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Designagdo do projeto | PeXPTPrionGoat - Prevencgdo de futuros focos de EET: Explorando a
diversidade do gene codificante da proteina do prido para resisténcia em caprinos portugueses

Caédigo do projeto | 2023.14526.PEX
Objetivo principal |

1. Definir a frequéncia dos polimorfismos do gene da proteina pridnica (prnp) nas ragas portuguesas e
racas exoéticas mais utilizadas;

2. Estimar estes polimorfismos na populagdo caprina em geral;
3. Identificar racas de caprinos criadas em Portugal resistentes ao tremor epizodtico (TE);
4. Determinar o genétipo completo prnp nos casos caprinos de TE.

O conhecimento mais profundo destes aspetos poderd responder a muitas das questdes ainda em aberto
no que concerne as encefalopatias espongiformes transmissiveis (EETs), doencas neurodegenerativas
progressivas e fatais.

Estes novos dados, que serdo divulgados no ambito de uma plataforma de trabalho colaborativa, serdo
imprescindiveis para o delineamento de programas de selecdo genética para a resisténcia as EETs, de
importancia fundamental para o controlo destas afecdes.

Regido de interveng¢ao | Nacional

Entidade beneficiaria | Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria, I.P. (INIAV, |.P.)
Data da aprovacdo | 22/11/2024

Data de inicio | 02/01/2025

Data de conclusdo | 01/07/2026

Custo total elegivel | 49.965,00€

Apoio financeiro total da Unido Europeia | Apoio OE| 49.965,00€

Objetivos, atividades e resultados esperados

Tarefa 1: Colheita de amostras e extra¢cdo de DNA gendmico caprino (INIAV/DGAV/EURL-TSEs)

Para definir a frequéncia dos alelos do gene da proteina pridnica (prnp) em Portugal, pretendemos
analisar todas as ragas caprinas nativas portuguesas e exodticas mais utilizadas em Portugal, bem como
uma amostra de animais negativos para EETs da populagdo caprina em geral e rebanhos afetados por
tremor epizodtico (TE). Todos os casos de TE em caprinos detetados no nosso pais (n = 23) serdo
também genotipados através da sequéncia de toda a sequéncia codificante do prnp. Nas racgas puras,
o ADN sera extraido do sangue; em caso de EET negativo sera utilizado tecido do tronco cerebral ou
do pavilhdo auricular dos caprinos. Nos rebanhos afetados por TE, o sangue sera recolhido em animais
vivos e do tronco cerebral ou do pavilhdo auricular em caprinos encontrados mortos na exploracao.
Existem 352 000 cabras em Portugal, representando o sexto pais da Unido Europeia em termos de
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populagdo caprina Eurostat (https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-
explained/index.php?oldid=427096#Livestock_population, 2023).

Resultados esperados: [1] Detetar mutag¢Bes/polimorfismos com um nivel de confianca de 95%
guando atingem uma frequéncia minima de 3,6%; [2] Estimar a proporcao de cada polimorfismo
detetado com uma precisdo na gama de 7-11%, dependendo dos diferentes cenarios (respetivamente
se as mutagOes variardo entre 3,6% a 50%). O DNA de alguns caprinos ja esta disponivel no Banco
Portugués de Germoplasma Animal, sediado no INIAV. Para garantir a representatividade,
aplicaremos uma estratégia de amostragem semelhante a utilizada em Torricelli et al., 2021,
considerando a dimensdao da exploracdo e tentando apanhar, proporcionalmente, a mesma
percentagem de animais em todas as exploragdes.

Tarefa 2: Determinagao de gendtipos prnp na popula¢ao caprina nacional e casos positivos de EET
Nesta tarefa iremos realizar a sequenciacdo de todo o gene prnp no DNA extraido na Tarefa 1. As
amostras serdo submetidas a PCR com primers especificos para prnp de acordo com Van Poucke et al.
(24). Apods confirmacdo do sucesso da amplificacdo por eletroforese em gel de agarose (BIO_RAD), o
produto de PCR sera purificado com Exo-Sap (ExoSap-IT; USP Corporation, #78201) de acordo com as
instrucbes do fabricante. Os produtos e primers obtidos serdo enviados para sequenciacao
bidirecional para um servico de sequenciacdo externo. As sequéncias de nucleétidos obtidas serdo
editadas e alinhadas com prnp caprino utilizando um software adequado para a obtencdo de
sequéncias de consenso para cada amostra. Para identificar picos heterozigotos, serdo
adicionalmente verificados eletroferogramas em cada ponto de mutacdo investigado. A analise
estatistica esta descrita na tarefa 4.

Apds a identificacdo da localizagdo da mutacgdo, iremos compara-las com as mutagdes ja descritas e
procurar possiveis novas.

Os dados obtidos nesta Tarefa permitirdo o desenvolvimento de um método baseado em PCR (Tarefa
3), baseado na metodologia de extensdo de primers para identificar os SNPs relevantes.

Resultados esperados: Esperamos determinar a frequéncia dos alelos ja reportados na populacdo
caprina em Portugal e, eventualmente, identificar novas mutagdes especificas do efetivo caprino
nacional, representado por 6 ragas caprinas nativas e 3 exdticas e também em todos os casos de
tremor epizodtico caprino detetados em Portugal até ao momento. A natureza e localizagdo das
variantes serao identificadas. Estes resultados permitirdo, em primeiro lugar, verificar se existe uma
correspondéncia entre os alelos reportados por diferentes autores em todo o mundo e as nossas ragas
caprinas nativas. Com estes dados, poderemos implementar novos ensaios multiplex (Tarefa 3), de
forma a identificar as mutag¢des prnp relevantes detetadas, de forma simultanea, rapida e eficaz.

Tarefa 3: Implementa¢ao de uma metodologia rapida para a genotipagem de prnp

Apds a extragdo do DNA gendmico, dois fragmentos (acesso a sequéncia de referéncia: #X74758 e
#GQ267530.1), incluindo as mutagdes do SNP alvo no prnp, serdo amplificados por PCR utilizando um
par de iniciadores adequadamente desenhados. A amplificacdo sera confirmada por eletroforese em
gel de agarose e os produtos de PCR serdo purificados com Exo-Sap. Posteriormente, sera utilizado
um sistema SNaPshot Multiplex customizado (Snapshot; Applied Biosystems, #4323154) semelhante
ao previamente implementado pela nossa equipa para a genotipagem de prnp de ovinos, e
atualmente em utilizacdo no Laboratdrio de Genética Molecular (LGM, INIAV). Assim, sera realizada
uma segunda PCR com primers especificos desenhados de acordo com as sequéncias de referéncia
prnp de cabra do GeneBank identificadas acima, para hibridizar antes de cada posi¢do polimérfica,
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correspondentes aos cédons 127, 142, 143, 146, 154, 211, 222 em prnp. Este procedimento permitira
a inclusdo de novas mutacgGes eventualmente detetadas (Tarefa 2).

Os produtos de PCR sdo fragmentos fluorescentes de 30-60 pb, resultantes da extensao do primer de
um ddNTP marcado com fluorescéncia de base Unica que deve ser novamente purificado com SAP
para remover os ddNTPs ndo incorporados. Apds desnaturacdo térmica, estes fragmentos serao
submetidos a eletroforese capilar (analisador genético ABI3130) com tamanho padrdo interno (120
LIZ). O resultado desta analise sera interpretado com o software GeneMapper (Applied Biosystems),
permitindo a identificacdo de SNPs.

Resultados esperados: Espera-se implementar uma metodologia rapida e fiavel baseada em PCR para
detetar simultaneamente o polimorfismo de nucledtido Unico (SNP’s) previamente identificado
(Tarefa 2) no prnp caprino portugués utilizando um procedimento de extensdo de primers. Esta
metodologia estara disponivel para futuras genotipagens de racgas caprinas.

Tarefa 4: Andlise estatistica de dados e defini¢do de supostos grupos caprinos de risco para tremor
epizoético classico e atipico

As sequéncias obtidas a partir da Task2 serdo alinhadas entre si, e com as de outras sequéncias
genéticas recuperadas das bases de dados GenBank utilizando o programa Clustal W (Ver.1.83), e
DnaSP, DNA - para a andlise de polimorfismo de nucledtidos a partir de dados de sequéncias de DNA
alinhadas. A analise filogenética sera realizada através dos métodos de juncdo de vizinhos (NJ) e de
maxima parciménia (MP). A arvore filogenética serd desenhada com o TreeView 68 K.

O software GeneMapper sera utilizado para a determinacdo de alelos. Os parametros de diversidade
genética serdo estimados utilizando programas de software adequados (por exemplo, Genalex, GDA
ou Genetix). A diversidade genética sera quantificada: Taxa de polimorfismo (Pj); Proporcdo de
lociRicheza polimdrfica das variantes alélicas (A), NUmero médio de alelos por locus; Heterozigosidade
média esperada (He). A diferenciacdo populacional serd estimada com base na estatistica F ou em
métodos bayesianos com software Structure. Os desvios do equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) das
frequéncias genotipicas em cada locus ou combinacdo populacional serdo avaliados por anadlise de
qui-quadrado e/ou por outras abordagens disponiveis, nomeadamente pelo software Genepop.

Para comparar com estudos anteriores noutras ragas caprinas, os alelos prnp mais provaveis serdao
calculados nas frequéncias alélicas observadas nas populagdes/ragas objeto deste estudo, com base
na inferéncia estatistica e em eventos probabilisticos. Além disso, as distancias genéticas entre as
racgas estudadas serdo estimadas com base nas frequéncias alélicas prnp.

Resultados esperados: Através de uma andlise integrada de todos os dados obtidos, pretendemos:
a) identificar frequéncias genotipicas prnp na populagdo caprina portuguesa;

b) determinar os genétipos completos do prnp dos caprinos afetados pelo TE;

c) definir grupos de risco putativos em caprinos tanto para o TE classico como para o TE atipico.

Tarefa 5: Divulgagdo dos resultados e criagdo de uma plataforma de trabalho colaborativo e de
uma base de dados sobre EET em caprinos.

Os resultados e os dados obtidos neste projeto, assegurando principios de protecédo de dados, serdo
incluidos na ja estabelecida plataforma online gerida pelo INIAV, dedicada aos animais domésticos de
Portugal — a rede tematica AniDop(https://anidop.iniav.pt/index.php) em estreita ligacgdo com o
Centro de Competéncias de Caprinicultura (CCC (http://www.caprinicultura.pt) de forma a estar
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disponivel aos principais intervenientes como as associa¢des nacionais de criadores, a Sociedade
Portuguesa de Ovinotecnia e Caprinotecnia e a “Sociedade Portuguesa de Recursos Genéticos
Animais”, bem como a nossa instituicdo colaboradora - DGAV, Autoridade Veterindria Nacional.

Este CCC tem como missdao promover o desenvolvimento e a sustentabilidade da industria caprina em
Portugal, através do reforco da investigacdo, da promocdo da inovacdo e de boas praticas na produgao
de caprinos e da transferéncia e difusdao de conhecimento. Este projeto ird fornecer novos dados sobre
a populacdo caprina nacional, que sdo importantes para o controlo das EET, com aplicabilidade e
divulgacdo adequadas nesta plataforma colaborativa no interesse da producgdo caprina nacional.
Através da outra Instituicdo Colaborativa-EURL-TSE, este projeto obterd uma internacionalizacdo que
sera alargada a outros grupos de investigacdo internacionais que trabalham nesta tematica para
partilhar os resultados obtidos e contribuir para enriquecer o conhecimento da EET em caprinos.
Para além disso, propomos também a divulgacdo dos resultados em revistas cientificas internacionais
e nacionais, através de comunicacbes em encontros internacionais e nacionais e através da
organizacdo de seminarios/conferéncias.

Resultados esperados: Divulgacdo Nacional e Internacional dos dados



