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ABSTRACT

The calpastatin gene is the member of the calpains/calpastatin proteolytic system and inhibits p-calpain and m-calpain
activity and, therefore, plays key role in the tenderization process. The single nucleotide polymorphisms (SNPSs) in this gene
were using to design commercially genetic markers panels GeneSTAR Tenderness and Igenity TenderGENE. The work
was oriented to identification of UoG-CAST and CAST-T1 polymorphisms of bovine calpastatin gene (CAST) and
analysis of genotype structure in population of Slovak spotted breed. The polymorphisms of CAST gene was studied in a
group of 38 bulls. Bovine genomic DNA was isolated from sperm by commercial kit NucleoSpin Bood (Macherey Nagel).
Detection of the CAST polymorphisms was analyzed by PCR-RFLP method with using restriction enzyme Rsal for UoG-
CAST and Ddel for CAST-T1. In the population of Slovak spotted breed included in the study were detected homozygote
genotype CC — 44.74 %, heterozygote genotype CG — 44.74 % and homozygote genotype GG — 10.52 % for marker UoG-
CAST. Results point out that frequency of allele C was 67.11 % and frequency of allele G was 32.89 %. We detected the
following frequencies for marker CAST-T1: homozygote genotype AA — 47.37 %, heterozygote genotype AG — 39.47 %
and homozygote GG — 13.16 %. Frequency of favour mutant allele A was 67.11 % and wild allele G was 32.89 %.
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UVoD

Jemnost’ mésa je jednym z hlavnych charakteristik gén pre jemnost mésa. Gén kodujuci vznik hovédzieho
kvality mésa hovéddzieho dobytka. Selekcia misového kalpastatinu je lokalizovany na 7. chromozome s
dobytka zamerana na zlepSenie jemnosti mésa je ale dost’ relativnou poziciou 117, 8 cM (Bishop et al., 1993).
komplikovana, pretoze tento znak ma velka variabilitu Barendse (2002) objavil v 3'UTR oblasti jeden z
nielen medzi jednotlivymi plemenami ale aj jedincami dvoch doposial’ najdodlezitejSich polymorfizmov CAST
rovnakého plemena. Prave z toho dévodu sa v poslednej génu.  Podstatou  jednoduchého  nukleotidového
dobe =zalinaju vyuzivat DNA testy =zaloZzené na polymorfizmu (SNP) je zdmena G za A v pozicii 2959
genotypovani zvierat na pritomnost jednotlivych sekvencie AF159246. Pocetné §tudie potvrdzujuce silnt
mutacif, pri ktorych bola preukazana asociacia medzi ich asociaciu tohto SNP s jemnostou hoviddzieho mésa
pritomnostou a zvySenou jemnostou masa. umoznili vyuzitie SNP s ozna¢enim CAST-T1 génu

ZlepSenie stupnia krehkosti médsa v podmienkach post CAST v komer¢nom teste GeneSTAR Tendernes, ktory
mortem je vo vSeobecnosti zavislé od zjemnenia spolu s vybranymi SNP p-kalpainu CAPN316 a
myofibrilarnej  $truktary  svalu  prostrednictvom CAPN4751 tvoria zakladny panel pre predikciu jemnosti
endogénnych proteolytickych enzymov. Endogénny mésa hovédzieho dobytka.
kalpain-kalpastatinovy komplex predstavuje hlavni Druhé najvyznamnejsie SNP lokalizované v 5. introne
ulohu pri proteolyze svalovych proteinov pocas zrenia génu CAST popisali Schenkel et al. (2006). Nové SNP
v post-mortem. Kalpainy predstavuju vSadepritomné lokalizované v pozicii 282 sekvencie AY008267
cytoplazmatické cysteinové proteazy,ktorych aktivita je spoCivajuce v zamene G za C bolo preukazatelne
viazana na pritomnost’ vapnika (Sorimachi et al., 1997). spojené so znizenim hodnoty Warner-Bratzlerovej
Plnia kl'icova ulohu pri zreti mésa post mortem striznej sily pri hovddzom mise. Toto SNP dostalo
(Koohmaraie et al., 1996), kedy proteolyticky pomenovanie UoG-CAST a je stéastou druhého
degraduji myofibrily svalovych vlakien. Ddélezitou komeréného testu s oznaCenim Igenity TenderGENE.
sucastou kalpainového systému protedz je ich Sucastou spominaného komer¢ného testu na odhadnutie
endogénny inhibitor kalpastatin, ktory bol najdeny vo jemnosti misa na zaklade genetickej predispozicie su
vsetkych tkanivach obsahujucich kalpainy. Kalpastatin podobne ako v predchadzajucom teste GeneSTAR
ziskany z kostrového svalstva je jednoduchy polypeptid, Tenderness markery CAPN316 a CAPN4751 génu
ktorého vnutorna Struktura je tvorena Styrmi opakujucimi CAPNI1 koédujiiceho vznik p-kalpainu. Stadia Van-
sa doménami 1, 2, 3 a 4 a N — terminalnou oblastou Eenennaama et al. (2007) potvrdila platnost oboch
oznaCovanou ako doména L alebo XL (Maki et al., komerénych testov GeneSTAR Tendernes a Igenity
1991), ktora sa vyznacuje variabilnou velkost'ou (Goll et TenderGENE pri genotypovani zvierat hovéidzieho
al., 1999). Otsuka a Goll (1987) zistili, ze neporusena dobytka a tym potvrdila silnd asociaciu oboch
kalpastatinovd molekula je schopna inhibovat’ najmene;j polymorfizmov génu CAST s jemnost’ou misa.
Styri molekuly kalpainu, prave vplyvom inhibi¢nych Cielom prace bolo poskytnit prvotni informaciu
aktivit domén 1 — 4. Lonergan et al. (2001) zistili, ze vo 0 SNP polymorfizmoch CAST-T1 a UoG-CAST génu
svaloch v post mortem je kalpastatin degradovany. CAST vpopulacii bykov slovenského strakatého

Gén pre kalpastatin oznacovany ako CAST moézeme dobytka.

na zaklade vysledkov pocetnych stadii vykonanych
najméd na hoviddzom dobytku povazovat za kandidatny
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MATERIAL A METODY

Pre Stddium polymorfizmov vybraného génu boli
pouzité inseminanéné davky 38 bykov slovenského
strakatého plemene. Extrakcia DNA bola uskuto¢nena
pomocou komercného kitu NucleoSpin Blood (Macherey
Nagel) s mensimi modifikaciami.

Stadium SNP polymorfizmov UoG-CAST a CAST-T1
génu CAST boli uskutoénené metdédou PCR-RFLP.
PCR reakcie boli optimalizované na gradientovom

termocykléri  C1000 (Biorad). Na amplifikdciu
§pecifickych  usekov génu CAST sme pouzili
oligonukleotidové primery (tabulka 1) navrhnuté

pomocou programu BatchPrimer3 v1.0 (You et al.,
2008). Do PCR reak¢nej zmesi pre oba PCR produkty
v celkovom objeme 25 ul sme pridavali zlozky v
nasledovnych vyslednych koncentraciach: 1 x reakény
pufor (NH4),SO4, MgCl, 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, mix
primerov For aRev 8 pM, 1 U Taq DNA polymerazy
(Fermentas) a 50 ng DNA.

TabulPka 1.: Sekvencie
a teplota annealingu (Ta).

navrhnutych primerov

Marker Primer Ta
For: 5'-AAGAAGTAAAGCCAAAGGAACACACAG-3 o
UoG-CAST Rev: 5- CTGTATCTGATGAGTGCTTGGGTAGG -3’ 60°C
For: 5- TTCTCATGACCCCTTTCCTC-3" o
CAST-T1 Rev: 5'- CCAGGGTCTCTACGATTAGCA-3" 57°C

Pre RFLP analyzu boli pouzité¢ restrikéné enzymy
FastDigest Rsal (Fermentas) a FastDigest Ddel
(Fermentas) popisané v tabulke 2. Vzniknuté Stiepne
fragmenty boli nanesené na 2,5 % agarozovy gél. Gél
obsahoval interkalacnu farbicku GelRed (Biotium).
Elektroforéza prebichala v 1 x SB roztoku (Brody
a Kern, 2004) pri napéti 200 V po dobu 15 minuat. Po
skonceni elektroforézy sme nadelené fragmenty DNA
detekovali UV transiluminatorom a dokumentovali
pomocou fotodokumentacnej jednotky C7070 Olympus.

Tabul’ka 2. : Restrikéné enzymy a Stiepne fragmenty
PCR produktov.

bp) v poéte zvierat 18, genotyp AG (135 bp, 115 bp, 20
bp ) v poéte 15 zvierat a genotyp GG (135 bp) v poéte 5
zvierat. Vysledné frekvencie alel a genotypov pre oba
markery znazorniuje tabul’ka 3.

SR

Obrazok 1. :Reprezentativne vysledky PCR-RFLP
markeru UoG-CAST na 2,5 % agar6zovom géle.

PCR produkt — 459 bp, L — ladder 100 bp (Fermentas),
CC genotyp (459 bp), CG genotyp (459 bp, 268 bp, 191
bp), GG genotyp (268 bp, 191 bp).

Obrazok 2.: Reprezentativne vysledky PCR-RFLP
markeru CAST-T1 na 2,5 % agar6zovom géle.
L — ladder 100 bp (Fermentas), AA genotyp (115 bp, 20
bp), AG genotyp (135 bp, 115 bp, 20bp), GG genotyp
(135 bp). Fragment o velkosti 20 bp je viditelny slabsie
V spodnej casti fotografie.

Tabul’ka 3.: Frekvencie alel a jednotlivych genotypov
pre markery UoG-CAST a CAST-TL.

Marker Enzym Teplota Stiepne fragmenty
FastDigest o C —459 bp
UoG-CAST |~ "peal 37°C | G _268bp, 191 bp Marker Genotypy Alely
CAST-Tl Fasgg:“gleﬁ 37 oC é j ]i]é% %% 20 bp UOG'CAST CC CG GG C G
04474 | 04474 | 01052 | 06711 | 0,3289
CAST-TL 02?37 029G47 of3Gle 0 6?11 0 3G289
VYSLEDKY : : : : :

Amplifikované PCR produkty o velkosti 459 bp
(UoG-CAST) al35 bp (CAST-T1) boli Stiepené
enzymami Rsal (obrazok 1) a Ddel (obrazok 2) a
vizualizované v 2,5 % agarozovom géle s obsahom
farbicky GelRed (Biotium).

V populacii hovddzieho dobytka v celkovom pocte 38
zvierat boli pre markér UoG-CAST zistené vsetky tri
genotypy a to genotyp CC (459 bp) 17 zvierata, genotyp
CG (459 bp, 268 bp, 191 bp) 17 zvierat a genotyp GG
(268bp, 191 bp) 4 zvierat.

Vyskyt troch genotypov v analyzovanej populécii sme
zistili aj pre marker CAST-T1. Genotyp AA (115 bp, 20

Zudajov tabulky 1 je vidiet pritomnost vsetkych
troch genotypov oba markery. V analyzovanej skupine
zvierat je vidiet' prevahu preferovanych genotypov AA
(44,74 %) aCC (47,37%) nad homozygotnymi
genotypmi GG (10,52 %) markeru UoG-CAST a GG
(13,16 %) markeru CAST-T1. Frekvencia vyskytu
heterozygotov AG (39,47 %) a CG (44,74 %) dosahovala
priblizne rovnaku frekvenciu ako homozygotné genotypy
AA a CC obidvoch markerov. Vysledky poukazuju na
vysoky  aftplne identicky  podiel  frekvencii
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preferovanych alel A (67,11 %) aC ( 67,11%) nad
alelami G (32,89 % ) markeru UoG-CAST a G (32,89 %)
markeru CAST-T1.

V tabulke 4 je znazorneny pocet bykov
S kombindciami jednotlivych genotypov pre oba markery
génu CAST.

TabulPka 4.: Kombinacia genotypov markerov
UoG-CAST a CAST-T1 génu CAST v analyzovanej
populacii 38 bykov slovenského strakatého dobytka.

CAST-T1
AA* AG GG
CcC* 8 6 3
U0G-CAST | == 5 I —
GG | — 2 2

*- znazornuje preferované genotypy pre oba markery

DISKUSIA

Cielom nasej $tadie bolo zistit SNP polymorfizmy
génu CAST asociovanych s jemnostou mésa. Vyznam
skimanych markerov UoG-CAST a CAST-T1 dokazuje,
fakt, Ze wuvedené markery tvoria zaklad dvoch
komerénych DNA testov, ktoré sluzia na predikciu
jemnejSicho mésa pri  pri  misovych plemenach
hovddzieho dobytka. Marker UoG-CAST je sucastou
testu Igenity TenderGENE, a marker CAST-T1 tvori
zaklad genetického testu GeneSTAR Tendernes.
Vysledky prezentované vtabulke 1 dokazuju, ze
uvedené markery boli v analyzovanej populacii
slovenského strakatého dobytka polymorfné a zaroven
sme zistili vysoky podiel pozadovanych genotypov AA
aCC. Vysoky podiel alel AaC oboch markerov
potvrdzuje vysledky viacerych §tadii (Van Eeneennaam
et al., 2007, Page et al. 2004), ktoré popisuju vyssi
vyskyt oboch alel pri médsovych plemenach pévodu Bos
taurus v porovnani s plemenami Bos indicus (Casas et
al., 2005, Smith et al., 2000 a Van Eenennaam et al.,
2007). Nizke vysledky frekvencie genotypu AA markeru

LITERATURA

BARENDSE, W. G. 2002. DNA markers for meat
tenderness.  International  patent  application  No.
PCT/AU02/00122. World Intellectual Property Org. Int.
Publication No. WO 02/064820 Al.

BISHOP, M. D., KAPPES, S. D., KEELE, J. W., STONE,
R. T, SUNDEN, S. L. F., HAWKINS, G. A., SOLINAS
TOLDO S., FRIES, R., GROSZ, M. D., YOO, J,
BEATTIE, C. W., 1994. A genetic linkage map for cattle.
In: Genetics, vol. 136, 1994, p. 619-639.

BRODY, R. J., KERN, S.E. 2004. Sodium boric acid:
a Tris-free, cooler conductive medium for DNA
electrophoresis, In Biotechniques, vol. 36, 2004, p. 214—
216.

CASAS, E., WHITE, S. N., RILEY, D. G. et al. 2005.
Assessment of single nucleotide polymorphisms in genes
residing on chromosomes 14 and 29 for association with
carcass composition traits in Bos indicus cattle. In J.
Anim. Sci., vol. 83, 2005, p. 13-19.

CURI, A. R.,, CHARDULO, L. A. L., MASON, C.
M., ARRIGONI, B. D.M., SILVEIRA, C.A,
OLIVEIRA, N. F., 2009. Effect of single nucleotide

CAST-T1 v populacii plemien poévodom Bos indicus
(nellore, brangus, canchim) zistili aj Curi et al. (2009).
NizSia jemnost’ midsa pri Bos indicus je zapri¢inena
redukciou proteolyzy myofibrilarnych proteinov vo
svaloch v spojitosti s vyS$Sou aktivitou enzymu
kalpastatin, ktory posobi ako inhibitor kalpainov
zodpovednych za proteolyzu misa (Whipple et al.,
1990). Vyznam markerov UoG-CAST a CAST-T1
popisuje vo svojej praci Van Eenennaam et al. (2007).
Okrem frekvencii uvedenych v tabulke 3 sme zistili
dostatoéne  vysoky pocéet jedincov (8  bykov)
s kombinaciou oboch preferovanych genotypov AA/CC
(tabulka 4). Priblizne rovnaky pocet jedincov sme
zistili aj pre kombinaciu genotypov AA/CG (9 bykov),
CC/AG (6 bykov) a AG/CG (8 bykov). Asociacia medzi
jemnost'ou méisa a pritomnost’ou mutantnych alel C pre
marker UoG-CAST aApre marker CAST-T1 pre
slovenské strakaté plemeno nebola doposial’ vykonana.
Pripadna preukazna spojitost’ medzi kvalitnej$im mésom
slovenského strakatého plemena a pritomnost'ou oboch
markerov by vytvorili moznost’ Sir§ieho vyuzitie nasho

narodného plemena, pri produkcii kvalitnejSieho
hovidzieho misa.

ZAVER

V analyzovanej  populacie  bykov  slovenského

strakatého plemena sme detegovali polymorfizmus génu
CAST pre markery UoG-CAST a CAST-T1. Frekvencia
genotypov CC, CG a GG markeru UoG-CAST bola
4474 %, 44,74 % a 10,52 %. Podobné frekvencie sme
sme zistili aj pre genotypy AA (47,34 %), AG (39,47 %)
aGG (13,16 %) markeru CAST-T1. Zaroveni sme
detekovali 8 bykov, ktoré mali pre gén CAST
kombinaciu preferovanych genotypov AA/CC markerov
UoG-CAST a CAST-T1. Vysledky nasej stadie poskytli
prvotna informaciu o polymorfizme najvyznamnej$ich
markerov génu CAST. Vyznam naSich vysledkov
vyzdvihuje aj fakt, ze analyzovanil populaciu tvorili
byky vyuzivané v plemenitbe slovenského strakatého
plemena.

polymorphisms of CAPN1 and CAST genes on meat
traits in Nellore beef cattle (Bos indicus) and in their
crosses with Bos taurus . In Animal Genetics,vol. 40,
2009, no. 4, p. 456-462.

KOOHMARAIE, M. 1996. Biochemical factors
regulating the toughening and tenderization processes of
meat. In Meat Science, vol. 43, p. 193-201.

LONERGAN, S. M., HUFF-LONERGAN, E,,
WIEGAND, R. B. 2001. Postmortem proteolysis and
tenderization of top loin steaks from brangus cattle. In
Journal of Muscle Foods, vol. 12, 2001, p. 121-136.

MAKI, M., MA, H., TAKANO, E. ADACHI, Y., LEE, J.
W., HATANAKA, M., MURACHI, T., 1991. Calpastatins:
biochemical and molecular biological studies. In Biomedica
Biochimica Acta, vol. 50, 1991, p. 509-516.

OTSUKA, Y., GOLL. E. D. 1987. Purification of the Ca
2+ -dependent proteinase inhibitor from bovine cardiac
muscle and its interaction with the milimolar Ca?
dependent proteinase. In J. Biol. Chem. vol. 262, 1978, p.
5839-5851.

PAGE, B.T., CASAS, E., QUAAS, R.L., THALLMAN,
R.M., WHEELER, T.L., SHACKLEFORD,S.D.,
KOOHMARAIE, M., WHITE, S.N., BENNETT, G.L,,

ro¢nik 5

12

mimoriadne ¢islo, februar/2011



potravinarstvo

KEELE, JW., DIKEMAN, M.E., SMITH, T.P.L., 2004.
Association of markers in the bovine CAPN1 gene with
meat tenderness in large crossbred populations that sample
influential industry sires. In J. Anim. Sci., vol. 82, 2004, p.
3474-3481.

SCHENKEL, F.S., MILLER, S.P, JANG, Z,
MANDELL, I.B., YE, X., LI, H., WILTON, J.W., 2006.
Association of a single nucleotide polymorphism in the
calpastatin gene with carcass and meat quality traits of beef
cattle. In Journal of Animal Science, vol. 84, 2006, p. 291—
299.

SMITH, T.P.L.; CASAS, E.; REXROAD, C.E.; KAPPES,
S.M.; KEELE, J.W., 2000. Bovine CAPN1 maps to a region
of BTA29 containing a quantitative trait locus for meat

Pod’akovanie: Tato praca bola podporovana Agenturou

na podporu vyskumu avyvoja na zéklade zmluvy
¢. LPP-0220-09.

Kontaktna adresa:

Ing. Michal Géabor, PhD. Slovak University of Agriculture,
Faculty of Agrobiology and Food Resources, Department of
Genetics and Breeding Biology, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra,
Slovakia, e-mail: misogabor@yahoo.com

doc. Ing. Anna Trakovickd, CSc. Slovak University of
Agriculture, Faculty of Agrobiology and Food Resources,
Department of Genetics and Breeding Biology, Tr. A. Hlinku 2,
949 76 Nitra, Slovakia, e-mail: anna.trakovicka@uniag.sk

Ing. Martina Miluchovd, PhD. Slovak University of
Agriculture, Faculty of Agrobiology and Food Resources,
Department of Genetics and Breeding Biology, Tr. A. Hlinku 2,
949 76 Nitra, Slovakia, e-mail: martina.miluchova@centrum.sk

tenderness. In J. Animal Science, vol. 78, 2000, p. 2589
2594.

SORIMACHI, H., ISHIURA, S., SUZUKI, K. 1997.
Structure and physiological function of calpains. In
Biochemical Journal, vol. 328, 1997, p. 721-732.

VAN EENENNAAM, A. L, LI, J, THALLMAN, R.
M. QUAAS, R. L., DIKEMAN, M. E., GILL, C. A,
FRANKE, D. E., THOMAS, M. G., 2007. Validation of
commercial DNA tests for quantitative beef quality traits. In
Journal of Animal science, vol. 85 (4), 2007, p. 891-900.

WHIPPLE, G., KOOHMARAIE, M., DIKEMAN, M. E.,
CROUSE J. D., HUNT, M. C., KLEMM, R. D.et al. 1990.
Evaluation of attributes that effect longissimus muscle
tenderness in Bos taurus and Bos indicus cattle. In J. Anim.
Sci., vol. 68, 1990, p. 2716-2728.

ro¢nik 5

13

mimoriadne ¢islo, februar/2011


mailto:misogabor@yahoo.com
mailto:anna.trakovicka@uniag.sk

