement fournis par Peter SMITH de la NIWA. Un fret 
avion (carboglace) a permis l’envoi de ceux-ci directement en Nouvelle-Calédonie début Juillet 2003. 

 
 

Obtention des échantillons « autres espèces » : 
 
Une première série d’échantillons locaux de Pseudopentaceros richardsoni et Pentaceros 

decacanthus a pu être obtenue par l’étudiante au cours d’embarquements sur le chalutier de pêche 
OPERA (respectivement ~ 45 et 65). Un complément d’échantillonnage devrait être obtenu au cours 
d’une prochaine mission océanographique du N/O ALIS. 
 
 
Accueil à la Station de Biologie Marine de Concarneau : 

 
Un premier séjour de 3 mois a été effectué de début juillet à fin septembre au sein de la Station 

de Biologie Marine de Concarneau en Bretagne. Daniel SELLOS (Directeur adjoint et co-Directeur de 
cette thèse) a encadré et suivi l’étudiante tout au long de son travail. 

 
 

 
 

Figure 10 : La Station de Biologie Marine de Concarneau – Antenne MNHN. 
 
 
Ces 3 premiers mois de travail en laboratoire consistaient à mettre au point les marqueurs 

moléculaires qui seront ensuite utilisés en série sur des lots d’échantillons plus conséquents. Un 
deuxième séjour – prévu en début d’année 2004 – permettra de réaliser cette étape. 



Résultats préliminaires : 
 

De nombreuses manipulations ont été nécessaires quant à la définition et la mise au point des 
marqueurs moléculaires qui seront utilisés par la suite.  

D’une façon générale et après définition et commande des amorces, le travail de laboratoire à 
effectuer sur chaque individu et pour chaque marqueur consistait en : 

 

- Extraction d’ADN 
- Vérification de la concentration et de la pureté par spectrométrie (fig.11) 
- Amplification de fragment cibles par PCR 
- Migration sur gel d’électrophorèse (fig.12) 
- Découpe et Extraction du fragment sur mini-colonne 
- Réactions de Séquences et Précipitation 
- Analyse par séquenceur automatique (fig.13) 
- Récupération des données informatiques 

 

 

 
 

Figure 11 : Exemple de spectres de densité optique obtenus après extraction de  
l’ADN de 3 échantillons de Beryx splendens. 

 
 
A ce jour, l’ADN génomique de 91 échantillons de Beryx splendens, répartis comme suit, a été 

extrait par la méthode au CTAB :  
 
Japon 12 
Nelle-Zélande 23 
Nelle-Calédonie 

Mont J 
Mont K 
Mont Jumeau Ouest 
Mont Jumeau Est 
Mont B 
Mont Joker 

56 
13 
14 
10 
15 
3 
1 

 
Il a ensuite été nécessaire d’amplifier chaque ADN par PCR. Les fragments cibles, Cytochrome 

b et D-loop, mesurent respectivement ~ 1250 pb et 1100 pb. Les amorces d’amplification choisies ont 
été définies d’après la séquence mitochondriale disponible dans GENBANK (NC 003188 ; cf. 
annexe). 



Il a alors été défini les couples d’amorces d’amplification PCR (sens et réverse) suivants : 
 
Pour le Cytochrome b : ~ 1250 pb 
 
 BECYTS1 
 
 C y t o c h r o m e     b 

 
 BECYTR4 
BECYTS1 : 5’  –   x 24 nucléotides  –  3’   
BECYTR4 : 5’  –   x 23 nucléotides  –  3’ 
 
 
Pour la région de contrôle D-loop : ~ 1100 pb 
 
 BEDLOS1 
 
 
 
 
BEDLOS1 : 5’  –   x 23 nucléotides  –    3’ 
BEDLOR2 : 5’  –   x 23 nucléotides  –    3’ 
 
 
La totalité des ADN extraits (excepté l’échantillon BsNC 44 dont le pic de densité optique 

n’était pas assez satisfaisant pour envisager la suite de l’analyse) ont été utilisés pour amplification 
double (un essai Cytochrome b et un essai D-loop), soit 180 PCR minimum (un certain nombre 
d’amplifications « tests » ayant été nécessaires à la détermination des programmes PCR idéaux pour 
chacun des deux marqueurs (température optimale, nombre de cycles)). 

 
Les 180 échantillons traités ont ensuite été mis à migrer sur gel d’agarose. Cette étape permet de 

récupérer, après migration, la bande de gel qui nous intéresse, à savoir le fragment Cytochrome b ou le 
fragment D-Loop, repérés grâce à un marqueur de taille λ. 

 
 

   
 

D – L o o p 

BEDLOR2 

ARNt Thr ARNt Phe 

λ λ

Figure 12 : Exemples de photographies de gel d’électrophorèses montrant la différence  
de qualité des signaux (variable ici d’un individu à un autre). 



Chaque bande correspond à l’amplification d’un fragment donné (ici Cytochrome b ou D-loop) 
pour un individu. Après extraction de chacune des bandes (et uniquement dans le cas où celle-ci a été 
jugée comme étant suffisamment intense) du gel d’agarose, plusieurs étapes ont été nécessaires avant 
de passer au séquençage proprement dit. Ainsi, l’échantillon a régulièrement été reconcentré (Speed-
Vac) ; puis les réactions de séquences ont été réalisées ainsi que la précipitation. Enfin, les tubes 
étaient prêts à être placés dans le séquenceur automatique. 

 
Le séquenceur automatique disponible à la Station de Biologie Marine de Concarneau peut 

traiter une moyenne de 8 séquences par jour, soit 3h par séquence à passer. Un ordre de passage est 
établi en fonction des demandes et des « priorités ». 

 
Remarque : Le séquenceur automatique n’a pu fonctionner pendant près d’un mois (~ août) pour 

cause de disfonctionnement interne, ralentissant le travail des étudiants de la Station et rallongeant la 
liste d’attente relative au passage des échantillons dans le séquenceur. 

 
Sachant que le séquençage, pour 2 marqueurs moléculaires, de 90 échantillons nécessite un 

minimum de 45 jours (en supposant que la machine fonctionne sans interruption, de façon exclusive 
pour cette étude et que le séquençage par 2 amorces soit suffisant pour l’obtention du fragment 
complet), il n’était pas concevable ni raisonnable de « bloquer » ainsi le matériel. 

 
Il a donc été nécessaire de dresser une première liste d’échantillons à séquencer. Le choix a été 

fonction de la qualité des signaux obtenus après électrophorèse, couplée à la localité géographique. 
  
Ainsi, il a été décidé de séquencer dans un premier temps une moyenne de 5 échantillons par 

localité géographique (excepté pour les monts B et Joker de Nelle-Calédonie et pour lesquels seuls 3 et 
1 échantillons sont respectivement disponibles), soit : 

 
JAPON 1 localité  (5) 5 échantillons en D-Loop 

5 échantillons en Cytochrome b 
NELLE-ZELANDE 2 localités  (5) 

 
10 échantillons en D-Loop 
10 échantillons en Cytochrome b 

NELLE-CALEDONIE 6 localités 
Mont J  (5) 
Mont K  (5) 
Mont Jumeau Ouest  (5) 
Mont Jumeau Est  (5) 
Mont B  (3 max) 
Mont Joker  (1 max) 

24 échantillons en D-Loop 
24 échantillons en Cytochrome b 

 
156 séquences ont ainsi été définies comme prioritaires et seront théoriquement passées en 

alternance dans le séquenceur au cours des 2 prochains mois (octobre / novembre). 
 
Pour chaque séquence passée dans le séquenceur automatique, un chromatogramme (fig.13) est 

obtenu et permet la vérification de la séquence par relecture des pics associés aux nucléotides. Un long 
travail de correction est alors entamé avant de pouvoir rabouter et aligner chaque séquence entre elle. 
La totalité de ce travail est réalisé en utilisant l’outil informatique BIOEDIT. 

 
La comparaison des séquences se fera ici par alignement de plus de 2000 paires de bases, ce qui 

multiplie les chances de mise en évidence de variabilité génétique et correspond à un travail 
scientifique « solide ». 

 
Les étapes suivantes consisteront à travailler sur les données acquises à ce jour, alimentées de 

façon permanente par l’obtention de nouvelles séquences (résultats envoyés par mail de Concarneau), 
à mettre en place le plan de travail à suivre au cours des prochains mois, obtenir les échantillons 
« manquants » et à organiser un second séjour en Laboratoire à la Station de Biologie de Concarneau 
(prévu début 2004). 



 
 

Figure 13 : Exemple de chromatogramme obtenu après séquençage d’un échantillon de Beryx splendens  
par une amorce sens du cytochrome b. 
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                     GALLGDDQIYNVIVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLIPLMIGAPDMAFPRMNNMSF 
                     WLLPPSFLLLLASSGVEAGAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSLHLAGVSSILG 
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                     /translation="MAHPSQLGFQDAASPVMEELLHFHDHALMIVFLISTLVLYIIVA 
                     MVSTKLTNKFILDSQEIEIIWTVLPAVILILIALPSLRILYLMDEINDPHLTIKAMGH 
                     QWYWSYEYTDYEDLGFDSYMIPTQDLAPGQFRLLEADHRMVIPVESPIRILVSAEDVL 
                     HSWAVPAMGVKMDAVPGRLNQTAFIASRPGVFYGQCSEICGANHSFMPIVVEAVPLEH 
                     FEDWSLLMLQDA" 
     tRNA            7879..7953 
                     /product="tRNA-Lys" 
     gene            7955..8122 
                     /gene="ATP8" 
     CDS             7955..8122 
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                     /codon_start=1 
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                     /db_xref="GI:16357042" 
                     /translation="MPQLNPAPWFAILIFSWLIFLTFLPPKVLAHTFPNELTTQSTES 
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     gene            8113..8796 
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     CDS             8113..8796 
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                     /db_xref="GI:16357044" 
                     /translation="MAHQAHAYHMVDPSPWPLTGAIAALLMTSGLAIWFHFHSTTLMT 
                     LGLVLLLLTMYQWWRDIIREGTFQGHHTPPVQKGLRYGMVLFITSEVFFFLGFFWAFY 
                     HASLAPTPELGGCWPPTGIITLDPFEVPLLNTAVLLASGVTVTWAHHSIMEGERKQAI 
                     HSLGLTILLGFYFTFLQAMEYYEAPFTIADGVYGSTFFVATGFHGLHVIIGSTFLAVC 
                     LIRQIQYHFTSEHHFGFEAAAWYWHFVDVVWLFLYISIYWWGS" 
     tRNA            9581..9652 
                     /product="tRNA-Gly" 
     gene            9653..10003 
                     /gene="ND3" 
     CDS             9653..10003 
                     /gene="ND3" 
                     /codon_start=1 
                     /transl_table=2 
                     /product="NADH dehydrogenase subunit 3" 
                     /protein_id="ND3_15836" 
                     /db_xref="GI:16357045" 
                     /translation="MNLVLTIITITALLSSVLALVSFWLPQMTPDYEKLSPYECGFDP 
                     LGSARLPFSLRFFLIAILFLLFDLEIALLLPLPWGDQLVSPLYTFIWATAVLMLLTLG 
                     LIYEWTQGGLEWAE" 
     tRNA            10002..10071 
                     /product="tRNA-Arg" 
     gene            10072..10368 
                     /gene="ND4L" 
     CDS             10072..10368 
                     /gene="ND4L" 
                     /codon_start=1 
                     /transl_table=2 
                     /product="NADH dehydrogenase subunit 4L" 
                     /protein_id="ND4L_15836" 
                     /db_xref="GI:16357046" 
                     /translation="MTPVHFSFSSAFILGLVGLAFHRTHLLSALLCLEGMMLSLYIAL 
                     SLWALQLDATGYSASPMLLLAFSACEASAGLALLVATARTHGTDRLQSLNLLQC" 
     gene            10362..11742 
                     /gene="ND4" 
     CDS             10362..11742 
                     /gene="ND4" 
                     /note="TAA stop codon is completed by the addition of 3' A 
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                     /transl_except=(pos:11742,aa:TERM) 
                     /transl_table=2 
                     /product="NADH dehydrogenase subunit 4" 
                     /protein_id="ND4_15836" 
                     /db_xref="GI:16357047" 
                     /translation="MLKILIPTLMLVPTTWLTPAKWLWPTTLGQSLVIALISLTWLGH 
                     LSETGWSTLNTFMATDPLSTPLLVLTCWLLPLMILASQNHMTPEPQNRQRMYISLLTS 
                     LQVFLILAFGATEIIMFYVMFEATLIPTLIIITRWGNQTERLNAGTYFLFYTLAGSLP 
                     LLVALLLLQNDTGTLSMLTLQYAKPLQLTSYADKLWWAGCLLAFLVKMPLYGVHLWLP 
                     KAHVEAPIAGSMVLAAVLLKLGGYGMMRMMIMLDPLTKELSYPFIIFALWGIIMTGSI 
                     CLRQTDLKSLIAYSSVSHMGLVAGGILIQTPWGFTGALILMIAHGLASSALFCLANTN 
                     YERTHSRTMVLARGLQMVLPLMTTWWFIASLANLALPPLPNLMGELMIITSLFNWSWW 
                     TLLLTGTGTLITAGYSLYMFLMTQRGPLPTHIIALDPSHSREHLLMALHLIPLILLIM 
                     KPELIWGWTA" 
     tRNA            11743..11811 
                     /product="tRNA-His" 
     tRNA            11812..11879 
                     /note="codons recognized: AGY" 
                     /product="tRNA-Ser" 
     tRNA            11881..11953 
                     /note="codons recognized: CUN" 
                     /product="tRNA-Leu" 
     gene            11954..13792 
                     /gene="ND5" 
     CDS             11954..13792 
                     /gene="ND5" 
                     /codon_start=1 
                     /transl_table=2 
                     /product="NADH dehydrogenase subunit 5" 
                     /protein_id="ND5_15836" 
                     /db_xref="GI:16357048" 
                     /translation="MHSTTIIMTSSLLTIFTLLLYPLMTTLSPNPQENTWALTQVKTA 
                     VKMAFLVSLIPLFLFLNEGAEVIITNWNWMNTATFDVNISLKFDHYSIIFIPIALYVT 
                     WSILEFASWYMHADPNMNQFFKYLLTFLVAMIILVSANNMFQLFIGWEGVGIMSFLLI 
                     
GWWYGRADANTAALQAVVYNRVGDIGLILAMAWMATNLNSWEMQQMFAASKDFDLTLP 
                     LLGLILAATGKSAQFGLHPWLPSAMEGPTPVSALLHSSTMVVAGIFLLIRLSPLLENN 
                     QTALTTCLCLGALTTLFTATCALTQNDIKKIVAFSTSSQLGLMMVTIGLNQPQLAFLH 
                     ICTHAFFKAMLFLCSGSIIHSLNDEQDIRKMGGMHHLTPTTSSCLTIGSLALTGTPFL 
                     AGFFSKDAIIEALNTSHLNAWALALTLLATSFTAVYSLRVVFFVSMGHPRFNPLSPIN 
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                     ENNPTVINPIKRLAWGSIVAGLLITSNITPLKTPVMTMPPLLKLSALIVTILGLIIAL 
                     ELASLTSKQFKPAPHLPLHHFSNMLGFFPMIIHRLAPKMNLILGQTMANQMIDQTWLE 
                     KTGPKTLITANLPLITTTSNTQQGMIKTYLTLFLLTLTLAALLFTP" 
     gene            complement(13788..14309) 
                     /gene="ND6" 
     CDS             complement(13788..14309) 
                     /gene="ND6" 
                     /codon_start=1 
                     /transl_table=2 
                     /product="NADH dehydrogenase subunit 6" 
                     /protein_id="ND6_15836" 
                     /db_xref="GI:16357049" 
                     /translation="MTYFMSLFLFGLVLGLIAVASNPSPYFAALGLVVVAGLGCGVLV 
                     GHGGPFLSLVLFLIYLGGMLVVFAYSAALAAEPYPESWGSRSVMGYVVAYSVGVLLVS 
                     GCFWGGWYEVSWVPADELKEFSMFRGDIGGVALMYSLGGGMLVISAWVLLLTLFVVLE 
                     LTRGLSRGTLRAV" 
     tRNA            complement(14310..14378) 
                     /product="tRNA-Glu" 
     gene            14383..15523 
                     /gene="CYTB" 
     CDS             14383..15523 
                     /gene="CYTB" 
                     /note="TAA stop codon is completed by the addition of 3' A 
                     residues to the mRNA" 
                     /codon_start=1 
                     /transl_except=(pos:15523,aa:TERM) 
                     /transl_table=2 
                     /product="cytochrome b" 
                     /protein_id="CYTB_15836" 
                     /db_xref="GI:16357050" 
                     /translation="MANLRKTHPLLKIANDALIDLPTPSNISTMWNFGSLLGLCLVSQ 
                     ILTGLFLAMHYTSDIATAFSSVAHICRDVNYGWLIRNLHANGASVFFICIYMHIGRGL 
                     YYGSYLYKETWNTGVVLLLLVMMTAFVGYVLPWGQMSFWGATVITNLLSAVPYVGNTL 
                     VQWIWGGFSVDNATLTRFFAFHFLFPFVIAAMAMIHLLFLHETGSNNPVGLNSDADKI 
                     SFHPYCTYKDALGFTVLLVGLSSLALFSPNLLGDPDNFTPANPLVTPPHIKPEWYFLF 
                     AYAILRSIPNKLGGVLALLASILVLMVIPFLHTSKQRGLTFRPLTRILFWTLVANVAI 
                     LTWIGAMPVESPFIIIGQVASFLYFLLILVLSPLAAWAENKALRWT" 
     tRNA            15524..15595 
                     /product="tRNA-Thr" 
     tRNA            complement(15595..15664) 
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                     /product="tRNA-Pro" 
     D-loop          15665..16529 
                     /note="control region" 
BASE COUNT     4676 a   5085 c   2733 g   4035 t 
ORIGIN       
        1 gctagcgtag cttaattaaa gcgtaacact gaagatgtta agatgggccc tagtaagctc 
       61 cgcaggcaca aaggcttggt cctgacttta ctatcgactt taactagatt tacacatgca 
      121 agtatccgca cccctgtgag aatgccctca tctccctgcc cggggctgag gagccggcat 
      181 caggcgcact ccgcagccca agacgccttg ttcagccaca cccccaaggg aactcagcag 
      241 tgataaacat tgagctataa gtgaaaactt gacttagtca aagttaagag ggccggtaaa 
      301 actcgtgcca gccaccgcgg ttatacgagc gacccaagct gatagtcacc ggcgtaaaga 
      361 gtggttagag gacagcccaa actaaagccg aacgccctca aagctgttat acgcatccga 
      421 aggtacgaag aaccatcacg aaagtggctt taccccccac ccgaacccac gaaagctacg 
      481 taacaaactg ggattagata ccccactatg cctagcccta aacatagata gtaacatact 
      541 ccactatccg cccgggaact acgagcatta gcttaaaacc caaaggactt ggcggtgctt 
      601 tagacccacc tagaggagcc tgtcctagaa ccgataaccc ccgttcaacc tcacccccct 
      661 ttgtttttcc cgcctatata ccaccgtcgt cagcttaccc tgtgaaggcc ctatagtaag 
      721 caaaattggt aaaacccaaa acgtcaggtc gaggtgtagc gcatgggagg ggaagagatg 
      781 ggctacattc tctactacag agaactacga atgtattagt actgaaatat acaactgaag 
      841 gaggatttag cagtaagtgg aaaatagagc gttccactga aaccggccct gaagcgcgca 
      901 cacaccgccc gtcactctct ccaagcttat tattctttat aactaaaaca gtacccattg 
      961 caaaggggag gcaagtcgta acatggtaag tgtaccggaa ggtgtacttg gaaaaatcag 
     1021 ggtatagcta aacatagcaa agcgcctcac ttacaccgag aagacatccg tgcaaaccgg 
     1081 attaccctga cgccccacag ctagcccaca aaatccaacc aacaatcaaa cataaatacc 
     1141 cccaaacacc ccaaacctaa caaacaaatc atttttccct cttagtacgg gagacagaaa 
     1201 agagaattag gagcaataga aacagtaccg caagggaacg ctgaaagaga aatgaaacaa 
     1261 accattttaa gcccaaaaaa gcagagattt aaactcgtac cttttgcatc atgacttagc 
     1321 cagtactatt cgagcataga gtcctttagt tcgacacccc gaaactagac gagctactcc 
     1381 aaggcagcct ataacagggc aaacccgtct ctgtggcaaa agagtgggaa gaactttgag 
     1441 tagaggtgac agacctaccg agtctagtta tagctggttg cctaagaaat ggataaaagt 
     1501 tcagcccccc gtatttccca acccaaccca gtcgtttact taagctggat atttaggctt 
     1561 agccgaggga gttattcgaa ggaggtacag ctcctttgaa acaagacaca actttaccag 
     1621 gaggataaag atcataatta ccaaggaatc agtgctccag tgggcctaaa agcagccacc 
     1681 tcaacagaaa gcgttaaagc tcagacacac ctaccaaccc catattctga ttaatcatct 
     1741 aaacccccta atcctactag gccctcccat gcaaccatgg gagagaccct gctaatatga 
     1801 gtaacaagaa aattctagat tttctccttg cacaagtgta catcggaacg gaccccccac 
     1861 cgacccttaa ccggccccaa tagaagaggg tattgaataa taaaccataa aactagaaaa 
     1921 acattcaaat actagccgtt gaccccacac tggagtgccc acaaggaaag actaaaagag 
     1981 aaaaaaggaa ctcggcaaac acaagcctcg cctgtttacc aaaaacatcg cctcttgcaa 
     2041 aacaaaatat aagaggtccc gcctgccctg tgactatatg tttaacggcc gcggtatttt 
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     2101 gaccgtgcga aggtagcgca atcacttgtc ttttaaatga agacccgtat gaatggcata 
     2161 acgagggctt agctgtctct tttctccaag tcagtgaaat tgatctcccc gtgcagaagc 
     2221 ggggatacaa acataagacg agaagaccct atggagcttt agacacaaag cagcccaaat 
     2281 taagactcca aaattaaaac ggagcaataa aatgacaacc ctgctcaaat gtctttggtt 
     2341 ggggcgacca tggggaaaaa cgaaaccccc acgtggaacg gaagaacttc ttctacaacc 
     2401 aagagccgcc actccaagtg acagaatctc tgaccataaa tgatccggta ctaccgatca 
     2461 acgaaccgag ttaccctagg gataacagcg caatcccctt ccagagccca tatcgacaag 
     2521 ggggtttacg acctcgatgt tggatcagga catcctaatg gtgcagccgc tattaagggt 
     2581 tcgtttgttc aacgattaaa gtcctacgtg atctgagttc agaccggagt aatccaggtc 
     2641 agtttctatc tatgatatga tcttcttcta gtacgaaagg accggaaaga aaaggcccat 
     2701 gctcgaggca cgccttaccc ccacctaatg aaaacaacta aagtaggcaa gggggcatac 
     2761 cccctaagcc taagaacatg gcatgttaag gtggcagagc ctggacactg caaaagacct 
     2821 aagccctttc tacagaggtt caaatcctct ccttaactat gatttcaacc cttaccaccc 
     2881 acatcctaaa ccccttagcc ttcatcgtcc ccgtacttct agccgttgca tttcttaccc 
     2941 tactcgagcg aaaggtactg gggtacatac agctacgaaa ggggcccaac gttgtcggcc 
     3001 cttacggact actccaacca atcgcagatg gtgttaaact cttcatcaaa gaaccagtcc 
     3061 gaccgtccac ctcctccccc gtcctatttt tagtcacccc tatattagcc ttaaccctcg 
     3121 ccctaactct ctgagccccg atgcctctcc cctaccccgt cattgacctc aacctaggaa 
     3181 tcttatttat cctcgcccta tctagtctag ccgtctactc catcctgggc tcaggatggg 
     3241 cgtcaaattc caaatatgct ctaatagggg ccctccgagc cgtcgcccaa accatctcct 
     3301 atgaggtaag cctaggacta attcttttaa acattattat tttcacggga ggctttacac 
     3361 tccaaacctt taacgttgcc caagaaagca tctgactaat ccttcctgca tgacccctag 
     3421 ccgcaatatg atacatctca accctagcag aaacaaaccg ggcccccttc gatcttaccg 
     3481 aaggcgaatc agaactagtt tctggcttca atgtagaata tgcaggagga cccttcgccc 
     3541 tcttcttcct cgctgagtac gctaacatcc tcctcataaa tacactatcc gccaccctat 
     3601 tcctaggcgc ctctcacatt cccacaatcc cagaactaac agcaatgaac ctaataacca 
     3661 aagccgccct cctctcagtc gtcttcttgt gagtacgggc ctcgtacccc cgattccgat 
     3721 acgaccaact aatgcaccta atctgaaaaa acttccttcc cctaacacta gccctagtaa 
     3781 tttgacacct agcacttccc atcgcattcg caggcctgcc cccacaactg taatacccag 
     3841 gagttgtgcc tgaatttaaa gggccacttt gatagagtga atcatgaggg ttaaaatccc 
     3901 cccagctcct tagaaaaaag ggactcgaac ccgtccttaa gagatcaaaa ctcttggtgc 
     3961 ttccactaca ccactttcta gtaaaatcag ctaattaagc ttttgggccc ataccccaaa 
     4021 catgttggtt aaaatccttc ttctactaat gaacccgtac attctcgcca cccttttatt 
     4081 cggcctaggc cttggaacca ctattacatt tgcaagttcc cactgactac ttgcctggat 
     4141 aggacttgaa ataaacaccc tagctatcat ccccctaata gcccaacacc accacccccg 
     4201 agcagttgaa gctaccacaa aatatttcct cacacaagcc actgccgctg ccataatcct 
     4261 ctttgctagc accactaacg cctgactcac cggacaatgg gacatccaac aaatatcgca 
     4321 ccccctaccc atcaccatta tcacgctggc cctggcactt aaaatcggcc tggccccggt 
     4381 ccactcatgg ctgcccgaag tccttcaagg gttagaccta accaccgggc tgatcctatc 
     4441 cacctggcaa aaactagccc cttttgccct acttctacaa attcagcccg ccaaccccac 



     4501 aaccataatt gccctgggac ttatatctac cctggtaggg ggctgagggg gccttaacca 
     4561 aactcaactc cgaaaaatcc tggcctactc ctccattgcc cacctcggat gaataatcct 
     4621 aattatccaa tttaatccct ccctcaccct cctggccctc cttacatact tcatcatgac 
     4681 attctccaca ttcctggtgt tcaaactaaa caactcaacc aacatcaaca cccttgccac 
     4741 atcatgagct aaaagcccgg ccttgactgc tctgatacct cttgtcctac tatcactagg 
     4801 gggccttccc ccaataaccg gattcgcacc aaagtggcta atcctccaag aactagctaa 
     4861 acaagggctc gctcccacag ctacattagc cgccctaaca gccctcctta gcctgtactt 
     4921 ctacctacgc ctatcctacg ccataaccct taccatgtcc cccaacaact taaccaatac 
     4981 aatgccctga cgcctccccc tactccaaca caccatgcca ctagctttat caacaatagc 
     5041 gacaatctct ttactccccc taacccccgc cgctaccgcc ctgctaaccc cctaaggggc 
     5101 ttaggatagc acttcagacc aagggccttc aaagccctaa gcgggagtga gaatctccca 
     5161 gcccctgata agacttgcag gactttatcc cacatcttct atatgcaaaa cagacacttt 
     5221 aattaagcta aagccttact agatgagaag gcctcgatcc tacaagatct tagttaacag 
     5281 ctaagcgccc aaaccagcga gcattcatct acttttcccg ccgccggtag accaggcggg 
     5341 aaaagccccg gcagacggtt agtctgcttc ctcagatttg caatctgata tgataacacc 
     5401 ccagggcttg ataaggagag gactcaaacc tctgtctatg gggctacaat ccaccgctta 
     5461 cctcagccac cttacctgtg gcaatcacac gctgattttt ctcaaccaac cacaaagaca 
     5521 ttggcaccct ttatctagta tttggtgcct gagccggaat agtcggcacc gccttaagcc 
     5581 ttttgatccg agcagagcta agccagccgg gggcccttct gggagatgac cagatctaca 
     5641 atgtcattgt taccgcacac gcctttgtaa taattttctt tatagtaata ccaattatga 
     5701 ttggaggatt tggaaactga ctaatccccc taatgatcgg agcccccgac atggcattcc 
     5761 ctcgaatgaa taatatgagc ttctgacttc tccctccttc cttcctcctt ctcctagcct 
     5821 cttctggggt agaagcaggg gcagggaccg gatgaactgt gtacccaccc ctcgccggaa 
     5881 accttgcaca cgcaggggcc tcagttgacc taacaatctt ctctctacat ctggcgggtg 
     5941 tctcctctat tctaggggcc attaacttta ttacaactat catcaacatg aaacccccag 
     6001 ccatttcaca ataccaaaca cccctgttcg tctgagcggt gctcattaca gcagttctcc 
     6061 ttcttctctc cctgcccgta cttgcggcag gtatcacaat actactaaca gatcgcaacc 
     6121 taaatacaac cttctttgac cccgcgggag gaggtgaccc aattctctac caacacctat 
     6181 tctgattctt tggccatcca gaagtctaca ttcttattct ccccgggttc ggaataattt 
     6241 cacacatcgt cgcctactac tccggtaaaa aagaaccctt tggctatatg ggaatagtat 
     6301 gagccatgat ggccatcggc ctgctagggt ttattgtatg agcccaccac atgtttacag 
     6361 tcggtataga cgtagacaca cgagcatact ttacatcagc caccatgatt attgccattc 
     6421 caacaggggt aaaagtcttt agctgactcg ccacattaca cggcggatca attaaatgag 
     6481 aaaccccact cctatgagcc cttgggttca ttttcttatt tacggtaggg gggctcacag 
     6541 gcatcgtcct agccaactct tcattagaca tcgtactcca tgacacctac tatgtagtag 
     6601 cccacttcca ctatgttctc tctatggggg ccgtgttcgc cattgtagcc gcctttgtac 
     6661 actgattccc cctattcaca ggatacacac tccacgacac atgaactaaa atccactttg 
     6721 cagttatgtt cttgggcgtc aaccttacat tcttccccca acacttcctt ggccttgcag 
     6781 gcatgcctcg acggtactca gactaccccg acgcctacac cctatgaaat actgtctcct 
     6841 caataggatc actagtctct ctagtggcag taatcatgtt cctatttatt atctgagaag 



     6901 cctttgctgc caaacgggaa gttctatcag tagaactaac cgcaaccaac gtagagtgac 
     6961 tacacggttg ccctccacca taccacacat tcgaggagcc tgccttcgta ctagtacaag 
     7021 cagactaacg agaaaggaag gaattgaacc cccatttatt ggtttcaagc caatcgcata 
     7081 accactctgc cactttcttt ataagacact agtaaaacgg atattacact gctttgtcaa 
     7141 ggcagatttg tgggttgaac ccccgcgtgt cttaagcact agctagaatg gcacatccct 
     7201 cacaactagg attccaagac gcggcctccc ccgttataga agaacttctc cactttcacg 
     7261 accacgccct aataattgta ttcctaatca gcacactagt gctttacatt attgtggcta 
     7321 tagtctccac caaattaact aacaagttca ttttagactc ccaagaaatc gaaattatct 
     7381 gaacagtact accagcagtg attcttattt taattgccct cccctcactt cggatccttt 
     7441 acctcatgga cgaaattaac gacccacatc taacaattaa agcgatagga caccaatgat 
     7501 actgaagcta tgagtacaca gattatgaag accttggctt tgactcatac ataatcccca 
     7561 cccaagacct tgcccccggc caattccgcc tattagaagc agatcatcga atagttattc 
     7621 cagttgaatc ccccattcgt attcttgtct cagctgaaga tgtccttcac tcatgagcag 
     7681 tccctgccat gggtgtaaaa atggacgcag tcccaggtcg tctaaaccaa acagccttta 
     7741 ttgcctcacg acccggcgta ttctacggcc aatgctctga aatttgcgga gcaaaccaca 
     7801 gctttatacc tatcgtagtt gaagcagtcc ctctagaaca ctttgaggac tgatctctct 
     7861 taatacttca agacgcctca ctaagaagct aaatcgggca taagcgttag ccttttaagc 
     7921 taaagactgg tgatccccaa ccacccctag tgacatgccc caactcaacc ccgccccctg 
     7981 attcgccatc ctaatctttt catgactaat cttcctaaca ttccttcccc ccaaagtcct 
     8041 agcccacacc ttcccaaatg agctcacaac acaaagcaca gaaagcccca acacacaagc 
     8101 ctgaaactga ccatgatcct aagcttcttt gaccaattca tgagccccac atacctagga 
     8161 atcccgctaa tcgccctggc ccttagcctt ccatgaatct tataccccgc ccctacaagc 
     8221 cgatgactaa acaaccgact attggccctt caaggctgat tcatcaaccg attcactcaa 
     8281 caactgctgc tcccaatgag cctcggagga cataaatgag ctgctctttt tacatctctc 
     8341 atacttttct taatcaccct taacatgctt ggcctcctgc catatacctt tacccctaca 
     8401 acacaactct ccttaaacat aggacttgca gtaccccttt gactcgcaac cgttatcatt 
     8461 gggatacgaa atcaacctac acatgcccta ggacacctct taccagaagg aacaccaacc 
     8521 cttctaattc cagttctcat tatcatcgag acgatcagcc tgttcattcg acctctcgcc 
     8581 ctcggagttc gactcacagc caacttaaca gcgggccatc ttctcattca actaatcgcc 
     8641 actgccaccg ccgtcctagc ccctcttatg cccactgtag ccattctcac aggcaccctc 
     8701 ctcttattac tcaccctcct agaagtcgcc gttgctatga tccaagccta tgtcttcgta 
     8761 ctattactaa gcctctacct acaagaaaac gtctaatggc ccaccaagca cacgcatatc 
     8821 acatagttga ccccagccct tgacccctca caggcgcaat tgccgctctc ctaataacat 
     8881 ccggacttgc tatttgattt cacttccact ccacaaccct tataacacta ggactagtac 
     8941 tgctcctatt aactatgtac caatgatgac gagatatcat ccgagaagga accttccaag 
     9001 gacaccatac gccccccgtc caaaaaggtc tccgatacgg aatggtcctt tttattacat 
     9061 cagaagtttt cttctttcta ggatttttct gagctttcta ccacgcaagt cttgccccca 
     9121 cccctgaact aggcggctgc tgacccccaa cagggattat taccttagac ccgttcgaag 
     9181 tccccctact aaacacggcc gtccttttag cctccggtgt aacagtcaca tgagcccacc 
     9241 acagcatcat agaaggtgaa cgaaaacaag caatccactc cctaggcctg acaattctcc 



     9301 taggcttcta ctttaccttc cttcaagcta tagaatatta tgaagccccc ttcacaatcg 
     9361 ccgacggagt ttacggctcc actttcttcg tagcaacagg gttccacgga cttcacgtaa 
     9421 tcatcggctc aaccttccta gccgtatgtc ttatccgtca aatccaatac cattttacat 
     9481 ctgaacacca cttcggcttt gaagcggccg cctgatactg acactttgta gatgtcgtat 
     9541 gactattcct ttatatctcc atttactgat gaggatctta atctttctag tattaaagct 
     9601 agtataagtg acttccaatc acccggtctt ggttaaaccc caaggaaaga taatgaacct 
     9661 tgtcctaaca atcattacaa tcactgccct cctctcttcc gtcctggccc tcgtctcctt 
     9721 ctgactccct cagatgaccc cggactatga aaagctctcc ccctacgaat gcggctttga 
     9781 cccgcttggc tccgcacgac tccccttctc cctgcgattc ttcctaatcg ccattctctt 
     9841 cctccttttt gatcttgaaa ttgccctcct ccttcctctt ccttgaggag accagctagt 
     9901 ctcacccctc tacacattta tttgagcaac cgccgtccta atactcctaa ccctcggact 
     9961 aatttatgaa tgaacccaag gaggactaga gtgagccgaa taggtggtta gtctaagaaa 
    10021 aaacatttgg tttcggctca aaaatttgtg gtttaagtcc ataactacct aatgacccct 
    10081 gttcacttct ctttctcatc agcctttatc ctaggactag taggcctagc attccaccga 
    10141 acccaccttc tctctgccct cctttgccta gaaggcataa tactctcact ttacattgcc 
    10201 ctctccctat gggcccttca actagatgcc acaggctatt cagcctctcc tatactctta 
    10261 ctggcattct cagcatgtga ggccagcgca gggctcgccc tactagttgc aactgcacga 
    10321 acccacggaa ccgaccgcct acaaagcctt aacctcctac aatgctaaaa attctaatcc 
    10381 caacactcat gctagtcccc accacttgac taaccccagc caaatgactc tgacctacaa 
    10441 ccctgggcca aagcctagta attgcactaa ttagcctcac ctggctgggc cacttgtcag 
    10501 aaacaggctg atccacacta aacacattca tagcaactga ccccctctca acacccctcc 
    10561 tcgtcctaac ctgctgactc ctccccctga taattctcgc cagccagaac cacataaccc 
    10621 cagaacccca aaaccgtcaa cgaatataca tctccctcct aacctcccta caagtattcc 
    10681 taattttagc ctttggtgcc acagagatta ttatatttta cgttatattc gaggccaccc 
    10741 tgatccccac cttaatcatt atcactcggt ggggtaacca aactgaacgc ctcaatgcgg 
    10801 gcacatactt tttattttat accctggccg ggtccctgcc ccttttagta gccctcctct 
    10861 tactacaaaa cgacacaggc accctttcaa tactaaccct ccaatacgcc aaaccactcc 
    10921 agctaacatc ctatgcagac aaactatgat gagcaggctg ccttctggct ttcctagtta 
    10981 aaatgcccct atacggagta cacctctgac ttcctaaagc acacgttgaa gctcccattg 
    11041 ccggatcaat agttcttgcc gccgtacttc taaaactagg aggctatggc atgatacgaa 
    11101 taatgattat actcgacccc ctaaccaaag aattaagcta ccccttcatc atctttgcac 
    11161 tctgaggcat tatcataact ggctccatct gcctacgcca aacagaccta aaatccctca 
    11221 ttgcctactc atcagtcagc cacataggcc tagttgcagg aggcatttta atccaaaccc 
    11281 cctgaggctt taccggcgct ctaatcctta tgatcgcaca cgggcttgca tcatccgcac 
    11341 tattctgtct tgccaatact aactatgaac gaacccatag ccggaccata gtcctagctc 
    11401 gaggcctaca aatagtcctc cccctaataa ctacttgatg atttattgct agcctagcta 
    11461 acctagcact cccaccactc ccaaacctca tgggggaact aataatcatt acctccctat 
    11521 tcaactgatc ctgatgaacc ctcctcctca cagggactgg aactctaatt accgctggct 
    11581 actccctcta catattccta ataacccaac ggggccccct accaacgcat attatcgcct 
    11641 tagacccctc tcactctcga gaacatctcc tcatggccct acacctcatt cccctaattc 



    11701 tactaattat gaagcccgaa ctaatctgag gttgaaccgc ctgtagacat agtttaaaca 
    11761 aaacgttaga ttgtgattct agaaacggag gttaaagccc tcttgtccac cgagagaggc 
    11821 atcgcagcag caaggactgc taatcctcgc caccttggtt aaaatccatg gctcactcgc 
    11881 gctcctaaag gataacagct catccgttgg tcttaggaac caaaaactct tggtgcaaat 
    11941 ccaagtagca gctatgcact ctaccaccat catcatgact tcaagtctat taaccatttt 
    12001 tacactactc ctttaccccc ttataacaac cctcagccca aacccacaag aaaacacctg 
    12061 ggccctaact caagtaaaaa cagcagtaaa aatggccttc ctagtaagcc tcatccccct 
    12121 cttcctattc ctcaatgaag gcgcagaagt aattattacc aattgaaact gaataaacac 
    12181 cgctaccttt gacgtcaaca ttagcctaaa attcgaccac tactcaatca tctttatccc 
    12241 aattgccctc tatgtaacct ggtctatcct agaatttgca tcatgataca tgcacgcaga 
    12301 tcccaacata aaccagttct ttaaatacct cctcaccttt ctagtagcca taatcatcct 
    12361 agtatctgcc aacaacatgt tccaactttt cattggctga gaaggtgtag gaatcatatc 
    12421 cttcctccta attggctggt gatacggacg ggcagacgcc aacaccgccg ccctacaggc 
    12481 ggtcgtgtac aaccgagtcg gagacatcgg actaatcctg gctatagcat gaatagccac 
    12541 aaacctaaac tcatgagaaa tgcaacaaat atttgccgcc tccaaagact ttgaccttac 
    12601 ccttccacta ctcggcctaa tccttgctgc caccggcaaa tcagctcaat tcggactaca 
    12661 cccctgactg ccctctgcaa tggagggtcc tacgccggtc tctgccctac ttcactccag 
    12721 caccatggtc gtcgctggaa ttttcctact aatccgcctc agcccccttt tagaaaacaa 
    12781 tcaaaccgcc ctaacaactt gcttatgcct cggggccctc acaaccctat ttacagccac 
    12841 ctgcgccctt acccaaaacg atatcaaaaa aatcgttgca ttctcaacct cgagccagct 
    12901 gggcctaatg atggtaacaa ttggactaaa ccaaccccaa ctagccttcc tccatatctg 
    12961 cacccacgct ttcttcaaag ctatactatt cctctgctcc ggctccatta tccacagcct 
    13021 aaacgacgaa caagacatcc gcaaaatagg aggtatacat cacctcaccc ctaccacctc 
    13081 atcctgcctc acaatcggca gccttgcact aacagggacc ccctttctcg cagggttctt 
    13141 ctcaaaagac gccatcattg aggccctaaa cacatcccac cttaacgcct gagccctcgc 
    13201 cctcacccta cttgccactt ccttcactgc tgtctatagc ctacgtgttg tcttctttgt 
    13261 gtccatgggc cacccccgct tcaacccact ttcccccatc aacgagaaca acccaacagt 
    13321 aattaacccc atcaaacgcc tagcgtgagg tagcattgtt gccggcttac taatcacctc 
    13381 aaatattaca ccccttaaaa cccccgtaat aaccatacca cccctcctaa aactcagcgc 
    13441 cctgatcgtt acaatcctag gactcattat cgcactagaa ctcgcctcct taacaagcaa 
    13501 acaattcaaa cccgcccccc acttgcccct ccaccacttc tccaatatat taggcttctt 
    13561 tcctataatc attcatcgcc tagcccctaa aataaacctc atccttgggc aaacaatggc 
    13621 caaccaaata attgaccaaa catgattaga aaaaacagga ccaaaaacct tgatcaccgc 
    13681 caatctcccc ctaatcacta caacaagtaa tacccaacaa ggtataatta aaacctacct 
    13741 taccctattc ctgctcaccc taaccctggc cgccctgctc ttcaccccct aaccgcccga 
    13801 agcgttcccc gactcagacc gcgcgttaac tctaaaacca caaataaagt aagaagtaaa 
    13861 acccaagcac taataactaa catccctccc cctaaagagt atattaatgc aactcctcca 
    13921 atgtcccccc gaaacataga aaactcttta agctcatcag ccggaaccca agaaacttca 
    13981 tatcagcccc ctcaaaagca accagatacc agtagaaccc caacagagta ggccacaaca 
    14041 taccccatga ccgaacgact ccctcaactt tccgggtaag gctcagcagc taaagctgca 



    14101 gaatacgcaa atactaccaa cattccccct aagtaaatta aaaataacac caaagacaag 
    14161 aagggccccc catgacccac caacacccca caccccaatc ccgctactac taccaaccct 
    14221 aaagcagcaa aataagggga aggattagac gcaaccgcga taagccccaa cacaagccca 
    14281 aataaaaaca aagacataaa ataagtcata attcctaccc ggactctaac caggactagc 
    14341 gacttgaaaa accaccgtta ttttttaact ataagaaccc taatggccaa cctccgaaaa 
    14401 actcaccccc tcctaaaaat cgcaaacgac gcactaattg acctccccac cccctccaac 
    14461 atctcaacca tgtgaaactt tgggtcactc ctaggcctct gtttagtaag ccaaatcctc 
    14521 acaggactct tcctagccat acactacacc tccgacatcg ctaccgcctt ctcatcagta 
    14581 gcccacatct gccgagatgt aaactacgga tgactaatcc gaaacctaca tgccaacgga 
    14641 gcatctgtct tcttcatctg catctacata cacatcggcc gaggactata ctacggctcc 
    14701 tacctatata aagaaacctg aaacaccgga gtagtcctac tcctactagt aataataacc 
    14761 gctttcgtag gctacgtact tccatgagga caaatgtcct tctgaggtgc cactgtaatt 
    14821 actaacctcc tgtccgccgt tccctacgta ggaaacaccc tagtccaatg gatctgaggc 
    14881 ggattttctg ttgacaacgc caccctaacc cgattctttg ccttccactt tttattcccg 
    14941 tttgtcattg cagctatagc aataattcac cttttattcc ttcatgagac aggctcaaac 
    15001 aacccagtcg gcctcaactc agatgcagac aaaatttctt tccacccata ctgcacttac 
    15061 aaagacgccc ttggatttac cgtcctacta gttggcctct cctccctagc actcttttcc 
    15121 cccaacctac ttggagaccc agataatttt acccctgcca accccctagt cacaccccca 
    15181 catattaaac ctgagtgata cttcttattc gcctacgcca tcctacgatc catcccaaat 
    15241 aaactgggag gagtcctagc cctcttagcc tctatccttg tcctaatggt catccccttc 
    15301 cttcacacct caaaacaacg aggactaaca ttccgacctc taacccgaat cctattctga 
    15361 accctagttg caaacgttgc cattcttacc tgaatcgggg caatacctgt agaatccccc 
    15421 tttattatca tcggacaagt agcatccttc ctctacttcc tgctaatcct agttctctcc 
    15481 cctctagcag cgtgggcaga aaacaaagcc cttcgatgaa catgccctag tagctcagtg 
    15541 tcagagcacc ggtcttgtaa accggacgcc ggaggttaaa ctcctcccta gtgctcagag 
    15601 aaagaagatt ttaacttcca cccctaactc ccaaagctag gattctaaac taaactattc 
    15661 tctgccgccc agcccgcccc acatatatgt cctagaaagc tagtatagac atatatgtat 
    15721 tatcaccatg aatcgaattt aaccattttc aatggtgcct cggtacataa atgtagtccc 
    15781 attgtttgtc gaatttaaac actcacacat caatacaaat acaaaggtgt acataaagca 
    15841 atactggaat aaccaacaaa ttaactaatt cacgtgacag ccgacattta agaccgaaca 
    15901 caactcgcat cggttgagtt ataccatgca ctcaacacct cgtcaactct cagattctca 
    15961 agtgtagtaa gaaaccacca tcagttgatt ccttaatgca tatcatgctt gatggtcagg 
    16021 gacaaaactc gtgggggttt cacttagtga tctatttctt gcatttggtt cctatttcag 
    16081 gaacatatat cgataactat ccctcccctc aatgaatttt gccagacata agttattggt 
    16141 ggagtacata ttacccttta ccccacatcg cgttaaaact aaagggcatt tggttctttt 
    16201 tttttggttt cctttcaact tgcatttcac agtgcataca gaaatgacat cttaaggttg 
    16261 tacatttcct tgcgcgcaag gaaatagtat ccatggtgaa aagtcattct ataaagaatt 
    16321 gcatacttgg atatcaagag cataaagtat tagtattact ccctatatat ctaagattac 
    16381 cccccggttt acgcgcgtaa acccccctac cccccaacac ccctgagatc gctattattc 
    16441 ctgaaaaccc cccggaaaca ggaaaacctc tagtggtgtt tttaccatcc aaattgtgtt 



    16501 tatttacatt aattaaaata ttttgcata 
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