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Apresentacao

No Brasil, em 2010, a participacao do sistema de cultivo de arroz
irrigado com irrigacdo controlada na producao total de arroz foi de 79%,
seguido pelo arroz de terras altas, 21%. As pesquisas revelam que o
teto médio de produtividade das atuais cultivares de arroz irrigado € de,
aproximadamente, 10 toneladas por hectare e das atuais cultivares de
arroz de terras altas é de, aproximadamente, cinco toneladas por hectare.
Apesar de todas as modificacdes nas caracteristicas agronémicas
realizadas pelo Programa de Melhoramento Genético do Arroz para
alcancar essa produtividade, observa-se que nos ultimos anos, somente
incrementos periféricos ocorreram no potencial de produtividade do arroz.
Em busca de mais eficiéncia e produtividade, as pesquisas avancam para
adaptar novas caracteristicas as plantas de arroz, graminea do grupo

C,. Em 2006, um consorcio internacional de instituicoes de pesquisa foi
criado para avaliar a viabilidade de desenvolver uma planta de arroz com
mecanismo fotossintético C,. Plantas C, utilizam o CO, disponivel de
forma mais eficiente por possuirem uma série de atributos anatdomicos e
bioquimico-fisiolégicos que as caracterizam como plantas mais tolerantes
a estresses ambientais e mais produtivas do que as plantas C,. A
pesquisa para introduzir caracteristicas de planta C, no arroz, que é C,,

é considerada o avanco mais significativo que estd sendo preparado nos
ultimos anos para a orizicultura.

As autoras
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Arroz C,: Desafios e
Perspectivas

Milene Alves de Figueiredo Carvalho
Anna Cristina Lanna
Vanessa Cristina Stein

Introducéo

A cultura do arroz é considerada a mais importante do mundo em
termos de numero de pessoas que dependem dela como sua principal
fonte de calorias e nutricdo. Apds um rapido aumento da producao de
arroz ao longo da segunda metade do século XX, constata-se que o
aumento da produtividade ainda € uma meta a ser perseguida (ZHU et
al., 2010a, 2010b). Grande esforco cientifico internacional tem sido
despendido objetivando a melhoria da eficacia fotossintética do arroz,
o que significa, para os especialistas, a transformacao do arroz, planta
C3, em planta C4 (SHEEHY et al., 2007). Em 2006, um consorcio
internacional de instituicoes de pesquisa foi criado para avaliar a
viabilidade de desenvolver uma planta de arroz com mecanismo
fotossintético C,, liderado pelo cientista Dr. John Sheehy do
“International Rice Research Institute”. Assim, em 2009, um programa
trianual, com orcamento de U$ 11 milhGes de délares da fundacéao
“Bill and Melinda Gates”, iniciou a pesquisa de engenharia C, em arroz
(http://C4rice.irri.org) (SAGE; ZHU, 2011). A busca por um arroz mais
produtivo tem origem nas previsdes de que serd preciso alimentar
uma populacdao mundial que pode alcancar 8,3 bilhdoes de pessoas,
em 2030, com uma demanda de arroz da ordem de 771 milhGes

de toneladas. Para atender a esse aumento, a produgcao mundial de
arroz, que em 2005 era de 618 milhdes de toneladas, devera ser
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incrementada, em cerca de 153 milhdes de toneladas. De acordo com
o secretario da Comissao Internacional do Arroz da FAO, Nguu Nguyen,
a producao sustentavel de arroz requer um importante aumento de
rendimento por hectare e o arroz C, tem potencial para superar, entre
15 e 20%, o rendimento das melhores variedades e hibridos de arroz
existentes (FAO..., 2006). As principais diferencas entre plantas C, e
C, residem em caracteristicas anatdmicas e bioquimicas. Na maioria
das espécies vegetais terrestres C,, a fotossintese C, depende da
cooperacao de dois tipos de células especializadas, localizadas nas
folhas, as células da bainha do feixe vascular e as células do mesofilo.
Essas células possuem enzimas-chave com funcao de concentrar

gas carbénico (CO,) no ambiente intracelular, para que ndo ocorra

o processo de competicdo entre os gases CO, e oxigénio molecular

(02) pelo centro ativo da Rubisco (ribulose 1,5 - bifosfato carboxilase/
oxigenase), enzima responsével em fixar o CO, atmosférico, mas que
também pode fixar O,, como ocorre, principalmente, em plantas C, que,
em consequéncia, possui menor eficiéncia fotossintética. Assim, esse
documento objetiva levar ao conhecimento dos leitores as principais
caracteristicas bioquimico-fisiol6gicas de plantas C, e C,, além de
descrever o estado da arte sobre o desenvolvimento do arroz C,.

Mecanismos de Assimilacao de
Carbono (CO,)

Mecanismo C, e sua baixa eficiéncia fotossintética

A fotossintese, processo pelo qual os organismos autétrofos
fixam o CO, com a utilizagdo de energia proveniente da luz solar,
compreende dois processos acoplados. O primeiro deles, de
carater fotoquimico, tem a funcao de converter energia luminosa
em energia quimica (ATP e NADPH). Esse processo de transducao
de energia ocorre nos tilacéides, que sao sistemas de membranas
internas do cloroplasto e sitio de localizacdo dos complexos antena
ou complexos de captacdo de luz (CCL). Esses complexos sao
constituidos por moléculas de clorofila e carotendides (pigmentos
acessorios) que possuem como principal funcdo a absorcao de
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luz fotossinteticamente ativa (LFA). O segundo processo, de
carater bioquimico, ocorre no estroma (matriz do cloroplasto), em
que o CO, é fixado pela enzima Rubisco e reduzido a compostos
orgénicos (aclcares). Esse processo é conhecido como Ciclo

de Calvin-Benson ou Rota C,, devido & producéo do primeiro
intermedidrio fotossintético ser um composto organico de trés
carbonos, denominado 3-fosfoglicerato (3-PGA) (BUCHANAN et al.,
2000; TAIZ; ZEIGER, 2004; MARTINOTTO et al., 2006). A etapa
biogquimica da fotossintese compreende as fases de carboxilacao,
reducao e regeneracao. Esse ciclo inicia-se com a reacao de
carboxilacao da molécula aceptora de COZI ribulose-1,5-bisfosfato
(RuBP), pela enzima Rubisco; seguida pela reducao do 3-PGA,
produto da reacdo de carboxilacao, em gliceraldeido fosfato (G-3P)
e dihidroxicetona fosfato, via reacdes que consomem ATP e NADPH
(produtos da etapa fotoquimica da fotossintese); e regeneracao do
ciclo que envolve uma série de reacdes que regeneram parte das
trioses fosfato geradas em RuBP (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A taxa de fixacdo de CO,, realizada pela acéo carboxilase da enzima
Rubisco, pode ser reduzida em funcédo do seu papel adicional, que é
sua atividade oxigenase. Nessa catélise, a Rubisco utiliza, ao invés

de CO,, o O, como substrato (Figura 1). No caso da fixagédo de O,, as
plantas geram apenas uma molécula de 3-PGA, uma vez que, no evento
primério dessa via, duas moléculas de 2-fosfoglicolato (composto de
dois carbonos) sdao formadas e, logo em seguida, sao convertidas em
uma molécula de 3-PGA e uma molécula de CO,. Isso significa que
25% do carbono fixado é perdido para a atmosfera e 75% é recuperado
pelo ciclo oxidativo fotossintético C, do carbono e retornado ao ciclo
de Calvin (BUCHANAN et al., 2000; TAIZ; ZEIGER, 2004). Nesse caso,
a oxigenacao é a reacao primaria em um processo conhecido como
ciclo C, ou fotorrespiracéo (TAIZ; ZEIGER, 2004), que é uma rota

nao somente exigente em energia, mas que, além disso, leva a uma
perda liquida de CO, (GOWIK; WESTHOFF, 2011). A fotorrespiracéo

é uma via metabdlica complexa que envolve enzimas presentes nos
cloroplasto, peroxissomo, citosol e mitocéndria (STITT et al., 2010;
RAINES, 2011).
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O balanco entre os ciclos fotossintético e fotorrespiratério, em
plantas C,, é determinado por trés fatores: propriedades cinéticas
da Rubisco, concentracdes dos substratos CO, e O, no ambiente
intracelular e temperatura. Variagdes ambientais tais como alta
temperatura e deficiéncia hidrica, condicdes usuais em regides

de clima tropical, podem resultar em um aumento da atividade
oxigenase da Rubisco. Em outras palavras, com o aumento da
temperatura, a concentracdo do gas CO,, presente em uma solucéo
aquosa em equilibrio com o ar, decresce mais rapidamente do que
a concentracao do gas Oze, consequentemente, a razao entre
concentracdo de CO, e O, decresce (TAIZ; ZEIGER, 2004; RAINES,
2011). Como resultado dessa propriedade, a taxa fotorrespiratéria
(atividade oxigenase da Rubisco) aumenta comparativamente a
taxa fotossintética (atividade carboxilase da Rubisco). Tal efeito é
acentuado pelas propriedades cinéticas da Rubisco, uma vez que

a velocidade da reacao oxigenase é maior que a de carboxilase,
principalmente, por causa do aumento da concentragdo de O, no
ambiente. Em geral, o aumento progressivo da temperatura altera o
balanco entre Ciclo de Calvin e Ciclo oxidativo fotossintético C, do
carbono, com esse ultimo se beneficiando em detrimento do primeiro
(TAIZ; ZEIGER, 2004).

Retomando a producao de fotoassimilados via Ciclo de Calvin,
enquanto a maioria das trioses fosfato (cinco-sextos) produzidas
neste ciclo permanecem nele para reciclar RuBP (fase de
regeneracao), um-sexto do carbono fixado é destinado a vias
biossintéticas essenciais para o crescimento e desenvolvimento da
planta (RAINES; PAUL, 2006; SMITH; STITT, 2007). Os produtos da
fotossintese sao convertidos em (a) trioses e hexoses fostatos para
a sintese de sacarose e amido, usados para suprir a necessidade
energética da planta; (b) eritrose fosfato para participar, como
intermediario, da rota do acido chiquimico para a biossintese de
aminoacidos e lignina; (c) gliceraldeido fosfato para participar da rota
isoprendide; e (d) ribulose fosfato, utilizado para o metabolismo de
nucleotideos, tiamina e biossintese de parede celular (RAINES, 2011)
(Figura 1). Diante da diversidade de rotas metabdlicas que drenam o
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carbono fixado, torna-se evidente que o Ciclo de Calvin é chave no
metabolismo primario do carbono e, portanto, sua manipulagao por
meio da engenharia genética tem grande potencial no incremento da
produtividade da cultura (RAINES; PAUL, 2006; RAINES, 2011).

Re'aqa‘o ie 2PG 0, Co, Reagiode
oxigenagio Rubisco 3 cathoxilagio
gl Rubisco
RuBP
PRK
ATP

3-PG, ATP
PGK
S-7-P

ADP + Pi

Tiamina SBPede 13 EPOA
NucleotideosR PE S-1,7-BP yKNADPH

GAPDH

I';opr enoides

Chiquimato

Amido

Sacarose

Figura 1. A rota C,. A reagdo de carboxilagéo catalisada pela Rubisco fixa CO, na
molécula aceptora ribulose-1,5-bifosfato (RuBP), formando fosfoglicerato (3-PGA). A
fase redutora do ciclo segue com duas reacdes catalisadas pela 3-PGA quinase (PGK) e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), produzindo gliceraldeido fosfato (G-3-P).
O G-3-P entra na fase regenerativa catalisada pela aldolase (Ald) e/ou frutose bisfosfata-
se (FBPase) ou sedoheptulose-1,7-bisfosfatase (SBPase), produzindo Frutose-6-fosfato
(F-6-P) e sedoheptulose-7-fosfato (S-7-P). F-6-P e S-7-P sdo entéo utilizadas em reacoes
catalisadas pela transcetolase (TK), ribulose-5-fosfato isomerase (RPI), e ribulose-5-fosta-
to epimerase (RPE), produzindo ribulose-5-fosfato (Ru-5-P). O passo final converte Ru-5-P
em RuBP, catalisada pela fosforibuloquinase (PRK). A reacao de oxigenacdo da Rubisco
fixa O, na molécula aceptora RuBP, formando PGA e 2-fosfoglicolato (2PG), e o processo
da fotorrespiragdo (mostrado em vermelho) libera CO, e PGA . Os cinco pontos de expor-

tacdo da rota sdo mostrados nas setas azuis

Fonte: Raines (2011).
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Em sintese, o ciclo C, é a rota primaria de assimilacéo de carbono
(COZ), perfazendo o maior fluxo de carbono orgéanico da biosfera
com, aproximadamente, 100 bilhées de toneladas de CO, por ano,
15% do carbono na atmosfera (RAINES, 2011). Entender a resposta
do Ciclo de Calvin por demandas de fotoassimilados pela planta
crescida em condicOes ideais e em condi¢cdes adversas ao ambiente
é essencial para almejar o redirecionamento do carbono para
produtos-chave que culminam no aumento do rendimento da cultura
(RAINES, 2011).

As espécies vegetais lideres economicamente, em nivel mundial, sdo
arroz, trigo, soja, batata, algodao, tomate, uva, maca, amendoim,
mandioca, milho e cana-de-aclcar; sendo somente as duas lltimas,
plantas C,. Ademais, os principais graos arroz, trigo, cevada, aveia e
centeio s&o espécies C,, como sédo os legumes, tubérculos, fibras e
frutas (SAGE; ZHU, 2011).

Em se tratando do arroz, que utiliza o caminho fotossintético C3
para fixar o CO, atmosférico, a redugcéo da taxa fotossintética pela
fotorrespiracédo, nos niveis atuais de CO2 atmosférico, é estimada
em 25-35% a 30-35 °C (SAGE, 2001), o que significa uma baixa
eficiéncia fotossintética sob um ambiente em aquecimento.

Mecanismo C, e suas variagdes mecanicistas

A desfavoravel reacdo oxigenase da Rubisco pode ser explicada
como uma reliquia da histéria evolutiva dessa enzima, quando

a concentracdo de CO, atmosférica era alta e a de O, baixa. No
entanto, desenvolveram-se nas plantas diferentes maneiras de
convivéncia com essa situacao e, talvez, a mais bem sucedida foi
a fotossintese C, (GOWIK; WESTHOFF, 2011), em que o primeiro
produto estavel gerado sao acidos organicos de quatro carbonos
(oxaloacetato, malato e aspartato) (BUCHANAN et al., 2000),
diferentemente das plantas C,, em que o primeiro produto estavel
sdo compostos organicos de trés carbonos.
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A rota fotossintética C,, uma via metabdlica adicional ao ciclo C,,
inclui uma série de alterac6es no desenvolvimento foliar, biologia
celular e bioguimica que permite o aumento do suprimento de CO,
para Rubisco, reduzindo assim a competicao entre a reacao de
oxigenacao e a de carboxilacao (MARSHALL et al., 2007; GOWIK;
WESTHOFF, 2011; RAINES, 2011).

De maneira geral, existem trés tipos de sistema C,, o primeiro
deles sdo as plantas C, com anatomia tipo Kranz (palavra alema
que significa coroa), que sob o ponto vista anatéomico, significa
compartimentalizacdo de funcdes entre diferentes tipos de células
foliares: células do mesofilo e células da bainha do feixe vascular
(STITT et al., 2010). As células parenquimaticas do mesofilo
encontram-se organizadas ao redor das células da bainha do

feixe vascular; as quais, por sua vez, estruturam-se em volta

do tecido vascular e, quando essa estrutura é observada em

corte transversal, tem aspecto de coroa (Kranz). Plantas C, com
anatomia do tipo Kranz possuem cloroplastos dimérficos entre

as células parenquimaticas do mesofilo e da bainha do feixe
vascular devido principalmente a diferenca no tipo e quantidade de
moléculas de enzimas, localizacdo de amido (predominantemente
nos cloroplastos das células da bainha vascular) e ultra-estrutura do
cloroplasto (relacionadas as variacées de requerimento de energia
entre as células do mesofilo e da bainha vascular dos diferentes
subgrupos encontrados). Este dimorfismo é muito aparente em
espécies C, do tipo EM-NADP (enzima maélica dependente de
NADP), onde os cloroplastos das células parenquimaticas do
mesofilo apresentam o sistema de membranas internas bem
desenvolvidas, enquanto que os cloroplastos da bainha vascular
ndo sdo tdo robustos (EDWARDS et al., 2004; CASTRO et al.,
2005). Sob o ponto de vista bioquimico, a fixacédo inicial de CO,
ocorre no citosol das células mesofilicas, onde o CO, reage com o
fosfoenolpiruvato (PEP), via enzima fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC), para formar oxalacetato (OAA). Subsequentemente, esse
composto pode ser reduzido a malato com utilizacao do NADPH
ou pode ser aminado a aspartato. O sistema enzimatico presente
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determinara se uma planta C, é formadora de malato ou de
aspartato. Em seguida, esses compostos, produzidos nas células
mesofilicas, sdo transportados até as células da bainha do feixe
vascular, onde sdo descarboxilados, liberando CO, e convertidos,
novamente, em piruvato. O CO, liberado é, entéo, refixado,

pela Rubisco, via ciclo de Calvin. O piruvato, resultante da
descarboxilacao, retorna as células mesofilicas onde é convertido
em PEP, regenerando o aceptor inicial de CO2 via atividade da PEPC
(CASTRO et al., 2005) (Figura 2).

A Célula do mesofilo Célula da bainha do feixe vascular

() N

€0, —> CO,

Triose
fosfato

QOSOI Cloroplasto J \\ Cloroplasto / Citosty

B Célula do mesofilo Célula da bainha do feixe vascular
€O, —4C02 PEP _ \ /levato \
3¢ " 3¢
el Ge) Ciclo

de
Calvm
N Rublsco
|| |~ 0,
—t—3 A4C —
4C
Qtosol \__ Cloroplasto J) \\ Cloroplasto J Citosy

Figura 2. Esquema da fotossintese de plantas C, (A) e de plantas C, (B).
PEP - fosfoelnolpiruvato; PEPC - fosfoenolpiruvato carboxilase; OAA — oxalacetato; A4C

— 4cido organico de quatro carbonos.

Comparando as células da bainha do feixe de plantas C, (importante
salientar que as plantas C, possuem esse tipo de célula) com as

de plantas C4, essas apresentam funcdes fisiolégicas adicionais,
devido ao seu caréater hipertréfico e ao maior contetdo de
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organelas (MARSHALL et al., 2007; GOWIK; WESTHOFF, 2011).
As células dessa bainha ao redor do feixe vascular, em plantas C4,
tém paredes celulares espessas, sdo pouco permeaveis aos gases
(CO,e 0,) e ndo apresentam espacos intercelulares. A relacédo
superficie/volume nas células da bainha vascular é relativamente
baixa, situagdo pouco favoravel a perda de vapor de agua e CO,
(CASTRO et al., 2005).

Os outros sistemas C,, descobertos mais recentemente,

foram identificados em plantas que realizam a rota C, sem
compartimentalizacao intercelular. As plantas, citadas a seguir,
possuem uma rota C, que funciona completamente nas células do
mesofilo: Suaeda aralocaspica (LAMBERS et al., 2008), Bienertia
cycloptera (EDWARDS et al., 2004; CHUONG et al., 2006; LAMBERS
et al., 2008); Borszczowia aralocaspica (EDWARDS et al., 2004);
Bienertia sinuspersici (CHUONG et al., 2006; LARA et al., 2006;
OFFERMANN et al., 2011a, 2011b) e Suaeda aralocaspica (CHUONG
et al., 2006; LARA et al., 2006). Essas espécies sdo capazes de
realizar fotossintese C, dentro de uma unica célula clorenquimatica,
por meio da particdao de funcdes entre compartimentos celulares
(EDWARDS et al., 2004).

O primeiro sistema C4, em célula Unica, é o monomérfico (Figura 3), o
qual apresenta cloroplastos contendo descarboxilases, para producao
de CO,, e as enzimas do ciclo C, como a Rubisco e outras enzimas
essenciais para a funcionalidade da rota. Esse sistema é representado
tanto pelas plantas aquéaticas C,, tal como Hydrilla e Orcuttia, quanto
pelas plantas originarias dos esforcos da engenharia genética em
introduzir fotossintese C, em plantas C,. O segundo € o dimérfico
(Figura 4), apresentando dois tipos de cloroplastos, bioquimica e
funcionalmente diferentes, proporcionando a compartimentalizacao
espacial dentro de uma Unica célula, semelhantemente a da anatomia
do tipo Kranz. Este sistema esta presente em algumas plantas C,,
como a Bienertia sinuspersici (EDWARDS et al., 2004; OFFERMANN
et al., 2011a, 2011b).
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Figura 3. Esquema ilustrativo do sistema monomérfico em plantas C, em células Unicas.

Foto cloroplasto: http://biologiacelularufg.blogspot.com/

@ Canal citoplasmatico

~"—""/ e“ : .

o -

Figura 4. Sistema dimérfico em plantas C, em células Unicas. (A) Micrografia de uma
célula clorenquimatica de Bienertia sinuspersici mostrando cloroplastos periféricos (P-CP),
compartimento citoplasmatico (CC) e cloroplastos do compartimento citoplasmatico
central (C-CP). Os dois compartimentos sdo conectados via canais citoplasmaticos. (B)
Eletromicroscopia de Borszczowia aralocaspica e (C) Bienertia cycloptera, ilustrando o
esquema fotossintético C, e os cloroplastos em dois compartimentos citoplasméticos.
Fonte: Edwards et al. (2004); Offermann et al. (2011a).

Esses sistemas, terrestres e aquaticos, demonstram a notavel plastici-
dade inerente a célula vegetal e fornecem exemplos incomuns do con-
trole de processos subcelulares, que podem ser exercidos para realizar
funcdes bioquimicas altamente complexas (EDWARDS et al., 2004).
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Os principais fatores que governam a distribuicdo ecoldgica de

plantas C, s&o a alta taxa fotossintética encontrada em plantas de
clima tropical (alta temperatura) e a alta eficiéncia do uso da agua.
Esse altimo justifica-se pelo fato de existir baixa taxa transpiratéria,
em decorréncia de baixa condutancia estomatica, e por existir

um mecanismo concentrador de CO,, anterior ao Ciclo de Calvin
(LAMBERS et al., 2008). Devido a sua habilidade em concentrar CO,
nas proximidades da Rubisco, a fotossintese C, possui baixa taxa
fotorrespiratéria e, por conseguinte, maior capacidade fotossintética,
agregada a alta eficiéncia no uso da agua, nitrogénio e radiacao,
comparativamente as plantas C,, cultivadas em clima tropical (LONG,
1999). Consequentemente, o mecanismo C, apresenta muitas
vantagens sobre o C, em regi6es produtoras de arroz. De acordo com
SAGE (2001), a maioria das plantas daninhas de arroz usa fotossintese
C, e a reducgdo na produtividade causada por essas plantas em campos
de arroz de terras altas pode exceder 90%, na auséncia de medidas
intensivas de controle. A discrepancia de desempenho fotossintético
entre espécies C, e C,, em regides produtoras de arroz, tem levado a
conclusdo que introduzir fotossintese C, em arroz pode causar uma
“superproducao” do cereal e, por conseguinte, elevar o suprimento
alimentar humano (MITCHELL; SHEEHY, 2006; HIBBERD et al., 2008).

Prospectos para Introducao da
Fotossintese C, em Plantas C,

A descoberta da fotossintese C,, na década de 60, e a comprovacéo de
sua alta capacidade fotossintética, comparativamente a da rota C,, deu
inicio a uma onda de interesse sobre o impacto da fotorrespiracédo na
economia do carbono em plantas C,, sua origem na reagé@o oxigenase
da Rubisco, e no relacionamento ecofisiolégico entre plantas C, e C,.
Até o momento, tentativas tém sido feitas para transferir vantagens da
fotossintese C, (taxa fotorrespiratéria reduzida, aumento na eficiéncia
do uso da agua e do nitrogénio e, sob certas condicdes, aumento

na eficiéncia do uso da radiacéo solar) para plantas C,, por meio do
melhoramento genético. Varios resultados ja foram obtidos, alguns
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promissores outros ndo muito; e, de acordo com Leegood (2002), o
mais estratégico, em termos de viabilidade, é a obtencao, por meio

da engenharia genética, de mecanismos concentradores de CO, do
tipo célula unica C,, tal qual a encontrada na planta aquatica Hydrilla
verticillata, quando comparado com a introducdo de uma anatomia
foliar Kranz, com suas divisdes de trabalho entre células mesofilicas de
paredes finas e células da bainha do feixe vascular clorenquiméaticas.

De maneira geral, a fotossintese C, tem um ndmero de mecanismos
essenciais para concentrar CO, em sitios préximos via Ciclo de

Calvin, dentre esses: (a) sistema ativo de captura de CO,, dirigido
fotossinteticamente; (b) suprimento de energia fotossintética; (c) poo/
de metabdlitos intermediarios de CO, capturado; (d) mecanismo de
liberagado de CO, a partir do poo/ de metabdlitos intermediarios; (e)
compartimento de concentracéo e de fixacdo de CO,; (f) barreira fisica
e/ou quimica de reduzir o vazamento de CO, no sitio de concentracéo;
(g) modificacdo das propriedades cinéticas da Rubisco; e (h) arranjos
especializados para o transporte intra e intercelular de metabdlitos,
bem como diferencas em sua regulacdo (LEEGOOD, 2002). Em outras
palavras, dentre os requisitos minimos necessarios para que plantas
apresentem mecanismos concentradores de CO, em suas células,
levando em consideracdo os ajustes anatémicos e bioquimicos, pode-
se citar o aumento no nimero/atividade das enzimas envolvidas na
fotossintese C, em células especificas (por exemplo, PEPC nas células
do mesofilo, bem como decarboxilases e Rubisco nas células da
bainha dos feixes vasculares em plantas com anatomia tipo Kranz);

e, em complemento, ajustes de atividade dos fotossistemas e,
consequentemente, do fluxo de elétrons; de atividade das proteinas
transportadoras de metabdlitos tanto intra quanto intercelularmente;
conexoes simplasticas de fonte e dreno separados espacialmente de
metabolitos de transporte de acidos organicos de quatro carbonos

e; barreiras para difuséo de CO, entre o local de fixacdo de CO, pela
PEPC em células do mesofilo e locais de perda e refixacdo de CO, pela
Rubisco nas células da bainha do feixe vascular (EDWARDS et al.,
2001), no caso de plantas com anatomia tipo Kranz. Essas adaptacoes,
nao muito simples, apresentam a possibilidade de explorar esse “nicho”
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cientifico para aumentar a eficiéncia fotossintética das plantas C,
(GOWIK; WESTHOFF, 2011, PRICE et al., 2011).

De acordo com Hibberd et al. (2008), a transferéncia do aparato
fotossintético C, para espécies C,, visando reducéo da fotorrespiracéo
e aumento da produtividade, € uma meta ambiciosa que requer prova
de conceito, antes de qualquer grande investimento de tempo e
dinheiro. A concretizacdo dessa estratégia serd provavelmente a longo
prazo; no entanto, as pesquisas iniciadas e os projetos em vias de
aprovacao devem ser executados para que se determine a criticidade
das etapas da via C,, seus requerimentos basicos (WANG et al., 2009),
e no caso de compartimentalizacao de funcoes entre células, alteracdes
na anatomia foliar (HIBBERD et al., 2008; ZHU et al., 2010a, 2010b).
Como morfologia e metabolismo foliar sdo coordenados, defende-se
que os estudos iniciais devam ser projetados para investigar a interface
mecanicista entre morfologia foliar e metabolismo em folhas de C, e C,
(HIBBERD et al., 2008).

Organismo modelo de sistema C, para a biologia moderna ¢é de
fundamental importancia e, até recentemente, nenhuma planta C4 tinha
sido atraente, sob o ponto de vista de figurar como modelo genético
para fotossintese C,, fato que contribuiu para o declineo da pesquisa
sobre mecanismo C,, no Gltimo quarto do século passado. Espécie

C, ou espécies intermediarias C,-C, do género Flaveria suportaram
extensiva pesquisa até o inicio dos anos 80 (BROWN et al., 2005);
contudo, sua fonte genética era limitada, e a manipulacdao complicada
pelo grande porte das plantas na maturidade, significando exigéncia de
grande espaco para crescimento, elevados niveis de radiacao solar e
varios meses para estabelecimento e producao de sementes maduras.
Consequentemente, Flaveria tem sido mais usada como um modelo
bioquimico e evolucionario do que como modelo genético (SAGE;

ZHU, 2011). Cleome gynandra tem, recentemente, sido referendada
como modelo C4 (BROWN et al., 2005; MARSHALL et al., 2007;
BRAUTIGAM et al., 2011a, 2011b). As principais caracteristicas das
plantas do género Cleome, consideradas plantas intermedidrias, sao:
aumentada venacao foliar, expansao de células da bainha, proliferacao
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de mitocondrias e cloroplastos e acumulo de proteinas e transcritos
necessarios a fotossintese C, (MARSHALL et al., 2007). Essas
caracteristicas reforcam o conceito da evolucdo de C,, a partir de
plantas C,, e demonstram a possibilidade de alteracdo do mecanismo
fotossintético C, para C,. No entanto, a utilidade de C. gynandra como
modelo genético é limitada porque seu genoma nao é tdo pequeno
quanto o de Arabidposis e pode apresentar dificuldade de crescimento
em condicOes de baixa luminosidade, no caso de pesquisas realizadas
em paises de clima frio. Outro fator limitante é que, tanto Flaveria
quanto Cleome sao dicotiledoneas e, portanto, podem apresentar
reduzida utilidade para sistemas de monocotiledbneas como arroz e
trigo (SAGE; ZHU, 2011).

Brutnell et al. (2010) e Li e Brutnell (2011) propuseram Setaria viridis
como modelo genético ideal para suporte das pesquisas C,, uma vez
que essa espécie possui genoma pequeno (510 Mb), facilidade de se
desenvolver em salas de crescimento, elevado nimero de sementes em
curto espaco de tempo (seis semanas), sequenciamento genémico em
fase de término e, atualmente, sistema de transformacao padronizado.
Setaria é o Unico modelo genético proposto para o clado PACMAD de
gramineas, incluindo as culturas bioenergéticas lideres: Saccharum
officinarum L (cana-de-acucar), Zea mays (milho), Panicum virgatum,
Andropogon gerardii e Miscanthus. E importante salientar, aqui, que a
familia das gramineas é filogeneticamente subdividida em um pequeno
numero de linhas, divergentes geneticamente, e dois maiores clados
monofiléticos, o clado BEP e o clado PACMAD (BARKER et al., 2001;
KELLOGG, 2002; CHRISTIN et al., 2009). A maioria das gramineas
pertence ao clado PACMAD, o qual compreende todas as espécies C,
e gramineas C, dentro das subfamilias Panicoidaea, Arundinoideae,
Danthonioideae e Micrairoideae (KELLOGG, 2002; CHRISTIN et al.,
2009). O clado BEP inclui, exclusivamente, plantas C,, subfamilias
Bambusoideae, Erhartoideae (a qual o arroz pertence) e Pooideae
(BROWN, 1958; CAROLIN et al., 1973).

Adicionalmente, Setaria € amplamente distribuida, com muitas
linhagens adaptadas ao estresse de baixa temperatura e deficiéncia
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hidrica, o que também possibilitard a exploracao dessa fonte valiosa
para o entendimento da biologia molecular do estresse abidtico em
plantas C, (LI; BRUTNELL, 2011).

Segundo Kajala et al. (2011), a fotossintese C, evoluiu vérias vezes,
indicando que as espécies C, podem, de alguma forma, ser convertidas
em espécies C, (HIBBERD; QUICK, 2002; SAGE, 2004). Em segundo
lugar, enzimas que sdo proeminentes na rota C,, de maneira geral,
também existem nas folhas C,, embora suas atividades sejam mais
baixas (SHEEHY et al.; 2007; ZHU et al., 2010b). Plantas de tabaco,
tipicamente C,, apresentam caracteristicas da rota C, em células
préximas aos vasos do xilema e floema de caules (HIBBERD; QUICK,
2002; BROWN et al., 2010). Em terceiro lugar, a estimativa atual é
de que aproximadamente apenas 3% do transcriptoma de folhas de
plantas C, diferem das espécies C, e a maioria dessas alteragdes de
expressao génica é encontrada entre as células do mesofilo e as da
bainha do feixe vascular (BRAUTIGAM et al., 2011a).

Uma estratégia apontada para melhorar o desempenho fotossintético de
plantas C, é a aplicagdo da biotecnologia, por meio da genética direta e
reversa, com o objetivo de identificar os genes que controlam fungdes
fisiolégicas, o padrao de desenvolvimento e as respostas a variacoes
ambientais; além de inserir genes por meio da tecnologia do DNA
recombinante (SAGE; ZHU, 2011). A estratégia, baseada no cenario
evolutivo, permite que enzimas envolvidas na rota C, sejam expressas
em niveis elevados e em locais desejados nas folhas das plantas C,.

De acordo com Miyao (2003), plantas transgénicas C, superproduzindo
enzimas multiplas envolvidas na rota C, ja estdo sendo desenvolvidas
para a melhoria da performance fotossintética das plantas C,.

Compreender a base molecular da especializacao anatémica e os
processos regulatérios que determinam a localizacao e o nivel de
expresséo de enzimas especificas da fotossintese C, é fundamental
para tentar alocar componentes da rota C, em plantas C, (BRAUTIGAM
et al., 2011a; HIBBERD; COVSHOFF, 2010). Resultados iniciais
obtidos por Hibberd e Covshoff (2010) indicam que alguns genes de
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espécies C, sdo capazes de se expressar nas células do mesofilo ou

da bainha vascular em folhas de plantas C_; contudo s&o resultados
preliminares e pesquisas adicionais necessitam ser implementadas para
fundamentar tais descobertas. Existe a necessidade de determinar se
as redes regulatdrias que geram acumulacao de proteinas relacionadas
a fotossintese em folhas C, ja estdo presentes nas folhas C,. Embora
essa vertente da pesquisa ainda nao tenha avancado a contento, a
combinacado de novos sequenciamentos e tecnologias de protedmica

e metabolémica conduz ao otimismo para o sucesso futuro desta area
(RAINES, 2011).

Sage e Sage (2009) concluiram em seu trabalho que hd um enorme
potencial para utilizar a filogenia, fisiologia e anatomia fotossintética do
mesofilo para identificar as adaptacdes fotossintéticas em gramineas
C,, grupo cuja anatomia funcional ainda permanece pouco estudada,
muito dispersa e carente de detalhes. Os autores supracitados
afirmaram ainda que, em muitos dos estudos relativos a esse tema,
ou falta efetivo controle ambiental ou estes foram conduzidos sob
condicOes que mascararam as principais caracteristicas que indicam
a funcao adaptativa. Por exemplo, percebe-se que condicdes

de crescimento sob baixa luminosidade foram particularmente
desfavoraveis quando tentaram interpretar a anatomia foliar funcional
de gramineas C, de habitats abertos.

Estado da arte sobre o desenvolvimento do arroz C,
Mudancas climaticas provavelmente resultardo em variacoes mais
extremas no clima e causarao alteracdes adversas no padrao climéatico
mundial. Escassez de agua e demanda crescente tanto por alimentos
quanto por biocombustiveis resultardao na busca frenética pelo aumento
de produtividade das espécies que figuram como fonte alimentar

e bioenergética para a populacdao mundial. No continente asiatico,
onde se cultiva e se consome 90% do arroz produzido no mundo,

cada hectare de terra que produz arroz fornece, nos dias atuais,
alimento para 27 pessoas; ja em 2050, estima-se que cada hectare

de terra deverd alimentar pelo menos 43 pessoas. Isso significa que a
produtividade deve ser aumentada, em pelo menos, 50% nos préximos
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40 anos para se prevenir a desnutricdo em massa de 700 milhdes de
asiaticos que, atualmente, dependem do arroz para mais de 60% do
seu consumo calérico diario. Os modelos de previsdo, apés constatacao
de que o processo evolutivo aumentou a eficiéncia fotossintética

em 50% nas plantas C,, sugerem que um aumento de produtividade
dessa magnitude, em plantas C,, particularmente o arroz, podera ser
alcancado somente se a capacidade fotossintética for aumentada; e,
portanto, uma solugéo promissora € o desenvolvimento do arroz C,
(ZEIGLER, 2007; HIBBERD et al., 2008; SAGE; SAGE, 2009; GOWIK;
WESTHOFF, 2011; KAJALA et al., 2011).

De acordo com cientistas do International Rice Research Institute
(2010), o arroz com fotossintese C, contribuira enormemente para a
segunda revolucao verde. Contudo, ainda nao ha informacdo de como
essa alteracao afetaria o crescimento e desenvolvimento da planta

de arroz, tornando-se evidente a necessidade de investimento em
pesquisa para entender, em nivel molecular, a fisiologia dessa espécie.
Os cientistas relataram ainda que o arroz é a cultura mais importante,
no mundo, para alimentacdo humana e que o ganho de produtividade
proveniente da primeira revolugao verde parece nao ser mais suficiente
para garantir a sustentabilidade alimentar no futuro. De acordo com
esses cientistas, a producao de arroz deveria ser refletida como uma
relacao direta entre a fracdo maxima de energia solar e a quantidade
maxima de energia quimica em grao, no tempo mais curto possivel.

E, ainda, que essa conversao deve ser alcancada usando uma menor
quantidade de terra, dgua e fertilizantes.

Duas alternativas de pesquisa, referentes a parte anatémica, tém sido
propostas para o desenvolvimento do arroz C,. A primeira delas é
baseada na anatomia Kranz (ZHU et al., 2010b; GOWIK; WESTHOFF,
2011; KAJALA et al., 2011) e a segunda, no remanejamento de
funcbes metabdlicas a partir de células Unicas (LARA et al., 2006;
HIBBERD; COVSHOFF, 2010; MIYAO et al., 2011; OFFERMANN

et al.,, 2011a, 2011b). Em relacédo a primeira opcéo, a construcao

da anatomia Kranz no arroz poderia requerer reducao no nimero de
células mesofilicas, aumento no nimero de células da bainha do feixe
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vascular, aumento na densidade de organelas no interior das células da
bainha do feixe vascular e aumento da densidade do tecido vascular
(BROWN; HATTERSLEY, 1989; DENGLER et al., 1994; DENGLER;
NELSON, 1999). Na literatura, tem sido citado que o arroz possui

uma razao de volume tecido vascular/mesofilo intermediaria entre
gramineas C, de clima temperado e gramineas C, (UENO et al., 2006).
A espessura do mesofilo do arroz possui valor préoximo aquele de folhas
C, (CHONAN, 1970, 1978; DENGLER et al., 1994) e as células da
bainha do feixe vascular sdo bem desenvolvidas, com um modesto
numero de cloroplastos (CHONAN, 1970, 1978; DENGLER et al.,
1994; UENO et al., 2006). J4 em 2008, Hibberd et al. descobriram
acessos de arroz com uma distancia intervenal diminuida e volume
ideal dos cloroplastos, dentro das células da bainha do feixe vascular,
e propuseram superacao no desafio de transformacao do arroz, planta
C,, em planta C,. No entanto, existem relatos contraditérios sobre a
anatomia foliar de plantas de arroz encontrados na literatura cientifica,
em que alguns autores como Edwards e Walker (1983) e Cutter (1987)
descreveram que folhas de plantas de arroz, semelhantemente as de
plantas C,, possuem células da bainha do feixe vascular desprovidas
de cloroplastos; ja Matsuo e Hoshikawa (1993) observaram, ao
microscopio eletronico, células da bainha do feixe vascular, em

arroz, com presenca de cloroplastos e graos de amido. Pinheiro et al.
(2000) detectaram a presenca de cloroplastos nas células da bainha
vascular da linhagem CNA6189 e consideraram-na promissora para o
desenvolvimento de uma variedade de arroz C,.

Dentro de uma abordagem filogenética, ainda ndo se tem dados
conclusivos relativos a arquitetura das células do mesofilo em arroz
e, em decorréncia, pode haver restricao a capacidade de evoluir

para fotossintese C,. Sabe-se que as células do mesofilo foliar de
arroz e de outras gramineas C, de clima tropical sdo distintas das de
gramineas C, de clima temperado. Estas Ultimas possuem vacuolos
ocupando a maioria do espaco celular, enquanto que os cloroplastos,
peroxissomos e mitocéndrias sdo posicionados préximos a membrana
plasmatica. Em 2009, Sage e Sage relataram que, no caso do arroz,
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66% do volume do protoplasto é ocupado por cloroplastos, os quais
ocupam mais que 95% da periferia celular; outras organelas como
mitocondrias e peroxissomos, em menor numero, se encontram
intimamente associadas a esses cloroplastos. Dessa forma, esses
autores construiram a hipétese de que a arquitetura do clorénquima
(tecido parenquimatico clorofiliano presente no mesofilo das folhas,
contendo grande quantidade de cloroplastos, organelas citoplasméticas
dotadas de clorofila) de arroz aumenta a conduténcia difusiva de CO,
e maximiza a eliminacédo de CO, fotorrespirado. A dupla membrana do
cloroplasto forma uma barreira fisica para que o CO, fotorrespirado, ao
invés de sair da célula, seja refixado pela Rubisco, via Ciclo de Calvin.

O conhecimento sobre a arquitetura genética da fotossintese C, e as
redes regulatérias de genes subjacentes sdao um pré-requisito para que
esse empreendimento (engenharia C, em arroz) tenha sucesso. Para
elucidacao dessas redes, diferentes abordagens como levantamentos
genéticos com arroz mutagenizado e sorgo, além da genética reversa
estdo sendo realizadas com a finalidade de identificar genes especificos
que conferem certas caracteristicas as plantas C,, tais como, ponto de
compensacéo de CO, reduzido, alta densidade de vasos e expanséo
das células da bainha vascular. A andlise de transcriptoma, proteoma

e metaboloma de diferentes estadios de desenvolvimento das folhas

C, também auxiliard na compreensdo de como a diferenciacéo foliar de
C, e o estabelecimento da anatomia Kranz s&o regulados. A integracéo
bem sucedida desses diferentes dados, a identificacao de reguladores-
chave peculiares em C,, e a geracdo de uma estratégia de como plantas
de arroz C, deveriam ser geneticamente modificadas para apresentar

a rota C, devem tornar-se marcos no, relativamente jovem, campo

da biologia sintética (MARSHALL et al., 2007; GOWIK; WESTHOFF,
2011).

Referente & segunda opgéo, desenvolvimento de arroz C, a partir de
células Unicas, numerosas tentativas tém sido feitas para introduzir
componentes enzimaticos da fotossintese C, em plantas C,, como o
arroz, tabaco e batata. Essas tentativas foram baseadas no sistema
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existente na planta aquatica H. verticillata (isto é, carboxilacdo do

PEP no citosol de células mesofilicas e descarboxilacao de acidos
organicos de quatro carbonos no cloroplasto das mesmas células) e

na premissa de que o mecanismo concentrador de CO,, em célula
Unica, poderia operar nas células mesofilicas de folhas de plantas C,
(LEEGOOD, 2002). A planta C, de arroz, célula dnica, também foi
criada por Matsouka et al. (2001); Burnell (2011) e Miyao et al. (2011),
em que todos os referidos trabalhos demonstraram que o ciclo C, pode
ser inserido em células do mesofilo do arroz mas, sem o restante da
magquinaria C,, tal como compartimentalizacéo celular e sistemas de
transporte torna-se invidvel a geracdo do arroz C,. Assim, os esforgos
para construcéo da fotossintese C,, em célula Unica, ndo produziram
resultados satisfatérios no aumento da taxa fotossintética e, portanto,
na produtividade da planta de arroz (SAGE; ZHU, 2011). Para os
pesquisadores Sage e Sage (2009), a anatomia das células mesofilicas
do arroz é incompativel com a fotossintese C, em célula Unica.

Esté claro que é improvavel obter um grande impacto sobre a taxa
fotossintética de plantas C, introduzindo uma Unica enzima ou mesmo
uma porc¢édo incompleta do ciclo C,. Contudo, existem evidéncias

que manipulacdes podem levar a um redirecionamento dos fluxos,
como pode ser observado nos trabalhos descritos a seguir. Ku et al.
(1999) transformaram plantas de arroz com o gene PEPC do milho,
obtendo alto nivel de expressdao do mesmo. A atividade da enzima
PEPC foi duas a trés vezes maior em folhas do arroz transgénico,
mesmo quando comparado ao milho convencional, e a enzima perfez
acima de 12% do total de proteinas soltveis da folha. Como resultado
desse trabalho, os autores concluiram que, apesar do aumento na
quantidade de PEPC, isoladamente, ndo ocorreu efeito significativo
sobre a taxa fotossintética, mas, resultou, por outro lado, na alteracao
da condutancia estomatal. Interessantemente, nos trabalhos iniciais de
BJORKMAN et al. (1971), com Atriplex, os autores ja haviam concluido
que a atividade elevada da PEPC (aumento acima de 10 vezes) nao
produziu efeito algum sobre o ponto de compensacéao de CO,, taxa
fotossintética, ou efeito inibitério do O2 na fotossintese.
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Em 2000, Suzuki et al. super expressaram uma PEP carboxiquinase
(PPCK) da planta C,, Urochloa panicoides, em cloroplastos de

células foliares de arroz. Em experimentos com carbono marcado
isotopicamente, '*CO,, acima de 20% da radioatividade foi incorporada
em acidos organicos de quatro carbonos (malato, oxaloacetato e
aspartato) em folhas de plantas transgénicas, quando comparado a,
aproximadamente, 1% em folhas de plantas convencionais. Quando
4“C-malato foi analisado nas folhas, verificou-se que a extens&o da
incorporacao da radioatividade na molécula de sacarose foi trés vezes
superior nas plantas transgénicas do que nas plantas convencionais e
o nivel de aspartato marcado, radioativamente, foi significativamente
menor em plantas transgénicas. Assim, a expressdao de PPCK em
cloroplastos de arroz levou a uma alteracdo no fluxo de carbono em
células mesofilicas contendo o caminho fotossintético C,. Nesse
mesmo ano, Takeuchi et al. concluiram que, apdés transformar o arroz
com o gene que expressa a enzima malica dependente de NADP do
milho, localmente no cloroplasto, obtiveram estruturas de cloroplastos
anormais e aberrantes, com membranas tilacoidais agranais, e uma
correlacdo inversa entre atividade da enzima malica dependente de
NADP e a atividade do fotossistema Il, bem como com o teor de
clorofila. Outros estudos com arroz super expressando essa enzima
tém também indicado reducao no contelido de clorofila, reducdo do
crescimento e fotoinibicdo intensificada (TSUCHIDA et al., 2001),

o0 que pode ser explicado baseando-se na super-reducao do poo/ de
NADP, resultante da alta atividade da enzima super expressada in vivo.

Em 2004, outro estudo conduzido por Chi e colaboradores mostrou
que, apds transformacao de plantas de arroz com a enzima malica
dependente de NADP, foi observado alto nivel de expressao do seu
gene, mas nao foi observada melhoria nas propriedades fotossintéticas
relacionadas com a assimilacdo de CO,, concluindo que a insergéo
dessa enzima, isoladamente, ndo contribuiu para a melhoria do
desempenho da fotossintese em plantas de arroz. Portanto, a
introducéo de outras enzimas relacionadas ao ciclo C,, além de NADP-
ME, como PEPC e piruvato, ortofosfato diquinase (PPDK), poderia
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ser necessaria para conduzir a rota fotossintética C, em plantas C,.
Estudos adicionais relacionados a esse tema também devem esclarecer
a coordenacéo dos pardmetros necessarios para a fotossintese C,.

Miyao et al. (2011) descreveram a tentativa de introduzir, em arroz, a
rota C, em célula Unica, sistema tipo monomérfico, em que a captura e
liberacdo de CO, ocorrem nas células do mesofilo, como a encontrada
na planta aquatica Hydrilla verticillata (Lf) Royle. Quatro enzimas
envolvidas nesta rota foram superproduzidas com sucesso nas folhas
de arroz transgénico; e 12 diferentes grupos de arroz transgénico

que superproduziam estas enzimas, de forma independente ou em
combinacao, foram produzidos e analisados. Embora nenhum destes
transformantes tenha mostrado melhorias no processo fotossintético,
estes estudos apresentaram importantes implicacdes para a evolucao
de genes fotossintéticos C, e sua regulacdo metabdlica, revelando
aspectos Unicos da fisiologia e metabolismo do arroz. Por exemplo, a
atividade de transporte de PEP através da membrana do cloroplasto
parece ser a questdo mais critica para o funcionamento da rota

C, em célula dnica, em arroz. Adicionalmente, dificuldades com a
importacao de OAA para os cloroplastos, a direcao da reacao da
enzima madlica dependente de NADP e a importancia da elevacao da
atividade de malato desidrogenase dependente de NADP (NADP-MDH)
também foram detectados. Esse ndao é o Unico caso em que plantas
transgénicas mostraram fendtipos inesperados, levando a descoberta
de novos mecanismos de regulacao e interagcdes metabdlicas que nao
teriam sido descobertos usando as tradicionais abordagens fisiolégicas
e bioquimicas.

Em 2009, Wang et al. observaram evidéncias de evolucao adaptativa
em plantas de arroz que apresentaram genes PEPC de plantas C, com
significativa abundéncia de substituicoes de aminoacidos em regides
com funcdes especificas e alta taxa Ka/Ks. Ka e Ks sao estimados
para inferir a taxa de evolucdo de um gene, sendo Ka a relacdo entre
substituicdes nao sinbnimas e todos os possiveis sitios ndo sinbnimos
e Ks a relacdo entre substituicoes sindbnimas e todos os possiveis sitios
sindnimos. A taxa Ka/Ks entre espécies é entdao uma medida classica



Arroz C,: Desafios e Perspectivas 31

da evolucado de maneira global em um gene. Quando o valor de Ka/
Ks é maior que um, indica selecdao adaptativa ou positiva. Frente aos
resultados obtidos, os autores levantaram duas hipéteses: a possivel
evolucao adaptativa observada no gene PEPC em plantas de arroz
poderia ser a base para a nova origem da via C,; ou essa observacéo
indicaria uma adaptacao funcional de uma planta que ndo apresenta o
metabolismo C,.

Alguns tipos de arroz silvestre apresentam caracteristicas anatémicas
peculiares as plantas C, e outros tipos tém pontos de compensacéo

de CO, usualmente semelhantes aos de plantas intermediarias C,-C,
(Sheehy et al., 2007). De acordo com Hibberd e Covshoff (2010),
introduzir parte do sistema fotossintético C, realizado em uma Unica
célula em células do mesofilo de arroz, mediante a expressao de
enzimas-chave do ciclo C,, tem gerado um ciclo C, parcial, com poucos
efeitos benéficos. Os autores sugerem que a adi¢cao de transportadores
associados a rota C, nessas linhagens, objetivando aumentar a
funcionalidade do ciclo, em sua totalidade e que para se promover

o funcionamento apropriado da fotossintese C, seja necessério a
compartimentalizacao espacial observada em plantas do tipo Kranz,
devido a interferéncia na expresséo dos genes de plantas C, em células
especificas. A abordagem transgénica é, portanto, uma poderosa
ferramenta para a pesquisa bdsica em ciéncia de plantas e que
contribuird com a engenharia metabdlica de plantas de arroz (MIYAO et
al., 2011).

Em resumo, existem ainda muitos gargalos a serem superados para a
insercé@o da rota C, em plantas C,, como a dificuldade na obtencéo de
organismo modelo de sistema C, e a escassez de estudos filogenéticos,
fisiolégicos e anatdmicos, visando identificar as adaptacoes
fotossintéticas, principalmente de gramineas C,. Dentro da abordagem
filogenética do arroz, ainda nao se tem dados conclusivos relativos a
arquitetura das células do mesofilo, essenciais para a determinacao

de sua capacidade de evolucéo para fotossintese C, e, como
consequéncia, a obtencao e integracdao bem sucedida da arquitetura
genética e bioquimica da fotossintese C, e redes regulatérias de genes
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envolvidos para o estabelecimento de estratégias de transformacéao
genética bem direcionada para a geracdo do arroz C,.

A obtencéo do arroz C, através de métodos biotecnolégicos ainda requer
o auxilio de métodos de melhoramento de plantas para terminalizacao
da tecnologia. A avaliacdo de outras caracteristicas importantes
relacionadas a arquitetura de plantas, qualidade de graos, tolerancia

a estresses bidticos e abidticos, além de aspectos regulatérios para
lancamento de novas variedades, sdo aspectos importantes que
incrementam a chance de sucesso das variedades C, junto ao produtor.
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