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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 deteccid de fraus en el
sistema de controls reglamentaris de les diferents denominacions d’origen. En el cas de la
D.O. Conca de Barbera, on la varietat autoctona Trepat i els vins elaborats a partir d’ella
representen un simbol de reconeixement de la zona, el fet de poder autentificar I’origen
varietal del producte és un dels factors de qualitat més valorats pels consumidors en la decisio
de la seva adquisicio.

L’obtenci6 i analisi de I’ADN procedent de possibles restes de raim encara presents en els
vins s’utilitza per a identificar la varietat amb la que s’han elaborat. Aixo ha estat possible en
el cas de vins negres on el contacte amb la pell durant un periode més o menys llarg durant la
fase de maceracié permet obtenir restes d’ADN vegetal. Pero en vins rosats on la possibilitat
d’obtenir-ne és més reduida degut al menor temps de maceracio, I’aplicaci6 d’aquesta tecnica
ha estat menys estudiada.

El treball que es presenta demostra la utilitat d’una tecnica molecular: I’analisi de I’ADN
mitjancant marcadors microsateél-lits, per a la caracteritzacié varietal de vins de la varietat
Trepat. S’han analitzat 10 vins en rama monovarietals de Trepat, 6 elaborats a escala
industrial i 4 elaborats a escala experimental mitjancant 20 marcadors microsatel.lit. Els
resultats obtinguts s’han comparat amb I’analisi de la varietat Trepat a partir de material
vegetal (fulla) i també amb els valors resultants de I’analisi de 4 vins elaborats a partir de
Tempranillo, Garnatxa negra, Monastrell i Pinot noir.

La identificacio del Trepat en vins i la diferenciacié d’aquesta varietat respecte a altres
varietats negres utilitzades per elaborar vins monovarietals ha estat possible gracies a la

utilitzacio d’aquesta técnica molecular.

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 reglamentarios de las diferentes denominaciones de origen. En el
caso de la D.O. Conca de Barbera, donde la varietat autéctona Trepat y los vinos elaborados a
partir de ella representan un simbolo de reconocimiento de la zona, el hecho de poder
autentificar el origen varietal del producto es uno de los factores de calidad méas valorados por

los consumidores en la decision de su adquisicion.



La obtencion y analisis 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
posible en el caso de vinos tintos donde el contacto con el hollejo durante un periodo méas o
menos largo durante la fase de maceracidén permite obtener restos de ADN vegetal. Pero en
vinos rosados donde la posibilidad de obtenerlo es méas reducida debido al menor tiempo de
maceracion, la aplicacion de esta técnica ha sido menos estudiada.

El trabajo que se presenta demuestra la utilidad de una técnica molecular: el analisis del ADN
mediante marcadores microsatélites, para la caracteritzacion varietal de vinos de la variedad
Trepat. Se han analizado 10 vinos en rama monovarietales de Trepat, 6 elaborados a escala
industrial y 4 elaborados a escala experimental mediante 19 marcadores microsatélite. Los
resultados obtenidos se han comparado con el andlisis de la variedad Trepat a partir de
material vegetal (hoja) y también con los valores resultantes del analisis de 4 vinos elaborados
a partir de Tempranillo, Garnacha tinta, Monastrell y Pinot noir.

La identificacion 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

utilizacion de esta técnica molecular.

INTRODUCCIO

Les varietats seleccionades per a la produccié de vi exerceixen una forta influéncia en les
caracteristiques especifiques i la qualitat del producte, sobretot en zones com la D.O. Conca
de Barbera on es potencia I’Us d’una varietat autoctona: el Trepat. EI desenvolupament d’un
meétode per identificar o diferenciar les varietats utilitzades per elaborar un vi a partir d’una
mostra del propi vi és un objectiu perseguit en els Gltims anys. L’ autenticitat dels vins és de
principal importancia en relacié al control de la qualitat i a la informacié que queda reflectida
en I’etiqueta del producte i en la qual confia el consumidor.

La caracteritzacid i identificacio de les varietats de raim presents en mostos i vins s’ha basat
principalment en I’analisi de parametres quimics i biogquimics: components polifendlics
(Revilla et al, 2001; Garcia-Beneytez et al, 2003), perfils d’aminoacids i proteines (Moreno-
Arribas et al, 1999; Soufleros et al, 2003) o analisis d’elements traca (Day et al, 1995). No
obstant, aquests metodes no sempre mostren resultats satisfactoris (Garcia-Beneytez et al,
2002). En els ultims anys, varies técniques basades en I’analisi de I’ADN mitjancant la
reaccio en cadena de la polimerasa (PCR) han demostrat la seva utilitat en la diferenciacio de
varietats de vinya (Thomas i Scott, 1993; Faria et al, 2000). Entre elles, I’Gs de marcadors

moleculars microsatel-lits o SSR (“Simple Sequence Repeats”) o STMS (“Sequence-Tagged



Microsatellites Sites”) ha estat el que ha generat millors resultats en la diferenciacié de
varietats de Vitis vinifera L. ja que ha demostrat un alt grau de polimorfisme genotipic (Sefc
et al, 2001).

Pero la diferenciacid 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 varietats en mostos i vins a partir de I’ADN residual del raim present en la mostra han
descrit que el factor limitant i més laborids és la obtencié i amplificacié d’aquest ADN (Siret
et al, 2000; Siret et al 2002; Garcia-Beneytez et al, 2002; Faria et al, 2000; Baleiras-Couto y
Eiras-Dias, 2006; Savazzini i Martinelli, 2006; Rodriguez-Plaza et al, 2006). La poca
quantitat present en la mostra, la seva degradacié durant el procés d’elaboracio del vi i
elements inhibidors de la PCR (tanins, polifenols o polisacarids) presents en els vins sén els
principals problemes en I’aplicaci6 d’aquesta tecnica. S’han aconseguit resultats més o menys
exitosos en vins procedents de varietats negres on el contacte amb la pell durant la maceracid
permet obtenir majors quantitats de ADN residual del raim, pero no han resultat igual
d’efectius les analisis de vins blancs, on la probabilitat d’extreure ADN residual és més petita.
En vins rosats, I’aplicacié d’aquesta tecnica ha estat poc provada.

Basant-nos en un estudi previ (Puig et al, 2007), el present treball ha volgut reafirmar les
possibilitats de 1’4s d’aquest métode com a eina per identificar i corroborar I’autenticitat de
vins elaborats amb Trepat, amb la finalitat d’autentificar les caracteristiques qualitatives d’una
de les poques varietats autoctones de Catalunya, cultivada principalment en una zona
especifica com és la D.O. Conca de Barbera.

MATERIALS | METODES

Mostres

Es van analitzar 6 vinificacions de Trepat industrials procedents de la Cooperativa Vinicola
de Sarral. Les caracteristiques principals d’elaboracié d’aquestes vinificacions, aixi com el
pes de sediment obtingut després de processar 4,5 L de vi per iniciar I’extraccio de I’ADN
present en la mostra es troben descrits en la Taula 1.

Aixi mateix, es van processar 4 vins monovarietals de la varietat Trepat procedents de
vinificacions a escala experimental realitzades en la bodega de I'INCAVI. Els principals
parametres d’elaboracid i volum analitzat es troben resumits en la Taula 2.

Segons els resultats obtinguts en un estudi previ (Puig et al, 2007), es va considerar analitzar
tots els vins una vegada acabada la fermentacié alcoholica i després d’haver transcorregut un

temps d’emmagatzematge en diposit (una mitjana de 7 mesos tant pels vins industrials com



pels experimentals). Excepte un dels vins industrials en el que s’havia realitzat una

clarificacié amb bentonita (veure Taula 1), la resta es tractaba de vins en rama en els quals

s’havien realitzat 1 o 2 trasbalsos (no clarificats, ni estabilitzats, ni filtrats).

Taula 1. VINS TREPAT INDUSTRIALS. Caracteristiques de les vinificacions.

MOSTRA ' .\_/olu'r,n Hores d.e, Volum Terbolesa  Pes sediment
vinificacié (HI)  maceracié  processat (L) (NTU) (9)
INDUSTRIAL 1 1500 5 4,5 95 4,672
INDUSTRIAL 2 1000 5 4,5 62 3,323
INDUSTRIAL 3 1000 0 4,5 70 3,238
INDUSTRIAL 4 500 8 4,5 34 1,441
INDUSTRIAL 5 3000 6 4,5 87 4,116
INDUSTRIAL 6 2000 8 4,5 51 3,162

*)

(*) Vi clarificat amb bentonita (25 g/HI).

Taula 2. VINS TREPAT EXPERIMENTALS. Caracteristiques de les vinificacions.

MOSTRA _ _\(olu_rr) Hores dfe, Volum Terbolesa  Pes sediment
vinificacié (L) maceracié processat (L) (NTU) (9)
EXPERIMENTAL 1 60 3,85 92 6,81
EXPERIMENTAL 2 60 3,25 > 1000 ") 101,187
EXPERIMENTAL 3 65 3,85 795 42,78
EXPERIMENTAL 4 60 3,85 207 8,72

(*) Fora de I’escala de determinacié de I’aparell.

(**) En el sediment, molts cristalls de tartrat i posits de matéria colorant.

Els resultats de les analisis d’aquestes mostres mitjangant marcadors microsatel-lits es van

comparar amb els mateixos analisis realitzats a partir de I’ADN extret de fulles joves de varis

clons d’aquesta varietat procedents del material de seleccié clonal de ’INCAVI.

Extraccio de ’ADN

L’extracci6 de I’ADN dels vins es va efectuar a partir dels sediments resultants de la

centrifugacio a 12500xg durant 20 minuts a 4°C del volum detallat a les taules 1 i 2. Per

I’aillament de I’ADN es va utilitzar la metodologia descrita per Siret et al, 2000. Per millorar



I’extraccié final es va aplicar una purificacio de I’ADN per columnes “Qiaprep® Spin
Miniprep” (Qiagen).

L’extraccio i purificacié de I’ADN a partir de fulles es va realitzar mitjancant el kit DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen).

Caracteritzacio mitjancant microsatel-lits: amplificacio per PCR i analisi

Es van analitzar 20 loci de microsatél-lits nuclears genéticament independents que en la seva
major part es localitzen en diferents grups de lligament: VMC1B11 (C1B11), VMCA4F3-1
(C4F31) (Vitis Microsatellite Consortium); VVMDS5 (M5), VVMD7 (M7), VVMD21 (M21),
VVMD24 (M24), VVMD25 (M25), VVMD27 (M27), VVMD28 (M28), VVMD32 (M32)
(Bowers et al, 1996, 1999); VVS2 (S2) (Thomas et al, 1993); VVIBO01 (B01), VVIH54 (H54),
VVIN16 (N16), VVIN73 (N73), VVIP31 (P31), VVIP60 (P60), VVIQ52 (Q52), VVIV37
(V37), VVIV67 (V67) (Merdinoglu, 2005). Les amplificacions es van portar a terme utilitzant
dues PCR multiples, anomenades MIX A i MIX B, analitzant en cada una un total de 11 i 9
loci de microsatel-lits respectivament (Vargas et al, en premsa). La separacié dels fragments
amplificats es va realitzar mitjangant electroforesis capilar en un seqlienciador automatic ABI
PRISM® 310 (Applied Biosystems), utilitzant com a patr6 intern de tamany el marcador
GeneScan-500 LIZ™ (Applied Biosystems). El tamany dels fragments amplificats expressats
en parells de bases (pb) es van calcular mitjancant el software GeneMapper v. 3.0. a partir de

marcadors endogens.

RESULTATS I DISCUSSIO

Els 20 microsatel-lits utilitzats van amplificar correctament les mostres de Trepat analitzades a
partir de material vegetal (fulles). Per cada microsatél-lit analitzat, es van obtenir 1 o 2 pics en
I’electroferograma resultant de I’analisi amb el software GeneMapper, que es van interpretar
com a genotips homozigots o heterozigots respectivament (Figura 1). Pel Trepat, quatre de les
regions microsatel-lit: VMC1B11, VVIB01, VVIN73 i VVMD28 van resultar ser homozigots.

Els 16 microsatel-lits restants van donar al-lels heterozigots.

Figura 1. Exemple d’electroferogrames obtinguts a
I’analitzar diferents varietats amb el microsatel-lit
VVIP31 marcat amb el fluorocrom NED. EI primer
electroferograma mostra una varietat heterozigota
(2 al-lels) mentre que el segon i tercer son
exemples de varietats homozigotes (1 al-lel) per
aquest locus.




En un estudi previ (Puig et al, 2007) amb 6 microsatél-lits, ampliat posteriorment als 20
utilitzats actualment, es van analitzar les varietats utilitzades en la D.O. Cava per elaborar
cava rosat. Els genotips obtinguts en I’estudi (Taula 3) s’han fet servir de referéncia en aquest
treball per comparar els resultats de I’analisi dels vins industrials i experimentals de Trepat.

La Taula 4 mostra I’eficiencia d’amplificacio i els resultats pels 10 vins de Trepat analitzats,
comparant-ho amb els obtinguts en la caracteritzacio de la varietat a partir de fulla.

Dos dels vins elaborats a escala industrial: ind. 2 i ind. 4 i dos a escala experimental: exp. 1 i
exp. 4, van poder-se identificar amb 19 dels 20 microsatel-lits. Les mostres exp. 2, ind. 5, ind.
3iind.1 van donar resultats positius amb 11, 10, 7 i 3 microsatel-lits respectivament. Sols dos
lots de vi, ind. 6 i exp. 3 no es van poder caracteritzar com a Trepats per manca
d’amplificacio.

No obstant, inclus en el cas del vi industrial 1 on sols van amplificar 3 dels 20 loci analitzats:
VVIP31, VVMD27 i VVMD24, les dades aparegudes podrien ajudar a diferenciar la varietat
Trepat de la resta de varietats utilitzades en I’elaboracio de vi base per cava rosat.

En aquest estudi s’ha vist que no existeix relacid entre el pes del sediment de partida per a
I’extraccié del ADN i I’eficiencia d’amplificacié (veure 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 extraccid i amplificacio de I’ADN de restes de material vegetal procedent del raim en el
cas del vi ind. 4 a partir sols de 1,44 g de sediment. El fet de que a més pes de sediment
menys probabilitat de determinar la varietat, podria explicar-se per la preséncia en quantitat
de substancies (matéria colorant, polisacarids, cristalls de tartrat, etc) que podrien interferir en
el protocol d’obtencié de I’ADN d’origen vegetal i posteriorment en la seva amplificacio
mitjangant PCR. Aquesta hipotesi també es relaciona amb el valor de terbolesa mesurat en els
diferents lots de vi (taules 1 i 2): en general, a menys terbolesa, millors resultats. Existeix, no
obstant, I’excepcio del lot de vi industrial 6. En aquest cas, es van obtenir resultats nuls pel fet
de que aquesta partida de vi havia estat clarificada amb bentonita. L’adicié d’aquest
clarificant podria haver causat, per accio fisica, I’absorcié de restes de material vegetal i, per
tant, la no obtencié de ADN en suficient quantitat i qualitat per poder ser amplificat.

Del grup de 20 microsatél-lits utilitzats, els més efectius van ser VVIP31 i VVMD24, donant
resultats satisfactoris en 8 dels 10 vins analitzats, seguits de VMC4F3-1, VVIN16 i VVIB01
amb resultats positius en 7 dels 10 lots. EI menys eficag en aquestes condicions

d’amplificacio va ser el VVIV37.



Taula 3. Resultats obtinguts de I'analisi amb 20 microsatél-lits de les varietats autoritzades per elaborar cava rosat.

Clbll CiB11 BO1 BO1 H54 H54 N73 N73 P31 P31 P60 P60 Q52 Q52 M7 M7 S2 S2 M24  M24

TREPAT 184 184 289 289 164 166 261 261 178 188 317 326 83 87 241 247 129 139 210 216
TEMPRANILLO 172 184 289 293 164 166 254 254 179 179 327 327 83 83 237 250 140 142 208 213
GARNATXA NEGRA 188 194 287 289 164 168 254 261 175 183 317 322 81 87 237 241 133 142 210 215
MONASTRELL 172 188 289 289 166 166 261 261 178 190 317 321 ND* ND ND ND 129 148 208 216
PINOT NOIR 166 172 287 287 164 168 261 263 179 179 317 320 83 87 241 250 133 148 213 215
M25 M25 C4F31 C4F31 N16 N16 V67 V67 M21 M21 M32 M32 M27 M27 M28 M28 M5 M5 V37 V37

TREPAT 238 252 166 172 151 157 355 363 241 247 238 269 179 193 255 255 222 230 158 162
TEMPRANILLO 238 252 178 182 149 151 363 365 247 254 247 249 183 183 255 255 232 232 167 167
GARNATXA NEGRA 238 252 186 204 151 157 355 362 241 247 238 247 194 194 241 241 222 236 157 168
MONASTRELL 238 260 178 178 151 157 355 362 241 248 238 253 179 189 241 255 222 236 162 162
PINOT NOIR 236 246 178 178 149 158 362 370 247 238 269 269 185 189 216 234 224 234 149 159

(*) ND: no determinat.



Taula 4. Genotips obtinguts en I'analisi de vins industrials i experimentals de Trepat.

MOSTRA Clbll CiB11 BO1 BO1 H54 H54 N73 N73 P31 P31 P60 P60 Q52 Q52 M7 M7 S2 S2 M24  M24

TREPAT (fulla) 184 184 289 289 164 166 261 261 178 188 317 326 83 87 241 247 129 139 210 216

VIIND 1 -0 - - - - - - - 178 188 - - - - 241 247 - - 210 216
VI'IND 2 184 184 289 289 164 166 261 261 178 188 317 326 83 87 241 247 129 139 210 216
VIIND 3 - - 289 289 - - - - 178 188 - - - - 241 247 - - 210 216
VI'IND 4 184 184 289 289 164 166 261 261 178 188 317 326 83 87 241 247 129 139 210 216
VIIND 5 = - 289 289 164 166 - - 178 188 - - - - 241 247 129 139 210 216
VI IND 6 - - - - - - - - - - - - - - . B - - . -

VIEXP 1 184 184 289 289 164 166 261 261 178 188 317 326 83 87 - - 129 139 210 216
VI EXP 2 184 184 289 289 164 166 261 261 178 188 - - - - - - 129 139 210 216
VI EXP 3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - . .

VI EXP 4 184 184 289 289 164 166 261 261 178 188 317 326 83 87 241 247 129 139 210 216
MOSTRA M25 M25  C4F31 C4F31 N16 N16 V67 V67 M21 M2l M32 M32 M27 M27 M28 M28 M5 M5 V37 V37

TREPAT (fulla) 238 252 166 172 151 157 355 363 241 247 238 269 179 193 255 255 222 230 158 162
VIIND 1 - - - - o a o o o o o o o o o o o o = 5

VIIND 2 238 252 166 172 151 157 355 363 241 247 238 269 179 193 255 255 222 230 = .
VIIND 3 - - 166 172 151 157 - - - - - - - = 255 255 = s = =
VIIND 4 238 252 166 172 151 157 355 363 241 247 238 269 179 193 255 255 222 230 = =
VI IND 5 = = 166 172 151 157 = = = = = = = = 255 255 222 230 = .
VIIND 6 - - - - - - = o o o o o o o o o - - - -
VIEXP 1 238 252 166 172 151 157 355 363 241 247 238 269 179 193 255 255 222 230 158 162
VI EXP 2 238 252 166 172 151 157 = = = = = = = = = = 222 230 = =
VI EXP 3 - - - - - - = - o o o o o o o a - - - -
VI EXP 4 238 252 166 172 151 157 355 363 241 247 238 269 179 193 255 255 222 230 = =

(*) No amplifica.



Que alguns microsatel-lits funcionin millor que altres pot explicar-se pel fet de que la
integritat de I’ADN al final del procés de produccié d’un vi pot veure’s afectada i aixo pot

donar lloc a que determinats microsatél-lits no amplifiquin correctament (Siret et al, 2000).

CONCLUSIONS

El present estudi demostra que I’analisi mitjancant marcadors microsatél-lits de restes de
ADN vegetal present en els vins abans de ser clarificats permet comprovar I’autenticitat i
tracabilitat de la varietat amb la que s’han elaborat. Es en aquesta etapa quan molts vins son
qualificats per ser acceptats dins una denominacié d’origen. Aixo permet, en el cas de la D.O.
Conca de Barbera, poder preservar sense ambiguitats, els vins elaborats amb la seva varietat

autoctona: el Trepat.
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