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Μοριακή Οικολογία και 
Γενετικά Τροποποιημένοι 

Οργανισμοί 
(GMOs)

Λίγη Ιστορία

• E. coli K12 (1970). No disasters 
attributed to cloning experiments. 

• 1986: the first field trial of a GM plant. 
• 1987-1990: 90 applications for field 

trials. 
• 1991: 170 applications for field trials. 
• 1998: 15000 field applications done. 
• microbes, plants and animals
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Γενετικός 
ΜετασχηματισμόςΜετασχηματισμός 

• Ενσωμάτωση εξωγενούς DNA στη 
γαμετική σειρά οργανισμών

• Δημιουργία σταθερής αλλαγής του 
φαινοτύπου
– Δημιουργία GMOs
Α ή ή– Απαντήσεις σε ερωτήματα για:
• τη φυσιολογική δράση του ενσωματωμένου DNA
• τη γενετική δράση του ενσωματωμένου DNA

– Ταυτοποίηση και κλωνοποίηση γονιδίων
– in vivo αξιολόγηση in vitro μεταλλάξεων 

Βασικές αρχές 
μετασχηματισμού 

ώ άευκαρυωτικών κυττάρων Μεταφορά γονιδίων με 
ηλεκτροδιάτρηση.
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Διαμόλυνση με χρήση 
λιποσωμάτων.

Μεταφορά DNA σε φυτικά 
κύτταρακύτταρα

Αναγέννηση φυτών από 
πρωτοπλάστες.

Αναγέννηση φυτών από 
πρωτοπλάστες.

Άμεση μεταφορά DNA 
σε φυτικά κύτταρα με 
βομβαρδισμό 
μικροσφαιριδίων.

Χρήση ιικών φορέων
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Χρήση ενός ρετροϊικού 
φορέα για τη σταθερή και 
μακροπρόθεσμη 
έκφραση ενός εξωγενούς 
γονιδίου.

Χρήση ενός ρετροϊικού 
φορέα για τη σταθερή και 
μακροπρόθεσμη έκφραση 
ενός εξωγενούς γονιδίου.

Σε όλες τις περιπτώσεις, το κύτταρο 
εκφράζει το νέο γονίδιο που έχει 
εισαχθεί με τη βοήθεια του ιού, αλλά 
δεν παράγει ποτέ ιούς, διότι το 
ανασυνδυασμένο γονιδίωμα του ιού 
στερείται τα απαραίτητα ιικά γονίδια. 

Χρήση του Ti πλασμιδίου 
για εισαγωγή νέων γονιδίων 

στα φυτάστα φυτά

• Το Agrobacterium tumefaciens μολύνει φυτικά 
κύτταρα δημιουργώντας φυτικούς όγκους. 

• Το πλασμίδιο Ti (~200 kb) είναι υπεύθυνο για 
την ενσωμάτωση μέρους του (T DNA). 

• Το Τ DNA κωδικοποιεί πρωτεΐνες που 
λ ύ ή δ ί ( ό )προκαλούν κυτταρική διαίρεση (→ όγκοι).

• Κωδικοποιεί ένζυμα που μετατρέπουν την 
αργινίνη σε νοπαλίνη (ή οκτοπίνη) που 
χρειάζονται για την ανάπτυξη του A. tumefaciens. 
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• Για το φυτικό μετασχηματισμό: 
–Οι T DNA αλληλουχίες αντικαθίστανται 
από τις επιθυμητές αλληλουχίες. 

–Ένα δεύτερο πλασμίδιο που περιέχει τα 
vir γονίδια επιτρέπει τη κινητοποίηση του 
διαμορφωμένου T DNA. 

Μεταφορά γονιδίων σε 
φυτικά κύτταρα με τη χρήση 
ενός δυαδικού συστήματος.

Μεταφορά γονιδίων σε φυτικά 
κύτταρα με τη χρήση ενός 
δυαδικού συστήματος. Δημιουργία διαγονιδιακών 

ζώων με άμεση έγχυση DNA 
βσε έμβρυα
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Κατασκευή διαγονιδιακών ή γ
ποντικών με μικροένεση.

Κατασκευή διαγονιδιακών ή γ
ποντικών με μικροένεση.

Ματθιόπουλος - Διάλεξη 4



10

Ματθιόπουλος - Διάλεξη 4



11

Περιβαλλοντικοί κίνδυνοι 
από τα GMOs

• Πιθανότητα εξάπλωσης GMOs πέρα από το 
σημείο απελευθέρωσής τους, πιθανά 

ί ά ί ?ανταγωνίζοντας τα "άγρια" είδη?
• Πιθανότητα εξάπλωσης των νέων γονιδίων 
πέρα από τους ξενιστές τους σε άλλα είδη?

• Πιθανότητα επίδρασης των νέων γονιδίων 
σε είδη που αλληλεπιδρούν με το GMOs?

Ο ρόλος της μοριακής οικολογίας 
στην έρευνα των GMOs

• Έλεγχος των απελευθερώσεων των GMOs με 
γενετικούς και μοριακούς δείκτες. 

• Έλεγχος της γονιδιακής ροής από τα GMOs 
σε άλλα είδη. 
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Οριζόντια Γονιδιακή Μεταφορά 
(Horizontal Gene Transfer: HGT)

• Μεταφορά γενετικής πληροφορίας 
μεταξύ σύγχρονων γενεών 
οργανισμών.ργ μ

• Μπορεί να συμβεί στο ίδιο ή σε 
διαφορετικά είδη. 

• Έχει τη δυνατότητα ταχείας 
εξάπλωσης στο περιβάλλον. 

Ο κεντρικός ρόλος των βακτηριδίων 
στην Οριζόντια Γονιδιακή Μεταφορά

(HGT)

Μηχανισμοί οριζόντιας μεταφοράς Επίδραση των GMOs στις 
φυσικές κοινότητες

• Οι περισσότερες έρευνες δείχνουν ότι τα 
GMOs έχουν μικρή έως καθόλου επίδραση 
στις φυσικές μικροβιακές κοινότητες. 

• Δύο επιφυλάξεις:
– Η δυνατότητα μέτρησης της μικροβιακής 
ποικιλομορφίας είναι περιορισμένη. 

– Οι περισσότερες από τις έρευνες αυτές 
χρηματοδοτούνται από εταιρείες που παράγουν 
GMOs. 

Μεταφορά γονιδίων από τα 
GMOs σε άλλους οργανισμούς
• Κάθετη γονιδιακή μεταφορά στο ίδιο ή σε 
συγγενικά είδη.
– Μεταφορά γύρης με έντομα ή άνεμο.  
Ελαιοκράμβη (Brassica napus → B rapa B– Ελαιοκράμβη (Brassica napus → B. rapa, B. 
oleracea): μέτρηση ποσοστού υβριδίων.  

– Ζαχαρότευτλα (Beta vulgaris).

Η επίδραση των διαγονιδίων σε 
άλλα είδη

• Εισαγωγή τοξικών γονιδίων σε φυτά. 
– Το παράδειγμα της τοξίνης Bt. 

• Bt cotton has Cry1Ac against tobacco budworm
Bt t t h C 1A i t l id t• Bt tomatoes have Cry1Ac against lepidopteran

• Bt potatoes have Cry3A against Colorado 
beetles

• Bt corn against European corn borer
• But: Bt corn pollen against Danaus plexippus

and Papilio polyxenes
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Genetic modification

• Τα τρία βασικά χαρακτηριστικά του 
διαγονιδίου:
Υ οκ νη ής (promoter)– Υποκινητής (promoter)

–Το διαγονίδιο 

–Ο τερματιστής (terminator)

– Marker gene??

Approved reference genes

Maize

Cotton

Rice

Hmg (MON810), adh-70bp (NK603, MON863), adh-136bp 
(T25), Adh-136 (Bt11)”

SAH7 (281-24-236x3006-210-23), Adh (LL25), Acp1 
(Mon1445)

Phospholipase D

Canola

Soybean

Sugar beet

Potato

Tomato

Cruciferin (Ms1, Ms8, Rf1,2,3), Fat A (GT73), BnACCg8 HMGI

Lectin 100bp (A2704-12), lectin 72bp (40-3-2)

Glutamine synthetase

UGP-ase
Lat 52

1. Sampling

• A "W" walk through the crop

• The number of samples taken will depend on the level 
of contamination suspected or the level of statistical 
assurance required:
– 100 plants give a 95% confidence limit of detecting a 3% contamination 

level

– 200 plants give a 95% confidence limit of detecting a 1.5-% 
contamination level

– 300 plants give a 95% confidence limit of detecting a 1-% contamination 
level

– 3000 plants give a 95% confidence limit of detecting a 0.1% 
contamination level

2. GMO testing methods

• 1. Low-tech methods:
– Phenotypic characterization (herbicide bioassays). Allows 

detection of the presence or absence of a specific trait. So far 
only tests for traits as resistance or tolerance to herbicides are 
available. Such tests can be used to test for presence or absence 
of herbicide resistant GMO varieties and is termed herbicideof herbicide resistant GMO varieties and is termed herbicide 
bioassays. They consist of conducting germination tests on 
solid germination media in the presence of a specific herbicide, 
where non-GMO and GMO seeds show distinct characteristics.

• Available for:
• Roundup Ready soybean, maize, cotton and oilseed rape, and Liberty 

Link maize 
• Accurate and inexpensive

– In the future bioassays for insect-resistant or other GMO 
varieties may be developed
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• Protein methods:
– Immunoassay is the current method for detection and 

quantification of new (foreign) proteins introduced through 
genetic modification of plants. 

– The crucial component of an immunoassay is an antibody 
with high specificity for the target molecule (antigen).

– Immunoassays can be highly specific and samples often 
need only a simple preparation before being analysed. 

– Moreover, immunoassays can be used qualitatively or 
quantitatively over a wide range of concentrations. 

– Similar to herbicide bioassays, immunoassays require 
separate tests for each trait in question.

– ELISA test kits provide the quantitative results in hours 
with detection limits less than 0.1%.

• 2. Hi-tech methods:
–2.1. Qualitative PCR analysis

• general screening of GMOs using primers that 
recognize common DNA:

– CaMV 35S promoter, nos promoter, nos terminator
– How about plants normally infected with 

CaMV?

• specific gene detection
• specific event detection: junction sequences in 

the integration site

– 2.2. Quantitative PCR: based on analysis 
using one or more broad-spectrum primer sets 
that recognize common transgenic elements, 
such as the CaMV 35S promoter, the nos 
terminator, or one of the inserted genes
• But, different maize events may contain from 1 to 

4 copies of the 35S promoter: quantification based4 copies of the 35S promoter: quantification based 
on this sequence can thus overestimate the 
percent of GMO in the sample

• Therefore quantification based on event-specific 
primers provides not only more precise results 
regarding the type of GMO present but also more 
accurate quantitative results

Conventional competitive PCR
Quantification by Real-time PCR
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Time course of Real-time PCR

• PCR detection level: 0,01%

2.3. Microarrays

• The first GMO chip kit developed by GeneScan Europe has 
been introduced to the market. 
– The new DNA chip screens and identifies GMOs in raw materials, 

processed food, and animal feed. The chip provides results of a total of 14 
separate analyses. 

• The present GMO chip kit detects species-specific DNA of 
plants and viruses, generally used genetic construction 
elements, and specifically introduced genetic modifications for 
the identification of approved and non-approved plant varieties.the identification of approved and non approved plant varieties. 

• The GMOchip version “The European” detects specific DNA 
from:
– soybean, maize, oilseed rape, rice, CaMV (species)

– the following GMOs: RR-soybean, Maximizer Bt 176 maize, Bt11 maize, 
Yieldgard Mon810 maize and Bt-Xtra maize

• Further versions of GMO chips adapted to regulations in 
regions and countries other than the European Union are under 
development. 
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• The European Network of GMO Laboratories 
(ENGL) is a unique platform of EU experts that 
play an eminent role in the development, 
harmonisation and standardisation of means and 
methods for sampling detection identificationmethods for sampling, detection, identification 
and quantification of Genetically Modified 
Organisms (GMOs) or derived products in a 
wide variety of matrices, covering seeds, grains, 
food, feed and environmental samples. 

• The network was inaugurated in Brussels on 
December 4th 2002 and it currently consists of 
more than 100 national enforcement 
laboratories, representing all 27 EU Member 
States plus Norway and Switzerland Its plenaryStates plus Norway and Switzerland. Its plenary 
meetings are open to particular observers, such 
as to representatives from Acceding and 
Candidate Countries. 
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