DIFERENCIACIO: DE VINS DE LA VARIETAT TREPAT.
UTILITZACIO DE TECNIQUES MOLECULARS

RESUM

Determinar la varietat amb la qual
ha estat elaborat un vi es presenta com
un aspecte interessant des del punt de
vista de la tracabilitat del producte i
de la detecci6 de fraus en el sistema de
controls reglamentaris de les diferents
denominacions d’origen. En el cas de la
DO Conca de Barbera, on la varietat
autoctona trepat i els vins elaborats a
partir d’aquesta representen un simbol
de reconeixement de la zona, el fet de
poder autentificar 'origen varietal del
producte és un dels factors de qualitat
més valorats pels consumidors en la de-
cisi6 d’adquirir-lo.

L’obtenci6 i analisi de TADN proce-
dent de possibles restes de raim encara
presents en els vins s’utilitza per a iden-
tificar la varietat amb que s’han elabo-
rat. Aixo ha estat possible en el cas de
vins negres, en que el contacte amb la
pell durant un periode més o menys
llarg durant la fase de maceracié permet
obtenir restes d’ADN vegetal. Perd en
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vins rosats, en que la possibilitat d’obte-
nir-ne és més reduida pel menor temps
de maceracio, I'aplicacié d’aquesta tec-
nica ha estat menys estudiada.

El treball que es presenta demostra
la utilitat d'una tecnica molecular: I'ana-
lisi de PADN mitjancant marcadors
microsatel-lits, per a la caracteritzacio
varietal de vins de la varietat trepat.
S’han analitzat deu vins en rama mono-
varietals de trepat, sis d’elaborats a esca-
la industrial i quatre d’elaborats a escala
experimental, mitjancant vint marcadors
microsatel-lit. Els resultats obtinguts
s’han comparat amb I'analisi de la varie-
tat trepat a partir de material vegetal
(fulla) i també amb els valors resultants
de l'analisi de quatre vins elaborats a
particr de tempranillo, garnatxa negra,
monestrell i pinot negre.

La identificaci6 del trepat en vins i la
diferenciacié d’aquesta varietat respecte
a altres varietats negres utilitzades per a
elaborar vins monovarietals ha estat
possible gracies a la utilitzacio d’aquesta
tecnica molecular.
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RESUMEN

Determinar la variedad con la que
se ha elaborado un vino se presenta
como un aspecto interesante desde el
punto de vista de la trazabilidad del
producto y de la deteccion de fraudes
en el sistema de controles reglamenta-
rios de las diferentes denominaciones
de origen. En el caso de la DO Conca de
Barbera, donde la variedad autéctona
trepat y los vinos elaborados a partir de
esta representan un simbolo de recono-
cimiento de la zona, el hecho de poder
autentificar el origen varietal del pro-
ducto es uno de los factores de calidad
mas valorados por los consumidores en
la decision de su adquisicion.

La obtencion y andlisis del ADN
procedente de posibles restos de uva
aun presentes en los vinos se utiliza
para identificar la variedad con la que
han sido elaborados. Esto ha sido posi-
ble en el caso de vinos tintos, en los
que el contacto con el hollejo durante
un periodo mds o menos largo duran-
te la fase de maceracién permite obte-
ner restos de ADN vegetal. Pero en vi-
nos rosados, en los que la posibilidad
de obtenerlo es mas reducida debido al
menor tiempo de maceracion, la aplica-
cién de esta técnica ha sido menos es-
tudiada.

El trabajo que se presenta demues-
tra la utilidad de una técnica molecular:
el andlisis del ADN mediante marcado-
res microsatélites, para la caracteriza-
cion varietal de vinos de la variedad
trepat. Se han analizado diez vinos en
rama monovarietales de trepat, seis ela-
borados a escala industrial y cuatro
elaborados a escala experimental me-
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diante veinte marcadores microsatélite.
Los resultados obtenidos se han com-
parado con el anilisis de la variedad
trepat a partir de material vegetal (hoja)
y también con los valores resultantes
del analisis de cuatro vinos elaborados
a partir de tempranillo, garnacha tinta,
monastrell y pinot noir.

La identificacién del trepat en vinos
y la distincion de esta variedad respecto
a otras variedades tintas utilizadas para
elaborar vinos monovarietales ha sido
posible gracias a la utilizacién de esta
técnica molecular.

INTRODUCCIO

Les varietats seleccionades per a la
produccié de vi exerceixen una forta
influéncia en les caracteristiques especi-
fiques i la qualitat del producte, sobretot
en zones com la DO Conca de Barbera,
on es potencia I'ds d’'una varietat autoc-
tona: el trepat. El desenvolupament d'un
metode per a identificar o diferenciar les
varietats utilitzades per a elaborar un vi
a partir d’'una mostra del mateix vi és un
objectiu perseguit en els ultims anys.
Lautenticitat dels vins és de principal
importancia amb relacio al control de la
qualitat i a la informacié que queda re-
flectida en I'etiqueta del producte i en la
qual confia el consumidor.

La caracteritzaci6 i identificacié de
les varietats de raim presents en mostos
i vins s’ha basat principalment en 'ana-
lisi de parametres quimics i bioquimics:
components polifenolics (Revilla et al.,
2001; Garcia-Beneytez et al., 2003), per-
fils d’aminoacids i proteines (Moreno-
Arribas et al., 1999; Soufleros et al., 2003)
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o analisis d’elements traca (Day et al.,
1995). No obstant aix0, aquests metodes
no sempre mostren resultats satisfactoris
(Garcia-Beneytez et al., 2002). En els ul-
tims anys, diverses tecniques basades
en l'analisi de PADN mitjancant la reac-
ci6 en cadena de la polimerasa (PCR)
han demostrat la seva utilitat en la dife-
renciacié de varietats de vinya (Thomas
i Scott, 1993; Faria et al., 2000). Entre
elles, I'ds de marcadors moleculars
microsatel-lits o SSR (Simple Sequence
Repeats) o STMS (Sequence-Tagged Mi-
crosatellites Sites) ha estat el que ha ge-
nerat millors resultats en la diferenciaci6
de varietats de Vitis vinifera L. ja que ha
demostrat un alt grau de polimorfisme
genotipic (Sefc et al., 2001).

Pero la diferenciacié de la varietat
mitjancant PCR partint d'una mostra de
vi presenta moltes dificultats. Diferents
treballs que han utilitzat els marcadors
microsatel-lits per identificar la o les va-
rietats en mostos i vins a partir de TADN
residual del raim present en la mostra
han descrit que el factor limitant i més
laboriés és l'obtencié i amplificacio
d’aquest ADN (Siret et al., 2000; Siret et
al., 2002; Garcia-Beneytez et al., 2002;
Faria et al., 2000; Baleiras-Couto i Eiras-

Dias, 2006; Savazzini i Martinelli, 2000
Rodriguez-Plaza et al., 2006). La poca
quantitat present en la mostra, la seva
degradacio durant el procés d’elabora-
ci6 del vi i elements inhibidors de la
PCR (tanins, polifenols o polisacarids)
presents en els vins sén els problemes
principals en I'aplicacié d’aquesta tecni-
ca. Shan aconseguit resultats més o
menys reeixits en vins procedents de
varietats negres, en que el contacte amb
la pell durant la maceracié permet ob-
tenir quantitats més altes d’ADN resi-
dual del raim, perd no han resultat igual
d’efectives les analisis de vins blancs,
en que la probabilitat d’extreure ADN
residual és més petita. En vins rosats,
l'aplicaci6 d’aquesta teécnica ha estat
poc provada.

Basant-nos en un estudi previ (Puig
et al., 2007), el present treball ha volgut
reafirmar les possibilitats de I's d’aquest
metode com a eina per a identificar i
corroborar l'autenticitat de vins elabo-
rats amb trepat, amb la finalitat d’auten-
tificar les caracteristiques qualitatives
d’'una de les poques varietats autoctones
de Catalunya, cultivada principalment
en una zona especifica com és la DO
Conca de Barbera.

TAULA 1.  Vins trepat industrials. Caracteristiques de les vinificacions
Mostra Volum vinificacio Hores dt:#’ Volum processat Terbolesa  Pes sediment
(hl) maceracio (L) (NTU) (9)
Industrial 1 1.500 5 45 95 4,672
Industrial 2 1.000 5 45 62 3,323
Industrial 3 1.000 0 45 70 3,238
Industrial 4 500 8 45 34 1,441
Industrial 5 3.000 6 45 87 4116
Industrial 6* 2.000 8 4,5 51 3,162

*Vi clarificat amb bentonita (25 g/hl).
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TAULA 2. Vins trepat experimentals. Caracteristiques de les vinificacions
Mostra _ .\{olulpl Hores dl.%’ Volum Terbolesa Pes sediment
vinificacio (L) maceracio processat (L) (NTU) (9)
Experimental 1 60 12 3,85 92 6,81
Experimental 2 60 12 3,25 >1.000* 101,1**
Experimental 3 65 12 3,85 795 42,78
Experimental 4 60 12 3,85 207 8,72

*Fora de I'escala de determinacio de I'aparell.
** En el sediment, molts cristalls de tartrat i posits de matéria colorant.

MATERIALS I METODES
Mostres

Es van analitzar sis vinificacions de
trepat industrials procedents de la Co-
operativa Vinicola de Sarral. Les caracte-
ristiques principals d’elaboracié d’aques-
tes vinificacions, aixi com el pes de
sediment obtingut després de processar
4,5 L de vi per iniciar 'extraccié de TADN
present en la mostra es troben descrits
en la taula 1.

Aixi mateix, es van processar quatre
vins monovarietals de la varietat trepat
procedents de vinificacions a escala ex-
perimental realitzades a la bodega de
I'INCAVI. Els principals parametres d’ela-
boraci6é i volum analitzats es troben re-
sumits en la taula 2.

Segons els resultats obtinguts en un
estudi previ (Puig et al., 2007), es va
considerar analitzar tots els vins una ve-
gada acabada la fermentaci6 alcoholica
i després d’haver transcorregut un temps
d’emmagatzematge en diposit (una mit-
jana de set mesos tant per als vins in-
dustrials com per als experimentals).
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Excepte un dels vins industrials en el
qual s’havia realitzat una clarificacio
amb bentonita (vegeu taula 1), la resta
es tractava de vins en rama en els quals
s’havien realitzat un o dos trasbal-
sos (no clarificats, ni estabilitzats, ni fil-
trats).

Els resultats de les analisis d’aques-
tes mostres mitjangant marcadors mi-
crosatel-lits es van comparar amb les
mateixes analisis realitzades a partir
de I'ADN extret de fulles joves de di-
versos clons d’aquesta varietat proce-
dents del material de seleccié clonal
de 'INCAVI.

Extraccié de PADN

L’extraccié de I'ADN dels vins es va
efectuar a partir dels sediments resul-
tants de la centrifugacié a 12.500 xg
durant 20 minuts a 4 °C del volum deta-
llat a les taules 1 i 2. Per a l'aillament
de PADN es va utilitzar la metodologia
descrita per Siret et al. (2000). Per a mi-
llorar Pextraccio final es va aplicar una
purificacié de 'ADN per columnes Qia-
prep® Spin Miniprep (Qiagen).
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L’extraccio i purificacié de PADN a
partir de fulles es va realitzar mitjancant
I'equip DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Caracteritzacié mitjangant microsatel-lits:
amplificacié per PCR i analisi

Es van analitzar 20 Joci de microsatel-
lits nuclears geneticament independents
que en la seva major part es localitzen
en diferents grups de lligament: VMC1B11
(C1B11), VMCA4F3-1 (C4F31) (Vitis Micro-
satellite Consortium); VVMDS5 (M5),
VVMD7 (M7), VVMD21 (M21), VVMD24

FIGURA 1.

(M24), VVMD25 (M25), VVMD27 (M27),
VVMD28 (M28), VVMD32 (M32) (Bowers
et al., 1996, 1999); VVS2 (S2) (Thomas i
Scott, 1993); VVIBO1 (B01), VVIH54
(H54), VVIN16 (N16), VVIN73 (N73),
VVIP31 (P31), VVIPGO (P60), VVIQ52
(Q52), VVIV37 (V37), VVIV67 (V67) (Mer-
dinoglu et al., 2005). Les amplificacions
es van portar a terme utilitzant dues PCR
multiples, anomenades MIX A i MIX B,
i s'analitza en cada una un total d’11 19
loci de microsatel-lits respectivament. La
separaci6 dels fragments amplificats es
va realitzar mitjancant electroforesi
capillar en un seqiienciador automatic

Exemple d’electroferogrames obtinguts en analitzar diferents varietats

amb el microsatel'lit VVIP31 marcat amb el fluorocrom NED. El primer
electroferograma mostra una varietat beterozigota (2 allels) mentre que el segon
i tercer son exemples de varietats homozigotes (1 al-lel) per aquest locus
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ABI PRISM® 310 (Applied Biosystems),
utilitzant com a patré intern de mida el
marcador GeneScan-500 LIZ™ (Applied
Biosystems). La mida dels fragments
amplificats expressats en parells de ba-
ses (pb) es van calcular mitjancant el
programari GeneMapper v. 3.0. a partir
de marcadors endogens.

RESULTATS I DISCUSSIO

Els vint microsatel'lits utilitzats van
amplificar correctament les mostres de
trepat analitzades a partir de material
vegetal (fulles). Per cada microsatel-lit
analitzat, es van obtenir un o dos pics
en lelectroferograma resultant de I'ana-
lisi amb el programari GeneMapper,
que es van interpretar com a genotips
homozigots o heterozigots respectiva-
ment (figura 1). Per al trepat, quatre
de les regions microsatel-lit, VMC1B11,
VVIBO1, VVIN73 i VVMD28, van resul-
tar ser homozigots. Els setze microsatel-
lits restants van donar al-lels heterozi-
gots.

En un estudi previ (Puig et al., 2007)
amb sis microsatellits, ampliat posterior-
ment als vint utilitzats actualment, es
van analitzar les varietats utilitzades en
la DO Cava per a elaborar cava rosat.
Els genotips obtinguts en 'estudi (tau-
la 3) s’han fet servir de referéncia en
aquest treball per a comparar els resul-
tats de l'analisi dels vins industrials i
experimentals de trepat.

La taula 4 mostra l'eficiencia d’am-
plificacio i els resultats per als deu vins
de trepat analitzats, comparant-ho amb
els obtinguts en la caracteritzacio de la
varietat a partir de fulla.
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Dos dels vins elaborats a escala in-
dustrial, ind. 2 i ind. 4, i dos a escala ex-
perimental, exp. 11 exp. 4, van poder-se
identificaramb dinou dels vint microsatel-
lits. Les mostres exp. 2, ind. 5, ind. 3 i
ind. 1 van donar resultats positius amb
onze, deu, set i tres microsatel-lits res-
pectivament. Sols dos lots de vi, ind. 6
i exp. 3 no es van poder caracteritzar
com a trepats per manca d’amplifica-
cio.

No obstant aix0, inclis en el cas del
vi industrial 1, en que sols van amplifi-
car 3 dels 20 /Joci analitzats, VVIP31,
VVMD?27 i VVMD24, les dades aparegu-
des podrien ajudar a diferenciar la varie-
tat trepat de la resta de varietats utilitza-
des en I’elaboraci6 de vi base per a cava
rosat.

En aquest estudi s’ha vist que no hi
ha relacio6 entre el pes del sediment de
partida per a 'extraccié de 'ADN i I'efi-
ciencia d’amplificacio (vegeu taules 1, 2
i 4). Tot al contrari, tant en el cas dels
lots de vi experimentals com en els de
vi industrials, els millors resultats, en
general, s’han obtingut en les mostres
on hi havia menor pes de sediment:
s’ha aconseguit una bona extracci6 i
amplificacié de 'ADN de restes de ma-
terial vegetal procedent del raim en el
cas del vi ind. 4 a partir sols d'1,44 g
de sediment. El fet que com més pes de
sediment menys probabilitat de deter-
minar la varietat, podria explicar-se per
la presencia en quantitat de substancies
(materia colorant, polisacarids, cristalls
de tartrat, etc.) que podrien interferir en
el protocol d’obtencié de 'ADN d’ori-
gen vegetal i posteriorment en la seva
amplificacié mitjancant PCR. Aquesta
hipotesi també es relaciona amb el va-
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lor de terbolesa mesurat en els diferents
lots de vi (taules 1 i 2): en general, com
menys terbolesa, millors resultats. Exis-
teix, aix0O no obstant, 'excepcio del lot
de vi industrial 6. En aquest cas, es van
obtenir resultats nuls pel fet que aques-
ta partida de vi havia estat clarificada
amb bentonita. L'addicié d’aquest clari-
ficant podria haver causat, per accio fi-
sica, I'absorcié de restes de material ve-
getal i, per tant, la no-obtenci6 d’ADN
en prou quantitat i qualitat per a poder
ser amplifica.

Del grup de vint microsatellits uti-
litzats, els més efectius van ser VVIP31 i
VVMD?24, i van donar resultats satisfac-
toris en vuit dels deu vins analitzats,
seguits de VMC4F3-1, VVIN16 i VVIBO1
amb resultats positius en set dels deu
lots. El menys efica¢ en aquestes condi-
cions d’amplificacio va ser el VVIV37.

Que alguns microsatellits funcionin
millor que altres pot explicar-se pel fet
que la integritat de 'ADN al final del
procés de produccié d'un vi pot veure’s
afectada i aix0 pot donar lloc que de-
terminats microsatel-lits no amplifiquin
correctament (Siret et al., 2000).

CONCLUSIONS

El present estudi demostra que
I'analisi mitjancant marcadors microsatel-
lits de restes d’ADN vegetal present en
els vins abans de ser clarificats permet
comprovar l'autenticitat i tracabilitat de
la varietat amb qué s’han elaborat. Es
en aquesta etapa quan molts vins sén
qualificats per ser acceptats dins una
denominaci6 d’origen. AixO permet, en
el cas de la DO Conca de Barbera, po-
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der preservar sense ambigtitats els vins
elaborats amb la seva varietat autocto-
na: el trepat.
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