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1 INTRODUCAO

As plantas sdo constantemente expostas a condicfes adversas de crescimento,
incluindo o estresse hidrico por falta ou excesso de agua. Tais condi¢Bes afetam
negativamente o desenvolvimento das mesmas, impedindo que elas alcancem o seu
potencial genético produtivo (Cramer et al., 2011).

A ocorréncia de periodos de alagamento é relativamente comum em areas
cultivadas, sendo um dos estresses abitticos de maior importancia para a agricultura
mundial. Sua frequéncia tem aumentado ao longo das ultimas seis décadas, associada
as mudancas climaticas, agravando os desafios globais para a seguranca alimentar
da crescente populacdo (Bailey Serres et al., 2012). Dentre as culturas de maior
importancia econdmica, apenas as plantas de arroz (Oryza sativa) sédo adaptadas ao
encharcamento do solo e todas sé@o sensiveis a submersao total (Bailey Serres et al.,
2012).

No Brasil, a crescente expansao da soja [Glycine max (L.) Merr.] para novas
fronteiras agricolas com diferentes condi¢cdes ambientais tem aumentado a demanda
por novas estratégias que deem sustentabilidade a producdo dessa cultura nos
diferentes locais, cujo rendimento de grdos ainda é bastante afetado por diferentes
estresses (Popp et al., 2003; Assad et al., 2007).

Em regides de terras baixas no Estado do Rio Grande do Sul, a soja é cultivada
como opc¢ao de cultivo em rotacdo de culturas com arroz irrigado. Essa rotacdo vem
sendo intensificada em funcéo da diversificacdo e do retorno econdmico, do aumento
da fertilidade do solo devido a fixagao biologica do nitrogénio, do manejo de pragas e
doencas e, principalmente, da dificuldade do controle de plantas daninhas, como o
arroz vermelho. No entanto, a implantacdo da soja em terras baixas esta sujeita a

periodos de alagamento, haja vista que estas areas caracterizam-se por apresentar
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drenagem natural deficiente. Na soja, 0 estresse ocorre em funcéo da rapida deplecéo
de oxigénio no solo. Portanto, o volume de oxigénio dissolvido na agua se torna
insuficiente para manutencdo do processo de respiracdo aerdbica dos tecidos
radiculares sob excesso hidrico (Gomes et al., 2006).

O custo metabdlico e energético sofrido pelas plantas frente as condi¢cdes
adversas muitas vezes resulta em impactos negativos para a producédo (Wang et al.,
2001). Na tentativa de manter o balanco energético, as plantas aprimoram a via
anaerobica, utilizando a glicolise e a fermentacéo para produzir substratos alternativos,
como etanol e lactato (Taiz et al., 2017). Além da baixa disponibilidade de oxigénio,
gue restringe a respiracdo das raizes, a fixacdo biolégica de nitrogénio é afetada,
limitando a disponibilidade deste nutriente para a sintese de proteinas e de outros
compostos essenciais. Tais adversidades, aliadas ao atual cenario de crescimento da
populacdo mundial, tém levado a necessidade de desenvolvimento de novas
tecnologias que visem uma maior producado agricola, de forma sustentavel, a fim de
atender a crescente demanda por alimentos.

A cultura da soja pode ser considerada sensivel ao alagamento, como a maioria
das culturas agricolas. No entanto, essa espécie possui ampla variabilidade genética
em relacdo a tolerancia ao alagamento, uma vez que é originaria de areas sujeitas a
inundacdes no sul da China (Guo et al., 2010). Como forma de adaptacédo em situacdes
de alagamento, as plantas desenvolvem um conjunto de resposta fisiolégicas,
metabdlicas, moleculares e genéticas, apds a percepcao do sinal externo, via cascata
de respostas (Bray, 1993). Assim, a elucidacdo dessas respostas possibilita a
otimizacdo da selecdo de cultivares mais adaptadas a ambientes sujeitos a ocorrénri=a
de alagamentos.

Diversos métodos de selecdo podem ser utilizados para a identificacdo de
cultivares com melhores combinacdes das caracteristicas alvo. Os marcadores
moleculares tem sido uma ferramenta poderosa para estimar a variacdo genética
dentro e entre as populacbes de plantas. Na cultura da soja, os marcadores
moleculares tém sido utilizados com sucesso, sendo os SNPs (do inglés “Single
Nucleotide Polymorphism” — “Polimorfismos de Nucleotideo Unico”) um dos mais
comumente utilizados para a selecdo e mapeamento de regibes gendmicas

associadas com genes e QTLs (Quantitative Trait Loci) (Morceli et al., 2008). Os SNPs
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sdo uma fonte abundante de variabilidade genética e representam variacbes na
sequéncia do DNA, quando um unico nucleotideo entre os individuos de uma espécie
ou entre pares de cromossomos.

Em funcao disso, os SNPs tém sido pesquisados e utilizados como marcadores
moleculares em programas de melhoramento genético assistido (MAS, do inglés
“Molecular Assisted Selection”). Assim, os SNPs encontrados em genes candidatos
aumentam a probabilidade de se estabelecer correlacdes entre fendétipo e gendtipo
(Ganal et al., 2009; Vidal et al., 2012). Diante dessa realidade, este trabalho visou
identificar e validar marcadores moleculares do tipo SNPs potencialmente
relacionados com a tolerancia ao alagamento, em um painel de genaétipos brasileiros
de soja. Esse conhecimento € crucial para a identificacdo de potenciais genétipos de
soja que possuam tolerancia a solos com ma drenagem e/ou &reas sujeitas a

alagamentos.

2 OBJETIVO GERAL
Validar marcadores moleculares do tipo SNPs associados a tolerancia ao

alagamento em um painel de gendtipos brasileiros de soja.

2.1 Objetivos especificos

I.  Avaliar fenotipicamente e fisiologicamente diferentes genoétipos de soja quanto
a tolerancia/suscetibilidade ao alagamento.
II.  Verificar se 0s genoétipos estudados apresentam variabilidade para os SNPs
identificados previamente.
[ll.  Promover avan¢os na pesquisa de marcadores moleculares SNPs, para que
possam ser utilizados em programas de melhoramento genético assistido,
auxiliando na selecdo de genotipos de soja com maior tolerancia ao

alagamento.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais da cultura da soja

A soja cultivada (Glycine max L. Merrill), pertence a familia Fabaceae
(Leguminosae) e subfamilia Faboideae (Papilionoideae) e apresenta a capacidade de
fixar biologicamente o nitrogénio por intermédio da associacdo simbidtica com
bactérias especificas do solo (Fabris et al., 2011). A planta é originaria do continente
asiatico, mais especificamente da regido sul da China (Guo et al., 2010). Trata-se de
uma espécie herbacea, anual, dipléide (2n = 40 cromossomos), autbgama, com taxa
de fecundacéo cruzada em torno de 1 % (Sediyama et al., 2005). A duracao do ciclo é
influenciada por condic6es ambientais, podendo variar de 80 a 200 dias (Sediyama et
al., 1985).

A soja € uma das principais culturas agricolas no Brasil e no mundo, em funcéo
de seu alto potencial produtivo e caracteristicas nutricionais. A difusdo da cadeia
produtiva da soja esta ligada ao fato de sua utilizacdo como ingrediente basico na
formulacéo de ragcbes para animais, devido ao seu alto valor proteico, especialmente
para monogastricos, aves e suinos. Em média, o grdo da soja possui 40 % de
proteinas, 20 % de lipideos, 5 % de minerais e 34 % de carboidratos (Embrapa Soja,
2017). Além do consideravel teor de proteina, a soja destaca-se como sendo a
principal fonte de 6leo vegetal do mundo (Streck et al., 2008). Quanto a composi¢ao
mineral, a soja possui, a cada 100 gramas de graos, 230 mg de calcio; 580 mg de
fésforo; 9,4 mg de ferro; 1 mg de sodio; 1900 mg de potassio; 220 mg de magnésio e
0,1 mg de cobre (Benassi & Prudéncio, 2013).

No Brasil, é a cultura que mais se destaca, tanto em area cultivada quanto em
producédo. Na safra 2019/20, foram cultivados cerca de 36,5 milhdes de hectares, com

producéo de 120,4 milhdes de toneladas de graos (CONAB, 2020). A projecao até a
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safra 2026/27 é um acréscimo de aproximadamente oito milhdes de hectares na area
cultivada de soja em relacdo a safra atual, podendo chegar a cerca de 44 milhdes de
hectares. Em relacéo a producéo, projeta-se, para 0 mesmo periodo, aumento de 17,8
% em relagéo a safra 2019/20, com previsdo de atingir 146,5 milh6es de toneladas
(MAPA, 2020).

O cultivo é distribuido em todas as regibes do pais, sendo a Centro-Sul
responsavel por aproximadamente 90 % da producdo. Os maiores produtores
nacionais por ordem decrescente, s&o respectivamente os estados do Mato Grosso,
Parana, Rio Grande do Sul, Goias e Mato Grosso do Sul (CONAB, 2020).

No Rio Grande do Sul (RS), a area cultivada com soja na safra 2019/20 cresceu
1 % em relacdo a safra anterior, atingindo 5,83 milh6es de hectares, com
produtividade média de 3,15 t hat (CONAB, 2020). No Brasil, a cultura vem mantendo
a tendéncia de crescimento na area cultivada e, na safra 2019/20, a estimativa aponta
para crescimento de 4,8 % em relacdo ao ciclo passado, esperando-se uma producao
de 120,4 milhdes de toneladas (CONAB, 2020). A oleaginosa representa uma
importante commodity agricola, sendo um produto, em grande parte, destinado a
exportacdo. No entanto, sua produtividade potencial é acometida por diversos
estresses abiodticos, como temperaturas extremas, salinidade, metais pesados, seca
e ocorréncia de periodos de alagamento (Wang et al., 2003; Miransari, 2016; Sabagh
et al., 2019).

3.2 A cultura da soja em areas de terras baixas

O Estado do Rio Grande do Sul possui uma area de aproximadamente 5,4
milhdes de hectares de solos hidromorficos, denominados solos de terras baixas ou
de varzea. Esses solos sdo caracterizados por apresentarem uma camada superficial
pouco espessa e subsuperficial impermeavel, geralmente associado a um relevo plano
(Pauletto et al., 1998). Isso se deve a elevada densidade natural e a relacéo
micro/macroporos desses solos (Gomes et al., 1992), os quais afetam o desempenho
do sistema radicular das plantas (Bamberg et al., 2009).

Em decorréncia da drenagem deficiente, os espacos porosos ficam saturados
com agua, o que acarreta uma seérie de alteracbes na dinamica solo-planta (Bailey-

Serres & Voesenek, 2008). Um solo é considerado alagado quando a fracéo de agua
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disponivel na camada superficial €, no minimo, 20 % maior do que a capacidade de
campo ou se ha uma lamina de agua em sua superficie (Aggarwal et al., 2006).

Desse montante de 5,4 milhdes de hectares, cerca de 3 milhdes sao destinados
ao cultivo de arroz irrigado e/ou pecuaria de corte, em um sistema consolidado de
manejo. A diversificacdo e/ou incorporacao de novas culturas nessas areas, Como soja
e o milho (Zea mays), € uma alternativa para aumentar a eficiéncia do sistema
produtivo (Emygdio et al., 2015). Entretanto, para que a rotacdo de culturas seja
vantajosa, é necessario estudar espécies e/ou cultivares que se adaptem as condicbes
de alagamento no solo e que proporcionem retorno econdémico ao produtor.

As razdes para o incremento do cultivo da soja nessas areas devem-se a alta
infestacdo das areas com arroz vermelho, o qual € um dos principais limitantes para o
aumento da produtividade da cultura do arroz irrigado no estado do RS (Sartori et al.,
2015), além da cultura da soja ser rentavel economicamente. Esse sistema de rotacéo
torna possivel a utilizacdo de herbicidas com mecanismos de acao alternativos aos
utilizados em lavouras arrozeiras, como o glifosato (Zemolin, 2014). Além disto, a soja
pode ser considerada uma alternativa viavel para cultivos em solos hidromérficos, haja
vista a presenca de variabilidade genética em relacdo a tolerancia ao alagamento do
solo (Thomas et al, 2000; Pires et al, 2002).

Nos solos hidromérficos do Estado do RS, a area cultivada com soja em
novembro do ano agricola 2018/19 foi de, aproximadamente, 320 mil hectares (IRGA,
2018), com produtividade média em torno de 2.430 kg ha, abaixo da média estadual
para o periodo (3.013 kg ha). Apesar dos distintos cenarios climaticos ao longo da
safra, parte dessa diferenca pode ser atribuida aos prejuizos provocados pelo
alagamento, ocasionado pela dificuldade de drenagem nestes solos hidromorficos,
principalmente quando ocorrem precipitacdes de maior intensidade.

Os gendétipos podem manifestar tolerancia (sobrevivendo e, as vezes, até
crescendo, mesmo que em menores taxas), ou suscetibilidade (sofrendo reducéo do
crescimento e, dependendo da intensidade do estresse, podendo chegar a morte)
(Cambraia, 2005). Diversos trabalhos avaliando o desempenho diferencial de
genotipos de soja sob condigdo de alagamento foram realizados. As plantas de soja
apresentam mecanismos que permitem aclimatacao a condi¢cdes de hipoxia geradas

pelo alagamento do solo (Pires et al., 2002). Thomas et al (2000) demonstraram a
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existéncia de variabilidade genética entre trinta gendtipos de soja, submetidos ao
alagamento em solos de varzeas. Missio et al. (2010) avaliaram o desempenho de
diferentes gendtipos de soja em solos de varzea, e verificaram que o rendimento de
grdos apresentou diferencas significativas entre os genétipos estudados, sendo a
linhagem JC 21198 a mais produtiva dentre os genotipos avaliados. Recentemente, foi
realizado um estudo para avaliar a tolerancia de 722 genotipos de soja ao alagamento,
por meio de respostas do indice de dano foliar e da taxa de sobrevivéncia das plantas
(Wu et al., 2017b). Os resultados demonstraram que maioria dos genotipos foram
considerados sensiveis enquanto apenas, cinquenta e dois gendétipos mostraram
tolerancia ao alagamento (Wu et al., 2017b).

Atualmente, os trabalhos possuem como objetivo identificar loci genéticos e
genes candidatos associados a tolerancia ao alagamento. Wu et al. (2020) avaliaram
em dois anos consecutivos a tolerancia ao alagamento em um painel de 384 gendtipos
de soja. A pontuacdo de dano foliar foi usada para ordenar a resposta da soja ao
estresse por alagamento. Quatorze SNPs foram identificados como associados a
tolerancia ao alagamento em todos os ambientes. Cinco SNPs foram localizados nas
regibes de codificacdo de cinco genes candidatos (Wu et al., 2020).
Consequentemente, um grande numero de alelos relacionados a tolerancia ao
alagamento foram encontrados nesse trabalho, sendo importante como novas fontes
genéticas para uso em programas de melhoramento da soja.

Essas consideracdes reforcam a necessidade de um enfoque sistematico nos
estudos de estresse hidrico, com énfase na elucidacdo dos mecanismos envolvidos
no carater toleréncia ao alagamento do solo, para a recomendacédo de cultivares de

soja e como suporte em programas de melhoramento da cultura.

3.3 Alteragdes fisioldégicas em resposta ao alagamento
Para lidar com condi¢cdes adversas, as plantas desenvolvem mecanismos
especificos que Ihes permitem detectar mudancas ambientais, desencadeando
respostas complexas em niveis celulares e moleculares. Assim, visam minimizar ou
evitar danos, garantindo a sobrevivéncia por meio da conservacdo de recursos
valiosos para seu crescimento e reproducao (Rizhsky et al., 2004; Mittler & Blumwald,
2010; Feng et al., 2019).
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O alagamento modifica a atmosfera do solo, pois promove deficiéncia de
oxigénio (O2), acumulo de dioxido de carbono (COz2), metano (CHa), etileno (C2Ha4), gas
sulfidrico (H2S), e ambnio (NH4*) em solucéo e reducao da respiracédo aerdbica (Costa,
1996; Liesack et al., 2000).

O alagamento do solo induz na planta multiplos processos fisiol6gicos, como
diminuicdo do crescimento radicular e da parte aérea, reducdo/ degradacdo no
contetdo de clorofila que estd associada a coloracdo verde menos intensa das
plantulas submetidas ao estresse em comparag¢ao com plantas nao expostas, reducéo
na captacdo de nutrientes e alteracdo da respiracdo mitocondrial (Dat et al., 2004;
Fernandez, 2006; Pociecha et al., 2008; Miao et al., 2012). Além disso, o alagamento
prejudica a formacao dos nédulos, a fixacéo de nitrogénio atmosférico e a assimilagao
de carbono (Cho & Yamakawa, 2006). Em soja, quando a nodulacdo é comprometida,
sdo observadas alteracbes na composicdo de aminoacidos nas raizes (Oliveira &
Sodek, 2013) e no xilema (Justino & Sodek, 2013). Em virtude destes agravantes, a
produtividade média historica destas areas sujeitas ao alagamento no estado do RS
gira em torno de 1.900 kg hat, bem abaixo da média das areas de terras altas, que é
de, aproximadamente, 3.350 kg ha* (IRGA, 2019).

O O3 é vital no fornecimento de energia para as vias celulares e sua presenca
ou auséncia determina a atividade metabdlica e a produgdo de energia.
Consequentemente, 0 alagamento prejudica a respiracdo da raiz, gerando declinio na
taxa de ATP/ADP, restringindo a fosforilac&o oxidativa e, por conseguinte, gerando um
déficit energético (Vartapetian & Jackson, 1997; Irfan et al., 2010). Como alternativa
de sobrevivéncia durante o periodo de estresse, ocorre inducéo de genes relacionados
as rotas de degradacdo de reservas, glicélise e fermentacdo, visando manter o
metabolismo energético (Dat et al., 2004; Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Colmer &
Voesenek, 2009; Voeseneck & Bailey-Serres, 2015). Ocorre também a alteracdo na
expressao de genes em raizes e hipocotilo da plantula da soja (Nanjo et al., 2011).

O estresse nas raizes sob alagamento é intensificado com o tempo, com a
passagem de hipoxia para anoxia (auséncia de oxigénio), e pela acdo de toxinas
produzidas por bactérias anaerébicas do solo. Os danos causados pelo alagamento
do solo variam de acordo com o estadio de desenvolvimento da cultura, mas, de forma

geral, a reducédo na germinacdo, no crescimento e no rendimento de graos é mais
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acentuada quanto maior for a duracao do periodo de alagamento (Rhine et al., 2010).
Comumente, a soja € considerada mais suscetivel a danos por inundacéo durante os
estagios reprodutivos iniciais [em torno de R2; (Fehr & Caviness, 1977; Rhine et al.,
2010)]. Na soja, as reducdes de rendimento de grédos foram maiores quando o solo
estava alagado em R1 ou R5 em comparagédo com o estagio de crescimento V5 (Rhine
et al., 2010). Outro estudo mostrou que os estagios vegetativo inicial (V2) e reprodutivo
(R1, R2, R3, R5) da soja foram os mais afetados pelo alagamento do solo em
comparacao com os estagios de crescimento vegetativo tardio (V3, V7) e reprodutivo
(R6) (Linkemer, Board, & Musgrave, 1998). Os resultados destas pesquisas indicam
gue o estagio de crescimento da cultura no momento da inundacao ou alagamento &
um determinante importante da magnitude do dano causado pelo estresse do
alagamento nas plantas.

De forma geral, na fase inicial do estresse por alagamento, tem-se uma
aclimatacdo metabdlica por meio da inducéo da sintese das chamadas "proteinas de
estresse anaerodbico”, que incluem as enzimas da via glicolitica e fermentativa, o que
podem ajudar as plantas a tolerar a hipéxia nas raizes (Irfan et al., 2010). Em casos
de estresses mais severos, as plantas induzem a biossintese de etileno (Vriezen et al.,
1999; Komatsu & Ahsan, 2009; Sasidharan & Voesenek, 2015), o afrouxamento da
parede celular (Komatsu et al., 2011) e a formacéo de aerénquima (Shimamura et al.,
2010).

A reprogramacdo dos padrdes de expressao génica € um dos mecanismos-
chave na adaptacao (tanto em nivel molecular, quanto fisiol6gico e bioquimico) das
plantas as condicBes ambientais limitantes (Bartels & Sunkar, 2005). A reprogramacao
visa a restauracdo da homeostase celular, compreendendo genes e vias que estdo na
base da resisténcia ao estresse abidtico, sendo parte integrante da regulacédo génica
global. Portanto, a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na resposta das plantas de
soja ao estresse por alagamento € imprescindivel para desenvolver cultivares

tolerantes que reduzam as perdas de produtividade devido ao estresse.
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3.4 Avancos biotecnoldgicos para o desenvolvimento de plantas tolerantes ao
alagamento

O advento de sequenciadores da nova geracao tem revolucionado a forma pela
qual transcriptomas de eucariotos podem ser analisados. A andlise do transcriptoma
apresenta grande potencial para predizer marcadores moleculares de interesse
agrondmico. O marcador molecular corresponde a sequencias de DNA que revelam
polimorfismos entre individuos geneticamente relacionados (Hayward et al., 2015). As
novas tecnologias de sequenciamento de DNA e/ou RNA, denominadas de
tecnologias de sequenciamento de nova geracao possibilitam gerar um conjunto de
dados, apresentando consequentemente diversas aplicacfes, que incluem a
identificacdo de cultivares, andlise de expressdo génica e genotipagem de
populacées, analise de diversidade genética, deteccdo de associacfes genotipo X
fendtipo, modificacdes de histonas, identificacdo de splicing e analise de interacdes
proteina-DNA (Shedure e Ji, 2008; Elshire et al., 2011; Mastrangelo et al., 2012).

O desenvolvimento de métodos de sequenciamento de nova geracao tornou o0s
polimorfismos de Unica base (SNPs) extremamente empregados como marcadores
genéticos (Ganal et al., 2009; Kumar et al., 2012; Crossa et al., 2017; Guo et al., 2018).
Estes sdo marcadores estaveis, sendo excelentes para estudos de caracteristicas
genéticas, permitindo a identificacdo em larga escala e com baixo custo (Jehan &
Lakhanpaul, 2006). Deste modo, os SNPs tornam-se fontes inesgotaveis de possiveis
marcadores polimdrficos para uso no mapeamento genético de alta resolucdo, assim
como para o estudo de associacdo baseados em genes candidatos (Rafalski, 2002;
Zhang et al., 2019).

Os SNPs estao presentes ao longo de todo o genoma e sao importante fonte
de variabilidade entre individuos, cultivares ou espécies. Em geral, os marcadores
SNPs sdo bi-alélicos, ou seja, sdo encontradas apenas duas variantes em uma
espécie, que podem ocorrer em regides codificadoras ou com funcéo regulatoria.
Portanto, a distribuicdo dos SNPs varia ho genoma, sendo menos frequente em
regides codificadoras que nas nao-codificadoras (Liao & Lee, 2010).

Nas regides codificantes, as mutacdes sao categorizadas em duas classes: nao
sinbnimas, as quais alteram a sequéncia do produto proteico, ou sinbnimas, que nao

afetam a estrutura primaria dos produtos. No entanto, um SNP sindnimo pode
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modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e, consequentemente, afetar
a quantidade de proteina produzida (Griffiths et al., 2001). Além disso, SNPs podem
ocasionar splicing alternativo, gerar ou suprimir cédons de terminagdo ou
poliadenilagdo na molécula de RNA mensageiro e alterar codons de iniciacdo de
traducéo (Liao & Lee, 2010).

Diversos métodos de alto rendimento tém sido usados para identificar SNPs,
como o sequenciamento de todo o genoma, sequenciamento de RNA, sequencimanto
de DNA e digestdo com enzimas de restricao (Davey et al., 2011). Na maior parte das
vezes, entretanto, os SNPs sdo encontrados em espacos intergénicos, sem funcao
determinada (Rafalski, 2002). Assim, recentemente, 0 sequenciamento do
trasncriptoma, ou RNA-seq, tornou-se uma das técnicas baseadas em
sequenciamento de alto rendimento mais representativas devido a sua alta preciséo e
alto rendimento (Zhao et al., 2019). Portanto, milhares de SNPs podem ser
descobertos e o0s niveis de expressdo de genes funcionais com variacbes de
sequéncia podem ser observados simultaneamente a um custo razoavel (Zhao et al.,
2019). A localizagdo das variagbes nas regides codificantes associadas as
caracteristicas bioldgicas e agronémicas da planta podem ser identificadas e os
fendtipos podem ser previstos de acordo com os gendétipos (Ganal et al., 2009; Vidal
et al., 2012).

Uma vez identificados, os SNPs estardo disponiveis para genotipagem em larga
escala. As metodologias disponiveis para genotipagem incluem o ARMS-PCR (Tetra-
primer Amplification Refractory Mutation System PCR), CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence), SSCP (Single-Strand Conformational Polymorphism), KASP
(Kompetitive Allele Specific PCR), TagMan, PCR em tempo real e técnicas baseadas
em sequenciamento (Munerato, 2005; Ayalew et al., 2019; Hashim e Al-Shuhaib,
2019). Os marcadores SNP podem ser visualizados por meio do ensaio de PCR
especifico para alelos competitivos (KASP) capaz de estabelecer uma plataforma de
genotipagem de alto rendimento para selecao assistida dos gene alvo (Rasheed et al.,
2016). O KASP foi desenvolvido como o objetivo de reduzir custos e melhorar a
eficiéncia da genotipagem. Os marcadores KASP-SNP sdo altamente precisos e
altamente flexiveis e com uma ampla variedade de aplicagcdes (Yuan et al., 2014;
Rasheed et al., 2016; Steeleet et al., 2018).
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Os SNPs vém ganhando muito espaco em estudos de analises génicas em
plantas, como em trabalhos realizados em soja (Zhu et al., 2003; Choi et al., 2007;
Ravelombola et al., 2019; Li et al., 2019). A identificacdo desses SNPs tem uma grande
aplicacdo em melhoramento genético de plantas, pois os mesmos podem ser utilizados
como marcadores moleculares para genotipagem. Assim, técnicas de fenotipagem e
genotipagem confiaveis podem contribuir para a selecdo de genoétipos de soja com
menores impactos frente ao alagamento. Portanto, a genotipagem e a compreensao
de mecanismos fisiolégicos e das bases moleculares desses gendtipos podem ser
Uteis para programas de melhoramento e para o desenvolvimento de cultivares de soja
mais tolerantes ao alagamento, assim como auxiliar na sele¢éo assistida, contribuindo
para a reducdo de danos ocasionados por este estresse.

Nas ultimas décadas, esfor¢cos foram dedicados na identificacdo de potenciais
genes / QTLs e no desenvolvimento de estratégias de selecdo. Esta selecdo é
embasada em estudos de fenotipagem, que tem por objetivo validar caracteres
morfologicos, bioquimicos e moleculares relacionados com a tolerancia ao alagamento
em materiais disponiveis em bancos de germoplasmas e avaliar a expressédo desses
caracteres, proporcionando subsidio para estudos genémicos. No que diz respeito a
variacdo fenotipica, van Veen et al. (2016) identificaram em plantas de Arabidopsis
thaliana, 126 genes putativos de ‘tolerancia’ ao alagamento, induzidos de maneira
diferente em acessos tolerantes e sensiveis.

Assim, a aplicacdo de tecnologias de fenotipagem e genotipagem de alto
rendimento é essencial para 0 sucesso de programas de melhoramento. As
plataformas de fenotipagem que visualizam a arquitetura do sistema radicular e
monitoram o status do dossel devem ter prioridade. Os dados de refletancia espectral
do dossel podem ser medidos com alto rendimento, por meio de sensoriamento remoto
e geracdo de imagens. Pesquisas recentes em soja mostraram que a refletancia
espectral nos comprimentos de onda no infravermelho proximo (730-1305 nm) esta
altamente correlacionada com caracteristicas agronémicas (Christenson et al., 2015).

Até o momento, varios estudos foram realizados para revelar a base genética
subjacente da tolerancia ao alagamento em soja e numerosas regidées gendmicas
associadas a tolerancia foram identificadas (Osman et al., 2013; Valliyodan et al.,
2017; Yu et al.,, 2019; Wu et al., 2020). Os QTLs associados a tolerancia ao
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alagamento em soja podem ser usados na estratégia de selecdo assistida por
marcadores.

O estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS) é uma ferramenta eficiente
para detectar SNPs associados a importantes caracteristicas quantitativas complexas
e prever ou identificar genes causais (Brachi et al 2011; Shoemaker et al., 2008; Assefa
et al., 2020; Yang et al., 2020). Nos ultimos anos, o GWAS tem sido amplamente
utilizado para mapeamento de associacfes para dissecar a arquitetura genética de
caracteristicas complexas em varias espécies, incluindo soja (Wang et al., 2008; Wu
et al., 2020). A introgressédo da tolerancia em plantas de importancia econémica tem
sido uma abordagem eficaz para lidar com os efeitos do alagamento, reduzindo as
perdas de produtividade por este estresse. Assim, faz-se necessario explorar
abordagens préticas, como a combinacao de GWAS para identificacdo de QTL com
analise de associacdo de SNP com caracteristicas fenotipicas de tolerancia

alagamento.
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