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RESUM

Durant els ultims vint anys, una in-
tensa renovacié varietal ha canviat la
realitat viticola del nostre pais i de gran
part de la vinya del moén, propiciant
I'abandonament del conreu de nom-
broses varietats autdctones per substi-
tuir-les per altres de més prestigi in-
ternacional presents arreu. Aquesta
renovacio6 varietal ha permes revitalitzar
el sector, afavorir les noves inversions i
obrir nous mercats per als nostres vins,
perd ha contribuit a fer que les carac-
teristiques de la major part dels vins
s’'uniformitzessin, i que el concepte de
tipicitat, anteriorment atribuit a la zona
de produccio, es diluis enfront de la
creixent homogeneitat dels vins.

El proposit d’aquest projecte és es-
tudiar unes quatre-centes varietats vini-
feres procedents de diversos paisos del
mon per identificar-les i tipificar-les.

El desenvolupament de la biologia
molecular ha permes I'aparicié de me-

1. Bodegues Sumarroca, SL i Facultat d’Enologia
(Universitat Rovira i Virgili) C/ Marcelli Domingo,
s/n. 43007 Tarragona. Tel. 977 558 799. mariafran-
cesca. fort@urv.net.
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todologies que fan possible la identifi-
cacio i classificacié més exacta de dife-
rents varietats analitzant directament el
genoma de cada individu (ADN).

La teécnica dels SSR (sequencies
simples repetides, simple sequence re-
peat), també coneguts com a microsa-
tel lits, és perfectament aplicable a la fi-
nalitat descrita. D’altra banda, el fet de
disposar d'un camp de varietats tan am-
pli com el que es planteja ofereix també
la possibilitat d’estudiar tot el conjunt
sota un punt de vista evolutiu, en que
s'agrupen les varietats en funcié de la
seva proximitat genetica.

En el segient article presentem la
metodologia triada per dur a terme
aquest estudi i les raons que ens han
motivat a escollir aquesta técnica i no
cap altra.

RESUMEN

Durante los ultimos veinte anos,
una intensa renovacion varietal ha cam-
biado la realidad viticola de nuestro
pais y de gran parte del vinedo mun-
dial, propiciando el abandono del culti-
vo de numerosas variedades autoctonas
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para sustituirlas por otras de mas presti-
gio internacional presentes por todas
partes. Esta renovacion varietal ha per-
mitido revitalizar el sector, favorecer las
nuevas inversiones y abrir nuevos mer-
cados para nuestros vinos, pero ha
contribuido a que las caracteristicas de
la mayor parte de los vinos se uniformi-
zaran, consiguiendo que el concepto
de tipicidad anteriormente atribuido a
la zona de produccion, se diluyera fren-
te a la creciente homogeneidad de los
vinos.

El proposito de este proyecto, es el
de estudiar unas cuatrocientas varie-
dades viniferas procedentes de varios
paises del mundo por identificarlas y ti-
pificarlas.

El desarrollo de la Biologia Molecu-
lar, ha permitido la aparicion de meto-
dologias que permiten la identificacion
y clasificacion mas exacta de diferentes
variedades analizando directamente el
genoma de cada individuo (ADN).

La técnica de los SSR (simple se-
quence repeat) o también conocida
como microsatélites es perfectamente
aplicable a la finalidad descrita. Por otra
parte, la posibilidad de disponer de un
campo de variedades tan amplio, como
el que se plantea, ofrece también la po-
sibilidad de estudiar todo el conjunto
bajo un punto de vista evolutivo, en el
que se agrupan las variedades en fun-
cion de su proximidad genética.

En el siguiente articulo presentamos
la metodologia utilizada para la realiza-
cion de este estudio, asi como las ra-
zones que nos han motivado a escoger
esta técnica de microsatélites.
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INTRODUCCIO

El cultiu del raim té el seu origen
en la domesticacié de Vitis vinifera L.,
ara fa uns quatre mil anys.? A partir de
I'aprofitament com a fruita i de la poste-
rior transformacioé en vi, ’'home va co-
mencar a interessar-se per aquest cultiu,
que s’expandi entre totes les poblacions
sense trobar limits en les fronteres cultu-
rals, territorials o linglistiques.

L'aparici6 de nombroses varietats,
producte de la seva adaptacidé a nous
ambients o a les diferents practiques viti-
coles, ha contribuit a formar una llarga
llista de catorze mil noms.> No obstant
aixo, els millors vins coneguts mundial-
ment son produits per un petit nombre
de varietats classiques europees,” fet que
ha propiciat I'aband6 (en molts casos)
de moltes varietats autoctones, que han
estat substituides per unes altres de més
prestigi internacional.

Des de temps remots s’ha fet la identi-
ficacio de les diferents varietats per apro-
fundir en el coneixement d’aquesta es-
peécie. Amb aquesta finalitat es van usar
sobretot caracters morfologics® per dur-
ne a terme la classificacié (ampelografia).

La utilitzaci6 de 'ampelografia per a
la identificacio i tipificacid de varietats
de Vitis vinifera pot presentar certs in-
convenients:

2. H. P. Owvo (1970), «Grapes», a N. W. SIMMONDS
(ed.), Evolution..., p. 294-298.

3. G. ALEWELDT (1988), The genetic resources of Vi-
tis...

4. J. E. Bowers i C. P. MErReDITH (1997), «The parent-
age...», Natural Genetics, p. 84-87.

5. P. Gater (1979), A practical ampelography-grape-
vine...
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— La planta ha d’estar finalitzant el
periode de creixement vegetatiu, ja que
és quan els diferents organs que cal ob-
servar i descriure estan en la seva maxi-
ma expressio.

— En el cas que es disposi només
de fusta es fa del tot impossible distin-
gir una varietat d’'una altra.

— Sutilitza un gran nombre de
caracters fenotipics que al seu torn po-
den ser modificats per determinants
ambientals.

— El fet de treballar amb un gran
nombre de varietats fa extremadament
dificultosa la tasca de diferenciar-les a
partir de les seves caracteristiques mor-
fologiques, encara que les plantes ob-
jecte d'estudi estiguin en oOptimes
condicions.

Tots aquests factors han ocasionat
que en molts casos existeixin genotips
mal indexats, especialment quan es
tracta de varietats que presenten feno-
tips molt similars. D’altra banda, la
identitat genética d’'una varietat pot mo-
dificar-se a causa de mutacions soma-
tiques produides durant la seva repro-
ducci6  vegetativa,® i encara que
conservin el nom original, poden pre-
sentar diferéncies tant fenotipiques com
genotipiques (homonimia). Altrament,
la dispersi6 geografica d'un mateix ge-
notip o varietat sol conduir a la seva re-
denominacio, fet que fa que un mateix
genotip presenti diversos noms (sinoni-
mia).’

6. R. VioNaNi, J. E. Bowers i C. P. MEREDITH (1996),
«Microsatellite DNA polymorphism...», Scientia Hor-
tic, p. 163-169.

7. R. VioNani, J. E. Bowers i C. P. MEREDITH (1996),
«Microsatellite DNA polymorphism...», Scientia Hor-
tic, p. 163-169; M. T. CERVERA, J. A. CABEZAS, J. C. SAN-
CHA, F. MARTINEZ DE TODA i J. M. MARTINEZ-ZAPATER
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Actualment es parla cada vegada
més del concepte de biodiversitat. La
producci6é actual de vi restringeix el
nombre de varietats que s’han d’utilit-
zar, i provoca d’aquesta manera la pér-
dua d’'una gran part de la riquesa biolo-
gica que ens ofereix l'especie Vitis
vinifera. Davant d’aquest fet es fa evi-
dent la necessitat de rescatar algunes
varietats deixades de banda per dife-
rents raons (modes, baixes produc-
cions, desconeixement, etc.) i buscar
nous genotips amb caracteristiques ido-
nies per elaborar vins de qualitat i que a
la vegada siguin del tot diferents dels
que ja existeixen en el mercat.

L’empresa Bodegues Sumarroca, SL
disposa d’'una col-lecci6 ampelografica
amb varietats portades de diferents re-
gions del mén que ha posat al nostre
abast per a la realitzacio d’'una identifi-
cacio i un estudi exhausts.

Per aconseguir aquest objectiu uti-
litzarem una teécnica alternativa a la tra-
dicional (ampelografia) que ens perme-
ti evitar les identificacions incorrectes, a
partir dels estudis del genotip. La biolo-
gia molecular és una eina 1til per analit-
zar directament el genoma (ADN), que
és invariable davant els condicionants
del medi extern, i per tant la seva utilit-
zacio ens permetra evitar les sinonimies
i les homonimies tant intervarietals com
intravarietals.

Dins de les técniques de biologia

molecular, 1"Gs de marcadors molecu-
lars d’ADN representa una bona eina

(1998), «Application of AFLPs...., Theoretical and
Applied Genetics, p. 51-59.
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per crear mapes del genoma fisic i ge-
netic, distingir individus, investigar rela-
cions genetiques i estudiar 'organitza-
ci6  genomica.® Els avantatges dels
marcadors es poden resumir en:

— Poder congelar qualsevol mostra
fins al moment que es realitzin les ana-
lisis, i d’aquesta manera no mantenir-
nos subjectes al cicle biologic de la
planta.

— Poder treballar amb qualsevol ti-
pus de mostra: fulles, baia, fusta, etc., ja
que la informacié genomica de totes les
cel-lules és la mateixa.

— Poder usar un material (ADN)
molt menys influenciable davant les
condicions ambientals, I'estat nutricio-
nal i 'estat sanitari de la planta.

— Poder processar un gran nombre
de mostres en el menor temps possible,
ja que tant els protocols d’extraccio
com els protocols d’analisi ’ADN per a
la identificacio de varietats son molt ra-
pids.

Entre els tipus de marcadors mole-
culars tenim: marcadors dominants,
com els RAPD (amplificacié a l'atzar del
polimorfisme de I'ADN, ramdom am-
Pplified polymorphism DNA) i els AFLP
(polimorfisme de fragments llargs am-
plificats, amplified fragment length
polymorphism), que permeten I'analisi
d'un elevat nombre de /loci per experi-
ment, i els marcadors codominants com
els RFLP (polimorfisme de fragments

8. M. R. THomas i N. S. Scott (1993), Microsatellite
repeats in grapevine...., Theoretical and Applied Ge-
netics, p. 985-990.
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llargs de restriccio, restriction fragment
length polymorphism) i els microsatel-
lits o SSR, que solament permeten ana-
litzar un Jloci per experiment, perd soOn
més informatius.

L’existencia de seqiiencies simples
repetides en 'ADN nuclear en plantes
va ser demostrada en 1983. En raim, és
possible identificar varietats mitjancant
analisis amb RFLP,” RADP, AFLP' i
SSR.1!

L’analisi mitjancant RFLP és consis-
tent i segura,'? perd és lenta i laboriosa
i freqiientment inclou I'as de radioacti-
vitat. A més, el fet que diferents labora-
toris utilitzin els mateixos marcadors re-
quereix l'intercanvi fisic de les mostres
d’ADN.

D’altra banda, I'analisi amb RADP
no ¢és gaire mes rapida i simple que
I'analisi amb RFLP. En aquest cas, els
marcadors poden compartir-se al co-
municar la sequiencia dels primers, en-
cara que igualment els resultats presen-
ten diferéncies entre els laboratoris.

9. J. E. Bowegs, G. S. DANGL, R. ViGNnant i C. P. ME-
REDITH (1996), dsolation and characterization of new
polymorphic...., Genome, p. 628-633.

10. M. T. CERVERA, J. A. CABEZAS, J. C. SANCHA, F. MAR-
TINEZ DE TODA i J. M. MARTINEZ-ZAPATER (1998), «Ap-
plication of AFLPs...», Theoretical and Applied Gene-
tics, p. 51-59.

11. M. R. THoMmas i N. S. ScotT (1993), Microsatellite
repeats in grapevine...., Theoretical and Applied Ge-
netics, p. 985-990; J. E. Bowers, G. S. DANGL, R. VI-
GNANI i C. P. MEReDITH (1996), dsolation and cha-
racterization of new polymorphic..., Genome,
p. 628-633; R. VIGNANT, J. E. Bowers i C. P. MEREDITH
(1996), Microsatellite DNA polymorphism...», Scien-
tia Hortic, p. 163-169.

12. J. E. Bowegs, G. S. DANGL, R. ViGgNant i C. P. ME-
REDITH (1996), dsolation and characterization of new
polymorphic...», Genome, p. 628-633.

Dossiers Agraris ICEA - La varietat picapoll



Les analisis amb AFLP s6n molt efi-
caces, per aquest motiu es recoma-
nen per a identificacions intravarietals
(entre clons d’'una mateixa varietat).
Entre laboratoris son molt reproduibles,
perd es presentaran com a laborioses i
complexes.

A diferéncia dels dos primers, els
resultats dels marcadors SSR poden ser
comparats internacionalment,’® ja que
proporcionen dades quantitatives ba-
sades en la longitud dels allels. S6n
molt polimorfics, presenten heréncia
mendeliana simple i son codominants
(amb possibilitat de diferenciar els indi-
vidus homozigots dels heterozigots).

Els microsatel'lits (SSR) consisteixen
en una petita unitat de repeticié en tan-
dem de sequencies simples, d’'un a sis
nucleotids (p. ex. (GA)n, (GATA)n),™
amb una alta variacié en el nombre de
repeticions, les quals estan altament
distribuides a través de tot el genoma
eucariotic.”® Fl seu alt nivell de poli-
morfisme els ha fet marcadors molt
apreciats per diferenciar organismes.'®

En el raim, una de les aplicacions
més grans dels marcadors de microsa-

13. J. E. BowEgs, G. S. DANGL, R. ViGNant i C. P. Me-
REDITH (1996), dsolation and characterization of new
polymorphic..., Genome, p. 628-633.

14. K. M. SErc, F. LEFORT, M. S. GRANDO, K. ScotT, H.
STEINKELLNER i M. R. THoMmAs (2001), Microsatellite
markers for grapevine: a state of the art, a K. A.
ROUBELAKIS-ANGELAKIS (ed.), Molecular Biology and
Biotechnology of Grapevine, p. 433-463.

15. M. R. THoMAS, S. MaTsumoTO, P. CAIN i N. S.
Scott  (1993), Repetitive DNA of grapevine:
classes...», Theoretical and Applied Genetics, p. 173-
180.

16. M. MORGANTE i A. M. Ouivier (1993), PCR-ampli-
fied microsatellites...», Plant ., p. 175-182.
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tel-lits és la identificacio de genotips,'”
que facilita el maneig de col-leccions de
cultius i permet controlar el comer¢ de ma-
terial vegetal. Fins ara, els primers SSR
en Vitis han estat desenvolupats per qua-
tre grups:'®

— per estudiar el desenvolupament
d’'una base de dades de perfils d’ADN
per usar-la en identificaci6 de varie-
tats;!?

— per estudiar-los com a marcadors
en mapes genetics de parentiu en Vitis
vinifera L.*°

El disseny dels SSR per al cultiu del
raim ha anat augmentant gradualment,
seleccionant aquells que tenen una alta

17. M. R. THoMmaS, P. CAIN i N. S. ScotT (1994), DNA
typing of grapevines: A universal methodology...,
Plant Molecular Biology, p. 939-949; K. Serc, F. Re-
GNER, J. GLOSSL i H. STEINKELLNER (1998), «Genotyping
of grapevine...», Vitis, p. 15-20.

18. M. R. THoMmaAs, S. MaTsumoTO, P. CAaIN i N. S.
Scorr  (1993), «Repetitive DNA of grapevine:
classes...», Theoretical and Applied Genetics, p. 173-
180; J. E. Bowers, G. S. DANGL, R. VIGNaNT i C. P. ME-
REDITH (1996), dsolation and characterization of new
polymorphic...., Genome, p. 628-633; K. Skrc, F. Re-
GNER, E. TURETSCHEK, J. GLOSSL i H. STEINKELLNER
(1999), ddentification of microsatellite sequence...»,
Genome, p. 367-373.

19. M. R. THOMAS, P. CAIN i N. S. ScoTT (1994), <DNA
typing of grapevines: A universal methodology...»,
Plant Molecular Biology, p. 939-949; J. E. BOWERs,
G. S. DANGL, R. VIGNANI i C. P. MEREDITH (1996), dso-
lation and characterization of new polymorphic...»,
Genome, p. 628-633; W. F. LamBoy i C. G. ALPHA
(1998), «Using simple sequence repeats (SSRs)...»,
J. Am. Soc. Hortic. Sci., p. 182-188.

20. J. E. Bowers i C. P. MEREDITH (1997), <The parent-
age...., Natural Genetics, p. 84-87; J. E. BOwWERs, G. S.
DancL i C. P. MEreDITH (1999), Development and
Characterization...., American Journal of Enology
and Viticulture, p. 243-246; S. Riaz i C. P. MEREDITH
(2000), «A microsatellite marker based linkage map
of Vitis vinifera, a Abstracts of the International...,
p. 132.
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capacitat discriminatoria entre varietats
i optimitzant metodologies lliures d’iso-
tops radioactius. A més, s’han desenvo-
lupat bases de dades electroniques per
comparar resultats entre laboratoris en
I'ambit internacional.?!

MATERIALS I METODES

El material vegetal per a 'extracci6
de P'ADN lobtindrem a partir d’'una
col-leccio de 365 varietats de Vitis vini-
fera, procedents de diferents parts del
mon i plantades a la zona de I'Alt Pene-
des per 'empresa Bodegues Sumarro-
ca, SL.

El mostreig es realitzara a partir de
fulles adultes de la part mitjana del sar-
ment que es congelaran immedia-
tament en nitrogen liquid.

Homogeneitzacio de la mostra
vegetal

Moldre el material vegetal junta-
ment amb el nitrogen liquid en un mor-
ter fins a obtenir pols fina, i transferir
100 mg de mostra en pes fresc a un tub
de grandaria adequada per evaporar el
nitrogen liquid.

Extraccio de TADN

Lextracci6 de I'ADN es realitzara
segons la metodologia establerta en el
Kit d’extraccio de QIAGEN (DNeasy
Plant Mini Kit).

21. C. NARVAEZ, M. H. CASTRO, J. VALENZUELA i P. HIN-
RICHSEN (2001), «Patrones genéticos de los cultiva-
res..., Agric. Tec., p. 249-261.

00

Meétode

En primer lloc, les mostres son dis-
gregades mecanicament i posteriorment
es trenquen les cellules mitjancant me-
todes quimics. L’ARN es digereix mitjan-
cant una ribonucleasa durant la lisi de

FiGura 1. Procediment d’extraccio de
I'ADN de la mostra (protocol QIAGEN:
http://wwwl.qiagen.com/Products/Ge-
nomicDnaStabilizationPurification/DNea-
syPlantSystem/DNeasyPlantMiniKit.aspx?
ShowlInfo=1)

DMeasy Flant
Procedure

DNeasy %6 Plant
Procedura

Plant leaf fissue

Plant tissue

Collact
v plant
fissue

| precipitata
polysaccharides

Prepare cleared
sate and add
inding

Bind & wash

Elute into
colledion
microtubes
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les cel-lules. Se separen les restes cel-lu-
lars i es filtren les mostres. S"homoge-
neitzen un altre cop per centrifugacio a
través d’'una columna QIAshredder Spin.
Gracies a I'accidé d’'un tamp6, es precipi-
ten les proteines i els polisacarids. El li-
sat es carrega dintre de la columna de
DNesay Plant Spin. Durant una lleugera
centrifugaci6, 'ADN selectivament es
queda en la membrana mentre que els
contaminants passen a través d’aquesta.
S’extreuen els contaminants i inhibidors
d’enzims per mitja d'un o dos rentats.
L’ADN pur es resuspen en aigua o en un
tamp6 i d’aquesta manera queda llest
per ser utilitzat (figura 1).

Controls de puresa i rendiment
de la mostra

L’ADN extret es quantifica a partir
de la lectura de la seva absorbancia a
260 nm. La puresa i integritat de la mos-
tra es comproven per la lectura d’ab-
sorbancies i per electroforesi en gel
d’agarosa respectivament.

Mesura de U'absorbancia

Amb la mesura de I'absorbancia de
manera continuada podrem coneixer el
rendiment i també dos indexs que ens
donaran una idea de la puresa de l'acid
nucleic aillat.

Rendiment

El calcul del rendiment es basa en la
mesura de I'absorbancia a 260 nm, que
és la longitud d’ona a la qual absor-
beixen els acids nucleics, ja que té lloc
la ressonancia de les bases puriques i
pirimidiniques. La relacidé entre I'ab-
sorbancia dels acids nucleics i la seva
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concentracié es doéna en la férmula
seguent:

Ay =€x60 * LIV,

on &, €s el coeficient d’extincié molar,
que per a PADN és de 0,02pg—tem—
Aix0 ens permet calcular la concentra-
ci6 a partir de la formula segtient:

[Nl = Ay / €54, * dilucions.
Indexs de puresa

Per establir els indexs de puresa
s'utilitzen les relacions segiients:

AZ(JO / AZSO = 158 A260 / A23O = 2,0,

sabent que a 280 nm absorbeixen les
proteines, i que a 230 nm absorbeixen
els polisacarids i els polifenols. Per tant,
si la relacié d’absorbancies indicada su-
pera aquests limits, es considera que
la mostra esta lliure d’impureses. En
aquestes condicions es troben es-
pectres d’absorcid com el que il-lustra
la imatge seglient (figura 2).

FIGURA 2. Espectre d’absorcio que s’espera
obtenir per a mostres d’ADN o ARN pures
(S. Surzycki, 2000)

Absorcié
T

220 240 260 280 300
Longitud d’ona nm
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FIGURA 3. Gel d’agarosa al 2 %, on s'observa una banda d’ADN per mostra (protocol
QIAGEN: http://wwwl.qiagen.com/Products/GenomicDnaStabilizationPurification/D
NeasyPlantSystem/DNeasyPlantMiniKit.aspx?ShowInfo=1)

PCR (reacci6 en cadena per la polimerasa, Polymerase Chain Reaction)
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Electroforesi

Una estratégia per comprovar la in-
tegritat dels acids nucleics d'una mostra
és realitzar una electroforesi en gel
d’agarosa a I'l % per a 'ARN i al 2 %
per a 'ADN; en tots dos casos s’utilitza
la tinci6 amb bromur detidi. Per a
I’ADN s’espera visualitzar una sola ban-
da de pes molecular elevat (figura 3).

La reacci6 en cadena de la polime-
rasa (figura 4) és una técnica que va ser
desenvolupada per Kary Mullis a mitjan
anys vuitanta. Amb aquesta metodolo-
gia es poden produir en el laboratori
multiples copies d’'un fragment I’ADN
especific, fins i tot en preseéncia de mi-
lions d’altres molecules d’ADN. Com el
seu nom indica, es basa en l'activitat de
I'enzim ADN polimerasa, que és capac
de fabricar una cadena d’ADN comple-
mentaria a una altra de ja existent. Els
seus Unics requeriments son que en el
medi existeixin nucleotids, que son la
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materia base per fabricar TADN (els nu-
cleotids d’adenina, timina, citosina i
guanina), i una petita cadena d’ADN
que pugui unir-se a la molecula que vo-
lem copiar perque serveixi d’encebado-
ra (’'encebador, en anglés primer).

La reaccio en cadena de la polime-
rasa es desenvolupa en tres passos (fi-
gura 4). El primer és la separacio de les
dues cadenes que formen la molecu-
la. ’/ADN que es vol amplificar; per
fer aixd0 s’ha d’escalfar 'ADN a altes
temperatures que poden ser proximes
a l'ebullici6. Cadascuna d’aquestes ca-
denes actuara com a motlle per fabricar
la seva complementaria. A continuacio
es fa baixar la temperatura per acon-
seguir que cada encebador s'uneixi a la
seva regio especifica dintre de la cade-
na d’ADN. Lultim pas consisteix en la
generacio de la cadena d’ADN comple-
mentaria per accid6 de 'ADN polimera-
sa. El problema amb el qual es van tro-
bar els cientifics que van idear aquesta
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FIGURA 4. Esquema del desenvolupament de la PCR (http://aidshistory.nih.gov/imgar-

chive/pcr.html)
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tecnica és que cal augmentar la tempe-
ratura de la barreja de reaccio fins a va-
lors per sobre dels 70 °C perque les
dues cadenes d’ADN se separin. A
aquestes temperatures tan elevades
I’ADN polimerasa s’inactivava i calia
afegir-la de nou en cada cicle. Aixd va
ser aixi fins que es va descobrir el bac-
teri Thermus aquaticus, que viu en
aiglies termals, i que té una ADN po-
limerasa (Taq polimerasa) capac de
treballar a temperatures superiors als
70 °C. D’aquesta manera només cal
afegir l'enzim a linici del procés de
reaccio i portar a terme tants cicles com
sigui necessari. Cadascuna de les mole-
cules d’ADN filles poden tornar a en-
trar en el procés i servir com a motlle
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per fabricar més copies. Aixi, després
de vint cicles de reacci6 es pot obtenir
fins a un mili6 de copies d’'una moléecu-
la d’ADN.

Microsatel-lits

Els microsatel-lits o SSR sOn seqiien-
cies curtes d’ADN, d’un a sis nucleotids,
repetides cert nombre de vegades (figu-
ra 5), que es troben espargits per tot el
genoma dels organismes eucariotes®? i
procariotes. Aquestes seqiiéncies re-

22. D. Tautz (1989), Hypervarialbility of simple...,
Nucleic Acids Res., p. 6463-6471.

23. L. ZANE, L. BARGELLONI i T. PATARNELLO (2002),
Strategies...», Molecular Ecology, p. 1-16.
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FIGURA 5. Diagrama que mostra el poli-
morfisme dels microsatel lits a causa de les
diferéncies en la seva longitud. En un in-
dividu diploide, el cromosoma A conté
lal-lel (ACC)y, mentre que el cromosoma
A’ en el locus homoleg presenta ['al lel
(ACC)s. Mitjangant la PCR, utilitzant pri-
mers dissenyats en les regions flanque-
Jants, els al-lels son amplificats, per a
després ser separats mitjancant un gel
electroforetic (http://sisbib.unmsm.edu. pe/
bibvirtualdata/Tesis/Basic/Yanez_A_V/t_
completo.pdf)
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petides son les causants del polimortfis-
me intervarietal ja que provoquen l'apa-
ricié d'un diferent nombre d'unitats de
repeticié (motius) i per tant, causen di-
ferencies en la longitud del fragment o
locus motiu d’estudi.?*

Caracteristiques dels microsatél-lits

La rad principal de l'increment de
I'Gs dels SSR com una eina molecular és

24. M. MORGANTE i A. M. OLVER (1993), PCR-ampli-
fied microsatellites...», Plant ., p. 175-182.
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que proveeixen la més alta incidencia
de polimorfisme o PIC (contingut d’in-
formacié polimorfica, polymorphic in-
formation content) en comparacidé amb
altres técniques com I'RNFLP i 'RAPD.%
Posseeixen, a més, caracteristiques
molt valorables com ara:

— S6n altament informatius: pre-
senten heréncia codominant i molts
al-lels son oposats entre individus estre-
tament relacionats.

— Son teécnicament simples: la tec-
nologia de la PCR pot ser utilitzada fa-
cilment i rapidament per a I'automatit-
zacio en I'as d’aquests marcadors.

— S6n una teécnica sensible: només
requereixen petites quantitats d’ADN.

— Les dades que proporcionen son
fiables i altament reproduibles.

— S6n molt abundants perque es-
tan uniformement dispersos a través del
genoma.

— Son ampliament aplicables: els
loci son conservats freqiientment entre
especies relacionades i algunes vegades
entre generes.

— Les dades que en resulten son fa-
cilment intercanviables entre laborato-
ris mitjancant la comunicacio dels pri-
mers, pero sense la necessitat de fer-ne
una transfereéncia fisica.

Classificacio dels microsateél-lits

Chambers i MacAvoy (2000) propo-
sen que els termes pur (o perfecte), com-
post i complex s'utilitzin per especificar
que un, dos o més tipus de motius, res-
pectivament, es troben presents al llarg

25. W. POWEL, M. MORGANTE, C. ANDRE, M. HANAFEY,
J. VOGEL, S. TINGEY i A. RaraLski (1990), «The compa-
rison of RFLP, RADP...», Mol. Breed., p. 225-238.
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d’'un locus microsatel-lits donat, i que el
terme interromput (o imperfecte) susi
com un descriptor jerarquic addicional
que implica una o més unitats no repeti-
tives en l'interior dels microsatel-lits.

Limitacions dels microsatél-lits

L'Gnica limitacio significativa dels
microsatel-lits pot ser la inversio inicial
de recursos econdomics i I'experiencia
tecnica requerida per al clonatge i se-
quenciacio dels /oci SSR. D’altra banda,
es donarien limitacions amb menor fre-
quieéncia o efecte en el cas que muta-
cions ocorregudes en el lloc d’aparella-
ment dels primers, tinguessin com a
resultat al-lels nuls. L’altra limitacio és
la presencia de bandes tartamudes.
Aquestes ultimes es troben freqiient-
ment associades amb l'amplificacio
d’ADN repetitiu, com és el cas dels mi-
crosatel-lits. Les bandles tartamudes son
productes de l'amplificaci6 per PCR
que difereixen en una unitat de repeti-
ci6 pel que fa a la longitud de I'al‘lel
original. L'ocurréncia d’aquests arte-
factes dificulta la lectura dels gels i, fins
i tot, repetidament son confosos com
al-lels, fet que complica I'analisi genoti-
pica. No obstant aixd, aquestes consi-
deracions no han descoratjat molts in-
vestigadors que han convertit els
microsatel'lits en una eina molt popu-
lar.?® Una vegada que les seqiiencies
dels primers son dissenyades i publi-
cades, l'analisi dels loci microsatel-lits
sera practica per a qualsevol laboratori
capag de realitzar les técniques de PCR
i electroforesi. El desenvolupament ini-

26. G. CHAMBERS i E. MACAvVOY (2000), <Microsatelli-
te: consensus...., Comparative Biochemestry and
Physiology, p. 455-470.

Dossiers Agraris ICEA - La varietat picapoll

cial dels microsatel'lits pot ser simplifi-
cat utilitzant técniques més avancades
com 1'Gs de llibreries enriquides per a
un o més motius. L'estalvi en temps i
recursos pot ser millorat desenvolupant
I'anomenada PCR multiplex, que per-
met l'amplificacio i la recolleccid de
dades simultanies de maltiples Joci SSR
amb una sola mostra d’ADN en una
simple reaccidé de PCR en una sola linia
del gel d’electroforesi.?’

La técnica dels microsatel-lits

Un cop tenim I'ADN aillat, se n’ava-
luen els indexs de puresa i el rendiment.
Si obtenim els valors apropiats, es pro-
cedeix a la realitzacidé d’una PCR per fer
I'amplificacio dels fragments objecte del
nostre estudi agregant els encebadors o
primers de les quinze regions de micro-
satel'lits seleccionades i marcades amb
fluorocroms diferents, considerant en
tot moment, els temps i les tempera-
tures de termociclaci6 especifics de
cada fragment microsatel-lit. Després
de 'amplificacio (PCR) s’utilitzara un se-
quenciador monocapil-lar d’ADN ABI
310 (Applied Biosystems) que té capaci-
tat per analitzar quaranta-vuit mostres
en vint-i-quatre hores i disposa d'un
programa d’aplicacié (software) que
mesurara la longitud de cada allel.
L'aparell registra i distingeix cada ence-
bador (primer) microsatel'lit en funcio
dels diferents colors del fluorocrom. Per
a cada microsatel'lit obtindrem un parell
de valors que corresponen a cadascun

27. S. BROWN, A. SzZEWC-MCFADDEN i S. KRESOVICH
(1996), Development and application of simple se-
quence repeat (SSR) /oci form plant genome analy-
sis», a Prem P. JauHAR (ed.), Methods of genome ana-
lysis in plants, p. 147-158.
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dels al‘lels del /ocus estudiat. Amb la to-
talitat dels valors es fara una taula de
dades per analitzar-les i comparar-les
amb les varietats descrites en les bases
de dades de microsatel-lits existents en
I'ambit internacional. D’aquesta manera
podrem decidir si les varietats en qiies-
ti6 son les mateixes que les que van ser
descrites ampelograficament, i determi-
nar les homonimies i/o sinonimies pre-
sents en el grup estudiat.
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