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El término Aerobiologia, acufiado por Meier en los anos 30, fue plenamente adoptado para referirse a la
disciplina que se ocupa del estudio de los organismos vivos aerotransportados, su diversidad, modos de vida,
dependencia y, al mismo tiempo, repercusion en el entorno. Se ha definido la aerobiologia como la ecologia
de la atmosfera'. A pesar de que ya en 1873 Blackley realizé estudios en este sentido?, no es hasta el siglo XX,
en la década de los anos 40, que, con la celebracién del Symposium on extramural and intramural aerobiology’,
esta disciplina empieza con fuerza.

Entre las numerosas areas cientificas que implica la aerobiologia, estan la Botanica, puesto que los vege-
tales forman polenes y esporas que liberan a la atmésfera, y la Medicina, debido a que una proporcién nota-
ble de estos pdlenes y esporas interfiere con la salud de las personas.

EL POLEN

Los granos de polen son las células sexuales masculinas de las plantas con flores. Se forman en el inte-
rior de los estambres y, una vez maduros, son liberados. Su funcién bioldgica es alcanzar la parte femenina de
una flor de su misma especie y hacer posible la fecundacién de la ovocélula. En algunas especies (plantas
autdégamas) el polen puede realizar su funcién en la misma flor o en la misma planta que lo ha formado, pero
en la inmensa mayoria de las especies (plantas alégamas) el polen sélo resulta viable si alcanza una ovocélu-
la de otra planta de su misma especie. El traslado del polen desde el érgano donde se ha formado hasta la
parte femenina de la flor se conoce con el nombre de polinizacién y puede efectuarse de maneras diversas,
que son caracteristicas para cada especie. En nuestras latitudes, los casos mas frecuentes de polinizaciéon son
por anemofilia, con el viento como medio de arrastre y diseminacién de los granos de polen, y por entomo-
filia, cuando la polinizacién corre a cargo de insectos (abejas, mariposas, escarabajos, etc).

El proceso de la polinizacién requiere que los pdlenes sean células especialmente resistentes, ya que se
ven sometidos a condiciones ambientales adversas que podrian provocar el colapso y desecacién de los com-
ponentes celulares, alterandolos y haciendo el polen inviable. Como adaptacién a ello, los pélenes estan recu-
biertos por una pared de notable resistencia llamada exina. Esta constituida por uno de los materiales mas
inalterables de la naturaleza, la esporopolenina, muy resistente a acidos y bases y no afectado por las varia-
ciones térmicas habituales en la naturaleza.

Como cualquier célula, los pdlenes se caracterizan por su tamano y su forma. Pero en el caso de los gra-
nos de polen, hay otras caracteristicas que los describen, como son la estructura y la escultura (ornamenta-
cién) de su exina y las aperturas que pueden presentar, de las que debe observarse el tipo (poros, colpos, la
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combinacién de ambos o su ausencia), el ntimero y la disposicién en la superficie del grano. Las figuras 1 a
3 resumen las caracteristicas generales que permiten diferenciar los granos de polen.
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El conjunto de las caracteristicas de un polen es constante para cada planta y hace posible identificar
con mas o menos precisién de qué taxon procede el polen. Es necesario el uso de la palabra taxon (que desig-
na cualquier unidad de determinacién dentro de un sistema jerarquico de categorias) porque no siempre
puede identificarse de que especie procede el polen; en bastantes casos la precision llega sélo al nivel de géne-
1o (es decir, a un grupo de especies), familia (es decir, a un grupo de géneros), o incluso a un grupo de fami-
lias o categorias superiores.

IDENTIFICACION DE POLENES

Se llama Palinologfa al estudio de las esporas de las plantas y su dispersion y aplicaciones®. En esta defi-
nicion, la palabra esporas se refiere tanto a granos de polen como a esporas de hongos, helechos y musgos.
Nehemias Grew (1628-1711) fue uno de los primeros autores en hacer descripciones morfoldgicas de pdle-
nes’. Ya en el siglo xx, y especialmente a partir de los anos 40, proliferaron los trabajos en que los autores sis-
tematizaban las descripciones de pélenes y esporas y proponian claves para su identificacién®.

La identificacion de los granos de polen se basa, como se ha dicho, en la combinacién de algunas carac-
teristicas, que se tratan, de manera muy esquematica, en las figuras 1 a 3.

METODOS DE MUESTREO AEROBIOLOGICO

Muchos investigadores han trabajado en el disefio de aparatos muestreadores de la atmésfera, llamados
también captadores, para fines aerobioldgicos. En el texto que sigue no se pretende hacer un estudio exhaus-
tivo de todos ellos, pero si una breve presentacién de los principios en que se basan y de los métodos que
mas se han utilizado®” para estudiar los pdlenes y las esporas de hongos aerovagantes. La tabla 1 contiene un
esquema de los distintos tipos de captadores.

TABLA 1.
Resumen de los diferentes métodos de muestreo aerobioldgico.

METODOS DE MUESTREO AEROBIOLOGICO

Muestreadores de precipitacién  Precipitaciéon gravimétrica Placas de Petri
Captador Durham
Captador Tauber
Precipitacién electrostatica
Precipitacién térmica

Muestreadores de impacto Impacto por succién Captador Hirst
Impacto en cascada Captador Andersen
Muestreadores inerciales y ciclénicos Captador Rotorod

Captador ciclénico

Muestreadores de filtracion Filtros sélidos Filtros de fibra
Captador Cour
Filtros por membrana
Filtros por cassettes
Filtrado en medio liquido Captador McLeod
Multi-Stage Liquid Impinger

Muestreadores bioldgicos Técnicas de biologia molecular
Técnicas inmunoldgicas
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Los primeros captadores utilizados se basaban en el principio de la gravedad y consistian en superficies
preparadas con substancias adhesivas o retentivas, expuestas horizontalmente. A principios del siglo xx se usa-
ban placas de Petri®, céspedes compactos de musgos’ y portaobjetos'?; posteriormente se idearon soportes
mas adecuados, naciendo asi los captadores Durham'' y Tauber'?. También Cour'’ completaba su captador
(ver mas adelante) con filtros horizontales. Este tipo de muestreos permite un buen conocimiento de la cua-
lidad y diversidad de las particulas, pero sélo permiten cuantificarlas por unidad de superficie.

Buscando hacer mas comprensibles los resultados, se idearon captadores que miden los pélenes por
unidad de volumen de aire. Dado que las particulas son transportadas por el aire en trayectorias que pueden
considerarse horizontales, se han disehado captadores que, aprovechando la inercia de las particulas, propi-
cian el impacto de éstas en superficies untadas con substancias adhesivas, que las retendran.

Estdn muy extendidos los muestreadores que se basan en el principio del impacto por succién median-
te una bomba de vacio, que impulsa el aire aspirado contra la superficie receptora. El captador de este tipo
mas universalmente utilizado fue el ideado por Hirst'* (se explica con detalle mas adelante), aunque también
son muy utilizados una variante de los iniciales captadores por succién que se llaman captadores en casca-
da'®. En este caso, el aire succionado hacia el interior del captador pasa a través de una o més superficies
receptoras que retendran selectivamente las particulas en funcién del tamafo de éstas.

Hay atin otro tipo de captadores por impacto, los basados en la rotacién. El mas conocido en este grupo
es el Rotorod'®. Este captador, de reducidas dimensiones, dispone de dos brazos en forma de U en los que se
insertan las superficies receptoras. Al girar a gran velocidad por accién de un motor, interceptan las particu-
las. Este tipo de captador es ampliamente usado en América del Norte. Otros muestreadores de este grupo,
menos conocidos, son los ciclénicos. En ellos, las masas de aire son forzadas a moverse en trayectorias de
rotacién o en espiral y las particulas resultan discriminadas por la fuerza centrifuga generada. Los captadores
basados en impacto por rotacién son utiles para recolectar particulas de unos 10 micrémetros de didmetro’.

Otro grupo de captadores lo constituyen aquellos que funcionan por filtracién, ya sea a través de mem-
branas de materiales diversos o a través de fibras, como es el caso del Captador Cour™ (se explica con deta-
lle mas adelante). Los captadores por filtros de membranas son usados mayoritariamente en la captura de par-
ticulas no biolégicas, excepto una modificacién de ellos, el CAP', disenado especialmente para pélenes y
esporas.

Pueden citarse otros métodos, como los de impregnacion en medio liquido (para particulas viables), pre-
cipitacion electrostdtica y precipitacion térmica.

De entre todos los captadores presentados hasta ahora, los mas utilizados en Europa en estudios desti-
nados a conocer la composicién en pélenes y esporas de la atmésfera son el Cour® y, muy especialmente, el
Hirst'*.

Un captador Cour® (ver figura 4) es un muestreador por filtracién que consiste en un eje perpendicu-
lar al suelo, que sostiene, encajado en su extremo superior, un eje perpendicular capaz de girar 360°. En un
extremo de este eje hay dos marcos protegidos, cada uno, por una visera y, en el otro, una veleta (que lo orien-
ta siempre segtn el viento dominante). Levantando las viseras de los marcos se puede encajar la superficie
que interceptard las particulas aerotransportadas, un filtro preparado con cinco pliegues de gasa hidréfila unta-
dos con una mezcla de aceite de silicona y rodeado por un marco de plastico. Este filtro es cuadrado y mide
20 c¢m de lado. En el captador se exponen dos filtros: uno se cambia una vez por semana, normalmente los
lunes, y el otro se usa como contrapeso y como resumen mensual. El filtro retirado del captador se somete a

136 que combina procesos quimicos (4dcidos sulftrico, fluorhidrico...) con fisicos (centrifuga-

un tratamiento
ciones, decantaciones...) para obtener un sedimento formado, mayoritariamente, por los pélenes y las espo-
ras retenidos. Para poder medir este sedimento con precision y prepararlo para el andlisis al microscopio épti-
co, se incluye en una matriz semiliquida de glicerogelatina, de la que se estudiard una porcién representativa.
La consistencia semiliquida del medio en que se encuentran las particulas y el hecho de que el tratamiento
incluye la acetolisis'®, es decir, la eliminacién de las partes blandas de la célula mediante una digestion qui-

mica, facilita la identificacién de los granos de polen. Hay que sefalar, en contrapartida, que algunas esporas
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FIGURA 4. Captador Cour.

de hongos se rompen y no pueden ser estudiadas con precisién con esta metodologia, ya que se obtienen
valores por debajo de los reales. Si se quiere obtener una lectura representativa de una muestra Cour deben
seguirse las indicaciones propuestas al describir la metodologia!®*.

Cuando se trabaja con un captador Cour, es necesario disponer de un anemémetro totalizador (ver
figura 5), aparato dotado de una cazoletas, que giran impulsadas por el viento reinante, conectadas a un cuen-
takilometros. Este aparato registra los metros equivalentes al espacio recorrido por el aire que pasa a través de
sus cazoletas. La medida del recorrido de viento correspondiente al periodo de exposicion de un filtro hace
posible interpretar la cantidad de pélenes y esporas contados por unidad de volumen (se considera que los
pélenes y esporas estaban en el interior de un prisma que tiene por base el filtro de 20x20 cm? y por altura
la columna de aire que ha pasado durante la exposicion).

Para obtener el valor de la concentracién media semanal de particulas debemos hacer calculos matema-
ticos en los que intervienen:

* el ntimero de particulas contadas (N).

* la proporcién de sedimento analizado [siempre 50 micrélitros (K;)] respecto del volumen total de

sedimento semiliquido (V) obtenido al final del tratamiento.

FIGURA 5. Captador Cour y anemémetro totalizador.
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* la proporcién de filtro tratado (S) respecto a la superficie total del filtro (400 cm?), ya que una parte
de él se guarda como testimonio por si fuera necesario repetir el tratamiento.

* la superficie de muestra analizada al microscopio ptico. Para calcularla se necesita conocer el nime-
ro (n) de lineas contadas y su longitud (K,) y anchura (K;) (ambas dependen del microscopio y del
objetivo que se use en la lectura). Con estos parametros se calcula la proporcién analizada respecto
de toda la superficie util de la preparacion microscopica (K,).

* el recorrido de viento registrado durante el periodo de exposicién (Rv).

La combinacién de estos factores, multiplicativos y cocientes segin los casos, da lugar a una férmula
matemdtica que, aplicada a los datos brutos correspondientes a cada semana, nos permite obtener el valor de
la concentracion media semanal.

La férmula a aplicar® es:

Concentracion media semanal = Kx N xV/n xS x Rv)

* donde K es una constante que incorpora todos aquellos valores fijos cuando la metodologia se apli-

ca siguiendo siempre la misma rutina (K, a K,).

* debe tenerse la precaucién de utilizar las unidades de medida oportunas (V debe expresarse en micré-

litros; S en metros cuadrados y Rv en metros)

Por tanto, los resultados que se obtienen a partir de un captador Cour son concentraciones medias
semanales de pdlenes y esporas (éstas, como ya se ha indicado, infraestimadas por la inevitable destruccién
de parte de ellas durante la preparacién de las muestras).

Un captador Hirst'* (ver figuras 6 y 7) es un muestreador de impacto por succién que consiste en un
aparato eléctrico que aspira volimenes constantes y conocidos de aire y los hace impactar contra la superfi-
cie receptora. Esta es una cinta pléstica de 19 mm de ancho que se dispone tensada alrededor de una pieza
cilindrica llamada tambor. Para darle la capacidad de adherir y retener las particulas, se deposita sobre la cinta
una fina pelicula de aceite de silicona, usando un pincel. La disposicién del tambor asi preparado en el inte-
rior del captador es tal que, impulsado por mecanismo de relojerfa, gira continuamente a razén de 2mm/hora.
Ello hace que las particulas impulsadas contra la superficie receptora queden retenidas de forma secuencial.
Una vez a la semana se sustituye la superficie receptora. La ya expuesta, es cortada en los fragmentos corres-
pondientes a cada dia de la semana. Cada fragmento es montado en una preparacion microscopica, tefiido y
fijado y es analizado al microscopio éptico. El andlisis microscépico de las muestras procedentes de un cap-
tador Hirst se hace sobre el material tal como se obtiene, es decir, con las particulas biéticas llenas y junto
con otras particulas, minerales y organicas, cosa que puede dificultar su identificacién pero que tiene como
muy positivo que no estropea las esporas de hongos. También es interesante en este método que, debido al
hecho que las particulas se van depositando secuencialmente sobre una cinta que avanza regularmente, es
posible obtener resultados con precisién horaria, aunque el volumen de trabajo anadido que esto comporta
hace que no se prodiguen demasiado estos resultados.

Los resultados que se obtienen de un captador Hirst son concentraciones medias diarias de pélenes y
esporas (pdlenes/m’ y esporas/m?).

Para obtener estos valores basta realizar un simple cdlculo matematico en el que intervienen como

factores:

* el ntimero de particulas contadas (n).

* la superficie de muestra analizada. Para calcularla se necesita conocer el nimero (n) de lineas conta-
das y su longitud (K,) y anchura (K;) (ambas dependen del microscopio y del objetivo que se use en
la lectura). Con estos pardmetros se calcula la proporcién analizada respecto de toda la superficie util
de la preparacién microscopica (K,).

* el volumen de aire que aspira el captador, normalmente 10 I/minuto, que, al cabo de un dia equiva-
len a 14,4 m® de aire (Ks).
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FIGURA 6.
Captador Hirst marca Burkard.

FIGURA 7.
Captador Hirst marca Lanzoni.

Muchos de los parametros se mantienen constantes (mientras no se cambie de microscopio u objetivo
y se siga una rutina de contaje), de manera que es habitual tenerlos establecidos para que la operaciéon de con-
versién de los datos brutos diarios a concentraciones medias diarias quede reducida a una simple multiplica-
cién entre una constante y el nimero de particulas detectadas.
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La férmula a aplicar es:

Concentracion media semanal = Kx N

* donde K es una constante que incorpora todos aquellos valores fijos cuando la metodologia se apli-

ca siguiendo siempre la misma rutina (K, a Ky).

El captador Hirst es el que se ha adoptado mas universalmente, especialmente en el continente euro-
peo, para el estudio de los pélenes y las esporas atmosféricas desencadenantes de alergias respiratorias.

En el mercado hay actualmente dos marcas comerciales que fabrican y distribuyen captadores basados
en el método Hirst: la britdnica Burkard (figura 6) y la italiana Lanzoni (figura 7).

ELABORACION DE DATOS AEROBIOLOGICOS

El analisis microscdpico de las muestras aerobioldgicas da lugar a una relacion cuantificada de taxones poli-
nicos (un espectro), correspondiente a los datos brutos de un dia o de una semana, segtin se haya utilizado un
captador Hirst o Cour. Aplicando los célculos adecuados a la metodologia de muestreo, estos resultados se expre-
san en unidades de concentracién: pdlenes/m’, unidades muy utiles a la hora de hacerse una idea gréfica de la
medida expresada, el nimero medio de granos de polen contenidos en un espacio ctibico de un metro de lado,
durante el periodo de tiempo que duré el muestreo (un dia o una semana, segin el método).

Para realizar comparaciones entre las cantidades de polen observadas y la casuistica de polinosis detec-
tadas, son muy interesantes los datos de concentraciones medias diarias de pdlenes; pero cuando se preten-
de elaborar graficos y resimenes resulta mas interesante recurrir a otros periodos de tiempo, como son la
semana, periodos de diez dfas, etc. (concentraciones medias semanales, de diez dias, etc.).

Si quieren expresarse concentraciones medias diarias en forma de concentraciones medias semanales, de
diez dfas o de otro periodo de tiempo, debe calcularse la media aritmética de los siete, diez o n valores de con-
centracién media diaria de los dias que corresponden a la semana, los diez dias o el periodo de tiempo escogido.

Para que los resultados que se expresan resulten ttiles a los usuarios, debe indicarse muy claramen-
te, no solamente en qué unidades se expresan, sino también a qué periodo de tiempo se refieren. Si el
periodo elegido es la semana, el nimero orden de éstas debe asignarse de acuerdo a la normativa de la
Organizacién Internacional de Normalizacion, segiin la cual la primera semana del ano es aquella que con-
tiene el primer jueves.

Los espectros diarios (método Hirst) o semanales (método Cour) son incluidos en las bases de datos y
procesados adecuadamente para la generacion de resimenes correspondientes a periodos de tiempo mas lar-
gos. Asi, es frecuente que se elaboren espectros polinicos anuales, eso es, relaciones ordenadas de los distin-
tos tipos polinicos identificados en una localidad a lo largo de todo un afio y de las cantidades registradas
(suma de las concentraciones medias diarias o semanales, segiin metodologfas). Suele incorporarse al espec-
tro el valor de la concentraciéon maxima alcanzada. Estos espectros resultan muy validos, no sélo para identi-
ficar los taxones con mayor incidencia en la localidad, sino también para evidenciar la variabilidad interanual
de las polinizaciones.

CALENDARIO POLINICO

Con el nombre de calendario polinico se designa una representacion grafica que resume la dindmica anual
de los principales tipos polinicos de una localidad, ordenados en funcién de su periodo de polinizacién.

Este tipo de representacion, que compendia en una sola figura toda la informacién aerobiolégica de una
localidad, facilita la comprensién de la composicion polinica de la atmésfera en todo momento del afio, infor-
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ma de los pélenes que pueden resultar mas perjudiciales en cada periodo anual y destaca la importancia rela-
tiva de unos pélenes respecto a otros.

Aunque un calendario polinico confeccionado con los datos de un solo ano de muestreo es ya una infor-
macion muy valida, resultan mas representativos aquellos calendarios elaborados con los datos promedio de
diversos afos de estudio, puesto que en ellos queda reflejada la variabilidad interanual que tiene como causa
la meteorologia y aquella que presentan determinadas especies que alternan anos de elevada produccién poli-
nica con anos de baja polinizacién.

Los calendarios polinicos pueden confeccionarse de muy diversas maneras. En lo referente a la escala
de tiempo, los calendarios polinicos pueden representar la dindmica de los pdlenes en unidades de tiempo
que sean meses 0 semanas, mas raramente la precisién del tiempo es diaria. Suele mantenerse constante el
hecho que la escala de tiempo se represente en el eje de abscisas.

En lo referente a la escala del polen, que suele ocupar el eje de ordenadas, los calendarios polinicos pue-
den representarse con diversas unidades de medida del polen:

* Con los valores precisos de las concentraciones medias del periodo de tiempo. Asi, el calendario
resulta ser una sucesion de graficos, cada uno con la curva de un taxon. Este tipo de presentaciéon
tiene una ventaja, la precision; pero tiene también un inconveniente, la cantidad de espacio que
requiere, debido al hecho que hay algunos taxones que alcanzan concentraciones atmosféricas muy
elevadas. La publicacién de calendarios polinicos de este tipo consume bastante espacio y esto, ade-
mas de complicar la edicién, crea dificultades a la hora de comparar la dindmica entre taxones y de
interpretar la informacién contenida.

* Con clases de valores (categorias) establecidos a partir de las concentraciones medias del periodo de
tiempo. Normalmente se definen entre 3 y 5 categorias. Siguiendo este método, la dindmica anual de
cada taxon queda representada por un grafico de dimensiones similares al del resto de taxones. Una
ventaja que ofrece este diseno sobre el anterior es que permite economizar mucho espacio y ello
redunda también en resaltar las tendencias de cada tipo polinico.

* Con conceptos relacionados con la polinizacién. En este caso se establecen previamente los concep-
tos de inicio de la polinizacién, periodo de polinizacién principal u otros que se decida representar
(diversos autores han propuesto definiciones de estos conceptos®*?). En este tipo de calendario poli-
nico cada taxon queda representado por un rectangulo. Dentro del rectangulo se encajan, en las dreas
que corresponden segtin la época del afio, los colores o tramas que se han elegido para representar
las diferentes etapas o conceptos de la polinizacién. La eleccion de este disefio ofrece las mismas ven-
tajas que el caso anterior; pero presenta una complicacién: los taxones que inician su polinizacién a
finales de afo y la prolongan al afo siguiente deben ser tratados de forma distinta a los taxones que
polinizan dentro de un ciclo anual. De no hacerlo asi, las dinamicas representadas para los primeros
pueden ser totalmente falsas.

REDES AEROBIOLOGICAS

En las tltimas décadas la mayor parte de las disciplinas cientificas se han organizado en redes, es decir,
que los distintos grupos de investigacién que compartian lineas comunes han acordado crear bases de datos
coordinadas. Esta forma de funcionar permite una mayor difusién del conocimiento y posibilita optimizar
esfuerzos. A la par que las redes se abren a los cientificos contribuyentes, también pueden abrirse, con las res-
tricciones que sean necesarias para no perjudicar la propiedad intelectual, al ptblico en general.

Este planteamiento en la organizacién de la informacién llegd también a los diversos grupos de aero-
bidlogos que investigaban localmente y surgié la organizacién en redes aerobioldgicas no sélo a escala nacio-
nal sino también superior (European Allergy Network, EAN, con sede en Viena, Austria).
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Los datos que se publican y divulgan a través de redes aerobioldgicas nacionales e internacionales en la
mayor parte de Europa provienen de captadores de tipo Hirst y se han obtenido con métodos estandarizados
de recuento.

A escala intranacional, multitud de paises han hecho esfuerzos para converger en un método estandari-
zado de muestreo atmosférico; a escala internacional se presentan algunas diferencias entre paises, especial-
mente en las rutinas de recuento de las muestras.

En Espana estan funcionando dos grandes redes nacionales de muestreo atmosférico, la organizada en
el seno del Comité de Aerobiologia de la Sociedad Espafiola de Alergologia e Inmunologia Clinica (SEAIC) y
la de la Red Espanola de Aerobiologia (REA). Ambas redes siguen un protocolo similar de recuentos polini-
2122 - que se hacen identificando y contando todos los granos que se observan en cuatro lineas longitudi-
nales repartidas proporcionalmente en la superficie de la Idmina. El recuento de las esporas de hongos no estd

COs

tan sistematizado ni generalizado, aunque empieza a extenderse.

Las redes nacionales son posibles gracias a la contribucion de redes a escalas menores (autonémicas y
provinciales) y de investigadores individuales que adoptan sus normas de muestreo y envian periédicamente
sus resultados a la base de datos de la red nacional. De la misma manera, las redes internacionales no son
mas que el compendio de datos servidos por las distintas redes nacionales.
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