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NA SPLOŠNO O RIŽU

	Kraljestvo:
	Plantae (rastline)

	Deblo:
	Magnoliophyta (kritosemenke)

	Razred:
	Liliopsida (dvokaličnice)

	Red:
	Poales (travovci)

	Družina:
	Poaceae (trave)

	Rod:
	Oryza


Riž sta dve vrsti iz družine Poaceae (trave), in sicer Oryza sativa in Oryza glaberrima. Izvorno območje riža so tropski in subtropski deli južne in jugovzhodne Azije ter Afrika. Riž je vir več kot petine kalorij, ki jih zaužije človeštvo. Je enoletna rastlina in zraste med 1 in 1,8 m visoko, ob ustreznih tleh pa lahko nekatere sorte zrastejo še višje. Za vzgojo riža je potrebno dosti vode in dela, zato je razširjen v deželah s ceneno delovno silo. Kultiviranje riža se je začelo hkrati pred več kot 6500 leti v več deželah. Letna proizvodnja je približno 600 milijonov ton. 

Sorte z najvišjim pridelkom gojijo na poplavljenih riževih poljih (t.i. vodni riž), nekatere sorte zahtevajo manj vlage in toplote (pridelek je zato manjši t.i. suhi riž, gorski riž).

Od vseh žit vsebuje riž največ škroba 75 - 78%. (Rižev škrob je po kakovosti najboljši in se uporablja za izdelavo pudingov in pudrov v kozmetiki.), beljakovin ima 7%, maščob 0,5% in rudninskih snovi 0,4%, ter 1% vlaknin, ostalo je vode(13%).
Riž, ki je bogat s kompleksnimi ogljikovimi hidrati in rastlinskimi proteini ter  reven z maščobami, je tudi bogat vir vitaminov (zlasti skupine B) in mineralov. American Instistute for cancer research je nedavno sporočil, da so raziskave in poskusi pokazale, da je riž učinkovito preventivno živilo proti raku. Obenem je nasiten (srednje velika porcija, cca 80g riža, daje 280 kcal), k energetski vrednosti riževih jedi prispevajo predvsem priloge (povprečna rižota daje tako med 400 in 600 kcal). Pomembno je tudi, da riž ne vsebuje beljakovine glutena, na katero so mnogi alergični - glutenska intoleranca (gluten se nahaja v številnih drugih žitih). Hkrati pa je riž tudi prijetnega okusa in lahko prebavljiv (riževa sluz in juha pri driskah in težavah s črevesjem ter prebavili nasploh). Nič čudnega, da je riž cenjen pri športnikih, obenem pa ga poznavalci priporočajo  tudi vsem, ki imajo naporno intelektualno delo. Tako dr. Oliviero Scalutti s klinike v Bergamu študentom, ki se nameravajo po kosilu posvetiti študiju, priporoča krožnik zelenjavne rižote in kozarec mleka ali sadnega soka. Po tem obroku boste siti, obenem pa vas ne bo dajala značilna popoldanska utrujenost, vaše intelektualne sposobnosti pa bodo na zavidljivem nivoju. Riž ima torej kar nekaj prednosti pred testeninami, le priprava je malce bolj dolgotrajna, zato se večina tistih, ki se jim mudi, odloča za njegovo "paraboiled" varianto.
Riž se uporablja za prehrano in v industrijske namene. V Industriji iz riževih zrn pridelujejo zdrob in škrob. Iz riža pa proizvajajo tudi etanol, na Japonskem pa tudi pijače (žganje-arak in riževo vino).

2.  ZLATI RIŽ
Ime zlati riž  je generično ime. Uporablja se za gensko spremenjen riž, ki proizvaja β-karoten (in karotenoide) v endospermu. β-karoten je namreč prekurzor vitamina-A. Pridelava le tega s pomočjo genskega inženiringa je bil edini način, saj ni sorte riža, ki bi bila sposobna sintetizirati karotene v endospermu. Endosperm zlatega riža je rumeno zlat zaradi kopičenja β- karotena (provitamina A) in ksantofilov.
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Omenjena modifikacija riža naj bi predstavljala enega izmed načinov, kako se boriti proti pomanjkanju vitamina A (VAD - vitamin A defficiency), ki je globalni zdravstveni problem, prisoten v več kot 118 državah, predvsem v manj razvitih državah Afrike in jugovzhodne  Azije. Za posledicami pomanjkanja vitamina-A trpi nad 50 milijonov prebivalcev.

3. VITAMIN-A

Vitamin-A ima tri aktivne oblike: retinol, retinal in retinoidno kislino, ki se sintentizirajo v človeškem telesu iz rastlinskih snovi karotenoidov.

β-karoten je zelo močan antioksidant, ki ima antikarcinogene učinke in  povečuje število limfocitov v krvi, ter nas varuje pred infekcijami. Beta-karoten se v telesu preoblikuje v vitamin-A, ki ga najdemo v brokoliju, korenju, paradižniku, posušenih marelicah, zeleni solati… Osnovna fiziološka vloga, v maščobah topnega vitamina A, je  vzdrževanje splošnega zdravja oči in vida in mnoge druge vloge, kot na primer vzdrževanje imunskega sistema.

V človeški organizem lahko vitamin A vnesemo le s hrano, ki je lahko živalskega ali rastlinskega izvora. Glede na to ločimo dve različni biosintetski poti, ki vodita do sinteze vitamina-A v telesu. 

· Hrana živalskega izvora (jajca, ribe, jetra, meso,piščanci, olja ribjih jeter, mleko in mlečni izdelki,...) je bogata z retinoidi in vsebuje  tudi retinolne estre, ki so prekurzorska oblika retinola oz. vitamina A.




slika 3: Retinol
· Nekatere rastline (temnozelena listnata zelenjava, špinača, korenje..) vsebujejo pro-vitamin A oziroma -karoten. Gre za barvilo iz skupine karotenoidov, ki je topno v maščobah. Pri cepitvi z encimom beta-karotenska deoksigenaza se razcepi v dve molekuli retinala oz. drugo obliko vitamina A.
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slika 4: Retinal
Temnozelena listnata zelenjava je najbolj dostopen vir vitamina-A, a ta ni zaužit v dovolj velikih količinah, ker se ljudje raje prehranjujejo z drugo hrano ali pa je vzrok sezonska dostopnosti te zelenjave. Živalski izdelki vsebujejo vitamin-A v bolj neposredno dostopni obliki, a so dražji in niso na voljo revežem. Države Azije (Indija, Bangladeš, Nepal, Filipine, Indonezijo, Vietnam, Kamboža in Laos) z nizkim dohodkom in na rižu osnovani prehrani so prav tako tiste, ki se jih najbolj zadeva ta problem.
Prvi znaki pomanjkanja se tako kažejo v oslabljenem imunskem odzivu, motnjah v delovanju organizma. Neposredni pokazatelji pa so težave s suho kožo ter nočna slepota, ki ponavadi vodi v 100% slepoto. To se zgodi ob stalnem pomanjkanju vitamina A, ko se zaradi nenehne izsušenosti očesa in nezmožnosti proizvajanja solz, očesna roženica naguba in okuži. Temu sledi infekcija celotnega očesa, posledica pa je popolna in nepovratna slepota. Pomanjkanje vitamina-A je glavni vzrok za kseroftalmijo ali tako imenovano keratinizacijo roženice v očeh in kurjo slepoto pri otrocih. Poveča pa se tudi tveganje za druge vrste bolezni in lahko tudi smrt, kot posledico navadnih infekcij ( npr. driska in ošpice).  

Vitamin A je pomemben pri pravilnem metabolizmu železa, sintezi rastnega hormona, sintezi glikoproteinov, za pravilno funkcioniranje epitelijskih celic ter že pri sami diferenciaciji embrionalnih celic. 

Po svetu je med 100-140 milijonov otrok s pomanjkanjem vitamina A. Ocenjenih je bilo 250.000 do 500.000 otrok s primanjkljajem vitamina-A (VAD), ki vsako leto oslepijo, pol od teh jih umre v roku dvanajstih mesecev po izgubi vida. Skoraj 600.000 žensk umre zaradi težav oziroma posledic povezanih z otrokovim rojstvom.

V letu 1990 si je 72 vlad na Svetovnem vrhu o otrocih (World Summit for Children) zastavilo cilj, da bo omejila primanjkljaj vitamina A do leta 2000. Nekaj let kasneje, leta 1997, je bilo 30 držav na poti do tega zastavljenega cilja, vendar je bil vsesplošen napredek prepočasen. Da bi pospešili zmanjšanje pomanjkanje vitamina-A, so v letu 1998 organizacije kot so WHO, Unicef, Kanadska mednarodna raziskovalna agencija –CIDA, ameriška organizacija za mednarodni razvoj-USAID in Mikro-prehrambena iniciativa lansirale akcijo »Vitamin A global Initiative«.
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slika 5​: Zemljevid prikazuje območja, kjer je prisotno VAD
4. RAZVOJ ZLATEGA RIŽA

Zlati riž sta ustvarila Ingo Potrykus (Institute of Plant Sciences, Swiss Federal Institute of Technology) in Peter Beyer (University of Freiburg), ki sta že leta 1992 začela delati na tem projektu. Zlati riž je bil prvič objavljen v medijih leta 2000 in je bil ocenjen kot pomemben napredek biotehnologije, saj je raziskovalcem uspelo zasnovati celotno biosintetično pot.

Zlati riž so zasnovali za pridobivanje β-karotena (prekurzorja vitamina A) v endospermu –torej v užitnem delu riža. Rastlina riža lahko β-karoten naravno izdeluje v listih, saj je vključen v fotosintezi. Naravno pa rastlina tega karotenoidnega pigmenta ne izdeluje v endospermu.
 Tu je prikazana zelo poenostavljena sintezna pot do vitamina-A, ki jo lahko opišemo le z nekaterimi pomembnimi encimi ter vmesnimi produkti: 

· Molekula GGPP – geranilgeranildifosfat , ki je naravno prisotna v hranilnem tkivu riževega zrna. 

· Encim fitoen sintaza – PSY  Katalizira reakcijo, ki pretvori dve molekuli GGPP v phytoene. Gre za prvi korak do sinteze provitamina-A. 

· Fitoen desaturaza – PDS Katalizira  nastanek likopena  z uvedbo 4-ih novih dvojnih vezi v strukturo phytoena. 

· Likopene b-ciklaza Katalizira ciklizacijo likopena do nastanka  provitamina A. 

· Beta-karotenska deoksigenaza Cepi provitamin-A v 2 x retinal, obliko vitamina A in je naravno prisoten v človeškem organizmu.
[image: image4.emf]
slika 6: Geni psy, lcy, in crt1
5. PROIZVODNJA S POMOČJO GENSKEGA INŽENIRINGA

 Zaradi množične uporabe riža v prehrani prizadetega prebivalstva, je raziskovalna rastlina torej postal riž. Glavni cilj raziskovalcev je bil rastlino tako spremeniti, da bo vsebovala -karoten. To pa so lahko dosegli le z metodami genskega inženirstva. 

  Genski inženiring temelji na spremembah osnovnega zapisa DNA nekega organizma z vnašanjem tujih ali odstranjevanjem lastnih genov. Na tak način lahko izbrani organizem pridobi neko novo lastnost, ki se kaže v npr. večji in boljši odpornosti, rezistenci na nek izvor bolezni, večji toleranci na vročino, sušo,.. višji hranilni vrednosti,... Ključni namen pa je v enem organizmu združiti čim več pozitivnih lastnosti iz različnih organizmov.

Prvi korak do gensko spremenjenega organizma je poznavanje njegovega lastnega genskega zapisa. Sledi identifikacija gena, ki ga želimo izolirati in vstaviti, poleg tega pa je potrebno poznati še njegovo regulacijo ter ugotoviti možne interakcije z ostalimi geni, ki delujejo in so aktivirani v istem biokemijskem procesu. Po uspešni izolaciji in pomnožitvi želenega gena sledijo njegove modifikacije, za uspešno izražanje v DNA 
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slika 7: Shema strukture gena za transformacijo
1. Markerski gen je namenjen lažji identifikaciji organizmov pri katerih se vstavljeni gen vključi v genom. Vsebuje npr. gen za rezistenco na nek antibiotik. 

· Promotorska regija določa začetek za prepis gena ter kdaj in kje v organizmu se bo gen izrazil. 

· Terminalna sekvenca pa stoji na koncu gena ter določa konec prepisa.

Nato sledi transformacija modificiranega gena. Ena od metod je agrobakerijska, pri kateri gen vstavimo v plazmidno DNA bakterije Agrobacterium tumefaciens 
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slika 8: Agrobacterium tumefaciens
Gre za bakterijo, ki pri rastlinah povzroča okužbo in rast tumorjev. Zapise za to pa nosi na specifičnih genih v plazmidni DNA. Ti geni se kot odsek plazmida (T-regija), prenesejo preko stene celic rastline in vgradijo v rastlinsko DNA. Te gene zato odstranimo. Bakterije nato gojimo v gojišču z izbranimi organizmi (semeni rastline) ter tako omogočimo prenos in vgraditev transformiranega gena. 

[image: image7.jpg]Oncogenic genes  Cytokiin production Opine syrthesis
RghT-ONAborder

i rodicion

L T-DN border Conppave v

Vindence region e catsotsm

g ot epcaton




slika 9: Struktura plazmidne DA Agrobakterije tumefaciens
 

6. PROTOTIP ZLATEGA RIŽA
 Začetki ideje zlatega riža segajo v leto 1990 in so bili možni zaradi naglega razvoja in napredka metod rekombinantne DNA ter zaradi vedno boljšega in popolnejšega poznavanja raznih biokemijskih in biosintetskih poti. 

 V letu 1999 pa so raziskovalci pričeli s konkretnim laboratorijskim delom. Prve prototipe zlatega riža so ustvarili po mnogo poskusih, s katerimi so ugotovili, da divji tip riža vsebuje GGPP, ki je prekurzorska molekula za sintezo karoteinidov. Ta prekurzorska molekula bi torej s pomočjo encima PSY (izolirali so ga iz narcis), lahko vodila naprej do sinteze -karotena. Toda do izražanja obarvanih -karotenov v tem primeru ni prišlo, iz česar so sklepali, da eden ali več encimov: PSY, PDS, ZDS,.. ni bilo aktivnih.
Sledila je izolacija in uporaba bakterijskih genov za encima PSY in CRTI . 

CRTI je namreč encim, »enakovreden« trem rastlinskim encimom: PDS, ZDS in CRTISO saj nadomesti njihovo odsotnost. CRTISO pretvori phytoen direktno v likopen. Rezultat vseh  transformacij je bil tokrat pozitiven. Ugotovili pa so še, da encim -LCY pri sintezi                      -karotena ni odločilen, saj so pri vstavitvi njegovega gena uporabili ko-transformacijsko metodo. 
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slika 10: Geni, uporabljeni za prototip GR
7. REZULTATI RAZISKAVE ZLATI RIŽ 1

Končni rezultati vsebnosti -karotena v prototipu je bil 1,6 g -karotena/g riža, poleg tega je bil pomemben predvsem dokaz, de je metoda izvedljiva. Naslednji cilj je bil povečati vsebnost -karotena v zrnu, ugotoviti kakšno je izražanje prototipov v različnih vrstah riža ter ugotoviti dejansko biološko vednost in možnost izrabe -karotena iz zlatega riža.  

Sledil je razvoj z dveh strani, z javnega in privatnega sektorja. Šlo je za zelo podobne raziskave toda za uporabo različnih genov pod kontrolo različnih promotorjev in vnosov genov na različna mesta, saj sta se obe strani orientirali na ekspresijo različnih encimov v biosintetski poti -karotena. Poleg tega so pri delu uporabili tudi različne vrste riža. Primerjava rezultatov je posledično pokazala različne rezultate. 

V javnem sektorju so dosegli maksimum 1,6 g/g (-karoten /riž),medtem ko so v privatnem sektorju dosegli 6,0 g/g (-karotena /riž). Novo vrsto zlatega riža so poimenovali GR 1 (golden rice1). 

 

8. ZLATI RIŽ 2 (GOLDEN RICE  2)

Sledile so transformacije z novim vektorjem pFun3. Vključeval je gen za encim CRTI pod vplivom promotorja, ki določa izražanje genov le v hranilnem tkivu zrna. Poleg tega so nato v vektor vnesli še gen za encim DXS izoliran iz narcis. Vendar rezultati niso pokazali večje koncentracije -karotena, s čimer so potrdili, da ta Raziskava in odkritjem je sledilo ogromno kritik, namenjenih predvsem javnemu sektorju, zaradi nizke vsebnosti karotenoidov v GR. Zato so se raziskovalci osredotočili na druge encime in na nove poskuse za povečanje količine provitamina A. 

Na podlagi raziskovanj so prišli do več ključnih domnev o encimih za sintezo -karotena: 

· Encim DXS bi lahko bil odločilen pri uravnavanju količine karotenoidov, saj je pomemben pri nastajanju izoprenoidov, ki so sicer osnovni gradniki karotenoidov. 

· Količino karotenoidov v rižu bi lahko povečali še z večjim izražanjem encimov PSY in CRTI 

· dva encima nista ključna pri njegovem izražanju.
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slika 11: Vektor pFun3
· Nato so se orientirali še na ekspresijo gena za phytoensko sintazo-PSY. Izvedli so eksperimente, s katerimi so primerjali gene za ta encim iz različnih rastlin (side-by-side comparison) ter ugotovili pomembne razlike v izražanju in v akumulaciji karotenoidov. 

· PSY-ji iz rastlin, ki sicer vsebujejo velike količine karotenoidov (korenje, paradižnik, narcise) so bili manj efektivni od PSY-jev iz rastlin pri katerih je izražanje sicer minimalno (koruza). 

· Tako so z uporabo gena za PSY (Slika 12), izoliranega iz koruze (Zea mays), dosegi izredne rezultate. Količina  karotenov namreč je presegla 37 g/g (karoteni / riž), od katerega je bilo do 84% -karotena. Novo vrsto zlatega riža pa so poimenovali ZLATI RIŽ 2 (GOLDEN RICE 2.)
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slika 12: Vektor za GR 2
9. UGOTOVITVE O ZLATEM RIŽU 

· Raziskave WHO so pokazale, da lahko že s 72g riža GR 2 pokrijemo do 50% potrebe po vitaminu A, glede na dnevno potrebo RDA/otroka. 

· Odkrili pa so še, da se zaradi visoke koncentracije -karotenov v organizmu posledično sintetizira nižja koncentracija luteina v listih. To pa lahko vpliva na nižjo fotosintetsko zmogljivost rastline.
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slika 13: Divji tip riža, zlati riž 1, zlati riž 2
10. CILJI BODOČIH RAZISKAV 

Sledeče raziskave bodo temeljile na naslednjih nerešenih vprašanjih: 

· Preveliko izražanje -karotena vodi v njegovo kopičenje v lipidno-beljakovinskih kompleksih, lipidni globulih oziroma izven membran kromoplastov. Možnosti izkoriščanja takšnih virov -karotena v telesu pa zaenkrat še niso znane. 

· Kako točno potekajo procesi razgradnje karotenov v organizmu.(svetloba, temperatura, oksidanti ..) 

· Z metodami genskega inženiringa skušajo raziskovalci izboljšati hranilno vrednost raznih živil (tudi v tistih, ki sicer tega ne proizvajajo) še s povečanjem izražanja vitamina E, železa, cinka, proteinov,..

· Do sedaj je zlati riž še vedno v poskusni fazi in ga na samem tržišču še ne najdemo. Prvo polje s semeni GR2 so posadili v Louisiani v ZDA, s sodelovanjem tamkajšnje univerze. Polja, ki so namenjena nadaljnjim raziskovanjem, pa najdemo v JV Aziji, na Filipinih ter v Indiji.
11. VPRAŠANJA IN PROBLEMI, KI JIH JE SPROŽIL RAZVOJ ZLATEGA RIŽA (GR)

Dediščina gensko spremenjenega zlatega riža je sprožila različna nasprotovanja zaradi možnih vplivov in primernosti. Kritiki so dejali, da bi bila sredstva namenjena razvoju zlatega riža lahko boljše uporabljena za tradicionalne ukrepe pri zmanjševanju pomanjkanja vitamina A. 
Pri zlatem rižu je bilo veliko polemik, ki so sprožila vrsto vprašanj:
a) Po izbrani literaturi o vzrokih lakote in slabega prehranjevanja je bilo dognano, da je revščina glavni razlog za hranilno in prehransko negotovost, bolj kot pomanjkanje v ponudbi hrane. Ugotovitve so govorile o pomanjkanju na podeželju, ki izhaja iz nizkih dohodkov, kar naredi hrano nedostopno. Zatorej naj bi gensko spremenjene poljščine povzročile tudi povečanje intenzivnost zaposlitve pri kmetovanju z rižem. Vprašanje je bilo, če zlati riž ima to funkcijo. 
b) Efekt zlatega riža ima zemljepisne omejitve. Riž je v Aziji zelo pomemben, medtem ko v pod-saharskem delu Afrike ni tako. Proizvodnja riža je tam manj kot 2 % celotne svetovne proizvodnje riža. Države, kot so Slonokoščena obala, Madagaskar in Nigerija nudijo več kot 60 % skupne proizvodnje riža v tem delu Afrike. Pod-saharski del Afrike naj bi bila edina regija na svetu, ki se spopada z naraščajočim primanjkljajem hrane in regija, kjer naj bi bila pogostost pomanjkanja vitamina-A največja na svetu. Število slabo prehranjenih otrok v tem predelu naj bi v letu 2020 doseglo 40 milijonov.

c) Pojavila so se tudi vprašanja o biološki dostopnosti β-karotena v zlatem rižu. Trdili so, da ne bo pomagal pri boju z pomanjkanjem vitamina-A, ker naj bi več faktorjev preprečilo efektivno izrabo β-karotena v zlatem rižu. Prebava, absorbcija in transport β-karotena zahteva proteine in skladišča maščob. Veliko otrok s pomanjkanjem vitamina-A trpi tudi za pomanjkanjem in infekcijami, ki ovirajo absorbcijo β-karotena in njegove pretvorbe v vitamin-A. 

d) Zlati riž je gensko spremenjen produkt in bi zahteval tudi preverjanje potencialnega tveganja za človekovo zdravje. Kot vsaka nova hrana, bi lahko bil zlati riž tudi vir alergij, ki bi jih bilo potrebno testirati.
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13. VPRAŠANJA ZA IZPIT
1. Kaj pomeni kratica GR? (golden rice-zlati riž)

2. Kaj je bil vzrok za raziskave o zlatem rižu? (pomanjkanje vitamina A)

3. V katerih živilih se nahaja vitamin-A? 

Hrana živalskega izvora (jajca, ribe, jetra, meso,piščanci, olja ribjih jeter, mleko in mlečni izdelki,...) in hrana rastlinskega izvora (temnozelena listnata zelenjava, korenje, paradižnik, posušene marelice, brokoli, špinača,…)
slika � SEQ slika \* ARABIC �1�: Riž





slika � SEQ slika \* ARABIC �2�: Zgradba riža
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