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Permeteu-me que en primer lloc, feliciti a les persones que han tingut aquesta iniciativa.
Crec que és molt positiu que fem anar la imaginacié per a promocionar la nostra Comarca, des
de qualsevol vessant, tant si és cultural com cientifica. Potser per al gran public, la vessant
cientifica resulta poc entenedora i per tant mes avorrida, llavors es feina dels cientifics tenir la
habilitat de posar a I'abast de tothom aquests coneixements. Pero també us he de dir, que aixo
no és facil. Hi ha temes, que creieu-me, s’hi resisteixen molt.

Quan ens varen oferir participar en aquesta escomesa, la gent que formem I'Area Biologia
de la Vinya i Viticultura, varem estar especialment contents, doncs dos tercos dels membres
que configurem aquest subgrup som fills de la Conca de Barbera. La Gemma Marsal és de
'Espluga de Francoli, i jo mateixa soc de Montblanc. Per tant no en tingueu cap dubte, que
a part de la professionalitat que caracteritza qualsevol aportacié que faci un Grup de Recerca
de la nostra Universitat a la societat civil, també i podeu sumar “'amor a la terra” de dos dels
tres membres de I'Area Biologia de la Vinya del nostre Grup de Recerca.

De les dues linies d'investigacid que tenim encetades, avui us en fem cinc céntims d’'una

d’elles. Concretament de la que anomenem: “ldentificacié i classificaci6 de varietats de Vitis
vinifera mitjancant diferents técniques de Biologia Molecular (Microsatél.lits i AFLP)".
Del treball que us presentem, la primera part, va ser publicada a la revista Dionysos del Museu
de Vi de Vilafranca del Penedés, el desembre de 2007. La segona part, que correspon a un
exemple de com apliquem la tecnologia que us presentem, es tracta d’'una conferéncia que vaig
impartir el juliol de 2007 a la Universitat Politecnica de Catalunya. Llavors només treballavem
amb 11 microsatéel.lits, actualment treballem amb 20, i com és obvi pensar aquesta classificacié
de varietats catalanes tot i que ha sofert variacions per l'increment de marcadors analitzats, en
aquest article ens servira per a il-lustrar la técnica utilitzada.

Ara només dir-vos que per a nosaltres és un plaer col-laborar amb iniciatives d’aquesta

mena i que esperem, de tot cor, que aquesta publicacié tingui una llarga durada.

Moltes Gracies

Dra. Maria Francesca Fort Marsal

en nom del Grup de Recerca TECNENOL (Tecnologia Enologica)
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Resum

Per a la identificacio de varietats de Vitis vinifera existeixen diferents metodologies, des de
la més antiga com I'ampelografia basada en la tria d’'individus segons els seus caracters
morfologics (caracteristiques externes), fins a les més novedoses basades en els Marcadors
Moleculars. L'ampelografia utilitzada durant cents d’anys per a classificar varietats, ha estat
inductora de diferents tipus d’errors que a voltes poden provocar greus confusions ja que es
fonamenten en caracters facilment modificables per 'ambient. En canvi les técniques de
Biologia Molecular basades en els Marcadors Moleculars, es fonamenten en la identificacio
genomica (de I’ADN) de les diferents varietats de vinya i per tant en informacié invariable. En
aquest article es presenta la posada a punt d’'una de les técniques més utilitzades per a
l'identificacié i tipificacié de varietats de Vitis vinifera, la técnica anomenada SSR (Simple

Sequence Repeats) o també coneguda com la tecnica dels Microsatel-lits.

Resumen

Para la identificacion de variedades de Vitis vinifera existen diferentes metodologias, desde
la mas antigua como la ampelografia basada en el reconocimiento de individuos segln sus
caracteres morfolégicos (caracteristicas externas), hasta las mas novedosas basadas en
los Marcadores Moleculares. La ampelografia utilizada durante cientos de afios para clasificar
variedades, ha sido la inductora de diferentes tipos de errores que a menudo provocan
graves confusiones ya que se fundamentan en caracteres facilmente modificables por el

ambiente. En cambio, las técnicas de Biologia Molecular basadas en Marcadores
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Moleculares, consisten en la identificacion gendmica (del ADN) de las diferentes variedades
de vifia y por lo tanto en informacion invariable. En este articulo se presenta la puesta a
punto de una de las metodologias mas utilizadas para la identificacion y tipificacion de
variedades de Vitis vinifera, la técnica denominada SSR (Simple Sequence Repeats) o

también conocida como la técnica de los Microsatelites.

Abstract

There are several methodologies to identify varieties of Vitis vinifera, from the oldest, as is
the ampelography, to the newest based on Molecular Markers. The basis of ampelography is
the recognition of individuals according to their external morphological characteristics. For
many years this methodology have been used to identify varieties despite it is based on
parameters easily modified by the environment inducing errors that often lead to serious
confusions. Nevertheless, Molecular Biology techniques (Molecular Markers) are based on
the genomic identification (DNA) of vines varieties. This article presents the development of
the main method used to the identification and characterization of Vitis vinifera varieties, the

technique known as SSR (Simple Sequence Repeats) or Microsatellites.
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Els microsatel lits 0 SSR com a eina per
a la identificacio de varietats

Catalina Baig @, Gemma Marsal ®, Eloy Alfonso®, Bet Janer®, Joan Miquel
Canals @, Tomas Puig @, Carles Sumarroca®, Fernando Zamora @ i Francesca
Fort @

@ Tecnologia Enoldgica. Unitat d’Enologia del CERTA. Departament de Bioquimica i
Biotecnologia. Facultat d’Enologia de Tarragona. Universitat Rovira i Virgili.
Carrer Marcel.li Domingo, s/n, 43007 TARRAGONA,
correu-e: mariafrancesca.fort@urv.cat
@ Bodegues Sumarroca S.L.— El Rebato s/n. 08739 Subirats,

1. INTRODUCCIO

Durant els ultims 20 anys, una intensa renovaci6 varietal ha canviat la realitat viticola, no
nomeés del nostre pais sind també de gran part de la vinya del mén. Aquests canvis han condicionat
el fet de que s’abandonés el conreu de nombroses varietats autdctones per a substituir-les per
altres de més prestigi internacional (Cabernet sauvignon, Merlot, Syrah, Ull de llebre, Chardonnay,
Riesling entre altres) que estan presents per arreu.

Aquesta renovacié varietal ha estat positiva, doncs ha permés revitalitzar i modernitzar el
sector, afavorir les noves inversions i obrir nous mercats per als nostres vins. Perd també, ha
contribuit a que les caracteristiques de la major part dels vins s’uniformitzessin, aconseguint
que el concepte de tipicitat anteriorment atribuit a la zona de produccié, es dil.luis en front a
la creixent homogenitat dels vins.

Un altre aspecte a tenir en compte, és que de manera simultania a aquesta renovacio
varietal, s’ha desenvolupat una profunda renovacié dels cellers elaboradors, de la tecnologia
utilitzada en ells i una major formacié dels endlegs. Per tant, ens cal pensar que algunes de
les varietats que varen ser desestimades per no oferir el nivell de qualitat requerit, o bé per
no estar de moda, potser ho varen ser, per la falta de formacié dels elaboradors o per les
deficiencies en les instal.lacions.

Avui en dia, que parlem cada cop més del concepte de Biodiversitat, sembla evident que
existeix una necessitat de recuperar algunes d’aguestes varietats (o bé totes). També cal tenir
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present, que un percentatge creixent de consumidors comenca ha estar cansat de la homogenitat
dels vins i reclama nous dissenys. Per tant, no en tenim cap dubte de que la utilitzacio de varietats
diferents pot ser molt util per assolir aguestes finalitats. A BODEGUES SUMARROCA S.L.,
sensibilitzats per ambdues problematiques, amb el temps, ha anat creant una col.leccié
ampelografica o germoplasma on s’hi conserven 338 varietats arrivades de diversos paisos del
mon.

En la nomenclatura habitualment utilitzada per a la designacié de les diferents varietats,
existeix una gran quantitat de sinonimies (donar diferents noms a una mateixa varietat). Degut
al gran nombre de varietats d’aquest germoplasma, és més que probable que algunes d’elles
siguin en realitat la mateixa varietat, perd amb diferent denominacio. Per aix0, cal realitzar una
identificacié i una carateritzacio de les mateixes.

Fins fa relativament poc temps, homés es podia caracteritzar una varietat en funcié dels
criteris morfologics gracies a la ciéncia anomenada Ampelografia, aixd sovint convertia la seva
classificacié en una feina pesada, dificil i no del tot exacta. El desenvolupament de la Biologia
Molecular, ha permés [I'aparici6 de metodologies que permeten la identificacio i classificacié de
diferents varietats viniferes. Técniques com la utilitzacié6 de RAPD (Ramdom Amplified Polymorphism
DNA), els SSR (Simple Sequence Repeats), els AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
0 bé els RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) , sén perfectament aplicables a la
finalitat descrita.

Per tant, I'objectiu fonamental del present article és el de donar a conéixer la técnica dels
SSR o també anomenats Microsatel.lits per a la identificacié varietal en Vitis vinifera. Per altra
part, el fet de disposar d’'un camp de varietats tan ampli com el que es planteja, ofereix també
la possibilitat d’estudiar tot el conjunt d’aquestes varietats, sota un punt de vista evolutiu, en
el que s’agrupen les varietats en funcié de la seva proximitat genética.

Per a il.lustrar la presentacié d’aquesta técnica i amb la finalitat de mostrar un exemple
practic, us presentem el treball sobre varietats catalanes que la Dra. Fort va presentar en format
de conferéncia dins del 5&é Congrés de I'ICEA (Institucié Catalana d’Estudis Agraris, filial de
I'Institut d’Estudis Catalans), el passat mes de juliol a la Universitat Politecnica de Catalunya,
campus Castelldefels.
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1.1 PERQUE HEM TRIAT ELS SSR PER A IDENTIFICAR
| CARACTERITZAR VARIETATS?

Thomas i col-laboradors en 1994, partint de les seves propies experiéncies en la identificacio
de varietats de Vitis vinifera, postulen que el millor sistema sera el que sigui capac de complir
amb les seguents tres condicions:

1) que sigui un meétode d'identificacio
2) que es tracti d’'un bon sistema d’avaluacié i estandarditzacié de la poblacié

3) que existeixi cooperacio internacional perqué sistematicament es puguin avaluar
totes les col-leccions majors

Actualment les técniques basades en Marcadors Moleculars per a la identificacié i classificacié
de varietats existents, cumpleixen amb aquests requisits. De totes elles, les més utilitzades, com
anteriorment s’ha esmentat, sén els RAPD (Ramdom Amplified Polymorphism DNA), els SSR

(Simple Sequence Repeats), els AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) y els RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism).

A I'hora de triar-ne una, caldra valorar quins son les aventatges i inconvenients que ens
presenten cadascuna d’elles. Como podem observar en la Fig. 1 triem els SSR perqué: a) sén
molt discriminatius, es per aixd que ens serviran per a diferenciar individus emparentats; b)
presenten una complexitat baixa, per aquest motiu resulten ser molt facils d'usar i ¢) sén molt
reproduibles, dades procedents de diferents laboratoris coincideixen.

INTRODUCCIO
MARCADORS MOLECUILARS

MARCADOR RFLP AFLP SSR

Discriminacio Alta Alta

Us Facil
Reproducibilitat Bona O Bona
Complexitat Baixa

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism

RAPD: Random Amplified Polymorphic ADN

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism

SSR: Simple Sequence Repeats
Departament de Bioguimica i Biotecnologia

Figura 1. Esquema de les avantatges i inconvenients dels principals MM.
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Mentre que els marcadors AFLP, RFLP i RAPD sén eines Utils per a diferenciar genotips
i detectar polimorfisme en Vitis vinifera, els marcadors SSR son preferits per a la identificacio
de varietats (Thomas and Scott, 1993, Regner et al., 1996), ja que combinant dades procedents
de diferents laboratoris, ens proporciona perfils Unics d’ADN per a cada individu.

1.2 QUE SON ELS MICROSATEL.LITS?

Els microsatél-lits (SSR) (Fig. 2): consisteixen en una petita unitat de repeticié de seqliiéncies
simples 0 motius, de 1 a 6 nucleotids (ex: (GA)n, (GATA)n (Sefc et al., 2001), amb una alta
diversitat alel.lica a causa del variable nombre de repeticions i que estan altament distribuides
a través de tot el genoma eucariotic (Thomas et al.,, 1993). El seu alt nivell de polimorfisme
els ha fet marcadors invaluables per als diferents organismes (Morgante and Olivieri, 1993).

Sample Microsatellites
(repeat unit shown In red)
Mononucleotide: gtcAAAAA . _AAAAAAACCY
Dinuclectide: tagCACACA...CACACALgg
Trinucleotide: actCAGACAG. .CAGCAGHa
Tetranuclectide: gcaCTTTCTTL..CTTTgge

Figura 2. Representacio de diferents tipus de Microsatél-lits o SSR.

Quan aquestes regions son individualment amplificades per mitja de la PCR, utilitzant un
parell d'oligonucledtids franquejants com iniciadors, mostren casi invariablement polimorfisme a
causa de les diferencies en la seva longitud, com a consequéncia de l'aparicio de diferents
guantitats d’unitats de repetici6 o motius (Morgante and Olivieri, 1993)

L'existéencia de microsatél-lits en I'ADN nuclear en plantes va ser demostrat per Delseny
et al. 1983. En el raim, una de les majors aplicacions dels marcadors de microsatel-lits és la
identificacié de genotips (Sefc et al., 1998a; Thomas et al., 1994), per a facilitar el maneig de
col-leccions de varietats i controlar el comer¢ de material vegetal.
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2. DESENVOLUPAMENT DE LA TECNICA DE SEQUENCIACIO

Per a dur a terme un estudi de classificaci6 de varietats de Vitis vinifera es parteix de
I'extracci6 de I'ADN de fulles o pampols mitjancan protocols d'extraccié publicats en articles
cientifics, o bé a partir de «Kits» comercials (que habitualment seran més rapids). Un cop hem
extret 'ADN i I'hnem obtingut integre i pur, el segient pas ha seguir és la realitzacié6 d'una
amplificacié especifica de la zona d’ADN on hi ha/n el/s microsatél.lit/s que voldrem caracteritzar
per a identificar i classificar les

varietats objecte d’estudi. Després podrem analitzar aquesta zona amplificada mitjancant el
sequenciador (Fig. 3).

POSADA A PUNT DE LA
METODOLOGIA

Extraccio ’ADN

Amplificacio ’ADN]|
Técnica de PCR

Analisi ’ADN

Departament de Bioguimica i Biotecnologia

Figura 3. Etapes del desenvolupament de la técnica dels Microsatel-lits o SSR.

2.1 AMPLIFICACIO DE LA ZONA DELS MICROSATEL.LITS

L'amplificacié de la zona on hi ha/n el/s microsatel.lit/s es realitza mitjancant una técnica
anomenada PCR («polymerase chain reaction»). Amb aquesta metodologia es poden produir
en el laboratori maltiples copies d’'un fragment d’ADN especific, fins i tot en preséncia de milions
d’altres molécules d’ADN. Com el seu nom indica, es basa en I'activitat de I'enzim ADN polimerasa
que és capag de fabricar una cadena d’ADN complementaria a una altra ja existent. Els seus
anics requeriments sén (Fig. 4) que existeixin nucleotids en el mitja que son la matéria base
per a fabricar I'ADN (els nucledtids de adenina, timina, citosina i guanina), i una petita cadena
d’ADN que pugui unir-se a la molécula que volem copiar perqué serveixi com a iniciador del
procés (iniciador, en anglés «primer»).
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Taq DNA
| Polymerase
" Template DNA . ,
" 7 ius of Bacterla Figura 4. Detall d'un tub de PCR amb tots
Primers els components necessaris per a dur a terme
la reaccio.

La reaccid en cadena de la polimerasa es desenvolupa en tres passos (Fig. 5):

El primer és la separacié de les dues cadenes que formen la molécula d’ADN que
es vol amplificar, per a aix0 s’ha d'escalfar el ADN a altes temperatures que poden ser
proximes a I'ebullici6. Cadascuna d’aquestes cadenes actuara com motlle per a fabricar
el seu complementaria.

A continuacié es baixa la temperatura per a aconseguir que cada cebador s’uneixi
a la seva regi6 especifica dintre de la cadena de ADN.

L'tltim pas consisteix en la generacié de la cadena de ADN complementaria per accié
de la ADN polimerasa. El problema amb el qual es van trobar els cientifics que van idear
aquesta técnica és que cal augmentar la temperatura de la barreja de reaccié fins a valors
per sobre dels 70°C perqué les dues cadenes de ADN se separin. A aguestes temperatures
tan elevades la ADN polimerasa es inactivaba i calia afegir-la de nou en cada cicle. Aixo
va ser aixi fins que es va descobrir el bacteri Thermus aquaticus que viu en aigiies termals
i que la seva ADN polimerasa (Taq polimerasa) és capa¢ de treballar a temperatures
superiors als 70°C. D’aquesta manera només cal afegir I'enzim a l'inici del procés de
reaccio i portar a terme tants cicles com sigui necessari. Cadascuna de les molécules
de ADN filles poden tornar a entrar en el procés i servir com motlle per a fabricar més
copies. Aixi després de 20 cicles de reaccié es pot obtenir fins a 1 milié de copies d’'una
molécula de ADN (Fig. 6).
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PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :

‘"ln\lﬂ' *Ebﬂ' ‘lﬂbqﬂ"m mqnb a, Step 1 : denaturation

1 minut 94 °C
] ||||| [T

. (T | |II (MMM 3" Step 2 : annealing
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% 45 seconds 54 °C
o I
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5 primers !!!
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Step 3 : extension
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Figura 5. Etapes de desenvolupament de la técnica de la reaccio
en cadena de la polimerasa (PCR).

template DMA

dth cyele
wanted gene — : : .
—— it ovele T —— Exponential amplification
———— <1d evele
lst eyele memmeeeonee- e 351h cyele
Jﬂ - 7= —_—
- — i
4 copics Beopies 6 copies 32 copies 2 =6k hillion copics

(Andy Vierstraere 1999)

creiprogressio geomeétrica.

2011

Figura 6. Desenvolupament de la PCR. En cada cicle el nombre de molécules filles
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2.2 ANALISI DE LA ZONA D’'ADN AMPLIFICADA

Al principi, la técnica per a diferenciar individus consistia en la migracié dels productes
de PCR a través d'un gel de poliacrilamida, que era més discriminant que el gel d’agarosa a
I'hora de diferenciar les bandes obtingudes. Actualment es compta amb equips de seqienciacio
gue ens substitueixen els gels d’agarosa o poliacrilamida permetent-nos analitzar les longituds
dels fragments d’ADN, amb major precisid i menor risc.

La deteccié dels amplimers es va fer mitjancant electroforesi capil-lar, utilitzant un
sequenciador automatic ABI PRISM 310, (Applied Biosystem (AB)) (Fig. 7), i analitzats amb el
programa GENESCAN (analysis program ABI) usant el marcador ROX 500 bp. Les condicions
d’electroforesis van ser les segients: 60°C, 15pA i 15KV, el temps d’injecci6 de la mostra va
variar de 5 a 15 segons, cada carrera va tenir una durada de 24 minuts. Per a determinar la
grandaria dels fragments, I'equip fa Us d’'un estandard de grandaria, en aquest cas, el 500ROX
(AB), amb valors de longitud fixa a: 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 300, 340, 400, 450
i 490 bp, aquests valors serviran de referéncia perquée I'equip faci la seva corba de regressio
i pugui determinar la grandaria dels pics de la mostra per mitja del programa GENESCAN, donant
el resultat en parells de bases (Figura 8). Aquest estandard s’ha de col-locar dintre de cadascuna
de les mostres a correr.

Figura 7. Sequenciador ABI PRISM 310.
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Figura 8. Exemple d'un electroferograma on es pot obsevar de color vermell el patr6 de
grandaria (500 ROX) i de color blau els dos al-lels de la mostra en questio.

Davant la impossibilitat de realitzar I'analisi de tots els microsatél-lits en un sol vial, a causa
del solapament per similitud de rangs de longitud, es va optar per dissenyar una matriu de dues
carreres (Fig. 9), és a dir es van utilitzar dos vials per varietat, combinant microsatél-lits, marcats
fluorescentment, amb tres colors, (HEX: verd, 6FAM: blau, NED: groc; el quart color (el vermell),
correspon a I'estandard de grandaria. (Fig. 8). L'equip mostra les dades en forma d’electroferogrames
i taules numeériques, a partir de les quals es realitza I'obtencié dels valors finals dels pics analitzats.
L'equip fa s d'un polimer i un tampd especific, proporcionat per la casa comercial.
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Figura 9. Matriu en dues carreres, segons els fluorocroms i rangs de longitud dels microsatel-lits.

- PREPARACIO DEL SEQUENCIADOR (Figura 10)

a) El capillar utilitzat és d’'una longitud de 47 cm i s’omple de polimer POP-4 qu e
serveix de base pel moviment del producte de PCR (posicio 1).

b) Preparacié de la soluci6 Tampd: es mesclen 1500 pl de la solucié Tampd EDTA
1x (AB) amb 13.5 ml d’aigua desionitzada (Milli-Q).

¢) Introduim la solucié de Tampd en la posicié 2 i 3. En la posicié 4 i 5 s'hi
afegeix aigua desionitzada que serveix per rentar el capil-lar entre dues injeccions.

d) Col-loguem les mostres en la gradeta (posicié 6) i posteriorment ho posem en
el sequenciador.

Figura 10.
Identificaci6 de les
posicions del
sequenciador
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- PREPARACIO DEL PROGRAMA DE SEQUENCIACIO

a) S’introdueixen el nom de totes les varietats en una llista en el Sample Sheet i s’assigna el
color del microsatél-lit que pertoca segons cada mostra, i el color de I'estandard que sempre
és el vermell.

b) S’obre la fulla anomenada Injection List en la qual es dona l'ordre d’injecci6 de totes les
mostres i les condicions d’electroforesi. Préviament a l'ordre de la injeccié es fa un test
anomenat test de 4 colors que ens indicara I'estat del capil-lar, és a dir, la possibilitat que
es detecti cada color per separat.

c) Obtencio i interpretacié dels resultats.

- INICI DE LES ANALITIQUES

A l'inici es van processar vials que solament contenien un microsatél-lit de la varietat
Cabernet sauvignon (com a referéncia), amb la finalitat de confirmar que el pic obtingut en
I'electroferograma coincidia amb la longitud esperada per a aquesta varietat, fent el contrast de
les nostres dades amb els publicats per diferents autors. El resultat de tots els microsatél-lits
per a aquesta varietat va ser I'esperat i referenciat.

Un cop comprovat que els resultats d’'una varietat coneguda sén els correctes, iniciem
l'analisi de les varietats d’interés.

Els resultats que obtindrem en el nostre software els visualitzarem tal com mostra la Figura
10. S'observa que no podem determinar d’una manera exacta els parells de bases del microsatél-lit
d'aquest exemple. Per tant, sera la regressio lineal la que ens mostrara la longitud final exacta
en parells de bases (Figura 11).

Figura 11.

Exemple de la regressio
lineal que realitza el software
de manera automatizada per
mostrar exactament la
longitud dels al-lels en parells
de bases
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