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D r aft g e n o m e s e q u e n c e s of t hr e e Pl a n kt ot hri x r u b e s c e n s  str ai n s 

c ulti v at e d fr o m a e utr o p hi c l a k e i n N or w al k, O hi o ( U S A)

R y a n S. W a g n er, 1, 2  G e or g e S. B ull erj a h n 1, 2

A U T H O R A F FI LI A TI O N S S e e a ffili ati o n  li st o n p. 2 .

A B S T R A C T Dr aft  g e n o m e s  w er e  g e n er at e d  f or  t hr e e  fil a m e nt o u s  t o xi n- pr o d u ci n g  

c y a n o b a c t eri al str ai n s c ulti v at e d fr o m a q u ati c s o ur c e s i n O hi o s e q u e n c e d b y N o v a S e q 

S 4.  H er e,  w e  r e p ort  t h e  cl a s si fi c ati o n  a n d  g e n o m e  st ati sti c s  of  Pl a n kt ot hri x  r u b es c e ns  

P R 2 2 1, P R 2 2 2, a n d P R 2 2 3.

K E Y W O R D S c y a n o b a ct eri a, c y a n ot o xi n, fr e s h w at er, h ar mf ul al g al bl o o m s

P l a n kt ot hri x s p p. ar e fil a m e nt o u s  c y a n o b a ct eri a c o m m o nl y f o u n d i n e utr o p hi c w at er s, 

a n d m a n y s p e ci e s pr o d u c e t o xi n s ( 1 ). T w o of t h e m o st c o m m o n t a x a ar e P l a n kt ot hri x 

a g ar d hii  a n d  P l a n kt ot hri x r u b es c e ns,  w hi c h  o c c u p y  di ff er e nt  ni c h e s  i n  fr e s h w at er s.  P. 

r u b es ce ns  i s f o u n d i n t h e m et ali m ni o n w hil e P. a g ar d hii  t h e e pili m ni o n (2, 3 ). B ot h t a x a 

c o n t ai n g a s v e si cl e s all o wi n g t h e m t o mi gr at e t hr o u g h t h e w at er c ol u m n t o t h eir o pti m al 

li g ht i nt e n sit y (4 ). B e c a u s e P. r u b es c e ns  h a s b e e n s h o w n t o b e t o xi c (1 ), u n d er st a n di n g 

u n d er w h at c o n diti o n s P . r u b es c e ns gr o ws will b e v al u a bl e f or pr ot e cti n g w at er s u p pli e s 

(5 ).

S k i n n  L a k e  i s  a  f or m er  r o c k  q u arr y  l o c at e d  i n  N or w al k,  O hi o  ( 4 1. 2 2  N,  − 8 2. 6 3  W),  

wit h a d e pt h of 1 2 m. T h e l a k e s e e s a n n u al wi n t er Pl a n kt ot hri x r u b es c e ns  bl o o m s, w hi c h 

b e c o m e vi si bl e d ur i n g mi xi n g e v e nt s. Gr a b s a m pl e s w er e t a k e n fr o m t h e s h or eli n e u si n g 

a  b ottl e  o n  a  p ol e,  pl a c e d  o n  i c e,  a n d  br o u g ht  b a c k  f or  c ult uri n g  of  d o mi n a nt  t a x a.  

Pr eli mi n ar y i d e nti fi c ati o n u s e d mi cr o s c o p y t o i d e ntif y s p e ci e s. Aft er i d e nti fi c ati o n a n d 

c ulti v ati o n fr o m t hr e e s e p ar at e gr a b s a m pl e s, pr e p ar ati o n of x e ni c, u ni al g al c ult ur e s w a s 

d o n e fr o m e a c h s a m pl e u si n g si n gl e fil a m e nt  pi c ki n g wit h a gl a s s pi p ett e i n li q ui d J M 

m e di a ( 6 ) a n d i n c u b at e d at 1 2° C at 1 0 µ m ol q u a nt a m− 2  s − 1  wit h a li g ht d ar k c y cl e of 

1 4 – 1 0 h. Aft er r e c ult uri n g of s el e ct e d si n gl e fil a m e nt s,  D N A w a s e xtr a ct e d b y filt eri n g 

bi o m a s s t hr o u g h a 0. 2 2- µ m St eri v e x filt er  c artri d g e. Filt er s w er e fr o z e n at − 8 0° C b ef or e 

D N A e xtr a cti o n. St eri v e x c artri d g e s w er e t h e n c ut o p e n, a n d t h e filt er s  w er e r e m o v e d 

f or  e xtr a cti o n  wit h  t h e  D N e a s y  P o w er W at er  Kit  ( Qi a g e n,  G er m a nt o w n,  M D)  a c c or di n g  

t o t h e m a n uf a ct ur er’s i n str u cti o n s. D N A li br ari e s w er e pr e p ar e d a n d s e q u e n c e d b y t h e 

U ni v er sit y  of  Mi n n e s ot a  G e n o mi c s  C e nt er  ( Mi n n e a p oli s,  M N).  Li br ari e s  w er e  cr e at e d  

u si n g t h e Ill u mi n a N e xt er a X T Kit a n d s e q u e n c e d o n a N o v a S e q S 4 t o g e n er at e 1 5 0- b p 

p air e d- e n d r e a d s yi el di n g 3 0 7, 9 6 0, 1 1 3, 2 8 5, 9 7 4, 1 1 4, a n d 2 7 8, 5 2 1, 2 6 1 t ot al s e q u e n c e s f or 

P R 2 2 1, P R 2 2 2, a n d P R 2 2 3 r e s p e cti v el y ( T a bl e 1 ).

R e a d s w er e u pl o a d e d t o t h e D O E S yst e m s Bi ol o g y K n o wl e d g e b a s e ( K B a s e) v 2. 7. 1 1 ( 7 ) 

f or f urt h er a n al ysi s, a n d all p ar a m et er s w er e r u n u si n g d ef a ult s etti n g s. R e a d s w er e t h e n 

tri m m e d  t o  r e m o v e  l o w- q u alit y  b a s e  c all s,  a n d  a d a pt er s  w er e  cli p p e d  u si n g  Tri m m o­

m ati c v 0. 3 6 ( 8 ). Aft er tri m mi n g, t h e q u alit y of r e a d s w a s a s s e s s e d u si n g F a st Q C v 0. 1 1. 9 

(9 ). S a m pl e s w er e a s s e m bl e d wit h a mi ni m u m of 2, 0 0 0 b p u si n g m et a S P A d e s v 3. 1 5. 3 

(1 0 ).  M a x Bi n 2  v 2. 2. 4  (1 1 ),  M et a B A T 2  v 1. 7  (1 2 ),  a n d  C O N C O C T  v 1. 1  (1 3 )  w er e  u s e d  t o  

bi n  a s s e m bli e s  i n t o  co nti g s  u si n g  d ef a ult  s etti n g s.  C o nti g s  w er e  o pti mi z e d  u si n g  t h e  

D A S-t o ol  v 1. 1. 2  ( 1 4 )  a n d  q u alit y  a s s e s s e d  u si n g  C h e c k M  v 1. 0. 1 8  (1 5 ).  N e xt,  bi n s  w er e  

filt er e d  f or c o m pl et e n e s s ( 9 0 %) a n d c o nt a mi n ati o n (≤ 5 %) wit h C h e c k M. E xtr a c t e d bi n s 

M o nt h X X X X  V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ mr a. 0 0 7 0 8- 2 4 1

E dit or J uli a A. M ar es c a, S U N Y Coll e g e of 

E n vir o n m e nt al S ci e n c e a n d F or estr y, S yr a c us e, N e w 

Y or k, U S A

A d dr ess c orr es p o n d e n c e t o G e or g e S. B ull erj a h n, 

b ull erj @ b gs u. e d u.

T h e a ut h ors d e cl ar e n o c o n fli ct  of i nt er est.

R e c ei v e d 1 2 J ul y 2 0 2 4

A c c e pt e d 1 6 A u g ust 2 0 2 4

P u bli s h e d 9 S e pt e m b er 2 0 2 4

C o p yri g ht © 2 0 2 4 W a g n er a n d B ull erj a h n. T his is a n 

o p e n- a c c ess arti cl e distri b ut e d u n d er t h e t er ms of 

t h e Cr e ati v e C o m m o ns Attri b uti o n 4. 0 I nt er n ati o n al 

li c e ns e.
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w er e r u n t hr o u g h Q U A S T v 4. 4 ( 1 6 ) f or fi n al  q u alit y a s s e s s m e nt. T a x o n o m y w a s a s si g n e d 

u si n g  a v er a g e  n u cl e oti d e  i d e n tit y  a g ai n st  t h e  p u bli cl y  a v ail a bl e  r ef er e n c e  g e n o m e,  

Pl a n kt ot hri x r u b es c e ns  NI V A- C Y A 1 8 wit h F A S T A NI v 0. 1. 3 (1 7 ) a n d t hr o u g h G T D B- T k v 2. 3. 2 

(1 8 ). G e n o m e s w er e s u b mitt e d t o N C BI f or t h e Pr o k ar y oti c G e n o m e A n n ot ati o n Pi p eli n e 

( P G A P) v 6. 7 (1 9 ).

A C K N O W L E D G M E N T S

W e w o ul d al s o li k e t o t h a n k t h e S ki n n f a mil y, wit h o ut w h o m t hi s r e s e ar c h w o ul d n ot b e 

p o s si bl e.

T hi s  w or k  w a s  s u p p ort e d  b y  gr a nt s  fr o m  t h e  NI E H S  ( P 0 1 E S 0 2 8 9 3 9)  a n d  N S F  

( O C E- 1 8 4 0 7 1 5) t hr o u g h t h e Gre at L a k e s C e nt er f or Fr e s h w at er s a n d H u m a n H e alt h at 

B o wli n g Gr e e n St at e U ni v er sit y.

A U T H O R A F FI LI A TI O N S

1 D e p art m e nt of Bi ol o gi c al S ci e n c e s, B o wli n g Gr e e n St at e U ni v er sit y, B o wli n g Gr e e n, O hi o, 

U S A
2 Gr e at L a k e s C e nt er f or Fr e s h W at er s a n d H u m a n H e alt h, B o wli n g Gr e e n St at e U ni v er sit y, 

B o wli n g Gr e e n, O hi o, U S A

A U T H O R O R CI D s

G e or g e S. B ull erj a h n  htt p:// or ci d. or g/ 0 0 0 0- 0 0 0 1- 5 3 1 9- 7 8 9 6

D A T A A V AI L A BI LI T Y

T h e  m et a g e n o m e- a s s e m bl e d  g e n o m e s  h a v e  b e e n  d e p o sit e d  i n  G e n B a n k  u n d er  t h e  

a c c e s si o n  n u m b er s  J A Y WI L 0 0 0 0 0 0 0 0 0,  J A Y WI M 0 0 0 0 0 0 0 0 0,  a n d  J A Y WI N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 f or 

P R 2 2 1, P R 2 2 2, a n d P R 2 2 3, r e s p e c ti v el y. T h e r a w s e q u e n c e fil e s  ar e a v ail a bl e a s s e q u e n c e 

r e a d ar c hi ve s u n d er S R R 2 7 7 4 2 8 1 8 , S R R 2 7 7 4 2 8 1 7 , a n d S R R 2 7 7 4 2 8 1 6 . T h e Bi o Pr oj e ct c a n 

b e f o u n d u n d er t h e r ef er e n c e  P RJ N A 1 0 5 0 5 9 8.

R E F E R E N C E S

1. K ur m a y er R , G u m p e n b er g er M . 2 0 0 6. Di v er sit y of mi cr o c ysti n g e n ot y p e s 

a m o n g  p o p ul ati o n s  of  t h e  fil a m e nt o u s  c y a n o b a ct eri a  Pl a n kt ot hri x 

r u b es c e ns a n d Pl a n kt ot hri x a g ar d hii . M ol E c ol  1 5 : 3 8 4 9 – 3 8 6 1. htt p s:// d oi.
or g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 6 5- 2 9 4 X. 2 0 0 6. 0 3 0 4 4. x

T A B L E  1 G e n o m e st ati sti c s o n S ki n n L a k e P. r u b es c e ns

C h ar a ct eri sti c Pl a n kt ot hri x r u b e s c e n s

P R 2 2 1 P R 2 2 2 P R 2 2 3

G e n o m e l e n gt h 5, 5 3 4, 7 3 8 5, 5 3 3, 1 8 7 5, 5 6 7, 6 0 3

N o. of c o nti g s 1 3 4 1 2 5 1 4 0

G C c o nt e nt ( %) 3 9. 4 2 3 9. 3 8 3 9. 4 3

C o m pl et e n e s s ( %) 9 9. 3 4 9 9. 5 6 9 9. 7 8

C o nt a mi n ati o n ( %) 2. 2 9 2. 2 9 2. 2 9

N 5 0  ( b p) 6 6, 8 2 2 6 6, 5 0 9 6 8, 2 0 5

F a st A NI r ef er e n c e G C F _ 9 0 0 0 0 9 2 7 5. 1 G C F _ 9 0 0 0 0 9 2 7 5. 1 G C F _ 9 0 0 0 0 9 2 7 5. 1

F a st A NI or g a ni s m n a m e Pl a n kt ot hri x r u b es c e ns  NI V A- C Y A 1 8 Pl a n kt ot hri x r u b es c e ns  NI V A- C Y A 1 8 Pl a n kt ot hri x r u b es c e ns  NI V A- C Y A 1 8

F a st A NI A NI ( %) 9 8. 2 3 9 8. 2 7 9 8. 2 9

As s e m bl y d e pt h of c o v er a g e 3 9 2. 8 4 6 4 1 4. 2 0 8 3 8 7. 2 5 1

N C BI P G A P

  C D S 4, 9 7 1 4, 9 8 8 5, 0 4 1

  t R N As 3 8 3 8 3 8

  r R N As 2 3 3

  n c R N As 4 4 4

T ot al s 5, 0 1 5 5, 0 3 3 5, 0 8 6

A n n o u n c e m e nt Mi cr o bi ol o g y R e s o ur c e A n n o u n c e m e nt s

M o nt h X X X X  V ol u m e 0  I s s u e 0 1 0. 1 1 2 8/ mr a. 0 0 7 0 8- 2 4 2
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2. O b er h a u s  L ,  Bri a n d  J F ,  L e b o ul a n g er  C ,  J a c q u et  S,  H u m b ert  J F .  2 0 0 7.  

C o m p ar ati v e e ff e ct s  of t h e q u alit y a n d q u a ntit y of li g ht a n d t e m p er at ur e 
o n  t h e  gr o wt h  of  Pl a n kt ot hri x  a g ar d hii  a n d  P.  r u b es c e ns  1.  J  P h y c ol  
4 3 : 1 1 9 1 – 1 1 9 9. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 5 2 9- 8 8 1 7. 2 0 0 7. 0 0 4 1 4. x

3. L e n ar d T , P o ni e w o zi k M . 2 0 2 2. Pl a n kt ot hri x a g ar d hii  v er s u s Pl a n kt ot hri x 

r u b es ce ns :  s e p ar ati o n  of  e c ol o gi c al  ni c h e s  a n d  c o n s e q u e n c e s  of  
c y a n o b a c t eri al d o mi n a n c e i n fr e s h w at er. I nt J E n vir o n R e s P u bli c H e alt h 
1 9 : 1 4 8 9 7. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ij er p h 1 9 2 2 1 4 8 9 7

4. W al s b y A E , A v er y A , S c h a n z F . 1 9 9 8. T h e criti c al pr e s s ur e s of g a s v e si cl e s 

i n Pl a n kt or hri x r u b es c e ns  i n r el ati o n t ot h e d e pt h of wi nt er mi xi n g i n L a k e 
Z ür i c h,  S wit z erl a n d.  J  Pl a n kt o n  R e s 2 0 : 1 3 5 7 – 1 3 7 5.  htt p s:// d oi. or g/ 1 0.
1 0 9 3/ pl a n kt/ 2 0. 7. 1 3 5 7

5. Err att K J , Cr e e d I F , Fr e e m a n E C , Tri c k C G , W e stri c k J , Bir b e c k J A , W at s o n 

L C , Z a st e p a A . 2 0 2 2. D e e p c y a n o b a ct eri a l a y er s: a n o v erl o o k e d a s p e ct of 
m a n a gi n g ri s k s of c y a n o b a ct eri a. E n vir o n S ci T e c h n ol  5 6 : 1 7 9 0 2 – 1 7 9 1 2. 
htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. e st. 2 c 0 6 9 2 8

6. J a w or s ki  G H M,  T alli n g  J F ,  H e a n e y  SI .  1 9 8 1.  T h e  i n fl u e n c e of  c ar b o n  

di o xi d e - d e pl eti o n o n gr o wt h a n d si n ki n g r at e of t w o pl a n kt o ni c di at o m s 
i n  c ult ur e.  Brit  P h y c ol  J  1 6 : 3 9 5 – 4 1 0.  htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 0/-
0 0 0 7 1 6 1 8 1 0 0 6 5 0 4 6 1

7. Ar ki n A P , C otti n g h a m R W , H e nr y C S , H arri s N L , St e v e n s R L , M a sl o v S , 

D e h al P , W ar e D , P er e z F , C a n o n S , et al . 2 0 1 8. K B a s e: t h e U nit e d St at e s 
d e p art m e nt of e n er g y s yst e m s bi ol o g y k n o wl e d g e b a s e. N at Bi ot e c h n ol 
3 6 : 5 6 6 – 5 6 9. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 4 1 6 3

8. B ol g er A M , L o h s e M , Us a d el B . 2 0 1 4. Tri m m o m ati c: a fl e xi bl e  tri m m er f or 

Ill u mi n a  s e q u e n c e  d at a.  Bi oi nf or m ati c s  3 0 : 2 1 1 4 – 2 1 2 0.  htt p s:// d oi. or g/
1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bt u 1 7 0

9. A n dr e ws S . B a br a h a m bi oi nf or m ati c s - F a st Q C a q u alit y c o ntr ol t o ol f or 

hi g h  t hr o u g h p ut  s e q u e n c e  d at a.  A v ail a bl e  fr o m:  htt p s:// w w w.
bi oi nf or m ati c s. b a br a h a m. a c. u k/ pr oj e ct s/f a st q c . R etri e v e d 2 2 J a n 2 0 2 4.

1 0. N ur k S , M el e s h k o D , K or o b e y ni k o v A , P e v z n er P A . 2 0 1 7. m et a S P A d e s: a 

n e w v er s atil e m et a g e n o mi c a s s e m bl er. G e n o m e R e s  2 7 : 8 2 4 – 8 3 4. htt p s://
d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ gr. 2 1 3 9 5 9. 1 1 6

1 1. W u  Y- W ,  Si m m o n s  B A ,  Si n g er  S W .  2 0 1 6.  M a x Bi n  2. 0:  a n  a ut o m at e d  

bi n ni n g  al g orit h m  t o  r e c o v er  g e n o m e s  fr o m  m ulti pl e  m et a g e n o mi c  

d at a s et s.  Bi oi nf or m ati c s  3 2 : 6 0 5 – 6 0 7.  htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/
bi oi nf or m ati c s/ bt v 6 3 8

1 2. K a n g D D , Fr o ul a J , E g a n R , W a n g Z . 2 0 1 5. M et a B A T, a n e ffi ci e nt  t o ol f or 

a c c ur at el y  r e c o n str u cti n g  si n gl e  g e n o m e s  fr o m  c o m pl e x  mi cr o bi al  
c o m m u niti e s. P e erJ  3 : e 1 1 6 5. htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 7 7 1 7/ p e erj. 1 1 6 5

1 3. Al n e b er g J , Bj ar n a s o n B S , d e Br uij n I , S c hir m er M , Q ui c k J , Ij a z U Z, L a hti L , 

L o m a n NJ , A n d er s s o n A F , Q ui n c e C . 2 0 1 4. Bi n ni n g m et a g e n o mi c c o nti g s 
b y c o v er a g e a n d c o m p o siti o n. N at M et h o d s  1 1 : 1 1 4 4 – 1 1 4 6. htt p s:// d oi.
or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n m et h. 3 1 0 3

1 4. Si e b er C M K , P r o b st AJ, S h arr ar A , T h o m a s B C , H e s s M , Tri n g e S G , B a n fi el d 

J F. 2 0 1 8. R e c o v er y of g e n o m e s fr o m m et a g e n o m e s vi a a d er e pli c ati o n, 
a g gr e g ati o n a n d s c ori n g str at e g y. N at Mi cr o bi ol  3 : 8 3 6 – 8 4 3. htt p s:// d oi.
or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 6 4- 0 1 8- 0 1 7 1- 1

1 5. P ar k s D H , I m elf ort M, S k e n n ert o n C T , H u g e n h olt z P , T ys o n G W . 2 0 1 5. 

C h e c k M:  a s s e s si n g  t h e  q u alit y  of  mi cr o bi al  g e n o m e s  r e c o v er e d  fr o m  
i s ol at e s,  si n gl e  c ell s,  a n d  m et a g e n o m e s.  G e n o m e  R e s  2 5 : 1 0 4 3 – 1 0 5 5. 
htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ gr. 1 8 6 0 7 2. 1 1 4

1 6. G ur e vi c h  A ,  S a v eli e v  V ,  V y a h hi  N ,  T e sl er  G .  2 0 1 3.  Q U A S T:  q u alit y  

a s s e s s m e nt t o ol f or g e n o m e a s s e m bli e s. Bi oi nf or m ati c s  2 9 : 1 0 7 2 – 1 0 7 5. 
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