Variación estacional de las ascosporas de Helicogermslita (Xylariaceae) en la atmósfera de Bahía Blanca, Argentina. 
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Resumen
Ascosporas asignables a Helicogermslita (Xylariaceae, Ascomycota) fueron registradas en muestras de aire de la ciudad de Bahía Blanca. Las xilariáceas tienen diversos roles ecológicos (como fitopatógenos, endófitos, descomponedores de madera, productores de múltiples metabolitos secundarios, etc.). El objetivo del trabajo fue determinar a qué especie de Helicogermslita correspondía el tipo esporal hallado, y analizar su dinámica de dispersión en la atmósfera de la ciudad de Bahía Blanca. Las muestras se tomaron diariamente con un equipo volumétrico tipo Hirst ubicado en una zona residencial a 12 m de altura. Durante el año 2016, se registraron las concentraciones diarias de 27 diferentes tipos esporales, entre ellos, el tipo Helicogermslita. El índice anual de esporas para el tipo Helicogermslita fue de 145 esporas/m3 de aire, cifra que representó un 0,02 % en relación al total de esporas fúngicas halladas. La mayor representación ocurrió durante el verano y otoño, mientras que el invierno resultó la estación menos representada. Al analizar la relación entre la aparición de esporas y algunos factores meteorológicos, la humedad relativa constituyó el factor más importante, registrándose correlación positiva y significativa entre él y la concentración de esporas. Las esporas halladas en el aire de Bahía Blanca fueron identificadas como H. cf. celastri. No pudo establecerse el sitio de origen de las esporas. 
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Abstract 
The genus Helicogermslita was registered in several European countries, India, New Zeeland, South Africa and Chile. While the natural habitat of the species are plant substrates, in Argentina ascospores from Helicogermslita were observed in air samples from Bahía Blanca city. Members of Xylariaceae are recognized as plant pathogens, endophytes or wood decomposers. The aim of this work was to identify the spore type named after Helicogermslita and to analyze its dynamics of dispersion in Bahía Blanca atmosphere. Samples were taken weekly with a Lanzoni sampler (Hirst methodology) located in a residential area 15 meters high. Daily and schedules data of the concentration from Helicogermslita spores were analyzed during 2016. The annual index of Helicogermslita spore type was of 145 spores/m3, that represented 0.02% in relation to the total fungal spores found. The highest values were observed in summer and fall, while winter turned out to be the least represented season. The statistical analyses showed a relationship between the appearance of spores and some meteorological parameters, the relative humidity was the most important factor responsible of the increase in concentration of spores with a significant positive correlation. These ascospores were identified as H. cf. celastri. The site of origin of the spores could not be established.
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Introducción
El género Helicogermslita (Xylariaceae, Ascomycota) fue descrito por primera vez por Hawksworth y Lodha (1983). Originalmente monotípico, el género cuenta en la actualidad con nueve especies: H. aucklandica (Rabenh.) L.E. Petrini, H. celastri (S.B. Kale & S.V.S. Kale) Lodha & D. Hawksw., H. diversa S. J. Lee & Crous, H. fleischhakii (Auersw.) Læssøe & Spooner, H. gaudefroyi (Fabre) Læssøe & Spooner, H. gisbornia L.E. Petrini, H. johnstonii L.E. Petrini, H. mackenziei L.E. Petrini, y H. valdiviensis (Speg.) Læssøe & Spooner (Mycobank 2019[footnoteRef:1]). Sus caracteres diagnósticos son los estromas reducidos con las bases periteciales inmersas en el sustrato, y las ascosporas con un surco germinativo en espiral, que va de un extremo a otro, con dos o más giros visibles en la superficie. Las especies de Helicogermslita han sido descriptas creciendo sobre corteza, madera decorticada o fuertemente descompuesta, y se han registrado en Alemania (Læssøe y Spooner, 1993; Rappaz, 1995), Chile, Francia, India (Hawksworth y Lodha , 1983), Nueva Zelanda (Petrini, 2003) y Sudáfrica (Lee y Crous , 2003).  [1:  https://http://www.mycobank.org] 

Ascosporas de Helicogermslita han sido registradas también en muestras de diverso origen. Es escaso lo que se conoce sobre la importancia del género, aun cuando otros integrantes de la familia Xylariaceae poseen un importante rol ecológico como fitopatógenos, endófitos o descomponedores de madera (Petrini et al., 1987; Whalley, 1996). Por ello se consideró de interés estudiar la representación y dinámica de dispersión de las esporas de Helicogermslita en el aire como primera aproximación al estudio de su biología.
El objetivo del trabajo fue determinar a qué especie de Helicogermslita correspondían las ascosporas registradas, y analizar su dinámica de dispersión en la atmósfera de la ciudad de Bahía Blanca.

Materiales y métodos
Área de muestreo
La ciudad de Bahía Blanca se encuentra en el extremo sudoeste de la Provincia de Buenos Aires, en el interior del Estuario de Bahía Blanca (38° 44´ S, 62° 16´ O), Argentina. Su clima es templado/mesotermal con precipitaciones constantes a lo largo del año y veranos calurosos (Kottek et al., 2006); (Fig. 1). Las temperaturas medias mensuales oscilan entre 8 °C (en el mes de julio) y 23,5 ºC (en el mes de enero). Los datos históricos (valores medios 1981-2010) muestran una precipitación media anual promedio de 651 mm (Servicio Meteorológico Nacional[footnoteRef:2]). El clima está influenciado por el Océano Atlántico, el cual actúa como un efecto moderador de la temperatura. Sin embargo, el área se encuentra localizada sobre el borde de un estuario y posee, por tanto, también características de continentalidad. [2:  https://www.smn.gob.ar/estadisticas] 

Muestreo del aire
El muestreo de las esporas fúngicas aerotransportadas se llevó a cabo desde el 1 de enero hasta el 31 de diciembre de 2016. Para ello se utilizó un equipo volumétrico tipo Hirst (Lanzoni modelo VPPS-2000), localizado a 12 m de altura, en una terraza con libre circulación de las masas de aire, sin barreras arquitectónicas ni florísticas que entorpecieran el muestreo. Para su instalación, funcionamiento y recuento se siguieron las pautas recomendadas por la REA (Galán et al., 2007). La observación de los preparados se realizó con un microscopio óptico Carl Zeiss (Primo Star). Las esporas fúngicas se identificaron utilizando un atlas de referencia (Grant Smith, 1990). Se registraron las concentraciones diarias de 27 diferentes tipos esporales, entre ellos, el tipo Helicogermslita. Los datos se expresaron como concentración diaria de esporas por metro cúbico de aire (esporas/m3). Para cada ascospora de Helicogermslita se registraron sus dimensiones (longitud y ancho), caracteres del surco y presencia de apéndices. Dichos atributos se compararon con los de las especies aceptadas en el género.
Datos meteorológicos
Los datos meteorológicos diarios fueron provistos por el Servicio Meteorológico Nacional de Argentina. Las variables meteorológicas consideradas fueron: temperatura media, máxima y mínima (°C), humedad relativa (%), precipitación del día de estudio y del día anterior (mm) y velocidad del viento (km/h). 
Análisis de datos
Se calculó el índice anual de esporas (InAEs), definido como la sumatoria de las concentraciones diarias promedio durante el periodo de tiempo estudiado (Galán et al., 2017). El cálculo de este índice permite dimensionar la abundancia de la espora a lo largo del año.
Los análisis estadísticos comprendieron test de normalidad de los datos (prueba Shapiro-Wilk) y correlación no paramétrica de Spearman, entre los factores meteorológicos y el contenido diario de esporas/m3. Los análisis estadísticos se realizaron con el programa Statistica 10.

Resultados 
Con el objetivo de establecer la identidad específica de las esporas registradas como tipo esporal Helicogermslita, se compararon los atributos morfológicos de importancia diagnóstica (tamaño, forma, cantidad de giros del surco y presencia de apéndices) con los descriptos en las especies actualmente aceptadas en el género. Dicha comparación y las referencias bibliográficas que la respaldan se presentan en la Tabla 1. En la Figura 2 se ilustra de manera comparada la morfología de las ascosporas de Helicogermslita spp.
El índice anual de esporas correspondiente al tipo Helicogermslita fue de 145 esporas/m3 (Fig. 3), esto representó el 0.02 % en relación al índice anual de esporas fúngicas (InAEs 592004 esporas/m3). El registro de Helicogermslita fue continuo durante el año, con mayor representación en verano y en otoño, coincidente con los mayores valores de precipitación registrados (Fig. 4). Los valores diarios registrados oscilaron entre 2 y 10 esporas/m3 de aire (Fig. 3). 
El test de normalidad realizado sobre los datos volumétricos diarios mostró que los datos no se ajustaban una distribución normal. Se decidió no realizar una transformación de los datos. 
Al analizar la relación entre la concentración diaria de esporas de Helicogermslita (esporas/m3) y los parámetros meteorológicos, se registró una correlación altamente significativa con los valores diarios de humedad relativa (0.26**) y una correlación significativa negativa con los valores diarios de temperatura máxima (-0.12*; Tabla 2). El resto de los factores meteorológicos analizados (temperatura media, mínima, precipitación y velocidad de viento) no mostraron correlación significativa. 

Discusión
Helicogermslita es uno de los géneros menos estudiados entre los denominados xilariales microscópicos (Daranagama et al., 2016). Varias especies son solo conocidas de la colección tipo y raramente han sido reencontradas. Sin embargo, el surco germinativo helicoidal que poseen sus ascosporas, facilita su reconocimiento, aún en sustratos o ambientes diferentes a aquellos en los cuales las especies fueron originalmente descriptas. Es así que la presencia de Helicogermslita ha sido registrada en sedimentos (van-Geel et al., 2011), turba (Prager et al., 2012), mieles (Magyar et al., 2016) y en muestras de aire (Grant-Smith, 1990). En este último medio, parecen ser poco frecuentes. Sin embargo, en España han sido mencionadas en varios estudios aerobiológicos (Díez-Herrero et al., 2006; Nieto-Lugilde, 2008; Docampo et al., 2011; Elvira-Rendueles et al., 2013), pero sin intentar asignarles identidad o afinidad específicas. En Argentina, el hallazgo de ascosporas de Helicogermslita en muestras de aire de la ciudad de Bahía Blanca constituyó la primera cita del género para el país y la segunda para el cono Sur (Castillo et al., 2014). 
Para la identificación de especies en Helicogermslita, se utilizan, entre otros caracteres, atributos morfológicos de las ascosporas, tales como su tamaño, forma, presencia de apéndices y vainas, y características del surco (Hawksworth y Lodha, 1983; Laessoe y Spooner, 1993; Lee y Crous, 2003; Petrini, 1992, 2003). De acuerdo a ellos, las esporas halladas en el aire de Bahía Blanca mostraron gran similitud con las de H. celastri. Solo H. valdiviensis había sido citada anteriormente en Sudamérica, pero sus ascosporas son más pequeñas y el surco presenta menos giros. La identidad de las ascosporas estudiadas en este trabajo se mantiene, sin embargo, con asignación abierta (Helicogermslita cf. celastri), ya que la imposibilidad de estudiar las restantes estructuras reproductivas en detalle impide una identificación más precisa. 
Varios estudios aerobiológicos han demostrado que los restos fúngicos que se registran en un ambiente son, en la mayoría de los casos, estrictamente de ocurrencia local (van Geel y Aptroot, 2006; Shumilovskikh et al., 2017;). Las esporas se depositan en general donde se originaron o a corta distancia del sitio de esporulación (Medeanic y Silva, 2010), ya que muchas especies de hongos tienen restringida su capacidad para ser transportadas por el aire, por lo que mantienen una buena correlación ambiental como biota local con el sitio depositacional (Medeanic et al., 2004). Por ello, es esperable que los cuerpos reproductivos que originaron las ascosporas encontradas en el aire en este trabajo se encuentren en algunas de las plantas que integran la flora cercana al sitio de ubicación del equipo de monitoreo. Varios de los sustratos sobre los que ha sido registrada H. celastri son abundantes en la localidad en estudio (Bahía Blanca) donde han sido introducidos como ornamentales, por ejemplo, Lantana y algunas especies de Pinus. Si bien estas especies arbóreas son también comunes en la flora de otras ciudades del país, la presencia de Helicogermslita no ha sido mencionada en los escasos estudios aerobiológicos previos que consignan en forma detallada las esporas de origen fúngico (Mallo et al., 2011; Nuñez-Otaño et al., 2015). 
La baja representación de Helicogermslita cf. celastri en relación al resto de las esporas detectadas en la atmósfera, es consistente con lo observado en otros estudios, en los cuales su representación también fue muy baja (0.01 %) (Díez-Herrero et al., 2006; Docampo et al., 2011). Siguiendo las clases determinadas por Martínez-Blanco et al. (2016), la espora en estudio representa el 0.48% de los tipos esporales incluidos en la clase “baja abundancia”, con InAES 145 esporas/m3 frente a tipos más abundantes como Alternaria (InAEs = 42707 esporas/m3) y Cladosporium (InAEs = 385556 esporas/m3).
La variación de las ascosporas en el aire exterior es influenciada por la presencia de las estructuras reproductivas (fuente de aporte de esporas) y por los factores meteorológicos que contribuyen a la dispersión de partículas en la atmósfera (humedad, viento, temperatura, etc.). 
Las ascosporas son generalmente liberadas por un mecanismo activo, asociado con la lluvia y la humedad, cuando la presión osmótica en el interior del asco aumenta (Rivera-Mariani y Bolaños-Rosero, 2012). Almaguer et al. (2014), Haskouri et al. (2016) y Ferro et al. (2018), encontraron que las precipitaciones y la humedad relativa fueron las variables más influyentes en la aparición de esporas fúngicas en la atmósfera. Esto es consistente con los hallazgos del presente estudio en lo que respecta a la relación de los factores meteorológicos y el contenido de esporas. 
La correlación positiva con la humedad relativa y la correlación negativa con la temperatura máxima observadas en este estudio son consistentes con lo observado por Hernández-Trejo et al. (2012) al estudiar la relación entre las variables y la concentración de ascosporas en el aire de una ciudad del sudoeste de España.
El presente trabajo de investigación constituye un aporte que complementa los escasos estudios realizados en Argentina sobre la dispersión de ascosporas en el aire. Como señalaron Hjelmroos (1993), De-Antoni et al. (2006) y Grinn-Gofroń y Bosiacka (2015), resulta necesario efectuar más investigaciones para establecer parámetros generales que permitan dilucidar con mayor claridad los fenómenos de dispersión de las ascosporas en la atmósfera. En base a lo observado en este estudio, se propone continuar con un monitoreo a largo plazo para determinar la relación con las variables meteorológicas que, ante la escasez de los datos, no han mostrado un resultado significativo desde el punto de vista estadístico.
Conclusión
El tipo esporal Helicogermslita hallado en el aire de la ciudad de Bahía Blanca fue identificado como Helicogermslita cf. celastri. Esta ascospora se encontró presente en mayor abundancia durante los meses de verano y otoño. Su dispersión fue influenciada por la precipitación y la humedad, factores meteorológicos que favorecen la liberación de las esporas al aire. 
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Leyendas
Tabla 1: Comparación entre la morfología de las ascosporas y la ecología de las especies aceptadas en el género Helicogermslita y las esporas halladas en la atmósfera de la ciudad de Bahía Blanca, Argentina.
Tabla 2: Correlación entre los factores meteorológicos y datos diarios de Helicogermslita (esporas/m3). Tm temperatura media, Tmax temperatura máxima, Tmin temperatura mínima, P precipitación, HR humedad relativa, VV velocidad de viento, P-1 precipitación del día anterior, r coeficiente de correlación.
Fig. 1: Ubicación del área de estudio y clasificación climática de Köppen-Geiger. C: templado cálido; f: precipitaciones constantes a lo largo de todo el año; a: verano caluroso. Figura tomada de Kottek et al., 2006. Barra = 500 km.
[bookmark: _GoBack]Fig. 2: Ascosporas de las especies de Helicogermslita redibujadas a partir de las fotos/ilustraciones de la bibliografía: A. H. aucklandica. (Petrini, 2003); B. H. celastri. (Hawksworth y Lodha, 1983); C. H. diversa. (Lee S. y Crous, 2003); D. H. fleischhakii. (Rappaz, 1995); E. H. gaudefroyi. (Laessoe y Spooner, 1993); F. H. gisbornia. (Petrini, 2003); G. H. johnstonii. (Petrini, 2003); H. H. mackenziei. (Petrini, 2003); I. H. valdiviensis. (Petrini, 1992); J. Helicogermslita sp., espora observada en este trabajo. Barra = 10 µm
Fig. 3: Representación diaria del recuento de Helicogermslita (esporas/m3) registradas durante el año de estudio en la atmósfera de la ciudad de Bahía Blanca, Argentina.
Fig. 4: Representación estacional del recuento de Helicogermslita (esporas/m3) y variables meteorológicas [temperatura media (°C), precipitación (mm) y humedad relativa (%)] en la atmósfera de la ciudad de Bahía Blanca, Argentina.



	Especie
	Longitud (µm)
	Diámetro (µm)
	Surcos
	Apéndices
	Distribución
	Hospedante

	H. aucklandica 
(Rabenh) L. E. Petrini
Petrini (2003)
	19 - 23.5
	10-14
	1
	No
	Nueva Zelanda
	No consignado

	H. celastri 
(S. B. Kale & S. V. S. Kale) Lodha & D. Hawksw
Hawksworth & Lodha (1983)
	17 - 26
	8 – 10
	2 - 4
	No
	India
	Celastrus paniculatus
Gymnosporia montana
Lantana camara
Punica granatum

	H. diversa 
S. Lee & Crous
Lee & Crous (2003)
	11 – 17.5
	6.5 - 11
	1 - 2
	Si
	Sudáfrica
	Leucadendron sp.

	H. fleischhakii
Laessoe & Spooner
Laessoe & Spooner (1993)
	15.5 – 17.5
	9.5 – 10.5
	2
	Si
	Alemania Francia
	Abies sp. 
Pinus sp. 

	H. gaudefroyi 
Laessoe & Spooner
Laessoe & Spooner (1993)
	29 - 44
	12 - 17
	1
	No
	Francia
	Quercus sp.

	H. gisbornia 
L. E. Petrini
Petrini (2003)
	29.7 – 37.4
	14.4 – 18.2
	1 ¼
	Si
	Nueva Zelanda
	Beilschmiedia tawa
Weinmannia racemosa

	H. johnstonii 
L. E. Petrini
Petrini (2003)
	22.5 - 32
	9.5 - 14
	1
	Si
	Nueva Zelanda
	Coprosma sp.
Dracophyllum longifolium

	H. mackenziei 
L. E. Petrini
Petrini (2003)
	20 – 25.5
	9.6 – 12.5
	1
	Si
	Nueva Zelanda
	Indeterminado

	H. valdiviensis 
Laessoe & Spooner
Laessoe & Spooner (1993)
	17 – 21
	7.5 – 10
	1 ½ - 2
	No
	Chile
	Persea lingua

	Helicogermslita
(Este trabajo)
	15 – 28.5
	6 – 12
	2 - 3
	No
	Argentina
	Desconocido. 
Registrada en el aire 


	
	N (días)
	r

	Esporas/m3 & Tm
	366
	n.s.

	Esporas/m3 & Tmax
	366
	-0.12*

	Esporas/m3 & Tmin
	366
	n.s.

	Esporas/m3 & P
	85
	n.s.

	Esporas/m3 & HR
	366
	0,26**

	Esporas/m3 & VV
	366
	n.s.

	Esporas/m3 & P-1
	84
	n.s.
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