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RESUMEN

|
La Directiva Marco del Agua 2000/60/CE obliga al diagndstico ambiental del ecosistema marino, incluyendo
la evaluacién de las especies de macroinvertebrados considerados bioindicadores presentes en el medio. Hasta la
fecha, este tipo de determinaciones se realizan mediante la identificacién taxonémica de visu de la macrofauna
bentdnica presente en las muestras y el cdlculo de bioindices asociados, un proceso costoso en términos de
tiempo y financiacién y, en algunos casos, subjetivo por precisar de un equipo humano altamente especializado

y por la dificultad de identificar correctamente determinadas especies. En este sentido, las técnicas de DNA
barcoding permiten identificar de forma fiable organismos empleando técnicas de secuenciacién de DNA vy evi-
tando las desventajas de la identificacién morfotaxonémica. Por otro lado, el reciente desarrollo de técnicas de
secuenciacion masiva de DNA de nueva generacién (NGS) ha permitido el desarrollo del DNA metabarcoding,
o caracterizacion de poblaciones de organismos presentes en una muestra empleando datos genémicos. Este
trabajo plantea los retos fundamentales que presenta, a dia de hoy, el andlisis de organismos bioindicadores de
calidad ambiental marina a través de las técnicas de secuenciacién NGS.

PALABRAS CLAVE: NGS, DNA metabarcoding, Directiva Marco del Agua, indices bioldgicos, bioindicadores.

ABSTRACT

|
‘The Water Framework Directive 2000/60/EC regulates the environmental diagnosis of the marine ecosystem,
including the evaluation of species of bioindicator macroinvertebrates present in the environment. To date, the-
se types of determinations are carried out through the morphotaxonomic identification of the benthic macro-
fauna present in the samples and the calculation of associated biotic indexes, a process that is time-consuming
and resource-intensive, being in some cases inaccurate due to the requirement of highly specialized human
resources and the difficulty of correctly identifying certain species. In this respect, DNA barcoding techniques
allow the reliable identification of organisms using DNA sequencing techniques and avoiding the disadvantages
of morphotaxonomic identification. On the other hand, the recent development of New Generation DNA Se-
quencing techniques (NGS) has allowed the development of DNA metabarcoding, i.e. the characterization of
populations of organisms present in a sample using genomic data. This paper shows the fundamental challenges
to be overcome in order to establish a NGS sequencing-based assessment of the marine environmental quality.
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INTRODUCCION

El andlisis biético del medio marino se centra actualmente en el estudio de comunidades de especies y permite obtener
unos {ndices bioldgicos predefinidos que categorizan la calidad ambiental en funcién de la fauna existente, y definen la
disposicién y el estado del medio. Actualmente la identificacidén de especies bioindicadoras se realiza mayoritariamente
a través de técnicas taxondmicas. Sin embargo, el desarrollo de las técnicas de secuenciacién masiva de DNA de nueva
generacion (Next-Generation Sequencing -NGS- en inglés) plantea una alternativa para la determinacién de la calidad
medioambiental a través del andlisis del material genético de muestras ambientales como método diferenciador de las
distintas especies presentes. Esto supondria un importante avance respecto a la identificacién de organismos de visu, més
costosa en términos temporales.

El objetivo de este trabajo es analizar los retos fundamentales que presenta, a dia de hoy, el andlisis de organismos bio-
indicadores de calidad ambiental marina a través de las técnicas de secuenciacién NGS.

REGLAMENTO ACTUAL, BIOINDICADORES Y MUESTREO

La caracterizacién ecoldgica y de calidad de las aguas viene dada actualmente por el establecimiento de pardmetros
biolégicos que se fundamentan en la variedad y cantidad de fauna presente. Esta informacién queda reflejada en el Warzer
Framework Directive (WED), resuelta en la Directiva de 2000/60/CE de la Comisién Europea [1, 2], al igual que queda
identificado en el Ecological Quality Status (EcoQ) [3, 4]. En el primer documento citado, se decretan una serie de obli-
gaciones y recomendaciones a seguir por los Estados Europeos, promoviendo la proteccién y defensa de las aguas, entre
otros, la necesidad de redaccidn de una legislacién comunitaria que garantice una calidad ecolégica y la disminucién de
factores contaminantes que aumentan el deterioro de éstas [1]. Por lo tanto, tienen como objetivo principal el estableci-
miento de un marco para la protecciéon y conservacion de los ecosistemas acudticos.

Se incluye el requisito de determinar diferentes indicadores de calidad del estado ecoldgico sobre rios, lagos y aguas
costeras, informando asi de la composicién de la comunidad de especies bioindicadoras presentes asi como de indicado-
res quimicos y fisicos que afectan, a su vez, a los indicadores bioldgicos. Los principales indicadores de calidad bioldgicos
son el fitoplancton, macroalgas y angiospermas y la comunidad benténica de invertebrados. Se ha de obtener datos de
investigacién que permitan esclarecer bases informativas de los tipos de taxones presentes y adecuados a cada agua afecta-
da, con la intencién de obtener una mayor precisién y alta fiabilidad en la categorizacién de indicadores de calidad como
sistemas de control. Estos deben garantizar una aportacién de informacién que pueda ser usada, siendo extrapolada y
comparada con investigaciones similares [1].

Los Estados miembros deben aportar programas de reconocimiento y seguimiento del estado ecolégico de las aguas
superficiales (rios, lagos, aguas de transicion, aguas costeras), ademds de la localizacién de dichos puntos de control como
de la periodicidad de los estudios. En algunos casos, los proyectos de determinacién de calidad de las aguas se ven invo-
lucrados en programas de investigacion, al no haber informacién disponible referente al tema [1].

Por lo tanto, es importante seleccionar puntos de control en zonas especificas que permitan obtener datos generales pe-
riédicos o puntuales, por condicionantes de contaminacién. En funcién del grado de polucién que afecte a las masas de
agua, se esclarece el nimero de puntos de control por zona afectada, con el objeto de determinar el estado de aquellas que
se sospeche del incumplimiento de los requisitos medioambientales, para un control rutinario y para evaluar los cambios
generados por medidas de remediacién. La periodicidad de estos controles va a venir estipulada por el tipo de andlisis
(indicador), la fiabilidad, la precisién, y de la masa de agua de estudio, siendo estos andlisis, los minimos controles nece-
sarios. No se puede exceder de los tiempos propuestos, a menos de haber una causa justificada en base a conocimientos
técnicos o la apreciacién de especialistas. En el caso de los controles de calidad relacionados con indicadores bioldgicos
de macroinvertebrados para aguas costeras, la periodicidad de andlisis serd de tres anos, con posibilidad de verse reducida
por distintos condicionantes [1].

En base a los resultados obtenidos en los controles, se dispone una clasificacién del estado ecolégico senalado por los
valores biolégicos y fisicoquimicos de los indicadores. En el caso de la fauna bentdnica de invertebrados, la presencia de
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taxones sensibles a las alteraciones de las condiciones y un grado de diversidad normal en la regién, son indicativos de un
buen estado de calidad. Por otro lado, en el caso de presencia de taxones indicadores de contaminacién (mayor diversidad
de la habitual) o ausencia de taxones sensibles, nos informan de que la calidad de esas aguas son relativamente malas [1].

Esta jerarquia del estado ecoldgico tiene que ser representativa y estandarizada dentro de unos valores comunes. Dicha
clasificacién se divide en: muy buen estado (azul) para sitios no contaminados, bueno (verde) para regiones parcialmente
contaminadas, aceptable (amarillo); para zonas moderadamente contaminadas, deficiente (naranja) lugares con altos ni-
veles de contaminacién y malo (rojo) a zonas muy contaminadas [1, 3]. De esta manera, la atribucién de dichos colores
permite conocer de forma visual qué regiones de un mapa estdn mds o menos contaminadas, con el uso de esta escala de
colores asignada por los valores dados por estudio de los bioindicadores [1].

Asi, ha sido necesaria la creacién de indices bioldgicos que sean capaces de transformar los valores obtenidos experi-
mentalmente en datos objetivos para la clasificacién de las aguas en funcién de su calidad y contaminacién.

INDICES BIOLOGICOS Y ESPECIES BIOINDICADORAS

Los indices biolégicos permiten la transformacién de los datos que nos aporta el estudio de los grupos de la macrofauna
bentdnica a un lenguaje matemdtico [3]. Gracias a la utilizacién de esta informacién a partir de indices bioldgicos, es
posible evaluar el efecto de un tipo de estrés (contaminacién) sobre los ecosistemas bentdnicos. Los indices requieren que
cada una de las especies identificadas sea asignada a un grupo ecolégico, proceso muy delicado ya que es en este momento
en el que se definen todos los organismos de cada una de las regiones y en las que se basard el estudio [2].

Existe gran variedad de indices utilizados en estudios ecolégicos, que varian en funcién del tamafo de muestra, la me-
todologia de muestreo, grupos zooldgicos implicados o los procedimientos de identificacién. Parte de éstos, se desarrollan
para seguir la Directiva Europea Marco del Agua (WFD), ya comentada, de modo que a partir de la fauna de macroin-
vertebrados bentdnicos es posible asignar un valor de calidad ambiental. De entre ellos, destaca el indice de diversidad
de Shannon-Wiener [4].

Los indices se basan en los datos de tolerancia al estrés que aportan las especies recolectadas en los muestreos. Si bien
no hay ningtn indice que se pueda usar de forma general, algunos como el AMBI (AZT7 Marine Biotic Index, 2000), se
ha extendido a muchos paises de Europa usado de forma oficial, y testado su actividad en América, Africa y Oceania [5].
Este indice se calcula en base al ndmero de individuos de cada especie presentes, centrdndose en el uso de macroinverte-
brados benténicos marinos como indicadores de la salud de un ecosistema [6]. Se fundamenta en la tolerancia de especies
presentes a diferentes niveles de estrés ambiental. Actualmente incluye una base de datos con 6000 especies categorizadas
con asignacion a cinco grupos ecoldgicos: sensible a la presién y presentes en condiciones no contaminadas (EG1), indi-
ferente al enriquecimiento orgdnico y constante (EG,), tolerante (EG,), oportunista de segundo orden (EG,) y de primer
orden (EG,) [6, 7]. El valor del indice de calidad ambiental se obtiene a partir de la siguiente expresion:

AMBI = (O(%EG) + (1.5)(%EG,) + 3)(%EG,) + (4.5)(%EG,) + (6)(%EG,) ]
T00

Su valor oscila entre 0 (estado ecolégico correcto) y 6 (estado ecolégico malo), siendo 7 cuando el sedimento es azoico.

A partir de este indice, se puede clasificar a cada zona en funcién de su calidad ambiental, considerdndose no contami-
nado (de 0 a 1.2), ligeramente contaminado (1.3 hasta 3.3), moderadamente contaminado (3.4 a 5), altamente conta-
minado (5.1 a 6) y extremadamente contaminado (6.1 hasta 7) [5].

Recientemente se ha propuesto el uso de este indice, en base a la presencia/ausencia de especies (p/a AMBI) y de la
cantidad de biomasa (BAMBI), para la evaluacion cuantitativa del niimero de organismos de cada una de las especies
presentes en la muestra [5]. De tal forma, que se pueda por un lado detectar la presencia de organismos y por otro, co-
nocer en qué proporcién se encuentra cada especie, y ver asi, si los valores estdn dentro de los limites considerados como
normales. Por otro lado, el uso de las nuevas tecnologias de secuenciacién permite la combinacién de herramientas, caso
de la técnica conocida como gAMBI, que combina informacién de secuencias genéticas con la presencia y ausencia de
las especies mds frecuentes [5].
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La combinacién de AMBI, Shannon-Wiener (H’) y de riqueza de especies (S) generan un indice multimétrico conocido
como M-AMBI, que incluye pardmetros de abundancia y composicién medibles sobre la fauna benténica de invertebrados
[8]. Segtin una reciente investigacién Subida ez a/. (2012), aunque esta combinacién de pardmetros representd, una menor
capacidad de respuesta frente a un gradiente de contaminacién que el AMBI. Este indice multimétrico suele estar més
influido por valores de diversidad, donde estd més correlacionado con sus componentes, que AMBI con los suyos propios.

Otros de los indices biéticos utilizados con frecuencia son entre otros: BENTIX, MEDOCC (MED:iterranean OCCiden-
tal), IT1 (Infaunal Trophic Index) (8], BOPA (Benthic Opportunistic Polychaetes Amphipods index) [2] e IOBS (Oligochaete
Index of Sediment Bioindication) [18], dejando a un lado a los indices de menor calibre como: IP (Index Pllution), BQI
(Biological Quality Index) [4], DKI, UK [2], NQI1 y NSI (Norwegian Sensivity and Quality Indices) o el ES (Stage index) [8].

ITT es un indice bidtico tréfico, que al igual que AMBI, se desarrollé para un estudio morfotaxonémico. Se disend para
el estudio de aguas costeras contaminadas por factores orgdnicos, clasificando las especies en cuatro grupos. Su mayor
limitacién, se basa en la dificultad para determinar en detalle el hdbito tréfico de muchas especies, marcado por la falta
de suficiente informacién sobre el tema [4].

El uso de BENTIX se articula en tres grupos ecoldgicos, que posteriormente se reducen a dos en comparacion a los 5
de AMBI. En este caso, especies sensibles (GS) y (GT) incluye los tolerantes y los oportunistas, cuyos valores van de 6 a 2
respectivamente [2]. Esta reduccidn de grupos no afecta al cdlculo del indice, en cambio tiene la ventaja de evitar un agru-
pamiento erréneo al acotar las posibilidades de cdlculo y eleccién de grupo. En este sentido BENTIX se aproxima al plan-
teamiento de I'TI, puesto que ambos tienen menos grupos que AMBI, si bien BENTIX posee un mayor valor descriptivo
al utilizar factores mds determinantes en el cdlculo con su férmula [4]. La ecuacién para calcular BENTIX es la siguiente:

BENTIX = (0)(%GS) + (2)(%GT) 0]
100

En comparacién con AMBI, el término GS incluye a EG, (no contaminado) y EG, (indiferente), mientras que GT se
forma de EG, (tolerante), EG, (oportunistas de segundo orden) y EG, (oportunistas de primer orden). Por ello, el grupo
de especies muy afectadas a los cambios se les considera como no tolerantes o sensibles (GS), mientras que el resto se les
atribuye el concepto de tolerantes a modificaciones en el ambiente [2].

Por su parte, MEDOCC es un indice basado en indicativos de polucidn y especies sensibles, caracterizado por clasificar
a las especies en cuatro grupos, cuyos valores de cdlculo varfan de 0 (especies sensibles estdn presentes) hasta 6 (especies
oportunistas predominantes). Los cuatro grupos para categorizar se dividen en: sensibles (EG), indiferentes (EG,)), tole-

rantes (EG ) y oportunistas (EG ;) [2]. La ecuacién para su cdlculo es:

MEDOCC = (0)(%EG) + ()(%EG,) + (4)%EG, ) + (6)(%EG,,) 2]
100

Este indice se desarrollé para ajustar los pardmetros de AMBI a las condiciones del mar Mediterrdneo. Tiene como

objetivo establecer una separacion entre las diferentes clases, con la posibilidad de generar curvas de abundancia relativa
de cada grupo ecolégico sin delimitar con valores fijos [9].

Otro de los importantes indices biéticos a destacar es BOPA, especialmente validado para el estudio de aguas altamente
cargadas en materia orgdnica, si bien la ausencia o escasez de poliquetos y especies no oportunistas, hacen que su valor
sea bajo. No siendo muy recomendable su uso en ambientes con buenos recursos ecoldgicos y de calidad, sin embargo se
revela eficaz en comunidades que contengan un niimero mayor de 20 especies [3].

El valor de este indice se calcula a través de la siguiente férmula; donde f; es el ratio de poliquetos oportunistas frente
a todos los individuos presentes en la muestra, y f, la frecuencia de anfipodos, siendo la diferencia entre el nimero de
anfipodos individuales excluyendo los oportunistas Jassa frente al total de individuos restante [3].

BOPA = log [£,/ (£, + 1) + 1] 2]

Los valores dados tras el cdlculo se establecen entre el rango desde 0 cuando f; es 0, 2 0.30103 cuando f, equivale a 0.
Por lo tanto, en el cdlculo de dicho {ndice intervienen tinicamente dos grupos taxondmicos, los poliquetos oportunistas y
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los anfipodos, de tal forma que se reduce considerablemente el esfuerzo de identificacién de macrofauna, si bien lo hace
poco eficaz en comunidades pobres de estos grupos [3].

En este indice se introduce un tercer pardmetro, la frecuencia f;, que permite afinar el cdlculo. Este valor representa el
ratio entre: el nimero de organismos no poliquetos ni anfipodos, incluyendo los del género Jassa, frente al nimero total
de individuos de la muestra. Este valor puede conocerse sabiendo las anteriores funciones, con:

]§§+]€)+Jf\:1 (3]

Para poder cumplir con los requisitos de la WFD ha sido necesario adaptar el modelo del ratio de poliquetos oportu-
nistas /anfipodos [3].

AMBI se introdujo para la categorizacién de la Costa Atldntica basado en la sensibilidad y tolerancia de las especies
frente a diferentes condiciones [4]. A pesar de tener gran repercusién en la asignacién de la calidad de las aguas utilizando
bioindicadores ecolégicos, presenta diferencias con sus predecesores que determinan la utilidad de cada uno de ellos para
cada estudio definido.

Es destacable la variacién de grupos utilizados en cada indice, asi AMBI agrupa en 5 frente a los 4 de MEDOCC o los
2 de BENTIX [2, 3]. La organizacién en un menor nimero de grupos puede ofrecer ventajas a la hora de eliminar errores
de clasificacién, simplificar los estudios y disminuir los tiempos de andlisis de muestras, sin embargo hay que considerar
que puede suponer pérdida de poder discriminatorio y de sensibilidad. Hay que considerar también la dependencia de
factores externos y la capacidad de designar las cualidades de un ecosistema, basindose en la habilidad de diferenciar entre
las especies de cada clase ecoldgica [4]. Para establecer diferencias entre los indices, habria que abordar mis estudios de
comparacién de resultados utilizando mds de un tipo de indice sobre las mismas muestras.

En el estudio de Subida ez al. (2012), los resultados para costas del mar Mediterrdneo, esclarecen que la mayor cor-
relacién de datos final fue dada por AMBI, BENTIX y MEDOCC, considerando que el segundo se desarrollé como
adaptacién de AMBI para estas regiones.

En ambientes de alta perturbacidn, el nimero de macroinvertebrados benténicos identificados son equivalentes para
todos los indices, con un alto grado de especies oportunistas. En dreas de menor perturbacién, los datos demuestran que
la correlacién entre los indices varfa, debido al mayor nimero de especies o por la dependencia de otros factores abidticos
que condicionan los resultados, como salinidad o propiedades del sedimento [2].

Los indices AMBI y BENTIX necesitan de un mayor esfuerzo taxonémico, y en ocasiones dificultad en la asignacién
correcta de los organismos de una comunidad [3]. Ademds los resultados que aporta AMBI son dificiles de comparar a
lo largo del tiempo al igual que BENTIX, en comparacién con BOPA, puesto que éste utiliza los valores de frecuencia,
permitiendo asi la no utilizacién de unidades para la expresién de los datos [3].

Ortra diferencia entre los indices anteriores y BOPA, es la dificultad de cdlculo, siendo este més sencillo de obtener,
ya que no requiere tanta precision en relacién al ndmero y variedad de especies [3]. De tal forma, este indice puede ser
de gran utilidad de uso para programas de investigaciéon enfocados en el conocimiento de comunidades benténicas de
las cuales se posee poca informacidn taxonémica. BOPA, a pesar de ser un indice que reduce su andlisis al estudio de
poliquetos y anfipodos [2], reduce los costos puesto que minimiza la identificacién de especies disminuyendo el tiempo y
errores durante la identificacién. Asi, permite una répida monitorizacidn de la calidad de las aguas y posibles actuaciones
de remediacién [3]. El desarrollo y eleccién de la herramienta apropiada para el andlisis y evaluacién de la informacién
que aporta la fauna bentdnica es crucial para la clasificacién y determinacién correcta de las comunidades [4].

LIMITACIONES DEL ANALISIS MORFOTAXONOMICO DE LA FAUNA BIOINDICADORA

Una vez se conocen cudles son los bioindicadores principales de la calidad de las aguas, se debe fijar un protocolo de
identificacién de cada una de las especies presentes en las muestras. Tradicionalmente, la elaboracién de estos estudios se
ha realizado a través de un estudio de visu, es decir, los organismos aislados se han reconocido a través de un anilisis mor-
fotaxondmico, detallando propiedades estructurales y tamafios con los cuales poder clasificar cada organismo encontrado
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[10]. Este proceso precisa de un amplio conocimiento en materia taxonémica junto con un alto grado de experiencia, por
lo que supone la necesidad de contar con la ayuda de personal técnico muy especializado [11, 12].

El diagnéstico morfolégico también se puede ver afectado por una posible identificacién incorrecta debida a la plas-
ticidad fenotipica y la variabilidad genética dentro de una misma especie, el parecido fisico de las estructuras usadas
para la categorizacién y el pequefio tamano de los organismos a identificar [13]. Asi, el andlisis morfoldgico requiere del
empleo de un tiempo considerable, siendo habitual el establecimiento de programas de varios meses, lo que impide la
categorizacion y elaboracién de unos resultados a corto plazo. Por todo ello, desde hace unos afios se estd trabajando en
desarrollar nuevas herramientas que reduzcan tiempo y costes en la monitorizacién ambiental marina, como el empleo
de las técnicas de secuenciacién de DNA [8].

IDENTIFICACION DE ORGANISMOS BIOINDICADORES POR DNA BARCODING.

En la tltima década se han desarrollado técnicas moleculares basadas en el andlisis de DNA que permiten una rédpida
identificacién de especies [14]. Estas herramientas reciben el nombre de DNA barcoding (cédigo de barras del DNA, en
inglés) y su combinacién con los estudios taxonémicos cldsicos ha dado lugar a la llamada “taxonomia integrada” [15].
De hecho, un gran niimero de los trabajos taxonémicos publicados en la actualidad incluyen estudios moleculares [16
y 17, entre otros]. El DNA barcoding consiste en la amplificacién de regiones cortas del genoma del individuo que se
pretende identificar y su posterior comparacién con bases de datos gendmicas existentes para determinar a qué especie
taxonémica pertenece. En conjunto, las técnicas del DNA barcoding permiten identificar la fauna presente de forma mis
rdpida que la identificacién morfoldgica tradicional, aunque precisan la puesta a punto de una metodologia concreta para
cada especie o poblacidn a estudiar [15, 18].

Los marcadores genéticos mds empleados hasta la fecha para la distincién de especies incluyen el DNA mitocondrial
correspondiente a la subunidad I del enzima citocromo oxidasa (COI) [17] para caracterizacién de animales [5, 13], o
la identificacién de plantas mediante el empleo de genes de los cloroplastos matK'y rbel [11] y el gen de la subunidad
ribosomal 18S [19]. En algunos estudios se mide la capacidad de resolucién taxondmica que tienen estos genes, y en
algunos casos éstos no proporcionan suficiente informacién para una correcta discriminacién, como es el caso del 18S en
eucariotas marinos [11]. Por ello se ha promovido el andlisis de otras regiones génicas como el RNA ribosémico mito-
condrial 12§ (mt12S) en investigacién en nemdtodos [15, 20] o el RNA ribosémico mitocondrial 16S (mt16S) [20]. A
la hora de determinar qué genes se van a estudiar es importante conocer el grado de conservacién de las secuencias entre
las distintas especies que se pretenden estudiar.

Distintos estudios recientes, han evaluado la capacidad de los distintos genes marcadores para la diferenciacién de
especies. Algunos estudios muestran que COI es un buen marcador de biodiversidad cuando se emplean técnicas tradi-
cionales de secuenciacién de DNA (Sanger), pero su uso para tecnologfas mds avanzadas de secuenciacion es limitado.
Del mismo modo, 18S parece funcionar bien con tecnologias basicas de secuenciacién de DNA, siendo ademds capaz
de recoger mayor informacién taxonémica que otros marcadores [20, 21, 22]. Por otro lado, estudios comparativos entre
mt12S y COI muestran que el primero es mds corto por lo que es més facil de amplificar y mds apropiado para el andlisis
de muestras peor conservadas o que presentan dafio quimico [15]. Con todo ello, en estudios recientes, se propone que
la combinacién de varios genes fomenta una mayor rigurosidad de los resultados y de su interpretacién [5, 15].

Para el empleo de la técnica del DNA barcoding es fundamental un disefio adecuado de cebadores o primers para la
amplificacién por PCR de las regiones de interés [10]. Previo al disefio de primers se ha de establecer qué organismos
se pretende estudiar y se ha de realizar una busqueda #7 silico de secuencias de DNA que se han de alinear y comparar
mediante herramientas informdticas como BLAST [23]. De esta manera se consigue identificar las regiones conservadas
de los genes marcadores elegidos, para proceder, asi, al disefio especifico de los primers [24]. Durante este ejercicio, se
mantienen controlados el ratio de evolucién de los genes [21], la repeticién a lo largo del genoma, y la posibilidad de
que los primers pueden amplificar maltiples regiones, generando una mayor abundancia de lecturas de secuencias [14].
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En términos generales los primers deben comprender el mayor nimero de organismos del grupo taxonémico que se
pretende diferenciar, flanquear los genes de estudio y ser especificos para regiones puntuales que mantengan sus secuen-
cias conservadas. De este modo se consigue minimizar el nimero de primers y simplificar, por tanto, el proceso [21].

Por tltimo, para el empleo de la técnica de DNA barcoding — tanto para el diseno de primers como para la comparacién
de secuencias obtenidas [10] — es fundamental que las bases de datos genémicos de los genes elegidos sean completas o,
en su defecto, se generen estos datos ad hoc y previamente a realizar el estudio.

IDENTIFICACION DE ESPECIES BIOINDICADORAS MEDIANTE SECUENCIACION
MASIVA DE NUEVA GENERACION (NGS): DNA METABARCODING

Desde 2005, el desarrollo de técnicas de secuenciacién masiva de DNA (High- Troughput Sequencing —HTS- o Next-
Generation Sequencing -NGS-, en inglés) ha revolucionado el DNA barcoding, introduciendo el concepto de DNA
metabarcoding [12], también conocido como community barcoding [25]. El DNA metabarcoding consiste en analizar
directamente una comunidad de individuos de distintas especies a partir de muestras complejas, realizando secuenciacién
masiva del DNA de la biota presente y contrastando los resultados obtenidos con las bases de datos génicas disponibles
para identificar los organismos presentes [11]. El uso de plataformas de secuenciacién NGS a través de plataformas como
454 pyrosequencing [22] e Illumina MiSeq [26], permiten la obtencién de datos exhaustivos (degp-sequencing, en inglés),
lo que aporta una mayor fiabilidad en los resultados de secuenciacién obtenidos y permite identificar especies que de
otro modo pasarfan desapercibidas [25]. Existe también la posibilidad de aislar el DNA extracelular o libre en el medio,
variante denominada environmental barcoding o eDNA [12], y que permite obtener el material genético directamente
de muestras ambientales (p.¢j. aguas) sin necesidad de que los organismos estén vivos o incluso presentes, lo que es ttil
para muestras con pocos indicios directos de vida bioldgica [18]. En cualquier caso, es necesario optimizar previamente
protocolos especificos para aislar el material genético total presente en las muestras ambientales [10, 18, 25].

Se han empleado las técnicas de NGS para el estudio de la biodiversidad en distintos ambientes terrestres [11], de
agua dulce [14, 18] o en sedimentos marinos [18], entre otros trabajos. Recientemente las técnicas NGS también se han
extendido al andlisis de la fauna macroinvertebrada empleada en la biomonitorizacién ambiental acudtica, tanto en agua
dulce [14, 27, 28] como en el medio marino [5, 6, 8], con el objetivo de reducir los tiempos y costes asociados al cdlculo
de indices bidticos por taxonomia cldsica. En este sentido, Lejzerowicz et al. (2015) mostraron recientemente que las téc-
nicas de secuenciacién masiva eran tan efectivas como el andlisis taxonémico para la evaluacién de la fauna bioindicadora
marina, encontrando un alto grado de correlacidn estadistica entre ambos métodos [8].

Sin embargo, en estos trabajos se muestra que existen varias limitaciones fundamentales para desarrollar, a dia de hoy,
un nuevo indice biético vilido basado en datos genéticos. Por un lado, las secuencias genémicas disponibles en las bases
de datos publicas son insuficientes para la identificacién de un buen nimero de especies [10] e impiden correlacionar los
resultados obtenidos con los indices biéticos AMBI o BENTIX [5, 8], que tienen en cuenta un elevado niimero de espe-
cies bioindicadoras. Asf, actualmente existen iniciativas para enriquecer las bases de datos con el objetivo de desarrollar
un indice AMBI basado en datos genéticos (gAMBI) [5]. Otra posibilidad para reducir el niimero de especies bioldgicas
a monitorizar serfa la adaptacién de indices bidticos simplificados que consideren un menor nimero de taxones, como
BOPA, bioindice basado exclusivamente en el estudio de poliquetos oportunistas y anfipodos [2] que, por tanto, permita
hacer uso de bases de datos genémicos més sencillas. No obstante, su uso estarfa restringido a determinadas regiones y/o
condiciones ambientales [3].

Por otro lado, serfa necesario optimizar las regiones gendmicas marcadoras y primers asociados para la diferenciacidn
eficaz de especies ¢, idealmente, emplear varios genes marcadores a la vez, puesto que hasta ahora ningtin marcador em-
pleado, tal como COI o 18StRNA, puede considerarse universal [8].

Otra de las posibles limitaciones del empleo de datos genémicos para el cdlculo de bioindices seria la dificultad que
presenta el andlisis de DNA para obtener datos cuantitativos de la fauna presente, por un lado porque el DNA puede
ser estable en el medio aunque el organismo ya no se encuentre con vida y, por otro, porque los organismos con mayor
tamafio podrian presentar mds células y por tanto mds contenido en DNA que otros organismos mds pequefios. Esta di-
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ficultad podria ser superada empleando indices basados en presencia/ausencia de especies y no tanto en la cuantificacién
de individuos [5].

Por dltimo, cabe destacar que la implementacién de bioindices de origen genémico implicaria, ademds, el estable-
cimiento de protocolos estandarizados de toma de muestras y extraccién de DNA de distintos sustratos marinos, y la
realizacién de estudios estadisticos de correlacidn entre los valores genémicos obtenidos y el estado ecolégico del medio.
Sin embargo, dado el rdpido avance tecnoldgico tanto en la secuenciacién de DNA como en las herramientas de andlisis
de los datos obtenidos, que a su vez vienen acompafados de una reduccién en los costes, es de esperar que a medio plazo
podamos contar con herramientas fiables de monitorizacién ambiental a partir de datos genémicos.

CONCLUSION

Distintos trabajos recientes han mostrado el potencial de las nuevas tecnologias de secuenciacién de DNA para la
evaluacién de la fauna bioindicadora en muestras ambientales, en sustitucién al andlisis morfotaxonémico exhaustivo
que se requiere para el cdlculo actual de los indices bioldégicos vigentes y que resulta costoso en términos temporales
y econdmicos. Sin embargo, el empleo a nivel prictico de las técnicas NGS para la monitorizacién ambiental marina
exige superar tres retos fundamentales: (i) la creacién de bases de datos genémicos completas incluyendo la macrofauna
bentdnica bioindicadora de cada habitat, (ii) el desarrollo de marcadores genéticos fiables y universales, y (iii) el estable-
cimiento de protocolos experimentales y metodologia para correlacionar los datos gendmicos obtenidos con el estado
ambiental del medio.
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