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La sixieme extinction de masse
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La sixieme extinction de masse

Et les collemboles ?
Les diatomées ?
Les nématodes ?
Les protistes ?

Les bactéries ?

Etc.




La sixieme extinction de masse

Et les collemboles ?
Les diatomées ?
Les nématodes ?
Les protistes ?

Les bactéries ?

Etc.

=) Besoin d’inventaires taxinomiques haut-débit




Les inventaires d’espéces traditionnels

*Reposent sur l'identification morphologique
—Expertise
—=Subjectivité

—=Impossible a certains stades biologiques

*Standardisation impossible entre groupes

Can you tell these apart?

8 species
4 genera
2 subfamili

S




Les inventaires d’espéces traditionnels

*Reposent sur l'identification morphologique
—Expertise
—=Subjectivité
—=Impossible a certains stades biologiques

Can you tell these apart?
*Standardisation impossible entre groupes

8 species
4 genera
2 subfamili

S

Les inventaires traditionnels sont longs, compliqués et imparfaits

=) Inventaires basés sur I'identification moléculaire (ADN)



Quelques rappels sur ’ADN

La structure de I'acide désoxyribonucléique (ADN)

Base pars [ <

Adenine Thymine

Guanine Cytosine

Sugar phosphate
backbone

Exemples de tailles de génomes :

Escherichia coli : 4.6 millions de pb
Homo sapiens : 3 milliards de pb




Quelques rappels sur ’ADN

L'information portée par '’ADN est codée par sa séquence

Enchainement des bases A, T, G, C = une séquence dADN

TGCATTATGCCTG GTCACGTGCAAA

TGCATTATG AATG GTCACGTGCAAA

I



Les méthodes pour étudier TADN

La PCR (Polymerase Chain Reaction), ou comment trouver l'aiguille dans la botte
de foin en la photocopiant

Les ingrédients de base de la PCR

N o4
. ‘e

ADN avec un Amorces o Taq
SO (fragments dADN  Nucleotides olvmérase Thermocycleur
fragment d’intérét simple-brin de (=bases) p(e}rllzyme)

(en jaune) séquence connue)



Les méthodes pour étudier TADN

La réaction de polymérisation en chaine

Premier cycle

Second cycle
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Les méthodes pour étudier TADN

La réaction de polymérisation en chaine

Premier cycle Second cycle
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Les méthodes pour étudier TADN

Le séquencgage, ou comment lire I'information portée par 'ADN

« 2005 : séquencage par électrophorése capillaire
— 500-1000 pb séquenceées par réeaction
— Environ 1 Mpb séquenceées par jour et par seéquenceur

« 2018 : séquenceurs nouvelle génération
— HiSeq 4000 d’lllumina : > 400 Gpb par jour

=) Multiplication par 400.000 des capacités de séquencage



Les méthodes pour étudier TADN

Le séquencgage nouvelle génération

Exemple du NovaSeq 6000 S4 :

- 10 milliards de séquences de 100 pb
- 6 lignes par séquence

- 95 lignes par page (police 11)

- > 1 milliard de pages

- 324 000 km de long

- 117,5 km de haut

- Plus de 5 000 tonnes de papier

=) « Big data »




L'identification moléculaire : le barcoding ADN

Barcode ADN :

o fragment d'ADN présent chez I'ensemble des espéces d’intérét et
permettant de les discriminer

Barcoding ADN
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Spécimen ADN Barcode Espece
Un organisme > Une séquence -------- > Une espéce

[ THE ROYAL o et
SOCIETY Published online 8 January 2003

Biological identifications through DNA barcodes

Paul D. N. Hebert', Alina Cywinska, Shelley L. Ball
and Jeremy R. deWaard

Department of Zoology, University of Guelph, Guelph, Ontario N1G 2W1, Canada



Le metabarcoding ADN : extension du barcoding a de ’ADN environnemental

ADN environnemental (ADNe) :
o ADN obtenu a partir de sol, d’eau, de sédiment, d’air, de féces d’animaux, etc.
o Intra- et extra-cellulaire, généralement dégrade et adsorbé sur des particules

Metabarcoding ADN

»
ATCGCTA i
> TCGCTACG -
? GCTACAG g
GGCTAG g
Echantlllon ADNe ‘
(sol, eau.. Metabarcodes Espéces
Restes de
NOMDBIEUX oo S qubreuses _________ S Nombfeuses
séquences especes

organismes



Le metabarcoding ADN : extension du barcoding a de ’ADN environnemental

ADN environnemental (ADNe) :

o ADN obtenu a partir de sol, d’eau, de sédiment, d’air, de féces d’animaux, etc.
o Intra- et extra-cellulaire, généralement dégrade et adsorbé sur des particules
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=) Analyse bioinformatique des séquences



Metabarcoding : processus d’analyse

Echantillonnage

Extraction d’ADN

Amplification par
PCR
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Le multiplexage
Séquencage Séquencage
traditionnel nouvelle génération
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Exemple du metabarcode ADN des plantes

Theobroma_cacao™
Beta_vulgaris™
Castanea_sativa
Cannabis_sativa
Cicer_arietinum

Saccharum_officinarum

Asparagus_officinalis
Triticum_aestivum
Secale_cereale
Oryza_sativa
Panicum_miliaceum
Ribes_aureum
Fragaria_vesca*
Triphasia_trifolia
Vitis_vinifera*
Prunus_persica
Prunus_armeriana™
Prunus_cerasus™
Actinidia_chinensis
Zea_mais
Pisum_sativum™
Phaseolus_vulgaris
Sorghum_halepense
Cynara_cardunculus
Arctium_lappa
Lactuca_sativa
Helianthus_annuus
Ficus_carica*
Humulus_lupulus
Avena_sativa
Nasturtium_officinale
Armoracia_rusticana
Hordeum_vulgare
Anthriscus_cerefolium
Allium_cepa™
Allium_porum*
Carum_petroselinum*
Solanum_lycopersicum
Solanum_melongena
Solanum_tuberosum®*
Raphanus_sativus

GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAAAGGH
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGR
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGR
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGR
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCTATGGR
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCGATGGR
GATAGGTGCAGAGACTCGATGGR
GATAGGTGCAGAGACTCGATGGR
GATAGGTGCAGAGACTCGATGGR
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGR
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE
GATAGGTGCAGAGACTCAATGGE

GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGTAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCGATCCTGAGCCAA
GGGCGATCCTGAGCCAA
GGGCGATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA

GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA
GGGCAATCCTGAGCCAA



Le metabarcode idéal

Région conservée , ., Région conservée
9 Région variable = 9

servant d’ancrage a servant d’ancrage a
, 9 metabarcode , 9
I’'amorce forward 'amorce reverse

|
~ 100 pb (ADN dégradé)



Le metabarcode idéal

Exemple du metabarcode ciblant les vers de terre

DM s a0 AT

5

Région conservée , L Région conservée
sersant d’ancrage a Region variable = sergant d’ancrage a
, 9 metabarcode , 9
I’'amorce forward 'amorce reverse

—
—

|
~ 70 pb

=) Design bioinformatique des metabarcodes



Différences entre barcodes et métabarcodes ADN

Barcode ADN Metabarcode ADN

Qualité de 'ADN +J +++ _ 3+
Longueur de fragment e -3+
Résolution taxinomique +++ -3 4+

Nombre de taxons cibles - ++ 3 +++
Nombre de séquences - ++ 3 +++
Application Taxinomie Ecologie

Implications pour le metabarcoding

Biais potentiel d'amplification PCR

*Résolution taxinomique généralement moins bonne

*Rdble central du séquencage nouvelle génération et de la bioinformatique



Information fournie par le metabarcoding

Exemple des vers de terre : liste d’espéces et nombre de séquences correspondant

“Espece | Metsbarcode | Siet | Siez | Swe1 | Stz

Aporrectodea icterica  catcttaatgaagactaaaacttcactaaa 836954 649677 834031 1359355

Aporrectodea longa  tattttaacaaaaacccaaaaattttcaataaa 2 6 244463 271829
Aporrectodea sp cattttaataaaaattataaattttactaaa 0 0 236024 236678
Octolasion cyaneum  cattttaatagaagcttactattctaataaa 468462 3823 0 2
Lumbricus terrestris  aatttaaataaatataaaaaatttactaaa 0 0 174286 143682
Octolasion tyrtaeum  cattttaatagaaaaataatatcctaataaa 306476 0 0 2
Lumbricus castaneus aatttaaataaatataaaaaaatttactaaa 0 0 56 131001
Aporrectodea longa tattttaacaaaacccaaaaattttcaataaa 2469 105312 159 145
Allobophora chlorotica cattttaataaagatataaactttactaaa 0 0 51953 43196
Aporrectodea caliginosa tattttaataaaaaaatataaatttttaataa 0 23005 0 0

Bienert R, et al. (2012) Molecular Ecology



Clostridiaceae

Information fournie par le metabarcoding

Bases de références incompletes - liste de MOTUs (Molecular Operational
Taxonomic Units) et nombre de séquences correspondant

Exemple de bactéries intestinales de poissons

MOTU Metabarcode __Echantillon1__|_Echantillon2

R e e 1459 7006
el e 0 8017
VTS [ el L 0 s
MOTU 4 f:faatcagccacgg;:ga;tcgg:attggaggtttgg(t:tagctgtagggagctataagttctc 9989 0

MOTU 1 = Embranchement des Gammaprotéobactéries
MOTU 2 = Famille des Fusobacteriaceae

MOTU 3 = Famille des Clostridiaceae

MOTU 4 = Ordre des Lactobacillales



Cas d’étude 1 — Preuve de concept du metabarcoding chez les plantes

MOLECULAR ECOLOGY

Molecular Ecology (2012) 21, 3647-3655 doi: 10.1111/j.1365-294X.2012.05545 .x

FROM THE COVER
DNA from soil mirrors plant taxonomic and growth form

diversity

N. G. YOCCOZ,* K. A. BRATHEN,* L. GIELLY,+]. HAILE,}§ M. E. EDWARDS,q T. GOSLAR,**
H. von STEDINGK,{ A. K. BRYSTING,+t E. COISSAC,+ F. POMPANON,t]. H. SONSTEBQ, +
C. MIQUEL,+ A. VALENTINI,t F. pg BELLO,t,11]. CHAVE,§§ W. THUILLER,+ P. WINCKER, 9
C. CRUAUD, 4 F. GAVORY, 99 M. RASMUSSEN,{ M. T. P. GILBERT,{ L. ORLANDO%}
C. BROCHMANN, ++! E. WILLERSLEV, ! and P. TABERLET,+!
b an BARENTS SEA

-rf:.‘ VARANGER PENINSULA

.

Echantillonnage de sols de landes et de prairies
Analyse du metabarcode plante




Inventaire botanique

Avenella flexuosa

Analyse par metabacoding

Bistorta vivipara

Taraxacum sp.

Carex sp.

Festuca sp.

Equisetum sp.

Calamagrostris sp.

4
¥

Deschapsia sp. Rumex sp.
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Proportion in DNA surveys

Surreprésentation des plantes herbacées dans le jeu de données metabarcoding
Surreprésentation des ligneux dans l'inventaire botanique
- Les herbaceées laissent plus d’ADN dans le sol



Analyse non symétrique des correspondances (données de présence/absence)
4 sites échantillonnés, prairie et lande a chaque fois

Points de couleur :
inventaire botanique

O
\ e Cercles de couleur :
0 metabarcoding

:.'_'_':A. ) -
- Heath D

Ellipse en trait plein :
variabilité a I'échelle de la

R sl /) (/S communaute avec
X ‘ I'inventaire botanique

o=

-

WO o Ellipse en pointillés :
variabilité a I'échelle de la

communauté avec le
metabarcoding




Quelle est la persistance de I’ADN dans le sol ?
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Rang

: Nom scientifique Nombre Séquence
taxonomique

Sous-famille Pooideae 151799 atccgtgttttgagaaaacaagggggttctcgaactagaatacaaaggaaaag

132486 atccgtgttttgagaaaacaaggaggttctcgaactagaatacaaaggaaaag

Leontodon 109979 atcacgttttccgaaaacaaacgaaggttcagaaagcgaaaataaaaaag

atccttctttccgaaaacaaacaaataaaagttcagaaactgaaaatcaaaaaa

Espéce Lathyrus pratensis g

Sous-famille Asteroideae atcacgttttccgaaaacaaacaaaggttcagaaagcgaaaagaaaaaaaa

Espéece Solanum tuberosum 2185 (0.09%) atcctgttttctgaaaacaaacaaaggttcagaaaaaaag




Quelle est la persistance de I’ADN dans le sol ?

All crops (red), Triticeae (green), Potato (blue)

0 —
@
o - .
— I}
5
2 < ®
~ ®
3
3 O
c @
(O}
S o — *
o . '
2 =
° 2.5 per mil ®
é L I et e
®
Z O o
- _ @& .
® ] ® -
o — - & - & ®
T T T T T I
control 1810 1952 1960 1971 1986
(never cropped)

year of crop abandonment



Cas d’etude 2 — Cartographie de la biodiversité en milieu tropical




Cas d’étude 2 — Cartographie de la biodiversité en milieu tropical

Parcelle H20, station des Nouragues (Guyane)
Echantillonnage de sol en grille tous les cing metres
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Suivis de plusieurs groupes taxinomiques (plantes,
bactéries, champignons , eucaryotes, termites)
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llex sp. (Viridiplantae, Aquifoliaceae)

Metabarcode plante 1 Metabarcode plante 2 Metabarcode eucaryotes




Cas d’étude 3 — Utilisation des terres et communautés de vers de terre

L'utilisation des terres a-t-elle une influence sur les communautés de vers de terre ?

—> 18 sites échantillonnés en zone de moyenne montagne

Contents lists available at ScienceDirect

Sail Biology &
Biachemistry

S
Soil Biology & Biochemistry ‘B

LB

journal homepage: www.elsevier.com/locate/soilbio

Landscape-scale distribution patterns of earthworms inferred from @mm
soil DNA

Johan Pansu * ™ °, Sébastien De Danieli © ¢, Jérémy Puissant © ¢, Jean-Maxime Gonzalez < ¢,
Ludovic Gielly *®, Thomas Cordonnier © ¢, Lucie Zinger e,Jean-Jacques Brun ©¢,
Philippe Choler ', Pierre Taberlet *®, Lauric Cécillon ©




Cas d’étude 3 — Utilisation des terres et communautés de vers de terre

MDS2

w
-

Nonmetric multidimensional scaling (NMDS) sur les communautés observées

Metabarcoding ADN

X Young spruce plamalon
# OWd boach coppios
o Pasure

[ | [ | | |
1.0 1.5

MDS2

n
-

1.0

0.5

0.0

=0.5

-1.0

-1.5

Inventaire traditionnel

% Young senuce planiation
4 Oid baoch coppice
o

1.0 15

MDS1

X Plantation de mélézes
%k Taillis de bouleaux
O Paturage

Fleches en trait plein = variables explicatives significatives
Fléches en pointillés = variables explicatives non significatives



Cas d’étude 3 — Utilisation des terres et communautés de vers de terre

Nonmetric multidimensional scaling (NMDS) sur les communautés observées

o _ n
- ~—

Metabarcoding ADN Inventaire traditionnel

o *
-

1.0

#——] Effet de I'utilisation des terres détectées avec | °

2 g - * . .
= le metabarcoding uniquement
$ *; * * o
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e Dc t (K o
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X Plantation de mélézes MDST

%k Taillis de bouleaux
O Paturage

Fléches en trait plein = variables explicatives significatives
Fléches en pointillés = variables explicatives non significatives



Cas d’étude 4 — Bioévaluation de cours d’eau

Basée traditionnellement sur les macroinvertébrés benthiques (indice 12M2)

4 - Calcul de l'indice [2M2

ot de ses métriques g S - IdeNtification
élémentaires taxonomique

LADNe permet-il de court-circuiter les phases 2 et 3 qui sont fastidieuses ?



Cas d’étude 4 — Bioévaluation de cours d’eau

2 zones geéographiques X
3 types de pressions X 3
stations = 18 sites
échantillonnés

2 metabarcodes étudiés
(eucaryotes et insectes) +
le barcode ADN classique

P

Référence

Acidification

Altération hydrologique
Contamination organique|
Contamination toxique




Cas d’étude 4 — Bioévaluation de cours d’eau

Analyse Factorielle des Correspondances (AFC)

Perturbation hydrologique Contamination Perturbation hydrologique
+ contamination organique organique + contamination organique
B B B Etat
) chimique/physique
5 e % a priori
16 Il Trés Bon
Gradient de pression . Bon
1 + < Ref A2 A3 I:' Moyen
d=05 d=05 d=05 |:| Médiocre
Ref ; I Mauvais
|

Gradl(lnt de
pression
h

' if"%ﬁ
R P. Usseglio-

V2 V3 }
- - Polatera, comm.
Acidification Contamination organique  Contamination chimique pers.

=
==




Cas d’étude 5 — Inventaire de poissons d’eau douce

MOLECULAR ECOLOGY

Molecular Ecology (2016) 25, 929-942 doi: 10,1111/ mee. 13428

Next-generation monitoring of aquatic biodiversity using
environmental DNA metabarcoding

ALICE VALENTINIL* PIERRE TABERLET,+t CLAUDE MIAUD,§ RAPHAEL CIVADE,] JELGER
HERDER,** PHILIP FRANCIS THOMSEN, + EVA BELLEMAIN,* AURELIEN BESNARD,§ ERIC
COISSAC,++ FREDERIC BOYER,tt COLINE GABORIAUD,* PAULINE JEAN,* NICOLAS
POULET,tt NICOLAS ROSET,§§ GORDON H. COPP,99*** PHILIPPE GENIEZ,§ DIDIER PONT,q
CHRISTINE ARGILLIER,f +f JEAN-MARC BAUDOIN,t++ TIPHAINE PEROUX,¥++ ALAIN J.
CRIVELLI,t 1+ ANTHONY OLIVIER,}tt MANON ACQUEBERGE,§§§ MATTHIEU LE BRUN, 99
PETER R. M@ LLER,**** ESKE WILLERSLEV+{+ and TONY DEJEAN*

» Comparaison du metabarcoding ADN et des méthodes traditionnelles
(capture au filet et péche électrique)

« Echantillonnage d’étangs, lacs, ruisseaux, riviéres, fosses

« Utilisation du metabarcode « poisson »



Cas d’étude 5 — Inventaire de poissons d’eau douce
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Autres applications de ’ADNe

» Reconstruction de communautés passeées a partir de sédiments lacustres
* Régimes alimentaires

» Détection d’espéces envahissantes ou menacées

* Analyse de microbiotes

+ Etc.

1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016

Number of publications
10000 20000 30000 40000 50000
|

0

Year of publication

Nombre de publications avec comme mot-clé « environmental DNA » ou « metabarcoding »



Les colts

Exemple de 80 échantillons de sol et analyse d’un metabarcode

mm) Environ 55 euros I'échantillon pour une collaboration
mms) Environ 83 euros I'échantillon pour une prestation de services

Codut incluant I'extraction d’ADN, les PCR, le séquencage, I'analyse
bioinfomatique et la main d’ceuvre + tous les contrbles a chaque étape

4 réplicats de PCR par échantillon, profondeur de séquencage de 10.000
séquences par échantillon



Les limites

Résolution taxinomique : bases de références incompletes et metabacodes
non résolutifs

L’échantillon : dans le sol, seulement ADN de plantes et d’organismes du sol
Erreurs de PCR / séquencage : inflation artificielle du nombre de taxons
détectés (diversité alpha)

Microbial diversity in the deep sea and the
underexplored “rare biosphere”

Mitchell L. Sogin*t, Hilary G. Morrison*, Julie A. Huber*, David Mark Welch*, Susan M. Huse*, Phillip R. Neal*,
Jesus M. Arrieta*$, and Gerhard J. Hernd|?

*Josephine Bay Paul Center, Marine Biological Laboratory at Woods Hole, 7 MBL Street, Woods Hole, MA 02543; and *Royal Netherlands Institute for Sea
Research, P.O. Box 59, 1790 AB, Den Burg, Texel, The Netherlands

Biais de PCR : amplification préférentielle de certains taxons
Information quantitative : a quoi correspond I'abondance des séquences ?



Un article problématique
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Environmental DNA reveals that rivers are
conveyer belts of biodiversity information




Un article problématique

19 embranchements et 296 familles détectés
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Un article problématique

« Pas de réplicats biologiques

» Pas de réplicats techniques

 Utilisation du barcode classique COlI, trop long pour travailler avec de 'ADN
environnemental dégradé

* Protocole de séquencage pouvant générer des chimeres

« Assignation taxonomique basée 90% d’homolgie seulement - faux positifs

« Assignation au niveau famille, peu de séquences avec 100% d’identité

« Séquence conservee seulement si la famille est présente en Suisse ou les pays
alentours

mmm) 54 familles détectées avec une seule séquence
96% du jeu de données qui part a la poubelle
Aucun garde-fou pour s’assurer de la validité et de la reproductibilité des résultats



Le futur du metabarcoding ADN

La capture par hybridation pour contourner les probleémes liés a la PCR
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La capture par hybridation pour contourner les probleémes liés a la PCR
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Exemple d’un fichier de séquences brut (format FASTQ)

@HWI-D0O104: 144: C24FMACXX: 1:1101:1351:2218 1:N:0: CGATGT-
GTTTCCTGGTAGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGAAAAGAAAGAGGGGTTCAGAAAGCGAGAATAAAAAAAAAGGATAGGTGCAGAGACT CAA-
<+
CCCFFFFFHHHHHIJ3333333333333333333133333313333131311333 ; AHHHHGHHFFDDCDDDDDDDDDDDDDDCDDD>CCDDDDDDDDDD -
@HWI-D@0104: 144: C24FMACXX:1:1101:1312:2218 1:N:0: CGATGT-
CTGCACGGATAGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTTCAGAAAACAAAGAAGAGTCCAGAAAGCGAGAATAAAAAAT CAAAGGATAGGTGCAGAGACTC
+-
CCCFFFFFHHHHHIJ333333333333333333H33333333333333333 11 ICHII333 I JHHFFFEEEEEEDDDDDDDDDDDDDCCDDDDDDDDD
@HWI-D@Q104: 144: C24FMACXX: 1:1101:1386:2235 1:N:0:CGATGT-
TGGTACGTCTCCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTTTCTGAACCTTTGTTTGTTTTCAGAAAACAGGATTTGGCTCAGGATTGCCCGAGACGTATC
<+
BCCDDFFFHHHHHIJ133I133JIGHII33333333333IGIIDHIIIII1II I THIIIEDHEHGHGF FFFFEECEEEDDDDDDDDCDCBBD@BBS?CD
@HWI-D@@104: 144: C24FMACXX:1:1101:1569: 2069 1:N:0: CGATGT-
NGGCAGAACGTGGGCAATCCTGAGCCAAATCTTTATTTTGAAAAAAAGGGTTTAATTTATAGTTTTTTTAATATAAAACTACAATAAAAAAAGATAGGTG
<+
#1BDFFFFHHHHHIJJJ333333333333333333333333333333333=DHGHHHHHGFFEFFFFDDDDDEEEEEDDDDDDDDDDDDDDDDDCDDD@C—
@HWI-D00104:144:C24FMACXX:1:1101:1645:2074 1:N:0:CGATGT-
NGTCAAGAAGGCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTTCTTTCTGAACCTTTGTTTTGGGAAAACAGGATTTGGCTCAGGATTGCCCCCTTCTTGTTG
<+

#1=DDFFFFHHHHGHIJGITIIITIITEHHIJ3IGI11II1IIIFIE<DFFGII IBGHIEEHHIGFHHHHFFFFFECEEEEDDDDCCCC@BDDDDDACDD -
@HWI-D@0104: 144: C24FMACXX:1:1101:1723:2090 1:N:0: CGATGT-
CCTCAACGAGAGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTATTATTTTACGAAAATAAACATAAACAAAGGTTCAGCAAGCGAGAATAAAATAAAATAATAAAAAAG-
+-
CCCFFFFFHHHHHIJ33333333333333333333333313333313333333333333 JHHEHHHF FFFFDDDDDDDDDDDEDDDDEDDEEDDDDDD
@HWI-D@Q104: 144 : C24FMACXX:1:1101:1698:2107 1:N:0:CGATGT-
AATACCGTCTTCCATTGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTTTTTCTCGCTTTCTAAACCCTTTTTTTTCTCGCTGTCTAAACCCTTTTTTTTCTCGCTTTCT
<+
CCCFFFFFHHHHHIJ3331333333133333333333333313GI1333 11613 IHHHHFFFDDDDDCDBDDDCCCDDDDDDDDDDDDD ?AC?BBBDCC




