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Microbial Genomics 
1992: the sequencing of an entire 
chromosome, chromosome III, of 
the unicellular eukaryotic microbe 
Saccharomyces cerevisiae, by 
Steve Oliver and colleagues. 
 
 
 
 
 
 
1995: the publication of the first 
complete bacterial genome of the 
opportunistic human pathogen 
Haemophilus influenza, by Craig 
Venter and colleagues 



Οι τεχνολογίες 



The main sequencing 
technologies 

Short read technologies 
•  Illlumina 
•  BGI/MGI 

 
Long read technologies 
•  Pacific Biosciences 
•  Oxford Nanopore 

These two technologies 
can sequence non-
amplified input DNA, and 
tend to require simpler 
protocols (minimum time of 
10 min for library 
construction) than those 
needed for short-read 
sequencing (several days) 

https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/Sequencing-Human-
Genome-cost 



Shotgun sequencing 



Shotgun sequencing - Βάθος αλληλούχισης (coverage) 

A T CG AA AT CGCG C C AATT TG G

A T CG AA TGCG A TC C C AAT TG G

A T CG AA GCG T C C C AAA TT TG G

A T CG
T C C C

AAA TT TG G

A T CG AA TGCG

A TC C C
AAT TG G

A T CG AA

AT CGCG C C

AATT TG G

A T CG AA TGCG
AT CGCG C C

AA GCG

A T CG AA TGCG
AT CGCG C C
A TC C C

ç	

…	

A T CG AA AT CGCG C C AATT TG G

A T CG AA TGCG A TC C C AAT TG G

A T CG AA GCG AAA TT TG G

ç	

(Δεν διαβάστηκε) 

2Χ 3Χ 



•  http://www.nature.com/nature/journal/v470/n7333/pdf/nature09796.pdf 
•  A decade’s perspective on DNA sequencing technology 
•  Elaine R. Mardis 



Illumina 
http://www.youtube.com/watch?v=77r5p8IBwJk&feature=related 
 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 



Ion Proton 
http://www.lifetechnologies.com/global/en/home/about-us/news-gallery/press-releases/2012/life-techologies-itroduces-the-bechtop-io-proto.html 



Ion Proton 

Ion torrent chemistry 
 
http://www.youtube.com/watch?v=yVf2295JqUg 
 
http://www.youtube.com/iontorrent 
 
Ουσιαστικά είναι ένα πολύ µικρό pH-meter 
Δεν βασίζεται σε ανίχνευση φωτός! 



Εικόνα Από Elaine Mardis 



Pacific Biosciences 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21612267 

http://www.youtube.com/watch?v=NHCJ8PtYCFc 
http://www.youtube.com/watch?v=GX6RSKh4J7E 
SMRT techonology – real time single molecule sequencing 



Pacific Biosciences 



https://www.pacb.com/technology/hifi-sequencing/ 

•  Initially, PacBio reads had a high error rate (15%) using Single Molecular, Real-Time 
(SMRT) sequencing. 

•   Later, they developed high-fidelity reads (HiFi) with an error rate lower than 1%. 
•  HiFi reads are typically 15–20 kbp long. 
•  Sequel II or Revio instruments 
https://www.nature.com/articles/s41467-024-44804-3 
https://www.youtube.com/watch?v=_lD8JyAbwEo 

Pacific Biosciences HiFi reads 



http://www.nanoporetech.com/technology/minion-a-miniaturised-sensing-instrument 

Oxford Nanopore 

Longer reads, up to 4Mbp! 
New R10 chemistry provides high accuracy at more than 99%. 
https://www.youtube.com/watch?v=RcP85JHLmnI 



http://www.nanoporetech.com/technology/introduction-to-nanopore-sensing/introduction-to-nanopore-sensing 

Biological Nanopore 



https://nanoporetech.com/resource-centre/dna-sequencing-microgravity-international-space-station-iss-
using-minion 

Oxford Nanopore 

•  Capable of displaying the generated sequence in real-
time, enabling adaptive sampling of the reads being 
sequenced. 

•  Very portable, with a proven track record even in 
extreme environments such as the International Space 
Station. 



http://genomebiology.com/content/pdf/gb-2011-12-8-125.pdf 



Συναρµολόγιση Γονιδιωµάτων 
Με Βιοπληροφορική  



Shotgun sequencing 



Sequencing 
•  Single end reads
•  Paired end reads



Sequencing - paired end reads 



Reads 

SOLID: ~50% reads δεν 
στοιχίζονται στο γονιδίωμα, 
από το οποίο έγινε το 
Sequencing!

Πρόβλημα στις χημικές 
αντιδράσεις μάλλον.

•  454
•  Illumina
•  SOLID

Εδώ, το πρόβλημα εντοπίζεται στην 
συσσώρευση λαθών κατά την 
ενσωμάτωση φθοριζόντων dNTPs.



Sequence read – Fastq format 

Τα σύμβολα στην τελευταία γραμμή αντιστοιχούν σε τιμές Q, 
για την κάθε μια βάση που αλληλουχίθηκε.

To Q-score είναι μια ακέραια τιμή που προκύπτει από την 
πιθανότητα να έχει γίνει λάθος στην αλληλούχιση μιας 
συγκεκριμένης βάσης.
Αν p = πιθανότητα να έχει γίνει λάθος στην αλληλούχιση της 
συγκεκριμένης βάσης, τότε:
Q=-10log10(p)

Q=30 -> p=0.001    (πολύ καλής ποιότητας αλληλούχιση)
Q=13 -> p=0.05



Sequence Read Archive SRA - Bioproject 

ΒΔ όπου κατατίθενται 
τα δεδοµένα 
αλληλούχισης 
γονιδιωµάτων (raw 
sequence reads), είτε 
Whole genome 
sequencing (WGS) 
είτε RNA-Seq. 
Τα δεδοµένα είναι 
οργανωµένα ανά 
Bioproject & 
Biosample 

 

Βάσεις Δεδοµένων 



Sequence Read Archive SRA - Biosample 
Βάσεις Δεδοµένων 



Sequence Read Archive SRA –  
SRA experiment 

Βάσεις Δεδοµένων 

Περιέχει πληροφορίες για την αλληλούχιση του συγκεκριµένου δείγµατος 



Sequence Read Archive SRA –  
SRA run SRR 

Βάσεις Δεδοµένων 

 Από εδώ µπορούµε να αποκτήσουµε τα fasta/fastq δεδοµένα 



Sequence Read Archive SRA –  
SRR 

Βάσεις Δεδοµένων 

 Από το Analysis tab, µέσω του Krona view µπορούµε να δούµε σε ποιές ταξινοµικές 
οµάδες ανήκουν οι ακολουθίες (αν π.χ. Έχουµε επιµόλυνση από άλλο είδος). 



Sequence reads – Έλεγχος ποιότητας 
δεδοµένων (quality control) 

Πολύ υψηλής ποιότητας 
δεδομένα.

Χαμηλής ποιότητας 
δεδομένα.



Sequence reads – Φιλτράρισµα/trimming 

Είτε θα αποφασίσουμε να κόψουμε όλα τα sequence reads σε μια 
συγκεκριμένη θέση, μετά την οποία η ποιότητα αλληλούχισης 
πέφτει σημαντικά στα περισσότερα

Είτε θα κόψουμε τα προβληματικά κομμάτια για το κάθε sequence 
read χωριστά. Μετά θα απορριφθούν όλες τα κομμένα sequence 
reads που έχουν πολύ μικρό μήκος.



Trimmomatic 

Είτε θα κόψουμε τα 
προβληματικά κομμάτια για το 
κάθε sequence read χωριστά με 
συρρόμενα παράθυρα. Μετά 
θα απορριφθούν όλες τα 
κομμένα sequence reads που 
έχουν πολύ μικρό μήκος.
Επίσης, αφαιρούμε τους 
adapters.



Lander - Waterman 
•  Πόσο sequencing coverage απαιτείται για να μπορεί να 

συναρμολογηθεί ένα γονιδίωμα?
•  Τουλάχιστον 8-10Χ

•  Το παράδειγμα δείχνει πόσα 
contigs θα δημιουργηθούν 
θεωρητικά, ανάλογα με την 
κάλυψη (coverage) του 
χρωμοσώματος.

•  Όσο μεγαλύτερη η κάλυψη, σε 
τόσο λιγότερα κομμάτια θα είναι 
σπασμένο το ανακατασκευασμένο 
χρωμόσωμα

•  Στην πράξη, ο αριθμός των contigs 
είναι μεγαλύτερος από το 
αναμενόμενο.



Lander - Waterman 

•  Στην πράξη, ο αριθμός των contigs 
είναι μεγαλύτερος από το 
αναμενόμενο, γιατί:

•  Πάντα υπάρχει μια πιθανότητα για 
μια περιοχή να μην αλληλουχιθεί

•  Κάποια κομμάτια σπασμένου DNA 
είναι τοξικά σε φορείς 
κλωνοποίησης (π.χ. στην E.coli).

•  Επαναλήψεις 



Προβλήµατα συναρµολόγισης 
από επαναλήψεις - contigs 



Προβλήµατα συναρµολόγισης 
από επαναλήψεις - contigs 

Con$g1	 Con$g2	 Con$g3	

Επανάληψη 1 Επανάληψη 2 Επανάληψη 3 Μοναδική περιοχή 1 Μοναδική περιοχή 2 

Αλληλούχιση µε Sequence Reads 

De novo συναρµολόγιση σε Contigs 



Προβλήµατα συναρµολόγισης 
από επαναλήψεις - scaffolds 

Αφού έχουν γίνει τα scaffolds, όποια κενά υπάρχουν καλύπτονται 
με στοχευμένη αλληλούχιση - gap closure



Διαφορετικά προγράµµατα 



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

•  Οι επαναλήψεις μπορεί να 
εμποδίσουν την πλήρη 
συναρμολόγιση του 
γονιδιώματος

θεωρητικό 

Reference 
alignment 

De novo 



Κενά µετά την συναρµολόγιση 
•  Το επιλεγμένο μήκος 

του sequence read 
καθορίζει αν θα 
μπορέσει να 
συναρμολογηθεί μια 
επανάληψη



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

Μεγαλύτερο μήκος sequence read = λιγότερα κενά



Κενά µετά την συναρµολόγιση 
•  Οι επαναλήψεις 

μπορεί να 
εμποδίσουν την 
πλήρη 
συναρμολόγιση του 
γονιδιώματος



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

Κάλυψη αλληλούχισης 
100Χ για 6 
οργανισμούς



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

Τα κενά δεν 
εξαρτώνται μόνο 
από το βάθος 
κάλυψης 
αλληλούχισης και το 
μήκος των sequence 
reads, αλλά και από 
τον ίδιο οργανισμό

36nt reads 

125nt reads 

500nt reads 



Τα περισσότερα βακτηριακά γονίδια µπορούν 
να συναρµολογηθούν 

•  Μικρού μήκους reads 
μπορούν να 
συναρμολογήσουν 
τα περισσότερα 
γονίδια, αλλά σπάνε 
το γονιδίωμα σε 
πολλά μικρά 
κομμάτια (contigs)



Τα περισσότερα βακτηριακά γονίδια µπορούν 
να συναρµολογηθούν 

Μικρού μήκους reads μπορούν να συναρμολογήσουν τα περισσότερα 
γονίδια, αλλά σπάνε το γονιδίωμα σε πολλά μικρά κομμάτια (contigs)



Τα περισσότερα βακτηριακά γονίδια µπορούν 
να συναρµολογηθούν 

Γονιδιωματικά στοιχεία που προκαλούν προβλήματα στην 
συναρμολόγιση:

Μεταθετά στοιχεία
transposons
Intergenic repeats
Insertion sequences
prophages

Γονίδια που συνήθως δεν μπορούν να συναρμολογηθούν:
Transposases
Phages
Ιntegrases
Γονίδια που σχετίζονται με την αποφυγή του ανοσοποιητικού 

συστήματος (έχουν επαναλήψεις) 



De novo Sequence assemby 

•  http://www.cbcb.umd.edu/research/assembly_primer.shtml

•  De novo assembly
–  Greedy extention
–  OLC
–  De Bruijn graph
–  Hybrid



Greedy assemblers 



Overlap - layout - consensus 
(OLC) 



Γραφήµατα De Bruijn 



De bruijn graph 



Comparative assembly 



BAC-by-BAC sequencing 



Short read alignment 



Τιµή Ν50 

•  Η τιμή αυτή αντιστοιχεί σε εκείνο το μήκος contigs, ώστε το 
50% του γονιδιώματος (μετά από de novo assembly) να 
εντοπίζεται σε contigs αυτού το μήκους ή μεγαλύτερου.

•  Μεγάλη τιμή του Ν50 σημαίνει ότι το μεγαλύτερο μέρος του 
γονιδιώματος βρίσκεται σε λίγα και μεγάλα contigs.

•  Δηλαδή, τόσο καλύτερη η συναρμολόγιση.

•  Μικρή τιμή σημαίνει ότι το γονιδίωμα δεν έχει 
συναρμολογηθεί καλά.



Κάλυψη του γονιδιώµατος και κορεσµός 

•  Δεν έχει νόημα να 
αλληλουχίσουμε ένα 
γονιδίωμα με 
υπερβολικά μεγάλη 
κάλυψη (coverage), 
για μια συγκεκριμένη 
τεχνολογία και 
μήκος sequence 
reads, γιατί από ένα 
σημείο και μετά έχει 
επέλθει κορεσμός.



Reference assembly/alignment 

Επανάληψη 1 Επανάληψη 2 Επανάληψη 3 Μοναδική περιοχή 1 Μοναδική περιοχή 2 

Αλληλούχιση µε Sequence Reads 

Συναρµολόγιση µε βάση γονιδίωµα αναφοράς 

Επανάληψη 1 Επανάληψη 2 Επανάληψη 3 Μοναδική περιοχή 1 Μοναδική περιοχή 2 

Μόνο στοίχιση των Sequence Reads που έχουν µια µοναδική θέση 

Sequence Reads που µπορούν να στοιχιθούν  
σε περισσότερες από µια θέσεις δεν στοιχίζονται 



Reference assembly/alignment/SNPs 

Γονιδίωµα Αναφοράς Α 

G 
G 
G 
G 
G 

Sequence Reads του ατόµου	

Πολυµορφισµός σε οµοζυγωτία 

Α 

Α 
Α 
G 
G 
G 

Πολυµορφισµός σε ετεροζυγωτία 

Α 

Α 
Α 
C 
A 
A 

Λάθος σε κάποιο Sequence Read 

G 

Α 

A 

C T 

T G 

Το sequence read έχει µόνο ένα λάθος, αλλά θα στοιχιθεί 

Το sequence read έχει περισσότερα λάθη 
από το επιτρεπόµενο όριο και δεν θα στοιχιθεί 

Επιτρεπόµενο όριο: Μία αναντιστοιχία 

C 
C 
C 
C 
C 

T 

T 
T 
T 



GWAS 



GWAS 
 SNParrays – WGS - WES 

Cases vs Controls – pvalue corrected for multiple testing 

Manhattan plots 



GWAS catalogue - EMBL-EBI and NHGRI. 
Παχυσαρκία: SNP rs1421085  



GWAS catalogue 
Παχυσαρκία: SNP rs1421085  



dbSNP - NCBI 
Βάσεις Δεδοµένων 

•  Στην dbSNP, ο χρήστης µπορεί να αναζητήσει πληροφορίες για SNPs, χρησιµοποιώντας το reference SNP 
number, το όνοµα του γονιδίου, γονιδιωµατικές συντεταγµένες και άλλα στοιχεία.  

•  Για ένα συγκεκριµένο SNP, ο χρήστης µπορεί να δει σε τι συχνότητες εµφανίζεται στους διάφορους πληθυσµούς, 
σε ποιά γονιδιακή περιοχή εντοπίζεται, άλλα SNPs που υπάρχουν στην εγγύς γειτονιά, τι επιπτώσεις έχει (αν π.χ. 
εντοπίζεται σε ιντρόνιο, αν αλλάζει κάποιο αµινοξύ κ.τ.λ.), ποιές δηµοσιευµένες εργασίες το αναφέρουν, όπως και 
εάν έχει κάποια κλινική σηµασία  

•  Σε αυτή την περίπτωση, δίνεται ο αντίστοιχος σύνδεσµος στην βάση δεδοµένων ClinVar (επίσης του NCBI), που 
περιέχει κλινικά σηµαντικά SNPs και τις αντίστοιχες πληροφορίες τους. 



Εφαρµογές 
 

‘Ελεγχος εξελικτικών υποθέσεων -  
 

Προέλευση -  
 

Επιδηµιολογία 



BLASTN comparison of part of three sequences: Escherichia coli K12, Salmonella Typhi CT18 
and Salmonella Typhimurium LT2 (from top to bottom). 

Σύγκριση γονιδιωµάτων - ACT 



Genome size 

http://tom-e-white.com/datavision/05-genome-size.html 



Genome size 

Martinez-Gutierrez and Aylward, 2022. DOI: 10.1371/journal.pgen.1010220 



How big is the average protein 

http://book.bionumbers.org/how-big-is-the-average-
protein/ 



Μέγεθος µικροβιακού γονιδιώµατος 



Μέγεθος γονιδιώµατος και 
τρόπος διαβίωσης 



Στους προκαρυώτες, ο αριθµός γονιδίων 
συσχετίζεται µε το µέγεθος του γονιδιώµατος 

Μικρές διαγονιδιακές περιοχές 
(intergenic regions). 
 
Ίσως το πολύ υψηλό effective 
population size στους 
προκαρυώτες επιτρέπει να 
διατηρούν τόσο συµπυκνωµένο 
γονιδίωµα. 
 
Πολυπλοκότητα των 
οργανισµών και παράδοξο της 
τιµής Ν. 



Genome size and coding 
potential 

C value paradox doesn’t hold for Bacteria 

Lo et al., 2016. DOI:10.1093/femsre/fuw028 
 
Association between genome size and the number of CDSs in bacteria. Based on ~ 5000 complete 
genomes available from GenBank as of March 2016. Representative lineages are color-coded by the 
lifestyle 



Προφάγοι στο γονιδίωµα 



Πόσο σταθερή είναι η αρχιτεκτονική ενός 
γονιδιώµατος. 

Dotplot για ορθόλογα γονίδια 
µεταξύ δύο προκαρυωτών του 
ίδιου είδους. 
 
Κάθε κουκίδα στο Dotplot είναι 
η θέση του ορθόλογου γονιδίου 
σε δύο διαφορετικά 
γονιδιώµατα. 
 
Κάποιοι οργανισµοί έχουν 
σταθερή γονιδιωµατική 
αρχιτεκτονική και κάποιοι άλλοι 
όχι. 



Dotplot: Πόσο σταθερή είναι η αρχιτεκτονική 
ενός γονιδιώµατος; 

Στιγµοπίνακες 

http://itbe.hanyang.ac.kr/ak/MSV/ 



Γονιδιωµατικό Dotplot:  
συνταινικότητα και συγγραµικότητα; 

Στιγµοπίνακες 

Συνταινικότητα (synteny): Όταν µεταξύ δύο γονιδιωµάτων τα ορθόλογα παραµένουν στη ίδια γειτονιά (π.χ. 
ίδιο χρωµόσωµα). Δεν είναι απαραίτητο να παραµένουν µε την ίδια σειρά. 

https://www.differencebetween.com/difference-between-synteny-and-collinearity/ 

Συγγραµικότητα (collinearity): Όταν µεταξύ δύο γονιδιωµάτων τα ορθόλογα παραµένουν στη ίδια γειτονιά 
µε την ίδια σειρά. 



Οι τεχνολογίες αλληλούχισης νέας γενιάς στην κλινική 
µικροβιολογία 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22868263 
 
Transforming clinical microbiology with bacterial genome sequencing. 
Didelot X1, Bowden R, Wilson DJ, Peto TE, Crook DW. 
 
Nat Rev Genet. 2012 Sep;13(9):601-12. doi: 10.1038/nrg3226. Epub 2012 Aug 7. 
 
Σκοπός της κλινικής µικροβιολογίας είναι  
•  η γρήγορη ταυτοποίηση παθογόνων µικροοργανισµών σε κλινικά δείγµατα, για την 

αποτελεσµατικότερη αντιµετώπιση του ασθενούς (διαγνωστική µικροβιολογία) 
•  η παρακολούθηση της εξάπλωσης µια επιδηµίας (µικροβιολογία δηµόσιας υγειινής) 
 
Τρείς βασικές χρησιµότητες της αλληλούχισης µικροβιακών γονιδιωµάτων: 
•  Ταυτοποίηση του είδους. 
•  Έλεγχος ιδιοτήτων, όπως ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά ή ένταση παθογένεσης 
•  Παρακολούθηση της εµφάνισης και εξάπλωσης µιας επιδηµίας. 

Σύντοµα, η τεχνολογία θα είναι γρήγορη, ακριβής, και φτηνή για κλινική ρουτίνα σε όλους τους 
παθογόνους µικροοργανισµούς, όπως: 
•  Ιούς 
•  Βακτήρια 
•  Μήκυτες 
•  Παράσιτα 



Οι τεχνολογίες νέας γενιάς αλληλούχισης στην κλινική 
µικροβιολογία 

Η διαδικασία της ταυτοποίησης βακτηρίων µε κλασικές µεθόδους µπορεί να 
αποτελείται από πολλές, χρονοβόρες και εξειδικευµένες αναλύσεις. 
 
Το βακτήριο πρέπει πρώτα να καλλιεργηθεί από το δείγµα. 
Να ταυτοποιηθεί το είδος. 
Να καθοριστεί η παθογένειά του. 
Να ελεγχθεί για ανθεκτικότητα/ευαισθησία σε αντιβιοτικά. 
 
Η διαδικασία αυτή µπορεί να διαρκέσει από µέρες έως και εβδοµάδες ή σε κάποιες 
περιπτώσεις (αργά αναπτυσσόµενα βακτήρια - Mycobacterium tuberculosis) µέχρι 
και µήνες. 
 
Οι περισσότερες βακτηριακές µολύνσεις οφείλονται σε ~20 είδη. 
 



https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13059-021-02536-3 

Large scale bacterial genome 
projects 

•  Salmonella enterica 
•  A diverse collection of 10,419 isolates from low- and middle-income countries. 
•  The genomes were sequenced with Illumina, with a total reagent cost (DNA extraction 

and genome sequence generation—excluding staff time) of less than USD$10 per 
genome. 



Πανγονιδίωµα 
Ανοιχτό και κλειστό 

a) Closed pangenomes are 
characterized by large core 
genomes and small accessory 
genomes. b) Open pangenomes 
tend to have small core genomes 
and large accessory genomes. c) 
The size of open pangenomes tends 
to increase with every added 
genome, meanwhile closed 
pangenome's size tends to be 
asymptotic despite adding more 
genomes. Due to this characteristic, 
complete pangenome size for closed 
pangenomes can be predicted. 





		 		 GeneA	 GeneB	 GeneC	 GeneD	 GeneE	 GeneF	 GeneG	 GeneH	 GeneI	 GeneJ	 GeneK	 GeneL	
Spec1	 strain1	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Spec1	 strain2	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Spec1	 strain3	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Spec1	 strain4	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Spec1	 strain5	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Spec2	 strain6	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Spec2	 strain7	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Spec2	 strain8	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Spec2	 strain9	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Spec2	 strain10			 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		

Genus	core	genes	
Species	core	genes	
Species	fingerprints	
Other	 		 		

Core/accessory genome 



Ref.  
P. aeruginosa 

PAO1 

Ref.  
P. aeruginosa 

PAO1 

Ref.  
P. stutzeri 

28a24  

Ref.  
P. putida 

PP112420  

Ref.  
P. syringae 

tomato DC3000  

Ref.  
P. chlororaphis 
aurantiaca 449  

Ref.  
P. fluorescens 

Pf0-1 124  

Reciprocal Blast vs 491 Pseudomonas proteomes (removed 3 proteomes) 
E-value < 1e-5 

%identity between two orthologs > mean value - 2st.d.s 

 Pseudomonas 
genus: 

 
491 strains; 

297 core 
proteins; 

 

 P. aeruginosa 
species: 

 
198 strains;
1811 core 
proteins; 
41 group 
specific 
proteins 

 P. stutzeri 
group: 

 
19 strains; 
 2080 core 
proteins; 

7 group specific 
proteins 

 

 P. chlororaphis 
species: 

 
43 strains; 
3587 core 
proteins; 
11 group 
specific 
proteins 

 P. fluorescens 
group: 

 
96 strains  
1396 core 
proteins;  
No group 
specific 
proteins 

 P. syringae 
group: 

 
34 strains  
 2944 core 
proteins; 
No group 
specific 
proteins 

 P. putida 
group: 

 
63 strains  
1724 core 
proteins; 

1 group specific 
protein 

Ref.  
P. aeruginosa 

PAO1 

Reciprocal Blast vs 494 Pseudomonas proteomes 
E-value < 1e-5 

%identity between 2 orthologs > mean value – 2 st.d.s 

198 core 
proteins 

Muscle multiple 
alignment  
+ gblocks 

Phylogenomic tree 
NJ + Kimura  

+ 500 bootstraps 

Matrix of 
orthologous 

proteins 

ANIm  
6 major phylogenetic 
groups with sufficient 
number of proteomes 

Removed 3 
proteomes as genus 

outgroups 





P.aeruginosa

P.chlororaphis

P.fluorescens

P.putida

P.stutzeri

P.syringae

100

100
100

100

100

100

Core1 
198 proteins

Core2 
239 proteins

Core3 
247 proteins

Core4 
297 proteins

Core5 
305 proteins

P. fluorescens lineage (M
ulet 2010)

P. aeruginosa lineage (M
ulet 2010)

100



P. fluorescens is not a species + miss-annotations 
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P. aeruginosa PAO1
whole genome

Pseudomonas genus P.aeruginosa P.chlororaphis P.fluorescens P.putida P.stutzeri P.syringae

eggNOG functional categories

F:Nucleotide transport and metabolism L:Replication, recombination and repair

H:Coenzyme transport and metabolism O:Post-translational modification, protein turnover and chaperones

J:Translation, ribosomal structure and biogenesis M:Cell wall/membrane/envelope biogenesis

C:Energy production and conversion P:Inorganic ion transport and metabolism

E:Amino acid transport and metabolism K:Transcription

Other Unknown








