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4ο ΚΕΦΑΛΑΙΟ 
 

ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΑΚΗΕΩΝ 
 

Α. ΕΡΩΣΗΕΙ ΚΡΙΕΩ 
 

1. Αςκόςεισ ςτισ οπούεσ ζητεύται να απαντόςουμε ςτο αν μύα 
περιοριςτικό ενδονουκλεϊςη (π.ε) κόβει ςε ϋνα δοςμϋνο τμόμα 
ό όχι. 
 

         Απάντθςθ: Αφοφ ανιχνεφςουμε τθν αλλθλουχία αναγνϊριςθσ του ενηφμου, 
ελζγχουμε προςεχτικά αν ζχει τθν κατάλλθλθ πολικότθτα. 

 

2. Αςκιςεισ ςτισ οποίεσ ηθτείται να επιλζξουμε τθν κατάλλθλθ 
περιοριςτικι ενδονουκλεάςθ για ςυγκεκριμζνο φορζα κλωνοποίθςθσ 
και ςυγκεκριμζνθ ξενιςτι. 

 
Απάντθςθ: Επιλζγουμε τθν π.ε θ οποία τθρεί τισ παρακάτω προχποκζςεισ:  

                               α) δεν κόβει εςωτερικά το προσ κλωνοποίθςθ τμιμα,  
                       β) δεν κόβει τθν Θ.Ε.Α του φορζα, 

 γ) παράγεται από τον ξενιςτι που κα χρθςιμοποιιςουμε για να 
είμαςτε ςίγουροι ότι δεν κα κόψει το γονιδίωμά του, 

 δ) αν είναι δυνατόν αποφεφγουμε π.ε που να κόβει εςωτερικά 
ςε γονίδιο ανκεκτικότθτασ, ςε αντιβιοτικό. 
 

3. Αςκιςεισ ςτισ οποίεσ πρζπει να επιλζξουμε μια μζκοδο για να 
κλωνοποιιςουμε ζνα τμιμα DNA. 
 

Απάντθςθ: α) εάν θ αλλθλουχία δεν περιζχεται ςτο ϊριμο mRNA τότε 
επιλζγουμε γονιδιωματικι (υποκινθτζσ, αλλθλουχίεσ, λοξισ 
μεταγρ.,εςϊνια) 

                    β) εάν θ αλλθλουχία περιζχεται ςτο ϊριμο mRNA (3ϋ-5ϋ 
αμετάφραςτεσ περιοχζσ, κωδικοποιοφςα περιοχι) τότε επιλζγω 
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cDNA βιβλιοκικθ. 
                 γ)  εάν ζνα ςυγκεκεριμζνο τμιμα πρζπει να το αντιγράψουμε 

πάρα πολλζσ φορζσ, χωρίσ να ζχουμε ςτθ διάικεςι μασ ηωντανό 
οργανιςμό επιλζγουμε PCR. 

 

4. Αςκιςεισ ςτισ οποίεσ πρζπει να επιλζξουμε τον κατάλλθλο ανιχνευτι. 

Απάντθςθ: Ο ανιχνευτισ που κα επιλζξουμε πρζπει να είναι ςθμαςμζνοσ 
και να είναι ςυμπλθρωματικόσ με αντιπαράλλθλα άκρα ςτο 
τμιμα που ψάχνουμε. 

ΠΡΟΟΧΗ! Δεν χρειάηεται να είναι ςε όλο το μικοσ ςυμπλθρωματικόσ και 
αντιπαράλλθλοσ, αρκεί ςε ζνα τμιμα του. 

 
 

Β. ΕΠΙΛΟΓΗ ΒΑΚΣΗΡΙΑΚΩΝ ΚΛΩΝΩΝ 
 

1. Διαχωριςμόσ μεταςχηματιςμϋνων βακτηρύων από τα μη 
μεταςχηματιςμϋνα. 

 
     Απάντθςθ: α) εάν ο φορζασ μασ ζχει γονίδιο ανκεκτικότθτασ αντιβιοτικό, το   

οποίο δεν ζχει κοπεί χορθγοφμε το ςυγκεκριμζνο αντιβιοτικό. 
β) εάν το τμιμα ζχει ειςαχκεί μζςα ςτο γονίδιο ανκεκτικότθτασ, 

τότε ειςάγουμε 2ο γονίδιο ανκεκτικότθτασ το οποίο 
ενςωματϊνουμε πρϊτα ςτο προσ κλωνοποίθςθ τμιμα. 

 

2. Διαχωριςμόσ μεταςχθματιςμζνων βακτθρίων με αναςυνδυαςμζνο 
πλαςμίδιο από βακτιρια που ζχουν μεταςχθματιςτεί ςε μθ 
αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο. 
 

Απάντθςθ: Μαηί με το προσ κλωνοποίθςθ τμιμα ειςάγουμε γονίδιο 
ανκεκτικότθτασ ςε αντιβιοτικό, που δεν υπιρχε αρχικά οφτε ςτον 
φορζα οφτε ςτο κυρίωσ γενετικό υλικό του ξενιςτι. 
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3. Ειδικι Περίπτωςθ: επιλογι μεταςχθματιςμζνων βακτθρίων με 
αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο ςτο οποίο το τμιμα του δότθ ζχει ειςαχκεί 
εντόσ γονιδίου ανκεκτικότθτασ ςε αντιβιοτικό και παράλλθλα δεν 
ζχουμε  τθ δυνατότθτα να ειςάγουμε 2ο γονίδιο ανκεκτικότθτασ. 

 
Απάντθςθ: Παίρνουμε μικρό δείγμα βακτθρίων από κάκε κλϊνο και το  

τοποκετοφμε ςτο ςυγκεκριμζνο αντιβιοτικό, το γονίδιο 
ανκεκτικότθτασ του οποίου ζχει ‘’χαλάςει’’ μετά τθν είςοδο του 
ξζνου DNA. Σα βακτιρια τα οποία πεκαίνουν προζρχονται από 
κλϊνο, όπου ζχει πετφχει και ο αναςυνδυαςμόσ και ο 
μεταςχθματιςμόσ. 

 
 
 

Γ. ΤΠΟΛΟΓΙΣΙΚΕ ΑΚΗΕΙ PCR 
 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΠΡΟΟΧΗ!!!  Όταν μασ ηθτείται από τθν άςκθςθ ςυγκεκριμζνο 

πλικοσ αντιγράφων, εμείσ κάνουμε τόςουσ κφκλουσ 

μζχρι να καλφψουμε το ηθτοφμενο αρικμό 

προςζχοντασ ότι ςε κάκε κφκλο θ ποςότθτα των 

αντιγράφων διπλαςιάηεται. 

  

 Εάν ξεκινιςουμε από ν αντίγραφα και κάνουμε x κφκλουσ αντιγραφισ, 

το ςυνολικό πλικοσ αντιγράφων ςτο τζλοσ κα είναι ν.2x ,όπου αυτό κα 

πρζπει να είναι μεγαλφτερο ι ίςο από το ηθτοφμενο αρικμό 

αντιγράφων. 

 
ΠΡΟΟΧΗ!!! Οι υπολογιςμοί που κάνουμε για να βροφμε δ.υ, 

φ.δ, ςυνολικά νουκλεοτίδια κ.ά, πρϊτα γίνονται ςτο 

ζνα τμιμα και ζπειτα αναλογικά ςτο ςφνολο των 

τμθμάτων 
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Δ. ΑΚΗΕΙ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΣΙΚΗ , cDNA ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗ 
 

1. Αςκόςεισ ςτισ οπούεσ ζητεύται ο αριθμόσ των κομματιών που θα 
προκύψουν μετϊ τη δρϊςη μιασ περιοριςτικόσ ενδονουκλεϊςησ 
ό περιςςοτϋρων. 

 
         Απάντθςθ: i) εάν το μόριο είναι κυκλικό τότε το πλικοσ των τμθμάτων που 

προκφπτουν είναι ίςο με το πλικοσ των κζςων που 
αναγνωρίηουν τα ζνηυμα. 
ii) εάν το μόριο είναι ευκφγραμμο, τα τμιματα που προκφπτουν 
είναι κατά 1 περιςςότερα από τισ κζςεισ αναγνϊριςθσ. 

 

2. Αςκόςεισ ςτισ οπούεσ ζητεύται να υπολογύςουμε ποςοςτό ό ποςό 
βϊςεων ςε τμόματα που προκύπτουν μετϊ τη δρϊςη μιασ 
περιοριςτικόσ ενδονουκλεϊςησ.  
 

Απάντθςθ: Χρθςιμοποιοφμε τον κανόνα τθσ ςυμπλθρωματικότθτασ 
προςζχοντασ τα άκρα που προκφπτουν ςε κάκε τμιμα μετά τθ 
δράςθ του ενηφμου. Προςζχουμε δθλαδι ότι δεν είναι όλεσ  οι 
βάςεισ ςυμπλθρωματικζσ. 

 


