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Μαθησιακοί Στόχοι

 Η εξοικείωση των φοιτητών με όρους που άπτονται 

στην επιστήμη της μοριακής βιολογίας.

 Η κατανόηση της δυναμικής των διαφόρων 

μοριακών τεχνικών με σκοπό την χρήση τους στην 

Μικροβιολογία τροφίμων.

 Η πραγματοποίηση επιλεγμένων μοριακών μεθόδων 

στο εργαστήριο και  την επιλογή της καταλληλότερης 

τεχνικής που μπορεί να εφαρμοστεί για την 

εξυπηρέτηση του σκοπού του κάθε πειραματικού 

σχεδιασμού.



Λέξεις Κλειδιά

 Μοριακές τεχνικές

 Γονιδιωματική ανάλυση (Genomics)

 Τρανσκριπτομική ανάλυση (Transcriptomics)

 Πρωτεομική ανάλυση (Proteomics)

 Ηλεκτροφόρηση

 Απομόνωση γενετικού υλικού

 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης

 Αλληλουχία



RAPD (Random amplified 
polymorphic DNA ) 1/2

Αρχές Λειτουργίας – Εφαρμογές

 Τεχνική εξαρτώμενης καλλιέργειας.

 Πρόκειται για τεχνική με μικρό κόστος αλλά με 

σχετικά μικρή επαναληψιμότητα.

 Χρησιμοποείται για την ταυτοποίηση 

μικροοργανισμών.



RAPD (Random amplified 
polymorphic DNA ) 2/2

Ανάμιξη DNA, Εκκινητών (primers), 

πολυμεράσης (Taq), dNTP’s

(deoxynucleotide triphosphates), 

buffer solution

Thermocycler

Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης



PCR-DGGE 1/2

Αρχές Λειτουργίας – Εφαρμογές

 Τεχνική ανεξάρτητης καλλιέργειας.

 Τα προϊόντα της PCR διαχωρίζονται με βάση την 

αλληλουχία του γονιδίου που έχει πολλαπλασιαστεί 

σε πηκτή ακρυλαμιδίου με βαθμιδωτή συγκέντρωση 

φορμαμιδίου.

 Τα διαφορετικά είδη βακτηρίων (διαφορετική 

αλληλουχία DNA) θα αποδιατακτούν σε διαφορετική 

συγκέντρωση φορμαμιδίου άρα θα εμφανιστούν σε 

διαφορετικό σημείο της πηκτής .
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Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή  ακρυλαμιδίου



ACAGACTCTAGCCACCAGTTTCAGATGCAATTCCCAAGTTAAGCTCGGGGCTTTCACATCTGACTTAATTGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCC

CAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGAT

AAAGGTATTAACTTTATCACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCTAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGC

GCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTA

GAGATCGTTGCCTAGGTGAGCCATTACCTCACCTACTAGCTAATCCCATATGGGTTCATCCGATAGCGCAAGGTCCGAAGAGCCCCTGCTTTG

GTCCGTAGACGTCATGCGGTATTAGCCACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCATACATTACTCACCCGTCCGCCGCT

CGTCAGCAAGAAAGCAAGCTTTCTTCTGTTACCGCTCGACTTGCATGTATAG

Sequencing analysis



* BLAST = Basic Local Alignment Search Tool

Βάσεις Δεδομένων:

GenBank http://www.Ncbi.Nlm.Nih.Gov/genbank/

EMBL          http://www.Ebi.Ac.Uk/embl/

DBJ             http://www.ddbj.nig.ac.jp/

BLAST* analysis 1/3

 Εντοπίζει περιοχές όμοιες μεταξύ αλληλουχιών.

 Συγκρίνει αλληλουχίες με τις αλληλουχίες της βάσης 

δεδομένων και υπολογίζει το ποσοστό ομοιότητας.

 Μπορεί να χρησιμοποιηθεί για ταυτοποίηση 

μικροοργανισμών.
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* BLAST = Basic Local Alignment Search Tool
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* BLAST = Basic Local Alignment Search Tool
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Αρχές Λειτουργίας – Εφαρμογές

 Τεχνική εξαρτώμενης καλλιέργειας.

 Τα προϊόντα της PCR πέπτονται (κόβονται σε 

κομμάτια) με ένζυμα περιορισμού (restriction

enzymes) και τα προϊόντα αυτά (restriction

fragments) διαχωρίζονται με βάση το μέγεθός  τους 

σε ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης.

 Πρόκειται για τεχνική με σχετικά μικρό κόστος.

 Χρησιμοποείται ευρέως και θεωρείται σημαντική 

τεχνική για την χαρτογράφιση γονιδίων.
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DNA PCR

Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης

Πέψη με ένζυμο περιορισμού
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Αρχές Λειτουργίας – Εφαρμογές

 Μέθοδος εξαρτώμενης καλλιέργειας.

 Δυνατότητα διαχωρισμού ακόμα και πολύ μεγάλων 

μορίων DNA καθώς κινούνται  στην πηκτή (gel) 

αγαρόζης κατά την περιοδική εναλλαγή του πεδίου.

 Ανάλυση του συνόλου του γονιδιώματος.

 Δυνατότητα διαχωρισμού σε επίπεδο στελέχους .

 Ευαίσθητη και αναπαραγωγική μέθοδος με την 

υψηλότερη διακριτική ικανότητα.

 Πρότυπη μέθοδος.
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Αρχές Λειτουργίας – Εφαρμογές

 Μέθοδος ανεξάρτητης  καλλιέργειας.

 Χρησιμοποιεί ένα δείκτη φθορισμού για να εντοπίσει 

συγκεκριμένα γονίδια σε ένα κύτταρο ή ένα ιστό.

 Η παρατήρηση του αποτελέσματος γίνεται σε 

μικροσκόπιο φθορισμού. 

 Ως τεχνική διαθέτει μεγάλη διακριτική ικανότητα ενώ 

θεωρείται  ότι είναι αρκετά ευαίσθητη και αξιόπιστη 

μέθοδος.
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Transcriptomics

1. Real – Time PCR

2. Microarrays
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Αρχές Λειτουργίας – Εφαρμογές

 Σε πραγματικό χρόνο παρατηρούμε λόγω της 

εμφάνισης φθορισμού τα προϊόντα της PCR για το 

γονίδιο στόχο που θέλουμε να μελετήσουμε.

 Θεωρείται ισχυρή τεχνική ανίχνευσης γονιδίων στόχων 

με ικανότητα ποσοτικοποίησης.

 Χρησιμοποείται για τον έλεγχο της παρουσίας/απουσίας 

γονιδίων (πχ για ανίχνευση παθογόνων 

μικροοργανισμών) και για τον ποσοτικό προσδιορισμό 

της έκφρασης γονιδίων στόχων ανάλογα με την φάση 

ανάπτυξης ή τις περιβαλλοντικές συνθήκες.



Απομόνωση RNA και παραλαβή cDNA με 

RT-PCR
Real-Time PCR

Εμφάνιση φθορισμού
Αποτελέσματα

Ανάλυση 

αποτελεσμάτων

Real time PCR 2/2



Microarrays 1/2

Aρχές Λειτουργίας – Εφαρμογές

 Χρησιμοποιείται για τον έλεγχο (ποιοτικό ή/και 

ποσοτικό) της έκφρασης μεγάλου αριθμού γονιδίων 

καθώς και για την μικροβιακή ποικιλότητα ενός 

περιβαντολογικού δείγματος.

 Σε μια στερεή επιφάνεια (γυάλινη ή σιλικόνης) σε 

συγκεκριμένες κουκίδες έχουν τοποθετηθεί  

συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA (probes) σε 

μικροποσότητες (picomoles ).

 Βασίζεται στην παραγωγή φθορισμού

από συγκεκριμένες κουκίδες (spots).



Απομόνωση RNA και παραλαβή cDNA με RT-PCR

Σήμανση - Υβριδισμός

Scanning – Normalization – Data analysis

Microarrays 2/2
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