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RESUMEN

El ciclo diario de las concentraciones de polen refleja la respuesta genética a las
condiciones ambientales. El estudio detallado de estos ciclos se utilizé para identificar
la influencia de fuentes externas en los niveles locales de polen. En este estudio se
identificaron tres perfiles diarios diferentes (Ci) de concentraciones de polen de Olea
en la ciudad de Alicante (sureste de Espafia) mediante un andlisis de cluster. Para ello
se utilizaron datos bihorarios del afio 2010 al afo 2015. La frecuencia porcentual, el
indice de polen y la concentracidon media de polen de Olea (en granos de polen-m3)
para cada grupo fueron: C1 (~91%, 8797, 26), C2 (~7%, 4641, 179) y C3 (~ 2%, 1845,
308). C1 fue el patrén predominante en todo el periodo principal de polinizacién (MPS,
Main Pollen Season (MPS)), mientras que C2 y C3 solo estuvieron presentes en la mitad
de la MPS. Se observaron pequefias variaciones en las concentraciones de polen a lo
largo del dia para C1, mientras que C2 y C3 mostraron la concentracion de polen mas
alta a las 04:00 UTC y 10:00 UTC, respectivamente. C1 presenté patrones debidos a los
aportes locales de polen, influenciados por las precipitaciones, las brisas marinas y la
recirculacién de contaminantes del aire. Por otro lado, C2 y C3 estuvieron fuertemente
influenciados por aportes externos de polen de las regiones del suroeste de Espana.
Los resultados del estudio indican que los aportes externos del suroeste se asociaron
con la exposicidon de la poblacién a altas concentraciones de polen durante cortos
periodos de tiempo. Por el contrario, los aportes del noroeste se asocian con la
exposicién a concentraciones mas bajas de polen durante periodos de tiempo mas

prolongados.






ABSTRACT

The daily cycle of pollen concentrations reflects its genetic response to environmental
conditions. The detailed study of these cycles was used to identify the influence of
external sources on local pollen levels. In this work, three different daily profiles (Ci) of
Olea pollen concentrations were identified in the city of Alicante (southeastern Spain)
using cluster analysis. For this, two-hour data from 2010 to 2015 were used. The
percentage frequency, pollen index and mean Olea pollen concentration (in pollen
grains:m=3) for each cluster were: C1 (~91%, 8797, 26), C2 (~7%, 4641, 179) and C3
(~2%, 1845, 308). C1 was the predominant pattern throughout the whole main pollen
season (MPS), while C2 and C3 were only present in the middle of the MPS. Small
variations in pollen concentrations throughout the day were observed for C1, while C2
and C3 showed the highest pollen concentration at ~04:00 UTC and 10:00 UTC,
respectively. C1 represented concentration patterns due to local pollen inputs, being
influenced by precipitation events, sea breezes and the recirculation of air pollutants.
On the other hand, C2 and C3 were strongly influenced by external pollen inputs from
southwestern regions of Spain. The results of this study indicate that external inputs
from these regions were associated with exposure of the population to high pollen
concentrations for short periods of time. In contrast, inputs from the northwest were

associated with exposure to lower pollen concentrations for longer periods of time.






1. INTRODUCCION

El polen atmosférico es una de las principales causas de alergia (polinosis), sobre todo
en los paises desarrollados (D’Amato et al., 2001). Las consecuencias clinicas de la
polinosis son la rinitis alérgica, la conjuntivitis alérgica, el asma bronquial y, en menor
medida, la urticaria (Gioulekas et al., 2004). Estas son causas importantes de
morbilidad y pérdida de productividad en personas sensibilizadas, ocasionando un
aumento de los costes sanitarios (Traidl-Hoffmann et al., 2003). Segun el Libro Blanco
Europeo sobre Alergia, la prevalencia de la rinitis crénica es aproximadamente 10,9 %,
mientras que las tasas de prevalencia del asma varian del 2,5 al 10,0 % y la de la
dermatitis atopica oscila entre el 15-20 %, en poblacién pediatrica, y el 10 % en
poblacidn adulta (Agache et al., 2018). Varios estudios ponen de manifiesto que hasta
el 90 % de las personas sensibilizadas no estan siendo tratadas de manera correcta, lo
gue conlleva consecuencias socioecondmicas negativas, como absentismo laboral y
reduccién en la productividad, entre otros (Maurer et al., 2009; Maurer & Zuberbier,
2007; Zuberbier et al., 2014). En Europa, las enfermedades alérgicas se han convertido
en la patologia crénica mas frecuente entre la poblacidn, con una prevalencia estimada
en torno al 31 %, que se prevé que ird en aumento (Bauchau & Durham, 2004; Blomme

et al., 2013).

El hecho de que los granos de polen inducen alergia y, con ello, sintomas es
incuestionable (Subiza, 2004). La fisiopatologia de la polinosis se cree que se inicia
mediante el contacto del organismo con los alérgenos (antigenos), proteinas
especificas presentes en los granos de polen, a través de la mucosa nasal, la conjuntiva
ocular y el arbol bronquial. En el primer contacto con el alérgeno, se estimula la
formacion de células T especificas presentadoras de antigeno (especialmente Th2) y la
produccidn consiguiente de células B productoras de inmunoglobulinas E especificas
de antigeno (IgE). Durante el segundo encuentro con el antigeno, se produce la
liberacién de sustancias pro-inflamatorias y la subsiguiente inflamacién que conduce a

la manifestacidn clinica de la alergia (Traidl-Hoffmann et al., 2003).

El tamafio es una caracteristica definitoria de la capacidad del polen para producir

manifestaciones clinicas alérgicas. Las reacciones alérgicas en 6rganos de facil acceso
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(nariz y ojos), se debe al contacto directo de los granos de polen intactos y a la
posterior liberacién de los alérgenos solubles (D’Amato et al., 2007). Sin embargo, el
asma bronquial se debe al contacto de los alérgenos en forma de particulas con un
tamanio inferior a 10 um que se encuentran en la atmodsfera y que proceden de restos
de las plantas (anteras), del interior de los granos de polen fraccionados por la accidn
de la lluvia y de su disolucién y transporte en particulas <2,5 um presentes en la
atmoésfera como, por ejemplo, las derivadas de la combustién del diesel. Asi, se asume
que todas las particulas con un didmetro aerodindamico mayor a 10 um quedan
atrapadas en las vias respiratorias superiores, requiriéndose particulas con un
diametro inferior a 10 um para activar la respuesta asmatica (Lippmann, 2010). De
hecho, el tamafio es una de las caracteristicas mds importantes utilizadas para
describir las propiedades y el comportamiento de la materia suspendida en la
atmoésfera (PM, Particulate Matter). La PM puede ser debida a causas naturales, como
el polen, o por la accién del hombre, como el uso de combustibles fdsiles (Gieré &
Querol, 2010). Aunque muchas particulas no son esféricas, el tamafio se clasifica
utilizando su didmetro aerodindamico que equivale al didmetro de un objeto esférico
con las mismas propiedades (Buseck & Schwartz, 2003). La PM presente en el aire
incluye particulas con rangos muy amplios de tamano, desde nandmetros (nm) hasta
varias decenas de micrometros (um), definiéndose PM10 (particulas con didmetros
aerodindmicos <10 um) y PM2,5 (particulas con didmetros aerodindmicos <2,5 um)
como los tamafiios de particulas inhalables (toracicas) y respirables (alveolares) para un
ser humano adulto, respectivamente (Figura 1). La PM no solo es motivo de
preocupacion por sus efectos adversos sobre la salud humana (mayor riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares, enfermedades alérgicas, entre otras)
(Khaniabadi et al., 2017) sino también por su efecto perjudicial sobre el medio

ambiente (Zhao et al., 2013) y sobre el cambio climdtico (Fuzzi et al., 2015).

La polinosis se caracteriza por la recurrencia de sintomas, alternando periodos de
mejoria y periodos de empeoramiento (Makris et al., 2010), aunque suelen ser mas
prevalentes durante el periodo principal de polinizacién de las plantas (MPS, Main
Pollen Season). La caracterizacion precisa de la MPS, mediante el estudio aerobiolégico

de los pdélenes mas alergénicos presentes en la atmdsfera durante todo el afio,



proporciona informacién muy valiosa a la poblacién alérgica para llevar a cabo
medidas preventivas, con el fin de minimizar los efectos de la polinosis en los dias de
mayor concentracion polinica como, por ejemplo, limitar las actividades al aire (Ribeiro
et al.,, 2009; Smith et al., 2014); y, también, a los profesionales sanitarios, cuya
informacién es de gran ayuda para ajustar el tratamiento farmacolégico de los

pacientes alérgicos (Targonski et al., 1995).
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Figura 1. Regiones del sistema respiratorio humano y la capacidad de penetracion de las particulas en
funcion de su diadmetro aerodindmico. Adaptado de Lippmann 2010.

El espectro polinico en cada zona geogréfica, influida por las condiciones
meteoroldgicas imperantes, lo conforman diferentes especies herbaceas y arbdreas
(Garcia-Mozo et al.,, 2006). En Espafia, los tipos polinicos alergolégicos mads
importantes son las gramineas, entre las herbdaceas, y el olivo entre las arbéreas
(Subiza, 2004). Este ultimo, presenta una tasa de sensibilizacidon del 29,4 % con mayor
prevalencia en el sur de la peninsula, siendo Jaén, con mas del 90 % de su extensién
geografica cultivada de olivo, la que presenta las tasas mas elevadas de sensibilizacion

(97 %) registrando concentraciones polinicas diarias > 4000 granos de polen-m3



(Armentia et al., 2002). Concretamente, los estudios realizados en la provincia de
Alicante, revelaron un aumento sustancial de la sensibilizacion de la poblacién al polen
del olivo. Mientras que en 1995 el 10 % de la poblacidn era monosensible al polen de
Olea (Fernandez et al.,, 1998), en 2015 esta cifra ascendid al 53 % de la poblacién.
Aunque no se identificé un aumento de la frecuencia del polen de Olea en la atmdsfera
ni variaciones en la densidad del cultivo de olivares en la zona, se registré un
incremento puntual en los picos de polen de olivo detectados que se podian explicar,
solo en parte, por un aumento en las precipitaciones a lo largo del periodo de estudio

(Fernandez et al., 2015).

A continuacidn, para proporcionar un marco de referencia a los resultados observados,
se describen: las principales caracteristicas del polen de Olea, haciendo especial
mencién a su relacion con la polinosis; el desarrollo vegetativo del olivo, sobre todo en
lo relacionado al proceso de produccién de polen; vy, por ultimo, una breve descripcion

del modelo mas utilizado para la simulacién del transporte polinico (HYSPLIT).

1.1. Olea

La familia de las Oleaceae es la principal representante de la orden Lamiales, la cual
incluye 615 especies agrupadas en 29 géneros. Esta se encuentra extensamente
distribuida en la cuenca mediterranea, en Norteamérica, en la Peninsula Ibérica, en las

Islas Canarias y en las Islas Baleares (Armentia et al., 2002; Solomon & Jelks, 1997).

El género Olea incluye aproximadamente 35 especies en todo el mundo;
concentrandose el 98 % de los olivos en la zona mediterranea y el 24 % en Espaia,
mayoritariamente presente en Andalucia (62 %), Castilla La Mancha (15 %) vy
Extremadura (11 %) (Vargas & Talavera, 2012). En Espafia, la Unica representante de
esta familia es la Olea europaea L, relevante por los productos obtenidos de su cultivo
y como especie ornamental (Vargas & Talavera, 2012). La explotacion agricola del olivo
tiene un bajo coste y una elevada resistencia a las altas temperaturas y a la sequia,
hecho que explica porque es el cultivo mayoritario en estas areas geograficas (Giourga

& Loumou, 2002). La polinizacion del olivo es fundamentalmente anemdfila, es decir,



por accién del viento, siendo la participacién de los insectos muy escasa (Mazzeo et al.,

2014).

El polen del olivo es de pequefio tamafio (17-21 um), esferoidal, isopolar y
tricolporado; con reticulaciones con columnelas muy visibles en su exina, la cual tiene
un grosos de 3 um (Liccardi et al., 1996) (Figura 2). Estas caracteristicas morfoldgicas
son las utilizadas para cuantificar su concentracién en el aire, mediante microscopia

Optica tras su captacion.

a)

Figura 2. a) Polen del olivo tefiido con fucsina; b) Polen del olivo visto a través del microscopio
electronico de barrido (MEB).

El sistema mas utilizado para el muestreo de polen es el captador volumétrico tipo
Hirst que, a través de una hendidura 14x2 mm, aspira un flujo de aire constante de 10
I-mint (similar al volumen de inhalacién de aire por el pulmén humano) y lleva
acoplada una veleta que orienta permanentemente el orificio de succidon en funcidn
del viento. El aire impacta en una pelicula plastica transparente (Melinex), recubierta
de una capa fina y uniforme de vaselina, montada sobre un tambor que, mediante un
mecanismo de relojeria, gira a una velocidad fija de 2 mm-h? (Figura 3). En la cinta
guedan retenidas secuencialmente la mayoria de las particulas atmosféricas >1 um,
entre ellas los granos de polen. La cinta se retira semanalmente y se corta en
fragmentos de 48 mm que corresponden a 24 horas, los cuales se colocan en un

portaobjetos y se observan al microscopio éptico después de ser tefiidos con fucsina.



a)

Figura 3. a) Captador volumétrico tipo Hirst (Burkard) ubicado en un punto de muestreo; b) Vista del tambor

y la cinta de impactacion.

Las muestras son observadas al microscopio dptico a 40x10 aumentos, en vision de
superficie y seccion dptica, mediante cuatro barridos horizontales continuos a lo largo
de toda la preparacién (12 % superficie impactada). En cada barrido se cuenta el
nimero de granos de polen de cada tipo polinico identificado y asi se obtiene
informacién sobre la concentracion polinica del aire a lo largo del dia, comUunmente
denominado recuento polinico. Dependiendo de la longitud del fragmento se pueden
hacer recuentos de pdlenes semanales, diarios e incluso horarios. Asi, si se quiere
conocer la concentracién polinica horaria, se emplea una regla de acetato con 24
divisiones transversales separadas 2 mm (la velocidad de desplazamiento). La
concentracion polinica debe expresarse como la media diaria de granos de polen por
metro cubico de aire, para poder compararlos con los datos proporcionados en otros
lugares. Para ello, se debe multiplicar el nimero de granos de polen contabilizados por
un factor (0,55) que tiene en cuenta el volumen de succidn del captador (0,01 m3-min-
1) y la superficie del campo del microscopio (0,44 mm), que varia en funcién de la

marca de microscopio utilizada (Galan et al., 2007).

Esta técnica de monitorizacién es la empleada para evaluar la temporada polinica de
los diferentes taxones polinicos presente en la atmodsfera. Dicha informacién es
utilizada para indicar a la poblacidn alérgica el riesgo de alergia, que hacen referencia a
la concentracién de polen necesaria para que un porcentaje bajo, medio o alto de la

poblacién sensible desarrolle los sintomas asociados a la presencia de estos pdlenes
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(Galan et al.,, 2007). Sin embargo, la variabilidad en la relacién entre las
concentraciones de polen y los sintomas de alergia ha puesto de relieve las dificultades
para encontrar un umbral clinico universal. Dichos umbrales dependen en gran medida
de la cantidad de polen a la que suele estar expuesta la poblacién alérgica, que a su vez
depende de la flora local y, por tanto, de la zona geografica; de la presencia de
especies con reactividad cruzada, de la contaminacién atmosférica e incluso de la
sensibilidad de cada paciente (Becker et al., 2021; Cecchi L., 2013). Por ejemplo,
concentraciones de polen de Olea > 400 granos de polen-m= provocaron sintomas
leves de rinitis en la poblacién alérgica de una zona con alta densidad de olivares
(Florido et al., 1999) mientras que concentraciones de 162 granos de polen-m3 o
incluso mucho menos fueron suficientes en dreas con una menor densidad de cultivos
(Feo-Brito et al., 2011; Waisel et al., 2004). Por tanto, si se quiere proporcionar
informacién Util a la poblacion alérgica, seria conveniente determinar los valores
umbrales adecuados para cada zona geogréfica y para cada tipo de polen. De forma
alternativa, ante las dificultades para obtener informacién clinica, simplemente se
estiman umbrales de exposicion, generalmente, basandose en percentiles estadisticos
(Gabaldon-Arguisuelas, 2016; Galera et al., 2018). Asi, por ejemplo, en Alicante se
estimaron los niveles de exposicién Bajo (<20 granos de polen-m3), Moderado (20-50
granos de polen-m3), Alto (51-100 granos de polen-m3) y Muy Alto (> 100 granos de
polen-m=3) (Viney et al., 2021), que eran considerablemente inferiores a los propuestos

por la Red Espafiola de Aerobiologia (REA) para taxones arbdéreos (Galan et al., 2007).

Por otro lado, se ha observado que la clinica que en muchas ocasiones presentan los
pacientes alérgicos no se corresponde con los recuentos polinicos (Sanchez et al.,
2005), confiriendo a los alérgenos un papel relevante. La exposicion a los granos de
polen puede no ser sindnimo de exposicion a alérgenos (De Linares et al., 2007;
Moreno et al.,, 2016; Fernandez-Gonzalez et al., 2020) ya que, como ya se ha
comentado anteriormente, los granos de polen son responsables de las reacciones
alérgicas en dérganos de facil acceso pero se necesitan los alérgenos (particulas de un
tamafio inferior a 10 um) para activar la respuesta asmatica (Lippmann, 2010). En este
sentido, del polen de Olea, se han descrito hasta diez alérgenos diferentes, clasificados

de Ole e 1 a Ole e 10 (Esteve et al., 2012), siendo Ole e 1 el alérgeno mds frecuente y
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responsable del 70 % de los sintomas alérgicos de la poblacién sensibilizada (Berghi,
2014). La cuantificacién de los alérgenos del polen se realiza mediante ensayos
inmunoquimicos y, de momento, en la practica clinica habitual, no se ha establecido
una metodologia para su determinacidn sistematica. Por tanto, los recuentos polinicos

siguen siendo los valores de referencia.

1.2. Desarrollo vegetativo del olivo

El recuento sistematico de granos de polen de Olea presente en la atmdsfera ha dado
lugar a numerosos estudios centrados en las caracteristicas aerobiolégicas de esta
especie. Los estudios realizados en diferentes regiones revelan que las
concentraciones de polen en el aire pueden mostrar importantes variaciones no solo
anuales, sino también diarias e incluso horarias. Estas variaciones parecen estar
estrechamente relacionadas con el estado fisiolégico de la planta y las condiciones
climaticas locales (Aguilera et al., 2015; Charalampopoulos et al., 2018; Diaz De La

Guardia et al., 2003; Fernandez-Rodriguez et al., 2016; Galera et al., 2018).

El periodo de polinizacion del olivo en Espafia suele tener lugar de abril a julio.
Ademas, también se ha observado el fendmeno de veceria o produccién en
alternancia, que caracterizan a los darboles frutales. Este fendmeno se debe a la
competencia por los nutrientes de la planta que presenta las frutas de una temporada
y las flores de la temporada siguiente, que da lugar a la sucesién de afios con mayor
produccidn de fruto con otros de mayor emisiones de polen a la atmdsfera (Corsico,
1993). Ademds, las fases bioldgicas de Olea estan influenciadas por las condiciones
meteoroldgicas imperantes, como la lluvia y la presencia o ausencia de viento, que
también son capaces de influir en la cantidad de polen emitido a la atmdsfera, cada
afio (Armentia et al., 2002; Mazzeo et al., 2014). Los estados fenolégicos del olivo
engloban la formacién de fruto durante el verano, una fase de latencia durante el
otofio, la formacién de yema a finales de invierno y la floracién a finales de la
primavera (Galan et al., 2005). Esta ultima es la fase mas critica del ciclo del olivo y se
ha visto que esta fuertemente condicionada por la temperatura y las precipitaciones.

Asi, la presencia de temperaturas bajas y elevadas precipitaciones en el periodo previo
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a la floracion, son condiciones climaticas que favorecen la formacién de flores. En
contraposicion, el inicio de la floracion requiere alcanzar una temperatura dptima
(definida para el olivo a 20-30 °C) para la produccién de polen y su liberacion a la
atmoésfera; y la presencia de precipitaciones disminuye el polen de la atmdsfera hasta
en un 80 % debido al efecto lavado que produce (Aguilera et al., 2014; Bonofiglio et al.,

2008; Ribeiro et al., 2006).

Por otro lado, la alta capacidad adaptativa del olivo lo convierte en una herramienta
util para estudiar los efectos del cambio climatico global en los agroecosistemas
(Aguilera et al., 2014; Bonofiglio et al., 2008; Moriondo et al., 2013; Orlandi et al.,
2014). De hecho, en las ultimas décadas la tendencia creciente en la prevalencia de la
polinosis se ha atribuido, en gran medida, al cambio climatico, ya que el aumento de la
temperatura se ha asociado con MPS mas tempranas y duraderas y con floraciones
mas intensas (D’Amato et al., 2016; Martinez-Bracero et al., 2019; Picornell et al.,
2023; Ruiz-Valenzuela & Aguilera, 2018). Por otro lado, la cuenca mediterranea
occidental es una de las regiones con mayor probabilidad de verse afectada por el
cambio climatico este siglo (Giorgi & Lionello, 2008), ya que se caracteriza por una
dinamica atmosférica especifica, debido a interacciones complejas entre factores

climaticos y topograficos (Millan et al., 1991, 1996; Ulbrich et al., 2012).

La respuesta genética del polen a las condiciones ambientales, como la temperatura,
también se refleja en la variacién de la concentracién polinica a lo largo del dia. Asi, el
perfil diario de Olea muestra un comportamiento distinto a lo largo del afo. Durante la
MPS el patrén horario estd bien definido, a diferencia del resto del afio en el que las
concentraciones polinicas horarias muestran una distribucién mas heterogénea
(Fernandez-Rodriguez et al., 2020). Generalmente, durante la MPS, las mdximas
concentraciones de polen se registran durante las horas centrales del dia, cuando se
produce la maxima dehiscencia de las anteras (Dominguez et al., 1993; Galan et al.,
1991). Mientas que, en otros estudios, la presencia de picos polinicos fuera de las
horas centrales del dia se asociaron con aportes polinicos no locales (Garcia-Mozo,
2017; Hernandez-Ceballos, 2014; Izquierdo et al., 2011). Dichos aportes se pueden
determinar mediante la simulacion del movimiento de las masas de aire, las cuales

transportan el polen registrado en regiones potencialmente fuente, es decir, regiones
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con elevada densidad de olivo cultivado. Existen diferentes modelos meteoroldgicos
que permiten estudiar el origen de las masas de aire como, por ejemplo, SILAM
(System for Integrated modelling of Atmospheric coMposition), FLEXPART (Flexible
Particle Dispersion model) y, el mas utilizado, HYSPLIT (Hybrid Single Particle
Lagrangian Integrated Trajectory Model). Este Ultimo, se desarrolla mds ampliamente

en el siguiente apartado.

1.3. HYSPLIT

La mayor parte del polen se deposita cerca de las fuentes de emisidn. Comtois et al.
(2000) reportaron concentraciones mas altas de varios tipos de polen en ciertas
altitudes que a nivel del suelo, y evidenciaron una capa de transporte aerobiolédgico a
aproximadamente 500 m sobre el nivel del mar. A pesar de su gran tamafio, el
comportamiento del polen de muchos taxones en la atmdsfera es similar al de los
aerosoles atmosféricos convencionales debido a la baja densidad de los granos de
polen y a sus contornos aerodinamicos (lzquierdo et al., 2011). Considerando su tasa
de deposicidn y su tiempo promedio de residencia en la atmédsfera, se puede inferir
gue aproximadamente la mitad de la masa de polen emitida serd transportada a

distancias > 10 km (Aylor, 2002).

El estudio del transporte atmosférico de polen es esencial para identificar fuentes
remotas del mismo. Varios trabajos han demostrado que el andlisis de los movimientos
de las masas de aire, junto con informacién detallada de la cobertura del suelo y de las
variables meteoroldgicas, es una herramienta adecuada para localizar fuentes de polen
situadas a largas distancias (Alarcon et al., 2022; Belmonte et al., 2008; Cecchi et al.,
2006; Fernandez-Rodriguez, Tormo, et al., 2014; Hernandez-Ceballos et al., 2011;
Mohanty et al., 2017; Skjgth et al., 2013). La importancia de su estudio se debe a que
los aportes de polen de otras regiones, tienen influencia sobre las concentraciones de
polen locales, y en consecuencia, sobre las variaciones de los niveles de polen a lo
largo del afio e incluso del dia, siendo esencial su andlisis para una mejor
interpretacion de los resultado (Fernandez-Rodriguez et al., 2014). De esta forma, con

la obtencidn de un analisis mas completo, es posible alertar de forma mas certera a la
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poblacién sensibilizada de los aumentos en las concentraciones de polen (Bruns et al.,

2003).

HYSPLIT (Hybrid Single Particle Lagrangian Integrated Trajectory Model) es una
herramienta para determinar la emisidn, transporte, dispersiéon y deposicion de
particulas. El método de célculo se basa en un modelo hibrido que combina el enfoque
lagrangiano y la metodologia euleriana y esta disefiado para soportar un rango amplio
de simulaciones relacionadas con el transporte de particulas atmosféricas, la
dispersion de contaminantes y la deposicién de estos en la superficie terrestre. Su
desarrollo se llevd a cabo de forma conjunta por el ARL (Air Resources Laboratory) de
la NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration) en Estados Unidos y el
Bureau of Meteorology of Australia, siendo la versién inicial la desarrollada por Draxler

y Taylor en 1982 (Draxler & Hess, 1997). La versién actual es la 5.3.

Es posible obtener HYSPLIT de forma gratuita desde su pagina oficial (NOAA, 2024) y
ejecutarlo en un ordenador con entorno Windows®. Para la realizaciéon de las
simulaciones, el modelo requiere la presencia de ficheros de control, ficheros de
configuracion y ficheros con datos meteorolégicos (Draxler et al., 2023), ademas de la
definicion de determinados parametros como: el punto de partida de las trayectorias,
la direccidn de la trayectoria (hacia delante o hacia atras), el inicio de la misma (afio,
mes, dia y hora en UTC (Greenwich Mean Time, GMT)), el periodo de la trayectoria (en
horas), y la altura a la que se quiere observar la masa de aire. Finalmente, como
resultado se obtiene un fichero binario con varias opciones de formato (Gonzalez,
2009) como, por ejemplo, el grafico de la figura 4 que muestra el recorrido de las
masas de aire a tres aturas, 100 m, 500 m y 1000 m, durante las 24 h antes de su
llegada a Alicante a las 02:00 y 10:00 UTC el 12 de mayo de 2010. En la figura se
observa como las masas de aire, procedentes del oeste de la Peninsula Ibérica,
atravesaron el norte de Andalucia. Ese dia en Alicante se registraron 398 granos de
polen de Olea-m3, con valores maximos de 132 granos de polen-m= a las 02:00 UTC
que van descendiendo hasta alcanzar concentraciones < 20 granos de polen-m3 a
partir de las 10:00 UTC. Aunque a simple vista las retrotrayectorias de la figura 4 son
muy similares, en la de las 02:00 UTC se observa que las masas de aire recorren a una

altura de 1000-500 m en las horas centrales del dia, cuando se registran los niveles
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maximos polinicos, las provincias de Cdérdoba y Jaén que concentran la mayor
extension de olivares del mundo. Mientras que la masa de aire de las 10:00 UTC
recorre Huelva, que presenta menor concentracién de olivares en su extensién (ver

Figura 5).
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Figura 4. Retrotrayectoria a tres aturas, 100 m, 500 m y 1000 m, que llegaron a Alicante a las 02:00 y
10:00 UTC el 12 de mayo de 2010 (Draxler et al., 2023; NOAA, 2024).

En multiples trabajos se ha empleado el modelo HYSPLIT para identificar las fuentes de
emision y las tendencias de transporte de PM contaminante en diferentes ciudades
(Ma et al., 2021; Nicolas et al., 2008; Trosi¢ Lesar & Filipci¢, 2022; Vélez-Pereira et al.,
2022; Yerramilli et al., 2012). En el campo de la aerobiologia, este modelo ha
demostrado ser una herramienta util para estimar la direccién de las masas de aire e
identificar el origen del polen transportado desde otras regiones (lzquierdo et al.,
2011; Hernandez-Ceballos, 2014; Garcia-Mozo, 2017; ; Richard et al., 2023; Goyal et
al., 2024;), ampliando la informaciéon que se facilita a los pacientes sensibilizados. Asi,
por ejemplo, se determind que el 40 % del polen de Betula registrado en Cataluia
provenia del transporte de larga distancia desde los Pirineos (37 %) y Francia (63 %)
(Alarcon et al., 2022). Y, en Polonia se observé, también para el polen de Betula, que

los granos registrado en su atmodsfera tenian su origen en Bielorrusia y Rusia, y, en
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menor medida, en las republicas balticas y escandinavas (Bogawski et al., 2019). En
particular, para el polen de Olea se ha demostrado que, por ejemplo, en Extremadura,
ademas del de origen local o regional, el polen atmosférico procedente de regiones al
oeste (Portugal) y al sureste (Andalucia) daban lugar a un aumento de las
concentraciones polinicas en la noche (Fernandez-Rodriguez et al., 2014) y el registro
de picos de polen atmosférico fuera de la MPS pasado el mediodia (Monroy-Colin et
al., 2020). En la ciudad de Alicante, durante un periodo de estudio de 5 afios, se
observé que durante el periodo de polinizacion del olivo las masas de aire procedentes
del suroeste y del noroeste transportaron el 57 % del polen de olivo que se registré en
la ciudad de Alicante. Dicho valor se correspondia con la suma de las concentraciones
bihorarias de polen de Olea asociadas a las retrotrayectorias con origen en las regiones
del oeste (suroeste y noroeste) que se definié como indice de polen externo (EPI). Las
masas de aire del suroeste fueron las que mas contribuyeron a las concentraciones de
polen de la ciudad, ya que provenian de Andalucia que concentra la mayor extension
de olivar. Ademas, la relacién lineal entre el EPl y el API, concentracién anual
acumulada de polen, revelé que en ausencia de aportes externos los nivel anuales
maximos registrados en Alicante serian de 1300 granos de polen-m3. Asimismo, se
observé influencia del EPI sobre la duracion de la MPS, las concentraciones pico

anuales y la fecha en la que estas se registraron (Viney et al., 2021).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis es evaluar la variacion de las concentraciones
polinicas de Olea en Alicante a lo largo del dia, que complementa el estudio realizado
previamente sobre los niveles anuales (Viney et al., 2021), dando una visidn

aerobioldgica integral del polen del olivo en Alicante.

Para su consecucioén, se definen los siguientes objetivos especificos:
o Analizar las concentraciones bihorarias de Olea registradas durante 2010-2015.
o ldentificar los posibles perfiles diarios, mediante el analisis de cluster.

o Valorar la influencia de las variables meteoroldgicas sobre los perfiles diarios

identificados.

o Cuantificar las contribuciones polinicas locales y las externas en los distintos perfiles

diarios identificados, mediante el estudio del origen de las masas de aire.

o Identificar los momentos del dia en los que la poblacion alérgica se expone a

mayores concentraciones polinicas (mayor riesgo de alergia).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Sitio de muestreo y posibles regiones fuente de polen de Olea

3.1.1. Caracteristicas del sitio de monitoreo

El punto de muestreo se ubicd en la terraza del Hospital General Universitario Dr.
Balmis (38°21'48’N; 0°29'21"’W; 40 m sobre el nivel del mar), localizado en la parte
norte de la ciudad de Alicante. Se trata de una poblacion de tamano medio (~330.000
habitantes) situada en el sureste de Espafia. Alicante se encuentra en el mar

Mediterrdneo y estd rodeada por una serie de colinas y elevaciones (Figura 5).

\W s 0 100 200 300 400 km

Figura 5. Ubicacion del lugar de muestreo en el sureste de Esparia. Las superficies de cultivo de Olea se
indican en color verde (datos de 2012, obtenidos del CORINE Land Cover). Las regiones potencialmente

fuente de polen de Olea también se muestran.

El clima en la zona de estudio, segun la clasificacién climatica de Képpen, se define
como semidrido cdlido (Bsh), con suaves inviernos y veranos largos y secos. Durante la
temporada de primavera (periodo en el que la polinizacién del olivo ocurre) de los
anos 2010-2015, los parametros meteoroldgicos no presentaron importantes
variaciones interanuales. La temperatura media estacional oscilé entre 20,0 °C en 2013

y 22,5 °C en 2012. La variacion de temperatura (Tmax-Tmin) fue constante, entre 7y 8
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°C. Las lluvias fueron escasas, con precipitaciones acumuladas inferiores a 8 L-m™,
excepto en las primaveras de 2010 y 2013 (35 y 47 L m™2, respectivamente). Debido a
su ubicacion costera, la humedad relativa varié poco a lo largo del afio (65-70 %). La
direccion predominante del viento durante la primavera. y el verano provenia del mar
(sureste), con un régimen tipico de la brisa mediterranea; mientras que en los meses

mas frios, el viento procedia del noroeste (Viney et al., 2021).

3.1.2. Posibles regiones fuente de polen de olivo

Los olivos cubren aproximadamente ~36.000 ha en la provincia de Alicante (ver Figura
5), representando el 1,2 % de la superficie total cultivada de olivo en Espafia (MAPA,
2013). Los olivares se concentran en la norte zona de la provincia, donde las
temperaturas son mas bajas. En la ciudad, su presencia es muy baja ya que su uso es
ornamental. La figura 5 muestra la distribucion geogrifica del olivo en Espafia,
obtenida del CORINE Land Cover (CLC, 2012) y la zonificacién del territorio en funcion
de las posibles regiones fuente de polen en el area de estudio (Viney et al., 2021). El
territorio se divide en tres zonas (Zj). La zona 1 (Z1) se ubica al suroeste del punto de
muestreo, representa aproximadamente el 60 % del cultivo de olivo en Espafia, ya que
comprende las provincias de Jaén y Cérdoba, ubicadas a unos 400-500 km del sitio de
muestreo (Garcia-Mozo, 2017; Hernandez-Ceballos et al., 2011). La zona 2 (Z2), que
comprende las provincias de Badajoz, Ciudad Real y Toledo, se encuentra en direccién
noroeste e incluye ~30 % del olivar espafiol. Y el resto, denominado como Z3 que se
consideran contribuciones poco relevantes ya que las regiones ubicadas al norte,
comprenden ~ 4 % del cultivo (Figura 5) y otras posibles regiones de origen como
Tunez, Italia o Marruecos, representan aproximadamente el 10 % del cultivo de olivo
mundial. Ademas, el transporte a largas distancias se produce a menudo a gran altura,
no incluyendo los granos de polen (Ferndndez-Rodriguez et al., 2014). O bien, a
altitudes mas bajas sobre el mar Mediterraneo, donde los granos de polen pueden
sufrir su ruptura o deposicion osmética, (absorcion de agua) lo que reduce las
concentraciones de polen en el aire (Bassani et al., 1994; Jato et al., 2000; Uetake et

al., 2019; Vazquez et al., 2003). En consecuencia, la contribucién relativa del polen de

21



Olea transportado desde Z; y Z; al drea de estudio se espera que sea medio o alto,

mientras que las contribuciones de Z3 se prevé que sean insignificantes.

3.2. Monitorizacion del polen de Olea y de los datos meteoroldgicos

El muestreo del polen presente en el aire se realizé por el personal del Area de Alergia
del Hospital General Universitario Dr. Balmis de Alicante. Para ello, se empled un
captador volumétrico tipo Hirst (Burkard Manufacturing Co. Rickmansworth,
Hertforshire, Reino Unido), con un caudal de 10 L-min’, situado en la azotea del

hospital (a una altura aproximada de 20 m sobre el nivel del mar) (Figura 6).

Posteriormente, las muestras fueron analizadas y cuantificadas por personal
especializado de la Agencia Valenciana de Inmunologia Clinica (AVAIC). El muestreo y
el andlisis se realizd siguiendo el protocolo estdndar de la Red Espaiiola de
Aerobiologia (Galan et al., 2007) y las recomendaciones de la Red Europea de
Aeroalérgenos (EAN) (Galan et al., 2014). Las concentraciones de polen de Olea
bihorarias y diarias se obtienen como nimero medio de granos de polen por metro

cubico de aire (granos de polen-m3), de 2010 a 2015.

Figura 6. Localizacion del captador tipo Hirst (Burkard) en el Hospital General Dr. Balmis de Alicante.
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El periodo principal de polinizaciéon (MPS, Main Pollen Season) se definié como el
periodo de tiempo en el que se contabilizé el 95% del polen, descartdndose las dos
colas de la distribucién anual (Andersen, 1991). Este periodo se caracteriza por: las
fechas de inicio y fin (SPS, Start Pollen Season y EPS, End Pollen Season), la duracion en
dias (LPS, Length Pollen Season), la fecha de maxima concentracién de polen diaria
promedio (PD, Peak Day), la concentraciéon de polen promedio maxima (PC, Peak
Concentration) y la suma de las concentraciones diarias de polen durante el periodo

principal de polinizacidon (SPI, Season Pollen Index).

Los datos meteorolégicos horarios (temperatura, precipitacién acumulada, humedad
relativa y velocidad y direccién del viento) se obtuvieron de la estacién meteoroldgica
del Aeropuerto Rabasa-Alicante, ubicado a ~2 km al noroeste del sitio de
monitorizacion y que pertenece a la Red Valenciana de Vigilancia y Control de la

Contaminacion Atmosférica ( RVVCCA, 2024).

3.3. Analisis de datos

Con el objetivo de explicar los patrones de las concentraciones diarias de polen, se
llevd a cabo un estudio de la influencia del polen transportado desde las regiones
occidentales Z1 y Z, en las concentraciones bihorarias de Olea. Para ello, los perfiles
diarios de polen se clasificaron mediante el analisis de cluster (IBM-SPSS Statistics
versién 25) y, posteriormente, se evalud la influencia del polen de Olea transportado
desde otras regiones mediante modelos meteorolégicos (HYSPLIT) que permitieron

averiguar el origen de las masas de aire.

3.3.1. Analisis de cluster

El analisis de clister es una técnica estadistica multivariante cuyo objetivo es agrupar
elementos u observaciones (en este caso perfiles diarios de polen de Olea) en

diferentes grupos o clusteres. Se trata de identificar grupos de observaciones en
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conjuntos de datos, de modo que haya la mdxima homogeneidad dentro de cada

cluster y maxima heterogeneidad entre los clusteres.

En este trabajo, se analizaron las concentraciones de polen bihorarias utilizando el
analisis de cluster. En primer lugar, se determind el nimero éptimo de grupos
naturales mediante el analisis de agrupamiento jerarquico. Y, en segundo lugar, se
generaron los clusteres mediante el andlisis de K-media. Se utilizé el método jerarquico
de Ward debido a que no habia conocimiento previo del nimero de clusteres
necesarios para agrupar los datos. En este método, cada dia se considera como un
grupo separado que se combina secuencialmente, hasta que finalmente queda uno.
Mediante este, el agrupamiento se realiza minimizando la suma de distancias entre
cada objeto y el centroide del grupo al que pertenece. El andlisis de K-media se
considerd que era el mas apropiado debido a que proporciona una aproximacién mas
flexible y no asume ninguna distribucion especifica de las variables. Se generaron K

grupos de dias con una concentracion bihoraria de polen similar.

Se obtuvieron 3 patrones tipicos diarios para el polen de Olea en Alicante y se calculd
un indice polinico de cluster (CPI, Cluster Pollen Index) como la suma diaria de las
concentraciones de polen correspondientes a los dias incluidos en cada cluster. Por
otro lado, los dias incluidos en cada cluster se clasificaron segin los riesgos de
exposicion: Bajo (< 20 polen-m3), Moderado (21-50 polen-m3), Alto (51-100 polen-m
3) y Muy Alto (> 100 polen-m3), definidos en Viney et al. (2021).

La posible relacién entre los perfiles diarios (frecuencia de los clusteres, expresada en
numero de dias) y los pardmetros polinicos (LPS, SPS, EPS, PC, PD y SPI) se determiné
mediante la correlacién de Spearman considerando estadisticamente significativo para
valor p < 0,05. Mientras que, para determinar la influencia de las condiciones
climaticas locales (temperatura, humedad relativa, precipitaciones y direcciéon del
viento y velocidad) sobre los ciclos diarios, se calcularon los valores medios bihorarios
de los parametros meteorolégicos correspondientes a cada clister y se observé su

comportamiento.

24



3.3.2. Origen de las masas de aire

La identificacién de contribuciones externas a las concentraciones locales de polen de
Olea, se llevd a cabo mediante el andlisis de retrotrayectorias, utilizando el modelo
HYSPLIT (Draxler & Hess, 1997). Los movimientos de las masas de aire, desde el punto
de muestro hacia las regiones fuente (hacia atrds, es decir, retrotrayectoria), se
simularon cada dos horas para cada dia de estudio; durante un periodo de 36 h,
tiempo suficiente para recorrer la distancia entre las regiones fuente y el lugar de
muestro; y, a una altura final de 500 m sobre el nivel del suelo, para que la llegada de
la masa de aire que transportaba el polen estuviera por debajo de la capa de mezcla

(ABL).

Posteriormente, para cada cluster, el modelo HYSPLIT se utilizé para clasificar las
retrayectorias segln su origen y, por tanto, el posible aporte de polen de olivo
transportado desde otras regiones. El modelo HYSPLIT realizé la agrupacion (analisis de
cluster) basandose en la variacion de la varianza espacial total (TSV) entre clisteres y la
varianza espacial (SPVAR) dentro de un clUster, para ir emparejando iterativamente.
Finalmente, el nimero final de grupos se determind considerando cambios de la TSV

entre iteraciones > 40 %.

La influencia del polen de Olea transportado desde otras regiones sobre el perfil diario
se evalud a partir de las concentraciones de polen bihorarias asociadas a cada
retrotrayectoria. Para ello, se calculé para cada cluster, la contribucidon del polen
transportado desde otras regiones (Z1, Z; y Z3) como la suma de las concentraciones de
polen bihorarias. Ademads, se calcularon en periodos de quince dias, como periodo de
tiempo de referencia comunmente utilizado en los calendarios polinicos. Se
denominaron OPI; (Origin Pollen Index), donde i correspondia al origen de la masa de

aire (1, Zl,' 2, Zz,‘ 3, 23).
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4. DISCUSION

Para cuantificar el impacto del transporte regional en las variaciones intradiarias de los
niveles de polen de Olea en Alicante, en primer lugar, se realizé un analisis de clister
gue identificd tres grupos diferentes: C1, que mostrd poca variabilidad con pequefios
picos a las 08:00 y 16:00 UTC; C2, con maximas concentraciones de polen durante la
primera mitad del dia, con un claro pico alrededor de las 04:00 UTC, seguido de un
descenso gradual durante el resto del dia; y, C3, que mostré bajas concentraciones
durante la noche y un progresivo aumento hasta las 10:00 UTC, manteniéndose
elevadas durante el resto del dia. La frecuencia porcentual, el indice de polen y la
concentracién media de polen de Olea (en granos de polen-m=3) para cada grupo
fueron: C1 (~91%, 8797, 26), C2 (~7%, 4641, 179) y C3 (~ 2%, 1845, 308). Estos
resultados corroborarian la alta influencia de fuentes de polen externas a la ciudad y la
region, que ya se observo en Viney et al (2021) y que coincidiria con lo observado en
otros estudios, donde la aparicion de picos de polen fuera del mediodia se atribuye,
generalmente, al polen transportado desde otras regiones con mayor densidad de
olivos (Fernandez-Rodriguez et al., 2020; Fernandez-Rodriguez, Skjgth, et al., 2014;
Hernandez-Ceballos et al.,, 2011; Maya-Manzano et al., 2016, 2021). Hecho
confirmado, ademas, por el perfil bihorario de los pardmetros meteorolégicos
(temperatura, humedad relativa, viento y radiacién solar) asociado a cada cluster. El
similar comportamiento reveld la baja influencia de las condiciones meteoroldgicas
locales, ya que las concentraciones polinicas maximas de Olea se asocian al momento
del dia con la temperatura mas alta y la humedad relativa mas baja, es decir, durante
las horas centrales del dia (Achmakh et al., 2015; Fernandez-Rodriguez et al., 2020;

Garcia-Mozo et al., 2008; Moriondo et al., 2001).

El estudio mas profundo de los pardmetros meteorolégicos reveld que el leve pico
polinico alrededor de las 16:00 UTC en C1 se debia a los dias con concentraciones de
polen atipicamente altas para dicho cluster y, por tanto, previsiblemente de origen
local. Lo que indicaria que las concentraciones maximas diarias de Olea registradas en
Alicante no superarian los 100 granos de polen-m3, en ausencia de aportes externos.

Por otro lado, el leve pico observado a las 08:00 UTC, también en C1, se
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corresponderia con el cambio en la velocidad y direccion del viento tipico del régimen
de brisas (Gassmann et al., 2002; Negral et al., 2021; Prtenjak et al., 2012). Aunque
esto precisaria de mas estudios, pues el fendmeno se observd en un nimero reducido
de dias y, por lo general, la aparicion de brisas marinas se asocia con una disminucién
en las concentraciones de polen debido al aumento de la humedad relativa que
provoca la hidratacion de los granos de polen y favorece su deposicion y/o
degradacion osmoética (Bassani et al., 1994; Vazquez et al., 2003). La ruptura de los
granos de polen podria provocar el aumento de la carga alergénica en el aire de
Alicante, aunque las concentraciones de polen fueran bajas, y esto podria ser otra de
las razones por las que la poblacién alérgica estd tan sensibilizada al polen del olivo. De

nuevo, para demostrar esta observacion seria necesario realizar otros estudios.

El fendmeno de recirculacién, aunque también se observé en algunos dias
comprendidos en C2 y C3, estos no mostraron picos de polen a las 08:00 UTC. Esto,
sustentaria el hecho de que las altas concentraciones de polen registradas en los dias
incluidos en C2 y C3 se deberian a fuentes no locales. Por otro lado, en este trabajo,
tampoco se pudo asociar el descenso de las concentraciones de polen con el efecto
lavado de las lluvias registradas durante la floracién (Paschalidou et al., 2020; Ribeiro
et al., 2006; Tormo-Molina et al., 2010), ya que los pocos dias lluviosos, sélo en C1y

s6lo 12 %, registraron precipitaciones muy bajas (< 1 L-m2-dia™).

El estudio de las aportaciones externas en cada clister mostré que la contribucién
polinica conjunta de Z1 y Z; al SPI fue del 39 % para C1, 78 % para C2 y 100 % para C3.
Lo que evidencié la fuerte influencia de los aportes desde el suroeste (Z1) y, en menor
medida, por los provenientes del noroeste (Z,) sobre C2 y C3. Como era de esperar, las
concentraciones registradas durante los aportes del noroeste fueron inferiores debido
a que la densidad de olivos disminuye conforme nos desplazamos hacia el norte en la
Peninsula Ibérica. Por otro lado, los bajos aportes polinicos desde Z1 y Z, observados
en C1 se deberian a que las masas de aire habrian atravesado las regiones fuente en
momentos de baja concentracidn polinica, fuera de las horas centrales del dia o fuera
de la MPS; o bien, el movimiento se habria realizado en altura (Bogawski et al., 2019;

Izquierdo et al., 2017).
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En lo que respecta a los valores umbral del olivo, el 84 % de los dias pertenecientes a
C1 presentaron un riesgo de exposicion moderado (> 20 granos de polen-m=3), y més
del 60 % de los dias de este no suponian un riesgo de exposicion para las personas
sensibilizadas (< 20 granos de polen-m=3). Por el contrario, todos los dias incluidos en
C2 y C3 mostraron riesgos de exposicién altos (> 50 granos de polen-m3). C1, que
representaria el perfil local, fue el patrén predominante en toda la MPS y mostrd una
correlacién significativa entre la frecuencia de aparicion de C1 y la LPS. Mientras que
C2 y C3, asociados a aportes polinicos provenientes del suroeste (Z1) en mayo y del
noroeste (Z2) en junio, solo estuvieron presentes en la mitad de la MPS y mostraron
una alta correlacién con el SPI. De los tres, C3 fue el que incluyd los dias con las
mayores concentraciones de polen de todo el periodo (> 250 granos de polen-m3). Los
altos niveles de exposicidn se asociaron con las contribuciones polinicas del oeste (Z1y
Z>). Con todo ello, se puede decir que la poblacién sensibilizada al polen de olivo en
Alicante estaria expuesta a: altas concentraciones durante periodos cortos de tiempo
debido a los aportes desde el sureste (Lake et al.,, 2017); a concentraciones de
moderadas a altas durante periodos de tiempo mas largos por los aportes del noroeste
(Seevkova et al., 2015); y, a concentraciones de moderadas a bajas en ausencia de

aportes externos.
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5. CONCLUSIONES Y LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS

La variacién intradiurna de las concentraciones de polen de Olea en la ciudad de
Alicante siguieron tres patrones diferentes (Ci). Estos patrones se vieron afectados
principalmente por el origen de las masas de aire que llegaban al lugar de muestreo. Se
establecié una relacion entre Ci y las principales propiedades del MPS. Se encontrd una
correlacién significativa entre la frecuencia de aparicidon de C1 (que representa el perfil
local) y el LPS. La razdn es que C1 fue el ciclo dominante durante todo el MPS. Por otro
lado, C2 y C3, asociados a aportes externos de polen desde el oeste, se observaron a
mitad del MPS y se caracterizaron por altas concentraciones de polen de Olea del
suroeste (Andalucia y Extremadura) en mayo y del noroeste (Castilla-La Mancha) a
finales de mayo y junio. Se encontrd una correlacion significativa entre los aportes del
oeste y el alto riesgo de exposicién al polen de olivo que, principalmente se dan

durante las primeras horas del dia y por la tarde.

La fuerte influencia de los aportes externos de Olea enmascaran la influencia de otros
factores caracteristicos de la zona de estudio. Asi, en futuros estudios seria interesante
valorar la influencia del fendmeno de recirculacién sobre los niveles polinicos. Para
ello, seria necesario centrar el interés en otros taxones polinicos, cuyo origen tuviera
caracter local como, por ejemplo, Amarantdceas. Este taxdn, presenta una alta
sensibilidad en la poblacidn alérgica y es el taxdn herbaceo mds abundante de la
regién. En lo que respecta al taxén Olea, las investigaciones futuras deberian ir
orientadas hacia el disefio de una metodologia que permitiera predecir los aportes
externos considerando las concentraciones de polen tanto en la regién fuente como en
la receptora. O bien, estudios orientados hacia la cuantificacién de la carga alérgica
real en el aire, para valorar su relacidn con los recuentos polinicos, la influencia de los
aportes desde el oeste y, en consecuencia, discernir la/s causa/s del aumento de la
sensibilizacién al polen del olivo. Con todo ello, se contribuiria a mejorar la calidad de
vida de la poblacién alérgica al proporcionar informacién mas detallada para iniciar

tratamientos preventivos antes de que se produzcan picos de concentracién de polen.
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7. ANEXO

Influence of inputs from foreign source regions on daily profiles of Olea
pollen at an urban site in the southeast of the Iberian Peninsula
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HIGHLIGHTS

e Medium-range Olea pollen transport mask the influence of atmospheric events characteristic of the Mediterranean area.
e Medium-range Olea pollen transport was observed before sunrise and in the afternoon.
e “Hourly Olea pollen exposure" levels were estimated for the first time.

ARTICLE INFO ABSTRACT
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The daily cycle of pollen concentrations reflects its genetic response to environmental conditions. The detailed
study of these cycles was used to identify the influence of external sources on local pollen levels. In this work,
three different daily profiles (Ci) of Olea pollen concentrations were identified in the city of Alicante (south-
eastern Spain) using cluster analysis. For this, 2-h data from 2010 to 2015 were used. The percentage frequency,
pollen index and mean Olea pollen concentration (in pollen grainsem™>) for each cluster were: C1 (~91%, 8797,
26), C2 (~7%, 4641,179) and C3 (~2%, 1845, 308). C1 was the predominant pattern throughout the whole MPS,
while C2 and C3 were only present in the middle of the MPS. Small variations in pollen concentrations
throughout the day were observed for C1, while C2 and C3 showed the highest pollen concentration at ~04:00
UTC and 10:00 UTC, respectively. C1 represented concentration patterns due to local pollen inputs, being
influenced by precipitation events, sea breezes and the recirculation of air pollutants. On the other hand, C2 and
C3 were strongly influenced by external pollen inputs from southwestern regions of Spain. The results of this
study indicate that external inputs from these regions were associated with exposure of the population to high
pollen concentrations for short periods of time. In contrast, inputs from the northwest were associated with
exposure to lower pollen concentrations for longer periods of time.

1. Introduction et al., 2013; Orlandi et al., 2014). The western Mediterranean basin is

one of the regions most likely to be affected by climate change this

The olive tree (Olea europaea L.) is one of the most characteristic
crops in the Mediterranean basin, with a significant economic, social
and cultural impact (Loumou and Giourga, 2003). Several research
studies focused on the aerobiological characteristics of this species have
been performed in the last decades. These characteristics determine the
high adaptive capacity of the olive tree, making it a useful tool for
studying the effects of global climate change on agroecosystems (Agui-
lera et al., 2014; Bonofiglio et al., 2008; Dias et al., 2022; Moriondo

century (Giorgi and Lionello, 2008), since it is characterised by specific
atmospheric dynamics due to complex interactions between climatic
and topographic factors (Millan et al., 1991; 1996; Ulbrich et al., 2012).

Olive pollen is one of the main causes of respiratory allergic disease
in the Mediterranean area (Gioulekas et al., 2004; D’Amato et al., 2007;
De Linares et al., 2007; Ribeiro et al., 2013; Cebrino et al., 2017).
Indeed, in recent decades, an increasing trend in the prevalence of
pollinosis has been observed, which has largely been attributed to
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climate change. The reason is that climate change can advance the
flowering period and increase the amount of pollen and the length of the
pollen season (Ruiz-Valenzuela and Aguilera, 2018; Martinez-Bracero
et al., 2019; D’Amato et al., 2016; Picornell et al., 2023). These after-
maths have been observed mainly in cultivated areas in the Mediterra-
nean basin, which account for 60% of global crops. However, in less
cultivated areas, the prevalence of pollinosis still remains high
(Fernandez et al., 1995, 2015).

Most pollen is deposited close to the emission sources. Comtois et al.
(2000) reported higher concentrations of various pollen types at certain
altitudes than at ground level, and made evident a layer of aero-
biological transport at about 500 m a.g.l. Despite their large size, the
behaviour of many pollen taxa in the atmosphere is similar to that of
conventional atmospheric aerosols due to the low density of pollen
grains (Izquierdo et al., 2011). Considering its deposition rate and its
average residence time in the atmosphere, it can be inferred that about
one-half of the emitted pollen mass will be transported to distances >
10% km (Aylor, 2002). In particular, for Olea pollen it has been shown
that certain amounts of pollen may be transported over both short and
long distances (Garcia-Mozo, et al., 2017; Hernandez-Ceballos et al.,
2014; Izquierdo et al., 2011).

Several studies have characterised the main properties of Olea pollen
in different regions, revealing that pollen concentrations in the air can
show significant yearly, daily, and hourly variations. These variations
seem to be closely related to the physiological state of the plant and the
local climatic conditions (Diaz de la Guardia et al., 2003; Aguilera et al.,
2015; Fernandez-Rodriguez et al., 2016; Galera et al., 2018; Char-
alampopoulos et al., 2018). The diurnal pattern of each taxon reflects, in
addition to variations throughout the day, its own genetic response to
environmental conditions. Thus, the daily profile for Olea shows
maximum pollen concentrations during the central hours of the day,
when the maximum dehiscence of the anthers occur (Dominguez et al.,
1993; Galan et al., 1991), and minimum concentrations during the night
until the early morning hours. In spite of this, previous research con-
ducted in the southeast of the Iberian Peninsula revealed that the
intradiurnal pattern of olive pollen shows two peaks, one before sunrise,
and the other in the afternoon (Viney, et al., 2021). This profile was not
associated with the prevailing meteorological conditions, but could be
due to non-local pollen contributions, as reported in other works
(Fernandez-Rodriguez et al., 2014, 2020; Monroy-Colina et al., 2020;
Pérez-Badia et al., 2010).

The study of atmospheric pollen transport is essential to identify
remote source regions. Several studies have shown that backtrajectory
analysis, together with detailed ground cover information, is a suitable
tool to locate sources of airborne pollen (Skjoth et al., 2013; Cecchi
et al., 2006; Belmonte et al., 2008; Hernandez-Ceballos et al., 2011;
Fernandez-Rodriguez et al., 2014; Mohanty et al., 2017; Alarcon et al.,
2022). On the other hand, aerobiological studies are increasingly based
on more precise temporal data (Borycka and Kasprzyk, 2018; Ellis et al.,
2016; Galveias et al., 2021; Lipiec et al., 2019; Monroy-Colin et al.,
2020; Smith et al., 2022; Waudby et al., 2022). In addition, personal
information related to the symptoms of pollen allergies is becoming
more prominent (Kmenta et al., 2014).

Based on the above results, it is reasonable to consider that inputs
from other regions could have some influence on pollen concentrations
and, consequently, on the variations of olive pollen levels throughout
the day. To provide insights into this effect, in this work, an exhaustive
analysis of 2-h pollen concentrations recorded in Alicante (Spain) in the
period 2010-2015 has been performed. This study complements a pre-
vious paper by Viney et al. (2021), where the influence of medium-range
pollen transport on the annual pollen levels recorded in Alicante during
the same study period was highlighted.

In the present study, cluster analysis was applied in order to dicri-
minate different daily profiles and distinguish local from external con-
tributions. Furthermore, the periods of the day when the allergic
population is more likely to be exposed to high pollen concentrations
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were identified. The outcomes of this study can provide a scientific basis
for improving urban air quality. In addition, this work offers valuable
information for research and treatment of pollen allergies, which can
have a major impact on human health.

2. Materials and methods
2.1. Sampling site and potential source regions of Olea pollen

2.1.1. Characteristics of the monitoring site

The sampling point was located on the terrace of the General Hos-
pital of Alicante (38°21'48°’N; 0°29'21°’W; 40 m a.s.l), in the northern
part of the city. Alicante is a medium size city (~330000 inhabitants)
located in southeastern Spain. The city lies on the Mediterranean Sea
and is surrounded by a number of hills and elevations (Fig. 1).

The climate in the study area according to the Koppen climate
classification is defined as hot semi-arid (Bsh), with soft winters and long
dry summers. During the spring season (the period when olive pollina-
tion occurs) of the years 2010-2015, meteorological parameters did not
show significant interannual variations. The seasonal average temper-
ature ranged between 20.0 °C in 2013 and 22.5 °C in 2012. The thermal
oscillation (Tyax-Tmin) Was fairly constant, between 7 and 8 °C. Rainfall
was scarce, with an accumulated precipitation lower than 8 L-m~2,
except in the springs of 2010 and 2013 (35 and 47 L m ™2, respectively).
Due to its coastal location, the relative humidity varied little throughout
the year (65-70%). The predominant wind direction during spring and
summer is from the sea (south-east), with a typical regime of Mediter-
ranean Sea breezes, while in the colder months the wind usually blows
from the northwest (Viney et al., 2021).

2.1.2. Potential source regions

Olive trees cover approximately ~36000 ha in the province of Ali-
cante (see Fig. 1), making up 1.2% of the total olive cultivated area in
Spain (MAPA, 2013). Olive groves are concentrated in the northern area
of the province, where temperatures are lower. In the city, olive trees are
grown for ornamental purposes. Fig. 1 shows the geographical distri-
bution of olive groves in Spain obtained from the CORINE Land Cover
database (CLC, 2012). The zonation of the territory based on the po-
tential source regions of pollen in the study area is also shown (Viney
et al., 2021).

The territory was divided into three zones (Z;). Zone 1 (Z;) is located
southwest of the sampling point and accounts for ~60% of the total olive
cultivated area in Spain. This region comprises the provinces of Jaén and
Cordoba, located about 400-500 km from the sampling site, and is the

Fig. 1. Location of the sampling site in southeastern Spain. The surface of
cultivated olive groves is also indicated (data from 2012, obtained from the
CORINE Land Cover database). The zonation of the territory based on the po-
tential source regions of pollen in the study area is also shown.
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area with the highest density of olive trees (Garcia-Mozo et al., 2017;
Hernandez-Ceballos et al., 2011). Z2, which comprises the provinces of
Badajoz, Ciudad Real and Toledo, is in the north-westerly direction and
includes -~30% of the olive groves in Spain. Contributions from Z3 to
olive pollen concentrations in the study area are not relevant. The
possible source regions in Z3 are located to the north, with « 4% of olive
groves in Spain (Fig. 1). Other possible source regions are Tunisia, Italy
or Morocco, which account for ~10% of the world olive crop. In spite of
this, long-range transport often occurs at high altitudes, not reached by
pollen grains (Fernandez-Rodriguez et al., 2014). On the other hand,
water uptake by pollen grains during transport at lower altitudes over
the Mediterranean Sea can cause either their osmotic breakdown or
deposition, reducing airborne pollen concentrations (Bassani et al.,
1994; Jato et al., 2000; Uetake et al., 2019; Vazquez et al., 2003).
Consequently, the relative contribution of Olea pollen transported from
Z; and Z; to the study area is expected to be medium or high, while
contributions from Z3 are expected to be negligible.

2.2. Olea pollen monitoring and meteorological data

Pollen concentration data during the study period were obtained
from the Alicante pollen station. A Burkard Spore Trap (Burkard
Manufacturing Co. Rickmansworth, Hertforshire, U.K.) with a flow rate
of 10 L-min~! was used. The trap was placed on the roof of the Specialty
Centre of the Valencian Health Service located north of the city, at a
height of approximately 20 m above ground level. Sampling and analysis
were performed in accordance with the standard protocol drawn up by
the Spanish Aerobiology Network (Galan et al., 2007), and the minimum
recommendations of the European Aeroallergen Network (EAN) (Galan
et al., 2014). The aerobiological data series studied in this work
comprised 2-h and daily Olea pollen concentrations, expressed as the
average daily number of pollen grains per cubic meter of air (pollen
grains~m’3), from 2010 to 2015. The main pollen season (MPS) was
defined as the period of time in which 95% of pollen was collected,
discarding the two tails of the annual distribution (Andersen, 1991).
This season is characterised by: the start and end dates of the olive pollen
season (SPS and EPS), the length in days (LPS), the date of the maximum
daily average pollen concentration (PD), the maximum daily average
pollen concentration (PC) and the sum of daily pollen concentrations
during the pollen season (SPI).

Hourly meteorological data were obtained from the Rabasa-Alicante
weather station belonging to the Air Quality Surveillance Network of the
Regional Government located ~2 km northwest from the monitoring
site. The following meteorological data were studied: temperature,
accumulated rainfall, relative humidity, and wind speed and direction.

2.3. Data analysis

In order to explain diurnal pollen concentration patterns, the influ-
ence of pollen transported from the western regions Z; and Z, (see
Fig. 1) on 2-h Olea concentrations was studied. For this purpose, pollen
daily profiles were classified using cluster analysis. Subsequently, the
influence of Olea pollen transported from other regions on each cluster
was evaluated by studying air mass origins.

2.3.1. Cluster analysis

Cluster analysis is a multivariate statistical technique whose objec-
tive is to group elements or observations (in this case Olea pollen diurnal
profiles) into different groups or clusters. The procedure identifies
clusters of observations in data-sets, such that there is maximum ho-
mogeneity within each cluster and maximum heterogeneity between
clusters. In this work, 2-h pollen concentrations were analysed using
cluster analysis. First, the optimum number of natural groups was
determined by hierarchical clustering analysis. Clusters were then
generated by K-means conglomerate analysis. Ward’s hierarchical
method was used, since no previous knowledge regarding the number of
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clusters required to group the data was available. In the Ward’s method,
each day is considered as a separate cluster, then combining clusters
sequentially, reducing the number of clusters at each step until only one
cluster remained. Using this method, information is quantified as the
sum of squared distances of each element with respect to the centroid of
the cluster to which it belongs. The K-means conglomerate method was
used for cluster generation. From the various types of cluster analysis,
this is deemed to be the most appropriate since it provides a more
flexible approach and does not assume any specific distribution of var-
iables. K groups of days were generated on the basis of similar 2-h pollen
concentration variations. This methodology has been applied to pollen
concentrations with satisfactory results in previous studies (Alcazar
et al., 2019; Hernandez-Ceballos, et al., 2015; Oteros et al., 2013). After
applying cluster analysis, typical daily patterns for Olea pollen in each
group were described. A cluster pollen index (CPI) was calculated as the
sum of daily Olea concentrations on the days included in each cluster.

Additionally, the days included in each cluster were classified ac-
cording to the exposure risks defined in Viney et al. (2021): Low (<20
pollen~m_3), Moderate (21-50 pollen-m_s), High (51-100 pollen-m_?’)
and Very High (>100 pollen-m~3). These thresholds were estimated
based on statistical percentile. In this work, the 99th percentil (P99) was
calculated for each 2-h period on days classified as Low, Moderate and
High. The values obtained represent the 2-h average concentration
below which 99% of the records observed at that time and for each type
of day were found. Exposure thresholds for 2-h pollen concentrations
were associated with the average P99 obtained for each category.

Spearman’s correlation tests between the frequency of occurrence of
the identified clusters, expressed in number of days, and the different
pollen parameters (LPS, SPS, EPS, CP, DP and SPI) were used. The
objective of this analysis was to determine a possible relationship be-
tween pollen parameters and the variability in 2-h pollen concentration.
A p-value <0.05 was considered statistically significant.

In order to determine the influence of local weather conditions
(temperature, relative humidity, rainfall and, wind direction and speed)
on diurnal pollen cycles, average values of meteorological parameters
associated with each cluster were calculated. Since each cluster repre-
sent a different pollen-behaviour situation, weather patterns reflect the
exposure of pollen to different meteorological conditions.

2.3.2. Air mass origins

Backtrajectory analysis was used to identify external contributions to
Olea pollen concentrations. In this work, the origin of air masses
reaching the sampling site was determined by means of the HYSPLIT
model (Draxler and Rolph, 2013), which has been widely used to
identify atmospheric transport patterns (Galindo et al., 2017; Galveias
et al., 2021; Izquierdo et al., 2011; Lei et al., 2023; Smith et al., 2008;
Vélez-Pereira et al., 2022; Zemmer et al., 2012). GDAS meteorological
files were used to compute bi-hourly kinematic backtrajectories for each
study day. Air-mass movements were simulated over a 36-h period and
at a final height of 500 m a.g.l. Subsequently, the HYSPLIT model was
used to classify back trajectories for each identified cluster. The HYS-
PLIT model embeds a grouping module based on variations in the total
spatial variance (TSV) between different groups, which is compared
with the spatial variance (SPVAR) within each cluster. The final number
of groups was determined by a change in the TSV of more than 40% as
groups were iteratively paired. The identified clusters represent the
main air mass origins and, therefore, the possible contribution of olive
pollen transported from other regions. The detailed methodology can be
found in Viney et al. (2021).

The influence of Olea pollen transported from other regions on daily
patterns was evaluated from 2-h pollen concentrations as a function of
its origin (Z;, Z2 and Zs3). For this purpose, the contribution of Olea
pollen transported from other regions was calculated as the sum of
pollen concentrations for backtrajectories associated with each region.
These contributions were calculated on a 2-h and a fortnight basis, and
were named OPI;, where i is the air mass origin (1, Z1; 2, Zy; 3, Z3, see
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Fig. 1). The 15-day period was used because it is the reference time
period commonly used for the pollen calendars.

3. Results and discussion
3.1. Olea concentration profiles identified by cluster analysis

In order to quantify the impact of the regional transport on intra-
diurnal variations of Olea pollen levels, a cluster analysis was performed.
Fig. 2 shows the diurnal pollen profiles for the three clusters identified in
Alicante.

The second cluster (C2) showed the highest pollen concentrations
during the first half of the day, with a clear maximum around 04:00
UTC, followed by a gradual decrease throughout the rest of the day. In
contrast, C3 showed low concentrations during the night and a pro-
gressive increase until 10:00 UTC, remaining high during the rest of the
day. The daily profile of C1 showed little variability, with two small
peaks at 08:00 and 16:00 UTC. These results indicate that pollen con-
centrations did not show a unique daily pattern. At the sampling site
pollen peak concentrations were observed before sunrise (C2) and in the

40 8
c1

30 ~ 6

20 ~ 4

10 e " T~ —i

150
Cc2

100 A

Olea (pollen grains-m-3)

140

120 A G

100 A
80 A

60 4 |
40 A
20 4 |

0 I17IIIIIIII!
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Hour (UTC)

g

.

Fig. 2. Daily variability of pollen concentrations for each cluster (black line)
and for the days included in each cluster (grey lines). Note the change in the
scale between clusters.
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afternoon (C3), differently from the findings reported in Cérdoba by
Galan et al. (1991). The occurrence of pollen peaks outside midday is
usually attributed to pollen transported from other regions (Fernan-
dez-Rodriguez et al., 2014, 2020; Hernandez-Ceballos et al., 2011;
Makra et al., 2010; Maya-Manzano et al., 2016, 2021). This outcome
suggests a high influence of pollen sources located west of the sampling
site (see Fig. 1), not only on total pollen levels, but also on daily vari-
ations in pollen concentrations. Therefore, high pollen concentrations in
the city of Alicante cannot be associated with local pollen emissions
since, as already mentioned, the density of olive trees in the city is low.

The number of days in each cluster, in addition to the cluster pollen
index and the average pollen concentration, is listed in Table 1. The first
cluster included 91% of the days in the study period, but only accounted
for 58% of the SPI during the whole period. The average daily concen-
tration (26 pollen grainsem~>) was significantly lower than those for C2
and C3. Average bi-hourly pollen concentrations in C1 were almost
constant throughout the day (~2 pollen grainsem 3, Fig. 2).

Only 7% of the days in the study period belonged to cluster 2,
although it contributed 30% to the total pollen index. The reason is that
days in this cluster showed high daily pollen concentrations (72-387
pollen grainsem™>), with 2-h average values of 15 pollen grainsem>.
The days included in C3 (only present in four years of the measurement
period) showed 2-h average pollen concentrations of 37 pollen
grainsem > from midday onwards, with peaks of up to 124 pollen
grainsem . This resulted in daily concentrations of up to 741 pollen
grainsem > (the highest of the entire study period) and a contribution of
40% to the cluster pollen index. When the data from this particular day
were removed from the analysis, the daily profile for this cluster was
similar, although pollen concentrations were lower (see Supplementary
material, Fig. S1). In spite of this, this cluster still showed the highest
average pollen concentration (220 pollen grains-m_s).

Table 1 also shows the number of days with daily concentrations
above the threshold values of 20 pollen grainsem > (Moderate exposure
risk, M), 50 pollen grainsem™> (High exposure risk, H) and 100 pollen
grainsem > (Very High exposure risk, VH). 84% of the days belonging to
C1 showed daily concentrations below 50 pollen grainsem %, and more
than 60% of the days in this cluster showed concentrations lower than
20 pollen grainsem . From a clinical point of view, this cluster included
those days with the lowest risk for the allergic population. Only 16 days
included in C1 showed daily concentrations higher than 80 pollen
grainsem > (this value was calculated as the mean concentration plus
twice the standard deviation). During these days, 2-h concentrations
above 10 pollen grainsem™> were recorded for at least half of the day,
with maximum values of up to 36 pollen grainsem > around 16:00 UTC.
When these days were removed from the analysis, the maximum pollen
concentration observed at 16:00 UTC was significantly lower (~15%,
see Supplementary material, Fig. S2).

In contrast to the results for C1, all days included in C2 and C3
showed high exposure risks (>50 pollen grainsem~>). For C2, maximum
2-h pollen concentrations were reached at night, when population is less
exposed. Nevertheless, C3 showed pollen peaks during daytime, when
the population is most active. In this case, sensitive population groups
are at greater risk and should take preventive measures. In addition,

Table 1
Descriptive parameters of the clusters obtained in Alicante (2010-2015).

Cluster N CPI (pollen
(day)  grainsem™3)

Olea (pollen
grainsem ~>)

Exposure Risk (n° days)

L M H VH
C1 337 8797 26 191 91 46
c2 26 4641 179 0 0 7 19
C3 6 1845 308 0 0 0 6

N: Number of days; CPI: cluster pollen index; Olea pollen: average daily con-
centration; Exposure Risk: number of days exceeding the risk threshold values of
20 (Moderate M), 50 (High H) and 100 pollen grainsem > (very high VH).
Values < 20 pollen grains-m 2 indicate a Low (L) exposure risk.
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during daytime, high concentrations of air pollutants mainly coming
from traffic are also observed (Galindo et al., 2018). These species have
been associated with an increase in the allergenic potential of pollen
(D’Amato et al., 2010; Schiavoni et al., 2017).

Certainly, the presence of Olea pollen in the atmosphere represents a
risk for the allergic population. The pollinic concentrations causing
specific health risks depend on several factors, such as local flora (Buters
et al., 2015), genetic predisposition for the development of allergen
sensitisation (Bousquet et al., 2001) and/or environmental factors
favouring the development of allergic reactions (Pawankar et al., 2020).
Therefore, it is important to identify the periods of the day when the
allergic population is more likely to be exposed to high pollen concen-
trations. Based on this, 2-h threshold concentrations for exposure risk to
olive pollen were defined as the average 99th percentile calculated for
each day category. Fig. 3 shows 99th percentiles for 2-h pollen con-
centrations on days classified as Low, Moderate and High exposure risk.
The 2-h thresholds for the city of Alicante were: Low (<5 pollen
grains-m~2), Moderate (5-10 pollen grains-m™>), High (11-21 pollen
grains-m ™) and Very High (>21 pollen grains-m~>).

Fig. 3 shows the times of day at which the allergic population were
exposed to higher pollen concentrations and, therefore, to a greater risk
of allergy. Days with High Exposure Risk showed 2-h pollen concen-
trations higher than 15 pollen grains~m’3 during the whole day, with
peak concentrations before sunrise and at around 16 UTC. On the other
hand, 2-h pollen concentrations on days with Very High Exposure Risk
were above 40 pollen grains-m~ during the whole day. Exposure to
these high 2-h concentrations may lead to the development or exacer-
bation of the allergic symptoms in the population (Scevkova et al., 2015;
Lake et al., 2017). Such concentrations could be responsible for the in-
crease in the sensitisation of the population to olive pollen (Fernandez
et al., 2015). Sensitisation occurs when the human immune system has
synthesised antibodies against pollen and reacts when re-exposed
(Burbach et al., 2009).

3.2. Temporal variability of the clusters and relationship with the MPS
parameters

When the variability of daily pollen concentrations for any year of
the study period was plotted, a temporal pattern for each cluster was
found. The results for the entire study period are presented in Fig. 4. The
figure shows the percentage of occurrence of each cluster in 15-day
periods.

C1 was the predominant pattern throughout the whole MPS. In fact,
at the beginning and end of the MPS the daily variability of pollen
concentrations was that described for C1. This was due to the early start
of the MPS in 2014 (early April) and the late ending of the MPS in 2011,
2012 and 2013 (until July; see Table 2). C2 and C3 were only present in
the middle of the MPS. C2 was present from late April to mid-June,
depending on the start of the MPS each year, with a greater presence
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Fig. 4. Frequency of occurrence of each cluster for 15-day periods.

Table 2
Main parameters of the Olea pollen season in Alicante.

Year LPS SPS EPS PD PC SPI

(days) (date) (pollen grainsom’3)

2010 47 05 May 20 Jun 12 May 387 2854
2011 76 20 Apr 04 Jul 07 May 170 1719
2012 73 28 Apr 09 Jul 20 May 272 2390
2013 84 20 Apr 12 Jul 11 Jun 273 3432
2014 74 13 Apr 25 Jun 13 May 222 2042
2015 50 25 Apr 13 Jun 03 May 741 2846

during the first half of May. Regarding C3, it was occasionally present in
May and during the first half of June, depending on the peak concen-
tration date (Table 2). This cluster included those days with the highest
peak concentrations over the whole period (>250 pollen grainsem ).
Table 3 presents Spearman correlation coefficients between the
annual frequency of the different clusters (expressed in number of days)
and different pollinic parameters. Positive and statistically significant
correlations were obtained between the frequency of occurrence of C1
and the LPS and EPS. These outcomes support, as can be observed in
Fig. 4, that C1 was the only cluster at the beginning and end of the MPS.
However, the results may vary depending on the definition of the MPS.
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Fig. 3. Average 2-h concentrations of Olea pollen associated with P99 for the days classified as Low, Moderate and High, according to the measured daily

concentrations.
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Table 3

Spearman correlation coefficients (p) between the annual frequency of the
different clusters (expressed in number of days) and different pollinic parame-
ters (LPS: length pollen season; SPS; start pollen season; EPS: end pollen season;
PD: peak day; PC: peak concentration; SPI: season pollen index).

Pollinic parameters C1 Cc2 Cc3 C2+C3
LPS 0.943" ~0.765 0.000 ~0.265
SPS -0.638 0.373 0.423 0.403
EPS 0.829° —0.706 0.309 —0.088
PD 0.600 —0.206 0.463 0.265
PC —0.657 0.647 0.679 0.794
SPI —0.086 0.412 0.926" 0.971"

@ Correlation significant at the 0.05 level (2-tailed).
b Correlation significant at the 0.01 level (2-tailed).

The third cluster showed a high correlation with the SPI. However,
the frequency of occurrence of C3 throughout the years of the study
period was uneven (the pattern described for C3 was only present in four
years of the measurement period). For this reason, the joint frequency of
occurrence of the second and third clusters (C2+4-C3) was considered in
this analysis. As can be observed, the correlations between C2+C3 and
the PC and SPI were stronger than those obtained separately for C2 and
C3, although the correlation with the PC was not statistically significant
(p-value = 0.059). This correlation was better (p = 0.883, p-value
<0.01) when the second highest pollen concentration in 2015 (346
pollen grainsem~>) was considered instead of the PC for the same year
(741 pollen grainsem>).

These results point, on the one hand, to a significant influence of
background pollen concentrations on the length of the MPS. Alterna-
tively, occasional high concentrations responsible for the highest SPI
values were due to non-local factors.

3.3. Daily weather patterns associated with the clusters

The obtained clusters represent different daily cycles of pollen con-
centrations and, therefore, reflect the variability of pollen concentra-
tions under different weather conditions. In this section, the influence of
meteorological variables on the variability of 2-h pollen concentration is
analysed.

Except rainfall, the daily variability of meteorological parameters
was similar for the three clusters (see Supplementary material, Fig. S3).
Several studies have shown that the maximum pollen concentrations
occurs in the central hours of the day, when the temperature is highest
and the relative humidity is lowest (Moriondo et al., 2001; Garcia-Mozo
et al., 2008; Achmakh et al., 2015; Fernandez-Rodriguez et al., 2020).
However, in the present study the highest pollen concentrations were
usually measured before sunrise (C2) and in the afternoon (C3). This
result suggests that the variability of 2-h pollen concentrations was
affected by other factors (e.g.: medium-range transport) that can mask
the influence of temperature and RH.

On the other hand, C1 showed a small pollen peak around 16:00
UTC. This was due to days with atypically high pollen concentrations,
since when these days were removed from the database the peak was
even smaller (see Supplementary material, Fig. S2). These results sug-
gest that this peak has a local origin. The peak observed at 08:00 UTC
could be related to a change in wind speed and direction that is typical of
the sea breeze regime. The change in wind direction from northwest to
southeast occurred in the morning, coinciding with the increase in wind
speed. Although the breeze circulation was also observed for C2 and C3,
maximum pollen concentrations for these clusters were not observed at
08:00 UTC, but earlier in the morning and in the afternoon (see Sup-
plementary material, Fig. S3). These results support the fact that high
pollen concentrations recorded on days included in C2 and C3 were due
to non-local sources. On the other hand, the city of Alicante is sur-
rounded by mountain ranges that favour the recirculation of air masses
(Millan et al., 2000; Caballero et al., 2007) and can contribute to
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increased pollen concentrations in the early morning. Increases in pollen
concentrations due to air recirculation were previously observed
(Gassmann et al., 2002; Negral et al., 2021; Prtenjak et al., 2012). In
other standard palynological studies, the occurrence of sea breezes has
been associated with a decrease in pollen concentrations due to an in-
crease in relative humidity, which causes the hydration of pollen grains
favouring their deposition and/or osmotic breakdown (Bassani et al.,
1994; Vazquez et al., 2003). Increasing humidity also causes anthers to
close (Taylor et al., 2002). Although pollen concentrations in Alicante
are generally low, the break-up of pollen grains could lead to an increase
in the real allergen load in the air. This could be one of the reasons why
the allergic population in Alicante is highly sensitised to olive pollen.
However, these questions are unclear and need further studies to answer
them.

The effect of rainfall on the daily variability of pollen concentrations
could only be assessed for C1. Rainy days represented 12% of the days in
this cluster and, on more than half of these days, the accumulated pre-
cipitation was lower than 1 L-m 2eday ! and 0.4 L-m 2eh™!. When
rainy days were removed from the database a similar daily cycle of
pollen concentrations was observed (Fig. S2 of the supplementary ma-
terial). Generally, rainfall during flowering reduces pollen concentra-
tions due to the washing effect of precipitation (Paschalidou et al., 2020;
Ribeiro et al., 2006; Tormo-Molina et al., 2010). However, the reduction
in pollen concentrations depends on the intensity of the rainfall. Bono-
figlio et al. (2008) stated that decreases of up to 80% in pollen levels
were observed for an accumulated precipitation of at least 0.33
L-m 2eh~!. Alternatively, Kluska et al. (2020) reported that pollen
concentrations only decreased clearly under rainfall intensities of at
least 5 L-m2eh 1.

The analysis of the meteorological data showed that local climatic
conditions can only partially explain the intradiurnal variability
described in C1. This cluster, which encompasses the days with the
lowest pollen concentrations, is probably the one that best represents the
local pollen characteristics. In contrast, C2 and C3, which included the
days of highest pollen concentrations, showed a strong influence of non-
local factors such as medium-range transport.

3.4. Daily profiles associated with different air-mass origins

In this section, the influence of external inputs on daily cycles of
pollen concentrations for each cluster was studied. Fig. 5a shows the
daily pollen profiles associated with air masses coming from different
source regions.

C2 and C3 were strongly affected by pollen inputs from Z;. Daily
patterns of pollen concentrations for contributions from Z; were very
similar to the average daily cycles for these clusters. The influence of Z;
was greater for C3 since the PD (May 3, 2015) belongs this cluster (see
supplementary material, Fig. S1). In fact, air masses arriving at Alicante
during the afternoon of May 3, 2015 had passed at midday over large
areas of olive groves located ~300 km southwest of the sampling site.

The daily variability for Z; in C2 and C3 was also similar to the
average daily cycle for those clusters. However, as expected, pollen
concentrations when air masses came from Z, were lower than the
average, since the density of olive trees decreases towards the north (see
Fig. 1). Furthermore, plots corresponding to Z2 and Z3 in C2 showed an
almost constant pollen concentration until 08:00 UTC, followed by a
gradual decrease. However, this pollen peak for Z3 was due to local
factors since the expected pollen contribution from this region was
negligible (see Fig. 1). In fact, the plot associated with Z3 showed a small
peak at the central hours of the day (the time of maximum Olea pollen
concentrations). Moreover, at the start of the day calm winds were
dominant, with a change in wind direction at 08:00 UTC and a gradual
increase in wind speed (see supplementary material S3). Therefore, to
explain these findings, days in Z3 were examined in detail. We found
that those days were preceded by days of very high pollen concentra-
tions included in C3. As a result, pollen peaks observed during the first
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Fig. 5. a) Daily profiles associated with pollen contributions from different source areas for each cluster; b) Contribution of Olea pollen transported from the
southwest (Z;), northwest (Z,) and other regions (Z3) to total pollen concentrations for each cluster.

hours of the day in the plot corresponding to Z3 in C2 was most likely
caused by the persistence of pollen grains of the previous day under calm
wind conditions.

The daily profiles shown in the plots for Z; and Z3 in C1 were very
similar to the average daily cycle for C1. This cluster mainly includes
those days with low pollen concentrations due to the low density of olive
trees in the study area (Z3). Therefore, pollen transported from Z;
contributed to slightly increase pollen concentrations. Similarly, con-
tributions from Z, also increased pollen concentrations, although the
profile was different from the average daily pattern for C1. It is worth
mentioning that pollen inputs from a specific region depend on both the
height and time of day that air masses passed over that region (Bogawski
et al., 2019; Izquierdo et al., 2017). Therefore, pollen contributions are
expected to be significant only when air masses cross the source region
at low altitude and during the midday hours.

Fig. 5b shows pollen contributions from the southwest (Z;), north-
west (Z3) and other regions (Z3) for each cluster. The highest pollen
contributions from Z; occurred during the first half of May, when the PD
is usually observed. Pollen contributions from Z, which were lower
than those from Z;, occurred especially at the end of the MPS, due to
adaptive biological responses of the olive tree to the environment. Olive
trees at higher latitudes (Zy) have the greatest heat requirements for the
development of their floral buds, and, therefore, the MPS starts later

(Aguilera et al., 2014).

The joint contribution from Z; and Zj to the SPI was 39% for C1, 78%
for C2, and 100% for C3. The sum of these contributions for each cluster
is equivalent to the external pollen index (EPI) defined in a previous
study performed at the same sampling site (Viney et al., 2021). In this
study, high exposure levels were also associated with western contri-
butions. Based on the results obtained in the present work, it can be
added that: a) external inputs of pollen from southeastern Spain were
associated with exposure to high concentrations for short periods of time
(Lake et al., 2017) and b) external inputs of pollen from the northwest of
Spain were associated with exposure to lower pollen concentrations for
longer periods of time (Scevkova et al., 2015).

4. Conclusions

Intradiurnal variations in Olea pollen concentrations in the city of
Alicante followed three different patterns (Ci). These patters were
mainly affected by the origin of air masses arriving at the sampling site.
A relationship between Ci and the main properties of the MPS was
established. A significant correlation between the frequency of occur-
rence of C1 (representing the local profile) and the LPS was found. The
reason is that C1 was the dominant cycle throughout the whole MPS. On
the other hand, C2 and C3, associated with external pollen inputs,
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showed a high correlation with the SPI. These profiles were only
observed in the middle of the MPS and were characterised by high Olea
pollen concentrations from the southwest of Spain (Z;) in May and from
the northwest of Spain (Z,) in June.

The strong influence of external pollen inputs in the study area points
to the need to conduct broader studies considering pollen concentrations
both in the source and receptor regions in order to predict and quatify
these inputs. Additionally, other aspects such as recirculation of air
masses or even soil resuspension processes should be considered. This
would contribute to improve the life quality of the allergic population by
providing more detailed information in order to start preventive treat-
ments before the occurrence of pollen concentration peaks.
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