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ESTUDO DAS PROTEINAS LIGANTES A ACIL-CoA EM Jatropha curcas L.:
caracterizagao estrutural e funcional in silico e validagcao molecular por PCR

RESUMO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) € uma oleaginosa de interesse para produgao
de biodiesel, embora desafios de manejo e produtividade limitem o avango do
melhoramento genético. Estudos voltados a identificacdo de genes associados ao
metabolismo lipidico, utilizando ferramentas de bioinformatica, podem ampliar o
conhecimento sobre os mecanismos moleculares relacionados a sintese e ao
transporte de lipidios. Entre as proteinas envolvidas no metabolismo lipidico, as
acyl-CoA-binding proteins (ACBPs) destacam-se por seu papel na sintese,
transporte e armazenamento de lipidios, sendo alvos relevantes para investigacdes
funcionais em J. curcas. Diante disso, o presente estudo teve como obijetivo
caracterizar in silico os genes e proteinas da familia ACBP em J. curcas, desenhar
e validar primers especificos, analisar a presenca génica em diferentes gendétipos
e realizar analises estruturais e funcionais das proteinas, por meio de ferramentas
computacionais. A identificacdo dos genes ACBPs foi realizada a partir do genoma
de referéncia disponivel no NCBI, com andlises de dominios, elementos cis-
regulatorios e expressao in silico a partir de dados de RNA-Seq. Primers foram
desenhados e testados por PCR, enquanto as proteinas foram caracterizadas
quanto a propriedades fisico-quimicas, modelagem por homologia, ancoragem
molecular com acil-CoAs e analise de interagdes proteina-proteina. Quatro genes
da familia ACBP foram identificados no genoma de J. curcas (classes |, lll e IV),
com tamanho variando entre 1.975 e 8.449 pb. A analise das regides promotoras
revelou elementos cis-regulatorios relacionados a resposta a estimulos ambientais
e hormonais, enquanto dados de RNA-Seq indicaram expresséo desses genes em
diversos tecidos, com destaque para JcACBP1. A amplificacdo por PCR
convencional confirmou a presencga de JCACBP1, JcCACBP3 e JCACBP4 na maioria
dos gendtipos, exceto UFRB5 e UFRB14, que apresentaram os maiores teores de
Oleo. As andlises estruturais e de modificacbes pods-traducionais das proteinas
reforcam a funcdo multifuncional das JCACBPs no metabolismo lipidico. AJCACBP1
apresentou interagdes estaveis com diferentes acil-CoAs, especialmente palmitoil-
CoA, evidenciando sua versatilidade no transporte desses metabdlitos. Além disso,
as redes de interagdo proteina-proteina preditas sugerem envolvimento dessas
proteinas na B-oxidagao peroxissomal e em outras vias do metabolismo lipidico. Os
resultados indicam que as JCACBPs estao envolvidas em processos relacionados
ao metabolismo lipidico e possivelmente na adaptacao fisioldgica de J. curcas. A
presenca diferencial de algumas isoformas entre gendtipos, aliada as predi¢des
estruturais, de interagdes proteina-proteina e de ligacdo a acil-CoAs, sugere
fungdes multifuncionais dessas proteinas. Esses achados fornecem uma base
solida para estudos futuros que explorem os mecanismos moleculares das
JCcACBPs e seu papel na fisiologia € no metabolismo da planta.

Palavras-chave: ACBP, Bioinformatica, Desenho de primers, Pinhdo manso,
Metabolismo lipidico.



STUDY OF ACYL-COA-BINDING PROTEINS IN Jatropha curcas L.: In Silico
Structural and Functional Characterization and Molecular Validation by PCR

ABSTRACT

Physic nut (Jatropha curcas L.) is an oilseed crop of interest for biodiesel production,
although agronomic and productivity challenges limit the progress of genetic
improvement. Studies focused on the identification of genes involved in lipid
metabolism, using bioinformatics tools, can enhance our understanding of the
molecular mechanisms regulating lipid synthesis and transport. Among proteins
associated with lipid metabolism, acyl-CoA-binding proteins (ACBPs) play key roles
in lipid synthesis, transport, and storage, making them relevant targets for functional
investigations in J. curcas. This study aimed to perform an in silico characterization
of ACBP genes and proteins in J. curcas, design and validate specific primers,
analyze gene presence across different genotypes, and carry out structural and
functional analyses of the proteins using computational tools. ACBP genes were
identified from the reference genome available at NCBI, with analyses of domains,
cis-regulatory elements, and in silico expression based on RNA-Seq data. Primers
were designed and tested by conventional PCR, while proteins were characterized
regarding physicochemical properties, homology modeling, molecular docking with
physiological acyl-CoAs, and protein—protein interaction analyses. Four ACBP
genes were identified in the J. curcas genome (classes |, Ill, and IV), with sizes
ranging from 1,975 to 8,449 bp. Promoter analyses revealed cis-regulatory elements
related to responses to environmental and hormonal stimuli, and RNA-Seq data
indicated gene expression across various tissues, particularly for JCACBP1. PCR
amplification confirmed the presence of JCACBP1, JCACBP3, and JCACBP4 in most
genotypes, except UFRB5 and UFRB14, which displayed the highest seed oil
content. Structural analyses and predictions of post-translational modifications
support the multifunctional role of JCACBPs in lipid metabolism. JCACBP1 showed
stable interactions with different acyl-CoAs, especially palmitoyl-CoA, highlighting
its versatility in acyl-CoA transport. Predicted protein—protein interaction networks
suggest involvement of these proteins in peroxisomal B-oxidation and other lipid
metabolic pathways. Overall, the results indicate that JCACBPs participate in lipid-
related processes and potentially in the physiological adaptation of J. curcas. The
differential presence of isoforms among genotypes, combined with structural
predictions, protein—protein interactions, and acyl-CoA binding, suggests
multifunctional roles for these proteins. These findings provide a solid foundation for
future studies exploring the molecular mechanisms of JCACBPs and their roles in
plant physiology and lipid metabolism.

Keywords: ACBP, Bioinformatics, Primer Design, Physic Nut, Lipid Metabolism.
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1. INTRODUGAO

O pinh&o manso (Jatropha curcas L.) € uma espécie oleaginosa, pertencente
a familia Euphorbiaceae, apresentando 6leo de boa qualidade e menor custo de
processamento, com ampla adaptacdo a condi¢des de clima tropical e subtropical
(Abdelgadir & Van Staden, 2013; Laviola et al., 2014).

O elevado potencial do pinhdo manso deve-se, em grande parte, a sua
composicao lipidica, caracterizada por altos teores de acidos graxos mono e di-
insaturados e por uma fragao oleosa que varia entre 32% e 40%, podendo atingir até
56,8% em alguns gendtipos (Achten et al., 2007; Abobatta, 2019; Bonilla et al., 2019).
Essa caracteristica ndo apenas o torna uma fonte promissora para a producao de
biocombustiveis, mas também um modelo interessante para o estudo dos
mecanismos de biossintese e acumulo de lipidios em plantas (Riayatsyah et al.,
2022; Agrawal et al., 2023).

Dentre as proteinas associadas ao metabolismo lipidico, destacam-se as acy/-
CoA-binding proteins (ACBPs), uma familia conservada de proteinas que participam
do transporte de acil-CoAs e da regulagao de diferentes vias metabdlicas. Evidéncias
indicam que essas proteinas modulam a biossintese de lipidios e moléculas
sinalizadoras por meio da interagdo com enzimas-chave e do controle espacgo-
temporal da expresséo génica (Lung & Chye, 2019; Raboanatahiry et al., 2018).

As ACBPs em plantas sao classificadas em quatro grupos, definidos com base
no peso molecular e na presenca de dominios adicionais. A Classe | compreende
proteinas de baixo peso molecular que contém apenas o dominio conservado ACBP.
As Classes Il e IV incluem proteinas de pesos moleculares intermediarios a altos,
contendo, além do dominio ACBP, motivos funcionais adicionais, como dominios de
anquirina (Classe Il) e motivos kelch (Classe IV), ambos associados a interagao
proteina-proteina e a regulacao de vias de sinalizagdo. A Classe lll, por sua vez,
abrange proteinas de maior peso molecular, com regides C-terminais estendidas e
outros dominios acessorios, geralmente envolvidas no transporte lipidico intracelular
e na manutencao da homeostase (Du et al., 2016; Lung & Chye, 2019).

A diversidade funcional das ACBPs tem sido relatada em diversas espécies.
Em Brassica napus, analises transcriptdmicas revelaram perfis de expressao
distintos entre embrido e tegumento durante a maturagao das sementes, associando
essas proteinas a regulagao do metabolismo lipidico e ao acumulo de reservas (Liao

et al.,, 2019). Resultados semelhantes foram obtidos em Elaeis guineensis



(dendezeiro), onde a expressao de ACBPs é intensificada durante as fases de
deposicao de o6leo, indicando sua atuagao no transporte e na regulagao de lipidios
em oleaginosas tropicais (Amiruddin et al., 2017). Estudos adicionais em Hevea
brasiliensis e em organismos nao vegetais, como Aspergillus oryzae, reforgam a
conservagao evolutiva e a versatilidade funcional dessa familia proteica (Nie et al.,
2018; Yao et al., 2016).

Diante da relevancia agronémica e bioenergética do pinhdo manso, pesquisas
voltadas a caracterizagdo e ao desenvolvimento de ferramentas moleculares para o
estudo de proteinas envolvidas no metabolismo lipidico podem contribuir
significativamente para a compreenséao de seus padrdes de expressao em diferentes
tecidos e condigdes ambientais, além de subsidiar estratégias de melhoramento
genético (Haslam et al., 2020; Kim et al., 2020; Arockiasamy, 2021).

Abordagens in silico, baseadas em dados de sequenciamento e expressao
génica disponiveis em bancos especializados, tém se mostrado fundamentais nesse
contexto. O uso de ferramentas de bioinformatica possibilita a caracterizagao
estrutural e funcional de proteinas de forma rapida e de baixo custo, permitindo a
identificacdo de dominios conservados, a predigdo de estabilidade, o mapeamento
de sitios de ligagao e o embasamento de experimentos em biologia molecular, como
o desenho de primers e a analise de expressao génica (Bhat et al., 2022).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo caracterizar, por meio de
analises in silico, os membros da familia de proteinas ligantes de acil-CoA (ACBPs)
em J. curcas, realizar o desenho e validagdo de primers especificos, avaliar a
presenga génica e correlacionar os dados com o teor de 6leo das sementes, e, por
ultimo, caracterizar estrutural e funcionalmente as proteinas, incluindo modelagem
estrutural, ancoragem molecular e andlise de interagao proteina-proteina, visando
compreender seu papel no metabolismo lipidico e fornecer subsidios para o
conhecimento funcional dessas proteinas, para estudos futuros e para estratégias
de melhoramento genético, contribuindo para a produgao sustentavel de 6leo em J.

curcas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pinhao manso (Jatropha curcas L.)

O pinh&o manso (J. curcas), também conhecido como pinha-de-purga,
purgueira ou grao-de-maluco, € uma oleaginosa pertencente a familia
Euphorbiaceae (Arruda et al., 2004; Abdelgadir & Van Staden, 2013). A planta é
originaria do México e América Central, introduzida em regides da Africa (como Cabo
Verde, Guiné-Bissau, Mogcambique e Angola) por navegadores portugueses e,
posteriormente, em paises da Asia como india, China e Indonésia (Achten et al.,
2010; Silitonga et al., 2011).

Apresenta boa adaptagéo a regides tropicais, tolerancia a solos pobres e a
seca, ciclo vegetativo perene e inicio precoce de produgédo, com frutificagao
ocorrendo cerca de oito meses apds o plantio (Laviola et al., 2014, 2019). Essa
espécie se destaca entre as fontes alternativas renovaveis para a produgao de
biocombustiveis no Brasil, especialmente em razdo da composi¢cdo adequada e alta
fluidez do seu 6leo (Martins et al., 2008; Duréaes et al., 2011; Wani et al., 2012; Laviola
et al., 2014).

Por nao ser comestivel, o cultivo do pinhdo manso ndo compete com culturas
alimentares, configurando-se como uma alternativa sustentavel para o uso de terras
marginais e de baixa aptidao agricola. A utilizagdo de seu 6leo contribui ainda para
a mitigagao das emissdes de gases de efeito estufa, ja que a planta absorve diéxido
de carbono (CO,) durante seu ciclo de crescimento, colaborando com o balango de
carbono atmosférico (Chauhan et al., 2010; Riayatsyah et al., 2022; Agrawal et al.,
2023).

O teor de 6leo nas sementes pode variar de 30% a 40% do peso total, com
predominancia de &cido linoleico (29,0-44,2%), seguido pelos acidos palmitico
(14,1-15,3%) e estearico (3,7-9,8%), o que confere propriedades fisico-quimicas
favoraveis para a produgado de biodiesel (Duraes et al., 2011; Wani et al., 2012;
Laviola et al., 2014; Mastan et al., 2019).

Além do uso energético, a espécie apresenta outras aplicagdes: na medicina
popular de diversos paises, € utilizada no tratamento de paralisia, reumatismo, gota
e infeccdes de pele; na industria, serve como matéria-prima para a fabricagdo de

tintas e sabdes; e na agricultura, é utilizada como cerca-viva, na recuperagao de



areas degradadas e em processos de biorremediacao (Krishnan & Paramathma,
2009; Duraes et al., 2009; Laviola et al., 2014).

Diante da versatilidade comercial e industrial do pinhdo manso, o
sequenciamento desta espécie foi alvo de estudos voltados para o melhoramento
genético e conservagao. O resultado disso esta disponivel em bancos especializados
como o KAZUSA (https://www.kazusa.or.jp/jatropha_3.0/) (Sato et al., 2011), JCDB
(http://jcdb.xtbg.ac.cn/) (Zhang et al., 2021) e também no NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Trata-se de um genoma relativamente compacto, com

tamanho estimado em 320,5 Mb. A espécie é dipléide (2n = 22), possui cromossomos
pequenos (1,24 a 1,71 ym), sendo cinco metacéntricos e seis submetacéntricos. A
composi¢cao gendmica € predominantemente rica em adenina e timina (61,3% AT e
38,7% GC) (Soontornchainaksaeng & Jenjittikul, 2003; Paramathma &
Venkatachalam, 2007; Carvalho et al., 2008; Wu et al., 2015).

Essas caracteristicas agrondmicas, industriais e genémicas tornam o pinhao
manso uma espécie de elevado interesse para pesquisas voltadas a conservacgéao e
ao melhoramento genético, uma vez que o conhecimento sobre seu genoma e
variabilidade é fundamental para o desenvolvimento de cultivares mais produtivas e

adaptadas a diferentes condi¢gdes ambientais.

2.2 Conservagao e Melhoramento Genético

Com o aumento do interesse na producao de Jatropha curcas e a constatagao
de limitagcdes agronémicas e produtivas da espécie, surgiram os primeiros esforgos
voltados ao seu melhoramento genético. Atualmente, o pinhdo manso € cultivado em
diversos paises, como india, China e Filipinas, e figura entre as principais fontes
potenciais para a producao de biodiesel (Zhang et al., 2011; Changmai et al., 2020;
Neupane et al., 2021; Ruatpuia et al., 2024). Diversas nac¢des utilizam a espécie
como matéria-prima na indUstria de biocombustiveis, incluindo india, Peru, China,
Indonésia, Filipinas, Paquistdo, Tailandia, Irda, Cuba, Australia, Zimbabue e Mali
(Changmai et al., 2020).

O estudo de Ewunie et al. (2021) destaca os principais fatores que afetam o
potencial da J. curcas para a producao sustentavel de biodiesel, entre eles estdo o
baixo desempenho agronémico, a dependéncia de condigbes edafoclimaticas
favoraveis, a variabilidade na qualidade do 6leo e a escassez de tecnologias

adequadas para coleta, extracdo e processamento. Além disso, fatores
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socioecondmicos, como auséncia de politicas publicas claras, incentivos
governamentais insuficientes e problemas de propriedade fundiaria, também
contribuiram para o encerramento de projetos e a estagnacéo da cultura como fonte
principal de biodiesel.

No México, que € um dos centros de pesquisa com a cultura, foram
registradas trés variedades de J. curcas, sendo duas com flores 100% femininas,
que receberam os nomes de “Gran Victoria” e “Dona Aurelia” e uma variedade com
maior propor¢ao de flores masculinas foi registrada como “Don Rafael”, usada como
polinizadora para as variedades femininas. O teor de 6leo das variedades mexicanas
varia de 48,3% a 56,8% (Bonilla et al., 2019).

Na Africa, o cultivo e os estudos com pinhdo manso destinados para a
producdo do biocombustivel teve uma baixa. Os estudos com a cultura na regido
voltaram-se para os genoétipos que produzem sementes sem ésteres de forbol (ndo
téxico) para a alimentagcao animal e produgao de alimentos e algumas variedades
hibridas adaptadas a diferentes climas estao disponiveis (Martin et al., 2019).

O melhoramento genético da J. curcas tem recebido atengao crescente devido
ao seu potencial como cultura energética sustentavel. De acordo com Arockiasamy
(2021), esforgos biotecnolégicos, como a aplicacdo de marcadores moleculares,
edicdo genética e cultura de tecidos, tém sido fundamentais para superar desafios
relacionados a baixa germinagao, variabilidade genética limitada e adaptacdo a
diferentes condigdes ambientais. A selegcao assistida por marcadores (MAS) tem
possibilitado avancgos significativos na melhoria do teor e qualidade do dleo,
caracteristicas essenciais para a Vviabilidade econbémica da cultura.
Complementarmente, ferramentas “-Omicas” e anadlises in silico permitem a
identificagdo precisa de genes e proteinas envolvidos no metabolismo lipidico e
respostas ao estresse, facilitando o desenvolvimento de cultivares superiores
(Upadhyay et al., 2025).

No Brasil, a autorizagédo para inscricdo da espécie no Registro Nacional de
Cultuvares (RNC) s6 aconteceu em 2008, por meio da normativa n° 4, de 14 de
janeiro do corrente ano, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (Brasil, 2008).

Os bancos ativos de germoplasma de pinhdo manso no pais estao situados
na Embrapa Algoddo, Embrapa Rondbnia, Embrapa Agroenergia e Embrapa

Cerrado, o BAG do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa,



ambos com diversos genoétipos com ampla variabilidade, provenientes de diversas
regides do Brasil e de outros paises (Spinelli et al., 2010; Freitas, et al., 2011; Laviola
et al., 2012; Laviola, et al., 2017).

O progresso e processo de domesticagdo da cultura no Brasil ainda esta em
desenvolvimento. Como mencionado acima, além das dificuldades encontradas no
desnivel de maturagao dos frutos, o que gera problemas na colheita e custos maiores
de produgéao, o surgimento de moléstias causadas por fungos, como a antracnose e
podridao do colo, tem dificultado esse processo de melhoramento e indicagao de
cultivares (Laviola, 2014; Montes & Melchinger, 2016).

Os estudos com esta oleaginosa no Nucleo de Melhoramento Genético e
Biotecnologia (NBIO), da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), teve
inicio ja no ano de 2008, com acessos trazidos da Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola (EBDA), das cidades de Alagoinhas e Irara, e acessos
provenientes de intercambio com a Universidade Federal de Vigosa (UFV) de
diferentes regides da Bahia. Com um tamanho efetivo de populagéo inicial de ~229,
sofrendo uma redugao para ~200 apods a propagacéo e introdu¢cado no BAG da UFRB,
os primeiros estudos ja demonstraram a presencga de divergéncia e variabilidade
entre os acessos de meio-irmaos (Carvalho, 2010; Brasileiro et al., 2013; Pestana-
Caldas et al., 2016).

As progénies de meio-irmaos que apresentaram maior variabilidade genética
e divergéncia foram: UFRB-PM 1, UFRB-PM 6, UFRB-PM 9, UFRB-PM 12, UFRB-
PM 13, UFRB-PM 19, UFRB-PM 11 e UFRB-PM 8, em um estudo com 20 progénies
de meio-irm&os, utilizando marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), podendo ser indicadas para combinag¢des hibridas e usadas como parentais
em programas de melhoramento da espécie (Queiroz, 2015). Almeida et al. (2016),
identificaram que os clones UFRBPR14 e UFRBPR15 como os mais divergentes,
por meio da caracterizacdo morfoldgica para selegao de variedades clonais, onde o
numero de ramos, a altura das plantas e o numero de cachos foram as caracteristicas
gue mais contribuiram para essa divergéncia.

Farias (2018) indicou que os caracteres de produgéo de frutos (nUmero de
frutos) e o6leo (produtividade de 6leo) sdo os responsaveis pela detec¢do de
variabilidade genética entre os clones, e deu destaque para os clones de meio-
irmaos UFRBO05, UFRB13, UFRB14.



Novos estudos e projetos estdao sendo desenvolvidos pelo grupo de pesquisa
NBIO da UFRB para o melhoramento dessa cultura, visando a maior produgéo de
frutos com maior teor de dleo (por exemplo, voltados para o metabolismo lipidico)

sua caracteristica de maior interesse agronémico e mercadologico.

2.3 Metabolismo lipidico

Alguns estudos em espécies oleaginosas, como soja (Glycine max (L.) Merr.
e mamona (Ricinus communis L.), indicam que o metabolismo lipidico € regulado por
um conjunto de proteinas especificas envolvidas em diversas etapas das vias
biossintéticas e de armazenamento. Nessas espécies, foram observadas variagdes
significativas na atividade de enzimas relacionadas a biossintese de acidos graxos
(Yousafi et al., 2019).

Em J. curcas, no entanto, as informagdes sobre tais proteinas ainda séo
escassas. Estudos como os de Yeboah et al. (2015) e Wu et al. (2013) demonstraram
a atuagao de algumas enzimas no acumulo de lipidios durante o desenvolvimento
das sementes, além da modulagdo do perfil de acidos graxos no 6leo. Apesar da
relevancia desses trabalhos, ha necessidade de aprofundar o conhecimento sobre
os perfis génico e proteico associados a biossintese lipidica na espécie, com vistas
a sua aplicagcdo em programas de melhoramento genético e abordagens
biotecnoldgicas.

O estudo de Zhang et al., (2021) realizou uma mineragao dentro do genoma
da cultura a fim de identificar os genes relacionados a biossintese do 6leo, integrando
dados de transcriptoma e interactoma por homologia. Usando como modelo a
Arabidopsis thaliana L., foram encontrados um total de 27 candidatos a genes
relacionados a biossintese do 6leo em J. curcas. Dentre estes, genes pertencentes

a familia das proteinas ligantes a Acil-CoA (ACBPs — Acyl-CoA binding proteins).

2.4 ACBPs - proteinas ligantes a Acil-CoA

Em plantas, as proteinas ligantes de acil-CoA (ACBPs) s&o fundamentais para
o metabolismo lipidico, atuando no transporte e na estabilizacdo de ésteres de acil-
CoA de cadeia longa. Elas garantem a disponibilidade desses intermediarios para
enzimas responsaveis pela biossintese de lipidios complexos, como fosfolipidios e
triacilglicerois, e regulam a atividade dessas enzimas. Além disso, as ACBPs

contribuem para o desenvolvimento vegetal e a resposta a estresses ambientais por



meio da modulagdo do metabolismo lipidico e da sinalizagéo celular (Narayanan, et
al., 2020; Guo et al., 2021; Lai e Chye, 2021).

Além desses processos biologicos, as ACBPs também atuam na -oxidagéo
de acidos graxos, que ocorre predominantemente nos peroxissomos e mitocondrias
e envolve coenzimas essenciais como a coenzima A (CoA), flavina adenina
dinucleotideo (FAD) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD®). Nessas
condigbes, as ACBPs se ligam especificamente e com alta afinidade a intermediarios
como oleoil-CoA, palmitoil-CoA e estearoil-CoA, desempenhando papel crucial no
transporte, compartimentalizagédo e estabilizagdo desses tioésteres, garantindo
assim a manutencdo da homeostase lipidica celular (Xiao & Chye, 2009; Aznar-
Moreno et al., 2016; Raboanatahiry et al., 2018; Lai & Chye, 2021).

Estudos com A. thaliana, planta modelo, permitiu o enriquecimento do
entendimento dessa familia de proteinas e classifica as ACBP em quatro classes,
separadas de acordo com sua estrutura, sua afinidade vinculante, sua localizagao
subcelular, sua expressao e sua fungao (Du & Chye, 2013).

As ACBPs da classe 1 sdo as menores, constituidos por apenas um dominio
ACBP, com aproximadamente 92 aminoacidos e peso molecular de 10 kDa,
localizados no citosol, foram as primeiras ACBPs relatados em eucariotos e
procariotos, sdo proteinas altamente conservadas e prevalentes em eucariotos
(Burton et al., 2005; Chen, et al., 2008; Du et al., 2016; Raboanatahiry, et al., 2018).

A Classe 2 das ACBPs é composta por proteinas que possui em sua estrutura
o dominio de ligagédo ao acil-CoA, dominio associado a membrana n-terminal e um
dominio Ankyrin repeat (repeticdo de anquirina), possuem entre 338 a 354
aminoacidos, com peso molecular entre 37,5 kDa a 38,5 kDa. O dominio associado
a membrana n-terminal direciona as proteinas ao Reticulo Endoplasmatico (RE) e a
membrana plasmatica, podem ser expressas em todos os tecidos vegetais. O
dominio ankyrin repeat pode estar envolvido no metabolismo lipidico e na resposta
ao estresse vegetal (Li & Chye, 2003; Xiao & Chye, 2009; Raboanatahiry, et al.,
2018).

As proteinas da classe 3 correspondem as grandes ACBPs, formadas por
aproximadamente 362 aminoacidos e com peso molecular em torno de 39,3 kDa.
Assim como outras classes, elas possuem um dominio transmembrana. Em
Arabidopsis thaliana, o membro representativo dessa classe, AtACBP3, tem sido

associado a diversas fungdes bioldgicas, incluindo sinalizagdo de defesa vegetal,



regulagao circadiana e resposta a hipoxia. Além disso, essa proteina € considerada
essencial para a manutencao dos niveis lipidicos normais, influenciando o teor de
acidos graxos quando ocorre sua reducdo (Xiao et al., 2010; Xie et al., 2015;
Raboanatahiry et al., 2018; Hu et al., 2018).

As ACBPs pertencentes a classe 4 sao caracterizadas pela presenca de
motivos kelch além do seu dominio de ligagéo acil-CoA, possuem entre 648 — 668
aminoacidos, com peso molecular entre aproximadamente 72 kDa, sdo proteinas
encontradas no citosol, expressa em diferentes tecidos, com destaque para raizes,
brotos jovens e folhas adultas, bem como colaboram no desenvolvimento de
sementes e poélen. A fungao do motivo kelch em AtACBP foi relatada por estar
ativamente envolvidos no metabolismo lipidico vegetal e também na reacéo de
defesa (Leung, et al., 2004; Li, et al., 2008; Xiao, et al., 2008; Hsiao et al., 2014, Ye,
et al., 2017; Raboanatahiry, et al., 2018).

Como foi visto, além do seu envolvimento em processos no metabolismo
lipidico, sintese de TAG, B-oxidacdo de acidos graxos, regulagdo enzimatica e
expressdo génica, as proteinas ACBPs tém sido relatadas como proteinas
envolvidas na resposta ao estresse vegetal, comprovado em diversos estudos, em
diversos estagios de crescimento e desenvolvimento, incluindo floragao,
desenvolvimento do embrido, germinacédo de sementes e desenvolvimento de
mudas (Du et al., 2016; Raboanatahiry et al., 2018).

Recentemente, estudos in silico e RT—-qPCR estao sendo desenvolvidos com
essa familia génica em algumas espécies de plantas, tais como milho (Zea mays)
(Zhu et al., 2021), soja (G. max) (Azlan et al., 2021), videira (Vitis vinifera) (Dong et
al., 2020), girassol (Helianthus annuus) (Aznar-Moreno, 2020), entre outras. Esses
estudos tém permitido uma melhor compreenséao das fungdes dessa familia génica

dentro de cada espécie, ainda mais quando associados a analises in silico.

2.5 Caracterizagao in silico

A caracterizacéo in silico permite a identificacdo dos genes, transcritos e
proteinas presentes no genoma da espécie, sendo possivel também a identificacao
dos elementos envolvidos na regido promotora, estudos filogenéticos, analises de
expressao in silico, interagbes proteina-proteina, modelagem por homologia e

ancoragem molecular, dentre outras analises.
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No estudo de Zhu et al. (2021) com milho (Zea mays), foi identificado a
presenca de 9 sequéncias putativas de ZmACBP no genoma, com membros
pertencentes as quatro classes de ACBP, localizados em cromossomos distintos,
cujo numero de aminoacidos variou de 89 aminoacidos (aa) a 783 aa. Quanto a
presenca dos elementos reguladores de agao cis, foram encontrados aqueles que
possivelmente desempenham um papel na diferenciacao (elemento de expressao de
meristema), crescimento e desenvolvimento (elementos envolvidos nas respostas
hormonais), como também, aqueles envolvidos em respostas ao estresse ambiental
(seca, baixa temperatura, defesa).

A modelagem molecular por homologia consiste em uma técnica que utiliza
como molde uma proteina cuja estrutura tridimensional (3D) ja foi resolvida e
depositada em bancos de dados de proteinas, permitindo a predigao da estrutura 3D
de uma proteina de interesse. Esse método baseia-se no conceito de evolugao
molecular, partindo do principio de que existe similaridade entre as sequéncias
primarias da proteina em estudo e da proteina molde. Por apresentar elevada
precisdo entre as abordagens in silico para predicdo estrutural, a modelagem por
homologia é considerada uma das técnicas mais confiaveis nessa area (Chothia &
Lesk, 1986; Santos Filho & Alencastro, 2003; Moult et al., 2011; Calixto, 2013).

Nesse contexto, Azlan et al. (2021) aplicaram essa metodologia na
caracterizagao dos genes de ACBPs no genoma de soja (Glycine max), identificando
11 membros distribuidos entre as quatro classes conhecidas da familia. Além da
analise genbmica, os autores realizaram a modelagem molecular por homologia para
obter as estruturas tridimensionais (3D) das isoformas GmACBPs, ampliando o
entendimento sobre suas possiveis funcdes estruturais e funcionais.

Aznar-Moreno et al. (2020) também definiu a estrutura tridimensional por
homologia de um membro de ACBP presente no girassol (Helianthus annuus L.) além
disso, realizou uma ancoragem molecular, conhecido também como docking
molecular, utilizando a coenzima-A (ZINC8551087) como substrato. O local de
interagcdo e acoplamento da coenzima-A no dominio ACB foi altamente conservado
em todas as sequéncias analisadas (residuos Y132, Y135, K136, K158 e Y177 em
girassol) e apresentaram boa interagao com o ligante.

O docking molecular € uma ferramenta amplamente utilizada para prever as
interagbes entre proteinas e seus ligantes, como demonstrado na ciéncia de

alimentos, onde tem sido aplicado para elucidar a ligacdo de compostos bioativos a
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proteinas (Tao et al., 2020). Embora essa técnica oferega insights valiosos sobre o
potencial de afinidade e os sitios de interacdo, € importante reconhecer suas
limitagbes inerentes, especialmente no que diz respeito a modelagem simplificada
do ambiente molecular e a precisdo das estimativas energéticas.

Conforme destacado por estudos recentes na area de quimica medicinal, o
docking molecular tem evoluido com a incorporagao de novas abordagens, como
inteligéncia artificial e aprendizado de maquina, que prometem aprimorar a predigéo
das interagdes moleculares (Fokoue et al., 2020), atreladas aos niveisde expressao

das proteinas.

2.6 Analises de Expressao

No estudo com os ACBPs de milho (Z. mays), os padrdes de transcri¢ao foram
avaliados com base nos dados de microarray (microarranjos) para analisar o perfil
de expressao dos nove genes durante o desenvolvimento do milho. A técnica RT-
gPCR foi usada para validar os niveis de expressdo na raiz, caule, folha, seda,
sabugo imaturo, antera e kernel imaturo (10 DAP), todos os nove transcritos foram
detectados em todos os tecidos, e os dados de RT-qPCR e de microarray diferiram
em alguns casos (Zhu et al., 2021).

Dong et al. (2020) realizaram um estudo com a videira (Vitis vinifera), no qual
caracterizaram os genes e proteinas presentes no genoma da espécie. Com base
em dados publicos de microarray, obtiveram os perfis de expressdao dos genes
VVACBP em diferentes tecidos, além de apresentarem os padrdes de expressdo em
resposta a diversos horménios exogenos, estresses abidticos e bidticos. Para
analisar os padrbes de expressao dos seis genes VVACBP sob estresse hidrico, foi
utilizado o RT-gPCR. Os resultados indicaram respostas diferenciadas, com alguns
genes sendo regulados positivamente e outros negativamente no mesmo ponto
temporal. Além disso, os padrdes de expressao observados por RT-qPCR foram
consistentes com aqueles obtidos nas analises de microarray.

Algumas informag¢des sobre ACBP em J. curcas ja estdo disponiveis, o
JcACBP pertencente a classe 1 de pinhdo manso foi clonado e caracterizado, como
uma proteina com 92 aa e massa molecular de 10,30 kDa, e exibiu 96% de
identidade com Vernicia fordii. Quanto aos dados de expressao desse transcrito,
esteve presente em diferentes 6rgaos, sendo a mais alta no fruto, onde o nivel de

expressao foi de acordo com o acumulo lipidico (Jinfen et al., 2014; Raboanatahiry
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et al., 2018). Sabendo da presenca e importadncia das demais classes de ACBPs
presentes na cultura, estudos mais avangados sao necessarios para a
caracterizacao e identificacao desta e de outras isoformas nos diferentes tecidos e

em condi¢des de estresse.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Identificagao e Analise Estrutural dos Genes

A identificacdo dos genes codificantes de acyl-CoA-binding proteins (ACBPs)
em J. curcas foi realizada a partir do genoma de referéncia disponivel no NCBI
(National Center for Biotechnology Information), utilizando a montagem RJC1_Hi-C
(GCA_014843425.1, outubro de 2020).

A analise estrutural desses genes, incluindo a organizacéo de éxons e introns,
foi conduzida por meio da ferramenta Gene Structure Display Server (GSDS) 2.0 (Hu
et al., 2015), a partir dos dados do genoma em formato GFF3. Para a caracterizagao
dos elementos cis-regulatérios, as sequéncias promotoras correspondentes a 1500
pb a montante do sitio de inicio de tradugdo de cada gene foram identificadas e
analisadas no servidor PlantCARE (Lescot et al., 2002).

Adicionalmente, a identificagdo de dominios conservados presentes nas
sequéncias codificantes foi realizada utilizando a plataforma InterProScan
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Paysan-Lafosse et al., 2022), permitindo a
validacao funcional das sequéncias candidatas com base na presenca de dominios
caracteristicos da familia ACBP. As imagens foram obtidas pelo MyDomains: Image

Creator-Prosite (https://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/mydomains/).

3.2 Andlises de Expressao Génica In silico

A analise in silico dos niveis de expressao dos genes JCACBPs em diferentes
tecidos de J. curcas (folha, flor, caule, raiz e frutos) foi realizada a partir de dados
publicos de RNA-Seq disponiveis no repositorio NCBI/SRA (National Center for
Biotechnology Information) através dos bioprojects (SRR5974844; SRR5974855;
SRR5974856; SRR7640476; SRR7640477; SRR7640478; SRR1565798;
SRR1565800; SRR1565802; SRR1565804; SRR10901868; SRR10901870).

Para o processamento desses dados, foi utilizado o ambiente de
bioinformatica Galaxy (https://usegalaxy.org) (The Galaxy Community, 2022).

Inicialmente, os arquivos de leitura foram recuperados no formato FASTQ
empregando a ferramenta Faster Download and Extract Reads in FASTQ format from
NCBI SRA (Galaxy Version 3.0.5+galaxy3). Em seguida, a quantificacdo da
expressao génica foi realizada utilizando a ferramenta Salmon quant (Galaxy Version
1.10.1+galaxy0) (Patro et al., 2017), que permite a quantificagédo rapida e precisa de

transcritos a partir de leituras de RNA-Seq.


https://usegalaxy.org/
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3.3 Desenho e amplificagao dos primers

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) foram desenhados e validados
utilizando o software Primer3Plus (www.primer3plus.com/index.html),a partir das
sequéncias dos genes ACBP de J. curcas, obtidas no genoma de referéncia da
espécie (GCF_014843425.1). A validagdo dos primers quanto a estabilidade
estrutural, formacao de dimeros e estruturas secundarias foi realizada por meio da

ferramenta OligoAnalyzer (www.idtdna.com/calc/analyzer).

Para o teste de amplificacdo das regides gendémicas contendo o0s genes
ACBPs do pinhdo manso e a otimizacéo das reag¢des de PCR, utilizou-se o DNA dos
genotipos: UFRB03, UFRB05, UFRB09, UFRB11, UFRB13 e UFRB14, pertencentes
ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do NBIO.

Para o isolamento do DNA gendmico, foram coletadas folhas jovens e
saudaveis, as quais foram acondicionadas em papel aluminio e mantidas sob
resfriamento em gelo até sua chegada ao laboratério, onde foram imediatamente
processadas para a extragdo do material genético.

A extracdo de DNA foi realizada segundo o protocolo descrito por Doyle &
Doyle (1990) com modificagdes. A quantidade e a qualidade de DNA foram avaliadas
por analise comparativa com concentragcoes conhecidas de DNA lambda (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etideo (0,5
mg/mL). As amostras foram diluidas em agua ultrapura, para ajuste de sua
concentracéo (10 ng/pL).

Os pares de primers (Forward e Reverse) desenhados foram sintetizados, na
escala de 25 nmol (Ludwig Biotecnologia) e utilizados na amplificagdo dos genes de
J. curcas.

Utilizou-se um total de trés misturas para as reacbes de PCR — contendo
diferentes concentracdes de DNA, cloreto de magnésio, primers Forward e Reverse,

e dNTPs — e de sete temperaturas de anelamento, para os seis clones (Tabela 1).


https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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Tabela 1: Volume dos componentes das reagdes, temperatura de anelamento e
tempo de extensdes utilizadas na validagao dos pares de primers, para os clones de
pinhdo manso. Quantidade dos reagentes por reacdo em microlitros.

DNA MgCl: Primers Taq dNTP  Temperatura de

Mistura Extensao
(ng) (L) (bL) (bL) (L)  Anelamento (° C)
1 30 096 32 016 o016 20 ©92°C.88C o
e62°C

2 30 0,96 3,2 0,4 0,4 50 °C 1 min.
1min./1k
3 70 2 4 0,2 0,5 50°C, 55°C de pb do
amplicon

As reacdes de amplificacao estabelecidas e padronizadas foram preparadas
em um volume final de 20 pyL A reacgao final foi composta por 7 uL de DNA gendémico
(70 ng de gDNA), 2 uL de tampéao de reagédo 10x (contendo 100 mM Tris-HCI, pH 8,4
e 500 mM KCI), 0,5 uL de dNTP mix (250 uM de cada desoxinucleotideo), 2 uL de
MgCl; (2,5 mM, a partir de solugdo estoque de 25 mM), 4 uL dos primers forward e
reverse (20 yM), 0,2 uL de Taq DNA polimerase (1 U por reagao), a partir de solugéao
estoque de 5 U/uL) e agua ultrapura (Invitrogen™) para completar o volume final.

Para otimizacdo das condigbes de amplificagédo, diferentes programacgdes
foram testadas até que se obtivessem os resultados esperados para cada par de
primer.

As amplificagdes do DNA dos gendtipos com os pares de primers desenhados,
foram conduzidas em termociclador Biocycler MJ96+/MJ96G (Applied Biosystems do
Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP). A programacéo final definida foi: desnaturagao inicial a
94 °C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos com as seguintes condigdes: desnaturagao
a 94 °C por 1 minuto; anelamento a 55 °C por 2 minutos. O tempo de extensao foi
ajustado para os diferentes genes-alvo: 2,5 minutos para JCACBP1, JCACBP3 e
JCACBP4, e 8,5 minutos para JCACBP2. A extenséo final foi a 72 °C, variando de 1
minuto e 40 segundos a 4 minutos, conforme o protocolo estabelecido para cada
marcador.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, contendo brometo de etidio (0,001%), em tampéo TBE. Para o
carregamento, foi adicionado 5 uL de corante Azul de Bromofenol a cada amostra. A
corrida eletroforética foi conduzida a 70 V por 2 horas e 30 minutos. Como padrao

de tamanho molecular, foi utilizado um marcador DNA Ladder (Invitrogen™ 100 bp),
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com bandas de referéncia de 2.000 a 100 pares de base. Ao término da corrida, os
géis foram visualizados sob luz ultravioleta utilizando o sistema de

fotodocumentagéo digital VilberLourmat.

3.4 Caracterizagdao Quimica e Funcional das Proteinas

As propriedades fisico-quimicas das proteinas codificadas pelos genes
JCcACBPs, incluindo ponto isoelétrico tedrico (pl), peso molecular (MW) e grau de
hidropaticidade (GRAVY), foram preditas utilizando o servidor ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/).

A predi¢ao da localizagao subcelular foi realizada por meio da ferramenta
DeepLoc 2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeeplLoc-2.0/) (Armenteros
et al., 2017). A presenga ou auséncia de peptideos sinal nas sequéncias proteicas
foi avaliada utilizando o] SignalP 6.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/) (Teufel et al., 2022). Além
disso, sitios putativos de fosforilacdo nas posicdes de serina, treonina e tirosina
(Ser/Thr/Tyr) foram identificados pelo NetPhos 3.1
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/) (Blom et al., 1999),
enquanto os potenciais sitios de N-glicosilacdo do tipo Asn-X-Ser/Thr foram
determinados com o} NetNGlyc 1.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/) (Gupta & Brunak, 2002).
Para as predi¢des de N-glicosilagao, considerou-se apenas a modificagdo que ocorre
no residuo de asparagina posicionado em sequéncia com qualquer aminoacido
(exceto prolina) seguido de serina ou treonina.

A presenga de regides transmembranares nas sequéncias proteicas foi
investigada utilizando o TMHMM Server v. 2.0 (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-
2.0/). Por fim, a predicao de regides de desordem estrutural e a estrutura secundaria
das proteinas foi realizada com o] servidor NetSurfP 3.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetSurfP-3.0/) (Hoie et al., 2022).

3.5 Modelagem por homologia e Ancoragem molecular

As sequéncias de aminoacidos das proteinas JCACBP1, JcCACBP2, JcCACBP3
e JCACBP4 foram submetidas a modelagem tridimensional por homologia utilizando
a plataforma SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). Os modelos foram

selecionados com base na cobertura da sequéncia-alvo, similaridade com o molde,
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e nos parametros GMQE (Global Model Quality Estimation) e QMEAN (Qualitative
Model Energy ANalysis) fornecidos pela propria ferramenta. A visualizagdo das
estruturas, bem como a extragdo de imagens ilustrativas, também foi realizada no
ambiente do SWISS-MODEL.

A avaliagdo estereoquimica foi realizada por meio dos diagramas de
Ramachandran, gerados automaticamente pela ferramenta, e do Z-score obtido no
ProSA-web, permitindo validar a qualidade estrutural dos modelos em relacédo a
estruturas depositadas no PDB.

As moléculas dos ligantes fisiolégicos palmitoil-CoA (PUBCHEM CID:
644109), oleoil-CoA (PUBCHEM CID: 5497111) e estearoil-CoA (PUBCHEM CID:
94140) foram obtidas a partir do banco de dados PubChem
(https://[pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), sendo posteriormente convertidas para o
formato adequado (.pdbqt) utilizando o] Open Babel

(www.cheminfo.org/Chemistry/Cheminformatics/FormatConverter/index.html). A

escolha desses ligantes baseou-se no fato de corresponderem aos principais acidos
graxos presentes nas sementes de J. curcas, o que torna relevante a analise do
potencial de interacdo dessa ACBP com tais moléculas.

A preparagdao dos complexos proteina-ligante foi realizada no programa
AutoDockTools v 1.5.7, onde foram adicionados hidrogénios e definidos os arquivos
.pdbqt para proteinas. A delimitagdo do grid box foi realizada com base nos residuos
previamente descritos como constituintes do sitio de ligagao funcional em ACBPs de
Oryza sativa, e conservados em JCACBP1: Lys30, Lys34, Lys56, Tyr75, Phe7, Leu27
e Ala55 (Raboanatahiry et al., 2018). Esses residuos serviram como referéncia para
o centro da cavidade, garantindo que o acoplamento fosse direcionado a uma regiao
funcionalmente relevante.

As simulagdes de docking molecular foram conduzidas utilizando o software
AutoDock Vina, com parametros padrédo de exaustividade e flexibilidade. As
conformagdes com menor energia livre de ligagdo (AG) foram selecionadas para
analise. As estruturas dos complexos proteina-ligante gerados foram visualizadas no
programa PyMOL, onde foram salvos os arquivos finais. As imagens bidimensionais
e tridimensionais das interagdes moleculares foram obtidas no Discovery Studio

Visualizer (BIOVIA), permitindo a identificagao dos tipos de interagéo.


http://www.cheminfo.org/Chemistry/Cheminformatics/FormatConverter/index.html
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3.6 Predicao de Interagoes Proteina-Proteina
As redes de interagao proteina-proteina foram preditas utilizando o banco de

dados STRING (versao 12.0; https://string-db.org/). A analise considerou evidéncias

provenientes de coexpressao, dados experimentais, predicdbes computacionais e
anotagdes em bancos de dados publicos. O limiar minimo de confianga para as
interacdes foi estabelecido em 0,400 (confianga média).

As redes de interagdo geradas foram visualizadas na interface grafica do
STRING, onde os nos representam as proteinas e as arestas indicam as interacoes
previstas. Informagdes funcionais e analises de enriquecimento foram obtidas por

meio das ferramentas integradas da plataforma.


https://string-db.org/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Familia génica de ACBPs no genoma de J. curcas L.

Na plataforma NCBI, atualmente encontram-se disponiveis cinco versdes do
genoma de J. curcas, sendo selecionado, para este estudo, o genoma de referéncia
RJC1_Hi-C (GCA _014843425.1) para a prospecgao dos genes da familia ACBP.

A partir dessa analise, foram identificados quatro genes pertencentes a familia
ACBP, os quais foram denominados neste trabalho como JcCACBP1, JCACBP2,
JCACBP3 e JCACBP4. Ao considerar que o genoma utilizado ainda se encontra em
fase de montagem, nao foi possivel determinar a localizagdo cromossémica exata
desses genes, sendo sua posicao restrita aos respectivos scaffolds.

O comprimento dos genes identificados apresentou consideravel variagéo,
oscilando entre 1975 pb e 8449 pb (Tabela 2 e Figura 2), o que pode estar
relacionado a presenca de diferentes numeros e tamanhos de éxons e introns,
caracteristica ja observada em estudos semelhantes com familias génicas ACBPs

em outras espécies vegetais (Amiruddin et al., 2017; Liao et al., 2019).

Tabela 2. Caracteristicas dos genes JCACBPs presentes no genoma de Jatropha
curcas L, segundo o genoma RJC1_Hi-C presente no NCBI. ACBP: Acyl CoA binding
protein (Proteinas ligantes de acil-CoA); NCBI: National Center for Biotechnology
Information (Centro Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia)

Gene Nome Localizagao Tamanho (pb) Exons introns

JcACBP1 105632678 NW_023590789.1:c224 2216 4 3
(ACBP) 08407-22406192

JcACBP2 105647518 NW_023590682.1:c210 8449 18 17
(LOC105647518)  912-202464

JcACBP3 105639818 NW_023591768.1:3548 1975 3 2
(LOC105639818) 3-37457

JcACBP4 105630872 NW_023590956.1:4340 2545 4 3

(LOC105630872) 965-4343509

Os genes da familia ACBP apresentam-se relativamente conservados ao
longo da evolugdo e foram identificados em todas as plantas analisadas até o
momento, inclusive em organismos mais primitivos, como microalgas verdes, o que
sugere que essa familia génica pode ter se originado a partir desses organismos

ancestrais (Zhu et al., 2021). Esses genes foram amplamente anotados e
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caracterizados funcionalmente em diversas espécies vegetais, incluindo a planta
modelo Arabidopsis thaliana (Du et al., 2016).

Estudos filogenbmicos e de caracterizagédo estrutural revelaram a presenga
de oito proteinas ACBP em Populus trichocarpa (Chang et al., 2023), seis em Hevea
brasiliensis (Nie et al., 2018) e nove em Zea mays (Zhu et al., 2021). Em espécies
do género Gossypium, a diversidade da familia também foi expressiva, com a
identificacdo de 11 a 20 genes ACBP em diferentes genomas (Chen et al., 2023),
evidenciando a ampliagdo e diversificagcdo dessa familia génica em espécies de
interesse agronémico e industrial.

Os genes JCACBPs identificados em J. curcas foram distribuidos entre as
classes |, Il e IV, compreendendo um membro da Classe | (JcACBPT),
correspondente ao pequeno ACBP, contendo exclusivamente o dominio conservado
ACB; dois membros da Classe lll (JCACBP3 e JcACBP4), classificadas como
grandes ACBPs; e um membro da Classe IV (JCACBP2), caracterizado pela
presenga do dominio ACB associado a motivos kelch na regido intermediaria da
sequéncia proteica (Figura 1). Ressalta-se a auséncia de representantes da Classe
II, definidos pela presenca adicional de dominios de anquirina, o que pode indicar

uma possivel perda evolutiva dessa classe na espécie.

Figura 1. Representacdo esquematica dos dominios conservados nas proteinas
JCACBP1, JcACBP2, JcACBP3 e JCACBP4 de J. curcas, gerada com o servidor
MyDomains: Image creator (Prosite). A escala indica a posig¢ao dos residuos ao longo
da cadeia polipeptidica.
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Essas variagdes estruturais entre as classes refletem diferengas funcionais
observadas em outras espécies, reforcando a importancia da caracterizagao
detalhada dos membros da familia ACBP em J. curcas para melhor compreender
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seus papéis no metabolismo lipidico e na adaptagao da planta (Du et al., 2016; Lung
& Chye, 2019).

Figura 2. Estrutura génica das JcACBPs. Exons: estrutura amarela. introns: em
linhas. Os desenhos das estruturas foram obtidos pelo GSDS 2.0: Gene Structure
Display Server. ACBP: Acyl CoA binding protein (Proteinas ligantes de acil-CoA).
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Quanto a estrutura génica, o numero de éxons e introns variou entre as
classes, embora tenha seguido um padrdo conservado observado em ACBPs
previamente estudados (Figura 2). Os pequenos ACBPs da Classe | tipicamente
apresentam quatro éxons, enquanto os genes da Classe IV, que contém motivos
kelch, exibem o maior numero de éxons, em torno de dezoito; enquanto os grandes

ACBPs das Classes Il e lll possuem até sete éxons (Zhu et al., 2021).

4.2 Analise da regiao promotora

As sequéncias promotoras dos genes JCACBPs, correspondentes a 1500 pb
a montante do sitio de inicio da tradugcado, foram analisadas com o objetivo de
identificar elementos cis-regulatérios, os quais desempenham papéis essenciais na
modulacdo da transcrigdo génica. Os resultados indicaram que os promotores
desses genes possuem elementos associados a distintos processos fisiolégicos e
bioquimicos, potencialmente relacionados a resposta a estimulos enddgenos e
exogenos (Figura 3).

Dentre os elementos identificados, destacaram-se as TATA-box e CAAT-box,
motivos conservados amplamente descritos em regiées promotoras, fundamentais
para o recrutamento da maquinaria transcricional e o controle basal da expressao
génica. Além disso, foram observados diversos elementos relacionados a respostas
ambientais, como Box 4, G-box, GATA-motif, AT1-motif e TCT-motif, associados a
resposta a luz; as-1, envolvido na resposta a seca; LTR, relacionado a baixas
temperaturas; e STRE, elemento caracteristico de resposta a estresses diversos.
Motivos como W box, WUN e WRE3 também foram identificados, associados ao

mecanismo de resposta a ferimentos e ao ataque de patégenos (Figura 3).
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No que se refere aos elementos responsivos a fitohormdnios, os motivos
associados ao acido abscisico (ABRE, ABRE3 e ABRE4) foram os mais frequentes.
Adicionalmente, foram detectados elementos relacionados a auxina (TGA-box e
TGA-element), etileno (ERE), metil jasmonato (TGACG-moitif) e giberelinas (GARE-
motif), evidenciando a possivel participagdo dos genes JCACBPs na integragao de

sinais hormonais e na regulagao de respostas adaptativas em J. curcas (Figura 3).

Figura 3. Elementos cis presentes nas regides promotoras dos genes JCACBPs.

40

35
|

1
30
7

25

2
1
1
1

4
I
4
3 3
20
2
"
4 2
15
10 .

1
I -
5 9 9
6
0
JcACBP1 JcACBP2 JcACBP3 JcACBP4
Capacidade de resposta a luz . Local de ligagdo MYBHv1
Capacidade de resposta a haixa-temperatura . Ferimento e Resposta a patdgenos
. Resposta a estresse . Indugdo anaerobica
[l Acido Abscisico B Giberelina
. Resposta a seca Etileno
W Auxina B Capacidade de resposta MeJA

B Envolvido na regulagao do metabolismo da zeina  [JJRelacionado a expressao meristema
Necessério para expressao do endosperma Inducao andxica especifica
MYB Bwvvc

Local de ligagéo a proteina de 60K-1

A analise dos elementos cis-regulatérios nas regides promotoras dos genes
permite inferir os processos biolégicos em que esses genes podem estar envolvidos,
uma vez que esses elementos controlam a ativagdo da expressdo génica. Os
resultados indicam que os JcACBPs participam de processos relacionados a

germinagao, desenvolvimento e resposta a estresses bidticos e abidticos,
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evidenciado pela presenca de elementos associados a vias hormonais e ao estresse
ambiental.

Resultados semelhantes foram descritos em Arabidopsis thaliana, onde trés
dos seis membros da familia ACBP, localizados no citosol, foram funcionalmente
associados a processos como metabolismo lipidico, desenvolvimento vegetal e
respostas a estresses abioticos e bidticos, reforgando a relevancia fisiolégica dessa
familia génica em plantas (Xiao & Chye, 2009). De forma mais abrangente, Xiao &
Chye (2011) destacam que, além do transporte de acil-CoA, as ACBPs atuam na
integracdo de sinais ambientais e hormonais, mediando respostas a estresses e
regulando o desenvolvimento, o que corrobora a provavel atuagéo dos JcCACBPs nas
funcdes sugeridas pela analise dos seus elementos cis-regulatérios.

A andlise dos elementos cis-regulatérios nos promotores dos genes ACBP em
J. curcas revela um padrao conservado com outras espécies, como Zea mays (Zhu
et al., 2021), incluindo elementos associados a respostas hormonais (auxina, acido
abscisico, giberelina, etileno) e estresses abidticos e bidticos. Esse padréo é
corroborado por estudos em Hordeum vulgare, que demonstram a modulagdo da
expressdao dos genes ACBP por estresses abidticos e aplicacdo exdgena de
hormonios, indicando o papel crucial dessas proteinas na adaptagdo ao ambiente
(Chang et al., 2024). Esses dados reforgcam a hipétese de que os JCACBPs possuem
fungcdes multifacetadas, integrando sinais enddégenos e exdgenos para mediar
respostas fisioldégicas essenciais em J. curcas, bem como associadas a expressao

em diferentes partes da planta.

4.3 Anadlise de expressao

A partir da analise in silico de bibliotecas de RNA-Seq foram avaliados os
niveis de expressao dos genes JCACBPs em diferentes tecidos — incluindo raizes,
caule, folhas, flores e sementes — bem como em condi¢des de estresse em raizes
e folhas.

Conforme ilustrado na Figura 4, todos os genes JCACBPs foram expressos
nos tecidos e condigcbes avaliadas, com destaque para JCACBP1, que apresentou
0s niveis mais elevados em todas as amostras, principalmente em sementes, raizes
e, esta ultima, sob estresse. Os genes JCACBPZ2 e JcACBP4 exibiram niveis
intermediarios de expressao, enquanto JCACBP3 manteve expressao reduzida na

maior parte dos tecidos.
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Figura 4. Grafico de calor de expressao génica das JCACBPs em diferentes
tecidos. Azul: menor expressao, Amarelo: meédia, Vermelho: maior expresséo.
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A elevada expressao de JCACBP1, pertencente a Classe |, € compativel com
0 padrao relatado para ACBPs desta classe em outras espécies, onde sao descritos
como essenciais para o desenvolvimento vegetal e acumulo de 6leo nas sementes,
além de participarem de processos associados a resposta a estresses (Du et al.,
2016; Aznar-Moreno et al., 2016; Guo et al., 2019a; Amiruddin et al., 2020). Este
perfil também se assemelha ao observado em Zea mays e Hordeum vulgare, nas
quais genes ACBP apresentaram expressao diferencial em tecidos especificos e sob
condigdes de estresse, reforcando a hipotese de um padrdo conservado de
regulacao e fungdo dessa familia génica em plantas (Zhu et al., 2021; Chang et al.,
2024).
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Estudos anteriores relataram que a delegcao de genes AtACBP da Classe |
resultou em alteragdes no conteudo e na composicao lipidica das sementes, além
de reduzir significativamente seu peso, reforcando o papel essencial dessas
proteinas na sintese e armazenamento de lipidios (Hsiao et al., 2014; Guo et al.,
2019b). Isso é compativel com a fungdo das ACBPs no transporte de ésteres de acil-
CoA para o reticulo endoplasmatico, onde ocorre a formacgéo de triacilgliceroéis
(TAGs) — etapa central na biossintese de 6leo em sementes (Bates et al., 2013;
Haslam et al., 2016; Kim, 2020).

4.4 Desenho e amplificagao dos primers por PCR convencional

O desenho dos primers especificos para os genes ACBP de J. curcas foi
conduzido in silico com base no genoma de referéncia da espécie, permitindo prever
e otimizar parametros-chave antes da validacdo experimental. Além disso, foram
desenhados de modo a se localizarem em regides pertencentes aos éxons dos
genes de interesse, garantindo a amplificacdo de sequéncias codificantes
(Suplementar 1).

Os quatro pares de oligonucleotideos desenvolvidos apresentaram entre 22—
25 pb, intervalo considerado ideal para PCR convencional e RT-gPCR, por conciliar
alta especificidade e eficiéncia de anelamento sem perda de rendimento (Lorenz,
2012; Green; Sambrook, 2019; Khehra; Padda; Swift; 2023; Azlam et al., 2021).

Tabela 3. Sequéncias e parametros fisico-quimicos dos primers especificos para genes
ACBP de J. curcas. F: foward; R: reverse; TM: temperatura de Melting; GC %: porcentagem
de Guanina e Citosina; bp: pares de base.

Gene-alvo Sentido Sequéncia (5'—3’) Tm (°C) GC % Amplicon (bp)
F GCTCACGCCTTTATTGGCGATACG 60,3 54,2 2136
JeACBP1 R AGGCAATTTCAAGCACACGCAAGAG 60,5 48,0
JCACBP2 F AGGGCGAGGAGGAGGAATAAATGG 60,4 54,2 7834
R GAGTTCCTGCTAGCCAACCCC 60,1 61,9
JCACBP3 F GAAAAGTGTTGGAGGGAGGGGAAG 59,5 54,2 1754
R GCTGCAAGGTTCCTGGATGGTTAG 60,0 54,2
JCACBP4 F CTTTTTAGGACGCCTCCGTGAC 58,0 54,6 2534
R CCTCCACGTTTGGGCCAATATAATC 57,9 48,0
Média 59,69 53,66

Os primers apresentaram conteudo médio de guanina e citosina (GC) de

53,66%), com variacao entre 48,0% e 61,9%, valores que se mantém dentro da faixa

considerada ideal (40-60%) para garantir estabilidade e eficiéncia na amplificacédo
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por PCR (Green & Sambrook, 2019). O teor de GC influencia diretamente a
temperatura de anelamento (Tm), cujos valores variaram entre 57,9 °C e 60,5 °C
(Tabela 2), permanecendo em uma faixa adequada para reagdes simultdneas e
compativeis com protocolos padrdes (Kayama et al., 2021).

Embora exista uma correlagéo classica entre a porcentagem de GC e a Tm
de oligonucleotideos, os dados deste estudo revelaram uma excegao notavel: o
primer reverso de JCACBP1 apresentou a maior Tm (60,5 °C), apesar de seu menor
conteudo de GC (48,0%). Esse achado indica que a Tm ndo é determinada
unicamente pela propor¢gdo de bases GC, mas também por fatores como o
comprimento do oligonucleotideo, a distribuicdo das bases, especialmente a
presenca de pares GC nas extremidades 3’, a auséncia de estruturas secundarias
indesejadas e as condi¢des ibnicas do meio, como a concentragao de Mg?*, os quais
afetam a estabilidade e a eficiéncia de hibridizagdo (Chavali et al., 2005;
Bakhtiarizadeh et al., 2016).

Todos os primers desenhados apresentaram estruturas secundarias preditas
do tipo estruturas em alga (hairpin), homodimeros e heterodimeros. No entanto, em
relagao as estruturas em alga, observou-se que as extremidades 3' e 5' de todos os
primers permaneceram livres, sem envolvimento na formagéo do grampo, que torna
essas conformacdes aceitaveis, visto que ndo comprometem a hibridizagcdo com o
DNA molde durante a reagao de PCR (Meagher et al. 2019).

Apesar da presenca de homodimeros e heterodimeros, os quais podem
competir com o molde e reduzir a eficiéncia da amplificagdo, os primers JCACBP1,
JCACBP3 e JcACBP4 foram capazes de promover a amplificagdo especifica,
gerando amplicons com o tamanho esperado. No entanto, foi observado uma baixa
intensidade das bandas, assim como a presenca de produtos menores acumulados
na parte inferior das corridas, tais achados sugerem interferéncia parcial na reacao,
possivelmente relacionada a formacdo de dimeros de primers ou produtos de
amplificagao inespecifica (Singh et al., 2000).

Para a determinacdo da temperatura ideal de anelamento, levando em
consideragdo os valores de TM preditos, foram inicialmente testadas as
temperaturas de 48 °C, 50 °C, 52 °C, 58 °C e 62 °C. A temperatura de anelamento
ideal para a reagao foi de 55 °C, valor compativel com a faixa recomendada para
reagcdes de PCR, entre 55°C e 60°C (Santa Lucia Jr., 1998; Green; Sambrook,
2019).
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A andlise por PCR convencional evidenciou a amplificagdo dos genes
JCcACBP1, JcACBP3 e JCACBP4 em determinados gendtipos de J. curcas. Nao foi
observada amplificacdo para o gene JcACBP2 em nenhum dos gendtipos
analisados, fato que pode ser atribuido ao maior tamanho do amplicon previsto para
esse marcador (7834pb), possivelmente demandando ajustes nas condigdes de
reacao ou o uso de polimerases de maior processividade.

O gene JcACBP1 apresentou amplificagdo nos gendtipos UFRB03, UFRBO09,
UFRB11 e UFRB13. Para o gene JcACBP3, a amplificagdo foi detectada nos
gendtipos UFRB09 e UFRB13, enquanto o gene JCACBP4 foi amplificado nos
gendtipos UFRB03, UFRB09 e UFRB13 (Figura 5.).

Os gendtipos UFRB05 e UFRB14 n&o exibiram produtos amplificados para
nenhum dos pares de primers avaliados, sob as condicdes experimentais
empregadas, o que pode indicar auséncia das sequéncias-alvo ou baixa eficiéncia
de amplificagdo nesses materiais (Figura 5).

A auséncia de amplificagdo do gene JCACBP2 na PCR convencional pode
estar associada a presenca de polimorfismos na regido-alvo dos primers. Analises in
silico realizadas com genomas disponiveis no NCBI, por meio da ferramenta seqkit
amplicon e alinhamentos multiplos no ClustalW, revelaram variagdes nucleotidicas
relevantes que podem ter comprometido o pareamento dos oligonucleotideos (dados
nao mostrados). Esses polimorfismos também podem explicar a ndo amplificagéo
observada dos primers nos gendtipos UFRB05 e UFRB14, sugerindo diferengas

genbmicas especificas nesses acessos, capazes de interferir na eficiéncia da PCR.
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Figura 5: Perfil de bandas dos produtos de PCR convencional obtidos com os
primers especificos para os genes JcACBP1, JcACBP3 e JcACBP4 em
genotipos de J. curcas. As bandas correspondem aos amplicons esperados para
cada marcador. L: DNA Ladder (Invitrogen™ 100 bp).

JcACBP1 JCACBP4
JcACBP3

Quando correlacionados com o teor de 6leo desses gendtipos, obtidos por
Farias (2018), os maiores teores de 6leo foram encontrados em UFRB5 e UFRB14

(Tabela 4).

Tabela 4: Desempenho dos clones (CLN) em
relacao ao teor de dleo do albumen (TOA) em J.
curcas aos 42 meses apos o plantio.

Clones TOA
UFRBO03 52.29b
UFRBO05 54.02a
UFRB09 52.29b
UFRB11 52.06b
UFRB13 51.98b
UFRB14 54.56a

Fonte: Dados retirados da tese de Luis Fernando Farias (2018).
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A auséncia de bandas correspondentes aos genes JcCACBPs em
determinados gendtipos de J. curcas com alto teor de oOleo é particularmente
relevante considerando a funcdo bem estabelecida das ACBPs no transporte
intracelular de acil-CoA para os locais de biossintese de lipidios. Em geral, espera-
se que isoformas de ACBP estejam ativamente envolvidas em tecidos ricos em déleo,
dado seu papel classico na manutencéo do pool de acil-CoA e na facilitacdo da
sintese de triacilgliceréis (TAG) (DU et al 2016; Ling et al., 2023). A auséncia
detectada nesta pesquisa, sugere uma possivel correlagéo inversa entre a presenga
de ACBP e o teor de 6leo em sementes de J. curcas, fendbmeno até entdo pouco
explorado para a espécie.

Este comportamento diferencial reforgca a hipétese de que, embora as ACBPs
sejam componentes essenciais do metabolismo lipidico, como ja foi mencionado,
nem todas atuam diretamente como promotoras do acumulo de 6leo, podendo estar
envolvidas na beta-oxidacéo lipidica (Rasmussen et al., 1994). A auséncia de ACBP
em gendtipos de J. curcas pode representar um mecanismo alternativo, onde a
auséncia de determinadas isoformas diminui a retengdo de acil-CoA em
compartimentos subcelulares ou o “sequestro” destes para vias de beta-oxidagao,
favorecendo seu direcionamento para a via de formagao de TAG.

Em um mutante de Oryza sativa, deficiente na isoforma peroxissomal
OsACBP&6, observou-se acumulo de acil-CoA e um leve aumento de TAG em folhas,
acompanhado por crescimento comprometido, desequilibrio na homeostase redox e
alteracao na sinalizagao de horménios como jasmonato (Meng et al., 2020). Embora
o acumulo lipidico tenha sido detectado, os efeitos colaterais da auséncia de
determinadas ACBPs podem trazer consequéncias pleiotrépicas. No entanto, a
provavel auséncia das ACBPs em J. curcas parece nao trazer prejuizos fisioldgicos
aparentes, uma vez que as plantas avaliadas nao apresentaram sintomas visiveis de
estresse ou redugcdo de biomassa (tais paréametros precisam ser avaliados
experimentalmente).

Como controle positivo, para confirmarmos se o DNA gendmico desses
genotipos que nao amplificaram, foi realizado um teste utilizando marcadores SSRs
ja conhecidos e usados para mamona (Figura suplementar 1). Observou-se que
apenas o DNA do gendtipo UFRBS néo apresentou amplificagao para este marcador
controle, os demais, incluindo o UFRB14, que nao apresentou amplificagcdo para

nenhum dos primers aqui testados, apresentaram amplificagao.
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Outra hipotese é que esse comportamento, embora incomum, pode indicar
um mecanismo compensatorio ou a atuagao de outras vias metabdlicas envolvidas
no acumulo lipidico em J. curcas, merecendo investigagcbes adicionais para
esclarecer o papel preciso dessas proteinas no metabolismo lipidico da espécie.

A realizagdo de analises complementares, incluindo a quantificacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), a expressao de genes de defesa, a avaliagao
do crescimento vegetativo e do tamanho das sementes nos genaétipos sem ACBP, é
recomendada. Além disso, torna-se necessaria a confirmacdo da auséncia de
isoformas por meio de gPCR ou RNA-Seq, bem como a caracterizagao detalhada do
perfil de acil-CoAs e lipidios neutros. Essas analises permitirdo elucidar se o acumulo
lipidico observado resulta diretamente da auséncia de ACBP ou de mecanismos
compensatorios. Por fim, estudos funcionais envolvendo o silenciamento ou a
superexpressao de ACBP em J. curcas poderiam confirmar o papel causal dessa
proteina no acumulo de 6leo e nos possiveis efeitos secundarios associados, bem

como estudos das caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas destas proteinas.

4.5 Analise das proteinas JCACBPs

Os genes que codificam as proteinas JCACBPs originaram uma Unica
sequéncia de aminoacidos para cada isoforma, sem evidéncias de splicing
alternativo durante a transcricdo. As proteinas apresentaram variagao significativa
no comprimento, com 92 residuos de aminoacidos em JCACBP1 e 673 residuos em
JCACBP2. Nenhuma delas possuia peptideo sinal, e as predigdes indicaram que
JcACBP1 e JcACBP2 sao direcionadas ao citoplasma, enquanto JCACBP3 e
JCcACBP4 sao associadas ao reticulo endoplasmatico.

Os pesos moleculares das proteinas variaram de 10,3 kDa (JcCACBP1)a 73,71
kDa (JCACBP2), e os pontos isoelétricos (pl) variaram entre 4,43 (JCACBP4) e 5,53
(JCACBP1) (Tabela 5).

Quanto a hidropaticidade, avaliada pelo indice GRAVY (Grand Average of
Hydropathicity), as proteinas apresentaram valores negativos entre -5,89 (JCACBP1)
e -4,63 (JCACBP2 e JcACBP3), sugerindo que todas tém alta afinidade por
ambientes aquosos, caracteristica compativel com proteinas soluveis (Tabela 3).
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Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas JCACBPs. ID: numero de acesso NCBI. pl:
ponto Isoelétrico; GRAVY: indice de hidropaticidade.

Peso
Proteina ID Tamanho Pc.ept. molecular pl Prob. d?. GRAVY
(aa) Sinal Exportagao
(kDa)
Citoplasma
JcACBP1 XP_012070513.1 92 - 10,30 5,53 (73.5%) -0.589
Citoplasma
JCACBP2 XP_012089029.1 673 - 73,71 5,14 (64,5%) -0.463
Reticulo
JcACBP3 XP_012079368.1 274 - 31,45 4,91 endoplasmatico -0.463
(68,2%)
Reticulo
JcACBP4 XP_037493603.1 387 - 42,41 4,43 endoplasmatico -0.582
(75%)

De acordo com a literatura, as ACBPs da Classe | em plantas geralmente
apresentam cerca de 92 residuos de aminoacidos e peso molecular proximo de 10
kDa, enquanto as da Classe IV possuem aproximadamente 650 residuos e 73 kDa.
As ACBPs da Classe Ill costumam apresentar 362 residuos e peso molecular de
aproximadamente 39,3 kDa (Raboanatahiry et al., 2018). No presente estudo, as
JCACBPs seguiram, em sua maioria, esse padrao de distribuicdo, com excegao da
JCcACBP3, classificada como Classe lll, que apresentou um peso molecular inferior
ao descrito para os membros dessa classe, configurando uma possivel caracteristica
especifica dessa proteina em J. curcas.

A predicao de peptideo sinal, importante para o enderegamento de proteinas
recém-sintetizadas a via secretora e organelas como o reticulo endoplasmatico,
revelou auséncia dessa sequéncia nas quatro JCACBPs analisadas. Essa auséncia
contrasta com achados como os de Amiruddin et al. (2020), que identificaram
peptideo sinal em EgGACBPs da Classe Ill em Elaeis guineensis, indicando que,
embora conservadas, essas caracteristicas podem apresentar variacoes especificas
entre espécies.

A predicao da localizagao subcelular das JCACBPs encontrada se assemelha
ao descrito para A. thaliana, onde as ACBPs exibem distribuicdo variada: na
membrana plasmatica e no reticulo endoplasmatico (AtACBP1 e AtACBP2 — Classe
II), apoplasto (AtACBP3 — Classe lll) e citosol (AtACBP4 e AtACBP6 — Classes IV e
I, respectivamente) (Lung & Chye, 2016).
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A localizagao predita para as isoformas JCACBP3 e JCACBP4 no RE sugere
seu possivel envolvimento em processos de sintese e transporte de fosfolipidios,
como ja relatado por Zhu et al. (2021) em Zea mays. De forma semelhante, Azlan et
al. (2021) também identificaram membros da Classe lll localizados no RE em Glycine
max, reforcando a hipotese de um padréao conservado de localizagao e fungao para

ACBPs desta classe em diferentes espécies vegetais.

4.6 Dominios transmembranares

A presenga de dominios transmembranares preditos na regidao N-terminal das
proteinas JCACBP3 e JCACBP4 parece ser uma caracteristica conservada entre as
ACBPs da Classe lll em plantas (Figura 6). Essa estrutura ja foi descrita em A.
thaliana, com AtACBP3 contendo dominio transmembranar semelhante (Leung et
al., 2006), bem como em Oryza sativa (OsACBP5; Meng & Chye, 2014), Glycine max
(Azlan et al., 2021) e Elaeis guineensis (Amiruddin et al., 2020).

Figura 6 Presenca de regides transmembrana nas JCACBPs.
Picos na cor violeta indicam a presenga de dominios
transmembrana.
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Tais dominios sdo essenciais para o direcionamento dessas isoformas para
membranas intracelulares, em especial para a membrana plasmatica e para a
ancoragem no reticulo endoplasmatico (RE), onde desempenham papéis no
transporte e na regulacdo de acil-CoAs associados as membranas (Leung et al.,

2006; Meng & Chye, 2014). Essa ancoragem possibilita que as ACBPs Classe Il
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atuem na interface membrana-citosol, o que é fundamental para processos como o
trafego de lipidios e a sinalizacao lipidica intracelular.

A confirmagao desses dominios em JCACBP3 e JCACBP4 reforca a hipotese
de conservagao estrutural e funcional desse grupo de proteinas em diferentes
espécies vegetais, o que justifica sua associacdo com membranas e reticulo
endoplasmatico, como previamente proposto em outras plantas modelo e de

interesse agrondmico.

4.7 Modificag6es Pés traducionais (MPTs)

As modificagdes poés-traducionais (MPTs) desempenham papel essencial na
regulagéo funcional das proteinas, influenciando desde sua atividade catalitica até o
transporte intracelular e estabilidade (Friso and Van, 2015; Vu; Gevaert; De Smet,
2018). Neste estudo, foram preditos sitios de fosforilagcao e glicosilagao nas proteinas
JCACBPs, visando compreender potenciais mecanismos regulatorios associados a
essa familia em J. curcas. Os resultados obtidos revelaram um numero expressivo
de sitios de fosforilacdo em todas as proteinas analisadas, variando de 9 a 77,
enquanto os sitios de glicosilagao variaram de 1 a 6, com excegao da JCACBP3, que

nao apresentou predi¢cdes para essa modificagao (Figura 7).

Figura 7. Sitios de fosforilagao e glicosilagdo em JCACBPs. S:
serina; T: treonina; Y: tirosina; N: asparagina.
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A ampla predi¢ao de sitios de fosforilagdo nas JCACBPs é consistente com o
que é descrito na literatura, onde a fosforilagdo é reconhecida como uma das MPTs

mais frequentes e funcionais em eucariotos, incluindo plantas (Friso & Van Wik,
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2015). Segundo Kermode (1996), essa modificacdo é fundamental para modular a
atividade, a localizagao subcelular e a interagdo das proteinas com seus parceiros
funcionais, além de participar ativamente no trafego intracelular. No caso especifico
das ACBPs, a revisao de GUO et al. (2019b) e dados apresentados por Zhu et al.
(2021) reforgcam a importancia de mecanismos de regulagdo pds-traducional na
atividade dessas proteinas, embora relatos experimentais de fosforilagdo sejam
ainda escassos para esta familia.

Em A. thaliana, a identificacdo de um sitio de fosforilagdo funcional em
AtACBP4 (Ser638) associada a resposta a estresse por submerséao (Du et al., 2016),
em JCACBP2 esse residuo de Serina aparece na posi¢ao 641. Tais dados sustentam
a relevancia dessa modificagdo para o ajuste da funcdo das ACBPs frente a
condi¢cbes ambientais adversas. Assim, a elevada quantidade de sitios preditos neste
estudo sugere um potencial de regulagdo fina por fosforilagdo, possivelmente
relacionado ao transporte de acil-CoAs e a integracado dessas proteinas em vias de
sinalizagao lipidica e de estresse.

Em relagéo a glicosilagéo, a predi¢ao de sitios em todas as proteinas, exceto
JCACBP3, também se alinha com o que é proposto por Friso & Van Wijk (2015), que
destacam essa modificacdo como crucial para estabilidade, transporte e
reconhecimento molecular, sobretudo em proteinas secretadas ou associadas a
membrana. Considerando que algumas isoformas de ACBPs sao secretadas ou
localizadas em compartimentos subcelulares especificos (DU et al., 2016), a
presenga ou auséncia de glicosilacdo pode impactar diretamente no seu trafego
intracelular e estabilidade, influenciando sua fungao biolégica.

Embora a JCACBP3 esteja associada a membrana, a auséncia de sitios
preditos de glicosilacdo nessa isoforma sugere que sua regulagao pos-traducional
pode diferir das demais JCACBPs. Uma vez que, nem todas as proteinas de
membrana necessitam dessa modificacao, especialmente aquelas que se associam
a membrana por dominios transmembranares ou interagdes hidrofébicas internas,
onde a glicosilagdo pode ser dispensavel (Gupta & Brunak, 2002). Esse aspecto
destaca a importancia de investigar experimentalmente os mecanismos especifico
de modificagao pds-traducional e fungdo da JCACBP3, especialmente em relagcao ao

seu papel no transporte de acil-CoAs e sinalizagao lipidica.

4.8 Estruturas secundarias das JcACBPs
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Por meio da predicao das estruturas secundarias das proteinas JCACBPs,
realizada no servidor NetSurfP 3.0, observou-se uma predominancia de regides
compostas por estruturas do tipo alfa-hélice. A proteina JCACBP1 apresenta quatro
alfa-hélices e auséncia de regides desordenadas, ao passo que as demais
(JcCACBP2, JcACBP3 e JcCACBP4) exibem cinco alfa-hélices acompanhadas de uma
elevada porcentagem de regides desordenadas. Destaca-se que a JCACBP2 possui
31 folhas B-pregueadas em sua regido central, correspondente aos motivos kelch

repetidos, enquanto a JCACBP4 apresenta uma unica folha B-pregueada (Figura 8).

Figura 8. Estruturas secundarias e regides de desordem nas JCACBPs. Helix: a-
hélices; Strand: folhas B-pregueadas; Coil: zonas desordenadas.
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A analise da estrutura secundaria é fundamental para compreender a
conformacado estrutural das proteinas, que é determinada principalmente pelas
ligacbes de hidrogénio. Estudos prévios com ACBPs em plantas relatam a
predominancia de random coils, ou regides desordenadas, e a-hélices, com
variacdes nas proporcoes desses elementos conforme a espécie e a classe proteica
(Raboanatahiry et al., 2018). As ACBPs das classes 1 e 3 sdo geralmente
constituidas por quatro a-hélices (Guo et al., 2017; Jin et al., 2020), enquanto as da
classe 4 apresentam diversas folhas B-pregueadas, correspondentes aos motivos
kelch caracteristicos dessa classe (Raboanatahiry et al., 2018).
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Observa-se uma diferenca estrutural entre as JCACBPs, particularmente nas
proteinas JCACBP3 e JCACBP4, que apresentam maior numero de a-hélices. Tal
variagao estrutural pode influenciar o modo de acédo dessas proteinas, refletindo

possiveis diferencas funcionais entre as isoformas.

4.9 Modelagem da estrutura terciaria
As proteinas JCACBPs foram modeladas por homologia estrutural utilizando o

servidor SWISS-MODEL. A JcACBP1 teve como molde a ACBP de Oryza sativa
(PDB ID: 5H3G.1), cuja estrutura foi determinada por cristalografia de raios-X. O
modelo gerado apresentou parametros de qualidade satisfatérios, com GMQE de
0,88 e QMEAN de 0,84, indicando boa confiabilidade. O valor de z-score, -5,22,
obtido pelo servidor ProSA, do modelo gerado para a JCACBP1, indica uma posi¢ao
adequada para o tamanho da estrutura (Tabela 5).

As demais, JcCACBP2, JCACBP3 e JCACBP4, foram modeladas com base em
estruturas preditas pelo AlphaFold v2. Embora os modelos de JCACBP3 e JCACBP4
tenham apresentado 100% de identidade com estruturas previamente preditas para
J. curcas, os valores de pLDDT, métrica de preciséo por residuo usada pelo servidor,
variaram entre 55 e 77, indicando confiabilidade estrutural baixa a moderada. O fato
destas nao terem sido resolvidas por meio de estruturas cristalograficas obtidas por
raios-X e ressonancia magnética, impede a definicdo do z-score pelo ProSA (Tabela
5).

Tabela 6: Parametros e avaliagdes dos modelos tridimensionais das proteinas JCACBP1, JCACBP2,
JCACBP3 e JCACBP4 obtidos pelo Swiss-Model.

Molde Residuos Identid Simila Cobertura GMQE QMEA z- Ramachandran
(método) (aa) ade (%) ridade N score (% favoravel)
5h3g.1 0,84
JcACBP1 . 1-91 86,81 0.57 0.99 0.88 -5.22 98.88
(Raios-X)
JcACBP2 ADABN2KYIS.1.A 1-673 83.76 0.56 1.00 0.77 i - 87.18

(AlphaFold v2)

AOAO67K7E7.1.A -
JCACBP3 (AlphaFold v2) 3-274 100 0.61 0.99 0.59 - 84.07

AOAO67KZN3.1.A -
JcACBP4 (AlphaFold v2) 1-387 100 0.61 1.00 0.55 - 71.95

Com base nos modelos preditos, apesar de parte deles ndo apresentarem alta
confiabilidade, sua conformacao estrutural esta de acordo com o esperado na analise
de estrutura secundaria e no que é esperado na literatura. Os dominios ACBs foram

bem determinados, evidenciando a presencga das a-hélices nas regides esperadas
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para todas as proteinas. Bem como a regidao formada por motivos kelch, presente na
JCACBP2, formada por folhas B-pregueadas (Figura 9).

As predic¢des estruturais das JCACBPs 2, 3 e 4 revelaram elevada propensao
a desordem estrutural intrinseca em segmentos especificos das sequéncias,
caracteristica que ja havia sido prevista pela analise de estrutura secundaria (Figura
8 e 9). A presenca desses dominios desordenados pode estar associada a
flexibilidade conformacional necessaria para a interacdo com multiplos parceiros
moleculares, além disso, tais regides tornam-se excelentes alvos para modificagdes
pos-traducionais (Salladini et al., 2020). No entanto, podem representar um desafio
para a modelagem estrutural de alta confiabilidade.

Em contraste, a JCACBP1 n&o apresentou indicios significativos de desordem,
reforcando a robustez do modelo obtido com base em estrutura cristalografica
(Figura 8 € 9).

Figura 9: Estruturas tridimensionais das proteinas JCACBPs modeladas por
homologia no Swiss Model. a) JCACBP1 (classe 1) ; b) JCACBP2 (classe 2); c)
JCACBP3 (classe 4); d) JCACBP4 (classe 4).
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A qualidade estereoquimica dos modelos tridimensionais das proteinas foi
avaliada por meio da analise do grafico de Ramachandran, utilizando a ferramenta
integrada ao Swiss model, permite verificar a conformagéo dos angulos diédricos ¢
(phi) e g (psi) de cada residuo da cadeia polipeptidica (exceto Gly e Pro), destacando
regides favoraveis, permitidas e desfavoraveis com base em paréametros
estereoquimicos(Figura Suplementar 2).

Os resultados mostraram que 98,88% dos residuos estdo localizados em
regides mais favoraveis, para a JCACBP1, indicando boa qualidade conformacional
do modelo. Enquanto as JCACBP2, 3 e 4, apresentaram entre 87,18% e 71,95% dos
residuos em regides favoraveis, indicando moderada a baixa qualidade
conformacional do modelo (Tabela 5, Figura Sup. 2).

A predominancia de residuos nas regides preferenciais, na JCACBP1 sugere
que as estruturas propostas apresentam geometria adequada para prosseguimento

com analises de interagdo molecular.

4.10 Ancoragem Molecular
A ancoragem molecular ndo foi realizada com as JCACBP2, JCACBP3 e

JCACBP4 em razdo da baixa confiabilidade estrutural de seus modelos,
particularmente nas regides correspondentes ao sitio de ligagdo. Tal limitagao
comprometeria a precisdo das predicbes de interacdo e a validade das
interpretacdes obtidas por docking molecular.

Diante dessas limitagdes, as ancoragens moleculares foram conduzidas
exclusivamente com a JCACBP1 e seus possiveis ligantes fisiolégicos: palmitoil-CoA
(AG = —6,0 kcal/mol), oleoil-CoA (AG = -5,6 kcal/mol) e estearoil-CoA (AG = -5,5
kcal/mol). Os valores de energia livre de ligagao indicam interagbes esponténeas e
energeticamente favoraveis entre a proteina e os trés acil-CoAs avaliados, com
destaque para o palmitoil-CoA, que apresentou maior afinidade.

As interacdes entre a JCACBP1 e os trés acil-CoAs foram caracterizadas por
meio de representagdes bidimensionais (Figuras 10: A, C, E) e tridimensionais
(Figura 10: B, D, F). Todos os ligantes se acomodaram na mesma cavidade de
ligacdo, estabelecendo contatos com os residuos pertencentes ao sitio de ligagao,
incluindo Lys30, Lys34, Lys56, Tyr75, Phe7, Leu27 e Ala55 (numeragao para O.sativa
e conservada em JcCACBP1) (Raboanatahiry et al., 2018).
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O palmitoil-CoA (A—B) apresentou interagdes eletrostaticas dominantes com
os residuos lisina (em especial Lys30 e Lys34), além de interagbes de forgca van der
Waals com Tyr75 e Phe7, indicando boa afinidade e estabilidade do complexo. O
oleoil-CoA (C-D) manteve contatos eletrostaticos similares, mas com menor numero
de interagdes hidrofébicas ao longo da cadeia insaturada, enquanto o estearoil-CoA
(E—F) apresentou interacbes van der Waals mais extensas com Leu27 e Ala55, em
razao da maior extensao da cadeia alifatica, embora com menor contribuigdo

eletrostatica.

Figura 10.: Representagcdes das interagdes moleculares, bi e tridimensional, entre a
proteina JCACBP1 de J. curcas com seus ligantes: Palmitoil-CoA (A e B), Oleoil-CoA
(C e D) e Stearoil-CoA (E e F).

E)
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Os resultados de ancoragem molecular obtidos para a JCACBP1 revelaram
interacdes consistentes com os trés acil-CoAs avaliados. Mesmo diante de pequenas
variagbes nos valores de energia livre de ligacdo (AG), todos os ligantes se
acomodaram na mesma cavidade da proteina, estabelecendo contatos com residuos
conservados, principalmente lisinas e aminoacidos hidrofébicos. Essa similaridade
no padrao de interagao sugere que a JCACBP1 ndo demonstra preferéncia marcante
por um acido graxo especifico, 0 que pode indicar uma possivel atuacdo versatil no
transporte de diferentes acil-CoAs.

Essa hipotese é reforcada pelo perfil de expressao aparentemente constitutivo
da JcACBP1 (Figura 4), o qual sugere uma fungdo mais generalista na dinamica
lipidica celular. Nesse contexto, a proteina pode atuar de forma continua no trafego
intracelular e na manutencdo da homeostase de acil-CoAs, especialmente nas
sementes de J. curcas, onde esses ligantes estdo entre os principais constituintes
lipidicos.

Diferente dos resultados de Xiao et al. (2009), que mostram que as ACBPs
(ACBP4 e ACBPS5) de A. thaliana possuem uma maior afinidade com o Oleoil-CoA,
o JCACBP1 teve melhor interagdo com o Palmitoil-CoA. Entretanto, tais AtACBPs
sao pertencentes a outra classe de ACBP, o que pode influenciar na afinidade por

determinados acidos graxos.

4.11 Interagao Proteina-Proteina

As interagcbes proteina-proteina (PPIl) das JcACBPs foram analisadas
utilizando o banco de dados STRING, revelando redes funcionais associadas a
processos celulares essenciais, especialmente no metabolismo lipidico, incluindo a
B-oxidacéo, e no transporte intracelular (Figura 11; Figura 12).

A JcACBP1 apresentou interagdes relevantes com proteinas envolvidas nas
vias de beta-oxidacdo e metabolismo de lipideos, incluindo acil-CoA oxidase 4
peroxissomal (JCGZ_24996), proteinas multifuncionais de oxidagdo de acidos
graxos glioxissomal (JCGZ_18897) e peroxissomal (JCGZ _07264), além da
subunidade beta da pirofosfato-frutose-6-fosfato 1-fosfotransferase (PFP-BETA).
Essas interagdes indicam participacéo ativa em processos de sintese e degradacao
de lipidios e de manutencédo do metabolismo energético (Figuras 11 e 12; Tabela 6).

Ja a JCACBP2, embora apresente uma cadeia de interagdo de extensao

semelhante a da JCACBP1, mostrou conexdes restritas a processos relacionados a
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estrutura anatdbmica celular e organizagdo citoplasmatica. Suas interagbes
envolveram proteinases de cisteina induzidas por baixa temperatura (JCGZ_21572,
JCGZ_16099) e proteinas de ligagdo a GTP semelhantes a RHO1 e RAC13
(JCGZ_25380, JCGZ _21505), sugerindo possivel atuacdo em processos de

transporte intracelular e manutencgao estrutural (Figura 11; Tabela 6).

Figura 11. Redes de interagcédo proteina-proteina (PPI) preditas para as proteinas
JCcACBPs de Jatropha curcas, obtidas por meio da plataforma STRING. a) JCACBP1;
b) JCACBP2; c) JCACBP3; d) JCACBP4.
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As JcACBP3 e JcACBP4 apresentaram padrbes de interagcao idénticos,
possivelmente em fungdo da elevada similaridade de sequéncia (36,6%), da
presenca de dominios transmembrana e de estruturas secundarias semelhantes.
Ambas interagiram com proteinas associadas ao metabolismo de acidos graxos, a
ligacdo de lipideos e a importagdo e transporte de proteinas de membrana
peroxissomal, como a 3-cetoacil-CoA tiolase 2 peroxissomal (JCGZ 06416,
JCGZ_17571), proteinas da biogénese do peroxissomo (JCGZ_23558,
JCGZ 05346, JCGZ 03402) e acil-CoA oxidase 1 peroxissomal (JCGZ_03431).
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Esses achados reforgam a participacdo dessas ACBPs nas vias de beta-oxidacao e

na regulagao do metabolismo lipidico em J. curcas (Figura 12; Tabela Sup. 2).

Figura 12.: Processos bioldgicos significativamente enriquecidos nas redes de
interagéo proteina-proteina (PPI) preditas para as proteinas JCACBPs de J. curcas,
identificados pela plataforma STRING. Os processos indicam a participagdo das
JCcACBPs em vias metabdlicas relacionadas ao metabolismo lipidico, beta-oxidacao
de acidos graxos, transporte intracelular e organizagcao estrutural celular. a)
JcACBP1; b) JcCACBP2; ¢) JCACBP3; d) JCACBP4.
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Em suma, a analise das redes de interacdo das JCACBPs evidencia um papel
multifacetado dessas proteinas no metabolismo lipidico e na dindmica celular de J.
curcas. Enquanto JCACBP1 demonstra uma ampla participagdo em vias metabdlicas
de acido graxo, relacionadas a beta-oxidagdo e manutengéo energética, JCACBP2
parece atuar mais especificamente em processos estruturais e de transporte
intracelular. Por sua vez, JCACBP3 e JCACBP4, devido a sua similaridade estrutural,
compartilham fungbes associadas a importacdo e regulacdo de proteinas
peroxissomais, assim como, a [-oxidagcdo de acidos graxos, corroborando sua
importancia na regulacdo do metabolismo de lipideos. Esses resultados fornecem
bases importantes para futuras investigacbes funcionais que esclarecam os
mecanismos moleculares subjacentes a atuagao dessas proteinas em J. curcas.

As interacbes identificadas para as JCACBPs com proteinas envolvidas na
beta-oxidacdo e no metabolismo de lipidios em J. curcas, como a acil-CoA oxidase
e a 3-cetoacil-CoA tiolase, podem ser relacionadas a capacidade conhecida das
ACBPs de mediar o transporte intercompartimental de acil-CoAs. De acordo com
Rasmussen et al. (1994), ACBPs nao apenas carregam esteres de acil-CoA, mas
também doam esses intermediarios para processos metabdlicos essenciais, como a
beta-oxidacao e a sintese de glicerolipidios. Essa propriedade funcional sugere que
as JCACBPs atuem de maneira semelhante em J. curcas, direcionando substratos
lipidicos para as enzimas peroxissomais envolvidas na degradagéo de acidos graxos

e na biossintese de lipidios sinalizadores.
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5. CONCLUSOES

Foram identificados quatro genes da familia ACBPs no genoma de J. curcas,
pertencentes as classes |, lll e IV, com tamanho variando entre 1975 e 8449 pb. A
analise in silico das regides promotoras revelou elementos cis-regulatorios
associados a regulagao da expressao génica em resposta a estimulos ambientais e
hormonais, enquanto dados de RNA-Seq demonstraram expressao desses genes
em multiplos tecidos, com destaque para JCACBP1.

A amplificacdo por PCR convencional confirmou a presenca dos genes
JCcACBP1, JcACBP3 e JCACBP4 em alguns gendtipos, exceto nos genoétipos UFRB5
e UFRB14, nos quais nao foi detectada amplificacdo. Notavelmente, esses gendtipos
apresentaram os maiores teores de 6leo nas sementes, sugerindo uma possivel
relagao inversa entre a presenca dessas isoformas e o acumulo lipidico.

Este achado, apesar de intrigante, corrobora as interagcdes proteina-proteina
preditas para as JCACBPs, que indicam o envolvimento de JcCACBP1, JcCACBP3 e
JcCACBP4 em vias metabdlicas relacionadas a beta-oxidacao peroxissomal e ao
metabolismo lipidico. O que pode indicar que a auséncia ou reduc¢ao da expressao
desses genes poderia reduzir o direcionamento de acil-CoAs para a beta-oxidagao,
promovendo maior disponibilidade desses substratos para a biossintese e o
armazenamento de triacilglicerdis, refletindo-se no aumento do teor de 6leo nos
gendtipos mencionados.

As caracteristicas estruturais e a predicao de modificagdes pds-traducionais
das proteinas JCACBPs reforgcam seu papel multifuncional no metabolismo lipidico e
na adaptacéo fisiolégica em J. curcas. A JCACBP1 apresentou interagdes estaveis
com todos os acil-CoAs testados, destacando-se o palmitoil-CoA pela maior
afinidade. O padrao semelhante entre os ligantes sugere uma atuagéo versatil da
proteina no transporte de diferentes acil-CoAs.

Esses resultados fornecem uma base sélida para investigagdes funcionais
futuras que visem elucidar os mecanismos moleculares pelos quais as JCACBPs
regulam o metabolismo lipidico, com potencial aplicagdo em programas de

melhoramento genético para aumento da producéo de 6leo em oleaginosas tropicais.
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Sequéncias Génicas JCACBPs
Legenda:

As regides correspondentes aos éxons estdo destacadas em amarelo.
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As sequéncias dos primers estdo indicadas em vermelho nas respectivas

sequéncias génicas.

JcACBP1

>NW 023590789.1:¢c22408407-22406192 Jatropha curcas isolate ELGS0001-1231
unplaced genomic scaffold, RJC1 Hi-C scaffold 1202, whole genome shotgun

sequence

GTATAAGTGCTTACATGTAAGGAATCCCCTGCCACTCTCGTTGTATAAGTACCACAAGCTCACGCCTTTA
TTGGCGATACGTTCTATAAATCAATCAAGAAATTATCGTCATCAGATTATTCTCACATAGCTGCAAATGG
GTTTGAAGGTATGCCCACCACTTCCCTTTTTCTTTGTTCAATTATTGCGAAATCATCTATTTGACTAAAT
CCTACAATGTAGAATCCAACTGTTTTTGGTTTGTTTTTGGTTTGTCTTGTTTTATTTGCTTGCTCGGTAG
CTATTTGTTAGTTAGATCTGACATTTGATTTATTGGATTATCCTTTAAAATAGTTCAAATCTATTTGTCT
CAGATTCATCTTTGATGGGTTAGTCTTTGTTTGTATAAGTTTATAATGATCAGTGATGCGTCAGTCTTTG
TTTGTACAAGTTTATAATTATCAGTGAACTTAAGTTGGGTTTGCTTTATTTAATTTTCTGAGGATCTGTA
TTTCTTCTGAATTCTTATTGATATTATCTCTTGCTGCCATAGATCTATGATAGGTCTTTATATTGATCCA
ATCAATCTTCTGTATTCTTTTTTCTTTTTCTTATTTTCTTTCTTTGATCCAATCAGAAAATTGAAAAGTC
TGTAGCTAGATCATTTTTGTTTAAAATTTTGAATGAAAAATAATAATTTATGTATGTGTTTATGTATACG
CATTCGCCGGCATATGGTTCTTATAGTACTATATATTTTCTAATTATAGTAAAAGTTTAGAATCAACTGT
TATTGAGCTTTTAGGCTGATGATTGAGGTCAAACGCCCATTCTTTTAAGAATTTCTGTATACCAAAATAA
TTAGAACCTATTGATGAATATGAATAAAAATATTCTCATAGAATTTTTTTTAAAGCAATAAAAGAAGAAC
TAATTCATGTATTTTCAAGAATTTTTCCCTGCTTGACTGAGGCTAACTGATCGCATCTTGATTTCATTTG
ATTTTGTCATGGAGTCTTGAGCTATTTCTAGTCAGTGCTTTTACAATGGTCCAATAGTTTATTGCTGGTG
CAGATATACTATTACTTATTTTTAAGCTTAGGGGTGAATAGTTATAGTTCCACTCAACACATGATAACAT
TGAGTGAATCACTTGCTGTATAAACCTAGTTACCTAGTTCCAACCACTCTGATATTATTGTCCGCTTATA
GGTTTCAGCATTAGAAATCAATACTCAATTACACCATTTTCTTCCCTGTGTTTGGTTATCTGGAACAGCT
TATAGGGACAGTAAATGAGGGCTCTTTATTGGGAATGTGAACGTTAGCCTTTTGGAACTGAAGATATTTT
CATTCCTAATGTGATATTGGTTGCCTTCTGAACAAGATATTTTGGTCATGACCTTCTACATGAGTTGGTG
TAGCTACAGAATGCCTCTCATTATAGGCTTTCATAATTTGGATTTCAAATCATTCATCGTTTGGATGTGA
ACAAGTCAAATTACGTCTCCTTGTGTATTGTAGTCTCAATATTTGAGTTGGTGTCTGCAGGAGGAATTTG
AGGAGTATGCTGAGAAAGCTAAGACCCTTCCGGAAAACACAACAAATGAGAACAAACTTATTTTGTATGG
GCTTTTTAAACAAGCCACTGTTGGACCTGTGAACACCAGTAAGTGATTTGCTCTCCCTAGATAGAGTCCT
TTAACCAAATAGTATTCTAGTTTAGATTTCTTAATCAAAGTTAAATTTAAGAATTCGATTGAATCTGATT
TGCAGGCCGTCCTGGAATGTTCAACATGAGGGACAGAGCAAAGTGGGATGCATGGAAGGCTGTTGAAGGT
ATTACTTAAAATTATATATATCATTTCCTGATGATTTTGGCTATTGCTTATTGTTCCAGTTGTTTCAACA
CTGATGTAAATTTGGATTTGGCAGGCAAATCTAAGGAAGAAGCAATGAGTGACTATATCACGAAGGTTAA
ACTGTTGCTGGAAGAAGCTGCAGCAGCGGCTTCCGCTTAGTGTGTTGGCCATGCATATGTAACTGTTGTG
TTCATTATAGTTAAAAATCAGTTCAATAATGTATCTGGATTTGTAATGTGATGTTAACTTGTGCCCAATA
ACTTTCAGAATTAGTTTATGTACTTTGTACTGCAATGGATTGGAATTAATATGTTGGGATAGTGTCTTCT



CTTGCGTGTGCTTGAAATTGCCTACTCCTAAGAGGTTGAAGAAGAA

JcACBP2

>NW 023590682.1:¢c210912-202464 Jatropha curcas isolate ELGS0001-1231
unplaced genomic scaffold, RJC1 Hi-C scaffold 1106, whole genome shotgun
sequence
TTTTTCGCCTTTTTTTCTAAATCAAATGTAGATATTACCGAGCACAATTAGAGAGAGAAAGGAAGTTAAG
AAGAGCGAGGATATCCGATTTCGAGCTTTTACAGAAACAGAAACAAATTTCCAAATCCCAAACTGGGCCA
ATACACAAAACCACCTAACGTGCCACTTTAATACAAGCTTAAACATTTTTTTATTTTAACACGCATTTCC
CTTCGAACCTTGAAACACAAGCATAAACCATAGTCATTTCTCAGTCTCAAATCAAATCTTAAGTGAGAGA
GGGCGAGGAGGAGGAATAAATGGCTATGGCGAGGGCAAGTTCTGGCCTCGCATACCCGGAGAGATTCTAT
GCGGCCGCCGCATACGCTGGATTTGATGGATCTCCAAATTCCACCAATATTGTCTCCTCTAAGTTCCAAA
ACGACACCGCTTTGCTCCTTTACGCCTTGTACCAGCAGGTAGCTCCTCAATTCTCATGTTTCGCTCTCGT
TTTCTTATCTCCGATCCAATGACTTTTGACGTTTGATGATTTGGAGCGATCTTATTCGCTTTAATTCCTG
GCGGTATCATTGCACTCTTTGCAATGGTACTCTTGTTTGTTTTACACGAATTTCGTTTCATTTTGTTGAT
GTTAATTTTCAGCTGAATTGCTATATTGCTAAATATTATTGGTTTATAACAAACAATTGAGTACTTGTAA
TCTGTGAAAGAGCTTGGAAGTCATTTCCCGCAGTGTTGCTGTTTTAGTGCAATTGTTTCTTTGCTTTAAT
TGGCTCTATTGACCTATGTTGTGTAATGCTGCTTCTTCTGGAGCTGTTTGAGTCCGGACTTTGGGTGGAT
CTAGTATTAGTGAATGACACTTAGGCATTCAGAATGCTTGTCTGCAGTCTTGAACATGAACTTTGATGCA
ATTGAGATTATTTGAAGTGAATTATGTGGTTTTGCTTTCTTTTCCTTACCTTTTTTCTTTCTGCAAATGG
ACACTGGCTGGTTTGAGATTGAATTTTTTTGTCAGATTCGGTTCTTAATTTCATTTACAATATCAATTTG
GTATTGGCTTTCTGATCTGTTGGTATGCATTAAGTTGGTAAATAGGTTTTTGAGTGGATTTGCTGGATCT
GGACTATTCATTGGTGATTATTTCATGCAAATTATATGTGTTGCAGGCTACTGCAGGACCATGTAATACA
CCAAAACCAAGCACTTGGAATGCTGTAGAACAAAGCAAATGGAAGAGGTTTGTTATGTGCTTATGCTTGT
TTATTCTGTTTATTTTTTTTCTATGAATTCACAAACCACGCATCGCAATCAGCATATCTTTCATGGGCAT
CTACTTTGATGATGTCTCAGTTATTTTGGTGCTTCTCGGGTTACTGGAGATATATGCTCTGGAAACTAGG
AGCAATTATGTGAATAAAATTGGGACAAAACTTGTTAGGATAAAAGCGAATGTGAAACAAAAGATCATTT
TATTTTTGTGGAGAATTGAGTAATATGGTAGGCTATAGGGAAAGGTAATCAAAACAATGCACAACTAGGC
TGATAAACTGATCTGTGTATGTGCATTCGCACTTGTGGTAGGTGAGTAGCGTGTGTTATACATTTTTCTT
TCCAACTGGTTGGATTTATAAAGTCTCAAGTGGTAGGATACTACAAGATTTAGGTAGTGTATCACAAATA
TTCTACAGTTTGATGTACATTGTATTTTGTATTTCCATTGTTATTATAATACTCTGTCTACTATTTTGAG
AGTGCTCTTCTAAAAGTTTTAGCATTTGTGCAGCTGGCATGGGCTTGCCAATATGGCTTCCACTGAAGCA
ATGCGTCTGTTTGTGAAGATATTGGAGGTCCATAGCAATGGAATTCTCAGGTTCATGTTTTAATGAATTA
TCTGGAATATGGACCAATTATTATCATTAGTATTTTATTCTTGGCAGGAAGAAGATCCGGGTTGGTATTC
TAGAGCATCTAACTTTGTTTCAGAGCCTGTTGTAGACGTGCAAATGAATGTGAGTACCTTCAGGATTATA
CACTGGAGTTAATTTTCATTTCTATCAGTGGCGCACCACTTTTTCCTAGTTTTTATTTTCTTCCGCATGC
TTTCTTGATCGATATTTTTGCTAGCTGAAAGAATGTGAAAAATATGAAAAATAAATCTGAAAGAATGTCA
AGAATCTCAGTGTCATTGCATTCATGTATATTTTCAAATTTGCTTGCTGTAGCATAACTCAAAAGTTGAG
GCTGTTGTCGAGAATGGAAACTCTTTTCCAGAGACAAAGACCACTTCCAGTGAGAATGGGACTGTCATAG
AAACTCAGGATAAAGATGTTGTCTCAGAAGGCCTTGGTTCAGTTGTTGTGTACGATCAATGGATTGCCCC
CCCAATATCTGGCCAACGCCCAAAAGCCCGATATGAGGTTGCTTGTCTACTACTCTTTTATCTCTTTTAA
GTACATTTTGGTCTTGGTATTTCTAGTTATTATTATTATTATTATTTATTTGTTTTTCTACTGTTTTCCT
ATCCATCTTTTGCTCTGAACAAAATCTTTCATGTTTTTCAGCATGATGCGGCTATTATTCAAGACAAGAT
GTATATATATGGGGGGAACCACAATGGCCGTTATCTAAATGATCTTCATGTAAGCAAATTATCTTCACTT
ATGCATGCATGATTGTGAGTGCTTCATAGACTGGAGTTTTATTATTGTGTATGAATTAAATCAAATACCA
ACTTGTTGGATTTAAATGGAGTCCCTAGGAACTTAACTGATCCTGAAATGCTTTGTCAGTCTATTGAACT
GACGTTCAAATACTTTACTTACGTAGAAAATTTGTTGCTGTTTTATGCATTACATGTTTTTTGGGCTTTC
TTACTTATTTGTTATGCGTATCTCTTTACCTTTGTAAAGGGTTGTAAACTCTCAGTTTCTTCCTCTATGA
ATGCCTCTTCTTAAAGAACTTATCTCAAAGTTTGAAGCACAATGCAGGTACTGGATTTGAGAAGCTGGGC
TTGGTCTAAGGTTGATGCTAAGATTGAGGAAGAGTCGGATGGATCGAAAACCCCTGCTACTATAACTCCT
TGTGCTGGCCATTCCTTGGTTAGTCTTTTACTGACTTTCTCTAATTCATGATTCTCACAAATATGTGCCA
CTTTTGCATCATATTATTGTGGAATTAAGTTTTGATCTGATATTGATTTCAATCCAGTGAGGTAATGTAT
GATACCTTTTGTGTTTTGCAGATACCTTGGGAGAATAAGCTTCTAACAATTGCTGGACACACCAAGGATC
CTTCTGAATCCATCCAGGGTATGTAAAGTATTATTGATGTCTATTTCTGTGATTTGCAACAACTCACTTG
ATGCTTTATTACTTTCTTATGGCAGTGAAGGTGTTTGATCCACAAACTCGTTGTTGGTCAACGTTAAAGA
CATATGGGAAAGCTCCGGTATATAACTGAAACATCTTCTGTAAACCAAAATAAAGGAAATTAACTGAAAA
TCTTTTATTTCTCTAATATTCCTTTTCCATCCCATATTGACTAACAAGAAGGAAATTAATTATTGTACTC
TGTAATCTTAATTCTTAACCTTCTATTCTGGAAGGGCTGTGTCTGCCTTTCTTATGTTTCTTTGACATTC
AAGAAACTGAAACCAAATTTCAGTTATTGTTTTGCCAAGTTTGTCAGTTTTGCTGCAAGATTGTGAGCCA



AAACTAACACTGTGAAACTTCAAATCAAATTTTGTATTGGATTTGTGAAAATCAAATTTTGAATAGAARAA
GGAGTAATTGCACACTTGCAGTTTCCCCTTCAGATGTTTATCTAGTGGTACTGATTACTTGCAAAAGTGT
AGGAATCATTATTTTTATTGCATTGCAGGTCTCACGTGGTGGTCAATCTGTCAGTCTTGTTGGGACAAGC
TTAGTGATTTTTGGTGGTCAAGATGCGAAGCGATCTCTTTTGAATGATTTACATATTCTTGACCTAGAAA
CCATGACTTGGGATGAAATTGATGCTATGTAAGATGATTCTGGCAATTTTAGATGCTATCCCCCCTCTCT
CCCCACCCCCCCCAAAAAACACACACAATACCATTTTGTCCTTTTGTTATGGTTAAGGAATGATTTAACT
TTTATGGAAGTCTATTAATGCACAGATAGTCAGAATGTCTCGAATTAGAGTAATATTGATGAAGTATTAG
TGCTCCAGAAATTATCAACTACAAAATGATATGAGATGTTTAGATTCTCTGATTGAGTAGAGGGCCTGTG
AATTTCTTCTACCATGATGAAGAAGTTCCTTTTATCTGAATTAGTAGGATTTGTATTTGATTCAATTCAG
GAGTCGGAACCAATACCATATCATTGTTTCAAATGCTAAACCGGTTTTAATATTTAATTATAAATCAATC
ATGGATTTTGTAGAAAAAAGTATAGGTATTTTTTTGTTGGGAAATACCTTAGGGATTAATTCACTCTCTT
ATTATTTTGTAGTGGCGTGCCTCCTTCTCCAAGGTCTGATCATGCTGCAGCAGTTCACGCAGAACGCTAC
CTGCTTATTTTTGGTGGTGGTTCACATGCTACTTGTTTCAATGATCTGCACGTGCTTGATTTACAAGCTG
TAAGAAAAAAAATATGAATAATTTTGTTGTTGTGCTTGGATTGTTACTAATTTCTTTTATGTATTGAATT
TTCAGATGGAATGGACACGACCCACACAACAGGGGGAAATACCAAGTCCACGGGCTGGACATGCAGGTGT
GACAGTTGGAGAGAATTGGTTTATTGTTGGTGGTGGTGACAACAAGAGTGGTATGAATATTACATCTTAA
GCATTTAACTCCAAATCCTTTTATGCTTGGTCTAAGAAAAGAAAATATTGAAAACAAAAACCCAAAAAAC
AAGCAGCAATTCACTTGAAAATTTCTTCTTGCAAATGCTTAGAAACTGATCCTAACCTTACTTAGGCCAG
TAATCATCACATTGTTGAACTATTTTTTTTATTTTTTATTTTTTTACCTTTCCTATAGAAGATCTAATGG
CGTTCATTTAAGGCACAAAAAATGATAATAATTTAACACTCACTTTGTTCGAATAGAATTGCAAAATTCG
CCTGATTTATAGATTTTTCCCTTATAAAGCCATCATACATGATTGTTTTCAAGTCCCTTTGTGGAGCTGG
AGGCATATTATCTTCCCTTTTTATATAGCAATGGATTCAATTCAAAAAACAAAAACCTCAATTAAGGGAC
CTAAAAAAAAACATAAGCACAAAAAATTAAGTGAAAAAGAAATTGGTGGTGGGAAACTAGGAATTGAAGT
TGTTTCTGCATAATTGGTGCATTGATGAAATTTAATATGGTTGACAGAAGAGAGTGACACAATCATGTTG
TTCCTGTCCATAAGTCAGTTTTTATGCTGTGTTTATGTGTCCATTGATAGTATTTTCCTTTCCATTACTC
TAAAGTTGATCATATCTGATAGATTTTTCGGACGAAGCTTCATATTTCTGTTCAGTATAAGATGTTCATG
CAGATGTTCAATAAAAGAATATTTAAGTTGTGGTTTTTTGGTAATATATCATATAAATGTTCTACATTTC
TTTTTAACTTTACAGGGGTCTCTGAAACTGTTGTCCTGAACATGTCTACGCTCGTTTGGTCTATCGTGAC
TTCTGTTGAAGGGCGTGTTCCTCTTGCCAGTGAGGTATCTTATGCGAATGAGTACTATTTACATTGAGTG
ATGCTGAAATTGGTACAGAACCACTGCATGAAAATTGTTGGAAACATGAAAGTCTGCATGAATGCTTGAG
TTTTATCTTGCATCCTGAAGTTTATCATTTTTGTGAAGGTTGAACCTGAATATACTTTTAATGCATGCCT
TTGTATATTATCTGGTATGAAATAATTGGTAATGGTCAAATTATATGTATTTGAATTTTGTGTAAATGGA
AATCGTCCAGTGTAATTCAGGTTTCTGGGAAGGAATATGATCTAAGTGCATCTAAATTCTTCAGTTTTCA
GTACTCAAATTATCATTGACCACTATGTTGTTGTCGATACTATTATTTGATTTGCTTTATTTTCACTTGG
AAATTTTTGTAATCTGATAATATTTGTTCAGTACTCCAATCAATTTCCTCATAAATATTGGAGGGCTTCT
TGCTGATTGCTTTTTCATTTGCGGAAATTGCTGTGGTGGAATAATTTAATCTGTCTCTGATTGCAGGGCT
TGAGTTTGGTCGTGAGCTCCTACAGTGGTGAAGATATTCTTGTATCATTTGGGGGATACAATGGACGTTA
CAGCAATGATGTTAGTGTGATATTAACTACTTTTAGTGTTGCTTCTTCCTCGCACTTTTCCCTGTTTCTG
ATTTTTTGATGCTCATTATTAGGTCAATGTTCTTAAACCAAGCCACAAGTCTACCTTGCAATCAAAGATT
GTGGAGACTCCAGTGCCCGACAGTGTTTCTGCTGTACCTAATACTACAAACCCTACCAGAGATTTGGAAT
CTGAGTCGGGCCAAGAAAGCAAAATAAGGGAAATTGTTATGGATAATGCTGATCCAGAGCCCATGGTATG
CCAAATTGCAAGATTTTCTTTTCTTTTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGATATTCTTGTATCTT
TGGGGGATACAATGGACGTTACAGCAAATGATGTTAGTGTGATATTAAACTACTTTTAGTGTTGCTTCTT
CCTCGCATTTCCCTGTTTCTGAATTTATTTGATGCTCATTTATTAGGTCCAATGTTCTTTAAACCAAAGC
CACAAGTCTACCTTGAATCAAAGATTGTGGAAGACTCACCAGTGGCCCGACAAGTGGGTTTCTGCTGTAA
ACCTAATACTAACAAACCCTTACAGAAGATTTTGGAATCTGAAATCGGGCCAAGAAGCAAAATAAGGGAA
ATTTGTTATGGAATAATGCTTGAATCCAGAGCCCATGGTATGCCAAATTGCAAGAACTTTTTCTTTTCTT
TTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGACTGCAGATATGAAATTCAGCACTCTCCCTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTGACTGCAGATATTGAAATTCACACTCCCTTATTGTGTATGTATACCCACGTTACTTC
TGATAATCAAAATTTTGAGTTTCTTTCAGAAAACTAAAGAAGAAGTGTCTAGTGAACATATTTTAGCAAC
CTTAAAGGCAGAGAAAGAAGAATGGAGTCATCTCTTAGCAAGGAGAAATTGCAAACTCATCAATTAAAG

CAAGAATTGACTGAAGCAGAGACCCGTAATACTGATCTCTACAAGGTAATATTTTGATTGGTTGTAGTTC
CTAAAGCTCCTGGTATACCTTTTATTATCATTTTCAATCAACTAACATCTGCTTTTCACTAATTAAAATT
CCATGGATCATGGTACATAAGGGGTTGTTTCTCTTTCCTGAATGACAACTTTGTTTCTCGACATTTTAGG
AGCTCCAATCTGTGCGTGGTCAACTTGCTGCTGAGCAGTCTAGATGTTTCAAACTAGAGGTATGTCTTAA
TTCCTGCATTTCGCTATTTGTATCTGCATATTCTTGTGTACATTGGCAATCATTCGATGATGCTGGAAGC
ACAAAAAGATTGTTATCTAGTGAGTTCAGCACTTCCATGAAGAATCATCTCTGTGATATCTGTTTACTTG
AAGTGTTGAAAAGTTACCTAATTTGCTCGTAGTCTTCTCCTGCTATCAATGTTGAATTTAGTTAATTGAG
AACCTCTAGCAACTTCTCAGATATATTCATAGTCTGAGAGGCTGCTTTATGATGTTCATTGAGACTGCCT
ACTGGCGGACTTAGCTTAGTGTTGTTTAAAGTAGGACCAGCATCAAGAAACACGGTTCCTCTTTTGCATG
TTTGATGGAATGTGCTCATGCTAATGGCTCCTTGGACCAACAGGTTGATGTGGCAGAACTAAGACAAAAG

59



CTTCAAACGATGGAGGCACTACAAAAAGAACTAGAGCTCCTTCAGCGCCAGAAGGCTGCTTCTGAACAAG
CTGCATTAAATGCAAAACAGAGGGAGGGCTCTGGTGGTGTGTGGGGTTGGCTAGCAGGAACTCCTGGTAG
CCAAAGAAAGGATGAAGACTGAATTTTGTCAAAGCCTTGTTAAGTAGTGATTGTTAGATTGGTTTTCATT
GATCAATTTTTCTATCAAATATTTTTTTGTTTTACTTATCCCAGTTCTTTCTTTGATGGGAATAAAAATA
TCAAGTTTTTGTTGGCCAGATTGAAACCCCACTAGGTTTTTGCAGGAATATATGTACTGTAATTGTAAGT
TATGTAGTTCTATGTGGTCATTGCCGCTATATTTTTCTCTCTCAATTTTCACAAAATTTGTATTTGAATT
GAATATATAGCTTGAATGAAGTATAGGTTTTCATTATTTTCCAATCAAA

JcACBP3
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>NW_ 023591768.1:35483-37457 Jatropha curcas isolate ELGS0001-1231 unplaced

genomic scaffold, RJC1 Hi-C scaffold 977, whole genome shotgun sequence
CAGTGAGGAAGGAGGGGGAAAAGTGTTGGAGGGAGGGGAAGCTCTGTAATAGCAGTCTTGACCTCTAATT
GACAGCTCAGAACTGATGACGCTTCAACCGCTTCCGACTCGTCTACCAATAGCGAAAGAGTCATTTTCAG
ATACCTTCTTTTCAAAACCAATCCAATAATTATACAGCAGGACCGACACATTTCTTAGAATATACTTTGC
TCTGTTCTCTCTAAATTCCACCTTTCTATTCTTTCTCTGTCGCCTCATCAAATCTCAGATTCGTACTTTC
TTATCGTACTCCTTATCGTGTAATGGCCATGGAGCTTTTCTTTGAATTCCTTTTGACAGTTGCTCTTTCT
ATTTTTTGCTCTTTTCTTCTCGCTAAGCTCCTCTCTACAGCAACAGCCAATGATAATGACCATTATTTTG
AAAAAACAACTACCCATTACCTTAAGTTCGAACCGGAGTCTAAAAGTTATCACTTTGAGACGGAAAGGAA
ATTTGGGTTTGTTTCAAAAATTGTAGGAGTTGATAAATTAGGCGAATCGATGGAGAATAAGTTTACCCAA
CAAGAATTATACTCTAATGAAGGTATCAAATCGTTTTTTCATGTAACTGAAGATATAAAAACTGATGTTG
ATTTAACAGAGGAAGGTAGTAGAGAAGAAAATGGTTTGCCTAAATTCGAAGAGAATTCGATTACTAAGAG
CGAAACTGAAACTGAGATGGGTTTGATAAAAGAACAAATAGATTTTGGTAAAAGTGAGATTAACCTTGAA
ATTGAGGAGGAGGATGATTGGGAAGGGATAGAAAGAAGTGAGTTAGAGAAGCTATTTGGTGCTGCTGTGG
CATTTGTTGGTTCTATCAATAATGCTGATAAAATATTATTGAATATTAACAGTGATTTGAAGCTGAAATT
GCATGGACTTCACCAGGTTGCCATTGAAGGGCCTTGCCATGTGCCTCAACCCAGGCCATTCAAGTTCTCT
GCTCGCTCAAAGTGGTATTAACTTTTTTTTTTTTCCTTTTTTAATTTTATTTCTCCTTCTCTTAGATTGC
TGTCTTTAGATTTTTGAGACAATTGAAGCAGAGAACTTCTCAGAGTTGTTGAAATTATTGGAACAAATAA
ATTGAAGGTCATGATTATTAGGATTTAAGATTCAGTTAACCAAAGCTCAGTGGTTACTTGTTGGAATTCA
AAATCACATTAACCTTCAGTTCTTGGCTGTAGCTTGGTTACCTTTTTCGTGGTTTCTTGAATTAATTTAT
GAATGGAAGTAATTAGATTGTTTGTTATAGGAATGCATGGCAAAAACTTGGGAACATGAGTCCAGAGGTG
GCAATGGAGCAGTATATCAACCTTGTTTCAAGAAGTATTCCTGGATGGATGAAAGATAATTTTGAGGTAA
GTATTTGTATTAATTTGTAGTTAAAAAGATGTGTTTCCAGTGAAAATGAAGGATAAAAAGCCTAGCTACT
GCAATAAGATGCTTTAGATAAGATTTGAGAGGTGGCGGGTGGTTTAACTAATAACTGAAAGTGTTGAGTC
TTGGTTTCTTTGCAAATGGAGGCTAGAACAACTAGTTTTAGATTTGGGTGGTCTATGTTTGTATCTCCTT
ATTCAAATGGAGGCTTAATGTATTAGAGACATTAAGCTACTTCAAACGCTAGTATTAGAATAAGTTGGCT
TAAAATGAAGCTACGCTATTAATTTTGCTCTGTTTTGCACTCAGGATCAAGTGAGAAAGTTGCATGCCTA
ACCATCCAGGAACCTTGCAGCTTCCAACTGCCAATGGGGAGGGAGAAGGTATCTTTGAGGATTGGAACTG
CGAGCCAGTTAAAGGGAGGATATAGAATAATGTAACTGAGTAAAAAAAAAAAAAAAAATGCATAGCAGTT
TTAGGTTCTGTGCAATTCCTCAATTCTATGATTCCTCATTGTTTGGGAAAGAAAATATTTGGATATATGC
TAATTCTTTTCAGAA

JcACBP4

>NW_023590956.1:4340965-4343509 Jatropha curcas isolate ELGS0001-1231
unplaced genomic scaffold, RJC1 Hi-C scaffold 245, whole genome shotgun
sequence
TGCGCGCTTTTTAGGACGCCTCCGTGACTTGCCCAACTCGCCAGCAAGGCGGGACCCACCTCTCTCGCTT
CATAATTTTAAAGGCGAAAGTAATTTACCAAAGCTAAGAACAGAATATGCTTTGCTCTACCCTGCAAATA
TCCCTTCCCTCTCTGCAAATGATATTTTTCTTCCTCTCTTTCTATATCTACTGCTAATTTCTCCTGCTGC
TCTTCTCACCTACCGTCGTCATCTTCTTCTGCCACTTTCTTTATCTTTCTATCCATTCTTTAAACAAAGA
AACAACCATGGAGCTGCTTCAAGAGTTGTTTGTCACCGCTTTTGTTGCTGTTGTTTGCTCTTTTCTTATC
GCTAAGATTGTTTCTATTGCTATGGCTGGTGGCGATTCTAGCAATGCTTCGCAGTTGTCCAAGAGTCAAA
ATGATGATCAGAAAATTACCGGAGATGACGGTGATGAACGTGTCATGGAGGATTTGCGGTATTTTGAAAA
GCTGAAGGTTGAGGGGTATACGAGTGAGAAGAGAGTGGAATTTGTTCAAGAAGGTGCACAAAAGGTCGAT
GGGTTTGTTGGAGGATCGATTGAGGCTGCGGAAGTCGAGAAATCGGTGAACCGCGATGAAGTAATTGAAA
CTGAATGCCGTGAATTGGTAACAATATCAGTCGAAGAAGGTTTGAAGGAAGAGGATAAATCATCGGAGGA
TATGTTAGGTAAGTGCGAAGGAGAGTTTCAAGTAAACAGACACGTTGGCGTAGAATTGGCTGATGGTAAG
GGTGCTATTGACGAGAAACAAAGAGGTGTTGATGATAATTTGCTTAAAGAAAACATAGAAATCGAGTCAG



TTGGCATAGAATCGTCTGTTAAAAAGGATGCTGTTGAAGAATCTGAGGAGATTCGGGTTGTGGGGAGTGA
AACGATAGAAAAAGGTGAAGAGAAGAAAATAGAGATTGATAGTGATGACGATGATTGGGAGGGGATTGAG
AGGAGTGAATTGGATCACGTTTTTGCTAAGGCAGTTAACTTGGTAGAGTCTGCAGATAAAGATGGAGGCT
CGAGAAGTATAGGGAGCGATGTTCAAATGGAACTGTATGGGCTTCACAAGGTGGCTACTGAGGGGCCTTG
CCGCGAGCAGCCGCCTTTGCCTCTTAAAGTCGCTGCTCGGGCCAAGTGGTATTAAACTTTCTAACGCATG
TATTTGGCTCTTTTATATATATATATATATTGGTTCTGTATTTATTTTATTTTTCTGTTTGTTAAATTGT
CTGAATGAATGATAGATGGATAGCTTTGACATTAGAGATAGAGTTGAGAAAATCAACACTAAAGAGTTAA
GTAAGATATAAAAGGTTAGTGGAAGTGAAAAATTGCCGCAATGTGGATAAATTAAGGAAAATCCTGATCA
AAATGTTTGAAAATTGTGGCGGGTTGTGCATAAAATAATTGCAGTACAAGATGATATGAACTATGAGAAC
CATCCATTGTGGACATCAAACGTACCTAGGCTGGAGTCTTGAACCAAAAAAGAAAAAATAGAAGCGATTA
GTGATCCTCGTTGAGGCACTTCCATTGTAAGTGTCATCTTTTTATCTTCTTGTCTCTTTCCACTCATGCT
TACATCTACTATCATCATCTTTTATCTTCTTGTCTCTTCCTATCTAGCTTACATATACTATTATGTCCTG
TAGCAATAGAAACAAACTCATATCTATACCCGTTTTGTCTTCATGTTGCAAATTTGAGATGTTCGCTGAG
GCTCCAGCTATCCATCTACATTATTCCTTATGTGCTGAGCAATTCTTCTTCCTGTCCATTAGATTTCTAT
ATAGTCATATCTCAGATAGAACCAAAATTCAGACAGCTTAGCATAGAAATAAAAAGTCTGGGTAGTCATC
CATTTGTATACTCTCATATTAGAAAATTGTCCAACTAAGAAAAAGAAAATGAGTATACAAACTACACCGT
TAGGCCTGCCTCTACCAAATTACACGGTATAGTTTGATAGTTAGTTATAATAATAACAGGGTTGACAGCT
GCTATGTATGAGTGATGGAGGGCACTGGTTCCGTTGTGCAAGGAATGCTTGGCAAAGGCTGGGAAACATG
AATCCAGAGGTGGCTATGGAGCAGTACGTTGCCCTTGTATCAGATAAAGTCCCTGGTTGGATGGAAGGGA
AATCTGCTGTAAGTATTTGCCATTGAGGCACAGCATTTGTAGTCCCTGCAGTGATTCTCTATCCCAAAAT
ATAGTTTCTAGTTAATGTTATGTTGTAGGATGATGACAAGCCAGGATCTTCTGCAGCAGCAAATCCTGGT
GCTGTGGCTTCAGATTTAAGTACAACTTCTTCCCATCATCAAAATATTACAGAAGAAAGGTATTTATCAG
AATTTGTTCATTTAGTTGTTTCTATTGACTCATAATGATATGTGCTCGTGCTTGTCCTTGTTTGTTATGT
ATCATTTCTCTGTCAATATTATCTCATGTAGGAACCCAGAAGTGATGCTTGGTATTGAGAAAAATGATTA
TATTGGCCCAAACGTGGAGGATAAG

Regioes Promotoras das JCACBPs

JcACBP1

>ref |[NW_023590789.1|:22408408-22409908 Jatropha curcas isolate ELGS0001-

1231 unplaced genomic scaffold, RJCl1_Hi-C scaffold 1202, whole genome
shotgun sequence (regido promotora gene 1 NW_023590789.1:c22408407-
22406192)
TTATCCATAAAAATATTCCTATGTTCTATTCAGTACGTGGCATCTATATATTGGTTGGCTGTCTCTGTGG
TCAAAAAGTTTACTAAGAGTGTACATACATCTGCAATACATTTGGTTTTTGAAAAACACAAGAACTGCTT
TCGATTGACGCTTTGAACATTTTCCGGCTTGAATATATATATATATATAAATAAAGCAAAATTTATTATT
TAGTCCATGAGGTATTGTTGAATACAACTAGCATGGACTAGTAGAGTAGCTAGGATATTACCTAGAGCCT
ATTTTAGGTTCCCTTGGGAAAGGAAAGGTGGACAGGCCATTTACCTTCGATAGTAGGCCAGGCGAGAAAG
CTTGCACCCTGTTACAGTTGCTTTGACCTCTCTTTTTTCCTAAGCCTAAGATCTTTCATCAGGTGGTAGA
AATCTCCAGGTGGTAGAAATCCTTCCCTATGAATATAGCAGTAGTTGTACCTGTCCCAGAAACCATAAAA
AAGGGATTCTTGTACTAGTGTCAGCGCTTAGACGCAGAAAAATTACACCTTCATAGGGTAGCCTCTTCTA
TTCCACTATGGCAGTTGTAAGTTGGTAATTGTTAAATGGTTCTCTCTCCATGGCTCTTCCTGTTCCTTGC
GCTTGGCAGTTGCATTTAGGAGAGAATAGGGCAAAGCCAAGACCAACACAAACAAGCAGTGTTCTTTCGC
GGTGTGAAAAATTACGATAGGGCAAGCAGTTTTGACTCTGAGCGGGAAGTGAATCAAGCCCGTTGAGACC
GTAGAAGTGTTTTTCGTATAGGGAAGTGTGCCTGAGTCTTTGCCTTCTTCTTTGATAGCCTAGATTTGAG
TAAGTAGTTTCTGAAATCCCTGACTCAGCATTGTTTCCTGGTTCGGGTGTCTAACCAGAAGAGATTATTC
GATCTTGTTGAAAAAAGTTGACCGTCTCATACGTACGATGGAAAGTCTCCTCCTGCTGCTAAATCTTTTT
CTTTGCTTACTGGTCACCAGGGATAATAAATTAATCACTATTCCTCTGAAAGGCCCAAAGGGAGAAGGAC
TAGAGCCAAAGAGAGAAGCGAAGCCGAAACGACCGATCGAGGGAGCGGCAGCACAAATGAGAAAAAAAAA
CCGGAGCAGAAGCTGAACGACAGAACAGAAGCGGTATTACCTGTGAGATGGGACAATCTCGCGTATAGCA
GGATATACTCTTCAACGTCCCTATTATTTTGCCGGACAAAAAATGAAGCTCAAAAAAGCTTTGTTTACGT
TCCCCACAGTCCCCAGAGAGATCCATTCTTCTACCAGGACATTGCCTTCACTAAAACCCCAGATTTTTTC
TCTGTCCATGGGGTCCCTTTCACCGGAAGTCCGTATACCTAAGACTGGACGCCTATAATTCCCGAGGTCA
GCGGACTTGTTACCTGAGGCGTATAAAGCTTGACGTAAGGTCGGTTGGCGCCCGTCCCCGTCCGCGTTGG
AGTAACCTCTTATGGACACGAACAGTTTTCT
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JcACBP2

>ref |[NW_023590682.1|:210911-212424 Jatropha curcas isolate ELGS0001-1231
unplaced genomic scaffold, RJCl_Hi-C scaffold 1106, whole genome shotgun
sequence (regido promotora gene 2 - NW_023590682.1:c210912-202464)
AAAAAAATTTGGGAGATCCATGTTTACCTCCCTGATTTTATGATAATTATGTTTTGCACCTCGGAAAAAA
TGAAAATTTATTTTTATAGCCCTCGTGGCTTGAGCCCGTAACCGACACTGCCGTTTAGCCATTGTCGTCT
GGCAGTCCTTTTTGGAGTCGGGTAACCTGAGGATTGACTCTCAGTTTACGTGATTCATATCCGATTCGAC
GGATCAAATAAGATTCAGTTTGATTAAAGATGGATCAGAAATAAATATACACCTACTCGATTGAATCTAT
TTTAAATTAATTAAATTGTTTTTTTTAATAAGCTCTTTTTAATTATTATATTTATTTCAATTTGATCAAA
TCCAACTTGAAGTGAATCTAAATATGACGCAATTAATTGCAGAGTTATTATTTCATGGATATTAAATTTT
CCTTGCATATGAAATTCGAAATTACAAATGTTGTATTCGAAATTTACCATATAATATTTAGTATTTTGAC
TATTTCTATTATTTTATAATGTTCTATAGCATAATATTTTTATTGTTTATAGTATTTAACGGTATAATTT
ATATTAGTGTATAGAGTTTGAAAGATTAGATTATAAGATGTTACTCTCTTTAACATTTAATAAAACACTG
GTCAAATAATTAATAAAATTTTCCATTACAAGAGTCTATTATAAATAAAATTTATTATGAATAGAATTTA
TTCTTTAAATAATATTAATTTCATTTTTATCCATGTGAAAGTTGAAATGAGCTTATTACCGTGTAGAGAG
GCATACACTATTCAATATTCAAGTTTTTTATTTCTCGCAATTTTATTTTAGAACATCATATTTGTTGATT
CAAAAATGTCAAACTTGTTAAATAGTTTTTGAATAATATTTTATATTTTATATTATTTGGTGATTATAAA
ATTTGACTGCATTATAAATTAAGTGAATTAGAAATATTTATATTCAGGCTATTAATGTGTTATAGCTTAA
ATAAACACAATTATCTTATTTTATTTGAAAAAAATTATTATCACCGATTGTCACAATTCAATCGGTCGTA
CGATTGTTTTCTTGAAAATTTATTATTTTTTAGAAAAGTGAATTTCTATAGAAATGTTGAGTTTTCATAT
CTAAACATCCCTTGGTAGGAAGTGACAAAAAAATAAAAAGGATAATTTTGATTAATTGATTTTTAATTAA
AATAAAAATTGATAGTTTATTTCAAAACATTCTAAAATAGAAGGTGAACTACTTTAATTTTTCAATTGAA
AAGTAATTTTTTATTTTATAAGTTAATTTAAAAATAAGTAGCTAAGTATTTTTGCAAAATATTTAAAARAA
TTATTTTTAAATATATAAGTATTTAGTTAATAGGTATTTAGAACTAGGCAGAAAGTACTTAAAATAAACA
GATAATAAAAACAAAGGATTATCTAATGAGTTTGGACTCAATTTAAGTTTTTTTTTTTAACTAAGTTATT
AAATCAAACCTATAAATAATTTCAAAAATTATTTTAAAATCGAG

JcACBP3

>ref |[NW_023591768.1|:33978-35486 Jatropha curcas isolate ELGS0001-1231
unplaced genomic scaffold, RJCl_Hi-C scaffold 977, whole genome shotgun
sequence (Regiao promotora gene 3 - NW_023591768.1:35483-37457)
TGAAATATTTATTTTTGATTAAACTATTGATTATCAAACCACTAATTTTTCTTAATTTTTAATAT
TAGATTATTAATGATATATTCATTATCATTAATAATTAACTTTCAAATAAATCATTCATTATTGTTATAA
TTTAATTTGTACTATTATGATTACACATTAAGTTCAAGTTATTAAAATTTTATTCTAAATTTCACATTAT
AAGATATAATCCTTAACGATTTCAAATTGAAATTATTACGTTCAAATAACTTAGTTTTAATAACCGTTCT
TAGATACGAGATAGCTTCTCCGCGTCTTTATTAACTTAAAAAAAAAAATCTGTATGAAAGATAGTACTTT
CAAAATCTTATATATCACAGAGATAAAATATATTTATGAATTATTTTAGTGGATAATATTTTTCATATAC
GCTCTACGTGCTGGTTTTTAAGAATGCATGTCATCTATATTTGTTCATATTCGCGATTTAATATTTCTTA
GTAATAATTTTAAATATTAGGATCCTAATTAATTGTTTTTTGAAAGGGATCCTAATTAAATTTAAACATC
AATCTTCAGTAATATTTATCTTTTTTATTAAATATTGATATCAAAACACTAATTTTTTAATTTTTAATAT
TAGATATTAATGTTATTCATTATCATAATAATTAACTTCAAATAATCATTCATTTATTGTTATAATTTAA
TTGTAATATTATGATTACAATTAAGTTCAAGTATTAAAATTTTAATTTCAATTATAAGATATTAATCCTT
AAGATTTCAAATTGAATTATACGTTCAAATATTAGTTTTAATAACGTTCTTAGATACGAGATAGCTCTTT
ATTAACTAAAAAAAAAAATTGTATGAAAAGATAGTACTTTCAAATCTTATATTCAAGTAATATTTTGCAC
GTACTGAATATAAAAATTATTTTAAAATTTTATATAATATTGAATTTCATAAAATCTAGTGTTTAAACTT
ATAGTTTTTTACTTATGTCCGATTTTACTACTATGTTTTTAACCGCAAGAAATGCTTTAGATGGATCTTT
AATTGGGAAGAAATTACCCATCGAATGGACTATACACCAAGAACTGTACCAGCTAATTTCCAGTAACAAC
AGCCAGCAATATGGTAGTTAAGATCCTTATATTGTTCTTTTAATTAATTGCTTTTTATTTATTTGTTTTG
GTCATAAATATTGTCTAACCTATTTAAGCTGCTAATTTTTTTTTCTTTGATTACCAAAAAAAGCTACTCA
TAGAAGATATTTGATGACCAAAATGATAAGTTAAATAATTTAGCTTAAAATTTATATTTAATAGAATAAT
TTAACTAAATTCATATTCAAATTGATTTAATATAAATAAATTTTATGAATAAAAATATCGGTATATGTAT
TTACTTTATTGGAATAAATTTAATCGTGTAAAATTAATAATCATAAATGTTCTTTTTAAGGAGATATAAA
AAATTGCTTACTGGTTAGTAATTAGCATCAGAACT

JcACBP4
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>ref |[NW_023590956.1|:4339461-4340966 Jatropha curcas isolate ELGS0001-1231
unplaced genomic scaffold, RJC1l_Hi-C scaffold 245, whole genome shotgun
sequence (regido promotora gene 4 - NW_023590956.1:4340965-4343509)
GAGAAATAAATTTGCAAATTAATTAGTACAAAATGTAAAAGTTAATGCATAACCTTATATTAAAAG
TCATTAGTTAATTATTTGTCTAATGAATCTTTTAGATTATAAGGTAAGGTATATTCCATTGTTAAAGGAA
ATTGCTAACACGAAAAAAAATAAAATTCTTTCTTGTGGATCTGTTGCTTGCTTTGCCACTCGCAGTGGAA
ATGTCGCAGCAAGGCCCAACAGGGACCAAGCTGACTCGGTCAGGCCCGATCTGTTGGTTGTAGGGGAAAC
AATTATTAGTAACTAGTCCATTCAATCGTTTCGGCCCATTTTCACTTTTCACCTGCGCCTTATATGCTTT
GGAGAAAATTTTTCCAAATTTCTTGATTAATCCATATAATAATAACAGTGCACTATTCACTACACACTTG
AAGAACCTAGGTAGAAGAGGAAGCACAAGACCCACATGGTCGGCTATCCCCATCGACCGTCACGTTTATA
TTGTTCCAAGAAAACGTCGCAACCCAACGACATGTTATCACTGAAGAAAGATGCCTTTACTAGTTTTCCA
CCGCAACATATATTCCATATAAGGTCGCCAAAGCATCCCGATTTCACCACCAAGTGCTCCTAATAGAAGA
CGCAAGCTTTGGCAGCGAGTGTAAGTAAATTAAAAATGGAGAAAATCGTCTCGTCCGATTCACATAGTTC
TCCACGCGTTTGAGATTGCGATTGCTAACACGGAAAACCTTTCGTGTGTAAGATTATAACAATGGTGAAT
TAGAGATGTGTTGATTTAGACTACTTTTAGTAAATAAAATTAACGCTCATTTCCTTTGTATTCTAATTGT
TTTTTATTTATTATTTCATGGGTGAATTATTTTTCAAATTAATTTAATAATGAGCATTTTAATTAAAAAA
ATTTTATATTCTTCTATTTCTTTTTTCCCTTTTAAATTTTAATGTAGTCCCTACTTTCATCATTTTATAA
GTTTAATGGCTGAATTATACAATTATTTAATGTGTATTATGTTACTATACCGCAATAATGATATTATTAT
TATTATTATTATTATTATCCTTTTTTTAAAGAATATTATCACCCAATTTCAATGTAATAAAAATATAATT
ATTGTGGTATAAAAAACAACATTTTCACAACGTATTCAATTGCACAAATAATTCCTCTTTTTAAATCATA
AATACTTCCCCAATATATAAAAATTGATTAAATTTAAATTTAAAGAATATTTTATATTTTTTTTCTGATG
TAAAAATATTAAAATTTTGGCTCACCAAACTTACAATTTCCTCGCAAATTGAAGATTGCGACTTGGTCCT
AATTCAAAACAGTGTGAAAAAAGAAAACTGCACTAATAAAAAGACTCGCGAGTCGTGACGCGACCCAAAA
AGAAAAACGAAGCGCGCTACAGCGGCAGGTGAGGTTAAAGGACCATTTATTTATGACTGTTAAACGCAAG
AAGTCGCCAAGTCGCAAAACCATCGTTGGCTGAT

Transcritos JCACBPs
JcACBP1

>XM 012215123.3 PREDICTED: Jatropha curcas acyl-CoA-binding protein
(ACBP), mRNA
GTATAAGTGCTTACATGTAAGGAATCCCCTGCCACTCTCGTTGTATAAGTACCACAAGCTCACGCCTTTA
TTGGCGATACGTTCTATAAATCAATCAAGAAATTATCGTCATCAGATTATTCTCACATAGCTGCAAATGG
GTTTGAAGGAGGAATTTGAGGAGTATGCTGAGAAAGCTAAGACCCTTCCGGAAAACACAACAAATGAGAA
CAAACTTATTTTGTATGGGCTTTTTAAACAAGCCACTGTTGGACCTGTGAACACCAGCCGTCCTGGAATG
TTCAACATGAGGGACAGAGCAAAGTGGGATGCATGGAAGGCTGTTGAAGGCAAATCTAAGGAAGAAGCAA
TGAGTGACTATATCACGAAGGTTAAACTGTTGCTGGAAGAAGCTGCAGCAGCGGCTTCCGCTTAGTGTGT
TGGCCATGCATATGTAACTGTTGTGTTCATTATAGTTAAAAATCAGTTCAATAATGTATCTGGATTTGTA
ATGTGATGTTAACTTGTGCCCAATAACTTTCAGAATTAGTTTATGTACTTTGTACTGCAATGGATTGGAA
TTAATATGTTGGGATAGTGTCTTCTCTTGCGTGTGCTTGAAATTGCCTACTCCTAAGAGGTTGAAGAAGA
A

JcACBP2

>XM 012233639.3 PREDICTED: Jatropha curcas acyl-CoA-binding domain-
containing protein 4 (LOC105647518), mRNA
TTTTTCGCCTTTTTTTCTAAATCAAATGTAGATATTACCGAGCACAATTAGAGAGAGAAAGGAAGTTAAG
AAGAGCGAGGATATCCGATTTCGAGCTTTTACAGAAACAGAAACAAATTTCCAAATCCCAAACTGGGCCA
ATACACAAAACCACCTAACGTGCCACTTTAATACAAGCTTAAACATTTTTTTATTTTAACACGCATTTCC
CTTCGAACCTTGAAACACAAGCATAAACCATAGTCATTTCTCAGTCTCAAATCAAATCTTAAGTGAGAGA
GGGCGAGGAGGAGGAATAAATGGCTATGGCGAGGGCAAGTTCTGGCCTCGCATACCCGGAGAGATTCTAT
GCGGCCGCCGCATACGCTGGATTTGATGGATCTCCAAATTCCACCAATATTGTCTCCTCTAAGTTCCAAA
ACGACACCGCTTTGCTCCTTTACGCCTTGTACCAGCAGGCTACTGCAGGACCATGTAATACACCAAAACC
AAGCACTTGGAATGCTGTAGAACAAAGCAAATGGAAGAGCTGGCATGGGCTTGCCAATATGGCTTCCACT
GAAGCAATGCGTCTGTTTGTGAAGATATTGGAGGAAGAAGATCCGGGTTGGTATTCTAGAGCATCTAACT
TTGTTTCAGAGCCTGTTGTAGACGTGCAAATGAATCATAACTCAAAAGTTGAGGCTGTTGTCGAGAATGG
AAACTCTTTTCCAGAGACAAAGACCACTTCCAGTGAGAATGGGACTGTCATAGAAACTCAGGATAAAGAT
GTTGTCTCAGAAGGCCTTGGTTCAGTTGTTGTGTACGATCAATGGATTGCCCCCCCAATATCTGGCCAAC
GCCCAAAAGCCCGATATGAGCATGATGCGGCTATTATTCAAGACAAGATGTATATATATGGGGGGAACCA



CAATGGCCGTTATCTAAATGATCTTCATGTACTGGATTTGAGAAGCTGGGCTTGGTCTAAGGTTGATGCT
AAGATTGAGGAAGAGTCGGATGGATCGAAAACCCCTGCTACTATAACTCCTTGTGCTGGCCATTCCTTGA
TACCTTGGGAGAATAAGCTTCTAACAATTGCTGGACACACCAAGGATCCTTCTGAATCCATCCAGGTGAA
GGTGTTTGATCCACAAACTCGTTGTTGGTCAACGTTAAAGACATATGGGAAAGCTCCGGTCTCACGTGGT
GGTCAATCTGTCAGTCTTGTTGGGACAAGCTTAGTGATTTTTGGTGGTCAAGATGCGAAGCGATCTCTTT
TGAATGATTTACATATTCTTGACCTAGAAACCATGACTTGGGATGAAATTGATGCTATTGGCGTGCCTCC
TTCTCCAAGGTCTGATCATGCTGCAGCAGTTCACGCAGAACGCTACCTGCTTATTTTTGGTGGTGGTTCA
CATGCTACTTGTTTCAATGATCTGCACGTGCTTGATTTACAAGCTATGGAATGGACACGACCCACACAAC
AGGGGGAAATACCAAGTCCACGGGCTGGACATGCAGGTGTGACAGTTGGAGAGAATTGGTTTATTGTTGG
TGGTGGTGACAACAAGAGTGGGGTCTCTGAAACTGTTGTCCTGAACATGTCTACGCTCGTTTGGTCTATC
GTGACTTCTGTTGAAGGGCGTGTTCCTCTTGCCAGTGAGGGCTTGAGTTTGGTCGTGAGCTCCTACAGTG
GTGAAGATATTCTTGTATCATTTGGGGGATACAATGGACGTTACAGCAATGATGTCAATGTTCTTAAACC
AAGCCACAAGTCTACCTTGCAATCAAAGATTGTGGAGACTCCAGTGCCCGACAGTGTTTCTGCTGTACCT
AATACTACAAACCCTACCAGAGATTTGGAATCTGAGTCGGGCCAAGAAAGCAAAATAAGGGAAATTGTTA
TGGATAATGCTGATCCAGAGCCCATGAAAACTAAAGAAGAAGTGTCTAGTGAACATATTTTAGCAACCTT
AAAGGCAGAGAAAGAAGAACTGGAGTCATCTCTTAGCAAGGAGAAATTGCAAACTCATCAATTAAAGCAA
GAATTGACTGAAGCAGAGACCCGTAATACTGATCTCTACAAGGAGCTCCAATCTGTGCGTGGTCAACTTG
CTGCTGAGCAGTCTAGATGTTTCAAACTAGAGGTTGATGTGGCAGAACTAAGACAAAAGCTTCAAACGAT
GGAGGCACTACAAAAAGAACTAGAGCTCCTTCAGCGCCAGAAGGCTGCTTCTGAACAAGCTGCATTAAAT
GCAAAACAGAGGGAGGGCTCTGGTGGTGTGTGGGGTTGGCTAGCAGGAACTCCTGGTAGCCAAAGAAAGG
ATGAAGACTGAATTTTGTCAAAGCCTTGTTAAGTAGTGATTGTTAGATTGGTTTTCATTGATCAATTTTT
CTATCAAATATTTTTTTGTTTTACTTATCCCAGTTCTTTCTTTGATGGGAATAAAAATATCAAGTTTTTG
TTGGCCAGATTGAAACCCCACTAGGTTTTTGCAGGAATATATGTACTGTAATTGTAAGTTATGTAGTTCT
ATGTGGTCATTGCCGCTATATTTTTCTCTCTCAATTTTCACAAAATTTGTATTTGAATTGAATATATAGC
TTGAATGAAGTATAGGTTTTCATTATTTTCCAATCAAA

JcACBP3

>XM 012223978.2 PREDICTED: Jatropha curcas acyl-CoA-binding domain-
containing protein 3 (LOC105639818), mRNA
CAGTGAGGAAGGAGGGGGAAAAGTGTTGGAGGGAGGGGAAGCTCTGTAATAGCAGTCTTGACCTCTAATT
GACAGCTCAGAACTGATGACGCTTCAACCGCTTCCGACTCGTCTACCAATAGCGAAAGAGTCATTTTCAG
ATACCTTCTTTTCAAAACCAATCCAATAATTATACAGCAGGACCGACACATTTCTTAGAATATACTTTGC
TCTGTTCTCTCTAAATTCCACCTTTCTATTCTTTCTCTGTCGCCTCATCAAATCTCAGATTCGTACTTTC
TTATCGTACTCCTTATCGTGTAATGGCCATGGAGCTTTTCTTTGAATTCCTTTTGACAGTTGCTCTTTCT
ATTTTTTGCTCTTTTCTTCTCGCTAAGCTCCTCTCTACAGCAACAGCCAATGATAATGACCATTATTTTG
AAAAAACAACTACCCATTACCTTAAGTTCGAACCGGAGTCTAAAAGTTATCACTTTGAGACGGAAAGGAA
ATTTGGGTTTGTTTCAAAAATTGTAGGAGTTGATAAATTAGGCGAATCGATGGAGAATAAGTTTACCCAA
CAAGAATTATACTCTAATGAAGGTATCAAATCGTTTTTTCATGTAACTGAAGATATAAAAACTGATGTTG
ATTTAACAGAGGAAGGTAGTAGAGAAGAAAATGGTTTGCCTAAATTCGAAGAGAATTCGATTACTAAGAG
CGAAACTGAAACTGAGATGGGTTTGATAAAAGAACAAATAGATTTTGGTAAAAGTGAGATTAACCTTGAA
ATTGAGGAGGAGGATGATTGGGAAGGGATAGAAAGAAGTGAGTTAGAGAAGCTATTTGGTGCTGCTGTGG
CATTTGTTGGTTCTATCAATAATGCTGATAAAATATTATTGAATATTAACAGTGATTTGAAGCTGAAATT
GCATGGACTTCACCAGGTTGCCATTGAAGGGCCTTGCCATGTGCCTCAACCCAGGCCATTCAAGTTCTCT
GCTCGCTCAAAGTGGAATGCATGGCAAAAACTTGGGAACATGAGTCCAGAGGTGGCAATGGAGCAGTATA
TCAACCTTGTTTCAAGAAGTATTCCTGGATGGATGAAAGATAATTTTGAGGATCAAGTGAGAAAGTTGCA
TGCCTAACCATCCAGGAACCTTGCAGCTTCCAACTGCCAATGGGGAGGGAGAAGGTATCTTTGAGGATTG
GAACTGCGAGCCAGTTAAAGGGAGGATATAGAATAATGTAACTGAGTAAAAAAAAAAAAAAAAATGCATA
GCAGTTTTAGGTTCTGTGCAATTCCTCAATTCTATGATTCCTCATTGTTTGGGAAAGAAAATATTTGGAT
ATATGCTAATTCTTTTCAGAA

JcACBP4

>XM 037637675.1 PREDICTED: Jatropha curcas acyl-CoA-binding domain-
containing protein 3 (LOC105630872), mRNA
TGCGCGCTTTTTAGGACGCCTCCGTGACTTGCCCAACTCGCCAGCAAGGCGGGACCCACCTCTCTCGCTT
CATAATTTTAAAGGCGAAAGTAATTTACCAAAGCTAAGAACAGAATATGCTTTGCTCTACCCTGCAAATA
TCCCTTCCCTCTCTGCAAATGATATTTTTCTTCCTCTCTTTCTATATCTACTGCTAATTTCTCCTGCTGC
TCTTCTCACCTACCGTCGTCATCTTCTTCTGCCACTTTCTTTATCTTTCTATCCATTCTTTAAACAAAGA
AACAACCATGGAGCTGCTTCAAGAGTTGTTTGTCACCGCTTTTGTTGCTGTTGTTTGCTCTTTTCTTATC
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GCTAAGATTGTTTCTATTGCTATGGCTGGTGGCGATTCTAGCAATGCTTCGCAGTTGTCCAAGAGTCAAA
ATGATGATCAGAAAATTACCGGAGATGACGGTGATGAACGTGTCATGGAGGATTTGCGGTATTTTGAAAA
GCTGAAGGTTGAGGGGTATACGAGTGAGAAGAGAGTGGAATTTGTTCAAGAAGGTGCACAAAAGGTCGAT
GGGTTTGTTGGAGGATCGATTGAGGCTGCGGAAGTCGAGAAATCGGTGAACCGCGATGAAGTAATTGAAA
CTGAATGCCGTGAATTGGTAACAATATCAGTCGAAGAAGGTTTGAAGGAAGAGGATAAATCATCGGAGGA
TATGTTAGGTAAGTGCGAAGGAGAGTTTCAAGTAAACAGACACGTTGGCGTAGAATTGGCTGATGGTAAG
GGTGCTATTGACGAGAAACAAAGAGGTGTTGATGATAATTTGCTTAAAGAAAACATAGAAATCGAGTCAG
TTGGCATAGAATCGTCTGTTAAAAAGGATGCTGTTGAAGAATCTGAGGAGATTCGGGTTGTGGGGAGTGA
AACGATAGAAAAAGGTGAAGAGAAGAAAATAGAGATTGATAGTGATGACGATGATTGGGAGGGGATTGAG
AGGAGTGAATTGGATCACGTTTTTGCTAAGGCAGTTAACTTGGTAGAGTCTGCAGATAAAGATGGAGGCT
CGAGAAGTATAGGGAGCGATGTTCAAATGGAACTGTATGGGCTTCACAAGGTGGCTACTGAGGGGCCTTG
CCGCGAGCAGCCGCCTTTGCCTCTTAAAGTCGCTGCTCGGGCCAAGTGGAATGCTTGGCAAAGGCTGGGA
AACATGAATCCAGAGGTGGCTATGGAGCAGTACGTTGCCCTTGTATCAGATAAAGTCCCTGGTTGGATGG
AAGGGAAATCTGCTGATGATGACAAGCCAGGATCTTCTGCAGCAGCAAATCCTGGTGCTGTGGCTTCAGA
TTTAAGTACAACTTCTTCCCATCATCAAAATATTACAGAAGAAAGGAACCCAGAAGTGATGCTTGGTATT
GAGAAAAATGATTATATTGGCCCAAACGTGGAGGATAAGGTTAAAGAATGATGAACATTTCTATGCCGCT
TGACCTTCCCAACCACCGTGGCCATTCTCCATTTGCACCACCACAAGAAGTTAGAGACCAGTTCTCATTT
TCAAGTATAAAAAAAAATTGCTTCAAGTAAGTTCCTTGCGCTGGTCTATACTATCATTTGTTTGTCACTA
GCTGTATTGTCTAAAGGATGTGTGGTAATCAGAACACGTTGATGTATGGTGTATCTCCTTTTATGTAAAT
ACCTAATGCATTTCCCTTAATTTGCCACCTGGATGGTTGAGATTGTCAAAATACATATGATAATGGTGAC
CCTTATTTCTCAAAACGTATGTTTTTTATTGGGTTGCTGCTGTTGAATTCTTTGTTATTTTAGTCTCCTG
AAATAACGTGAAGCAATAGTGGAATTACGTGAAGTAATATGCAAGAGAGTTGCAACTTTGGTAGAAATTG
TTATTATTGGTCAAAAACTTGATACTATGCAGGAGTCGGGCAGGCAGTACCCCTTACGTTTACAATTTGA
CAGTTCGATGGTCCAAG

Sequéncias de Aminoacidos JcCACBPs

JcACBP1

>XP 012070513.1 acyl-CoA-binding protein [Jatropha curcas]
MGLKEEFEEYAEKAKTLPENTTNENKLILYGLFKQATVGPVNTSRPGMENMRDRAKWDAWKAVEGKSKEE
AMSDYITKVKLLLEEAAAAASA

JcACBP2

>XP 012089029.1 acyl-CoA-binding domain-containing protein 4 [Jatropha
curcas]
MAMARASSGLAYPERFYAAAAYAGEDGSPNSTNIVSSKEFQONDTALLLYALYQQATAGPCNTPKPSTWNAV
EQSKWKSWHGLANMASTEAMRLEFVKILEEEDPGWYSRASNFVSEPVVDVQMNHNSKVEAVVENGNSFPET
KTTSSENGTVIETQDKDVVSEGLGSVVVYDQWIAPPISGQRPKARYEHDAATTIQDKMYIYGGNHNGRYLN
DLHVLDLRSWAWSKVDAKIEEESDGSKTPATITPCAGHSLIPWENKLLTIAGHTKDPSESIQVKVEDPQT
RCWSTLKTYGKAPVSRGGQSVSLVGTSLVIFGGQDAKRSLLNDLHILDLETMTWDEIDAIGVPPSPRSDH
AAAVHAERYLLIFGGGSHATCEFNDLHVLDLOAMEWTRPTQQOGEIPSPRAGHAGVTVGENWEIVGGGDNKS
GVSETVVLNMSTLVWSIVTSVEGRVPLASEGLSLVVSSYSGEDILVSFGGYNGRYSNDVNVLKPSHKSTL
QSKIVETPVPDSVSAVPNTTNPTRDLESESGQESKIREIVMDNADPEPMKTKEEVSSEHILATLKAEKEE
LESSLSKEKLQTHQLKQELTEAETRNTDLYKELQSVRGQLAAEQSRCFKLEVDVAELRQKLOTMEALQKE
LELLQRQKAASEQAALNAKQREGSGGVWGWLAGTPGSQRKDED

JcACBP3

>XP 012079368.1 acyl-CoA-binding domain-containing protein 3 [Jatropha
curcas]
MAMELFFEFLLTVALSIFCSFLLAKLLSTATANDNDHYFEKTTTHYLKFEPESKSYHFETERKFGEFVSKI
VGVDKLGESMENKFTQQELYSNEGIKSFFHVTEDIKTDVDLTEEGSREENGLPKFEENSITKSETETEMG
LIKEQIDFGKSEINLEIEEEDDWEGIERSELEKLFGAAVAFVGSINNADKILLNINSDLKLKLHGLHQVA
TEGPCHVPQPRPFKFSARSKWNAWQKLGNMSPEVAMEQYINLVSRSIPGWMKDNFEDQVRKLHA

JcACBP4

>XP 037493603.1 acyl-CoA-binding domain-containing protein 3 [Jatropha
curcas]
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MELLQELEVTAFVAVVCSFLIAKIVSIAMAGGDSSNASQLSKSQONDDQKITGDDGDERVMEDLRYFEKLK
VEGYTSEKRVEFVQEGAQKVDGEFVGGSIEAAEVEKSVNRDEVIETECRELVTISVEEGLKEEDKSSEDML
GKCEGEFQVNRHVGVELADGKGAIDEKQRGVDDNLLKENIEIESVGIESSVKKDAVEESEEIRVVGSETI
EKGEEKKIEIDSDDDDWEGIERSELDHVFAKAVNLVESADKDGGSRSIGSDVQMELYGLHKVATEGPCRE
QPPLPLKVAARAKWNAWQRLGNMNPEVAMEQYVALVSDKVPGWMEGKSADDDKPGSSAAANPGAVASDLS
TTSSHHONITEERNPEVMLGIEKNDYIGPNVEDKVKE
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Tabela Sup. 1: Elementos cis regulatério presente na regido promotora dos

67

JCACBPs.
CIS ELEMENTOS PRESENTES NA REGIAO PROMOTORA JcACBP1
nome funcao n° elementos
A-box elemento regulador de atuacéo cis 2
AAGAA-motif parte de um modulo para resposta a luz 1
elemento de acao cis envolvido na capacidade
ABRE de resposta ao acido abscisico 2
elemento de acgéo cis envolvido na capacidade
ABRE3a de resposta ao acido abscisico 1
elemento de acao cis envolvido na capacidade
ABRE4 de resposta ao acido abscisico 1
elemento regulador de acéo cis essencial para a
ARE indugao anaerobica 2
AT~TATA-box 7
parte de um modulo conservado de DNA
Box 4 envolvido na capacidade de resposta a luz 1
elemento de agdo cis comum em regides
CAAT-box promotoras e potenciadoras 11
CCAAT-box Local de ligagdo MYBHv1 1
CCGTCC motif 2
CCGTCC-box 2
elemento regulador de atuacéo cis envolvido na
CGTCA-motif capacidade de resposta do MeJA 2
elemento regulador de acéo cis envolvido na
G-box capacidade de resposta a luz 1
GATA-motif parte de um elemento responsivo a luz 1
elemento regulador cis envolvido na expressao
GCN4_motif do endosperma 1
elemento de agao cis envolvido na capacidade
LTR de resposta a baixas temperaturas 1
Local de ligagcédo MYB envolvido na indutibilidade
MBS a seca 3
Local de ligacdo MYB envolvido na capacidade
MRE de resposta a luz 1
MYB fator de transcricdo MYB 2
MYB recognition site 1
MYB-like sequence 1
MYC fator de transcricao MYC 2
Myb fator de transcricao MYB 3
elemento promotor central em torno de -30 do
TATA-box inicio da transcri¢cao 24
TCCC-motif parte de um elemento responsivo a luz 1
TGA-box parte de um elemento responsivo a auxina 1
TGA-element elemento responsivo a auxina 2
elemento regulador de atuacéo cis envolvido na
TGACG-motif capacidade de resposta do MeJA 2
Unnamed__1 1
Unnamed__ 4 9
W box Ferimento e resposta a patégenos 3
WRE3 Ferimento e resposta a patégenos 3



as-1

resposta a seca

2

CIS ELEMENTOS PRESENTES NA REGIAO PROMOTORA JcACBP2

nome funcao n° elementos

elemento de acao cis envolvido na capacidade

ABRE de resposta ao acido abscisico 1
elemento de acgéo cis envolvido na capacidade

ABRE3a de resposta ao acido abscisico 1
elemento de acéo cis envolvido na capacidade

ABRE4 de resposta ao acido abscisico 1
parte de um modulo conservado de DNA

ATCT-motif envolvido na capacidade de resposta a luz 1

AT~TATA-box
Box 4
CAAT-box

CGTCA-motif
ERE

G-box
GATA-motif
MYC

O2-site
TATA

TATA-box

TGACG-motif
Unnamed__ 1
Unnamed__ 4
Unnamed_ 6
W box

as-1

parte de um modulo conservado de DNA
envolvido na capacidade de resposta a luz
elemento de agdo cis comum em regides
promotoras e potenciadoras

elemento regulador de atuagao cis envolvido na
capacidade de resposta do MeJA

elemento responsivo ao etileno

elemento regulador de acéo cis envolvido na
capacidade de resposta a luz

parte de um elemento responsivo a luz

fator de transcricdo MYC

elemento regulador de acéo cis envolvido na
regulagcdo do metabolismo da zeina

elemento promotor central em torno de -30 do
inicio da transcrigao

elemento regulador de atuacéo cis envolvido na
capacidade de resposta do MeJA

Local de ligagdo a proteina 60K

Ferimento e resposta a patégenos
resposta a seca
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CIS ELEMENTOS PRESENTES NA REGIAO PROMOTORA JcACBP3

nome funcgao n° elementos

elemento de acao cis envolvido na capacidade

ABRE de resposta ao acido abscisico 3
elemento de acgao cis envolvido na capacidade

ABRE3a de resposta ao acido abscisico 2
elemento de acgao cis envolvido na capacidade

ABRE4 de resposta ao acido abscisico 2
elemento de acdo cis envolvido na capacidade

ACE de resposta a luz 1
elemento regulador de agao cis essencial para a

ARE inducdo anaerobica 2

AT~TATA-box 3
parte de um modulo conservado de DNA

Box 4 envolvido na capacidade de resposta a luz 7



elemento de agdo cis comum em regibes
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CAAT-box promotoras e potenciadoras 33
ERE elemento responsivo ao etileno 4
elemento regulador de agéo cis envolvido na
G-box capacidade de resposta a luz 2
GATA-motif parte de um elemento responsivo a luz 1
GT1-motif elemento responsivo a luz 1
MYB fator de transcricao MYB 2
MYB-like sequence 1
MYB binding site 1
elemento regulador de agado cis envolvido na
O2-site regulacdo do metabolismo da zeina 1
TATA 1
elemento promotor central em torno de -30 do
TATA-box inicio da transcricao 50
elemento de atuagao cis envolvido na defesa e
TC-rich repeats na capacidade de resposta ao estresse 1
Unnamed__ 1 Local de ligacao a proteina 60K 1
Unnamed_ 4 2

CIS ELEMENTOS PRESENTES NA REGIAO PROMOTORA JcACBP4

nome funcgao n° elementos

AAGAA-motif parte de um médulo para resposta a luz 1
elemento de acao cis envolvido na capacidade

ABRE de resposta ao acido abscisico 1
elemento regulador de ac&o cis essencial para a

ARE inducdo anaerdbica 1

AT1-motif parte de um médulo responsivo a luz 1

AT~TATA-box 1
parte de um modulo conservado de DNA

Box 4 envolvido na capacidade de resposta a luz 3
elemento de agdo cis comum em regides

CAAT-box promotoras e potenciadoras 31
elemento regulador de agéo cis relacionado a

CAT-box expressao do meristema 1
elemento regulador de atuacéo cis envolvido na

CGTCA-motif capacidade de resposta do MeJA 2

DRE core 1
elemento regulador de agado cis envolvido na

G-Box capacidade de resposta a luz 1
elemento regulador de acdo cis envolvido na

G-box capacidade de resposta a luz 2

GARE-motif elemento responsivo a giberelina 2

GT1-motif elemento responsivo a luz 1
elemento de acgao cis envolvido na capacidade

LTR de resposta a baixas temperaturas 1

MYB fator de transcricao MYB 4

MYC fator de transcricdo MYC 2

Myb-binding site 3

STRE Elemento de resposta ao estresse 1



TATA

TATA-box
TCT-motif
TGA-element

TGACG-motif
Unnamed__ 1
Unnamed__ 2
Unnamed_ 4
WUN-motif
as-1

elemento promotor central em torno de -30 do
inicio da transcricao

parte de um elemento responsivo a luz

elemento responsivo a auxina
elemento regulador de atuagéo cis envolvido na
capacidade de resposta do MeJA

Ferimento e resposta a patégenos
resposta a seca

44
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Tabela Sup. 2: Genes envolvidos nas redes de interagao proteina-proteina (PPI) preditas
para as JCACBPs em Jatropha curcas, identificados a partir da analise no banco de
dados STRING. a) JcCACBP1; b) JcCACBP2; ¢) JcCACBP3; d) JCACBP4.

a)

ACBP
JCGZ_07264
JCGZ_18897
JCGZ_20790

FATA
JCGZ_10037
JCGZ_12221
JCGZ_24996

PFP-ALPHA

PFP-BETA
LPAT

PREDICTED FUNCTIONAL PARTNERS

ACB domain-containing protein - JCACBP1

peroxisomal fatty acid beta-oxidation multifunctional protein AIM1
glyoxysomal fatty acid beta-oxidation multifunctional protein MFP-a
beta-ketoacyl-acp synthase Il

acyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase; plays na essential role in chain
termination during de novo fatty acid synthesis;

long chain acyl-CoA synthetase 2

acyl-coenzyme A oxidase; belongs to the acyl-CoA oxidase family
acyl-coenzyme A oxidase 4, peroxisomal

pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha;
regulatory subunit of pyrophophate-fructose

pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit beta;
catalytic subunit of pyrophophate-fructose 6
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase 2

b)

JCGZ_23327
JCGZ_ 11305
JCGZ 21572
JCGZ_12447
JCGZ_16099
JCGZ_ 22120
JHL12108.3

JCGZ_25380
JCGZ_21505
JCGZ_14659
JCGZ 18817

PREDICTED FUNCTIONAL PARTNERS
ACB domain-containing protein - JCACBP2
UPF0235 protein At5g63440
low-temperature-induced cysteine proteinase
ervatamin-B

low-temperature-induced cysteine proteinase
cysteine proteinase RD21A

rac-like GTP-binding protein RHO1
rac-like GTP-binding protein RAC13

rac-like GTP-binding protein 5

JCGZ_12508
JCGZ_03431
JCGZ_06416
JCGZ_17571
JCGZ_18519
JCGZ_08950
JCGZ_23558
JCGZ_05346
JCGZ_12221
JCGZ_24073
JCGZ_03402

PREDICTED FUNCTIONAL PARTNERS
ACB domain-containing protein - JCACBP3
peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1
3-ketoacyl-CoA thiolase 2, peroxisomal
3-ketoacyl-CoA thiolase 2, peroxisomal
acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic 1
peroxisome biogenesis protein 12
peroxisome biogenesis protein 3-2
acyl-coenzyme A oxidase
acyl-coenzyme A oxidase 2, peroxisomal
peroxisome biogenesis protein 19-2

d)

JCGZ_16049
JCGZ_03431
JCGZ_06416
JCGZ_17571
JCGZ_18519
JCGZ_08950
JCGZ_23558
JCGZ_05346
JCGZ_12221
JCGZ_24073
JCGZ 03402

PREDICTED FUNCTIONAL PARTNERS
ACB domain-containing protein - JCACBP4
peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1
3-ketoacyl-CoA thiolase 2, peroxisomal
3-ketoacyl-CoA thiolase 2, peroxisomal
acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic 1
peroxisome biogenesis protein 12
peroxisome biogenesis protein 3-2
acyl-coenzyme A oxidase
acyl-coenzyme A oxidase 2, peroxisomal
peroxisome biogenesis protein 19-2
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Figura Sup. 1: Controle positivo de qualidade do DNA de pinhdo manso usando um
primer SSR (RcOM7) de mamona para testar a amplificagao.
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Figura Sup. 2: Grafico Ramachandran das proteinas JCACBPs modeladas por
homologia no Swiss Model. a) JCACBP1; b) JCACBP2; c) JCACBP3; d) JCACBP4.
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